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UMU-MIKROPLAK TEST SISTEMi ILE ILAC ETKEN MADDESi OLARAK
TASARLANMIS BILESIKLERIN GENOTOKSIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

Zeynel Gokginar

0z

Bu caligsmada, ila¢ etken maddesi olarak sentezlenmis benzoik asit, benzimidazol ve
B-metil-B-nitrostiren tdrevleri olmak Uzere U¢ farkh gruptan nitrolu bilegiklerin
genotoksik potansiyelleri umu-mikroplak test sistemi ile degerlendirilmistir. SOS
indUkleme aktivitelerinin degerlendirildigi umu-mikroplak test sisteminde, nitrolu
bilesiklere hassas olarak gelistirilmis, nitrorediktaz (NR) enzimini normalden fazla
ifade eden Salmonella typhimurium NM1011, O-asetiltransferaz (O-AT) enzimini
normalden fazla ifade eden S. typhimurium NM2009 ve nitroreduktaz (NR) enzimiyle
O-asetiltransferaz (O-AT) enzimini birlikte normalden fazla ifade eden S. typhimurium
NM3009 suslari  kullanilmigtir. Enzim assay ortaminda klorofenol-red-3-D-
galaktopiranosid (CPRG) substrat olarak ve genotoksik ajan oldugu bilinen 4-

nitroquinoline 1-oxide (4NQO) de pozitif kontrol olarak kullaniimistir.

Tam bilesikler igin, ¢ ayri susta, umuC gen ifadesinin indiksiyonu hemen hemen
ayni bulunmustur. Test edilen bilegikler, nitrolu bilesiklerin metabolik aktivasyon
mekanizmasinda gorevli nitroreduktaz ve O-asetiltransferaz enzimlerini normalden
fazla ifade eden bu Ug¢ susta belirgin bir indlksiyona neden olmamistir. Bilesiklerin
higbirinin genotoksik aktivitesinin olmamasi ila¢ adayi olarak degerlendiriimelerinde

cok dnemli bir veridir.
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INVESTIGATION OF GENOTOXIC EFFECTS OF COMPOUNDS DESIGNED AS A
DRUG USING WITH UMU-MICROPLATE TEST SYSTEM

Zeynel Gokginar
ABSTRACT

In this study, genotoxic potentials of some nitro compounds (some benzoic acid,
benzimidazole and B-methyl-B-nitrostyren derivatives) which are designed as drug
evaluated with umu-microplate test system. Evaluation of the SOS inducing activity of
the tested compounds was examined with the umu-microplate test system using
Salmonella typhimurium NM1011 (overexpressed nitroreductase), S.typhimurium
NM2009 (overexpressed O-acethyltransferase) and S.typhimurium NM3009
(overexpressed O-acethyltransferase and nitroreductase) strains which are sensitive
to nitro compounds. Chlorophenol red-B-D-galactopyranoside (CPRG) was used as
substrate in the enzyme assays and also the well-known genotoxic nitro compound,

4-nitroquinoline 1-oxide (4NQO), was the positive control in the test.

For all compounds and for all strains, the induction of umuC gene expression was
found to be almost the same. The derivatives tested didn’t caused an evident
induction in all strains overexpressed nitroreductase and O-acethyltransferase
enzymes which have a role in metabolic activation mechanism of nitro compunds.
None of the derivatives show genotoxic effects, a very important data, making them a

potential drug candidate.

Keywords: Nitro compounds, drug, umu-microplate test, genotoxicity.
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1. GIRIS

Yasadigimiz yuzyilda insan sagliginda biyolojik, genetik ve fiziksel yapinin yani
sira gevresel etkenlerin de onemli bir yer tuttugu vurgulanmaktadir. Dogadaki tum
canllar, gunlik yasamda bir ¢ok kimyasal maddeyle yuz yluze gelmekte ve bu
maddelerin buyuk bir kismini ilaglar olusturmaktadir. Son zamanlarda yapilan
calismalarla, ¢evresel kontaminatlar arasinda yer alan, ila¢ ve kigisel bakim Urln
kalintilarinin, ¢ok klguk dozlarinin bile kaygi verecek kadar toksik etkilere neden
oldugu bildirilmistir (Hernando et al., 2006). Sirekli olarak genotoksik maddelerle
yuz yuze gelmenin, canlilarda hdcre yaglanmasinin hizlanmasina, degisen gevre
kosullarina adaptasyon zorluklarina, mutasyon ve kanser olusumuna neden oldugu
bilinmektedir (Reifferscheid and Grummt, 2000).

GuUnumuzde erken tani ve tedavi yontemleri olduk¢a gelismis olmasina karsin
kanserden olen bireylerin sayisi olduk¢a fazladir. Kanser arastirmalarinin en
baylk hedefi, bu hastaligin etmeni olan c¢evresel faktérlerin ve kimyasal
maddelerin  belilenmesi ve insanlarin bunlarla yuz yuze gelmesinin
engellenmesidir (Weisburger, 1999). Endustriyel devrimle birlikte kimyasal
maddelerin tlirinde ve miktarinda énemli bir artis goézlenmektedir. GUnimuzde
dunya ticaretinde en az 80.000 kimyasal vardir ve her yil yaklagik 2000 yeni
kimyasal gelistiriimektedir. Gida sektorunden ila¢ sektorine kadar pek ¢ok alanda
bu kimyasallar kullaniimaktadir (Kato et al., 1982 , Forman and Ames, 1991). Bu
maddelerin ¢ogunun gunlik kullanimda yer almasi, Ozellikle karsinojenik
potansiyelleri yonunden test edilmelerini gerekli kilmaktadir (Forman and Ames,
1991). Genetik kodun evrensel olusu ve karsinojenite ile mutajenite arasinda
yuksek bir korelasyonun bulunmasi, kimyasallarin taranmasinda kisa zamanli
mutajenite test sistemlerinin ¢ok yaygin olarak kullanimina neden olmus, buna

bagli olarak, genetik toksikoloji 6nem kazanmistir (Ames B.N., 1979).

Elde edilen herhangi bir ilacin, insanlarda denenmelerinden &nce, Dbelirli
arastirmalardan gecmesi zorunludur. Bu nedenle madde belirleme (tarama
testleri) ve farmakolojik, farmakokinetik ve farmasotik arastirmalardan sonra
toksisite incelemelerine yer verilir (iskit A.B., 2007). ilaglarin genotoksik

potansiyellerinin arastiriimasi, ilaglarin piyasaya sunumundan 6nce yapilmakta ve



dinyada belirli kuruluslar tarafindan dizenli ve yaygin bir bigcimde izlenmektedir
(Brambilla and Martelli, 2009).

Yeni bir kimyasalin mutajenik potansiyeli hakkinda genis kapsamli bir yorum
yapabilmek igin, gen, kromozom ve genom olmak uUzere 3 kademedeki bilgiye
gereksinim duyulmaktadir (Shelby, 1988; Lorge et al., 2007). Kimyasal maddelerin
karsinojenik risklerini ortaya g¢ikarmada en akilci yontem deney hayvanlarinda
tiumor indUksiyonu olmasina karsin bu testlerin sonuglanmasi uzun siurmekte,
uygulanmalari zor ve pahali olmaktadir (IARC, 1980; Mersch-Sundermann et. al.,
1993). Yine ayni zamanda kimyasallar, son yillarda yuksek nitelikli genotoksisite
test sistemleriyle degerlendirilebilmektedir. Bu test sistemleri G¢ farkli teknikten
olusan yuksek goéruntileme yontemleridir [Highthroughput screening (HTS)-
GreenScreen HC, CellCiphr p53, CellSensor p53RE] (Knight e al., 2009). Buna
benzer bir yontem olan ve nitrolu bilegiklerin mutajenitesini degerlendirmek igin
geligtirilen ve bilesiklerin molekuler yapilari ile farmakokinetik 6zellikleri arasindaki
iliskiye dayanan kantitatif yapisal toksisite iliskisi [Quantitative structure toxicity
relationship (QSTR)] modelleme teknigi de uzun zamanli, pahal yéntemlerdendir
(Nair et al., 2008).

Uzun zamanh ve pahali yontemler yerine kisa zamanda sonug¢ verebilen,
uygulanmalari kolay ve ucuz olan mutajenite testleri tercih edilmektedir (Quillardet
and Hofnung, 1985; Hofnung and Quillardet, 1986). Nitekim analjezik, anti-
inflamatorik ilaglar ve anti-predikslerin genotoksisite ve karsinojenitelerinin
arastirimasinda bakteriyel testler kullaniimistir (Brambilla et al., 2009). ilac
yapiminda yer alan uUrunlerin antibakteriyel, antifungal ve antioksidant 6zelliklerinin
dizayninda ve kalite kontrollerinde de bakteriyel mutajenite testleri dnemli bir yer
tutmaktadir (Ordo™nez et al., 2009).

Bununla birlikte kisa zamanli mutajenite test sistemlerinin higbiri tek basina yeterl
degildir. CuUnkU bu testlerin her biri sadece birkag mutajen tipini
tanimlayabilmektedir. Bu nedenle iyi bir genotoksisite degerlendirmesi i¢in bu test
sistemlerinden bir kaginin bir arada uygulandigi batarya test sistemleri
kullaniimalidir (Dizer et.al., 2002).



Oldukga fazla sayida ve cgesitte kisa zamanl test sistemi vardir. Bunun yanisira,
dogru sonuca ulagmak igin, test sistemi secilirken aragtirilacak ornege en uygun
olanini secmeye 6zen gosterilmelidir. Yaygin olarak kullanilan Ames test sistemi
transisyon ya da transversiyon seklinde gergeklesen nokta mutasyonlari ve
cerceve kaymasi mutasyonlarini  belirlerken, plazmid iceren Salmonella
typhimurium susglari aromatik amin ve polisiklik aromatik hidrokarbonlarin (PAH)
neden oldugu mutajeniteyi belirlemektedir (Ames et al., 1973; Natarajan and Obe,
1986). Hrelia ve arkadaslarinin (1999) yaptigi bir galismada, bazi nitrolu aromatik
bilesiklerin mutajenitesi Uzerine nitrorediktaz ve O-asetiltransferaz enzimlerinin
etkisi incelenmis ve bu enzimleri normalden fazla ifade eden bakteri suslarinda
mutajenitenin arttigi, defektli suglarda ise mutajenik etkinin go6zlenmedigi
sonucuna varilmistir. Yine bagka bir calismada, bazi nitroaren ve aromatik
aminlerin genotoksisitesi arastirilmis, S9 karisimi iceren test ortaminda mutajenite
g6zlenmezken, plazmidlerinde nitrorediiktaz ve O-asetiltransferaz enzimlerinin
¢coklu kopyasini tasiyan S. typhimurium TGO2 suslarinda mutajenik aktivite
artmigtir (Jstergaard et al., 2007).

Bakteriyel mutajenite testleri son 20 yildir genotoksik arastirmalarda yaygin bir
sekilde kullaniimakta ve her gegen glun yeni mutajenite testleri geligtiriimektedir.
Bakteriyel mutajenite testlerindeki bu gelisme genetik muihendisligi alanindaki
calismalara baglh olarak hiz kazanmigtir. Mutajen maddelerin biyoaktivasyonunda
gorev alan N-asetiltransferaz, nitroreduktaz (NR) ve sitokrom p-450 gibi bazi
enzimlerin sentezinden sorumlu genlerin bakteriler igine yerlestiriimesiyle yeni test
suglari ve bu suslarin kullanildigi yeni test sistemleri geligtirilmistir. Bu ¢abalar
sonucu hem mutajenite testlerinin duyarliliklari arttinimig, hem de mutajenitenin

molekuler temeline 151k tutulmustur (Josephy et. al., 1997; Saygi, 2003).

Nitrolu bilesiklerden olusan c¢ok fazla sayida ila¢g vardir. Diger taraftan, nitrolu
bilesiklerin buyuk bir gogunlugunun genotoksik etki gosterdigi ve 39 hayvan
turinde timor gelisimine neden olduklari saptanmistir (Bogovski, 1981; Schmahl
and Scherf, 1984). Cevrede ¢ok genis bir dagilim gosteren nitroarenlerden
bazilarinin Salmonella/mikrozom test sisteminde (Tokiwa and Ohnishi, 1986;
Nakagawa et al., 1987) ve memeli hucre kultirlerinde (Takayama et al., 1983;

Fifer et al., 1986; Matsuoka et al., 1991) mutasyona neden olduklari ayrica



kemirgenlerde karsinojen olduklari gosterilmistir (Tokiwa et al., 1987; Horikawa et
al., 1991). Bu kimyasallarin insan saghg: acisindan potansiyel risklerinin
degerlendiriimesinin son derece o6nemli oldugu umu test sistemi ile yaptigi

c¢alismalar sonucunda Oda ve arkadaslari (1993) tarafindan da bildirilmigtir.

Oldukga fazla sayida genotoksisite testi bulunmasina karsin, aromatik nitrolu
bilesiklerin genotoksisite degerlendirmelerinde en ¢ok kullanilan testlerden biri
umu test sistemidir (Ohe and Nukaya, 1996; Ohe, 1997; Hamer et. al., 2000; Dizer
et. al., 2002). Oda ve arkadaslarn (1985) tarafindan aromatik nitrolu bilesikler igin
Ozel olarak geligtiriimig bir test sistemi olan umu test sistemi, ¢cevresel karsinojen
ve mutajenlerin genotoksik etkilerini saptamak amaciyla gelistiriimis kolorimetrik,
bakteriyel bir test sistemidir ve dinyada yaygin olarak kullaniimaktadir. Test
suglari gelistirilirken, nitrolu aromatik bilesiklerin metabolizmalari sirasinda etKkili
olan reaksiyon basamaklari géz oOnunde bulunduruimus ve DNA hasari ile
indUklenen SOS-cevap esas alinarak gelistiriimistir. Test edilen kimyasallarin
genotoksik etki yapip yapmadiklari, olusturulan umuC’-‘lacZ fizyon geninin ifade
edilmesi sonucu sentezlenen B-galaktosidaz (B-gal) enzim miktarinin saptanmasi
ile belirlenir (Oda et. al., 1985). Alman standardizasyon enstitusiu [Deutsches
institut fur normung (DIN)] (38415 ve T3) ve uluslararasi standardizasyon
organizasyonu [International organization for standardization (ISO)] (ISO/DIS
13829, 2000) gibi kalite degerlendirme sistemleri tarafindan standardize edilmis ve
kabul gérmius olan umu test sisteminin mono bilesikler, ¢evresel ornekler ve
gidalardaki genotoksinleri belirlemede oldukg¢a duyarli oldugu gortulmustir (Oda et
al.,1985; 1988, Reifferscheid et.al., 1991, Ono et al.,1992). Mikroorganizmalar
tarafindan Uretilen mikrobiyal ugucu organik maddelerin [Microbial volatile organic
compounds (MVOCs)] genotoksisiteleri umu test sistemi kullanilarak belirlenmis ve
bu maddelerle uzun sure yuz yuze gelmenin saglik agisindan zararl olabilecegi
bildiriimistir (Nakajima et al., 2006).

Karsinojenite ve genotoksisite arasindaki paralellik, uluslararasi toksikoloji
programina dahil 83 kimyasalin umu test sistemiyle arastirlmasi sonucu
gosterilmistir (Yasunaga et al., 2004). Anti-timor ilag denemelerinin sonuglarina

gore, DNA hasar tiplerine bakilmaksizin kimyasallarin genotoksisitelerinin



belirlenmesinde umu test sisteminin kullanilabilecegi belirlenmistir (Yasunaga et
al; 20006).

Umu test sisteminin bir versiyonu olan umu-mikroplak test sistemi, ¢ok az
miktardaki ornekleri son derece hizli ve duyarli bir bicimde test etmeye olanak
saglamaktadir (Oda et al., 2004) ve sistemin ¢ok az miktarda sentezlenen ilag

etken maddeleri i¢in son derece uygun oldugu gorulmektedir.

Diger kimyasallar gibi ilaglar da kullanima sunulmadan once toksisite potansiyelleri
yonunden degerlendiriimelidir (Saygi, 2003) c¢unkd ddnyada otoriteler yeni
sentezlenen ilaglarin genotoksik potansiyelleri ile ilgili verilere gereksinim
duymaktadirlar (Li et al.,, 2007; Kram-Jacobson and Contrera, 2007; Custer and
Sweder, 2008). Toksikolojik veriler, yeni ilag¢ uygulamalarinda ilaglarin
guvenilirliklerinin ve etkinliklerinin degerlendiriimelerine yardimci olarak, ilaglarin
risk/fayda degerlendirmelerinde kullanilir.  Genotoksisite testleri, ilaglarin
sentezlenmeleri ve gelistiriimelerinde duzenleyici ve tamamlayici bilgileri saglar
(Jena et al.,, 2002) ve ruhsatlama bagvurularinda sunulmasi gereken veriler
arasindadir (Jena et al., 2002; iskit, 2007). llaglar tarafindan indiiklenen
sitotoksisite ve genotoksisite, doz ve tedavi suresinin dogru secilmesiyle
sinirlandirilabilir. Bu da hastanin yasam kalitesini olumlu yénde etkileyecektir. ilag
etken maddelerinin genotoksik acidan arastiriimalari, ila¢ dretiminde halk

saghginin korunmasinda ¢ok dnemli bir unsurdur (Brusick, 2009).

Bu calismada Gazi Universitesi Eczacilik Fakiltesi, Farmasotik Kimya Anabilim
Dali tarafindan ila¢c etken maddesi olarak sentezlenen 20 adet nitrolu bilegigin
(Benzoik asit turevleri 2a, 2b, 2c, 2d, 2e, 2f, 2g, 2h bilesikleri, benzimidazol
turevleri 3a, 3b, 3c, 3d, 3e, 3f, 3g, 3h bilesikleri ve B-metil B-nitrostiren turevleri 4a,
4b, 4c, 4d bilesiklerinin) genotoksik etkileri umu-mikroplak test sistemi ile
Salmonella typhimurium NM1011, NM2009 ve NMS3009 suslari kullanilarak
arastinimistir.  Calismadan elde edilen veriler, bu maddelerin ilag olarak

gelistiriimelerine onemli katki saglayacaktir.



2. GENEL BILGI
2.1. Kisa Zamanh Mutajenite Test Sistemleri

Yasadigimiz yuzyilda insan sagliginda biyolojik, genetik ve fiziksel yapi gibi
etkenlerin yani sira gevresel etkilerin de énemli bir yer tuttugu vurgulanmaktadir.
Cevremizde biyolojik etkileri bilinmeyen ve sayilari milyonlari bulan sentetik ve

dogal kimyasal maddeler bulunmaktadir.

Mutajenlerle yuz yuze gelmenin c¢esitli yollari vardir. Bunlardan birincisi;
diyetimizde bulunan dogal kimyasallari almamiz, ikincisi; endustriyel kimyasallar,
pestisitler, sa¢c boyalari, kozmetik ve ilaglar gibi yapay kimyasallari kullanmamiz,
uclncusu ise; sigara dumani, su ve havadaki kirleticiler gibi karmasik bilesiklerle

yuz yuze gelmemizdir (Korkmaz, 2005).

Kimyasal maddelerin mutajenik aktivitelerini arastiran ilk calismalar Ikinci Dinya
Savas!l’ ndan hemen sonra bir grup kimyasal Uzerinde yapilmis ve ilk olarak hardal
gazinin etkili bir mutajen oldugu saptanmistir. Dinyanin hemen her yerinde
yapilan deneylerle, diger bazi kimyasallara dikkat ¢ekilmis ve 1972 yilinda yapilan
bir arastirmada yiyecekleri renklendirme, koruma ve diger amaglarla kullanilan
2500 kadar katki maddesi oldugu saptanmistir. Yiyeceklere bulasarak vicuda
giren pestisitler ve c¢esitli amaclarla kullanilan ilaglar Uzerinde durulmus ve bu

sayede pek ¢ok mutajenite test sistemi geligtiriimigtir (Pai, 1985).

