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OZET

Anahtar kelimeler: Genotoksisite, Kromozomal Anormallik, Mikronukleus, Insan Periferal
Kan Lenfositleri, Oksiproponolamin, Timol

Bu calismada, ilag etken maddeleri olarak kullanilma potansiyeline sahip olabilecekleri
diisiiniilerek Sakarya Universitesi Kimya Boliimii’'nde sentezlenmis ve antibakeriyel,
antikarnonikanhidraz ve antiglukoliz aktif etkinligi belirlenmis ana yapisinda timol ve
oksiproponolamin grubuna ek olarak 3-picolylamin bulunduran 1-(2-isopropyl-5-
methylphenoxy)-3-((pyridin-3-ylmethyl)amino)propan-2-ol  bilesiklerinin genotoksik ve
sitotoksik profillerinin belirlenmesi amaglanmustir. Bu amagla, insan periferal kan lenfositleri
tizerinde kromozomal anormallik (CA), mikronukleus (MN) testleri uygulanmistir. Bu
baglamda lenfosit kiiltiiri 24 ve 48 saat siire ile test maddesinin dort farkli konsantrasyonu
(6.25, 12.5, 25, 50 pg/mL) ile muamele edilmistir. Ayrica tiim testlerde negatif, pozitif ve
¢oziicii kontroller kullanilmustir.

Aragtirmada elde edilen verilere gore, test maddesi ile yapilan uygulamalarda 25 ve 50
ug/mL’lik dozlarda, CA olusumu bakimindan hem negatif kontrole hem de ¢oziicii kontrole
gore istatistiksel olarak anlamli farkliliklar gézlemlenmistir. MN olusumu bakimindan ise
biitiin dozlarda anlamli fark bulunmakla birlikte en yiiksek 50 pg/mL’lik dozda higbir
biniikleat hiicreye rastlanilmamustir. Test maddesi ile yapilan 24 ve 48 saatlik uygulamada,
mitotik indeks tiim konsantrasyonlarda hem negatif kontrol grubuna hem de ¢6ziicii kontrole
gore anlamli diizeyde azaliglar gozlemlenmistir. Hiicre basmna diisen kromozomal
anormallikler ve anormal hiicre yiizdesi bakimindan en yiiksek 50 pg/mL’lik dozda her iki
uygulamada hem negatif kontrole hem de ¢6ziicii kontrole gore anlamli fark bulunmustur.
Ayrica 24 saatlik uygulamada hiicre bagina diisen kromozomal anormalliklerde 25 pg/mL’lik
dozda ¢ozicii kontrol ve negatif kontrol bakimindan anlamli fark belirlenirken, anormal
hiicre yiizdesi bakimindan ise sadece ¢oziicti konrtole gére anlamli artis s6z konusudur. Elde
edilen sonuglara gore, test maddesinin uygulanan konsantrasyonlarinin in vitro sartlarda
sitotoksik etkili oldugu, ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda ise genotoksik etkili oldugu
gOriilmiistiir.



DETERMINAION OF THE GENOTOXIC PROFILES OF NEW
SYNTHESIS OXIPROPANOLAMIN DERIVATIVES

SUMMARY

Keywords: Human peripheral blood lymphocytes, chromosomal aberration,
micronucleus, genotoxicity, thymol, oxyproponolamine

The aim of this study was to determine the genotoxic and cytotoxic profile of the 1-
(2-1sopropyl-5-methylphenoxy)-3-((pyridin-3-ylmethyl)amino)propan-2-ol, which is
newly synthesized in Sakarya University Chemistry Department. Chemical
substances which are considered as pharmaceutical raw materials are subjected to a
wide variety of toxicological researches. Some of these studies are cytotoxicity and
genotoxicity studies

In this context, chromosomal abnormality (CA) and micronucleus (MN) tests were
performed to determine the cytotoxic and genotoxic effects of test substance on in
vitro human peripheral blood lymphocytes. For this purpose, the lymphocyte culture
was treated with four different concentrations of test substance (6.25, 12.5, 25, 50
png/mL) for 24 and 48 hours.

According to the data obtained in the study, it was observed that the test substance
significantly reduced the mitotic index in all application groups compared to the
negative control. According to the solvent control, significant reduces were observed
in the concentration of 25 and 50ug/mL in both 24 and 48 hours of application. The
most observed chromosomal abnormality was chromatid fracture in all groups,
followed by fragment and chromosome fractures. Significant increases in the
maximum two concentrations were observed with respect to the percentage of
abnormal cells and chromosomal abnormalities per cell. For both evaluation criteria,
significant increases were observed in the highest concentration of solvent control in
both application periods. However, in terms of chromosomal abnormalities per cell, a
significant increase in the concentration of both 25 and 50 pg/mL was observed in 48
hours. In terms of micronucleus frequency, there is a significant increase in all
concentrations and in 50 pg/mL wasn’t seen any binucleats.According to the results
obtained, the applied concentrations of the test substance were cytotoxic in in vitro
conditions and genotoxic effect, especially at high concentrations.

Xi



BOLUM 1. GIRIS

flag piyasasinda ¢ok gesitli ilaglar bulunmasina ragmen yeni ilaglarin iiretimi artan
bir sekilde devam etmektedir. Yeni ilag gelistirmenin amaci, var olanlardan daha
giiclli, daha az toksik ve yan etkileri en aza indirilmis yararh terapotik bilesikler
gelistirmektir (Kapucu ve ark., 2009). Bununla birlikte, kesin tedavisine ulasilmamig
hastaliklar i¢in etkili ilaglar da arastirnllmaktadir (Cevik ve ark., 2012). Ayrica,
giiniimiizde antibiyotiklerin kontrolsiiz ve bilingsiz kullanimi sonucu direngli mikro
organizmalarin ortaya ¢ikmasi da yeni ilag sentezini ve arastirilmasini zorunlu

kilmaktadir (Aktas, 2014).

Yeni ilag gelistirme yaklasimlarindan biri, fizyolojik ve patolojik olarak hastanin
lehinde olacak sekilde, bazi biyolojik molekiillerin yapilarinin, etkilerinin ve
olusabilecek degisikliklerin incelenmesidir. Bu, ila¢ kesif isleminde ilk adim olmakla
birlikte, ilacin istenilen bolgeye gonderilmesini, burada faydali etkinin olusmasini ve
dokularda yan etkiler gibi istenmeyen reaksiyonlardan kagmilmasini saglar. Bu
nedenle hastaligin molekiiler, hiicresel ve genetik seviyede hangi enzim veya
reseptorler ile iligkili bulundugu ve bu yapilarin fonksiyonunda etkili olan

kimyasallarin arastirilmasi ¢ok 6nemlidir (Canefe ve Duman, 1994).

Ilag gelistirme ¢alistirmalarinda, 6zellikle transmembran reseptorlerinin bulunmasi
ve bu reseptorlerin 6zgilil ligandlarinin iiretilmesi onemli bir ilerlemeye neden
olmustur. Reseptorler, bir endojen madde veya ona benzer yapida olan kimyasal
maddeleri secici bir yiliksek duyarlilik ile kendine baglayan ve hiicrelerin degisik
bolgelerinde bulunabilen hiicre birimleridir. Bir¢ok ila¢ maddesi bu reseptdrleri

hedef alir ve etki mekanizmas1 devreye girer (Tutun ve Baydan, 2019).



Yeni sentezlenen bir maddenin ila¢ olarak kullanilabilmesi i¢in, anlamli biyolojik
aktivite gostermesi yeterli degildir. Bunun yani sira, insanlar ve hayvanlar {izerinde
kapsamli toksisite testlerinden basar1 ile ge¢mis olmasi elzemdir. Giivenlik testi
niteligini tagiyan toksisite incelemelerinin yani sira, yeni sentezlenen ilaglarin akut,
subakut, kronik, subkronik, immunotoksik, norotoksik, teratojenik, reprodiiktif
toksisite, genotoksisite ve karsinojenite gibi etkileri de ¢alisiimalidir. Ozellikle bir
kimyasalin genotoksik etkisinin belirlenmesi, ilag gelistirmede O6nemli rol
istlenmektedir. Cilinkii bu testler, kimyasal ve fiziksel ajanlarin karsinojenik
potansiyellerinin belirlenmesi ve bu ajanlarin mutajenitelerinin arastirilmast igin
kullanilmaktadir. Fiziksel ve kimyasal genotoksik etkili ajanlar: Kanser, dogum
defektleri, infertilite, diabet, kardiyovaskiiler ve dejeneratif hastaliklarin olusumunda
rol oynamaktadir (Palitti ve ark., 1982; Bonassi ve ark., 1995; Hagmar ve ark.,
1998).

Genotoksisitesi test edilmek istenen kimyasal veya dogal ajanlarin karsinojenik ve
mutajenik potansiyelleri arasindaki iliskinin belirlenmesinde kullanilan yontemlerden
bir bolimii de in vitro ve in vivo kosullari altinda, Kromozom anormallikleri (CA)
testi ve Mikronukleus (MN) testidir (Carrano ve ark., 1978; Evans, 1984).

Bu tez ¢aligmasinin amacz; ilag etken maddesi olarak kullanilma potansiyeline sahip
olabilecegi diisiiniilerek Sakarya Universitesi Kimya Boliimii'nde sentezlenen ve
antibakteriyal, antia-glukosidaz, antikarbonikanhidraz ve antiasetilkolinesteraz
etkinlikleri belirlenmis, fenoksiproponol amin tiirevi olan 1-(2-isopropyl-5-
methylphenoxy)-3-((pyridin- 3-ylmethyl)amino)propan-2-ol bilesiginin sitotoksik ve
genotoksik potansiyellerinin belirlenmesidir. Bu amagcla, insan periferal kan
lenfositleri tizerinde yapilan Kromozom Anormallikleri (CA) ve Mikronukleus (MN)

testleri kullanilmistir.



BOLUM 2. GENEL BiLGILER

Giliniimiizde antibiyotikler basta olmak iizere bir¢ok ilacin bilingsiz kullanimi
sonucunda etkinlikleri azalmakta ve yeni ilaglarin gelistirilmesi elzem hale gelmistir.
Yeni ilag¢ etken maddeleri aragtirmalarinda, tek tek dogal ya da sentetik maddeler
lizerine yogunlasilirken, aynm1 zamanda farkli etken maddelerin bir araya

getirilmesiyle elde edilen bilesikler de incelenmektedir.

Timol ve oksipropanolamin ¢esitli biyolojik aktivitelere sahip bilesiklerdir ve farkli
ilaglarin yapisinda bulunurlar. Timol dogada, ozellikle Lamiaceae familyasi
liyelerinin esansiyel yaglarinda bulunan fenolik bir bilesiktir ve bircok aktiviteye
sahip oldugu bilinir (Lambert ve ark., 2001; Pei ve ark., 2009; Giweli ve ark., 2012).
Oksipropanolaminler ise basta B-blokerlarin yapisi olmak {izere bazi ilaglarin iskelet
yapilarinda yer alir ve farkli biyolojik aktivitelere sahiptir (Carre ve ark., 1984;
Mauleon ve ark., 1988; Bazylak ve Nagels, 2003; Wechsler ve ark., 2014).

Antibakteriyel maddeler, maya, kiif, bakteri, mantar gibi mikroorganizmalarin
tiremelerini engelleyen veya oldiiren dogal, yari sentetik veya sentetik maddeler
olarak tanimlanmaktadir (Balci, 2006). Antibiyotikler giiniimiizde diinya genelinde
en cok kullanilan ilaglarin basinda gelmektedir (Istariz ve Carbon, 2000). Hasta
bakimi agisindan antibakteriyal ilaglarin gelistirilmesi ve klinik kullanima girmesi,
gectigimiz yiizyilin en dnemli gelismelerinden biri sayilmaktadir (Ozgiines, 2006).
Diger yandan, antibiyotiklerin akiler olarak kullanilmamasi; bakteriyel direng
gelisimi, tedavi basarisizligi, yan etkilerinin ¢ogalmasi gibi sorunlar1 getirmektedir
(Oztiirk, 2008). Diinya genelinde en ¢ok tiiketilen ilag grubunun basinda kalp ve
damar hastaliklari ilaglar1 gelmektedir. 2001 yili verisine gore diinya ilag tiikketiminin
%19,3’1inii kardiyovaskiiler ilag grubu, %8,9’unu antibiyotikler olusturmaktadir (Top
ve Tarcan, 2004). Antibakteriyel ajanlar ile ilgili onceki yillarda yapilan bilimsel
caligmalara bakildiginda, calismalarin genellikle ¢inko, giimiis ve bakir gibi



metallere yogunlasildigi goriilmekle birlikte, glinimiizde tiiketicilerin dogaya
yonelmesi ¢esitli bilimsel ¢alismalarin bitkisel kaynakli, dogal esasli antibakteriyel
maddelerin eldesi ile ilgili calismalara yonelmektedir (Giiler ve ark., 2015). In vitro
ortamda bir antibiyotigin her ne kadar etken mikroorganizmaya kars1 etkili oldugu
bilgisi 6nemli olsada, bu gbz Oniine alinmasi gereken tek faktor degildir. Basarilt bir
antibakteriyel tedavi; hastaya oOnemli bir toksik zarar vermeden, enfeksiyon
bolgesinde etkili antibakteriyel biyolojik aktiviteyi saglamasidir (Anova, 2019).
Bunun yaninda, kullanilacak olan antibakteriyel madde sadece aktif biyolojik
aktivitesi ile kalmamali, ayn1 zamanda insan ve ¢evre bakimindan giivenli olmalidir
(Palamutcu ve ark., 2009). Son yillarda yeni ila¢ aragtirmalarinin, daha az yan etki ve
non-toksik olmalar1 sebebiyle sentetik olmayan bitki ve doga kaynakli {iriinler
lizerinde yogunlastigt goriilmektedir (Rates, 2001). Calismamizdaki test
maddesininde biyolojik olarak aktif antibakteriyel 6zellik gosterme nedeni, ana
iskelet yapisindaki dogal antibakteriyel ugucu yag bileseni olan timol kaynakli olma

olasilig1 ytiksektir.