Mutajenlerin etki mekanizmalari kesin olarak aydinlatildiktan sonra belirli ¢cevresel
mutajenlerin insanlarda kansere neden olabilecegi suphesi dogmustur. Mutajenite
ve karsinojenite arasindaki iligkiyi arastiran bir calisma ile bilinen 175 karsinojenik
maddeden 157’sinin ayni zamanda mutajen oldugu ve karsinojenite ile mutajenite
arasinda % 85 oraninda bir baglanti oldugu belirlenmistir (Maron and Ames, 1983).
Dolayisiyla kimyasal maddeleri “mutajen” ve “karsinojen” olarak iki grupta
incelemek yerine, mutajen/karsinojen olarak incelemenin daha dogru oldugu kabul
edilmistir (Saleh, 1997). Mutasyon genetik materyallerin dogrudan etkilenmesiyle
ortaya c¢lkarken, kanser ¢cok basamakli karmasik biyolojik olaylar sonucu ortaya
cikmaktadir (Bagci, 1985). Dolayisiyla her karsinojen mutajendir, ama her mutajen

karsinojen degildir.



insanlarda gériilen kanserlerin bilyiik bir cogunlugu kimyasal karsinojenlerle yiiz
yuze kalmaya baglanmaktadir. Uluslararasi Kanser Arastirmalari Kurulusu
[International agency for research on cancer (IARC)] panellerinde, arastirmasi
yapilan 300 kimyasal maddeyi karsinojen olarak siniflandirmistir (Mercangoz ve
Tayld, 2000). Karsinojenler genellikle DNA, RNA ve proteinlerdeki nukleofilik
(elektronca zengin) gruplara kolaylikla saldirabilen elektrofiller (elektronca fakir)'dir.
Kanser olusumunun en etkili asamasi baglangicta kimyasallarla nukleik asitlerin
karsilagsmasidir. Kimyasallar diger hicresel organellerle de baglanabilirler, fakat
nukleik asitlerle baglanmalari genetik bilgiyi bozmalari bakimindan 6nemlidir.
Karsinojenez olayinda madde baglanmasindan bagka nukleik asitlerin onarimi,
inhibisyonu ve genetik yatkinlik gibi bazi faktorlerin de etkisi vardir. Bu faktorlerin

de etkisiyle kansere donusum belirlenir (Singer and Gerunbeger, 1994)

Canli hucreler Uzerinde kimyasal maddelere bagli 6nemli yapi ve fonksiyon
degisikliklerinin saptanmasi ve yorumlanmasi amaciyla deneysel toksikolojik
calismalar yapilmaktadir (Loomis, 1978). Toksisite testleri, kimyasal maddelerin
sadece canli organizmalar Uzerindeki zararl etkilerini agiklamak igin degil, ayni
zamanda bu maddelerin toksik etki gostermedigi doz degerlerini saptamak

amaciyla da yapilir (Oztlirk and Durusoy, 1999).

Tam ilaglar, temizlik ve kozmetik maddeleri, pestisitler, besin katki maddeleri ve
sanayide kullanildidinda insanlarin yliz ylUze gelebilecedi kimyasal maddeler,
kullanima sunulmadan 6énce toksik potansiyelleri ydoninden degerlendiriimelidirler.
Bu nedenle gunlik hayatta yaygin olarak karsilagilan kimyasal maddelerin
insanlarda guvenle kullanilabilmesi icin toksisite testlerinin 6nemi buyuktar (Saygl,
2003).

Kimyasal maddelerin kisa, orta ya da uzun donemde toksik etkilerini
degerlendirmede kullanilan akut, subakut, subkronik ve kronik toksisite testleri
disinda 6zel toksisite test teknikleri de vardir. Bunlar amaglarina goére; teratojenite,
karsinojenite ve mutajenite testleridir (Cohen, 1995). Bu testler genetik

toksikolojinin galigma alanlaridir.

Kimyasal maddelerin karsinojenik risklerini ortaya c¢ikarmada en akilci yontem

deney hayvanlari ile yapilan testler olmasina kargin bu testlerin sonuglanmasi



uzun surmekte, uygulanmalari zor ve pahali olmaktadir (IARC, 1980). Bu nedenle
kisa surede sonug¢ verebilen, uygulanmasi kolay ve dusuk maliyetli kisa zamanli

mutajenite test sistemleri tercih edilmektedir.

Genetik kodun evrensel olusu ve karsinojenite ile mutajenite arasinda yuksek bir
korelasyonun bulunmasi, kimyasallarin taranmasinda kisa zamanli mutajenite test
sistemlerinin ¢ok yaygin olarak kullanimina neden olmustur. Sekil 2.1.de
genotoksisite, mutajenite ve karsinojenite test sistemlerinde kullanilan stratejiler
sunulmustur. Mutajeniteyi saptamak igin, bakteriden memeliye kadar pek c¢ok
organizmanin kullanildidi, 200'den fazla kisa zamanh test sistemi gelistirilmistir
(Bajpayee et al., 2005). Lizojenik gram pozitif ve gram negatif bakteriler ile real-
time PCR kullanilarak genotoksisiteyi dederlendiren test sistemleri (Soberon et al.,
2007), insan lenfosit hucrelerini kullanan hipoksantin-guanozin fosforibozil
transferaz [Hypoxanthine-guanosine phosphoribosyl transferase (HPRT)] gen
mutasyon testleri (Havla et al., 2009), insan kaynakli degisik karaciger hucre
hatlari ile tek hucreli jel elektroforezi yaparak metabolik aktivasyon gerektiren
kimyasallarin genotoksisitelerini degerlendirmeye olanak saglayan comet testi
(Winter et al., 2008), mikroelektronik hlcre algilama teknigi ile degigik hucre
hatlarinda kimyasallarin genotoksik etkilerini degerlendiren yeni sistemler (Boyd et
al., 2008), bu test sistemlerinden sadece birkagidir. Bunlara ek olarak daha bagka
genotoksisite testleri de vardir. Ornegin p53R2 gen ifadesi Uzerine gelistiriimis
genotoksisite test sistemi. p53R2 geni, DNA hasari ile aktive olan ribonukleotid
reduktazin bir alt Gnitesini kopyalayan gendir. Gelistirilen bu test sisteminde insan
hacreleri kullanilir ve bir p53R2 geni ile lusiferaz geni birlegtirilerek test sistemi
olusturulur. Bu sistem, DNA'da degisik hasar turleri olusturan bilegiklere gore
DNA’nin ¢ift sarmalini kiran bilegiklere kargi daha duyarlidir. Boylece, insanlarda
kimyasal genotoksisitenin ve karsinojenitenin dnceden saptanmasinda yardimci bir

arac olarak kullanilabilecegi gosterilmigtir (Ohno et al., 2008).

llaglarin geligtirimelerinin erken evrelerinde Vitotox ve Radar goriintiileme testleri
kullanilir. Vitotox’da bakteriler, radar goruntileme de ise, mayalar kullanilir. Bu
testlerin uygulanmasi, gelistirilen ilaclarin mutajenite ve klastojenite agisindan
genotoksisitenin saptanmasinda hizli bir se¢im yapilmasini saglar (Westerink et
al., 2009).



Kisa zamanli test sistemlerinden bir grubu olusturan bakteriyel testler; kisa
inkiibasyon sureleri, kiiguk miktarlara ve otomasyona uygunluklari nedeniyle diger
testlere gore daha avantajlidirlar (Reifferscheid et al., 2005). Bu avantajlari
nedeniyle, kimyasallari test etmek ve genotoksisitelerini degerlendirmek amaciyla
siklikla kullaniimaktadirlar (ISO 13829).

Bakteriyel mutajenite testleri; genotoksisitenin saptanmasi, gevresel kimyasallarla
yuz yuze gelmekten kaynaklanabilecek saglik problemlerinin belirlenmesi ve
denetlenmesi, mutagenesizin biyokimyasal mekanizmalarinin aydinlatilmasi gibi
pek cok amaca hizmet etmektedir. Mutagenesizin molekuler mekanizmasinin
anlasilmasi ve biyoteknolojideki ilerlemeler, mutasyon arastirmalarinda Ozel
calismalara uygun bakteriyel suslarin gelistiriimesine olanak saglamaktadir
(Josephy et al., 1997).



Bakteride gen mutasyonu,
orn: S.typhimurium, E.coli
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hicrelerinde
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S.typhimurium

Sekil 2.1. Genotoksisite, mutajenite ve karsinojenite testlerindeki stratejiler
(Bajpayee et al.,2005).
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2.2. Umu Test Sistemi

Umu test sistemi, kimyasal ajanlarin genotoksik etkilerini saptamak amaciyla
gelistiriimis olan kolorimetrik, bakteriyel bir test sistemidir. DNA hasari ile
induklenen SOS onarim sistemi esas alinarak gelistirilmistir (Oda et al., 1985).
Uluslararasi ISO (ISO/DIS 13829,2000) kalite degerlendirme sistemi tarafindan
standardize edilmis ve kabul gérmis olan umu test sisteminin genotoksinleri
belirlemede oldukc¢a duyarli oldugu gérulmastur (Oda et al., 1985, Reifferscheid et
al., 1991; Hamer et al., 2000).

Umu test sistemi mutajen maddelerin belirlenmesinde kullaniligi gibi anti-mutajen
maddelerin belirlenmesinde de kullaniimigtir (Yagi et al., 2006; Hisama et al.,
2008; Veschaeve et al., 2008).

Bakteriler, Okaryotik organizmalarla karsilagtirildiklarinda daha basit olmalarina
kargin, onlarin da DNA hasarina karsi cevap olusturabilmek i¢in mevcut karmasik
mekanizmalari vardir. Bunlardan birisi de SOS onarim sistemidir. Regulator bir
sistem olan SOS onarim sistemi, DNA hasari ile induklenebilen sistemler icinde ilk
karakterize edilmis olanidir. Bu sistem, DNA hasari ile induklenebilen sistemlerin
en kapsamlisi, en kompleksi ve en iyi anlagiimig olanidir (Walker, 1984; Yasunaga
et al., 2004 ).

DNA’da ¢ok sayida hasar meydana gelmis ve bu hasar diger onarim
mekanizmalariyla giderilememisse, hata-egilimli tamir (error prone repair) adini
alan bir tamir sistemi devreye girer. Bu yol aktif oldugunda, DNA’nin tamiri dnemli
derecede dusuk bir dogrulukla ve yuksek mutasyon hiziyla gergeklesir. Bu, yogun
DNA hasarina kargi olusan, hiucresel stres yanitinin bir pargasi olan hata-egilimli
tamire SOS-cevabi denir, SOS-cevabin induklenmesiyle birlikte SOS onarimi
devreye girer. Bu sirada hucrelerde DNA onariminda rol alan bazi proteinlerin
miktarinda bir artis gdzlenir. indiiklenmis proteinlerin bir kismi, DNA polimeraz
[I’Gn replike edemedigi DNA lezyonlarini replike edebilen, 6zellesmis bir

replikasyon sisteminin pargalaridir.

Bu replikasyonda hata orani ylksektir. Bununla birlikte SOS onarimi, replikasyon

engelini asan ve en azindan birka¢ mutant hicrenin yasamasina izin veren
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biyolojik bir kazanctir. SOS-cevabi, hlcrenin potansiyel ve olumcul stresler
karsisinda kendini korumasina yardimci olan metabolik bir alarm sistemidir. SOS-
cevabin mutageneze yatkinhiginin uzun vadede hucreler igin 6zellikle adaptasyon
surecinde etkili oldugu kanitlanmig durumdadir. Zira bu onarim bakteri
populasyonunun genetik cesitliliginde bir patlama meydana getirerek
populasyonda degisen ortam kosullarina daha iyi adapte olabilecek yeteneklere
sahip bir mutant hicrenin ortaya c¢ikma olasiligini arttirmaktadir. SOS-cevabin
regulasyon mekanizmasi molekuler dizeyde acgiklanmis ve bu mekanizma Sekil

2.2.de sematik olarak gosterilmigtir.

Bakteri kromozomlarindaki asiri DNA hasari, birbirinden bagimsiz pek ¢ok genin
uyarimini tetikler. Bu olay, koordineli gen dizenlenmesinin guzel bir érnegidir. 48
kadar farkh genin, Urlnlerinin SOS-yanitinda gérev yapmak Uzere, DNA hasari
tarafindan uyarildigi bulunmustur (Courcelle et al., 2001, Fernandez De
Henestrosa, 2000).

SOS-cevabin regulasyon mekanizmasinin molekuler diuzeyde acgiklanmasinda iki
regulator gen dnem tasimaktadir. Bunlar recA ve lexA genleridir. Bunlardan lexA
proteini normal kosullarda SOS-cevap genlerini baskilarken, RecA proteini hasarli
hicrelerde bu represorlerin  pargalanmasina ve SOS-cevap genlerinin
induklenmesine olanak saglar. Normal hucrede lexA geninin Urund olan protein,
recA ve lexA genini de iceren birbirinden bagimsiz SOS genlerinin 6nundeki
benzer operatorlere baglanarak, represor gorevi yapar. Bu SOS genlerinin birgogu

baskilanmis durumda iken belirli bir dizeyde ifade edilirler.

DNA’nin SOS-cevabi indlukleyen ajanlar tarafindan hasar goérmesi ve DNA
replikasyonunun tam olarak yapilamamasi sonucu, tek zincirli DNA bolgeleri
(ssDNA) olugsmaktadir. Bu bolgeler, DNA onarimi ve mutagenesis igin gerekli olan
bircok genin induksiyonuna sinyal olugturur. SOS cevabin olugsmasinda anahtar rol
oynayan RecA proteininin regulasyonu diger proteinler tarafindan duzenlenir. Bu
proteinler RecA nin tek zincirli DNA Uzerine yerlesmesine yardimci olur. RecA
yuklemesi icin iki buylk yol vardir. Birinci yol konjugasyon sirasinda,
rekombinasyon i¢in RecBCD helikaz/nikleaz kullanilir ve bu yola RecBCD yolu
denir. Bu yola DNA’da cift zincir kiriklari olustugu zaman ihtiya¢ duyulur. DNA

sonunda islem yapabilmek i¢in uzun bir tek iplik uzantisini ipligin 3’ sonunda
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olusturur ve boylelikle RecA Uzerine yerlesebilir. (Clark et al., 1994; Horii et al.,
1973; Kowalczykowskiet al., 1994; Kuzminov, 1999). Diger yol RecFOR yoludur.
RecF, RecO ve RecR proteinleri, DNA'ya baglanmis ssb kompleksinin Gzerine
RecA’nin yerlesmesi icin gerekli yardimci proteinlerdir. (Beernik et al., 1999;
Sancar et al., 1993), (Sandler, 2001; Umezu et al., 1993; Umezu et al., 1994).
RecFOR rekombinasyonel yolu RecBCD yoluna yardimci bir yoldur. DNA
bosluklarinin tamirinde rol alirlar. Ayrica konjugasyonel rekombinasyon sirasinda,
mutasyon sonucu kaldirilmig RecBCD yolunun yerine gorev yapar. RecBCD ve
RecFOR , Rec A filamentlerinin yerlesmesinde dnemli fonksiyonlar gosterir. Ayrica
baska proteinlerde 6nemli rol oynar (Clark et al., 1994;Horii et al., 1973;
Kowalczykowski et al., 1994; Kuzminov,1999). RecA proteini bu tek zincirli
bdlgelere baglandiginda, RecA/ssDNA helikal multimerik ndkleoprotein filamenti
halini alir, RecA/ssDNA nukleoprotein filamenti, lexA represor proteinlerinin
parcalanmasinda koproteaz fonksiyonu gosterir. LexA represort kendi enzimatik
aktivitesiyle, o0zgul Ala-Gly peptit bagini keserek kendini iki esit parcaya
ayirdiginda inaktiflesir (Sekil 2.2.). RecA klasik anlamda bir proteaz dedgildir, ancak
bunun ssDNA ile etkilesmesi, lexA’'nin proteaz aktivitesi kazanmasini saglar (Little
et al., 1981).

Represor inaktiflestiginde, umuC’yi de igeren SOS genleri uyarilir. SOS onarimin
indUksiyonu Sekil 2.3.’de sematize edilmisti. umuDC operatérinin SOS
mutagenezisi i¢in harekete geciriimesi gereken tek kontrol lokusu oldugu
sOylenebilir. CUnkd umu operonunun, mutagenesizle diger bilinen SOS
genlerinden daha direkt bir sekilde iligkili oldugu dusunilmektedir (Kato and
Shinura, 1977). Represorin parcalanmasi sonucunda ifade edilen genlerin
artnleri, hasara ugramig DNA’nin  onarimini  (translezyon DNA sentezi)
gerceklestirir. Bu onarim 6zel bir DNA polimeraz sinifi tarafindan katalizlenir. Bu
onarim E.col’de umuC ve umuD protein kompleksi tarafindan yapilir. umuC, Y-
ailesi DNA polimerazlarin bir Uyesidir (Goodman, 2002). LexA kirilimina benzer bir
sekilde, RecA/ssDNA nukleoprotein filamenti umuD ile etkilesime girdiginde, umuD
kendi enzimatik aktivitesiyle amino terminalinden 24 amino asiti uzaklastirarak
umuD’ halini alir (Burckhardt et al., 1988; Nohmi et al., 1988; Shinagawa et al.,
1988). umuC, umuD’; ile kompleks yapar, umuD’,C nin DNA komleksi polimeraz V
olarak adlandiriimaktadir (Reuven et al., 1999; Tang et al., 1999). umuC’nin DNA
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polimeraz aktivitesi ortamda umuD’, recA ve ssDNA baglayici protein (SSB)
gerektirmektedir (Friedberg et al., 1995). umuD’ ve umuC'yi igeren multiprotein
kompleksi mutazom (mutasome) ya da DNA Pol V holoenzim olarak isimlendirilir
(Rajagopalan et al., 1992; Tang et al., 1998; Tang et al., 1999; Sutton et al., 2000).

E. coli kromozomu
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Sekil 2.2. E.col’deki SOS cevabin molekiler mekanizmasi (Lehninger et al., 1993).
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Sekil 2.3. SOS onarimin induksiyonu (Goodman, 2002).

DNA hasari giderilince induklenmis sinyal elimine olur ve lexA proteininin miktari
artmaya baslar ve SOS-cevap genleri tekrar baskilanir. SOS-cevabin induklenmesi
ile birlikte ifade edilen genler ve bunlarin DNA onarimindaki rolleri Cizelge 2.1.de

gOsterilerek asagida anlatiimistir.

polB(dinA) geni: Hata orani yuksek onarim (SOS onarim) igin gerekli olan DNA

polimeraz II'nin polimerizasyon alt birimini kodlar (Friedberg, 1985).

uvrA geni: Bu genin Urinu olan UvrA proteini hem UV ile 1ginlanmis hem de
iIsinlanmamis durumda tek zincirli ve ¢ift zincirli DNA’ya baglanabilmektedir
(Friedberg, 1985).

uvrB geni: Bu genin urinu olan UvrB proteini, UvrA proteini ile birlikte oldugu

zaman UV ile isinlanmis DNA’ya daha fazla ve daha kolay baglanabilmektedir.
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Cizelge 2.1. SOS-cevabin indiklenmesi ile birlikte ifade edilen genler ve bunlarin
DNA onarimindaki rolleri (Lehninger et al., 1993; Albert et al., 2006;

Michael C., 2007).