Karbonikanhidraz (CA) enzimi ilk kez 1933 yilinda sigir kirmizi kan hiicrelerinde
kesfedilmistir (Meldrum, 1993) Karbonik anhidraz enzimi sadece memeli
dokularinda degil, diger hayvan ve bitkilerde de yaygin bir sekilde bulunan ve
fizyolojik dneme sahip, kataliz i¢in aktif bolgesinde tek bir ¢inko atomu igeren bir
metalloenzimdir (Pfeiffer, 2000; Mafra ve ark., 2004). Eritrosit CA’sinin en énemli
fizyolojik islevlerinden biri, doku kilcallarinda metabolizma {iriinii olan
karbondioksidin (CO2) H.COz’a doniismesini, akciger pulmoner kapillerde ise
H2COz3’in CO2’e doniismesini katalizleyip, solunum olayinda rol almasidir (Arslan,

1994). Sekil 2.3.’te bu reaksiyon gosterilmistir.
CA ~
CO, + H,0 & H,C0; < HCO; + H*
Sekil 2.1. Karbonik anhidraz enzimi katalizasyonu (Arslan,1994)
Ayrica, karbondioksitin bikarbonat ve protona donilislimiinii katalizleme siiretiyle
karbonil anhidraz enzimleri hiicre zarinda ve hiicre i¢indeki cesitli olaylarda gaz

degisimi, su-elektrolit dengesi, iyon transportu ve asit-baz dengesinin saglanmasi

gibi pek ¢ok fizyolojik yollarda gorev almaktadir (Maren, 1988; Parkkila ve Parkkila,



1996). Bu geri doniisiim reaksiyonlari, organizmalarda hiicreler arasi sivi ve kan

sisteminin kaydedeger tampon sistemi olmasi nedeniyle 6nemlidir (Deutsch, 1987).

Memelilerde aktif olan 15 farkli CA izoenzimi tespit edilmistir. Cogu cesitli doku ve
organlarda 6zellesmis fonksiyonlar1 yerine getirmek {lizere baskin olarak farklilagmis
hiicrelerle iligkilidir. Temel olarak bu izoenzimlerden bes ¢esidi hiicre zarina bagh
olarak bulunurken (CAIV, CAIX, CAXII, CAXIV ve CAXYV), bes ¢esidi sitozolik
formda (CAI, CAII, CAIII, CAVII ve CAXIII) ve bir ¢esidi ise salgilanan bir enzim
seklinde bulunur (CAVI). iki ¢esidinin mitokondriyal enzim oldugu tespit edilmistir
(CAVA ve CAVB). Ayrica, heniiz siniflandirilmamig formu olan NonO/p54nrb
tanimlanmistir. CA izoenzimleri, kendi spesifik bolgelerinde farkli fonksiyonlar
gostermektedir (Sly ve Hu, 1995; Hewett-Emmett ve Tashian, 1996; Karhumaa ve
ark., 2000). Yokluklarinda veya inaktiflik durumlarinda, midedeki asit iiretiminin
azalmasindan bobreklerin  kaybmma kadar uzanan hastalik komplikasyonlari

olusabilmektedir (Sugrue, 1996; Arslan ve ark., 2004; Ergiin, 2011).

Karbonik anhidraz enziminin fizyolojik fonksiyonlar1 insanda bulunan CA
izoenzimlerinin incelenmesi sonucu ortaya ¢ikarilmistir. Insan eritrosit hiicrelerinde
HCA-1 ve HCA-II izoenzimi bulunmaktadir. Go6z korneasi, lensi ve silyer
epiteryumda ise, HCA-Il ve HCA-IV izoenzimleri bol miktarda bulunmaktadir.
HCA-II izoenziminin Onemi, glokom hastalig1 tedavisi i¢in yapilan arastirmalar
sonucu ortaya g¢ikarilmistir. Glukom hastaligi, anormal derecede yiiksek goz ici
basincindan dolayr ortaya ¢ikan bir hastaliktir (intraocular pressure, IOP) ve geri
dontisiimstiz korliige sebep olmaktadir. Goz i¢i basincinin tek kontrol noktasi gz i¢i
stvisidir  (hiimor  akdéz). Karbonik anhidraz enziminin g6z i¢i  sivisinin
salgilanmasinda uyarict etkisi vardir. Bu enzimin inhibisyonu ile, %25-30 oraninda
silyer epitelinin salg1 aktivitesinin azaldig1 bilinmektedir. Inhibitorler, genellikle
kiiglik molekiil agirligina sahip bilesikler veya iyonlardir. CA izoenzimlerini inhibe
ederek, bazi hastaliklarimin tedavisini saglayan farmakolojik ajanlara karbonik
anhidraz inhibitorleri (CAI) denir. Glukom hastalig1 tedavisi icin CA enzimi {izerinde
yapilan inhibisyon caligmalar1 sonucu CA inhibit6rlerinin 6nemi ortaya ¢ikarilmistir.
Karbonik anhidraz enziminin inhibisyon mekanizmasinin bilinmesi yeni bilesiklerin

sentezlenmesi i¢in bilylik onem tagimaktadir (Supuran ve ark., 2004; Selen, 2018).



Asetilkolinesteraz (AChE) enzimi, major norotransmitter olan asetilkolini (ACh)
sinapslarda hizla asetata ve koline hidrolize ederek kolinerjik sinir sisteminde etkili
bir rol oynayan sinir sistemini enzimlerinden biridir (Tripathi ve Srivastava, 2010).
Asetilkolinesteraz enzimi tarafindan hidrolizi Sekil 2.2.’de verilmistir. Kolinesteraz
inhibitorleri klinik olarak Myastenia Gravis, Glokom ve Alzheimer Hastaligi gibi
hastaliklarda kullanilmaktadir (Anonim, 2019). Miyastenia gravis, hareketle artan
kas giigsiizliigii ile karakterize olan asetilkolin reseptorlerinin (AChEI) hedef alindigi
otoimmiin kokenli bir hastaliktir. Asetilkolinesteraz inhibitorleri, asetilkolinesterazi
inhibe edip, kavsaktaki asetilkolin miktarmi1 artirarak kas giigsiizliigiinii tedavi

etmede yaygin olarak kullanilmaktadirlar (Yegenoglu ve ark., 2010).

CHy : CH .
A _O._CH, _A_OH HO '\W( H,

|
H‘(‘—?‘Y@ i + HO —)x> Hx('—}@ +
CH 0 CH, 0

Asetilkolin Kdin Asetik asit

Sekil 2.2. ACh’nin AChE tarafindan hidrolizi (Jeger, 2013)

Alzheimer (AH), norodejeneratif 6zellikde bir hastalik olup daha ¢ok yasl insanlarda
goriilmektedir. Hastalifin temel sorunu ndron kaybi ve kolinerjik sistemdeki
sinapslardan salgilanan asetilkolin miktarinin azalmasidir (Gulgin ve ark., 2017).
Asetilkolini hidroliz yoluyla parcalayan bir enzim olan asetilkolinesterazin inhibe
edilerek asetilkolin miktarmin artirilmast hastaligin tedavi yaklagimi olarak
goriilmiistiir (Dickson, 1997). Ayrica AH’li beyinlerde AChE seviyesinin artti1
tespit edilmistir. Kolinesteraz inhibitorleri, asetilkolinin intrasinaptik yikimini
geciktirmekte ve etkisini uzatmaktadir. Kolinesteraz inhibitérleri AH hastaliginin
semptomatik tedavisinde kullanilan ilaglardir, ¢iinkii kolinesterazlarin inhibe
edilmesiyle, norotransmitterlerin sinaptik seviyesinin artmasina neden olurlar
(Tiirkan ve ark., 2019). Asetilkolin, bilissel islevlerde ve giinliik yasam etkinliklerini
siirdiirme becerilerin diizenlenmesinde biiyiik 6l¢iide rol oynayan ndrotransmiter

maddelerden biridir. Antikolinesteraz inhibitor ilaglart AChE’yi geri doniisiimlii veya



geri doniisiimsiiz sekilde inhibe ederler ve asetilkolinin hidrolizini engeller (Jeger,
2013). Sekil 2.3.’de Asetilkolinesteraz enzim inhibitorlerinin  fonksiyonlari

gosterilmektedir.

Su ana kadar tespit edilmis AChEi’leri, AH i¢in tam anlamiyla bir koruma ve tedavi
saglayamamakta, ancak semptomlar1 yavaslatarak hastaligin ilerlemesini
geciktirmektedir (Kocangi ve Aslim, 2016). Bu sebeple, AH mekanizmasinin
arastirilmasina ve 6zellikle bu mekanizma tizerinde etkili olabilecek koruyucu ve
tedavi edici potansiyeli olan yeni dogal kaynakli AchE inhibitor ajanlarin tespitine
yonelik caligmalar 6nem kazanmaktadir (Tiirkan ve ark., 2019). Bu tiir inhibe
ozellikde olan maddeler ilag potensiyeli olma 6zelligini tasir. Bu sebepten dolayi, bu
calismada, AChE inhibitor 6zelligi tespit edilmis 3e maddesinin genotoksik etkisinin

incelenmesi hedeflenmistir.

m
; Kolin tagiyicilar

Hicre igi

/ yanit

Sekil 2.3. AChE inhibitorlerinin fonksiyonlart (Jeger, 2013).

a-Glikozidaz enzimi, bagirsak hiicrelerinin villus yilizeyinde bulunan karbonhidrat
sindirimiyle ilgili anahtar enzimdir. Bu enzim Tip 2 diabetus mellitus hastaliginda

terapotik bir hedef olarak kabul edilmistir (Xu ve ark., 2014). Enzimin inhibitorleri,



diyabetik hastalarda nisastanin pargalanmasini geciktirir ve tokluk kan glikoz
seviyelerini ~ diiglirtir.  Ayrica  a-Glikozidaz  inhibitorlerinin  postprandiyal
hiperglisemiyi %30-50 oraninda azalttig1 bildirilmistir (Kaya, 2004). Ancak, diabet
tedavisinde kullanilan a-glikozidaz enzim inhibitorleri, siskinlik, karin agiris1 ve
bagirsakta sindirilmemis karbonhidrat birikimine neden olmaktadir (Zhang ve ark.,
2011). Bu tiir yan etkilerin giderilmesi veya daha aza indirilmesi i¢in son ¢alismalar
daha ¢ok dogal inhibitor arayiglarina agirlik verilmesine yol agmistir. McDougall ve
ark. (2005)’nin yaptigi ¢alismada bitkilerde bulunan fenolik bilesiklerin -

glikozidazin inhibisyonunda rol aldigini tespit etmislerdir.
2.1.  Timol ve Genel Ozellikleri

Timol en ¢ok Thymus simifina ait bitkilerden elde edilen ve kimyasal formiilii 5-
methyl-2- isopropylphenol (C10H140) olan monoterpen grubuna ait, fenolik halkanin
farkli lokasyonlarinda hidroksil grubu igeren bir bilesiktir (Sekil 2.1.).

CH,

OH

CH
cu;’f H*u:‘H!‘

Sekil 2.4. Timolun kimyasal yapisi (Aeschbach,1994)

Timol 6zelikle Thymus vulgaris (kekik) bitkisinin ugucu yaginda yogun miktarda
bulunur (Horvathova ve ark., 2007; Baydar ve ark., 2009). Fakat timol ugucu yag
orani, bitkinin cinsine, hangi kismindan elde edildigine, liretim sekline, yetistirildigi
bolgenin cografi yapisina, iklime ve toplandigi zamana bagh olarak degiskenlik

gostermektedir (Masotti ve ark., 2003; Baydar, 2005).

Thymus, Origanum, Satureja, Thymbra ve Coridothymus cinslerine ait tiirler hem
yayilis olarak hem de ekonomik olarak biiylik 6nem tasimaktadir (Baser ve ark.,

1994). Bitki ugucu yag orani tiirler arasinda degismekte olup, ucucu yaginda fenol



tiirevi olarak ozellikle timol bulunmaktir (Baytop, 1999). Thymus vulgaris L.’nin
giiclii bir antifungal ve antiseptik olarak ugucu yag bilesenlerinden timoliin diger
fenollere gore 4 kat daha az toksik etkisi ve 30 kat daha fazla antiseptik etkisi tespit
edilmistir (Bagdat, 2006). Gii¢lii bir antibakteriyel ve antifungaldir (Belhattab, 2004).
Agiz bakterilerine karst antibakterisit aktivitesinden dolay1 gargara bilesiminde
kullanilmaktadir (Bagdat, 2006). Timoliin en iyi bilinen antibakteriyel aktivitesinin
yaninda antioksidan, antiviral, antifungal ve antitiimor aktiviteleri de vardir (Giweli

ve ark., 2012).

Yine bu o6zelliklerinin yaninda timolun gidalari koruma potansiyeli oldugu da
belirtilmistir (Baratta ve ark., 1998). Timoliin yaygin olarak kullanildigi alanlardan
biri de kozmetik, parflimeri sanayisi ve cilt hastaliklarinin tedavisidir (Fakili, 2010).
Timol, hidrofobik davranista bir molekiil olmasindan dolayi, membran reseptorleri
ve membran proteinlerinin aktivitesi ve membran gegirgenliginde etkili bir maddedir

(Valera ve Frances, 2006).

Timoliin yaygin kullanim alanindan dolay1 bir¢ok calismada ilgi odagi olmustur.
Timoliin genotoksik ve antigenotoksik 6zelligini arastiran ¢alismalar da literatiirde
mevcuttur. Maisanaba ve ark. (2015) tarafindan fareler {izerinde yapilan in vitro
genotoksisite ¢alismada, timoliin 5 farkli konsantrasyonu ile (15.62- 250 uM arasi)
mikroniikleus testi uygulandiginda biniikleatlarda kontrol grubuna gore anlamli
farklar kaydedilmemistir. Baska bir ¢alismada, Lippia cinsine ait tiirlerden elde
edilen ucucu yaglariin UV i1sinlarina karsi antigenotoksik etkileri arastirilmastir.
Tiirlerin bilesenleri icinden timoliin antigenotoksik etki ve UV isinlarinin
olusturdugu DNA hasarina kars1 koruyucu ozellik gosterdigi belirlenmistir (Quintero
Ruiz ve ark., 2017). Bir bagka ¢alismada, timolun memeli hiicreleri iizerindeki DNA
koruyucu Ozellikleri in vitro incelenmis ve sonugta hicbir indiikleyici etkisinin
olmadig1 aksine koruyucu etki gosterdigi belirtilmistir (Slamenova ve ark., 2007).
Diger bir arastirmada, insan ldsemik hiicre hattinda (K562) esansiyel yaglardan
timoliin, DNA hasar1 ve DNA koruyucu etkileri ile ilgili caligma yapilmistir. Sonug
olarak, timoliin hidrojen peroksidin olusturdugu DNA hasarlarin1 6nemli derecede

indirgeyici ozellik gosterdigi belirlenmistir. Bu 6zelliginin antioksidan etkilerinden
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kaynaklandig1 disiiniilmektedir (Horvathova ve ark., 2007). Yine baska bir
calismada, timoliin insan periferal lenfositleri lizerinde genotoksik aktivitesi HPRT
gen mutasyon testi ile arastirilmistir. Arastirma sonucunda timoliin genotoksik

etkisinin olmadig1 aksine iyilestirici bir etkisinin oldugu belirtilmistir (Kilig, 2005).

2.2. Beta Blokerler

Klinik kullanima ilk defa 1960 yilinda giren beta blokerler, sempatolitik sempatik
sinir sistemi ilaglar1 olarak bilinmektedirler. Genel olarak sempatik sinirlerinden stres
sirasinda salinan hormonlarin stimiilasyonunu engelleyerek kalbin yiikiinii azaltan
ilaclardir. Hormon tarafindan uyarilan reseptorler kalp hizini ve debisini arttirirlar.
Beta blokerler antagonist davranislart ile bu hormonlarin reseptorlerini geri
dontisiimlii  olarak bloke ederler ve tam tersi etki yaparak kalbi
adrenalin/noradrenalinin zararli etkilerinden korurlar. Bu ilaglarin farmakodinamik
ve farmakokinetik Ozellikleri birbirinden farklidir. Beta blokerler olarak
isimlendirilmeleri viicudun c¢esitli bolgelerindeki beta reseptorlerini  bloke
etkilerinden dolayidir (Yusuf ve ark., 1988; Odasi, 2001; Isik ve ark., 2009; Dogan,
2012).

Beta bloker ilaglar beta reseptdrlerini etkileme durumlarina gore selektif ve non
selektif olarak gruplandirilirlar (Kayaalp, 1992). Miyokardiyal selektif olan blokerler
selektif olmayanlara karsi iistiindiirler. Bazilari ise intrinsik sempatomimetik aktivite
(ISA) etkisine sahip olup beta reseptdrlerini duruma gore inhibe veya aktive ederler.
ISA etkisi olan beta blokerler olmayanlara kiyasla kalp atim hizini diisiirmede daha

etkilidirler (Ogiin, 2007).

Beta reseptorlerin Beta-1 (1) ve Beta-2 (B2) adrenerjik reseptorler olmak {iizere iki
ana tipi vardir. Beta-1 adrenerjik reseptor, koroner damarlarda genislemeye
(vazodilatasyona) yol acarken, Beta-2, akcigerde oksijenlenmeyi artirir ve bronslarda
genislemeye neden olur. Beta-1 adrenerjik reseptorler en ¢ok kalp dokusunda yer
alirlar ve uyarildiklarinda Gs (adenilat siklazi aktive eden G proteini tipi)

proteinlerine bagli bulunurlar. Adenozin trifosfat1 (ATP) siklik adenozin monofosfata
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(cAMP) ceviren adenilat siklaz enzimi, Gs proteininin aktivasyonunu saglar. Hiicre
icinde protein kinaz A ve diger cAMP bagimli protein kinazlar1 cAMP tarafindan
aktive edilir. Protein kinaz A; voltaj duyarli kalsiyum kanallari, fosfolamban ve
troponini de igeren Onemli miyosit proteinlerini fosforilasyonundan sorumludur
(Kayaalp, 1992).

Kalsiyum kanallarinin fosforilasyonu, depolarizasyon boyunca kasilmay1 artirir ve
hiicreye kalsiyum girigini saglar. Fosfolamban, sarkoplazmik kalsiyum birikimini
artirarak kasilmay1 gii¢lendirir. Troponinin fosforilasyonu, kalsiyum birakilmasini
kolaylagtirarak kasilmay1 azaltir, ancak kalp performansini artirir. Ayrica, insiilin ve

renin saliniminin artmasina, yag dokusundan yag asitlerinin olugmasina yol agarlar

(Kayaalp, 1992).

Beta-2 adrenerjik reseptorleri ise kalpte inhibitér gorevi goren Gi (adenilat siklaz
enzimini inhibe eden G protein ¢esidi) proteinlerine baglanirlar. Bunlarin
aktivasyonu sonucu kalp gevseme ve kasilmasi artar. Hiicre zarinda cAMP artis ile
kalsiyum kanallar1 aktive olur. Beta-2 adrenerjik uyarilma; akcigerlerde
bronkodilatasyona, arteriyoler diiz kaslarda gevsemeye ve respiratuvar
sekresyonlarda azalmaya, barsak ve mesane diiz kaslarinda gevseme ger¢eklesmesini

saglar (Warne, 2008).

Beta-adrenerjik antagonistler (Beta blokerler) yaygin klinik kullanimlari yaninda,
migren proflaksisi, hipertansion, koroner arter bypass cerrahisi oncesi, iskemik kalp
hastaliklari, miyokard infarktiisii, aritmiler, anksiyete, genis acili1 glokom, hipertrofik
kardiyomiyopati gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Bokesoy ve ark.,
2000). Beta blokerler, arteryel damar direncini diisiirerek antihipertansif etki
meydana getirirler. Ayrica kalbin oksijen gereksinimini, hizini, kasilma giiclinii ve
debisini azaltirlar. Renal renin salinimini inhibe ederler. Ayrica, yag dokusundan yag
asitlerinin serbestlesmesini azaltir ve insiilin salinimint baskilarlar (Kaya, 2004).
Kaslarda vazodilasyonu engelleyerek glikozun hiicre igine girisini azaltmaktadirlar
(Sarafidis ve Bakris, 2006). Ayrica, merkezi sinir sisteminin sempatik uyarilarini

azaltir, kalp yetmezliginde enerji dengesini iyilestirirler (Packer, 1988). Bunlarin
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yant sira, bobreklerde kan akimini inhibe ederek noradrenalin salinimini azaltirlar
(Kalan, 2007). Beta blokerlerin, bircok sistemde etkisi oldugu diisiiniildiiglinde,
bircok yan etkisinin de olmasi ka¢inilmazdir. Bu yan etkilerin basinda; yorgunluk,
sersemlik, bellek degisiklikleri, asir1 gaz iiretimi gibi gastrointestinal semptomlar,
alerjik reaksiyon, depresyon, diyabet hastalarinda hipoglisemiye egilim ve

bronkospazm sayilabilir (MEB, 2011).

Telez ve ark. (2000) bir ¢esit beta bloker olan atenololun uzun zaman tedavide in
vitro ve in vivo insan kiiltiir lenfositlerinde kromozomal anormalliklerini ve
mikronukleus olusumunu arastirmislardir. Sonug olarak atenololun in vivo testinde
kromozom kayiplarina neden olabildigi ama klastojenik etki olusturmadig
kaydedilmistir. Ayni zamanda hem in vivo hem de in vitro kosullarda hiicre
toksisitesine neden olmadigi bildirilmistir (Telez ve ark., 2000). Bir baska ¢alismada,
insan periferal kan lenfositlerinde atenololun genotoksik etkileri arastirilmis,
hastalarda kontrol grubuna kiyasla kromotid kirig1 ve kromozom kirig1 frekansinin
onemli derecede yiikksek oldugu ve atenololun insan lenfositlerinde yapisal
kromozom anormallikleri tetikledigini sonucuna varilmistir. Bunun yaninda,
atenololun mitotik indeks degerlerine bakildiginda sitotoksik etki olusturmadigi,
mikronukleus frekansinda ise Onemli derecede indiikleyici etki gosterdigi
belirlenmistir (Telez ve ark., 2010). Yine beta bloker ile ilgili bagka bir genotoksik
calismada, tiimorlii farelere beta bloker verilerek, tlimoriin iyilesmesi i¢in tedavide
kullanilan cisplatin’nin bobreklerdeki genotoksik etkisine karsi karvedilol’un
koruyucu etkisi arastirilmistir. Elde edilen veriler, bobrek hasarini indiikleyici olan
ilacinin tiimor hiicrelerde birikimi veya genotoksik etkileri gozlemlenmeden
karvedilol’un karst koruma sagladigin1 gostermektedir. Bu sonug beta blokerlerin

antitimor 6zelligine sahip oldugunu gostermektedir (Rodrigues ve ark., 2016).

2.3. Test Maddesi: 1-(2-isopropyl-5-methylphenoxy)-3-((pyridin-3ylmethyl)

amino) propan-2-ol

Yeni sentezlenen 1-(2-isopropyl-5-methylphenoxy)-3-((pyridin-3-ylmethyl)amino)
propan-2-ol bilesigi timol ve oksiproponol igeren temel iskelet yapisina, 3-

Picolylamin baglanarak elde edilmistir. Maddenin sentez asamasi Sekil 2.2.°de
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verilmistir. Literatiirde Timola bagli oksiproponol grubu igeren iskelet yapist 1-
(Diethylamino)-3- (2-isopropyl-5-methylphenoxy) propan-2-ol olan bu bilesik beta
bloker antagonisti olarak kendini kanitlamis ve aymi anda beta bloker aktivite
gosterdigi kanitlanmig bir ajandir (Jindal ve ark., 2003). Bundan yola g¢ikarak,
calismamizdaki maddenin benzer iskelet yapisindan dolayi, beta bloker o6zellikte
aktivite gosterebilme potensiyelinin yiiksek olmasi disiiniilerek yeni beta bloker
aday1 olabilecegi tahim edilmektedir. Ayrica, daha 6nce yapilan bir ¢alismada, 1-(2-
isopropyl-5-methylphenoxy)-3-(yridine-3ylmethyl amino)propan-2-ol bilesiginin
antibakteriyel, antia-glukosidaz, antikarbonikanhidraz ve antiasetilkolinesteraz
potensiyeli ispat edilmis (Zengin ve ark., 2018) ve ila¢ aday1 olma ihtimali artmistir.
Bu sebepten, maddenin genotoksik ve sitotoksik etkilerinin de arastirilmasi onem

kazanmustir.
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Sekil 2.5. 1-(2-isopropyl-5-methylphenoxy)-3-(yridine-3ylmethylamino)propan-2-ol’ bilesiginin sentez agamasi
(Zengin ve ark., 2018)
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2.4. Genotoksisite Testleri ve Yeni ila¢ Gelistirmede Onemi

Sanayi ve kentlesme devriminin baslamasiyla teknolojinin ve endiistrilesmenin
beraberinde getirdigi kimyasal kirlenme, diinya {izerindeki olumsuz etkilerde biiyiik
rol oynamaktadir. Canlilar ve gevre ekosistemleri bu kirleticilerle her gegen giin artan
bir siklikla karsilasmaktadirlar. Tarimda kullanilan kimyasallar, iyilesmek amaciyla
kullanilan ilaclarin bilesimindeki kimyasal kirleticiler, sigara ve egzoz dumanlari,
endiistriyel fabrika atiklar1 kimyasal kirleticilerin ana havuzunu olusturmaktadirlar
(Kilig, 2005). Bunlara ek olarak, sentetik ilaclarin bilingsiz kullanimi ve dogaya
karigmasi, su ve tarim alanlarinin kirliligine sebep olurlar ve dogada birikim yaparak
cok biiylik sorunlar1 beraberinde getirmektedir (Gustafson ve Bowen, 1997; Can ve

Celik, 2008).

Bu kirleticilerin bazilar1 canlilarin genetik yapisinda herhangi bir olumsuz etki
yapmamakta veya olumsuzluklar DNA onarim mekanizmasi ile tamir edilmektedir.
Ancak, baz kirleticiler organizmalarda mutasyonlara sebep olmaktadir. Kirleticilerin
sebep oldugu yapisal kromozom hatalar1 lireme hiicrelerinde gerceklesir ve tamir
edilemezse bu anormallik nesillere ge¢mektedir. Somatik hiicrelerde gelisirse bu

hasar canlinin kendisinde sorunlara yol agmaktadir ( Kilig, 2005).

Genotoksisite; DNA, kromozom veya gen seviyesinde meydana gelen, gen
mutasyonlari, DNA zincir kiriklari, sayisal ve yapisal kromozom anormallikleri gibi
hasarlar1 icine alan genel bir terimdir. Genotoksisite testleri, kimyasal maddelerin,
genotoksik ve kanserojenik potansiyellerinin tespitinde, ilaglarin hem piyasaya
stiriilmeden 6nce hem de ilag¢ kullanan kisilerdeki genetik etkilerini ve giivenirliligini
arastirmada, genetik hasar ile hastaliklar arasindaki iliskinin belirlenmesinde, kansere
duyarliligin tayininde, DNA hasarlarina sebep olup olmadigini belirlemek ve bu
kimyasallarin etki mekanizmalarin1 anlamak i¢in uygulanmaktadir (Sekeroglu ve

Sekeroglu, 2011; Yiizbasioglu ve ark., 2014).

Toksikolojinin 6nemli alanlarindan biride genotoksisite testleridir. Bir ilacin etkin

dozunu belirlerken, mutlaka genotoksik giivenirlilik testlerinden geg¢mis olmasi
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gerekir. Bu testlerin baginda bakterial mutajenite testleri (6rn: Ames) ve sitogenetik
testleri (in vitro kromozomal anormallikleri testi veya mikroniikleus testi)
gelmektedir. Daha sonrada in vivo kromozom hasar1 testleri dnerilmektedir. /n vivo
ve in vitro ¢alismalarda, arastirmanin amacina bagli olarak, si¢an, fare veya tavsan
gibi memeli hayvanlar veya onlardan elde edilen kemik iligi veya periferal kan
hiicrelerinin yani sira insan periferal kan lenfositleri de kullanilmaktadir. Kan
hiicreleri ile c¢alismalar, cevresel faktorlerin ve ajanlarin insan hiicrelerinde
acabilecegi zararlar hakkinda fikir sahibi olmak ve herhangi bir tehdit olusturup
olusturmadigini anlamak igin énemlidir. /n vitro KA ve MN testinde, besi yerinde
gelismis hiicreler tizerinde etken maddenin anormallikleri olusturup olusturmadigi
kontrol edilmektedir (Aksoy, 2006; Demircigil ve ark., 2009). ilag olma
potansiyelinin yiiksek oldugu diisiiniilerek sentezlenen maddelerin genotoksisitesinin
belirlenmesi amaciyla en yaygin kullanilan ve kisa siirede sonug¢ alinabilinen

testlerden biri KA testleri iken digeri MN testidir (Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011).