Genin adi DNA onarimindaki rolleri

Fonksi ili I

pglr:?’(s(,j?r/]cxl)u bilinen genler DNA polimeraz II'nin polimerize edici alt
birimini sifreler.

rA

B ABC ekziniikleazi kodlar.

uvrC

:ﬂx’;\ Homolog rekombinasyonel proteinleridir.
Holiday baglantilarinda gérev yapar.

ruvC Iday baglanulari gorev yap

umuC DNA polimeraz Vi sifreler.

umuD

. Huicre boélinmesini baskilayan proteini sifreler,

SUIA(SHiA) olasilikla DNA tamirine zaman kazandirir.
Rekombinasyonel ve hata-egilimli tamirler igin

recA gereken RecA proteinini sifreler.
RecA’nin tek zincirli DNA (izerine yerlesmesine

reck yardimci olur.

recD RecBCD’nin bir alt Unitesidir ve ekzonukleaz
aktivitesi icin gereklidir.

recG Bir DNA helikazdir. Nokta mutasyonu inhibe
eder.

recX RecA flamentlerinin uzamasini durdurur.

recO Tek ve cift zincirli DNA’ya baglanir ve RecR ile
kompleks olusturur.

recR RecA filamentlerinin kurulmasinda ve
kaldirimasinda dizenleyici proteindir.

dinB DNA polimeraz IV’ sifreler.

dinl RecA flamentinin stabilizasyonunu saglar.

tral SOS-cevabi indukler, endonikleaz aktivitesi

gOsterir, rekombinasyonda rol oynar

DNA metabolizmasina katilan, fakat DNA tamirindeki rolleri bilinmeyen genler

ssb

uvrD

himA

recN
islevi bilinmeyen genler
dinD
dinF
psiB
rdgC

Tek zincirli DNA’ya baglayan (SSB) proteini
sifreler.

DNA Helikaz IlI'yi sifreler. (DNA'yl ¢b6zen
protein) RecA filamentlerinin ayriimasinda rol
oynar.

Yere-6zgul rekombinasyon, sentez, yer
degistirme ve gen ifadesinin dizenlenmesine
katilan entegrasyon konak faktérinin alt
birimini sifreler.

Rekombinasyonel tamir icin gereklidir.
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uvrC geni: Bu genin urtnt olan UvrC proteini diger Uvr proteinlerinin yoklugunda
tek zincirli DNA’ya baglanir (Walker, 1984; 1985).

UvrA, UvrB ve UvrC proteinlerinin bir araya gelmesiyle uvrABC ekzinlkleaz enzimi
olusur. UvrA proteini ilk olarak fazla miktarda baz hasari iceren DNA'ya 6zgul
olmayan bir bdlgeden baglanir ve daha sonra UvrB proteini UvrA proteini ile birlesir
ve olusan uvrAB kompleksi hasar bolgelerini kapatir. uvrAB kompleksi DNA ile
kararh bir iliski kurar ve UvrC proteininin varliginda uvrABC ekzinlkleaz kompleksi
olusur. uvrABC ekzinlkleaz enzimi, DNA’'daki hasarli bdlgeye baglanarak
prokaryotlarda DNA’'nin 5’ucundan 8 baz, 3’ucundan ise 4 baz olmak Uzere
yaklasik 12 bazlik hasarli bolgeyi DNA’dan uzaklastirir (Friedberg, 1985).

ruvA, ruvB ve ruvC genleri: Bu genlerin Urunleri olan RuvA, RuvB ve RuvC
proteinleri, homolog rekombinasyonel proteinleridir. Holiday baglantilarinda gorev
alir ( Foster et al., 1996; Harris et al., 1996). Bu proteinlerin stresle indiklenmis

mutagenesisde, gerekli oldugu gdsterilmistir (Albert et al., 2006).

tral geni: Bu genin Grund olan Tral proteini endonlkleaz gérevi yapar. Konjigal
plazmid Uzerinde, tek zincire nik atar ve SOS induksiyonunu uyarir (Byrd et al.,
2002; Galitski et al., 1995; Foster et al., 1995). SOS induksiyonu sirasinda gerekli
bir protein oldugu gdsterilmistir (Albert et al., 2006).

sfiA (sulA) geni: DNA onarimi igin hicreye zaman kazandirmak amaciyla hicre
boélinmesini inhibe eden proteinleri kodlar. Hucre buyuyerek uzar fakat bolinmez
(Walker, 1984; 1985).

recA geni: Homolog rekombinasyon, homolog rekombinasyonel onarim ve SOS
onarimi i¢in gerekli olan RecA proteinini kodlar. RecA proteini 37000 Da molekdl
agirhigindadir. DNA hasarinin olusmasi ve SOS-cevabin indiklenmesiyle birlikte
RecA proteini aktive olarak lexA proteininin proteolitik olarak kendi kendine
yikimini uyarir, koproteaz gorevi yapmaktadir. RecA’nin aktivasyonu i¢in tek zincirli
(ssDNA) bolgeleri gereklidir (Craig and Roberts, 1980). ssDNA’'ya baglandiginda,
RecA helikal multimerik ntkleoprotein filamenti halini alir, bu yapisi hicredeki

aktivitelerinde 6nemli rol oynar (Friedberg, Walker and Siede, 1995).
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ssb geni: Bu gen tek zincirli DNA’ya baglanan SSB proteinini kodlar. Elektron
mikroskobu ile yapilan galigmalar, SSB’nin recA proteininin tek zincirli DNA’ya
baglanmasini hizlandirdigini gostermistir (Flory and Rodding, 1982). SSB’nin SOS
cevabin induksiyonundaki asil roli recA proteininin aktivasyonunda goérev
almasidir (Whittier and Chase, 1983; Lieberman and Witkin, 1983).

uvrD geni: Bu genin arinu olan DNA Helikaz Il proteini ¢ift iplikli DNA sarmalinin
acihmini katalizler. RecA filamentlerinin ayrilmasinda rol oynar (Lovett et al., 1995;
Mendonca et al., 1993; Morel et al., 1993; Petranovicet al., 2001).

himA geni: Bolgeye 6zgll rekombinasyona katilan proteinin alt birimini kodlar.
recN geni: Rekombinasyonel DNA onariminda gorev alir (Walker, 1984).

recF geni: Bu genin Urinu olan RecF proteini, DNA'daki tek zincir bosluklar
uzerine RecA’nin direkt olarak baglanmasini yaptigi 6ne surulmektedir (Hegde et
al., 1996; Morimatsu et al., 2003). Stress ile induklenmis mutasyonda

rekombinasyonda gerekli oldugu gdsterilmistir ( Albert et al., 2006).

recO geni: Bu genin UrlinU olan RecO proteini, tek ve ¢ift zincir kirkkl DNA’'ya
baglanir ve RecR ile komplex olusturur (Luisi-DeLuca, 1995; Luisi-DelLuca et al.,
1994; Umezu et al., 1993; Umezu et al., 1994).

recR geni: Bu genin Grind olan RecR proteini, RecA flamentlerinin kurulmasinda

ve kaldirilmasinda dizenleyici bir rol oynar (Shan et al., 1997).

recX geni: Bu genin Urind olan RecX proteini, RecA filamentlerinin uzamasini
durdurur (Drees et al., 2004).

recD geni: Bu genin urunt olan RecD proteini, rekombinasyon enzimi
RecBCD’nin bir alt Unitesidir. RecBCD nin ekzonlkleaz aktivitesi igin gereklidir
(Taylor et al., 2003; Dillingham et al., 2003; Jockovich et al., 2001). Stresle
indUklenmis mutasyonu ve ayrica nokta mutasyonu inhibe ettigi gosterilmistir
(Albert et al., 2006).

recG geni: Bu genin urlnu olan RecG bir DNA helikazdir (Whitby et al., 1998).
Nokta mutasyonu inhibe ettigi gosterilmistir (Albert et al., 2006).
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dinB: DNA polimeraz IV’U sifreler.

dinD, dinF genleri hasarla indiklenen genler olup fonksiyonlari tam olarak

bilinmemektedir.

dinl: Rec A flamentinin stabilizasyonunu saglar (Lusetti et al., 2004).

psiB ve rdgC genleri: Bu genlerin Griinu olan PsiB ve RdgC proteinleri Rec A'nin
aktivitesini bastirdigi yonunde calismalar devam etmektedir (Bagdasarian et al.,
1992; Bailoneet al., 1988; Moore et al., 2003; Ryder et al.,1996).

lexA geni: SOS genlerinin represort olan 22700 Da molekul agirhgindaki lexA
proteinini kodlar. LexA proteini genlerin promotoru yanindaki SOS kutulari denilen
operator bolgelere baglanan represor bir proteindir ve RNA polimerazin
baglanmasini engeller (Brent and Ptashne, 1981; Little and Mount, 1982; Walker,
1984). SOS genlerinin birgogu lexA igin tek bir baglanma bdlgesi tasirken, lexA
geni ve umuDC genleri birbirine bitisik iki lexA baglanma bdlgesi tasimaktadir.
SOS-cevap genlerinin, lexA baglanma bdlgeleri arasinda belirgin bir homoloji
vardir. Bircok SOS cevap geni baskilanmig durumda iken de belirli bir duzeyde
ifade edilir. (Walker, 1984). LexA tarafindan duzenlenen genler vardir. Bunlardan
ysdAB, dinQ, ydjM, ydfE, yjiWw (sosC ya da dinC olarak da bilinir), hokE, dinS
genlerinin fonksiyonlari tam olarak bilinmemektedir. Diger genlerden olan ydjQ
(sosD ya da dinM olarakta bilinir) ekzonukleaz aktivitesi gosterir. molR ( sosF ya
da dinO olarak da bilinir) molibdat regulatori olarak gorev yapar (Fernandez De

Henestrossa et al., 2000).

umuD ve umuC genleri: SOS onarim igin gerekli olan 16000 Da molekdl
agirhgindaki UmuD ve 45000 Da molekul agirhigindaki UmuC proteinini kodlar
(Walker, 1985). umuD ve umuC genleri UV ve kimyasal mutajenler tarafindan
indUklenmis SOS onarim igin gereklidir. UmuD ve UmuC proteinleri, RecA ve SSB
proteinlerine baglanarak Uglu bir kompleks yapar. Bu kompleks SOS
replikasyonunu yapabilmektedir (Sedgwik and Goodwin, 1985; Little et. al., 1989;
Moran et. al., 1994). umuD’,C’ nin kodladigi polimeraz enzimi DNA pol V olarak

adlandiriimakta ve hata egilimli onarimi katalizlemektedir (Sutton et al., 2000).
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Umu test sisteminde, mutajen ve karsinojenleri taramak amaciyla umuC’-‘lacZ
fuzyonundan vyararlaniimistir (Oda et al. ,1985). Cunki umu operonunun
mutagenez olayinda, diger bilinen SOS genlerinden daha etkili bir bicimde rol
aldigi dusunulmektedir (Kato and Shinura, 1977). Bu amagla Shinagawa ve
arkadaslarn (1983), umu test sisteminin plazmidal haberci genini olusturmustur.
UmuC’-lacZ fuzyon geni adi verilen bu haberci gen SOS-cevap genlerinden biri
olan umuC geninin operator dizisini ve buna flzyon yapmig lacZ yapisal genini
tasimaktadir. Bu flzyon geninde, umu operonu DNA hasari yapan ajanlar
tarafindan indiklenmekte ve genetik olarak recA ve lexA genleri tarafindan kontrol
edilmektedir (Oda et.al., 1985). Test edilen kimyasallarin genotoksik etki yapip
yapmadiklari, olusturulan fizyon geninin ifade edilmesi sonucu sentezlenen [3-
galaktosidaz (B-gal) enzim miktarinin saptanmasi ile belirlenir. Bu mekanizma

Sekil 2.4.’de gosterilmigtir.

rec-A operon 1eC-A gen lexA gen umuC operon lacZ gen
OO ea OO \
fepresor \d '
. ’
-~ ’ by
~ ! : 1
“ f represarln 1
A g nakivesyonu !
O rec-A proteini “ : ’
v I -
\ .
L
. -
? ~) O P-gahmsidaz
proteaz
DiVA Hasan

Sekil 2.4. Umu test sisteminin molekuler dizeyde mekanizmasi.

B-gal enziminin aktivitesi saptanirken substrat olarak ONPG ve CPRG’den biri
kullanilir. B-gal, B-D-galaktosidleri hidroliz eden bir enzimdir. Bu enzimin aktivitesi
ONPG ya da CPRG gibi substratlarin hidrolizi ile olusan renkli Grtnlerin
spektrofotometrik olarak okunmasiyla kolaylikla saptanabilir. B-gal, ONPG'yi
galaktoz ve O-nitrofenol’e, CPRG'yi ise galaktoz ve klorofenol red’e donusturar.

Olusan O-nitrofenol sari renktedir ve 415 nm’de absorbans verir, klorofenol red
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ise kirmizi renktedir ve 570 nm’de absorbans

(http://rothlab.ucdavis.edu/protocols/beta-galactosidase).

Chlorophencl red B-D galactopyranoside (CPRG)

S0,” Na*
CH,OH
OH Q.0 e
OH cl cl
H H
H OH
f-Galactesidase
CH,OH 50, Na*
OH O, OH
OH +
H H
H oOH o 0
Galactose cl cl

Chlorophenal red

Sekil 2.5. CPRG substratinin B-gal ile hidrolizi ve olusan urUnler.

NO,

0 CH,OH

]
OH o OH

B-Galactosidase ——Je— +
GH=0n H\OH H/H
0 NO.
N H  OH
OH

Galaktoss
-Mitrophenol

OH

O -nitrefenil- B-D-galaktopiranosid

Sekil 2.6. ONPG substratinin 3-gal ile hidrolizi ve olusan Urlnler.

verir
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2.2.1. Umu-mikroplak test sistemi

Umu-mikroplak test sistemi mikro plaklar kullanilarak uygulanan, umu test
sisteminin bir versiyonudur ve Reifferscheid ve arkadaslarinin (1991) metodundan
modifiye edilmistir. Bu sistem, ¢ok az miktarlardaki dezenfektanlar, kompleks
karigimlar, endustriyel atik sulari, gida maddeleri gibi pek ¢ok maddenin
genotoksik aktivitelerini son derece hizli ve hassas bir bigimde saptamak amaciyla
kullaniimaktadir (Oda et al., 2004).

Bu indikator test sistemlerinin bazi sinirlamalari da vardir. Gen indiksiyonunun
Olcimu, genotoksinlerin 6zelligi, atak yapilan nukleotidler ya da DNA hasarlarinin
hangi dizilerde oldugu gibi konularda bilgi veremezler (Reifferscheid et al., 2005).
Mutajen kimyasallarin hepsi SOS indikleyicileri olmayabilirler. Ornegin, Mersch-
Sundermann ve arkadaslari (1994) calismalarinda, Salmonella mikrozom testinde
mutajen bulunan 210 kimyasaldan 45’inin SOS onarimi indiklemedigini
gozlemislerdir. Bu arada umu-test sisteminin nitro arenlere duyarl olacak bigcimde

gelistirildigi unutulmamalidir.

Umu-mikroplak test sistemi ile genotoksisite saptanirken, uygulamada pek ¢ok

avantajin saglandigi bilinmektedir. Bu avantajlar su sekilde siralanabilir;

—

. Test 2-3 saat icinde tamamlanir.

2. Sonuglar mikroplak kuyucuklarinda olusan rengin okunmasi ile elde edilir.
Bu renk uzun bir sure degismeden kalir ve plaklar buzdolabinda ya da derin
dondurucuda daha sonraki analizler i¢in saklanabilir.

3. Aromatik amin ve nitroarenlerin ¢ok kuguk miktarlarinda dahi genotoksik
aktivite saptanabilir.

4. Test sisteminde steril olmayan test materyali kullanilir.

5. Test sisteminin uygulanmasi oldukg¢a kolaydir (Giuliani et al., 1996).

Cok az sayidaki biyolojik assay sistemi otomasyona uygunluk gosterir, umu-
mikroplak test sistemi otomasyona uygundur. Robotik test sistemleri gelistirilerek
az miktarlardaki ¢ok sayida ornegin kisa surede, hizli ve kolay olarak taranmasina
olanak saglanmaktadir. Otomatik umu-mikroplak test sistemi ( $ekil 2.7.), bir kabin

icine robot platform ve mikroplak okuyucu yuklenerek olusturulmustur. Test
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yazilimi kontrollt, standart izleme ve uygulamanin kriterlerini yerine getirmektedir

(Brinkmann and Eisentraeger, 2008).

Sekil 2.7. Robotik umu test platformu. (1) Mikroplak okuyucu, (2) ¢alkalayici, (3)
pipetler, (4) mikroplak kabinleri.

Son yillarda, B-gal aktivitesinin mikrobiyal array cipler kullanilarak elektrokimyasal
olarak saptanmasi yayginlasmis ve buyuk bir ilgi alani olmustur. Bu yontem hem
daha kisa surede sonu¢ vermekte hem de real-time goruntilemeye olanak
saglamaktadir (Matsui et al., 2006).

2.2.2. Umu test sisteminde kullanilan suslar

Umu test sisteminde kullanilan bakteri suslarinin hepsi umuC’-‘lacZ flzyonunu
tasiyan pSK1002 plazmidini icermektedir. pSK1002 plazmidi (Sekil 2.8.), B-gal
aktivitesini iceren hibrit bir proteini kodlar. Umu test sisteminde atasal sus
olusturmak igin bu plazmid S. typhimurium TA1535 igine yerlestiriimistir (Oda et al.,
1985).
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pSK1002

Eapl EcoRl
[11764) {11944)

ATl
(10065}
Bgl 11 {=15000;1)

Ssp 1 (385)
Xho 1 [470)
Ml (851)
Bl 11 {1045)
Sall{1123)

Earl (9065)

pSK1002
~15.000 bp

S50 (1T16)
Sall (A245)

BamHI * (2052)

Miul (3345}

EcoRl * (5062) fllul (4125)

Al (4550)

Sekil 2.8. pSK1002 plazmidi.

S. typhimurium TA1535 susu, testin duyarlihgini artiracak bazi Ustun ozellikler

tasimaktadir. Bunlar;

1. Bakteri hucre duvarinin lipopolisakkarit tabakasini kodlayan genlerinde rfa
mutasyonu tasimaktadir. Bu 6zellik, hicre duvarinda lipopolisakkarit tabakanin
kismen yok olmasina neden oldugu igin bircok kimyasal icin daha kolay

gegirgenlik saglamaktadir (Ames et al., 1975, Maron and Ames, 1983).

2. DNA onarim sisteminde kesip ¢lkarma gorevini Ustlenen enzimin alt
birimlerinden birini kodlayan uvrB genindeki delesyon sonucu olugsan uvrB
mutasyonunu tasimaktadir. Bu da, birgok mutajenin ortaya c¢ikarilmasinda

duyarliigin artmasina neden olur (Maron and Ames, 1983).

3. Bu mutasyonlara ek olarak, B-gal enziminin ifadesinden sorumlu olan laktoz
operonunda dogal bir delesyon tagimaktadir. Bu nedenle Olgulen -gal aktivitesi
kesinlikle fuzyonda kullanilan genin ifadesine baghdir, bdylece umu

operonunun ifade edilme dizeyinin saptanmasina olanak saglar.
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Tehlikeli kimyasallar sinifindan olan nitroarenler ve aromatik aminlerden bazilarinin
hayvan deneylerinde karsinojeniteye neden olduklari ve bakteriyel testlerde de
gugli mutajen olduklari bilinmektedir (Rosenkranz and Mermelstein, 1983; Tokiwa
and Ohnishi, 1986). Bu nitroarenlerin SOS-cevabi temel alan test sistemlerinde,
diger bakteriyel test sistemlerine goére daha zayif bir genotoksik etki meydana
getirdigi gorulmustar. Bu nedenle, nitrolu bilegiklere karsi umu testinin duyarliligini
artirmak icin gesitli test suglari gelistirilmistir.