2.4.1. Kromozomal anormallikler (KA) testi

Kromozomal anormallikler testi, herhangi bir ajanin genotoksik profillerinin
belirlenmesi igin gelistirilmis ve siklikla uygulanan bir yontemdir. Uluslararasi
gecerliligi olan bu test, uygulamali olarak tiim genomdaki hasarin izlenmesine ve
etken maddenin maruziyetinin degerlendirilmesine imkan tanir. Kromozomal
anormallikler, spontan veya etken maddenin maruziyetinin bir sonucu olarak olusan,
kromozomun sayisindaki (sayisal anormallik) veya yapisindaki (yapisal anormallik),
mikroskobik diizeyde gozlenebilen genetik degisikliklerdir. Kromozomal
anormalliklerin ¢ogu hasar gormiis olan kromozomlarin tamir mekanizmasi
tarafindan onarillamamas: veya yanlis tamiri ya da hiicre boliinmesi esnasinda

kutuplara gocte olusan anormalliklerden kaynaklanmaktadir (Hagmar ve ark., 1994).

Memeli hayvan hiicrelerine in vivo ve in vitro kosullarda kromozomal anormallikler
testleri uygulanmaktadir. /n vivo KA testinde genellikle hayvan kemik iligi hiicreleri
kullanilirken, in vitro KA testinde g¢ogunlukla kiiltire alinmis periferal kan
lenfositleri ya da caligmanin amacina bagli olarak sperm, kemik vb. hiicreler

kullanilmaktadir./n vivo arastirmalarnda hayvanlara sakrifiye edilmeden 2-3 saat siire
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oncesinden polimerizasyon inhibitorii kolsisin uygulanir. Kolsisin kiiltiirdeki
hiicrelerin boliinme asamasinda tiibiilin olusumunu inhibe eden kimyasaldir. /n vitro
kromozomal anormallikleri testinde ise hasat edilmeden 2 saat 6nce hiicre kiiltiirleri
kolsisine tabii tutulmaktadir (Evans, 1984; Preston ve ark., 1987; Yiizbasioglu ve
ark., 2016).

Kromozomal anormallik testi ile tespit edilen yapisal anormalliklere; kromatid kirigi,
kromozom kirigi, fragment, disentrik kromozom, halka kromozom, kromatid
degisimi, translokasyon, inversiyon, ve sayisal anormalliklerden endoredublikasyon
ya da poliploidi sayilabilmektedir. Kromozomun her iki kardes kromatidinde ayni
noktada olusan kirtlmaya kromozom kirig1, sadece bir kromatidinde meydana gelen
kiriga kromatit kirigi denmektedir. Disentrik kromozomu, iki kromozomun uglarinda
olusan kirilma sonucu ve agik uglarin birlesmesi seklinde tanimlayabiliriz. Fragment
ise kromozomlarin herhangi bir yerinden kopan pargalarin ayr1 bir yerde bulunmasi

seklinde goriilmektedir (Topaktas ve Renciizogullari, 2010).

Bilinen genotoksik ajanlara, mesleki veya gevresel olarak maruziyet sonrasi olusan
biyolojik etkinin erken gdsterilmesinde en fazla kullanilan biyoizlem testlerinden biri
olan kromozomal anormallik testi yiiksek hassasiyetiyle, teknik olarak zor bir siire¢
olmasindan ziyade, bu testin indiiksiyon mekanizmalarinin ¢ok iyi bilinmesi bu testi

altin standart degerinde kilar (Albertini, 2004).

2.4.2. Mikronukleus (MN) testi

Giliniimiizde insan sagligina, kimyasal ve fiziksel faktorlerin yani sira cevresel
faktorlerinde ciddi etkilere sebep oldugu vurgulanmaktadir. Dis etkenlerin basinda,
hastaliklara zemin hazirlayan ve ciddi hasarlara sebep olan dogal ya da sentetik
kimyasal maddelerle bazen mesleki geregi bazen de giinliik yasantimizda siklikla
kars1 karsiya gelmekteyiz. Cevresel kirliligin giderek artmasiyla, canli organizmalar
bu ajanlara daha fazla maruz kalmaktadir. Dolaysiyla, karsinojenik, mutajenik,
teratojenik ve toksik faktorlerin olumsuz etkilerini tespit etmek ve onlem almak
kacinilmaz hale gelmektedir. Kalinan fiziksel ve kimyasal faktorlerin, insanlar ve

diger canlilar iizerinde genotoksik ya da mutajenik etkilerinin incelenmesinde
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kullanilan temel sitogenetik metotlardan biri de mikronukleus (MN) testidir.
Mikronukleus testi, daha kolay uygulanabilmesi ve daha fazla sayida hiicre

incelenmesine olanak saglamasindan dolay:1 yaygin olarak kullanilmaktadir (Demirel
ve Zamani, 2002).

Mikronukleus, asentrik kromozom pargalar1 veya tam bir kromozom kaybina neden
olan hasarlardan olusan, hiicre sitoplazmasinda 1s1k mikroskobuyla goriilebilen, ana
cekirdekten ayr1 olmakla birlikte ana ¢ekirdege kiyasla {icte birinden biiyiik olmayan
ve ana ¢ekirdekle ayni ya da biraz agik pembemsi boyanan, degisebilen sekilde oval
ya da yuvarlak c¢ekirdekgiklerdir (Fenech, 2007). Mikronukleus, hasarin hiicre
dongiisiinde nerede olursa olsun bagimsiz bir sekilde mitoz boliinmenin metafaz-
anafaz gecisi esnasinda olusur. Mikronukleuslar, klastojenik etki sonucu asentrik bir
parcanin kirilip kardes hiicrelerden ayrilmasi ya da andjenik etki sonucu
kromozomlarin kutuplara ¢ekilmesi sirasinda olusan kromozomun tliimiiyle kayba

ugramasit ile olusur (Fenech ve ark., 1999).

Mikronukleus tekniginde kimyasal muamele gormiis hiicrelere sitokalasin—B
eklenerek sitoplazma béliinmesi engellenir. Sitokalasin-B, boliinen hiicrenin ikiye
ayrilmasini uyaran mikroflamentlerin olusmasini saglayan aktinin
polimerizasyonunu inhibe eder. Boylelikle sitoplazma boliinmesi ger¢eklesmeden
cekirdek boliinmesi tamamlanmis olur. Olusan 2 yavru niikleusun birlikte goriildigi
iki niikleuslu hiicrelerin (binukleat) sitoplazmalari i¢inde yer alan mikronukleuslar
degerlendirilirler. Mikronukleus igeren iki ¢ekirdekli hiicrelerin sayisinin, toplam iki
cekirdekli hiicre sayisina orani, mikroniikleuslu hiicrelerin frekansini verir
(Yiikselten, 2012). Mikronukleus sayisindaki artig, kimyasal ajanlarin hiicrelerde
olusturdugu yapisal ve sayisal kromozom anormalliklerin indirekt gostergesi olarak

degerlendirilmektedir (Fenech ve Morley, 1985).

In vivo mikronkleus analizinde ise, sitoplazmasi inhibe edilmemis memeli eritrosit
hiicrelerindeki mikronukleus sikligi belirlenir. Bu yontemde genelde periferal kan
hiicrelerindeki veya kemik iligindeki polikromatik eritrositlerin mikronukleus
olusumu bakimindan tespiti yapilarak, uygulanan bilesigin genetik bir hasar

olusturup olusturmadigi saptanmaktadir (Krishna ve Hayashi, 2000).
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2.5. Yeni ilac gelistirmenin 6nemi ve arastirmalardaki yeri

Gegtigimiz yiizyilda, klinik farmakoloji ve kimya bilim dallarinin katkilariyla ilag
gelistirme ¢alismalar1 6nemli paya sahip olmustur. Ayrica, molekiiler biyolojide ve
ozellikle de genetik bilimlerdeki gelismeler ila¢ kesfinde ve gelismesinde biiyiik rol
oynamistir (Drews, 2000).

llag piyasasinda kullanima sunulmus binlerce ilag molekiilii bulunmasina ragmen
yeni ilag molekiilleri gelistirmek i¢in yapilan ¢alismalar siirekli artmaktadir. Ciinkii
yeni terapdtik etkileri iyilestirilmis ilaglar kullanima sunulurken, eskileri bugiin
kullanimdan uzaklastirilmaktadir. Yeni ilag gelistirmesi ve degerlendirmesi birbirini
izleyen klinik dncesi ve klinik calisma seklinde iki basamaktan olusur. Klinik 6ncesi
calismalarinin  amact kimyasal bilesigin yeni ilag potansiyel etkinligi ve
giivenilirliginin insanlarda kullanima sunulmadan 6nce degerlendirilmesidir (Kapucu
ve ark., 2009). Bu donemde gerceklestirilen calismalarin basinda, toksikolojik
aragtirmalar gelir. Toksisite incelemelerinin yaninda, yeni sentezlenen aday ilaglarin
akut, subakut, kronik, subkronik, immunotoksik, norotoksik, teratojenik, reprodiiktif

toksisite, genotoksisite ve karsinojenite gibi etkileri de ¢alisilmalidir.

Preklinik arastirma asamasindan basariyla gegen aktif aday ilag daha sonra klinik
arastirmaya tabii tutulur. Calisma goniillii saglam ve hasta denekler iizerinde yapilir
ve 4 fazda gergeklesir. Faz I donemi, ilacin ilk kez insan {izerinde denendigi ve 10-15
goniillii saglam deneklerden olusup, ilacin uygun doz araliginin saptanmasi amaciyla
yapilmaktadir. Yaklasik 9-18 ay stirer ve ilacin insanda tolere edilebilen maksimum
dozu belirlenir. Fazin amaci, ilacin farmakokinetik ve farmasotik seklinin
belirlenmesidir. Faz Il calismalari, oldukca biiyiik kiitle {izerinde yapilip belirlenen
doz ile hastalarin 1-3 yil arasi siiren siiregte tedaviye tabi tutulmasim kapsar. Ana
amaci, ilacin hastadaki etkinligini ve hastada tedavi edici ve koruyucu dozlarmi
belirmektir. Faz III caligmalari, olasi en fazla hasta {izerinde yapilan calisma
donemini kapsar. Yeterli veriler elde edildikten sonra, iirliniin ilag olarak

kullanabilmesi i¢in onay prosediiriine bagvurulur. Faz IV calismalar, bu dénemde
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artik ilag deneme amaciyla verilmez. Sadece ilacin uzun siireli giivenirlik verilerinin
toplanmasi ve ilaca bagl gelisen ve ¢ok nadir rastlanan ciddi, istenmeyen olgularin
belirlenmesi, ilag etkilesimlerinin ve endikasyon icin kullanilan ilaglarla yeni ilacin

karsilastirilmas1 amaglanmaktadir (Kapucu ve ark., 2009).



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Test maddesi

Calismamizda, Sakarya Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii’nde
sentezlenen fenoksiproponol amin tirevi 1-(2-isopropyl-5-methylphenoxy)-3-
((pyridin-3- ylmethyl) amino)propan-2-ol birlesigi (3e) kullanilmistir. Bu bilesigin
sentez asamasinda, 1 mol timol oksiran1 (4 g) metal alkolde ¢oziilerek tizerine 2 mol
3-methylamino pyrine (3,94 ml) eklenmis ve daha sonra 1 ml K.COs eklenerek 12
saat oda sicakliginda karistirilmistir. Reaksiyon sonunda metal alkol ¢ektirilmis ve
etil asetat-tuzlu su ile ekstraksiyon yapilmustir. Ekstraksiyon sonunda iiriin 4 kere
hekzanla yikanarak 4,136 g temiz iiriin elde edilmistir (Zengin ve ark., 2018) (Sekil
3.1).

o KOH 0
+ —_—
OH o 700C, 3 h .

K2C03 S
‘ N
RT, 24 h P
G"'\]’AH | o N
OH N

Sekil 3.1. 1-(2-isopropyl-5-methylphenoxy)-3-((pyridin-3-ylmethyl) amino) propan-2-ol bilesiginin sentezi
(Zengin ve ark., 2018)
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Yeni ilag etken maddesi olma potansiyeli oldugu diislinlilerek sentezlenen
fenoksiproponol tirevi  1-(2-isopropyl-5-methylphenoxy)-3-((pyridin-3-ylmethyl)
amino)propan-2-ol bilesiginin antibakteriyel etkileri incelenmis ve oldukga yiiksek
antibakteriyel etki gosterdigi bulunmustur. Diger yandan, antikarbonik anhidraz,
anti-a-glikosidaz ve antiasetilkolinesteraz aktiviteleri de belirlenmistir (Zengin ve
ark., 2018). Yeni ilag etken maddesi olma potansiyelinin degerlendirildigi bir sonraki
asama olan genotoksisite arastirmalarinin yapilabilmesi i¢in bu madde test maddesi

olarak sec¢ilmistir.

3.1.2. Periferal kan

Calismamizda, sigara ve alkol kullanmayan, kronik hastalifi olmayan, son 2 ay
icinde herhangi bir ila¢ kullanmamis, son 6 ay igerisinde teshis ve tedavi amagl bir
1s1na maruz kalmamis ve cerrahi bir operasyon gecirmemis 20-25 yaslari arasinda
saglikli erkek ve kadin bireyler, goniilliiliik esasina gére dondr olarak secilmis ve

periferal vendz kan 6rnekleri kullanilmastir.

3.1.3. Calismada kullanilan kimyasal maddeler

Chromosomemedium B

Cat No: F 5023

Marka: Biochrom

Kan lenfosithiicrelerini  kiiltiir ortaminda cogaltmak  igin  besiyeri

olarak kullanilmistir.

Mitomycin C ( C1s H 18 N4 O)

Cat no: 50-07-7

Marka: Applichem

Pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

Colchicine (C22 Hzs NOg)
Cat No: 64-86-8
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Marka: Sigma
Kromozomal anormallik testinde, kromozomlarin metafaz plaginda durdurmak
amaciyla hiicrelerde ig ipliklerinin olusumunu depolimerize etmesi igin

kullanilmustir.

Potasyum kloriir (KCl)

Cat No: 7447-40-7

Marka: Merck

Hipotonik soliisyon, 16kositlerin izolasyonu igin eritrosit hiicre zarlarinin patlamasini

saglar. Kromozomal anormallik ve mikronukleus testlerinde kulllanilmistir.

Metanol (CH3OH)
Cat No: 67-56-1
Marka: Merck

Uygulanan testlerde fiksatifin hazirlanmasinda kullanilmistir.

Asetik asit (CH3COOH)
Cat No: 64-19-7
Marka: Merck

Uygulanan testlerde fiksatifin hazirlanmasinda kullanilmigtir.

Giemsa boyasi
HS Kodu: 3204-19-00
Marka: Merck

Hazrlanan lenfosit preparatlarinin boyanmasi isleminde kullanilmastir.

Tampon A (KH2POs)
Cat No: 7778-77-0
Marka: Sigma Aldrich

Tampon ¢ozeltisi olarak giemsa boyasinin hazirlanmasi esmasinda kullanilmstir.
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Tampon B (NA2HPO,)
Cat No: 7558-79-04
Marka: Sigma Aldrich

Tampon ¢ozeltisi olarak giemsa boyasinin hazirlanmasi esmasinda kullanilmistir.

Entellan

HS kodu: 3208-20-10

Marka: Merck

Hiicre kiiltiirtinden elde edilen preparatlarin daimi preparat haline doniistiiriilmesinde

kullanilmastir.

Heparin (C12 Hio NO20S3) Nevparin enjektabl 25000 1.U. / 5 mL
Marka: Mustafa Nevzat

Kanin pihtilasmasini engellemek amaciyla hiicre kiiltiiriinde kullanilmastir.

Cytochalasin-B (C29Hz7NOs)
Cat No: 14930-96-2
Marka: Applichem

Sitokinezin olusumunu bloke etmek amaciyla mikronukleus testinde kullanilmistir.

3.1.4. Deneyde kullanilan ¢ozeltiler

Tampon A KH2POu4.......ccooeiiin, 11,34 gr
DiStile SU ..o 250 mL
Tampon B

NazHPO412H20 .................... 14,83 gr

Distile SU ...ocvveeeiiciiieecciiieees e 250 mL

0,075 M KCl ¢ozeltisi
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Kolsisin (0,06 pg/mL)

Hazirlanan bu ¢ozeltiden 87,47 pL alinmis ve 10 mL’ye tamamlanmustir.

Mitomisin C (MMC) (0,2 pg/mL)
Mitomisin C .......ccceverennnnne 2mg
Distile SU .....o.ooovvvriieiine 2mL

3.2. D0z se¢imi

Fenoksiproponolamin tiirevi olan test maddesinin uygulama dozlar1 ICso degerine
gore secilmistir. Caligmadaki en yiiksek uygulama dozu 50 pg/mL’dir. Diger dozlar
ise en yilisek dozun 1/2, 1/4 ve 1/8 oraninda seyreltilerek, 25 pg/mL, 12,5 pg/mL ve
6,25 ug/mL olarak belirlenmistir. Ayrica CA ve MN testlerinde pozitif kontrol olarak
MMC, ¢oziicii kontrol icin DMSO ve negatif kontrol de distile su kullanilmistir.
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3.3. Metot

3.3.1. Kromozomal anormallik (CA) testi

Kromozom medium B steril tiiplere 2,5 mL olacak sekilde dagitilmistir. Test
maddesi i¢in 4 uygulama konsantrasyonu (6.25, 12.5, 25 ve 50 pg/mL) ve negatif
kontrol (steril su), ¢oziicii kontrol (DMSO) ve pozitif kontrol (Mitomisin C)
kullanilmistir. Periferal kanlar 1/10 oraninda heparin igerecek sekilde 4 saglikli
bireyden alinmis, steril tliplerdeki 2,5 ml’lik besiyeri tizerine 0,2’ser mL
aktarilmistir. Bu besiyeri tiipleri 6nceden 37°C’ye getirilmis olan etlive kaldirilarak
72 saat siireyle inkiibe edilmistir. Tipler kiiltiir siiresince, her giin 3 defa alt iist
edilmistir. Kiiltiir ortamina 6,25, 12,5, 25 ve 50 pg/mL konsantrasyonlarda 24 saatlik
maruziyet i¢in kiiltiir siiresinin 48. saatinde, 48 saatlik maruziyet i¢in kiiltiir sliresinin
24. saatinde test maddesi uygulanmistir. Eszamanli sekilde, ¢oziicii kontrol olarak
DMSO, negatif kontrol olarak steril distile su ve pozitif kontrol olarak MMC (0,2
pg/mL) eklenmistir. Kiiltiirlin  70. saatinde biitiin tiiplere 1§ ipliklerinin

depolarizasyonunu saglayan kolsisin (0,06 pg/mL) eklenmistir.

Kiiltiir siiresi bitiminde, tiipler 1200 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Santrifiijden
sonra siipernatantlar1 atilan tiiplere, Onceden hazirlanmis ve sicakhigi 37°C’ye
getirilmis 0,075 M KCI’den 5’er mL vorteks yapilarak damla damla ilave edilmistir.
Hipotonik soliisyon eklenen tiipler 37°C’lik etiivde 30 dk bekletilmistir. Daha sonra,
tiipler tekrar 1200 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek siipernatantlart atilmis ve her tiipe
daha oOnceden hazirlanip +4°C’de buzdolabinda bekletilen soguk fiksasyon
cozeltisinden (3 metanol:1 asetik asit) 5’er mL vorteks yapilarak yavas bir sekilde
eklenmistir. Daha sonra, tiipler 45 dk +4°C’de beklemeye birakilmistir. Siire
bitiminde, tiipler 1200 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek siipernatantlari atilmis ve
tekrar damla damla seklinde soguk metanol: asetik asit (3:1) fiksatifinden 5’er mL

her tlipe vorteks ile ekleme yapilmustir.
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Tiipler iglincti kez santrifiij edilip (1200 rpm, 10 dk) siipernatantlar: tiiplerin konik
kismina kadar atilip, kalan kisim pastor pipeti ile homojen hale getirilmistir. Elde
edilen hiicre kiiltiirleri 6nceden temizlenmis (saf suyla yikanmis ve ¢alisma zamanina
kadar -20 °C’de bekletilmis) lamlar {izerine belirli bir yilikseklikten damlatilarak
preparat hazirlanmistir. Hazirlanan preparatlar oda sicakliginda yaklasik olarak 24
saat kurumaya birakilmistir. Daha sonra, tampon A ve tampon B kullanilarak pH 6,8
olacak sekilde hazirlanmis % 5°lik giemsa ile 15-20 dk boyanmis, oda sicakliginda

kurutulan preparatlar entellan ile kapatilarak daimi preparat haline getirilmistir.

3.3.1.1. Kromozomal anormalliklerin incelenmesi ve mitotik indeks hesaplamasi

Mitotik indeksin (MI) saptanmasinda, biitiin uygulamalar igin her bir bireyden 3000
hiicre ve toplamda her bir konsantrasyon igin toplam 12000 hiicre incelenmistir.
Mitotik indeks, boliinen hiicre sayisinin toplam hiicreye orani yiizde cinsinden
hesaplanarak belirlenmistir. Her uygulama i¢in her bir bireye ait preparatlarda
kromozomlar1 1iyi dagilmis ve 46 kromozomlu olan 100’er hiicre (her bir
konsantrasyon igin toplam 400 hiicre) degerlendirilerek kromozom anormallikleri
tespit edilmistir. Incelenen toplam hiicre igindeki anormal hiicrelerin yiizdesi ve

hiicre bagina diisen kromozom anormalligi (CA/Hiicre) sayis1 belirlenmistir.

3.3.2. Mikronukleus (MN) test yontemi

Kromozomal anormallik testi metodunda oldugu gibi besi yerleri (Kromozom
Medium B) steril tiiplere 2,5 mL olacak sekilde dagitilmistir. Mikronukleus testinde
4 uygulama konsantrasyonu (6,25, 12,5, 25 ve 50 pg/mL), pozitif kontrol, negatif

kontrol ve ¢oziicii kontrol kullanilmistir.
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Saglikli bireylerden aliman kanlar dnceden hazirlanmig olan 2,5 mL’lik besi yeri
tizerine 0,2 mL olacak sekilde aktarilmistir. Kiiltiir tiipleri daha dnceden 1sitilmis ve
37°C’ye getirilmis olan etiivde 72 saat stireyle kiiltiire kaldirilmistir. Kiiltiir siiresi

boyunca tiipler her giin 3 defa alt iist edilmistir.

Kiiltiiriin baslangicindan itibaren 24. saatte madde uygulamasi yapilmistir (6,25,
12,5, 25 ve 50 pg/mL). Ayn1 zamanda negatif kontrol olarak steril distile su, pozitif
kontrol olarak MMC (0,2 pg/mL) ekimi ve ¢oziicii kontrol olarak da DMSO
eklenmistir. Kiiltiiriin 44. saatinde sitokinez inhibitorii olan Cytochalasin-B 5,2

ng/mL olacak sekilde eklenmistir.

Kiiltiir siiresi bitiminde tiipler etiivden ¢ikarilmis ve 1000 rpm’de 10 dakika boyunca
santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra siipernatantlar1 atilarak daha dnceden
hazirlanan ve +4°C’ye getirilen 0,075 M KCl ¢ozeltisinden 5’er mL vorteks tizerinde
damla damla ilave edilmistir. Hipotonik soliisyon eklemesinin ardindan tiipler
+4°C’de 5 dakika bekletilmistir. Siire sonunda tiipler tekrar 1000 rpm’de 10 dakika
boyunca santrifiij edilmis ve siipernatant atilmistir. Daha 6nceden hazirlanmis olan
ve +4°C’de bekletilmis soguk fiksatif ¢ozeltisinden (3 metanol: 1 asetik asit) 5’er mL
vorteks lizerinde yavas yavas damlatarak tiiplere eklenmistir. Bu islemden sonra
tipler 15 dakika buzdolabinda bekletilmis ve ardindan tekrar santrifiij edilmistir
(1000 rpm, 10 dakika). Santrifiij sonrasinda siipernatant atilmistir. Tekrar damla
damla soguk metanol: asetik asit (3:1) fiksatifinden 5’er mL her tiipe vorteks
tizerinde eklenip tiipler tekrar santrifiij edilmis (1000 rpm, 10 dakika) ve siipernatant
atilmistir. Bu islemden sonra daha 6nceden hazirlanmis olan ve 3:1 fiksatifine %1°lik
olacak sekilde formaldehit eklenmesiyle elde edilen ¢ozeltiden her tiipe 5’er ml
eklenmis ve tlipler tekrar santrifiij edilmistir (1000 rpm, 10 dakika). Santrifiij
isleminden sonra tiiplerin konik kisma kadar olan kismi atilmis ve kalan kisim pastor

pipeti ile yavas bir sekilde homojen hale getirilmistir.
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Elde edilen hiicre kiiltlirii 6nceden temizlenmis (1 N nitrik asitte 1 gece bekletilmis
ve 25-30 dakika ¢esme suyunda yikanmis, saf sudan gegirilmis ve ¢calisma zamanina

kadar %70’lik alkol igerisinde -20°C ’de bekletilmis) lamlar {izerine damlatilmistir.

Kuruyan preparatlar kromozomal anormallik testinde oldugu gibi %5’lik Giemsa
boyasi ile 13-15 dakika boyanmis ve daimi preparat haline doniistiirmek i¢in entellan

ile kapatilmistir.

3.3.2.1. Mikronukleus frekansinin belirlenmesi

Daimi hale getirilmis preparatlarda, her bir konsantrasyon igin her bir bireyde 1000
olmak tizere toplamda 4000 biniikleat hiicre incelenerek 1, 2, 3 ve daha fazla

sayidaki mikronukleuslar belirlenerek mikronukleus frekanslari belirlenmistir.

3.3.3. istatistiksel degerlendirme

Deney gruplarindaki anormal hiicre yiizdelerinin, hiicre basina diisen kromozomal
anormallik sayilarmin, mitotik indekslerin, mikronukleus frekanslarinin ve hiicre
basia diisen mikronukleus ylizdelerinin, kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik gosterip gostermediginin belirlenmesi i¢in z dagilim testi
kullanilmistir. Anormal hiicre frekanslari, mitotik indeks, mikronukleus frekans ve
hiicre basina diisen kromozomal anormallik sayilar1 doz-etki iliskilerini ortaya

koymak i¢in SPSS 15.0 programikullanilmistir.



BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. 1-(2-isopropyl-5-methylphenoxy)-3-((pyridin-3-ylmethyl) amino) propan-2-

ol’un insan Kan Lenfositleri Uzerindeki Genotoksik Etkileri

4.1.1. Kromozomal anormallikler testinin yirmi dort saatlik bulgular:

Goniilli kisilerden alinan periferal kan lenfositleri ile yapilan 3e maddesinin 24
saatlik in vitro uygulamasinda 4 farkli konsantrasyon (6,25, 12, 25 ve 50 pg/mL)
kullanilmistir. Uygulama sonucunda saptanan anormallik tipleri, hiicre basina diisen
anormallik sayilari, anormal hiicre yiizdesi ve mitotik indeks Tablo 4.1°de
gosterilmistir.  Saptanan  anormallik  tipleri  genellikle yapisal kromozom
anormalliklerinden olusurken, en yiiksek konsantrasyon olan 50 pg/mL’lik
uygulamada 1 tane endoredublikasyon tipinde sayisal anormallife rastlanmigtir.
Sayisal tipte olan kromozom anormallikleri kromatit kirigi, kromozom kirigi,
fragment ve kardes kromatitlerde birlesmedir. Kromatit kirigi biitiin uygulama
gruplarinda gozlenirken kromozom kirigi ve fragment en diisiik konsantrasyon olan
6,25 ng/mL’lik uygulama disindaki diger uygulama gruplarinda gozlenmistir. Kardes
kromatitlerde birlesme tipindeki anormallik en yiiksek uygulama grubunda
gozlenmistir. Gozlenen anormallik tiplerine ait resimler Sekil 4.1-4.5°te
gosterilmistir. Gozlenen bu anormallikler disinda en yiiksek uygulama olan 50
ng/mL’lik uygulama konsantrasyonunda ¢ok fazla sayida anormalligin gézlendigi bir
hiicreye rastlanilmis ancak bu hiicrede gozlenen anormallikler istatistik hesaplamaya
dahil edilmemistir (Sekil 4.6).