Test suglan  geligtirilirken,  nitrolu  bilesiklerin  mutajenik hale gelme
mekanizmalarinda etkili olan reaksiyon basamaklari géz 6nunde bulundurulmustur.
Pek ¢ok kimyasal karsinojen gibi bu bilesikler de mutajenik ve karsinojenik etkilerini
goOstermek igin enzimlerce aktive olmaya ihtiyag duymaktadirlar (Jstergaard et al.,
2007). Nitrolu bilesiklerin pek ¢ogunun genotoksik etkilerini gosterebilmeleri icin
bakteriyel bir nitrorediktaza (NR) gereksinimleri vardir (Maeda et al., 2007). Bu
durum, umu test sistemi ile nitrolu bilesiklerin mutajenik aktivitelerini saptamak igin
yuksek NR aktivitesi gosteren suslarin olusturulmasini gindeme getirmistir (Oda et
al., 1992). Clnku bakteriyel NR’lar nitrolu bilesikleri reaktif olan arilhidroksilamin
ara metabolitlerine indirgerler ve onlari daha mutajenik hale getirirler (Rosenkranz
et al., 1980; McCoy et al., 1981; Rosenkranz and Mermelstein, 1983).

Umu testini nitroarenlere karsi daha duyarl hale getirmek amaciyla olusturulan ilk
sus S.typhimurium NM1011°dir. Bu sus, yuksek NR aktivitesi gosterir. NR geninin
pACYC184 plazmidi igerisine yerlestirimesiyle olusturulan pNM11 plazmidi,
S.typhimurium TA1535/pSK1002 atasal susu igerisine yerlestirilerek atasal susa
oranla nitroarenlere kargi daha duyarli olan NM1011 susu olusturulmustur (Oda et
al., 1992). Bu sugun umuC genini indukleme acisindan duyarlihdi, NR geni hatal
olan S.typhimurium NM1000 susu ile mukayese edilerek anlagiimigtir. NM1000
susu S.typhimurium TA1535/pSK1002 atasal susu ile ayni 6zellikleri tasir, ancak
klasik nitroreduktaz geni hatalidir.

Pek ¢cok durumda, arilhidroksilamin ara metabolitlerine indirgenen nitrolu bilegikler
daha sonra asetiltransferaz enzimlerinin  (0rnegin O-asetiltransferaz=0-AT)
aktivitesiyle daha kuvvetli reaktif elektrofillere yani bakteri ve memeli hucre
sistemlerindeki son reaktif elektrofil hallerine dénusurler (Einisto, 1991; Emig et al.,

1996). Dolayisiyla NR ve O-AT enzimleri, nitrolu bilesiklerin mutajenik
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aktivitesindeki anahtar basamaklari katalizlerler. Bu basamak da g6z onunde
bulundurularak umu test sistemi igin geligtirilen diger bir sus S.typhimurium
NM2009’dur. Normalin Uzerinde O-AT aktivitesi gosterir. O-AT geninin pACYC184
plazmidi icerisine yerlestiriimesiyle olusan pNM12 plazmidinin, S.typhimurium
TA1535/pSK1002 atasal susu igerisine yerlestiriimesiyle olusturulmustur (Oda et
al., 1995). Bu susun umuC genini indukleme acgisindan hassasiyeti ise, O-AT geni
hatali olan S.typhimurium NM2000 susu ile mukayese edilerek anlasiimistir.
S.typhimurium NM2000 susu da S.typhimurium TA1535/pSK1002 atasal susu ile

ayni dzellikleri tasir, ancak O-asetiltransferaz geni hatalidir (Oda et al., 1995).

Plazmidlerinde enzim genlerinin ¢oklu kopyasini tagiyan suslarda yuksek dizeyde
enzim ifade edilmistir ve bdylece bu suslar nitroarenlere kargi daha ylksek bir
hassasiyet gostermislerdir (Josephy et al., 1997). Nitrolu bilesiklerin metabolizmasi
icin gerekli enzimleri yuksek duzeyde ifade edilen suglarla enzim genlerinde hata
tasiyan suglarin bir araya getiriimesiyle vyapilan c¢alismalar, kompleks
karisimlardaki mutajenik o6zelliklerin tanimlanmasi ve metabolik aktivasyon
mekanizmalarinin  degerlendiriimesi agisindan onemli veriler saglamaktadir
(Josephy et al., 1997). Oda ve arkadaslari, insanlarda bulunan N-asetiltransferaz 1
ve N-asetiltransferaz 2 enziminlerini ifade eden S.typhimurium 6001 ve
S.typhimurium 6002 suslarini gelistirerek farkli kimyasallarin genotoksisitelerini
degerlendirmede kullanmislardir (Oda et al., 2006; 2008). Bu kimyasallarin
insanlardaki enzimlerle metabolize olmalarini da dikkate almislardir ve bdylece

daha iyi genellemeler yapilabilmektedir.

Umu test sisteminde kullanilan suslar ve onlarin olusturuimasinda kullanilan

bakteri ve plazmidlerin 6zellikleri Cizelge 2.2.’de gdsterilmektedir.
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Cizelge 2.2. Umu test sisteminde kullanilan bakteriler ve igerdikleri plazmidler
(Oda et al., 1993).

Bakteri ve

Plazmidler Ozellikleri

S.typhimurium

SJ10002 metA, metE, ilv, xyl, strA, hspLT, hspS, galE
TA1535 hisG46, gal, del (chl, uvrB, bio), rfa

TA1535NR TA1535 gibi, fakat klasik nitrorediktaz geni hatall

TA1535/1,8-DNP TA1535 gibi, fakat O-asetiltransferaz geni hatali
TA1535/pSK1002  TA1535 gibi, fakat pSK1002 plazmidini tasir

NM1000 TA1535/pSK1002 gibi, fakat klasik nitrorediiktaz geni hatal

Nm1011 TA1535/pSK1002/pNM11: NR enzimini normalin tizerinde ifade eder

NM2000 TA1535/pSK1002 gibi, fakat O-asetiltransferaz geni hatali

NM2009 TA1535/pSK1002/pNM12: O-AT enzimini normalin Uzerinde ifade eder

NM3009 TA1535/pSK1002/pNM13: O-AT ve NR enzimlerini normalin Gzerinde
ifade eder

Plazmid

pSK1002 umuD” -umuC’-‘lacZ, Amp'

pYG122 pBR322'nin BamHI bolgesine TA1538 kromozom DNA’sinin 7.3-kb’lik

fragmenti yerlestirilmistir.

pYG220 Bluescript KSM13’Gn BamHI bdlgesine TA1538 kromozom DNA’sInin
3.65-kb’lik fragmenti yerlestirilmistir.

pYG221 Bluescript KSM13 gibi fakat pYG122'nin BamHI (7.75-kb) ve EcoRV
(6.5-kb) arasina 1.35-kb’lik DNA fragmenti yerlestirilmistir.

pACYC184 Tet’, Cm'

pNM11 pACYC184 gibi, fakat tetrasiklin geninin BamHI bdlgesine 3.65 kb’lik bir

fragment yerlestirilmistir.

pNM12 pACYC184 gibi, fakat tetrasiklin geninin BamHI-EcoRI bdélgesine
1.35 kb’lik bir fragment yerlestirilmigtir.

pNM13 pNM12 gibi, fakat tetrasiklin geninin BamHI bdlgesine 3.65 kb’lik bir
fragment yerlegtirilmistir.
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2.3. Genotoksisite Testleri ve ilaglar

Genotoksisite testleri, ilaglarin sentezleri ve gelistiriimelerinde dizenleyici ve
tamamlayicidirlar. Bir ilacin gelistiriime surecinde yapilan parasal yatirrm ilk
sentezinden ruhsatlanma donemine kadarki suregte katlanarak buyumektedir
(Purves et al., 1995). ilag gelistirme siirecindeki eski degerlendirmeler teknolojinin
gelismesiyle degismektedir. Cok sayi ve gesitte molekuller, kombinasyonal kimya
ile kisa sUrede sentezlenmekte ve bunlarin guvenlik degerlendirmeleri yapilirken
kullanilan yuksek verimli taramalarda igse karigan biyolojik assaylerin hizlar ve
alanlari gittikce artmaktadir (Kennedy, 1997; Jena et al., 2002). ila¢ giivenlik
degerlendirmelerinin ~ baglica amaci, insan saghdr acisindan  risk
degerlendirmelerinde  kullanilacak, toksisiteyi gosteren biyolojik  verileri
ogrenmektir. Bu bilgilerin de yardimiyla, yeni ilaglarin potansiyel risk ve faydalari
dikkatlice gozden gecirilerek, eger faydalari risk ve yan etkilerinden agir basarsa
ilaglarin terapdtik ajan olarak kullaniimalarina karar verilir (Nath and Krishna,
1998; Eaton and Klaassen, 1996; Jena et al., 2002). Yeni moleklllin toksisite
degerlendirmesi, ilacin erken gelistirme sirecindeki farmakolojik  etki
degerlendirmesiyle paralel olarak yurutulir. Erken donemde elde edilen olumsuz
toksikolojik veriler, ila¢c gelistirme surecindeki gereksiz aktivitelerden ve etkililigi
artirma g¢alismalarindan kaginmayi saglayarak, gereksiz harcamalari azaltir. Ciddi
biyolojik yan etkilerin saptanmasi, ilacin gelistiriimesini durdurmak ya da ilacin
temel kimyasal yapisina donerek yeniden degisiklikler yapmakla sonuglanabilir
(Jena et al., 2002).

Genotoksisite testleri yeni kimyasal maddelerin neden olduklari DNA hasarina
bakilarak, tehlikenin saptanmasi icin kullanilirlar. Bu hasarlar gen mutasyonlari,
yapisal kromozomal bozukluklar ve rekombinasyon gibi sayisiz degisikliklere
neden olabilirler. Bunlar eseysel hucrelerde kalitsal etkilerden sorumludur ve
gelecek nesiller igin de risk tasir. Buna ek olarak, somatik mutasyonlarin da
malignanside Onemli rol oynayabilecedi bilinmektedir. Genotoksisite testleri
Ozellikle karsinojenitenin ve genotoksisitenin tahmini igin kullaniimaktadirlar. Bu
testlerde pozitif sonug veren kimyasallar, insanlarda karsinojen ve/lya da mutajen

olma potansiyeline sahiptirler (Jena et al., 2002).

28



Son 15 yil boyunca, birgok Ulke yeni ilaglarin genotoksisite testleri hakkinda bir
takim yonergeler yayinlamiglardir. Degisik duzenleyici otoriteler tarafindan en ¢ok
Onerilen yontem uygulamada Uclu ya da dortli batarya test sistemlerinin (three or
four-test battery) kullaniimasidir (Cartwright and Mathews, 1994; Jena et al., 2002;
Lorge et al., 2007; Brambilla and Martelli, 2009). Batarya test sistemleri; bakteride
bir gen mutasyonu, memeli hicrelerinde in vitro kromozom bozuklugu, okaryotik
hdcrelerde in vitro gen mutasyonu ve bir in vivo genetik hasar testi gibi karigik
testleri icermektedir. Yeni kimyasalin mutajenik potansiyeli hakkinda genig
kapsamli bir yorum yapabilmek icin, gen, kromozom ve genom olmak Uzere 3
kademedeki bilgiye gereksinim duyulmaktadir (Shelby, 1988; Lorge et al., 2007).
Batarya test sistemlerindeki testlerin hepsinde negatif sonug veren kimyasallar
genotoksisite testini gegcmis olmaktadir. Ancak bu testlerden farkl sonuglar elde
edilirse daha ileri ve yeni deneyler dnerilmektedir (Thybaud et al., 2007). Bazi

durumlarda bu standart batarya test sistemleri de yetersiz kalabilmektedir.

insan hiicre kdltiirleri kullanilarak da ilaglarin toksik etkileri arastirilabilir (Scrivens
and Bhogal, 2007). in vitro genotoksisite testlerinin ana problemi, kullanilan hiicre
tipinde ilag metabolize eden enzimlerin eksikligi ya da azhgidir. Bu durum yanhsg
sonugclara neden olabilir. Metabolik aktivasyon gerektiren kimyasallari test ederken
bu duruma dikkat edilmelidir. insan hiicre hatlarinin kullaniimasi daha hassas
sonugclara ulasiimasini saglayabilir (Winter et al., 2008). Genotoksik maddelerin
metabolik aktivasyonlarinin  belilenmesinde, maya hucrelerinde RAD51
promotoruna lusiferaz geni baglayarak yeni bir sistem gelistirlimigtir (Liu et al.,
2008).

Bunun da otesinde, ilaglarin vucutta nasil yikildiklari ve buna bagli olarak ayni
ilaca verilen bireysel yanitlarin mekanizmalari arastirilabilir. Cesitli insan doku
kulturlerinin gelistiriime ¢abalari yakin gelecekte ¢ozum olarak onerilse de, in vitro
testlerin yine de sistemik toksisiteyi arastirmakta yetersiz kalabilecedi, bu nedenle
in vitro testlerin ancak in vivo testler icin bir 6n tarama testi olarak kabul edilmeleri

gerektigi seklinde tartismalar strmektedir (Saygi, 2003).

Genotoksisite testleri, yeni ilaglarin 6n klinik degerlendirmesinin 6nemli bir

parcasidir. Testler faz 1, faz 2 klinik galismalar igin gereklidir ve gen mutasyonlari,
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kromozomal anomalilikler gibi genetik hasarlarin belirlenmesine yonelik dizayn
edilmigtir (Wu et. al , 2009).

Dogada reaktif olarak bulunan ve tam saf olmayan baslangi¢ ve ara maddeler ilag
sentezinde ila¢ etken maddesi olarak kullanilirken, ilag sentezinin guvenli 6n klinik
calismalari ve klinik deneyleri igin kullanilir. Ayrica bu maddelerin karsinojen ya da
mutajen olup olmadiklarindan gsuphelenilebilir. Bunun igin, yeni ilag gelistiriimesi
sirasinda, kullanilan bu maddelerin karsinojen mi mutajen mi olduklarini anlamak
icin iki yonden bakmaya gereksinim vardir. Birincisi, sentez icin kullanilan
kimyasallarin mutajenite ve karsinojenite risk potansiyellerinin belirlenmesi, ikincisi
ise ilag etken maddelerindeki genotoksik Kkirliligi kontrol etmek igin uygulanan

sentetik proseslerin yeterliligidir (Dobo et al., 2006).

Bir ilaci gelistirmekten daha onemlisi, risk olusturacagi dusinulen herhangi bir
pozitif genetik toksikoloji mekanizmasinin varliginin anlasiimasidir. Pek ¢ok pozitif
genotoksik sonug, gercek ilagc-DNA etkilesiminden ziyade, bir dizi sitotoksik olay
sonucunda yapay olarak meydana gelebilir. Ornegin; sitotoksisite lizozomal bir
hasar sonucu DNA endonukleazlarin salinimiyla, ATP’nin tuketimi ya da
mitokondriyal fonksiyonlarin yitirilmesi sonucu olabilir (Synder and Green, 2001).
Genotoksisite ve rodent karsinojenitesi insan karsinojenitesinde artan bir risk teskil
etmektedir. ilaglar tarafindan indiiklenen sitotoksisite ve genotoksisite, doz ve
tedavi suresinin dogru secilmesiyle sinirlandirilabilir, bu da hastanin yasam

kalitesini olumlu yonde etkileyecektir.
2.4. Nitrolu Aromatik Bilesikler

Dogal olarak meydana gelen nitrolu bilesiklerin sayisi ¢ok azdir. Bunlarin ilk
tanimlanani olan kloramfenikol, Streptomyces venezuelae’den ekstrakte edilmistir
(1949). Nitrofuran tdrevi bu bilesigin antibakteriyel aktivitesinin  kesfi,
arastirmacilari nitro grubunun farmakolojik aktivitedeki roli Uzerinde galismaya
yonlendirmigtir (Chung et al., 1997). Birgcok bilesigin yapilarindaki nitro grubunun,
bu bilegiklerin antiviral ve antibakteriyel aktivitelerini olumlu yonde etkiledigi rapor
edilmistir (Khalili et al., 2003; Allen et al., 1989). Nitro grubu tasiyan bilesikler

ilaglarin gelistiriimesinde énemlidirler ¢inkl bu bilesiklerin farmakolojik etkilerinin,
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sahip olduklari bazi elektrokimyasal 6zelliklerinden (6rnegin rediksiyon potansiyeli

gibi) kaynaklanabilecegi dusunulmektedir (Brain-Isasi et al., 2008).

NO,, dogada basli basina bir kirleticidir. in vivoda sitotoksik olmasina karsin
genetik materyal Uzerinde ¢ok az etkili oldugu gorulmustuar (Hine et. al., 1970;
Inoue et. al., 1981). Isomura ve arkadaslari (1984) ve Kosaka ve arkadaslari
(1985) S.typhimurium TA100 ve S.typhimurium umuC’-lacZ flzyonu tasiyan
suglari ile yaptiklari genotoksisite testleri sonucu nitrolu aromatik bilesiklerin
fonksiyonel grubu olan NO2'nin mutajen oldugunu saptamislardir. Diger taraftan
nitrolu aromatik bilegiklerin, nitro grubu fotodekompozisyona ugratilarak ana
bilesikten ayrilabilmekte ve nitro grubunun ayriimasi ile mutajenite kaybi
gorulebilmektedir (Stark et. al., 1985).

Gida maddelerinden (Preussmann et al., 1979), cevreden (Krull et al., 1979;
Hoffman et al., 1979), ila¢ ve nitrit etkilesimlerinden (Lijinsky et al., 1980) elde
edilen 130’dan fazla nitrolu bilesikle yapilan g¢alismalar, bu maddelerin %80’inin
laboratuvar hayvanlarinda karsinojenik oldugunu gostermigtir (Brambilla and
Martelli, 2007). Tum bu bulgular, nitrolu bilesiklerin insanlarda da karsinojenik etki
gOsterebilecedini akla getirmektedir. Uluslararasi Kanser Arastirmalari Kurulusu
(IARC), nitrolu bilesiklerden dért tanesini insanlarda buyuk olasilikla karsinojen, on

bes tanesini de olasi karsinojen olarak siniflandirmigtir (IARC, 1987).

Nitrolu aromatik bilesiklerin mutajeniteleri ile ilgili olarak S.typhimurium suslari ile
pek cok calisma yapilmistir. Tokiwa ve Ohnishi (1986) yaptiklar derlemede bu
calismalarin verilerini degerlendirilerek bir takim sonugclar elde etmiglerdir. Bunlar

su sekilde siralanabilir:

1. Nitroarenlerin kdken aldigi PAH’larin halka sayisi mutasyon tipini ve mutajenite
potansiyelini etkilemektedir. Ornegdin; bisiklik arenler (1-, 2-nitronaftalen) baz cifti
mutasyonuna neden olurlarken, 3 ya da daha fazla halka iceren arenler cergceve

kaymasi mutasyonuna neden olurlar.

2. Nitrorenlerin yapisindaki nitro grubunun pozisyonu ve sayisi nitroarenin

mutajenik potansiyelini etkiler. Ornegin, di-, tri-, tetra- nitroarenler mono
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nitroarenlere oranla, para (p-) nitroarenler meta (m-) ve orto (o-) nitroarenlere

oranla daha fazla mutajendirler.