Tablo 4.1. (3e) maddesinin yirmi dort saat uygulamasi ile insan kan kiiltiir lenfositlerinde meydana gelen kromozomal anormallikler ve frekanslar

Uygulama Kromozomal Anormallikler
Test Maddesi Anormal Hiicre CA/Hiicre Ml
+SH (%) +SH +SH (%)
Siire Doz ktk kzk f kkb ds ktd er
(saat) (ng/ml)
Kontrol 24 0,00 5 2 2 - - - - 2,25+0,74 0,028+0,008 7,59+0,24
Céziicii K 24 10 ul 5 1 4 - - - - 2,0040,70 0,028+0,008 6,63:0,23
Pozitif K 24 0,20 77 25 10 23 2 5 - 28,2542,25 0,503+0,025 3,80+0,18
6,25 7 ; - - - ; - 1,50+0,61 0,018+0,007 5,5820,2 1 %¥* 4
3 2 12,50 1 1 1 - - - - 3,25+0,87 0,035-+0,009 4,88+0,20% %1
25,00 14 5 1 - - - - 4,75+1,06% 0,063+0,012* 4,55+0,19% %% 4+
50,00 24 3 4 1 - - 1 7,5041,32% 11+ 0,090+0,014%** 11+ 3,2340,16***

ktk: Kromatid kirigi, kzk: Kromozom kirigi, f: Fragment, kkb: Kardes kromatidlerde birlesme, ds: Disentrik kromozom, ktd: Kromatid degisimi, er: endoredublikasyon
KA: Kromozomal anormalik, Mi: Mitotik indeks, SH: Standart hata. Kromozomal Anormalliklerde her doz icin 400 metafaz hiicresi, Mitotik indeks icin 12000 hiicre
incelenmistir. *Kontrole gére p<0,05 diizeyinde anlamli, **Kontrole gore p<0,01 diizeyinde anlaml, ***Kontrole gore p<0,001 diizeyinde anlamli, C6ziici kontrole

gore p<0,05 diizeyinde anlamli, +Coziicii kontrole gore p<0,01 diizeyinde anlamli, 1{+Coziicli kontrole gore p<0,001 diizeyinde anlaml

0€



Sekil 4.1.(3e) maddesinin yirmi dort saat uygulamasi ile olugan kromatit kirig

Sekil 4.2. (3e) maddesinin yirmi dort saat uygulamasi ile olusan kromozom kirig1
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Sekil 4.3. (3e) maddesinin yirmi dort saat uygulamasi ile olugan fragment

o . S > e L

Sekil 4.4. (3e) maddesinin yirmi dort saat uygulamasi ile olusan kardes kromatitlerde birlesme
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Sekil 4.5.(3e) maddesinin yirmi dort saat uygulamasi ile olugsan endoredublikasyon

=\ &
“ LA
3y

Sekil 4.6. (3e) maddesinin yirmi dort saat uygulamasi ile olusan asir1 anormallikle
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24 saatlik uygulamada, 3e maddesinin anormal hiicre yiizdesi degerlendirildiginde en
diisiik anormal hiicre yiizdesi 6,25 ug/mL“lik konsantrasyonda 1,50, en yiiksek
anormal hiicre yiizdesi 50 pg/m’lik konsantrasyonda 7,50 olarak tespit edilmistir
(Tablo 4.1., Sekil 4.7.). Elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirildiginde, en
yiiksek uygulama grubunun hem negatif kontrole gére hem de ¢oziicii kontrole gore
anlamli bir artis gosterdigi belirlenmistir. 25 pg/m’lik konsantrasyonda ise sadece
¢oziicii kontrole gore anlamli bir artis s6z konusudur. Diger uygulama gruplarinda
ise anlaml bir farklilik s6z konusu degildir. 24 saatlik muamele sonucunda olusan
kromozomal anormalliklerin konsantrasyon artisi ile dogru orantili olarak arttig
goriilmektedir. Anormal hiicre yiizdesi ile doz artis1 arasinda hem negatif kontrole

gore (r = 0,971) hem de ¢oziicli kontrole gore (r = 0,978) kuvvetli doz-etki iliskisi

belirlenmistir.
28,2542,25
30
25
=
al 20
o
(&)
=3
L 15
(1]
£
S 10 7,5041,32
<
4,75+0,06
2,2520,74 2,00£0,70 3,25%0,87
P ™ w ® D
0
Negatif Cozici Pozitif 6,25 12,5 25 50
Kontrol Kontrol Kontrol

Uygulama Dozlari (pg/mlL)

Sekil 4.7. Yirmi dort saatlik (3e) maddesi uygulamasinda dozlara gore anormal hiicre yiizdeleri
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3e maddesine 24 saatlik maruziyet sonrasi hiicre basina diisen anormallik sayisinin
istatistiksel degerlendirilmesinde en yiiksek iki uygulama grubunda (25 ve 50
ug/mL) her iki kontrole gére anlamli bir artig tespit edilmistir. Hiicre basina diisen
kromozomal anormallik orani en az 6,25 pg/mL’lik konsantrasyonda 0,018 olarak
belirlenirken, en fazla 50 pg/mL’lik konsantrasyonda 0,090 olarak belirlenmistir
(Sekil 4.8.). Hiicre basina diisen anormallik frekansi ile konsantrasyon artisi arasinda

¢oziicli kontrole ve negatif kontrole gore kuvvetli iliski gozlemlenmistir (r=0,967).

0,4 0,50310,025
0,35
03
v
S 0
I
02
J
015 0,090£0,014
01 0,06310,012
0,028+0,008 0, 035 0, 009
0,028+0,008 0 013 £0,007
.
0
Negatif  Cozlicli Pozitif 6,25 12,5
Kontrol Kontrol Kontrol

Uygulama Dozlar (ug/mL)

Sekil 4.8. (3e) maddesi ile 24 saat uygulamasinda uygulanan dozlara gére hiicre bagina diisen anormallik sayilari
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3e maddesiyle yapilan 24 saatlik uygulamada, her iki kontrol grubu ile
karsilastirildiginda tiim dozlarda mitotik indeks oraninda anlamlhi bir disiis
gbzlenmistir (Tablo 4.1.). Mitotik indeks degeri 6,25 pg/mL’lik konsantrasyonda
5,58 olarak hesaplanirken, 12.5 pg/mL’lik konsantrasyonda 4,88, 25 pg/mL’lik
konsantrasyonda 4,55 ve 50 pg/mL’lik konsantrasyonda 3,23 olarak hesaplanmigtir
(Sekil 4.9.). Uygulama sonucunda, mitotik indeks konsantrasyon artisina bagli olarak
ters orantili bir diisiis gostermistir. Bu uygulamada, negatif kontrol (r=-0,894) ve
¢oziicii kontrole (r=-0,956) gore mitotik indeksle konsantrasyon artisi arasinda

anlamli bir negatif iligki s6z konusudur.

71,59+0,24
B 6,63+0,23
_ 5,58+0,21
£ g 4,8820,20  4c54p19
z 3,8040,18 o
2 3,2330,16
£ 4
=
1=
= 2
-
i}
Negatif Cozici Pozitif 6,25 12,5 25 50
Kontrol Kontrol Kontrol

Uygulamah Dozlar (pg/mlL)

Sekil 4.9. Yirmi dort saatlik (3e) maddesi uygulamasinda doza gore mitotik indeks degerleri

4.1.2. Kromozomal anormallikler testinin 48 saatlik bulgular:

In vitro kromozomal anormallikler testinde 3e maddesinin 48 saatlik uygulamasinda
4 farkli konsantrasyon (50 pg/mL, 25 pug/mL, 12,5 pg/mL ve 6,25 pg/mL)
kullanilmistir. Uygulama sonucunda insan lenfosit kan kiiltiiriinde tespit edilen
yapisal kromozomal anormallikleri, hiicre basina diisen kromozomal anormallik
sayilari, anormal hiicre yiizdesi ve mitotik indeksleri Tablo 4.2.’de verilmistir. Bu
yapisal anormallikler kromatit kirigi, kromozom kirigr fragment, kardes
kromatidlerde birlesme ve kromatid degisimleridir (Sekil 4.10.-4.14.). Ote yandan 50

png/mL’lik konsantrasyonda kromozomlari tahris olmus bir hiicreyede rastlanmustir.



Tablo 4.2. (3¢) maddesinin kirk sekiz saat uygulamasi ile insan kan kiiltiir lenfositlerinde meydana gelen kromozomal anormallikler ve frekanslari

Uygulama Yapisal Kromozomal Anormallikler
Test Maddesi Anormal Hiicre CA/Hiicre Mi
Siire Doz Kk ke f kb s kg o +sH +SH (%)
(saat) (pg/ml)
Kontrol 48 0,00 5 2 2 - - - 2,25+0,74 0,028+0,008 7,59+0,24
Goziici K 48 10 ul 5 2 2 - - - 2,25+0,74 0,028+0,008 6,40+0,22
Pozitif K 48 0,20 93 42 19 17 1 20 59,50+2,46 0,685+0,023 3,5140,17
6,25 6 - - - - - 1,50£0,61 0,015+0,006 5,4240,21%%+
3 18 12,50 12 - 2 - - - 3,00£0,85 0,035+0,009 5,1240,20%* 4+
25,00 11 1 3 1 - 1 4,00+0,98 0,050+0,011 3,03+0,16%*1+
50,00 29 5 2 - - - 7,00£1,28%4+ 0,103£0,015%*++ 1,38+0,11%*++

ktk: Kromatid kirigi, kzk: Kromozom kirigi, f: Fragment, kkb: Kardes kromatidlerde birlesme, ds: Disentrik kromozom, ktd: Kromatid degisimi, KA: Kromozomal anormalik, Mi:
Mitotik indeks, SH: Standart hata. Kromozomal Anormalliklerde her doz igin 400 metafaz hiicresi, Mitotik indeks igin 12000 hiicre incelenmistir. *Kontrole gore p<0,01 diizeyinde

anlamli, **Kontrole gore p<0,001 diizeyinde anlamli, $+Cdziicli kontrole gore p<0,01 diizeyinde anlamli, +1Coziicii kontrole gore p<0,001 diizeyinde anlaml

LE
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Sekil 4.10. (3e) maddesin kirk sekiz saatlik uygulamast ile olusan kromatit kirigt

Sekil 4.11. (3e) maddesin kirk sekiz saatlik uygulamast ile olugan kromozom kirigi



Sekil 4.13. (3e) maddesin kirk sekiz saatlik uygulamasi ile olusan kardes kromatitlerde birlesme

39
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Sekil 4.14. (3e) maddesin kirk sekiz saatlik uygulamasi ile olusan kardes kromatid degisimi

-

Sekil 4.15. (3e) maddesin kirk sekiz saatlik uygulamasi sonucu tahris olmus kromozomlar
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48 saatlik uygulama sonucunda hem anormal hiicre yiizdesi bakimindan hem de
hiicre basmma diisen kromozomal anormallikler acisindan biitin uygulama
gruplarinda, her iki kontrol grubuna gore farklilik gozlenmistir. Ancak bu farkliliklar
sadece en yiiksek konsantrasyonda (50 pg/mL) istatistiksel olarak anlamhi
bulunmustur. Anormal hiicre yilizdesi en diisiik konsantrasyonda (6.25 pg/mL) 1,50
olarak hesaplanirken, 12,5 pg/mL’de 3,00, 25 pg/mL’de 4,00 ve 50 pg/mL’de 7,00
olarak hesaplanmustir (Tablo 4.2., Sekil 4.16.). 48 saatlik kromozomal anormallik
testinde elde edilen verilerin analizi yapildiginda konsantrasyon artig1 ile anormal

hiicre ylizdesi arasinda giiglii bir iligkinin oldugu goriilmektedir (her iki kontrole gore
de r=0,970).

59,50+2,46
&0
50
40
=
@ 30
z
-_; 20
= 7,00%1,28
2w 2,2540,74  2,2540,74 1,50¢0,61 000,85 4 poso,o8
o
Negatif Cozlich Pozitif 6,25 12,5 25 50
Kontrol Kontrol Kontrol

Uygulama Dozlan (pg/mL)
Sekil 4.16. Kiek sekiz saatlik (3e) maddesi uygulamasinda dozlara gére anormal hiicre yiizdesi

Hiicre basina diisen anormallik frekansinda da anormal hiicre ylizdesi ile benzer
sonuglar tespit edilmistir. En yiiksek konsantrasyon olan 50 pg/mL’de her iki kontrol
grubuna gore istatistik olarak anlamli fark bulunurken, diger uygulama gruplarinin
hicbirinde istatistiksel olarak anlamli farklar bulunmamistir. 6,25 pg/mL’de elde
edilen deger 0,015 iken, 12,50 pg/mL’de 0,035, 0,25 pg/mL’de 0,050 olmustur. En
yiiksek konsantrasyon olan 0,50 ng/mL’de 0,103’liikk bir deger elde edilmistir (Tablo
4.2., Sekil 4.17.). Diger yandan, bu uygulamada da, konsantrasyon artis1 ile hiicre
basina diisen kromozomal anormallikler arasinda hem ¢6ziicii kontrole goére hem de

negatif kontrole gore (1=0,962) kuvvetli bir iliski bulunmustur.



Anormla Hiicre (%)

05
0,4
03
02

0,1

0
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0,685+0,023
0,103+0,015
0.035:0 009 05010011
H y =,
0,028+0,008  0,028+0,008 0,015:0,008 '
-y —y - a5
Negatif Cozici Pozitif 6,25 12,5 25 50
Kontrol Kontrol Kontrol

Uygulamali Dozlar (ug/mL)

Sekil 4.17. Kurk sekiz saatlik (3e) maddesi uygulamasinda dozlara gore hiicre bagima diisen anormallik sayilari

Her bir uygulama grubu i¢in toplam 12000 hiicrenin incelenmesiyle elde edilen

mitotik indeks degerleri biitiin konsantrasyonlarda her iki kontrol grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli bir azalis gostermistir. Uygulama gruplarindan en diisiik

konsantrasyon olan 6,25 pg/mL’de mitotik indeks 5,24 olarak belirlenirken, 12,5

pg/mL’de 5,12, 25 pg/mL’de 3,03 ve en yiiksek konsantrasyon olan 50 pg/mL’de
1,38 olarak belirlenmistir (Tablo 4.2., Sekil 4.18.). Test maddesi 3e ile yapilan 48

saatlik uygulamada konsantrasyon artisina bagli olarak mitotik indeks degerleri

arasinda kuvvetli bir negatif iliski s6z konusudur (negatif kontrole gére rr=-0,956,

¢oziicii kontrole gore r=-0,983).