3. Nitroarenlerin mutajenik potansiyelleri NR aktivitesiyle degisir. NR enzimi ile
indirgenen nitroarenler daha mutajenik ara metabolitler olan arilhidroksilaminlere

donusdurler.

4. Nitroarenlerin mutajenik potansiyelleri kimyasalin yapisal ozgullugu ile de
ilgilidir. Nitro fonksiyonunun elektrokimyasal indirgenmesi icin 1-NP’ler (1-
nitropayren) ve 1,3-diNP’ler (1,3-dinitropayren) 1e- transferi gerektirirken, 1,6- ve

1,8-diNP’ler 2e- transferi gerektirirler.

Nitrolu bilesiklerin metabolik aktivasyon sonucu olusan reaktif ara Granleri, tumor
indUksiyonunu da igeren ¢esitli olumsuz biyolojik etkiler dogurmaktadirlar. Nitrolu
bilegiklerin genotoksik etkilerini saptamak amaciyla vyapilan c¢alismalarda
insanlarin boyle metabolik donusumleri yapabildigi sonucu elde edilmistir.
insanlarin nitrolu bilesiklerle yiiz ylize gelmesi; mesleki, cevresel ya da gidasal
kaynaklardan alinan nitrolu bilesik dnculleri ile bu oncullerin in vivoda yeniden
diizenlenmesi yoluyla olmaktadir (Brambilla and Martelli, 2007). ilaglarin biiyik bir
kismi teorik olarak nitrolu yapidadir ve pek ¢ogu uzun surelerde gunluk yuksek
dozlarda kullaniimaktadir (Lijinsky et al., 1972). Kimyasal yapidaki en ufak bir
degisiklik ilacin yapisini tamamen degistirmekte ve onu mutajenik bir hale

sokabilmektedir.
2.4.1. Nitrolu aromatik bilesiklerin metabolik aktivasyon mekanizmasi

Aromatik nitrolu bilesikler iki adimda biyoaktive edilirler (Rosenkranz and
Mermelstein, 1983). ilk adim, nitrorediktazlar (NR) tarafindan Kkatalizlenen
arilhidroksilaminlere reduksiyondur. Arilhidroksilaminler kendileri DNA-reaktiflerdir
fakat O-asetiltransferaz (O-AT) enzimlerince katalizlenen ek bir O-asetilasyon,
hidroksilamin metabolitlerini daha reaktif turlere donusturir ve DNA bazlariyla
etkilesen reaktif ara UrGnler olan nitronyum iyonlarini olusturur (Mc Coy et al.,
1981).

NitroredUktaz enzimleri, bakteri ve hayvan hucrelerinde bulunmaktadir. Nitrolu

bilesikler Salmonella test suslarinda dogrudan aktif mutajendirler. Bu nedenle
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karaciger mikrozomal enzimleri tarafindan metabolik aktivasyon gerektirmezler
(Oda et al., 1993). Bu bilesiklerdeki nitro grubunun aktivasyon mekanizmasi Sekil

2.9'da gOsterilmigtir.

nitrorediktaz O-asetiltransferaz nitronyum iyonu
RNO; >RNHOH > RNHOCOCH;—— [RN'H]
2
Mutasyon

Sekil 2.9. Nitrolu bilesiklerin metabolik aktivasyon mekanizmasi.

Nitronyum iyonlari, nitrolu bilesiklerden olusan nihai mutajen/karsinojenlerdir. Wild
ve Dirr (1989), nitronyum iyonlarinin DNA ile yaptigi reaksiyon sikliginin amino-
imidazoarenlerin ve nitro-imidazoarenlerin mutajenik potansiyellerinin olugsmasinda

onemli bir adimi olusturdugunu gostermiglerdir.
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2.5. Galismada Kullanilan, ilag Etken Maddesi Olarak Tasarlanmis Nitrolu
Bilesiklerin Ozellikleri

2.5.1. Benzoik asit turevi bilesikler

Sundugumuz tezin hedef bilesiklerinden olan 2-[(2-Nitro-1-fenil/p-substitie-fenil-
butil)tiyo]lbenzoik asit (Sekil 2.10.) tdrevleri B-etil-B-nitrostiren (Sekil 2.10.)
tirevlerinin tiyosalisilik asit ile yaptigi katilim drtnleridir ve ilk kez bu tez
kapsaminda sentezlenmistir. Bilesik turevleri B-etil-B-nitrostiren turevlerinin cifte
baglarina tiyol grubunun eklenmesiyle sentezlenmistir. Bu bir Michael tipi katilm
reaksiyonudur ve tiyosalisilik asit bir Michael vercisi (donor) olarak hareket
etmektedir. Reaksiyonda f-etil-pB-nitrostiren turevlerinin etanol igindeki ¢ozeltisine,
etanol igindeki tiyosalisilik asit oda isisinda eklenmistir. Reaksiyonda bilesiklerin
etanol igcindeki ¢O6zunurligunu artirmak amaciyla 1sinin artiriimasi reaksiyon
veriminin dismesine ve yan Urlnlerin olugsmasina neden olmaktadir. Bu nedenle
¢Ozunurlgun uzun sure karigtirilarak optimize edilmesi daha uygun bulunmustur.
Maksimum ¢o6zunurluge ulasildiktan sonra p-etil-B-nitrostiren ve tiyosalisilik asit
cozeltilerinin karistiriimasi ile énce berrak bir karigsim olugsmakta sonra 2-[(2-Nitro-
1-fenil/p-substitue-fenil-butil)tiyo]benzoik asit turevleri saf olarak ve iyi verimle elde
edilmektedir. Bu reaksiyona ait denklem Sekil 2.10.’da , sentezlenen bilesikler ve

fizikokimyasal 6zellikleri Cizelge 2.3.’de verilmistir.

+ —_—
R/@f CHzCHa COCH
@:S—CH—(IZH—NO;
-Etil-B-nitrosti
p-Etil-f-nitrostiren COOH CH2CHs

2-[(2-Nitra-1-fe nil/p-sibstitie-fenil- butiftiyvo]benzoik asit

Sekil 2.10. 2-[(2-Nitro-1-fenil/p-substitle-fenil-butil)tiyo] benzoik asit turevlerinin
sentez yolu
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Cizelge 2.3. 2-[(2-Nitro-1-fenil/p-substitie-fenil-butil)tiyo]benzoik asit tlrevlerinin
fizikokimyasal ozellikleri

Bilesik R Verim % Erime derecesi °C Kapali formdil
C17H17NO4S
= " >0 128 333
2b Br 41 102 C17H16BrNO4S
412
C17H16C|NO4S
- ° * " 367
2e OCH,CH3 55 141 C19H32;’;1058
C18H19NO4S
a Chs >8 i 347
C1gH1gNOsS
2g OCH; 55 141 2y
C17H16N205S
il NO: >8 m 379
F

5—CH —(_I,“H —MCs
@ECDDH St
2-[2-Mitro-1-fenil/p-si bstitGe-fenil- butilitiyo]be nzoik asit

2a; R=H, 2b; R=Br, 2c; R=Cl, 2d; R= CH,CHj3, 2e; R= OCH,CHj3, 2f; R= CHj,
20; R= OCH3, 2e; R=NO;

Sekil 2.11. 2-[(2-Nitro-1-fenil/p-substitie-fenil-butil)tiyo]benzoik asit tlrevlerinin
kimyasal yapisi.

2-[(2-Nitro-1-fenil/p-substitue-fenil-butil)tiyo]benzoik  asit turevlerinin  yapisinin

aydinlatiimasinda IR ve H-NMR spektrumlarindan yararlaniimistir.
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2.5.2. Benzimidazol turevi bilesikler

2-[(2-nitro-1-feniletil)tiyometillbenzimidazol (Sekil 2.12.) tlrevleri B-nitrostiren
turevlerinin  2-mercaptometilbenzimidazoller ile verdigi Michael tipi katiima
reaksiyonu ile sentezlenmistir. B-nitrostiren turevlerinin degisik tiyol gruplari ile
verdigi Michael tipi katilma UrUnlerinin  farmakolojik yonden ¢ok etkin bilesikler
oldugu literatirde bildirilmistir (Bergin et al., 1995a; 1995b; Bergin and Gokge,
1996a; 1996b).

Benzimidazol bilesikler, fungusitlerin sistematik aktivitelerine karsi énemli gruplar
icerir. Cok sayida fungal hastaligin kontrol edilmesinde rol aldigi iyi bilinir (Foye W.
O. et al.,, 1995). Ayni zamanda, alkiltiyo ve ariltiyo benzimidazol turevleri
antimikrobiyal, antiprotozoal ve antiparazitik aktiviteler gosterir (Darafarin A. et al.,
1992, Andrzejewska M. et al., 2004). Bununla birlikte, genel olarak organik
bilesiklerde nitro gruplarinin bulunmasi, antimikrobiyal aktiviteyi artirir (Arredondo
Y. etal, 1997, Samosorn S. et al., 2006).

2-[(2-nitro-1-feniletil)tiyometillbenzimidazol  tlrevlerinin  sentezi Gokge ve
arkadaslan tarafindan gergeklestiriimis ve reaksiyona ait sema S$Sekil 2.12.’de

fizikokimyasal 6zellikleri ise Cizelge 2.4.’de verilmigtir (Gokge et al., 1996a).
S HO CHaMOZ o H=C -0z
Y
o CHCHANO 2
T WH; = ]
| ' HSCHLCOOH —_— C[\P—CHzGH
= HH, | 2Ty
H
R
I

R, H =G —NO3 | o N
Ry | k‘>__c HagH - | \>—CHISH H——(H —HI,
o = 2
H H -9

| "
=

2-[[2-nitro-1-feniletiltiyametillbenzimidazoal

Sekil 2.12. 2-[(2-nitro-1-feniletil)tiyometil]benzimidazol turevlerinin sentez yolu
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Cizelge 2.4. 2-[(2-nitro-1-feniletil)tiyometillbenzimidazol tirevlerinin fizikokimyasal

ozellikleri

Bilesik R R1 Verim % derIZ:rens? - Kapali formal
3a H H 85 140-141 Cmg';g'_‘ésg)zs
3b 4-CHj H 83 130-131 Crrthi0.5
> + i 8 183 | O
3d 4-OCHj, H 91 153 CrrthNO,S
3e 4-OH,3-OCH; | H 71 120 Crrt04S
3f 4-OC;Hs H 88 160 CrefhioN0:S
39 4-CHs - 91 142 CroftigM 025
3h 4-NO, H 77 104-106 CrofliriadsS

Ry
SR, N\ |
| CHZSH—CH —CH —HO,
/f M
H

2-[1Z-nitro- 1-feniletilitiyometil|benzimid azol

3a; R=H, 3b; R=4-CHj;, 3c; R=4-Cl, 3d; R=4-OCHj;, 3e; R=4-OH, 3-OCHj,
3f; R= 4-OC2H5, , 3g, R= 4-C2H2, 3f, R= 4-NO,

Sekil 2.13. 2-[(2-nitro-1-feniletil)tiyometil]benzimidazol tarevlerinin kimyasal

yapisi.
Calismada kullanilan  2-[(2-nitro-1-feniletil)tiyometillbenzimidazol tlrevlerinin,
sentezleri tamamlandiktan sonra antibakteriyal ve antifungal aktiviteleri tayin
edilmis, genel olarak ¢ok iyi antifungal aktivite gosterdigi saptanmistir. 3a, 3b, 3g
ve 3h tlrevi bilesiklerin, gram pozitif bakterilere gram negatif bakterilerden daha
etkili oldugu bulunmustur. Bilegiklerden 3a turevinin digerlerinden 10 kat daha

fazla antifungal etki gosterdigi saptanmistir (Gokge et al., 2008).
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2.5.3. B-Metil-pB-nitrostiren turevlerinin sentezi

B-Metil-B-nitrostiren (Sekil 2.14.) turevleri Koremura ve arkadaslarinin (1961)

metoduyla sentezlenmigtir. Bu amagcla ekimolar nitropropan ve benzaldehit tlrevi

glasiyel asetik asit icinde ve amonyum asetat varliginda 2 saat slreyle geri geviren

sogutucu altinda sitilmigtir. Daha sonra reaksiyon karigimi buzlu su igine

bosaltiimis ve ¢oken madde etanolden rekristalize edilmistir. Bilesiklerin saflik

kontrolleri yapilmig ve erime dereceleri literatur verileri ile uyumlu oldugundan

daha fazla analiz yapilmadan sentezde kullaniimistir. Reaksiyona ait sema Sekil

2.14.’de kimyasal 6zellikleri ise Cizelge 2.5.’de verilmigtir.

o
I

Copy
o + CHCH,NO,

CHyCOONH, L
CHzCOOH o CHa

B-Metil- p-nitrostiren

Sekil 2.14. B-Metil-B-nitrostiren turevlerinin sentez yolu

Cizelge 2.5. B-Metil-B-nitrostiren turevlerinin tarevlerinin kimyasal 6zellikleri

Bilesik R Kapali formal
C9H9N02

4a H 163
C1oH11NO,

4b CH3 177
C10H11NO3

4c OCH3 193
CgoHsCINO,

4d Cl 197 5

R CHs

p-Metil- p-nitrostiren

4a; R=H, 4b; R= CHj, 4c; R=0CH;, 4d; R=Cl

Sekil 2.15. B-Metil-p-nitrostiren tirevlerinin kimyasal yapilari
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Kimyasal Maddeler

Dimetil sulfoksit (DMSO) (CAS No: 67-71-0; saflik orani: 99%), Sodyum Kklorur
(NaCl), Disodyumhidrojenfosfat  (Na;HPO4.7H,0),  Sodyumdihidrojenfosfat
(NaH,PO4.H20), Potasyum klorar (KCl), Magnezyum silfat (MgS0QO4.7H,0),
Sodyum dodesil stlfat (SDS), p-merkaptoetanol Merck'ten, Klorofenol red-B-D-
galaktopiranosid (CPRG), 4-nitroquinolin-N-oksit (4NQO) ve D-(+)-Glukoz
Sigma’dan, Bakto tripton Lab M’den, Nutrient agar Oxoid’den, Maya 6zutu (Yeast
extract) Acumedia’dan, Ampisilin AppliChem’den, kloramfenikol Fluka’dan,

Sodyum karbonat (Na,CO3) Riedel-de Haén’den saglanmistir.

Test edilen kimyasallardan (ilag etken maddelerinden) benzoik asit tarevi
bilesikler, benzimidazol tlrevi bilesikler ve B-metil-B-nitrostiren tlrevi bilesikler
Mehtap Gokge'den (Gazi Universitesi, Eczacilik Fakiltesi, Farmasétik Teknoloji

ABD, Ankara-Turkiye) saglanmigtir.
3.2. Kullanilan Test Suslari

Umu test sisteminde kullanilan S.typhimurium NM2009, S.typhimurium NM3009
ve S.typhimurium NM1011 suslari Dr. Yoshimitsu Oda'dan (Osaka Prefectural

Institute of Public Health, Osaka, Japan) saglanmistir.
3.3. Besi Ortamlari, Cozeltiler ve Tamponlar

LB Broth (sivi ortam) : Test suslarinin gecelik kulttrlerinin hazirlanmasinda
kullanildi.

39 NaCl

349 Bakto tripton

1.5¢ Maya 6zutu

7.5mg Ampisilin

1.5mg Kloramfenikol
Yukaridakiler distile su ile 300 ml'ye tamamlandi.

Karisim otoklavda 121 °C’de sterilize edildi.
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TGA Ortami (sivi ortam) : Test suslarinin Uretilmesinde kullanildi.
39 Bakto tripton
1549 NaCl
06g Glukoz
6 mg Ampisilin
Yukaridakiler distile su ile 300 ml'ye tamamlandi.
Karigim otoklavda 121 °C’de sterilize edildi.

Z Tamponu: B-gal enzim aktivitesinin élgtlmesinde kullanildi.

16.1g  NayHPO,4. 7H,0
55¢g NaH,PO4.H,0
0.75g KCI
0.246 g MgSO4. 7H,0
2.7 ml B-merkaptoetanol

Son hacim distile su ile 1000 mI’'ye tamamlandiktan sonra pH 7’ye ayarlandi.

Nutrient Agarli Ortam (kati ortam) : Test suslarinin genetik isaretlerinin
kontrolinde kullanildi.

159 Nutrient Broth

154 Bakto Agar
Distile su ile 1000 mI'ye tamamlandi.

Karisim otoklavda 121 °C’de sterilize edildi.

M63 Ortami: UmuC’-lacZ fUzyonunun induklenebilirligini kontrol etmek icin STA
ortam plaklarinin hazirlanmasinda kullanildi.
15 g Difko minimal agar
13.6g KHyPO,
29 (NH4)2SO4
05g¢g FeS0O,4.7H,0
02g MgS0O4.7H,0
Yukaridakiler 1000 ml’'ye tamamlanip, KOH ile pH 7’ye ayarland.
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STA Ortami (Kati ortam) : UmuC’-lacZ fizyonunun induklenebilirligini kontrol

etmek igin kullanildi.

1000 mligin: 2 ml Laktoz  (%20’lik)
0.5 ml Glukoz  (%20’lik)
2ml Triptofan  (%1’lik)
2 mi Treonin  (%1’lik)
2ml Histidin (% 1’lik)
2 ml Urasil (% 1’lik)
2ml Tiamin (%1’lik)
2ml Ampisilin (10 mg/ml)
2ml Xgal (20 mg/ml DMSO)

983.5ml M63 ortami

Klorofenol-red-B-D-galaktopiranosid (CPRG) Cozeltisi (4mg/ml): [B-gal
enziminin substrati olarak kullanildi. 0.1 M Fosfat tamponu (pH=7) ile 4 mg /ml

olacak bicimde CPRG ile hazirlandi (Her deneyde taze olarak hazirlandr).

100 ml Fosfat tamponu igin:
61ml 0.1 M NayHPO4.7H,0O
39ml 0.1 M NaH;PO4.H,0O

Kristal Viyole Gozeltisi (1mg/ml) : Test suslarinin rfa mutasyonunun kontrolinde
kullanildi.
100 ml igin: 100 mg kristal viyole distile su ile

100 ml ‘ye tamamlandi.

SDS (% 0,1’lik) : B-gal enzim aktivitesinin dlgilmesinde kullanildi.
100 mligin:  0.1g SDS

Distile su ile son hacim 100 ml'ye tamamlandi.

Na,CO; (1M) : B-gal enzim aktivitesinin durdurulmasinda kullanildi.
1000 mligin:  105.99g NaxCOs;

Distile su ile 1000 ml'ye tamamlandi.
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3.4. Test Suslarinin Genetik isaretlerinin Kontrolii

Deney o6ncesi sonuglarin guvenilirligi agisindan test suslarinin kendilerine 6zgu
mutasyonlari tasiyip tasimadiklari kontrol edilmelidir. Bunun igin asagidaki

kontroller Ames ve arkadaglarinin (1973) yontemleri kullanilarak yapiimistir.

3.4.1. rfa mutasyonunun kontrolii: Bu mutasyonun kontroll igin, test suslarinin
gecelik kdlturlerinden 0.1 ml alinarak nutrient agarli plaklara ekildi. Filtre
kagidindan hazirlanmig ve kristal viyole ¢oOzeltisi (1 mg/ml) emdirilmis diskler
plagin ortasina yerlestirildi. Plaklar bir gece 37 °C'lik etiivde inkiibe edildikten
sonra kagit disklerin etrafinda inhibisyon zonu gézlendi. Bu inhibisyon zonunun
varh@i, buylk bir molekdl olan kristal viyolenin rfa mutasyonundan dolayi bakteri
icine girip onun 6lumune neden oldugunu gostermekte ve mutasyonun varhgini

dogrulamaktadir.