Mitotik indeks (%)

7.5940,24
6,40+0,22
S.4240,21
5,12%0,20
3,51+0,17
3,03+0,16
1,38+0,11
Negatif Coricl Pozitif 6,25 12,5 25 50
Kontrol Kontrol Kontrol

Uygulamah Dozlar {pg/mL)

Sekil 4.18. Kurk sekiz saatlik (3e) maddesi uygulamasinda dozlara bagl mitotik indeks degerleri
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4.1.3. Mikronukleus testinin bulgular:

Calismamizda, 3e¢ maddesi ile yapilan mikronukleus testinde, her uygulama
grubunda birey basina 1000 adet olmak iizere toplamda 4000 biniikleat hiicre
incelenmis ve mikronukleus frekanslar1 belirlenmistir (Tablo 4.3.). Elde edilen
verilere gore, biniikleat hiicrelerin bulundugu tiim uygulama gruplarinda her iki
kontrol grubuna gére mikronukleus frekanslarinda istatistiksel olarak anlamli artiglar
gdzlenmistir. Incelenen hiicrelerde en fazla 1 mikroniikleuslu biniikleat hiicreler
gozlenirken, 2, 3 ve 5’1i mikroniikleusa sahip biniikleat hiicreler de tespit edilmistir
(Sekil 4.19.- 4.22.). Bunlarla birlikte, en yiiksek uygulama konsantrasyonu olan 50
pg/mL’de higbir biniikleat hiicreye rastlanmazken, 25 pg/mL’lik konsantrasyonda

2356 biniikleat hiicreye rastlanmistir.

Tablo 4.3. (3e) maddesinin insan lenfositlerinde olusturdugu mikronukleus frekanslar

Uygulama Sayilan BN hiicreler i¢inde
) biniikleat mikroniikleus MN=SH
Test maddesi Stre Doz
hiicre frekanslari (%)
(saat) (ung/ml)
sayist @ @ (34)
Kontrol 48 0,00 4000 4 1 - 0,150+0,061
Cozucii kontrol 48 10 wl 4000 10 - - 0,250+0,079
Pozitif kontrol 48 0,20 4000 120 6 - 3,300+0,283
6,25 4000 18 1 1(3) 0,575+0,120%*F
12,50 4000 18 3 1(5) 0,725+0,134%*

3e 48
2500 2356 26 - 1)  1,23120,174%*f

50,00 Biniikleat hiicreye rastlanmadi

BN: Biniikleat, MN: Mikronukleus, SH: standart hata. *Kontrole gore anlamli farklilik vardir (P<0,01),
**Kontrole gore anlamli farklilik vardir (P<0,001), +Coziicli kontrole gore anlamli farklilik vardir (P<0,05),

T1Coziicii kontrole gore anlamli farklilik vardir (P<0,01), t+1Coziicii kontrole gore anlamli farklilik vardir
(P<0,001)
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Sekil 4.19. (3e) maddesi uygulamasiyla goériilen 1 mikronukleuslu bikiikleat hiicre

Sekil 4.20. (3e) maddesi uygulamasiyla goriilen 2 mikronukleuslu bikiikleat hiicre
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Sekil 4.21. (3e) maddesi uygulamasiyla goriilen 3 mikronukleuslu bikiikleat hiicre

Sekil 4.22. (3e) maddesi uygulamasiyla goriilen 5 mikronukleuslu bikiikleat hiicre



46

Test maddesi uygulamasi sonucu 6,25 pug/mL’lik konsantrasyonda mikronukleus
frekans1 0,575 olarak hesaplanmisken, 12,5 ug/mL’lik konsantrasyonda 0,725, 25
pg/mL’lik  konsantrasyonda  1,231olarak  hesaplanmistir. 25  pg/mL’lik
konsantrasyonda 2356 binukleat hiicre gozlenirken, en yiiksek konsantrasyon olan 50
ug/mL’de higbir binukleat hiicreye rastlanilmamistir. Bu nedenle 50 pg/mL’lik
konsantrasyonda hesaplama yapilamamistir (Tablo 4.3., Sekil 4.23.). Bu uygulamalar
sonucunda, konsantrasyon artis1 ile mikronukleus frekansindaki artis arasinda

kuvvetli bir iliskinin oldugu goriilmiistiir (negatif kontrole gore r=0,987, ¢oziicii

kontrole gore r=0,995).
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Sekil 4.23. (36) maddesi uygulamasinda dozlara gére mikronukleus frekanslari



BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Son yillarda bilim ve teknolojinin ilerlemesi ile kimyasal iiretim, hizla artmakta olup,
bu kimyasallarin biiyiikk bir boliminiin toksik oldugu bilinmektedir. Zararh
kimyasallarin 3000’1 kanserojen etkili olup, bunlarin 20-30 kadar1 insan kanserojeni
olarak tanimlanmaktadir (Giiner, 2014). Kimyasal bir maddenin toksisitesini sicaklik,
151k, nem gibi fiziksel ve bazi biyolojik etkenler etkiler. Ayrica kimyasalin
organizmaya giris yolu, maruz kalma siklig1 ve siiresi de absorbsiyon hizini ve
toksisistesini  belirleyen faktorler arasindadir. Organizma igin yabanci olan
kimyasallar ksenobiyotikler olarak da adlandirilirlar. Bu tiir, organizmaya yabanci
olan, kimyasal maddelerin canlilar {izerinde ne tiir etkilerinin oldugunun anlasilmasi
icin ¢esitli aragtirmalar yapilmaktadir. Bu alanda yapilan ¢aligmalar genel olarak
toksikolojinin ilgi alanma girer. Bu etkilerin genetik yapi iizerine olan etkilerinin
aragtirildigt kismi ise genetik toksikolojinin ilgi alanindadir. Genel anlamiyla
toksikoloji, “zehirlerin arastirilmasi, taninmasi ve bunlarin meydana getirdikleri
hastalik hallerinin, canli hiicreler ve dokular iizerine yapmis oldugu etkileri arastiran

bir bilim dal1” olarak kabul edilmektedir.

16. ylizyilda Paracelsus’un zehri tanimlarken kullandigi “Her madde zehirdir, zehir
olmayan madde yoktur, zehir ile ilact ayiran dozdur.” seklindeki ifade bu giinki
modern toksikolojinin de ¢ikis noktasidir. Organizma i¢in yabanci olan bir
ksenobiyotigin 6liim meydana getirmeksizin, zehirlenmesine sebep olan miktarina
toksik doz, canlilarin yarisim dldiiren doza ise LDso denilir. Herhangi bir maddenin
toksisitesinin saptanmasinda letal dozdan baska akut, subakut, subkronik ve kronik
toksisite durumlar1 da arastirilir. Burada hangi etkenin ne tiir toksik etkiye sahip
oldugunu arastirmada etkenin maruziyet tiirii ve siiresi onceliklenir. Ornegin, gida
katki1 maddeleri gibi bir etkenin toksisitesi arastirilirken akut etkiden kronik etkiye

kadar bir dizi toksisite testleri yapilirken, daha kisa siireli maruziyete neden olan ilag
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etken maddesi gibi maddelerinin toksisitesi arastirilirken Oncelikli olarak akut ve
subakut toksisite testleri yapilir. Diger yandan uzun vadede olan etkisinin anlagilmasi
acisindan diger toksisite testlerine de tabi tutulurlar. Ister dogal olsun ister sentetik
olarak tiretilmis olsun her hangi bir etken maddenin toksisitesini belirlemede ¢esitli
deney hayvanlari ile yapilan iv vivo galismalarin yaninda gesitli canli gruplarina ait
farkli doku veya hiicreler iizerine yapilan in vitro calismalar da yapilmaktadir.
Kromozom anormallikleri ve mikronukleus testleri, genotoksik ajanlara maruz kalan
canlilarin, bu ajanlardan nasil etkilendiklerinin ortaya c¢ikarilmasinda 6nemli bir gosterge
olarak uzun siirelerdir kullanmilmaktadir. Insan populasyonlari {izerine yapilan calismalar,
periferal kan lenfositlerindeki spontan kromozom anormalliklerinin frekansi ile kanser
olusumu arasinda pozitif korelasyon oldugunu ortaya koymaktadir (Natarajan, 2002;
Bolognesi, 2002; Doak ve ark., 2012). Bizim ¢alismamamizda da ilag etken maddesi
olabilecegi diisliniilerek sentezlenmis ve gesitli biyolojik aktivitelere sahip oldugu
belirlenmis olan, timol ve oksiproponol igeren temel iskelet yapisina, 3-picolylamin
eklenerek olusturulan 1-(2-isopropyl-5-methylphenoxy)-3-((pyridin-3-
ylmethyl)amino) propan-2-ol bilesigi’nin in vitro insan kan lenfositlerindeki
genotoksik etkileri Kromozomal Anormallik ve Mikroniikleus testleri ile

incelenmistir.

Yapilan kromozomal anormallikler ¢alismasinda test maddesinin 6zellikle yiiksek
konsantrasyonlarda kromozomal anormallikleri anlamli bir sekilde arttirdigi tespit
edilmistir. Diisiik konsantrasyonlarda ise genotoksik etkilerde anlamli bir farklilik
tespit edilmemistir. Hem 24 saatlik uygulamada hem de 48 saatlik uygulamada
benzer sonuglarin alinmasi bu test maddesi i¢in maruziyetin, siireden ¢ok dozla ilgili
oldugu fikrini dogurmustur. Bu sonuclar da bize test maddesinin yiiksek
konsantrasyonlarda klastojenik ve genotoksik etkili oldugunu gosterir. Her iKi
uygulama siirelerindeki doz etki iliskisine baktigimizda da bu fikri dogrulamaktadir.
Diger yandan 24 saatlik uygulama siiresinde 50 pg/mL’lik en yliksek uygulama
konsantrasyonunda ¢ok fazla kromozomal anormalliklerin oldugu bir hiicreye de
rastlanilmistir. Bizim ¢alisgmamizda elde edilen sonuglara benzer sekilde, Biiyiikleyla
ve Renciizogullari’nin (2009) timoliin genotoksik etkileri {izerine yaptiklari
calismada, sadece timol etkenini 24 ve 48 saatlik uygulama siirelerinde 25, 50, 75 ve

100 pg/mL’lik timol konsantrasyonlari ile muamele edilen insan periferal
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lenfositlerinde kromozomal anormallik testini kullanilmiglar ve timoliin tiim
konsantrasyonlarda  yapisal ~kromozom anormallik  frekansimi  arttirdigini
belirlemislerdir. Bu artiglar tiim uygulanan konsantrasyonlarda negatif kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli bulunurken, ¢6ziicii kontrole gore, 48 saatlik 25 pg/mL’lik
konsantrasyon hari¢ anlamli bulunmustur. Arastirmacilarin elde ettigi sonuglardan
genel olarak 24 saatlik muameledeki anormalliklerin daha fazla oldugu
goriilmektedir. Bizim ¢alismamizda da 24 saatlik 25 pg/mL’lik konsantrasyonda
anlaml artis varken, 48 saatlik ayn1 konsantrasyondaki artis istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir ve ayni sekilde genel olarak 24 saatlik uygulamalardaki
anormallikler 48 saatlik uygulamalara gore bir miktar yiiksek bulunmustur. Bu
sonuclardan daha uzun siireli maruziyette tamir sisteminin devreye girmeye basladigi

ve olusan kromozomal anormalliklerin diizeltilmesi yoluna gidildigi diisiiniilebilir.

Azirak ve Rencuzogullari'nin (2008) yaptigi c¢alismada, carvacrol ve timol’lin
siganlarin kemik iligi hiicrelerinde in vivo genotoksik etkilerini aragtirmistirlar. Bu
calismada, hem karvarol (10, 30, 50 ve 70 mg / kg bw) hem timol (40, 60, 80 ve 100
mg / kg bw) intraperitonal olarak idame edilen ratlarin kemik iligi hiicrelerinde
yapisal ve toplam kromozom anormalliklerini tim tedavi siirelerinde (6, 12 ve 24
saat) kontrol grubu ile karsilastirildiginda onemli olg¢iide indiiklemistir. Hem
carvacrol hem de timol, en yiliksek konsantrasyonlarda yapisal ve toplam CA
yiizdesinin indiiklenmesi Tlizerinde pozitif kontrol iiretan ile benzer etkiler
gostermistir. (6 saatlik karvakrol muamelesindeki (sirasiyla 70 mg / kg bw ve 100
mg / kg bw) etkiler hari¢) Ek olarak, carvacrol, kontrolle kiyaslandiginda biitiin
konsantrasyonlarda ve ¢oziicii kontrolle kiyaslandiginda en yiiksek iki
konsantrasyonda (50 ve 70 mg / kg agirlik) sayisal CA'y1r indiiklemistir. Thymol
ayrica sayisal CA'yr tim muamele siirelerinde 6zellikle en yiliksek konsantrasyonda
(100 mg / kg ag) indiiklemistir. Carvacrol ve timol, kontrol ile karsilastirildiginda
tiim konsantrasyonlarda ve tedavi siirelerinde mitotik indeksi (MI) diistirmiistiir.
Timol mitotik indeksin azalmasinda 6 sa’lik muamelenin (60, 80 ve 100 mg / kg, v.a
konsantrasyonlarinda ve 24 sa’lik muamelenin biitiin konsantrasyonlarinda iiretan ile

benzer etki gostermistir.
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Insan hepatokarsinomu (HepG2) hiicre hatt: kullanILarak, timol’iin crva kloriir
(HgCl12) kaynakli sitotoksisite ve genotoksisiteye karsi koruma kabiliyeti
arastirtlmistir.  MTT analizi, timol 6n muamelesinin, HgCl2 ile indiiklenen
sitotoksisiteyi azaltmadaki etkinligini dogruladi. Timol ile 6n muamele HgCI2 ile
indiiklenen genotoksisiteyi, mitokondriyal membranin depolarizasyonunu, oksidatif
stres ve mitokondriyal siiperoksit seviyelerini inhibe etti. Ilgin¢ bir sekilde, timol
(100 mM) tek basina hiicre i¢i bazal glutatyon S-transferaz (GST) seviyelerini
yiikseltti ve timol 6n muamelesi, HgCI2 intoksikasyonundan sonra bile glutatyon,
GST, siiperoksit dismutaz ve katalaz seviyelerindeki diisiisii ortadan kaldirdi. Ayrica,
timol’tin HgCI2 tarafindan indiiklenen apoptotik ve nekrotik hiicre 6liimiinii inhibe
etme yeteneginde oldugu Annexin-FITC / propidium iodide ile iki kere boyanmis
hiicrelerin ¢ift flowsitometrik analizi ile belirlendi. Mevcut bulgular, timol’lin
HgCl2'nin neden oldugu toksisiteye kars1 sitoprotektif potansiyelini acikg¢a
gostermektedir. Bu durum, oksidatif stresi ve mitokondriyal hasari azaltmayi
kolaylastirarak hiicre oliimiinii engelleyen serbest radikal temizleme kabiliyetine

baglanabilir (Shettigar ve ark., 2015).