3.4.2. uvrB mutasyonunun kontroli: Bu mutasyonun varhgi bakterilerin UV
isinlarina duyarliliklari saptanarak kontrol edildi. Test suglarinin gecelik
kaltdrlerinden alinan érnekler nutrient agarl plaklara tek koloni seklinde ekildi. 37
C’lik etlivde gece boyu lireyen koloniler steril kiirdanlarla alinarak niitrient agarli
plaklara gizgi testi yontemiyle ekildi. Bu plaklardan birinin kapagi acilip, 15 watt’lik
germisidal UV lambasi altinda 33 cm uzakliktan 8 saniye sureyle isinlandi, diger
plak ise kontrol plagi olarak kullanildi. 37 °C’de bir gece inkiibasyon sonrasi
suglarin kontrol plaginda Ureyip, UV ile isinlanmis plaklarda Uremediginin

gozlenmesi ile uvrB mutasyonunun varligi dogrulanmig oldu.

3.4.3. UmuC’-‘lacZ fuzyonunun indiiklenebilirliginin kontrolii: UmuC’-‘lacZ
fuzyonunun induklenebilirligi 4-NQO gibi genotoksik bir ajan kullanilarak
saptanabilir. Test suslarinin gecelik kdltirlerinden alinan 0.1 mllik érnek, STA
plaklarina ekildi ve petrinin ortasina 10 ul 4-NQO (10 mg/ml) nokta seklinde
damlatildi. 37 °C’de bir gecelik inkiibasyondan sonra, inhibisyon zonunun
cevresinde mavi bir halkanin go6zlenmesi umuC’-lacZ flizyonunun

induklenebilirligini gosterdi.
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3.5. Test Suslarinin Saklanmasi

Kontrol sonucunda genetik isaretleri dogrulanmis olan test suslarinin ézelliklerini
kaybetmeden uzun sure saklanabilmeleri i¢cin bu suglarin donmus ornekleri
hazirlandi. Bunun igin test suglarinin LB ortamindaki gecelik kulttrlerine 1/10
oraninda olacak sekilde DMSO eklendi ve yavasga karistirildi. Daha sonra bu
karisim 1.5 ml'lik soguga dayanikli plastik ependorf tlplerine dagitilarak sivi azot
icerisinde aniden donduruldu ve -70 °C’lik derin dondurucuya kaldirildi (Oda et al.,
1993).

3.6. Test Edilecek Kimyasallarin Hazirlanmasi

Test edilecek kimyasallarin hepsi, dimetil sulfoksit (DMSO) iginde ¢ozulmustar.
Kimyasallarin maksimum ¢ézundukleri konsantrasyonlar saptanmistir. Bulaniklik
yaratarak absorbans okumalarinda hataya neden olan konsantrasyonlar,
seyreltilerek kullaniimigtir. Bulanikligin olmadigi konsantrasyonlardan baslanarak

1/2 oranlarinda seri sulandirim yapilmistir.
3.7. Umu-mikroplak Test Sistemi

Bu sistem Oda ve arkadaslarinin (2004 ) c¢alismalarina gére uygulanmistir. Test
suslarinin donmusg o6rneklerinden 0,1 ml alinarak 20 ml LB broth igceren erlenlere
ekim yapildi ve gece boyunca 37 °C’lik galkalamali etiivde inkiibasyona birakildi.
Ertesi gun, gecelik kultirler TGA ile 1/100 oraninda sulandirildi ve 600 nm’deki
absorbans degerleri 0.25-0.30 olana dek (yaklasik 3 saat) inkiibasyon strduraldu.
Bu arada test edilecek kimyasallar DMSO da ¢ozulerek seri sulandirimlari yapildi
ve her bir konsantrasyondan (UM olarak) 4 pl 6rnek mikroplak kuyucuklarina
pipetlendi. Bu kuyucuklara her bir sustan alinan 96 pl'lik kiltar eklenerek 2 saat
boyunca 37 °C’lik calkalamali etiivde inkiibe edildi. Sonra bakteri yogunluklari 595
nm’de okundu ve bu kultirlerin 10 pl’si yeni bir mikroplagin kuyucuklarina
aktarilarak B-gal aktivitesinin dl¢cliimesine gegildi. Bu kuyucuklara 90 ul Z buffer ve
50 ul % 0,1’lik SDS ve substrat olarak 10 yl CPRG eklendikten sonra plaklar 37
°C’lik calkalamal etlivde 20 dakika (renk olusumu gdzlenmeli) inkiibe edildi.
Reaksiyonu durdurmak icin 100 yl 1 M Na;COs3 ¢ozeltisi kullanilarak CPRG igin

570 nm’de absorbanslar okundu ve elde edilen degerler enzim aktivitesinin
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hesaplanmasinda kullanildi. Bu de@erler, kor absobans degerlerinin ¢ikartilmasiyla
duzeltildi.

3.7.1. Goreceli (Rolatif) B-galaktosidaz aktivitesinin hesaplanmasi

Goreceli B-gal aktivitesi (RGA) Oda ve arkadaslar tarafindan (1985) daha 6nce
tanimlanan yontemin ufak modifikasyonuyla elde edilen asagidaki esitlik
kullanilarak hesaplandi ( Oda et al., 2004).

B-gal aktivitesi (RGA) = As7o (CPRG) / Asgs (bliylime miktarr)
3.7.2.Umu-mikroplak test sonuglarinin degerlendirilmesi

B-gal aktivitesinde kontrole gore en az 2 katlik bir artigin gozlenmesi, umu test
sisteminde kimyasalin genotoksisite agisindan pozitif olarak
degerlendirilebilecegini gosterir (Oda et al., 2004). Pozitif kontrol olarak 10 uM, 5
MM, 2,5 uM ve 1,25 yM  4NQO kullanildi.

Sekil 3.1. CPRG substratiyla elde edilen kontrol sonuglarindaki renk olusumu.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA
4.1. Test Suslarinin Genetik isaretlerinin Kontrolii

Bu calismada, ilag etken maddesi olarak tasarlanmis bazi nitrolu bilesiklerin
genotoksik potansiyelleri umu-mikroplak test sistemin de S.typhimurium NM1011,
NM2009 ve NM3009 suslart kullanilarak arastiriimis ve test sonuglarinin
guvenilirligini saglamak amaciyla, deneylere baglamadan once test suslarinin
tagimakta olduklari rfa ve uvrB mutasyonlarinin kontrolleri yapilmistir. Rfa
mutasyon sonugclari Sekil 4.1.- 4.2. ve 4.3.’de verilmig ve kristal viyole emdirilmis
kagit disklerin etrafinda gorulen inhibisyon zonu test suslarinin rfa mutasyonunu
tasidiklarini géstermistir. uvrB mutasyon sonugclari ise Sekil 4.4. - 4.5. ve 4.6.'da
verilmis ve UV ile i1sinlanmamis kontrol plaklarinda Ureyen suslarin UV ile
iIsinlanmis plaklarda drememeleri test suslarinin uvrB mutasyonunu tasidiklarini

gOstermigtir.

Sekil 4.1. S. typhimurium NM1011 susunun rfa
mutasyonunu tasidiginin gosterilmesi.

il
- Sekil 4.2. S. typhimurium NM2009 susunun
rfa mutasyonunu tasidiginin gdsterilmesi.
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Sekil 4.3. S. typhimurium NM3009 sugunun
rfa mutasyonunu tasidiginin gosterilmesi.

Sekil 4.5. S. typhimurium NM2009 susunun uvrB mutasyonunu tasidiginin gosterilmesi.
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Sekil 4.6. S. typhimurium NM3009 susunun uvrB mutasyonunu tasidiginin gosterilmesi.
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4.2. Benzoik Asit Tiirevi ilag Etken Maddeleriyle Elde Edilen Umu-mikroplak

Test Sonuglari

Benzoik asit tlrevi ilag etken maddelerinin umuC gen ifadesini, CPRG substrati ile

indUkleme sonuglari Cizelge 4.1.’de verilmistir.

Bilinen genotoksik ajanlar arasinda; bazi kanser ilaglarini, yuksek dozda ve uzun
sure kullanilmalari halinde bazi cinsel hormonlari, bazi boyalari, besinlerin yanma
artnlerini, yagin oksitlenme Urunlerini  sayabiliriz. Kanserojen maddelerin
bircogunun mutajen, mutajen maddelerin birgogu da karsinojen oldugu
saptanmistir (Guven K., 1999, Ames B., et al., 1975).

llag gelistirmede énemli olan genel bir yaklasim vardir; yapilan in vitro aktivite
testlerinde bir ilag ya da ila¢ grubu dikkat g¢ekici aktiviteler gosteriyor ise mutlaka
guvenirliliginin de acgiga ¢ikarilmasi gerekir. Guvenilirlik, ila¢g ya da ilag grubunun
deneysel olarak dikkate alinmasinda bazen etkinliginden bile 6nemli olabilir.

CunkU kemoterapide 6nemli olan hastaya zarar vermeden tedavi edebilmektir.

Aktif bilegigin ilag aday! olabilmesi icin en 6nemli gereksinimlerden birisi s6z
konusu bilesigin genotoksik(mutajenik) ve buna bagli olarak karsinojenik ve
teratojenik etkilerinin olmamasidir. Nitro grubu tagiyan bazi bilegiklerle ilgili yaygin
kani bu bilesiklerin genotoksik potansiyele sahip olmalaridir. Bu nedenle 2-[(2-
nitro-1-fenil/p-substitue-fenil-butil)tiyo]benzoik asit turevlerinin oncelikle genotoksik

potansiyellerinin arastiriimasi dnemlidir.

GoOkge ve arkadaslari tarafindan sentezlenen ve kullanmis oldugumuz bilesiklere
yapisal olarak benzeyen 2-[(2-nitro-1-fenil-alkil)tiyo]benzoik asit turevleri Vero
hicre hatti Uzerinde toksik etki gostermistir (Gokge et al., 2005). Calismada
kullanmig oldugumuz kimyasallarin mikroorganizmalar Uzerindeki aktivite
caligsmalarindan sonra, ilag etken maddesi olarak degerlendiriimesinde genotoksik

olmayigi énemli bir sonugtur.

ilk kez bu tez kapsaminda, ilag etken maddeleri olarak sentezlenen benzoik asit
turevleri umu-mikroplak test sistemiyle genotoksik agidan degerlendirilmis ve bu
benzoik asit tlrevleri (sirasiyla 2a, 2b, 2c, 2d, 2e, 2f, 2g ve 2h ) NM2009,
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NM3009 ve NM1011 suslarinda genotoksisite acgisindan higbir farkhlik

gOstermemis ve higbiri genotoksik bulunmamistir.

Yapisal olarak benzerlik gdsteren 1-[(2-aminofenil)tiyo]-1-fenil-2-nitrobttan
turevleri ile yapilan paralel bir calismada elde edilen veriler (Tugba Somay., 2009)
bu calismayla benzerlik gostermis ve genotoksik bulunmamigtir. 1-[(2-
aminofenil)tiyo]-1-fenil-2-nitrobutan turevleri bu ¢alismadaki gruplarla ayni olmakla

birlikte, bizim kimyasallarimiz ek olarak metoksi ve nitro gruplari da igermektedir.

Grummt ve arkadaslari (2005) nitrolu benzoik asitlerle yapmis olduklari bir
c¢alismada nitro gruplarindaki artisin genotoksisiteyi de artirdigini géstermiglerdir.
Bizim calismamizda da ayri bir grup olarak nitro grubu degerlendiriimis, ancak

genotoksik bulunamamistir.

Mercang6z ve Tuyli (2000) yaptiklari calismada ilag etken maddesi olarak
kullanilmasi amaclanan 2, 4, 5 tri fenil imidazol ve dokuz turevinin mutajenik
etkilerini Ames/Salmonella/Mikrozom test sistemiyle arastirmislar ve metil ve
metoksi gruplarinin pozisyonu ile mutajenik etki arasindaki iliskiyi incelemislerdir.
Sonugta metil ve metoksi gruplarinin orta ve para konumlarinda iken aromatik
halkay! aktiflestirdiklerini saptamiglardir. Bu kimyasallar, kuvvetli bir sekilde
cerceve kaymasina neden olurken zayif bir bicimde de nokta mutasyonuna neden
olmuslardir. Bu durum bizim kullandigimiz kimyasallardaki aromatik halkaya bagl
para konumlu metil grubuyla elde ettigimiz sonuglarla benzerlik gostermemektedir.
MercangOz ve arkadaslarinin galismalarinda, ayni kimyasallar, S9 varliginda ayni

suslarda mutajen bulunmamistir (Mercang6z ve Tuaylu, 2000).

Bazi arastirmacilarin yaptiklari ¢alismalarda, bizim sonuglarimizla paralellik
gOstererek, nitrolu heterosiklik halka tasiyan bilesiklerde, halka metilasyonunun
mutajeniteyi azalttigi sonucuna ulasiimistir (Vance et al., 1986; Klein et al., 2000;
Crozet et al., 2009).

Hrelia ve arkadaslari (1999) nitrobenzothiophenamin tlrevlerinin mutajenitelerini
test ettikleri bir calismada, para konumunda Cl ve meta konumunda Br tasiyan
turevlerin TA98 susunda mutajenik etki gostermedigini, para konumunda Br

tasiyan tlrevin ise mutajenik oldugunu gozlemiglerdir. Meta ve para konumlarinda
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metil grubu tasiyan turevler de mutajenik etki gostermiglerdir. Bu durum,
nitrorediuktaz ve O-asetiltransferaz enzimlerini ifade eden Ames test suslariyla
yapilan deneylerde de degismemistir (Hrelia et al., 1999). Calismamizdaki

sonugclar para konumundaki Cl agisindan paralellik géstermistir.
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Cizelge 4.1. Benzoik asit tlrevi bilesiklerle Salmonella typhimurium NM2009,
NM3009 ve NM1011 suglarinda CPRG substratlariyla elde edilen umu-
mikroplak test sonuglari®,

NM2009 NM3009 NM1011
Hiicre Hiicre Hiicre
Konsantrasyon  yogunlugu CPRG RGA+ SD yogunlugu CPRG RGA+SD yogunlugu CPRG RGA+ SD
Kimyasal M) (Asos) (As) Aszo/ Asos (Asos) (As7) Aszo/ Asos (Asos) (As) Aszo/ Asos
4NQO 0 0,202 0,232 1,148 + 0,23 0,212 0,241 1,136 +£0,23 0,221 0,265 1,199 +0,32
1,25 0,211 0,288 1,364 + 0,21 0,216 0,298 1,379 +£0,22 0,223 0,301 1,349 +0,19
2,5 0,213 0,464 2,178 + 0,34 0,221 0,453 2,049 +0,41 0,218 0,578 2,651+ 0,29
5 0,208 0,653 3,139 + 0,41 0,218 0,667 3,059 +0,56 0,220 0,689 3,131+ 0,28
10 0,214 1,214 5,672 + 0,61 0,214 1,197 5,593 +0,31 0,216 1,312 6,074 + 0,68
2a 0 0,202 0,206 1,020 + 0,38 0,211 0,238 1,126 + 0,25 0,219 0,223 1,018 £ 0,14
0,5 0,200 0,188 0,942 + 0,15 0,224 0,221 0,944 + 0,15 0,224 0,221 0,990 + 0,52
0,9 0,205 0,189 0,923 + 0,34 0,222 0,203 0,915+ 0,16 0,223 0,195 0,874 + 0,12
1,9 0,200 0,191 0,956 + 0,25 0,212 0,208 0,980 + 0,11 0,223 0,195 0,875+ 0,39
3.8 0,198 0,189 0,958 + 0,05 0,214 0,235 1,100 + 0,43 0,224 0,226 1,012 + 0,46
7,5 0,204 0,204 1,000 + 0,26 0,198 0,203 1,025 + 0,64 0,224 0,196 0,874 + 0,54
15 0,221 0,204 0,924 + 0,06 0,210 0,199 0,945 + 0,15 0,222 0,200 0,899 + 0,11
30 0,203 0,206 0,932 + 0,42 0,218 0,201 0,926 + 0,11 0,220 0,201 0,913 +£0,19
60 0,204 0,189 1,017 £ 0,37 0,214 0,201 0,936 + 0,10 0,221 0,199 0,897 + 0,11
120 0,206 0,184 0,892 +£0,18 0,211 0,227 1,080 + 0,23 0,194 0,195 1,010 + 0,49
240 0,203 0,188 0,927 + 0,06 0,206 0,197 0,954 + 0,06 0,221 0,203 0,917 +0,18
480 0,236 0,218 0,924 + 0,36 0,209 0,198 0,946 + 0,46 0,225 0,207 0,923 + 0,08
960 0,200 0,189 0,945 + 0,02 0,212 0,197 0,930 + 0,10 0,223 0,209 0,936 + 0,44
2b 0 0,202 0,206 1,020 + 0,38 0,211 0,238 1,126 + 0,25 0,219 0,223 1,018 + 0,14
0,3 0,199 0,188 0,946 + 0,25 0,220 0,210 0,955 + 0,36 0,222 0,194 0,871 + 0,34
0,6 0,204 0,204 1,000 + 0,38 0,220 0,213 0,947 + 0,31 0,228 0,226 0,995 + 0,12
1,3 0,207 0,180 0,869 + 0,07 0,217 0,240 1,110 + 0,24 0,198 0,198 1,000 + 0,24
2,5 0,195 0,181 0,927 + 0,09 0,212 0,209 0,986 + 0,56 0,224 0,203 0,906 + 0,54
5 0,201 0,184 0,912 +0,26 0,220 0,208 0,946 + 0,29 0,226 0,195 0,865 + 0,84
10 0,204 0,208 1,020 + 0,29 0,207 0,207 1,000 + 0,51 0,229 0,198 0,864 + 0,42
20 0,206 0,208 1,010 + 0,27 0,216 0,206 0,956 + 0,32 0,223 0,200 0,896 + 0,21
40 0,207 0,177 0,962 + 0,39 0,212 0,211 0,995 + 0,37 0,237 0,226 0,956 + 0,16
81 0,204 0,196 0,886 + 0,18 0,216 0,207 0,955 + 0,06 0,233 0,197 0,846 + 0,54
162 0,201 0,196 0,978 + 0,41 0,212 0,224 1,060 + 0,37 0,225 0,205 0,913 +0,33
324 0,205 0,202 0,990 + 0,37 0,215 0,198 0,923 +0,33 0,220 0,203 0,926 +0,19
647 0,207 0,183 0,881 +0,08 0,215 0,203 0,947 + 0,08 0,229 0,209 0,910 + 0,06
2c 0 0,202 0,206 1,020 + 0,38 0,211 0,238 1,126 + 0,25 0,219 0,223 1,018 + 0,14
53 0,214 0,194 0,910 + 0,43 0,215 0,203 0,946 + 0,22 0,227 0,227 0,980 + 0,10
10,6 0,215 0,167 0,775 £ 0,11 0,204 0,197 0,967 + 0,44 0,229 0,187 0,814 +£0,32
21,3 0,209 0,177 0,850 + 0,18 0,213 0,234 1,102 + 0,32 0,225 0,188 0,839 + 0,54
42,6 0,206 0,155 0,753 + 0,34 0,215 0,225 1,050 + 0,23 0,228 0,185 0,813 +0,73
85 0,211 0,158 0,751 +£0,07 0,214 0,205 0,958 + 0,24 0,231 0,221 0,957 + 0,30
170 0,205 0,158 0,771 £ 0,38 0,214 0,203 0,948 + 0,15 0,225 0,185 0,833 +£0,52
341 0,207 0,157 0,759 + 0,63 0,200 0,185 0,928 + 0,51 0,206 0,193 0,940 + 0,36
681 0,209 0,162 0,775 +£ 0,09 0,212 0,200 0,940 + 0,35 0,205 0,193 0,945 + 0,46
1362 0,205 0,162 0,814 +0,23 0,216 0,204 0,945 + 0,57 0,229 0,184 0,804 + 0,19
2725 0,205 0,167 0,759 + 0,43 0,212 0,198 0,932 +0,31 0,223 0,224 1,005 + 0,11
5450 0,213 0,194 0,915+ 0,11 0,214 0,214 1,000 + 0,14 0,228 0,187 0,821 +0,21
10900 0,205 0,166 0,811 +0,28 0,215 0,200 0,928 + 0,31 0,223 0,223 0,930 + 0,12