Bir anti-kanser ajani olan bleomisin (BLM), DNA'nin zarar gérmesi ve hiicre
Olimleri araciligiyla doku toksisitelerine neden olmaktadir. Bu c¢alismanin amaci,
normal insan lenfositlerinde ve over kanseri hiicrelerinde timoliin genotoksisite ve
BLM tarafindan indiiklenen antiproliferasyona kars1 etkilerini aragtirmaktir. Periferik
kan ornekleri insan goniilliilerden toplandi ve 50, 100 ve 150 uM'lik farkli timol
konsantrasyonlar1 ile inkiibe edildi. 2 saat inkiibasyondan sonra, tam kan BLM ile
muamele edildi. Daha sonra lenfositler, sitokinezde bloke edilmis binukleat lenfosit
icindeki mikronukleusu belirlemek i¢in mitojenik stimiilasyon ile kiiltiirlendi. Insan
yumurtalik kanseri hiicreleri (SKOV-3), cesitli konsantrasyonlarda timol ile ve / veya
BLM kombinasyonlar1 ile muamele edildi ve daha sonra hiicre canliligi
degerlendirildi. Tam kanin timol ile inkiibasyonu, BLMin neden oldugu
lenfositlerdeki mikroniikleus insidansinda timol icermeyen BLM ile tedavi edilen
lenfositlerle karsilastirildiginda. 6nemli bir azalma sergilemistir. SKOV-3 hiicreleri
timol kullanilarak 6n muamele edildiginde, ne hiicre 6limii artist ne de hiicre

koruyucu etki gézlemlenmedi. Bu ¢alisma, timoliin kanser hiicresi iizerinde herhangi
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bir koruma olmadan segici olarak insan lenfositlerini BLM'nin neden oldugu DNA
hasarina kars1 korudugunu gosterdi. Bu sonug, bu dogal iiriiniin, BLM ile yumurtalik

kanseri tedavisinde kullanilmasi i¢in umut vericidir (Arab ve ark., 2015).

Yiiksek oranda timol igeren Zataria multiflora bitki ekstraktinin antigenotoksik
etkisi insan lenfosit hiicreleri lizerinde MN yontemi ile test edilmistir. Periferal kan
farkli dozlarda ekstrakt ile muamele edildikten sonra gamma radyasyonuna maruz
birakilmistir. Calismada MN sayisinda en ¢ok azalma en yiiksek doz olan 50 pg/mL

ekstrakt muamelesinde izlenmistir (Hosseinimehr ve ark., 2011).

Acebutolol, oxprenolol, sotalol, metoprolol, atenolol, practolol, propranolol,
pronethalol, pindolol gibi B-adrenerjik reseptor antagonisti ilaglarin genotoksisitesi
Ames Salmonella typhimurium ve in vivo fare kemik iligi MN testleri ile
arastirilmistir. Calisilan ilaglarin hi¢biri hem metabolik aktivator varliginda hem de
yoklugunda Ames testi ile herhangi bir mutajenik cevap gdstermezken, MN testinde
sadece en yliksek dozda zayif ve istatistiksel olarak anlamli olmayan farkliliklar
gOstermistir. Arastirma sonucunda [-adrenerjik reseptor antagonisti ilaglarin
mutajenik ve karsinojenik potansiyelinin bulunmadigi agiklanmistir (Okine ve ark.,

1983).

Diger bir ¢alismada, B-adrenerjik agonist ilaglardan olan metoprolol ve N-nitroso
tirevi olan NO-metoprololiin genoktoksik etkisi siganlar {lizerinde in vivo olarak
calisilmistir. Suda coziilerek gavaj yoluyla 772 mg/kg metoprolol ve 1000 mg/kg
NO-metoprolol verilerek, genotoksisite testi i¢in karaciger, dalak ve kemik iligi
dokularinda MN analizi yapilmistir. Her iki madde uygulmasi sonucunda da, MN
olusumu acisindan kontrol grubu ile karsilagtirildiginda anlamh bir fark

gozlenmemistir (Martelli ve ark., 1994).

Beta blokerler potansiyel olarak nitrozasyona ugrayabilen sekonder aminlerdir. Bu
nedenle, bunlarin genotoksik N-nitroso tiirevlerine olasi intragastrik (mide ig¢indeki)
nitrozasyonlar1 endise kaynagidir. Bu baglamda Robbiano ve ark (1991) yaptigi

calismada beta bloker olan natenolol, metoprolol, nadolol, oksprenolol, propranolol
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ve sotaloliin asidik kosullar altinda nitrit ile reaksiyon girerek N-nitrozaminleri
meydana getirdigi ve hepsinin  sican ve insan hepatositlerinde DNA
fragmantasyonunu ve DNA onarimini indiiklemis ve bunlarin 4’ (NO-atenolol, NO-
metoprolol, NO-oksprenolol ve NO-propranolol) N-nitroso-dimetilamin’den belirgin
bir sekilde daha biiylik bir genotoksik etki gdstermistir. Benzer bir ¢alismada alt1 beta
adrenerjik bloke edici ilacin (atenolol, metoprolol, nadolol, oksprenolol, propranolol
ve solalol’lin) genotoksik etkinligi Brambilla ve Martelli (2006) tarafindan
degerlendirilmis ve NO-propranolol, 0,01-0,1 mM; NO-oksprenolol, 0,03-1 mM,
NO-atenolol ve NO-metoprolol, 0,1-1 mM ve NO-nadolol ve NO-sotalol, 0,3-3 mM
subtoksik konsantrasyonlarina 20 saat maruziyet sonrasinda, hem rat hemde insan
hiicrelerinde doza bagli pozitif cevaplar olusmustur. Ayrica esit veya yliksek
konsantrasyonlarda, hi¢cbir N-nitrozamin, Cin hamsteri akciger V79 hiicrelerinde
DNA fragmantasyonu olusturmamistir. Bu durum, bu bilesiklerin genotoksik bir etki
gostermek i¢in reaktif metabolitlere doniistiiriilmeleri gereken ve dolayli olarak rol

oynayan bilesikler gibi davrandiklarini gosterir.

Yapilan bu calismada elde edilen mitotik indeks verilerine bakildiginda yine her iki
uygulama siiresinde de biitiin konsantrasyonlarda mitotik indeksin anlamli bir sekilde
azaldigin1 géormekteyiz. Bu sonuglar da bize test maddesinin sitotoksik etkili bir ajan
oldugunu gostermektedir. Bizim c¢alismamiza benzer sekilde Biiyiikleyla ve
Renciizogullari’nin (2009) timol ile yaptiklart in vitro testlerde de 50 ve 100
png/mL’lik konsantrasyonlarda mitotik indeksin anlamli bir sekilde diisiis gosterdigini
ve timoliin sitotoksik etkili bir etken oldugunu aciklamislardir. Aydin ve Tiirkez
(2014) tarafindan kiiltiire alinmis insan kan hiicrelerinde timol’un genotoksik,
sitotoksik ve oksidatif etkileri arastirilmistir. Hiicreler 24 ve 48 saat timol (0-200
mg/L) ile muamele edilmis, DNA hasar1 mikronukleus (MN) testi, kardes kromatid
degisimi (SCE) analizi ve ek olarak oksidatif etkileri belirlemek iizere toplam
antioksidan kapasite (TAC) ve oksidatif stres (TOS) incelenmistir. Elde edilen
sonuglar, timol’un insan lenfositleri lizerinde mutajenik etkisinin olmadigi, diger
yandan ise timol’un (25, 50 ve 75 mg/L'de) uygulamasi kiiltiire alinmis insan kan
hiicreleri tizerinde TAC seviyelerinde istatistiksel olarak onemli bir artisa yol agmis

(p <0,05) ve sadece 200 mg/L'de TOS seviyesinde artig goriilmiis olup, zamana ve
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doza bagli bir selikde sitotoksisiteyi indiikledigi ve timol’'un (100 mg/L'nin

tizerindeki konsantrasyonlarda) hiicre canlili§ini azalttig1 belirlenmistir.

Test maddesi  1-(2-isopropyl-5-methylphenoxy)-3-((pyridin-3-ylmethyl)amino)
propan-2-ol bilesigi’nin in vitro mikronukleus analizinde, en yiiksek uygulama
konsantrasyonu olan 50 pg/mL’lik uygulamada hicbir biniikleat hiicreye
rastlanmamistir. Yine 25 pg/mL’lik ikinci en yliksek uygulama konsantrasyonunda
incelenecek olan 4000 biniikleat hiicre sayisina ulasilamamistir. Bu sonuglar bize bu
test maddesinin sitotoksik etkili bir ajan oldugunu gostermektedir. Diger yandan
incelenebilen 3 uygulama konsantrasyonunda da mikronukleus frekanslarinda
anlamli artiglarin goriinmesi, test maddesinin klastojenik/aneujenik etkili bir ajan
oldugu fikrini dogurmaktadir. Ancak, kromozomal anormallik testleriyle birlikte
degerlendirildiginde yiiksek konsantrasyonlarda klastojenik etkiler gosterse de ayni
zamanda biitlin uygulama konsantrasyonlarinda aneujenik etkili bir ajan oldugu
goriilmektedir. Oyle ki, 24 saatlik uygulamada 50 pg/mL’lik en yiiksek
konsantrasyonda 1 tane endoredublikasyona rastlanilmistir. Bizim ¢alismalamizda
elde edilen sonuglara benzer sekilde sonuglar elde edilen ¢alismamlar da mevcuttur.
Sadece timol genotoksisitesinin aragtirildigi bir calismada arastirmacilar uygulanan
biitiin konsantrasyonlarda (25, 50, 75 ve 100 pg/mL), timoliin mikronukleus
frekansim1  anlamli  bir gekilde arttirdigini  ve genotoksik etkili oldugunu
aciklamiglardir. Calismamizda elde etigimiz sonuglarin tam tersini destekleyen
Maisanaba ve ark. (2015), calismasinda mikroniikleus (MN) ve MLA testi
kullanilarak, timol’un 15,62, 31,25, 62,5, 125 ve 250 uM dozlarda in vitro
genotoksisitesi degerlendirmislerdir. MN ve MLA testi ile elde edilen timol igin
negatif sonuglar, bu bilesigin memeli hiicrelerinde genotoksik olmadigi goriisiinii
giiclendirmektedir. Yine baska bir ¢alismada Calo ve ark. (2015), timol’un oksidadif
ve genotoksik ultraviyole A ve B hasarina kars1 koruyucu etkisi degerlendirilmistir.
Timol ultraviyole A ve B 1sinlanmis hiicrelerde reaktive oksijen tiirlerinin olusumunu
inhibe ederken, tespit edilen hasarin mikronukleus olusumunu azaltmadigi tespit

edilmistir.
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Yapilan bu ¢alismada anormallik hesaplamalarinda, daha 6nceki ¢alismalardan farkli
olarak, kromozom kiriklarini, kardes kromatitlerde birlesme ve kromatit
degisimlerini 2 anormallik olarak degerlendirilmistir. Ciinkii bu anormalliklerin
ortaya c¢ikabilmesi icin en az iki noktadan genetik materyalin kopmasi
gerekmektedir. Kromatit kirig1 ve fragmentler i¢in yine daha onceki ¢aligmalarda

oldugu gibi her bir anormallik i¢in 1 degeri ele alinmustir.

Sonu¢ olarak, yapilan bu g¢alismada test maddesinin oOzellikle yiiksek
konsantrasyonlarda kromozomal anormallikleri anlamli bir sekilde arttirdigi, diisiik
konsantrasyonlarda ise genotoksik etkilerde anlamli bir farklilik olmadigi
goriilmiistiir. Diger yandan mikronukleus frekanslarinda biitiin dozlarda anlamli bir
artisin oldugu, en yiiksek konsantrasyonda (50 pg/mL) her hangi bir biniikleat
hiicreye rastlanmamasi, 25 pg/mL’lik ikinci en yliksek konsantrasyonda toplamda
4000 biniikleat hiicre sayisina ulasilamamasi ve mitotik indeksin yine biitiin
uygulama gruplarinda anlamli bir azalisa neden oldugu g6z Oniine alindiginda,
arastirilan test maddesinin uygulanan biitliin konsantrasyonlarda sitotoksik bir etkiye
sahip oldugu, yiiksek dozlarda genotoksik etkili oldugu ve yine biitiin uygulama
gruplarinda aneujenik etkili bir ajan oldugu s6ylenebilir. Bu durumda test maddesi 1-
(2-1sopropyl-5-methylphenoxy)-3-((pyridin-3-ylmethyl)amino) propan-2-ol
bilesiginin genel olarak sitotoksik ve aneujenik etkili bir ajan oldugu, yiiksek
dozlarda klastojen etkili olan genotoksik etkiler de gdsterebildigi sdylenebilir. Ilag
etken maddesi olabilecegi diisiiniilerek sentezlenen bu test maddesinin, amaglanan
dogrultuda kullanilip kullanilamayacaginin belirlenebilmesi ig¢in o6zellikle in vivo
metotlar basta olmak {izere diger test metotlar1 ile de degerlendirilmelerinin
yapilmas1 ve elde edilecek sonuglar dogrultusunda ilerlemenin dogru olacagi

kanaatindeyiz.
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OZGECMIS

Guncha MEREDOVA, 10.05.1990’da Tiirkmenistan devletinin Magdanli sehrinde
dogdu. Ilk, orta ve lise egitimini Magdanli sehrinde tamamladi. 2012 yilinda
Tiirkiye’de Sakarya Universitesi Biyoloji Béliimii’ne basladi ve 2016 yilinda lisans
egitimini tamamladi. 2017 yilinin giiz donemi yiiksek lisans egitimine basladi ve

halen egitimine devam etmekte.
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