?CPRG ile elde edilen sonuglar; her bir deger 3 ayri deneyden elde edilen 12 verinin ortalama ve
standart sapmasini igerir. CPRG, Klorofenol red—p-D-galaktopiranosid; RGA, rolatif B-galaktosidaz
aktivitesi; 2a, 2b, 2c, 2d, 2e, 2f, 2g ve 2h; sirasiyla benzen halkasinda H, Br, Cl, etil, etoksi, metil,
metoksi ve nitro gruplarini iceren 2-[(2-Nitro-1-fenil/p-sibstitie-fenil-butil)tiyolbenzoik asit tirevi ilag

etken maddeleri
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Cizelge 4.1. devam ediyor

NM2009 NM3009 NM1011
Hiicre Hiicre Hiicre
Konsantrasyon  yogunlugu CPRG RGA+ SD yogunlugu CPRG RGA+ SD yogunlugu CPRG RGA+ SD
Kimyasal M) (Asos) (As) Aszo/ Asos (Asos) (Aszo) Aszo/ Asos (Asos) (As) Aszo/ Asos
2d 0 0,222 0,264 1,189 + 0,15 0,213 0,231 1,086 + 0,22 0,228 0,246 1,078 + 0,34
0,5 0,208 0,218 1,051 +0,33 0,226 0,216 0,954 + 0,12 0,209 0,219 1,050 + 0,19
1,1 0,223 0,235 1,055+ 0,13 0,234 0,217 0,927 + 0,39 0,212 0,211 0,967 + 0,03
2,2 0,212 0,209 0,990 + 0,57 0,222 0,233 1,050 + 0,65 0,204 0,199 0,980 + 0,26
43 0,220 0,243 1,102 + 0,49 0,221 0,205 0,932 +0,12 0,224 0,218 0,973 + 0,45
9 0,221 0,230 1,042 + 0,35 0,219 0,210 0,961 + 0,34 0,222 0,212 0,956 + 0,06
17 0,218 0,225 1,032 +0,24 0,205 0,199 0,970 + 0,10 0,211 0,206 0,978 + 0,24
35 0,229 0,232 1,012 +0,25 0,221 0,208 0,943 + 0,26 0,222 0,222 1,000 + 0,34
69 0,222 0,236 1,062 +0,18 0,219 0,192 0,875 +0,76 0,226 0,240 1,065 + 0,23
139 0,218 0,228 1,047 + 0,14 0,218 0,205 0,939 +0,23 0,219 0,213 0,971 +£0,32
277 0,223 0,232 1,043 +0,32 0,208 0,196 0,943 + 0,71 0,220 0,221 1,002 + 0,05
554 0,223 0,234 1,048 + 0,19 0,210 0,210 1,000 + 0,41 0,221 0,221 1,000 + 0,45
1108 0,220 0,234 1,065 + 0,65 0,215 0,198 0,922 + 0,42 0,224 0,209 0,936 + 0,35
2e 0 0,222 0,264 1,189 + 0,15 0,213 0,231 1,086 + 0,22 0,228 0,246 1,078 + 0,34
0,4 0,228 0,245 1,074 + 0,06 0,226 0,216 0,956 + 0,66 0,223 0,222 0,996 + 0,42
0,9 0,220 0,248 1,125+ 0,37 0,226 0,214 0,948 + 0,22 0,224 0,216 0,964 + 0,32
1,7 0,229 0,241 1,055 + 0,63 0,228 0,207 0,905 + 0,11 0,219 0,224 1,024 + 0,57
35 0,223 0,254 1,138 + 0,42 0,220 0,205 0,932 + 0,24 0,208 0,219 1,052 + 0,56
7 0,218 0,248 1,137 +£ 0,69 0,217 0,208 0,962 + 0,24 0,222 0,219 0,986 + 0,23
14 0,225 0,246 1,094 + 0,29 0,216 0,201 0,931 +0,11 0,223 0,221 0,991 + 0,28
28 0,221 0,248 1,119+ 0,33 0,222 0,206 0,930 + 0,65 0,222 0,219 0,987 +0,78
55 0,220 0,250 1,139+ 0,12 0,216 0,194 0,900 + 0,23 0,225 0,224 0,987 +0,28
111 0,226 0,243 1,076 + 0,71 0,217 0,205 0,944 + 0,46 0,226 0,219 0,967 + 0,54
221 0,227 0,249 1,098 + 0,15 0,209 0,195 0,934 + 0,09 0,231 0,234 1,014 + 0,33
442 0,218 0,249 1,139 + 0,49 0,209 0,194 0,927 + 0,56 0,225 0,220 0,980 + 0,21
884 0,222 0,250 1,123 + 0,55 0,217 0,202 0,929 + 0,18 0,221 0,223 1,007 + 0,43
2f 0 0,222 0,264 1,189 + 0,15 0,213 0,231 1,086 + 0,22 0,228 0,246 1,078 + 0,34
1.4 0,219 0,229 1,046 + 0,43 0,238 0,229 0,963 +0,17 0,211 0,208 0,989 + 0,41
2,8 0,216 0,233 1,077 + 0,27 0,198 0,190 0,960 + 0,22 0,222 0,221 0,993 + 0,34
5,6 0,221 0,223 1,010 + 0,39 0,234 0,249 1,067 + 0,29 0,212 0,212 1,000 + 0,19
11,3 0,218 0,218 1,000 + 0,18 0,227 0,216 0,952 +0,32 0,224 0,213 0,954 + 0,12
23 0,221 0,218 0,986 + 0,09 0,202 0,194 0,964 + 0,27 0,225 0,212 0,945 + 0,32
45 0,224 0,211 0,940 + 0,41 0,218 0,216 0,991 + 0,31 0,224 0,214 0,954 +0,21
90 0,218 0,220 1,011 +£0,21 0,231 0,214 0,926 + 0,32 0,223 0,221 0,922 +0,34
180 0,216 0,226 1,047 + 0,65 0,227 0,219 0,965 + 0,11 0,221 0,219 0,990 + 0,44
360 0,218 0,218 1,000 + 0,11 0,223 0,221 0,995 + 0,08 0,224 0,210 0,938 + 0,26
720 0,217 0,224 1,030 + 0,61 0,221 0,214 0,968 + 0,10 0,221 0,208 0,945 + 0,51
1441 0,221 0,228 1,033 + 0,34 0,232 0,215 0,929 + 0,32 0,223 0,223 0,999 + 0,34
2882 0,219 0,218 0,998 + 0,56 0,232 0,226 0,974 + 0,15 0,223 0,216 0,969 + 0,65

°CPRG ile elde edilen sonuglar; her bir deger 3 ayri deneyden elde edilen 12 verinin ortalama ve
standart sapmasini icerir. CPRG, Klorofenol red—p—D-galaktopiranosid; RGA, rolatif $-galaktosidaz
aktivitesi; 2a, 2b, 2c, 2d, 2e, 2f, 2g ve 2h; sirasiyla benzen halkasinda H, Br, Cl, etil, etoksi, metil,
metoksi ve nitro gruplarini igeren 2-[(2-Nitro-1-fenil/p-siibstitiie-fenil-butil)tiyolbenzoik asit tirevi ilag
etken maddeleri
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Cizelge 4.1. devam ediyor

NM2009 NM3009 NM1011
Hiicre Hiicre Hiicre
Konsantrasyon  yogunlugu CPRG RGA+ SD yogunlugu CPRG RGA+ SD yogunlugu CPRG RGA+ SD
Kimyasal ©M) (Asos) (As) Aszo/ Asos (Asos) (As7) Aszo/ Asos (Asos) (As) Aszo/ Asos
2g 0 0,233 0,269 1,155+ 0,20 0,214 0,233 1,092 + 0,28 0,225 0,266 1,185 +0,31
1,5 0,245 0,225 0,921 +0,15 0,228 0,225 0,988 + 0,19 0,222 0,227 1,022 + 0,41
3,0 0,231 0,212 0,917 +0,17 0,228 0,232 1,018 + 0,49 0,219 0,223 1,017 + 0,35
6,0 0,235 0,224 0,952 +0,24 0,220 0,216 0,980 + 0,43 0,213 0,223 1,048 £ 0,15
12,0 0,233 0,258 1,110+ 0,11 0,196 0,197 1,010 + 0,34 0,208 0,223 1,069 + 0,16
24 0,231 0,227 0,983 + 0,06 0,212 0,210 0,995 + 0,23 0,206 0,211 1,024 + 0,32
48 0,228 0,213 0,933 +0,12 0,200 0,200 1,000 + 0,14 0,213 0,199 0,932 +0,17
96 0,227 0,219 0,966 + 0,21 0,217 0,213 0,984 + 0,28 0,211 0,229 1,089 + 0,19
191 0,223 0,217 0,974 +£ 0,10 0,212 0,207 0,976 + 0,33 0,206 0,231 1,122+ 0,11
383 0,232 0,219 0,946 + 0,31 0,230 0,232 1,012 + 0,43 0,206 0,232 1,125 + 0,09
765 0,228 0,225 0,990 + 0,22 0,217 0,212 0,979 + 0,23 0,208 0,227 1,092 +0,23
1530 0,236 0,237 1,006 + 0,10 0,217 0,211 0,973 + 0,44 0,216 0,222 1,025 +0,12
3060 0,235 0,232 0,989 + 0,34 0,206 0,206 0,999 + 0,27 0,226 0,223 0,987 +0,17
2h 0 0,233 0,269 1,155+ 0,20 0,214 0,233 1,092 + 0,28 0,225 0,266 1,185 +0,31
1,5 0,238 0,216 0,908 + 0,57 0,229 0,219 0,953 + 0,29 0,223 0,216 0,969 + 0,17
3,0 0,228 0,201 0,881 + 0,60 0,200 0,203 1,018 £ 0,35 0,209 0,219 1,049 +£ 0,12
6,1 0,224 0,203 0,903 + 0,29 0,217 0,211 0,975 +0,23 0,202 0,219 1,084 + 0,23
12,1 0,213 0,204 0,959 + 0,18 0,210 0,214 1,016 + 0,40 0,208 0,204 0,978 + 0,28
24 0,230 0,210 0,913 +0,48 0,210 0,214 1,017 +£ 0,26 0,213 0,212 0,995+ 0,33
49 0,225 0,213 0,943 +0,17 0,212 0,213 1,007 + 0,15 0,210 0,188 0,895+ 0,10
97 0,208 0,193 0,928 + 0,21 0,219 0,210 0,960 + 0,26 0,208 0,216 1,041 + 0,20
194 0,230 0,207 0,900 + 0,27 0,198 0,199 1,006 + 0,29 0,207 0,221 1,067 + 0,24
388 0,237 0,230 0,968 + 0,30 0,216 0,226 1,047 + 0,67 0,214 0,218 1,019 +0,13
776 0,226 0,221 0,980 + 0,39 0,214 0,217 1,014 + 0,07 0,203 0,214 1,059 + 0,48
1552 0,234 0,228 0,975 +£ 0,24 0,213 0,216 1,018 + 0,11 0,213 0,220 1,031 +0,17
3104 0,222 0,233 1,049 + 0,58 0,211 0,209 0,990 + 0,34 0,207 0,224 1,083 + 0,54

aCPRG ile elde edilen sonuglar; her bir deger 3 ayri deneyden elde edilen 12 verinin ortalama ve
standart sapmasini icerir. CPRG, Klorofenol red—p-D-galaktopiranosid; RGA, rolatif B-galaktosidaz
aktivitesi; 2a, 2b, 2c, 2d, 2e, 2f, 2g ve 2h; sirasiyla benzen halkasinda H, Br, Cl, etil, etoksi, metil,
metoksi ve nitro gruplarini igeren 2-[(2-Nitro-1-fenil/p-slbstitlie-fenil-butil)tiyo]benzoik asit tlrevi ilag
etken maddeleri

Umu testinden elde edilen veriler sonucunda calisilan benzoik asit tlrevlerinden
higbirinin  genotoksik etki gbstermemis olmasi bu turevlerin ila¢ olarak

degerlendiriimelerinde ¢ok dnemli bir basamaktir.
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4.3. Benzimidazol Tiirevi ilag Etken Maddeleriyle Elde Edilen Umu-Mikroplak

Test Sonuglari

Benzimidazol turevi ilag etken maddelerinin umuC gen ifadesini, CPRG substrati

ile indukleme sonuglari Cizelge 4.2.'de verilmistir.

Kimyasal yapidaki en ufak degisiklik ilacin 6zelligini degistirerek onu tamamen
farkh bir forma sokabilmektedir. Bu nedenle de ilag gelistirilirken, ayni halka
uzerinde degisik gruplar tasiyan ya da farkli konumlarda ayni grubu tasiyan birgok
ila¢c etken maddesi sentezlenerek farmakolojik aktiviteleri tayin edilmekte ve en

etkili ve en guvenilir olani secgilmektedir (Ates-Alagoz et al., 2004; 2007).

Nitro grubu tasiyan bircok bilesigin genotoksik etkilerinin oldugu ve laboratuvar
hayvanlarinda timor olusturma potansiyellerinin bulundugu saptanmistir (Lawley
1989; Ames et al., 1975). Bu bilesikler arasinda 5-nitro-3-tiyofenkarboksamit
(Hrelia et al., 1993), N-nitro-N-nitrosoguanidin (Kelly et al., 1971; Joseph et al.,
1960), 2-nitro-3-metilimidazo[4,5-f]quinoline  (Lesley et al., 1993), 4-
nitrophenylendiamine (James et al., 1991), nitrokinolin 1-oksit (Jin et al., 1996), 1-
nitrobenzopiren (Anne et al., 2004) sayilabilir. Onemli bir ila¢ grubu olan 5-
nitroimidazol turevlerinin genotoksik etkileri bilinmektedir ve ayrintih olarak
incelenmistir (Lopez et al., 2003; 2001; Celik et al., 2006).

Gokge ve arkadaslari tarafindan (2008) degisik R gruplarina bagli olarak farkl
antifungal aktivite gosterdigi saptanan ilag etken maddeleri umu-mikroplak test
sisteminde genotoksik agidan degerlendiriimis ve bu benzimidazol tdrevieri
(sirasiyla 3a, 3b, 3c, 3d, 3e, 3f, 3g ve 3h) NM2009, NM3009 ve NM1011
suslarinda genotoksisite agisindan higbir farklihk gdostermemis ve higbiri
genotoksik bulunmamistir. Tum bilegikler igin, kullanilan G¢ susta, umuC gen

ifadesinin indliksiyonu hemen hemen ayni olmustur.

indol, indazole ve benzimidazollerin nitro ve N-metil-nitro tiirevlerinin mutajenik
akitivelerinin Salmonella TA98 ve TA100 suslari ile arastirildidi bir calismada, nitro
grubunu 4 ve 7 numarali karbonlarinda tasiyan bilesikler zayif mutajenik ya da
nonmutajenik etki gostermistir. Nitro grubunu 2, 5 ve 6 numaral karbonlarinda

tasiyan bilesikler ise mutajenik etki gostermis (Vance et al., 1986). Ayni ¢alismada
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nitrolu heterosiklik halka tagiyan bilegiklerde, halka metilasyonunun mutajeniteyi
azalttigr sonucuna ulagiimigtir (Vance et al., 1986; Klein et al., 2000; Crozet et al.,
2009) ancak bu durum 2-nitro-benzimidazol'de godzlemlenmemis ve mutajenik
aktivitesi yuksek bulunmustur. Buna benzer bir calismada da 5-nitrobenzimidazol
ve indol tirevleri Ames testinde mutajen bulunmustur (Hrelia et al., 1993). Bilindigi
gibi, nitro grubunun konumu ve yapidaki diger bilegsenler bilesiklere farkl 6zellikler
katabilmektedir. Bizim ¢alismamizda kullanmis oldugumuz ve nitro gurubu 2 nolu

karbonlarda tagiyan bilesiklerde herhangi bir mutajenik etki gdzlenmemisgtir.

Calismamizda kullanmis oldugumuz benzimidazol turevlerinin, nitroarenlere son
derece duyarli umu-mikroplak test sistemi ile genotoksik bulunmamalari bu etken

maddelerin ilag olarak degerlendiriimelerinde ¢ok énemli bir basamaktir.
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Cizelge 4.2. Benzimidazol turevi ilag etken maddeleriyle Salmonella typhimurium
NM2009, NM3009 ve NM1011 suslarinda CPRG substratlariyla elde
edilen umu-mikroplak test sonuclari®

NM2009 NM3009 NM1011
Hiicre Hiicre Hiicre
Konsantrasyon  yogunlugu CPRG RGA+ SD yogunlugu CPRG RGA+ SD yogunlugu CPRG RGA+ SD
Kimyasal M) (Asos) (As) Aszo/ Asos (Asos) (As7) Aszo/ Asos (Asos) (Asz) Aszo/ Asos
4NQO 0 0,223 0,267 1,197 + 0,23 0,218 0,295 1,353 +0,34 0,220 0,289 1,313 +0,21
1,25 0,219 0,289 1,319 + 0,61 0,215 0,311 1,446 +0,19 0,226 0,321 1,420 +0,42
2,5 0,213 0,511 2,399 + 0,23 0,210 0,589 2,804 +0,52 0,221 0,602 2,723 + 0,19
5 0,227 0,734 3,233 + 0,51 0,222 0,721 3,247 £0,21 0,211 0,773 3,663 + 0,72
10 0,212 1,213 5,721 + 0,24 0,225 1,423 6,324 +0,51 0,218 1,355 6,215+ 0,43
3a 0 0,209 0,250 1,192 + 0,27 0,216 0,289 1,338 + 0,19 0,223 0,271 1,215+ 0,28
0,1 0,200 0,188 0,942 + 0,47 0,224 0,278 1,241 +0,14 0,224 0,270 1,205 + 0,12
0,3 0,216 0,231 1,069 + 0,14 0,207 0,250 1,212 + 0,08 0,223 0,246 1,105 + 0,57
0,6 0,216 0,234 1,087 +£ 0,38 0,200 0,248 1,237 + 0,64 0,196 0,232 1,186 + 0,07
1,1 0,219 0,230 1,049 + 0,11 0,216 0,243 1,127 + 0,33 0,222 0,250 1,124 + 0,62
2,2 0,188 0,210 1,121 +£ 0,08 0,220 0,251 1,140 + 0,44 0,226 0,260 1,150 +£ 0,10
4 0,214 0,229 1,072 +£0,13 0,204 0,252 1,232 + 0,09 0,225 0,256 1,138 £ 0,22
9 0,221 0,239 1,082 + 0,08 0,214 0,245 1,146 + 0,30 0,229 0,250 1,092 + 0,61
18 0,235 0,229 0,974 + 0,09 0,206 0,248 1,203 + 0,52 0,190 0,215 1,133 + 0,08
36 0,234 0,239 1,024 + 0,14 0,207 0,242 1,171 + 0,57 0,229 0,253 1,104 + 0,56
71 0,216 0,239 1,111 +£0,29 0,212 0,248 1,169 + 0,13 0,225 0,253 1,124 + 0,14
142 0,213 0,236 1,109 + 0,31 0,215 0,245 1,141 +£ 0,09 0,226 0,251 1,110 + 0,42
285 0,205 0,231 1,126 + 0,07 0,208 0,242 1,165 + 0,51 0,223 0,259 1,162 + 0,61
3b 0 0,209 0,250 1,192 + 0,27 0,216 0,289 1,338 + 0,19 0,223 0,271 1,215+ 0,28
0,3 0,200 0,208 1,042 + 0,47 0,224 0,224 0,999 + 0,14 0,200 0,201 1,009 + 0,12
0,6 0,216 0,230 1,068 + 0,10 0,211 0,247 1,176 + 0,52 0,218 0,255 1,170 + 0,34
1,2 0,197 0,228 1,158 + 0,22 0,241 0,290 1,205 + 0,60 0,227 0,255 1,122+ 0,83
2,5 0,220 0,223 1,014 +£ 0,10 0,210 0,242 1,151 + 0,07 0,219 0,238 1,086 + 0,71
5 0,214 0,236 1,104 + 0,33 0,198 0,244 1,233 + 0,40 0,223 0,254 1,139 + 0,56
10 0,213 0,227 1,066 + 0,11 0,233 0,281 1,208 + 0,10 0,227 0,255 1,121 + 0,25
20 0,220 0,239 1,088 + 0,10 0,213 0,244 1,149 + 0,32 0,225 0,253 1,125+ 0,29
40 0,213 0,226 1,063 + 0,07 0,205 0,245 1,195 + 0,55 0,209 0,253 1,211 £ 0,45
80 0,213 0,229 1,076 + 0,63 0,215 0,245 1,137+ 0,38 0,221 0,254 1,151 +0,23
159 0,188 0,214 1,143 + 0,41 0,238 0,269 1,132 +0,33 0,221 0,249 1,126 + 0,50
318 0,208 0,240 1,153 + 0,24 0,210 0,247 1,174 + 0,08 0,232 0,252 1,086 + 0,38
636 0,219 0,221 1,007 +£ 0,10 0,215 0,254 1,182 + 0,34 0,217 0,261 1,202 +0,21
3c 0 0,209 0,250 1,192 + 0,27 0,216 0,289 1,338 + 0,19 0,223 0,271 1,215 +0,28
0,3 0,212 0,239 1,125 +0,22 0,210 0,250 1,193 + 0,34 0,229 0,277 1,210 + 0,42
0,6 0,207 0,241 1,166 + 0,39 0,234 0,285 1,218 + 0,11 0,226 0,259 1,135+ 0,75
1,2 0,220 0,244 1,110 + 0,45 0,213 0,251 1,176 £ 0,22 0,223 0,261 1,169 + 0,19
2,3 0,216 0,239 1,108 + 0,54 0,197 0,251 1,270 + 0,76 0,208 0,251 1,206 + 0,41
5 0,191 0,209 1,099 + 0,12 0,211 0,245 1,159 + 0,22 0,223 0,256 1,151 +0,28
9 0,215 0,236 1,101 +£ 0,38 0,214 0,256 1,199 + 0,34 0,224 0,245 1,094 + 0,35
19 0,218 0,242 1,111 +0,21 0,209 0,246 1,175+ 0,35 0,228 0,261 1,143 + 0,08
37 0,188 0,206 1,101 + 0,47 0,209 0,250 1,194 + 0,27 0,233 0,256 1,099 + 0,60
75 0,213 0,240 1,127 + 0,59 0,213 0,251 1,178 + 0,28 0,231 0,263 1,141 + 0,23
150 0,211 0,237 1,124 + 0,65 0,224 0,277 1,238 + 0,56 0,222 0,258 1,160 + 0,32
300 0,189 0,206 1,091 +0,18 0,208 0,241 1,158 + 0,37 0,198 0,217 1,098 + 0,71
600 0,216 0,237 1,100 + 0,23 0,209 0,245 1,175 +0,24 0,221 0,257 1,164 + 0,31

®CPRG ile elde edilen sonuclar; her bir deger 3 ayri deneyden elde edilen 12 verinin ortalama ve
standart sapmasini icerir. CPRG, Klorofenol red—p-D-galaktopiranosid; RGA, rolatif B-galaktosidaz
aktivitesi; 3a, 3b, 3c, 3d, 3e, 3f, 3g ve 3h; sirasiyla benzen halkasinda H, CH3, Cl, OCHj3, 4-OH 3-
OCHj;, OC,Hs5, CoHs, NO, gruplarini iceren 2-[(2-nitro-1-feniletil)tiyometillbenzimidazol tlrevi ilag

etken maddeleri
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Cizelge 4.2. devam ediyor

NM2009 NM3009 NM1011
Hiicre Hiicre Hiicre
Konsantrasyon  yogunlugu CPRG RGA+ SD yogunlugu CPRG RGA+SD yogunlugu CPRG RGA+ SD
Kimyasal M) (Asos) (As) Aszo/ Asos (Asos) (As7) Aszo/ Asos (Asos) (As) Aszo/ Asos
3d 0 0,209 0,250 1,192 + 0,27 0,216 0,289 1,338 + 0,19 0,223 0,271 1,215+0,28
0,2 0,218 0,240 1,102 + 0,12 0,214 0,257 1,202 + 0,29 0,217 0,249 1,096 + 0,11
0,4 0,214 0,237 1,107 +£ 0,23 0,224 0,271 1,210 + 0,76 0,226 0,251 1,110 £ 0,39
0,9 0,214 0,246 1,148 + 0,46 0,207 0,242 1,168 + 0,29 0,229 0,275 1,205 + 0,24
1,8 0,241 0,239 0,991 + 0,30 0,216 0,251 1,163 + 0,11 0,222 0,254 1,143 + 0,53
4 0,224 0,240 1,070 + 0,18 0,210 0,243 1,155 + 0,67 0,198 0,226 1,145+ 0,58
7 0,221 0,239 1,082 + 0,15 0,198 0,232 1,174 + 0,45 0,200 0,227 1,137 £ 0,41
14 0,216 0,236 1,092 + 0,55 0,208 0,244 1,178 + 0,45 0,229 0,263 1,153 + 0,56
28 0,217 0,237 1,093 + 0,28 0,213 0,243 1,141 + 0,40 0,222 0,250 1,127 + 0,31
57 0,213 0,240 1,126 + 0,29 0,233 0,286 1,228 + 0,51 0,201 0,231 1,154 + 0,48
113 0,235 0,257 1,094 + 0,27 0,204 0,251 1,231 + 0,68 0,225 0,258 1,146 + 0,36
227 0,222 0,244 1,103 +0,18 0,201 0,246 1,228 + 0,23 0,226 0,253 1,136 + 0,13
454 0,207 0,239 1,152 +0,35 0,207 0,254 1,225 +0,37 0,222 0,258 1,160 + 0,64
3e 0 0,214 0,266 1,248 + 0,27 0,205 0,276 1,349 + 0,42 0,213 0,259 1,217 +0,53
0,3 0,233 0,280 1,206 + 0,12 0,188 0,238 1,271 + 0,35 0,191 0,206 1,080 + 0,24
0,7 0,197 0,229 1,167 + 0,45 0,196 0,244 1,246 + 0,36 0,209 0,242 1,159 + 0,23
1.4 0,218 0,236 1,084 + 0,52 0,205 0,243 1,187 + 0,45 0,216 0,242 1,123 +0,17
2,7 0,223 0,260 1,168 + 0,55 0,203 0,245 1,204 + 0,43 0,208 0,242 1,162 + 0,64
5 0,212 0,240 1,131+ 0,12 0,205 0,242 1,184 + 0,30 0,212 0,242 1,144 + 0,42
11 0,213 0,239 1,122 + 0,53 0,205 0,237 1,156 + 0,11 0,211 0,242 1,147 + 0,13
22 0,210 0,247 1,173 +0,29 0,196 0,247 1,256 + 0,26 0,208 0,234 1,122 + 0,28
43 0,213 0,241 1,133 +0,18 0,206 0,247 1,200 + 0,34 0,217 0,240 1,107 + 0,33
87 0,210 0,260 1,238 +£0,19 0,206 0,242 1,174 + 0,27 0,211 0,239 1,136 + 0,37
174 0,208 0,240 1,154 + 0,68 0,202 0,240 1,189 + 0,40 0,203 0,246 1,214 + 0,69
348 0,209 0,242 1,160 + 0,69 0,196 0,243 1,241 +0,32 0,209 0,239 1,142 + 0,15
696 0,215 0,261 1,213+ 0,33 0,207 0,241 1,162 + 0,36 0,203 0,244 1,202 + 0,68
3f 0 0,214 0,266 1,248 + 0,27 0,205 0,276 1,349 + 0,42 0,213 0,259 1,217 +0,53
0,4 0,206 0,248 1,203 + 0,10 0,201 0,242 1,216 + 0,39 0,208 0,235 1,130 + 0,24
0,9 0,211 0,243 1,151 +£0,29 0,195 0,242 1,237 + 0,56 0,210 0,241 1,148 £ 0,23
1,7 0,208 0,248 1,193 + 0,29 0,198 0,247 1,249 + 0,39 0,203 0,244 1,197 + 0,25
34 0,210 0,242 1,151 + 0,86 0,201 0,245 1,218 + 0,76 0,210 0,238 1,136 + 0,09
7 0,219 0,244 1,116 + 0,66 0,196 0,249 1,270 + 0,55 0,207 0,240 1,160 + 0,30
14 0,207 0,234 1,130 + 0,74 0,207 0,243 1,175 + 0,64 0,233 0,276 1,188 + 0,16
27 0,224 0,265 1,187 +0,12 0,205 0,249 1,212 + 0,46 0,211 0,250 1,183 +0,35
55 0,208 0,244 1,175 +0,53 0,234 0,281 1,203 + 0,60 0,241 0,277 1,150 + 0,22
109 0,206 0,248 1,203 + 0,13 0,202 0,242 1,196 + 0,47 0,200 0,232 1,163 + 0,29
219 0,209 0,238 1,140 + 0,43 0,202 0,243 1,201 + 0,81 0,208 0,236 1,134 +£ 0,35
437 0,223 0,270 1,214+ 0,28 0,212 0,246 1,158 + 0,65 0,221 0,267 1,208 + 0,39
874 0,204 0,243 1,192 +0,21 0,200 0,248 1,240 + 0,73 0,209 0,241 1,152 + 0,66

®CPRG ile elde edilen sonuglar; her bir deger 3 ayri deneyden elde edilen 12 verinin ortalama ve
standart sapmasini igerir. CPRG, Klorofenol red—p—D-galaktopiranosid; RGA, rolatif B-galaktosidaz
aktivitesi; 3a, 3b, 3c, 3d, 3e, 3f, 3g ve 3h; sirasiyla benzen halkasinda H, CH3, Cl, OCHj3, 4-OH 3-
OCHj;, OC,Hs5, CoHs, NO, gruplarini iceren 2-[(2-nitro-1-feniletil)tiyometillbenzimidazol tirevi ilag

etken maddeleri
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Cizelge 4.2. devam ediyor

NM2009 NM3009 NM1011
Hiicre Hiicre Hiicre
Konsantrasyon  yogunlugu CPRG RGA+ SD yogunlugu CPRG RGA+SD yogunlugu CPRG RGA+ SD
Kimyasal M) (Asos) (As) Aszo/ Asos (Asos) (As7) Aszo/ Asos (Asos) (As) Aszo/ Asos
3g 0 0,214 0,266 1,248 + 0,27 0,205 0,276 1,349 + 0,42 0,213 0,259 1,217 +0,53
0,3 0,210 0,243 1,159 + 0,80 0,196 0,246 1,257 + 0,27 0,213 0,241 1,130 + 0,12
0,6 0,239 0,287 1,203 + 0,67 0,202 0,243 1,202 + 0,16 0,205 0,241 1,171 +£ 0,64
1,2 0,210 0,249 1,184 +0,10 0,199 0,245 1,232 + 0,49 0,225 0,265 1,179 + 0,54
2,4 0,215 0,242 1,126 + 0,51 0,205 0,246 1,201 + 0,45 0,208 0,245 1,179 + 0,07
5 0,217 0,248 1,146 + 0,63 0,205 0,244 1,193 + 0,40 0,213 0,245 1,155+ 0,43
10 0,207 0,241 1,166 + 0,10 0,198 0,241 1,216 + 0,59 0,234 0,273 1,170 £ 0,51
19 0,216 0,263 1,217+ 0,22 0,202 0,216 1,069 + 0,43 0,216 0,240 1,114+ 0,33
38 0,207 0,245 1,181 + 0,69 0,201 0,246 1,222 + 0,61 0,229 0,275 1,203 + 0,40
76 0,212 0,241 1,146 + 0,19 0,206 0,238 1,155+ 0,55 0,214 0,242 1,129 + 0,09
153 0,204 0,239 1,174 £ 0,57 0,206 0,242 1,179 + 0,22 0,218 0,242 1,111 £ 0,09
305 0,203 0,246 1,213 + 0,46 0,197 0,236 1,002 + 0,64 0,213 0,234 1,099 + 0,46
610 0,202 0,248 1,225 +0,37 0,202 0,239 1,184 + 0,30 0,214 0,249 1,167 + 0,08
3h 0 0,214 0,266 1,248 + 0,27 0,205 0,276 1,349 + 0,42 0,213 0,259 1,217 +0,53
0,3 0,198 0,242 1,222+0,13 0,223 0,275 1,235+ 0,17 0,221 0,268 1,212 +0,23
0,6 0,200 0,246 1,225+0,38 0,197 0,246 1,252 +0,58 0,208 0,239 1,150 + 0,77
1,1 0,205 0,244 1,188 + 0,56 0,214 0,245 1,148 + 0,63 0,203 0,241 1,185 +0,27
2,3 0,214 0,246 1,153 + 0,50 0,204 0,239 1,174 + 0,73 0,212 0,235 1,110 + 0,79
5 0,206 0,253 1,225 +0,72 0,205 0,244 1,191 + 0,49 0,211 0,240 1,135+ 0,52
9 0,204 0,251 1,231 +0,39 0,204 0,247 1,209 + 0,20 0,208 0,245 1,178 + 0,76
18 0,206 0,247 1,196 + 0,78 0,245 0,289 1,183 + 0,16 0,214 0,250 1,165 + 0,42
36 0,215 0,251 1,167 + 0,47 0,205 0,243 1,185 + 0,46 0,234 0,264 1,129 + 0,10
72 0,211 0,245 1,161 + 0,69 0,202 0,247 1,223 + 0,59 0,215 0,246 1,143 +£ 0,36
145 0,208 0,251 1,206 + 0,38 0,199 0,246 1,236 + 0,56 0,209 0,239 1,149 + 0,10
290 0,213 0,245 1,149 + 0,10 0,201 0,241 1,198 + 0,61 0,206 0,244 1,184 + 0,82
580 0,213 0,245 1,153 + 0,67 0,198 0,247 1,244 + 0,52 0,200 0,236 1,176 + 0,55

®CPRG ile elde edilen sonuclar; her bir deger 3 ayri deneyden elde edilen 12 verinin ortalama ve
standart sapmasini icerir. CPRG, Klorofenol red—p-D-galaktopiranosid; RGA, rolatif B-galaktosidaz
aktivitesi; 3a, 3b, 3¢, 3d, 3e, 3f, 3g ve 3h; sirasiyla benzen halkasinda H, CH3, Cl, OCHj3, 4-OH 3-
OCHj;, OC,Hs5, CoHs, NO, gruplarini iceren 2-[(2-nitro-1-feniletil)tiyometillbenzimidazol tirevi ilag

etken maddeleri
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4.3. B-Metil-B-Nitrostiren Tiirevi ila¢ Etken Maddeleriyle Elde Edilen Umu-
Mikroplak Test Sonuglari

B-Metil-B-nitrostiren tlrevi ilag etken maddelerinin umuC gen ifadesini, CPRG

substrati ile indikleme sonuglari Cizelge 4.3.’de verilmigtir.

B-Nitrostirenler (Sekil 4.7.) cok degisik farmakolojik aktivitelere sahip bilesiklerdir.
Ozellikle antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri dikkat cekicidir (Milhazes et al.,
2006). Bundan baska p-nitrostirenlerin antikanserojen (Pettit et al., 2009),
tirozinkinaz inhibitorta (Wei-ya wang et al., 2007), antiplatelet (Wei-ya wang et al.,
2007), sitokin modulator (Brian et al., 1994), antiviral (Gancedo et al., 1984),
proteinkinaz inhibitdérl (Parang et al., 2002) aktiviteleri literatirde rapor edilmistir.
GoOkge ve arkadaglari tarafindan, B-nitrostirenlerin Michael tipi katilma UrGnlerinin
sentezi yapilarak antibakteriyel, antifungal, antiviral aktiviteleri arastiriimis ve ¢ok

etkili oldugu sonucuna ulasiimistir (Bergin et al., 1995; 1996; Gokge et al., 1996b;

2004; 2008).
@./C H=CH—MNO,

B-Mitrastiren
Sekil 4.7. B-Nitrostiren kimyasal yapisi.

B-Metil-B-nitrostiren tirevi dort ilag etken maddesi (4a, 4b, 4c ve 4d) NM2009,
NM3009 ve NM1011 suglarinda herhangi bir genotoksisite gostermemistir.

Bilich ve arkadaslarn (1970) tarafindan yapilan bir g¢alismada [-nitrostirenlerin
Escherichia coli ve Candida albicans uzerinde antibakteryel ve antifungal
aktiviteleri degerlendirilmigtir. Bagka bir calismada en yUksek antibakteriyel aktivite
4-kloro-B-nitrostiren turevinde goézlenmistir. Bu calismada en az toksik bilesigin

4-bromo-B-metil-B-nitrostiren oldugu belirtiimistir (Gokce et al., 1996).

Montganier ve arkadaslari (1971) tarafindan vyapilan bir ¢alismada
B-nitrostirenlerin sitotoksik ve antitimér aktivite calismalari yapilmistir. in vitro
sitotoksik aktivite ¢alismalari Rous sarcoma ile inkibasyona tabi tutulan hamster

fibroblastlarinda mikroskobik olarak degerlendiriimistir. in vivo antitimor aktivite
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calismalari Krebs Il ascites karsinomada degerlendirilmistir. TUmor tasiyan
farelere bilesigin intraperitonal injeksiyonundan sonra 7. gunde tUumordn
gelismesinin inhibe oldugu goézlenmigtir. Nitro grubunun varligr aktivite igin
gereklidir. Aril c¢ekirdegine diger bir nitro grubunun, alkoksi, halojen veya alkil
gruplarinin katilmasi konakgi Uzerindeki toksisiteyi azaltirken antitUmor aktivitenin

degismemesine ya da artmasina neden olmaktadir.

2009 vyiinda vyapilan bir calismada yeni sinif antikanserojen bilesikler
sentezlenmistir. Bilesiklerin sentezinde p-nitrostirenler ara UGranddr. Bilegsikler
lenfoma, I6semi ve meme kanserlerinde belirgin antiproliperatif etkiler

goOstermiglerdir (Suzanne et al., 2009).

Elektron gekici gruplar ile gifte baglarinin mezomerik olarak aktivasyonu saglanmig
stiren tiirevlerine 20 °C’de etilenimin katilmasinin orani spektrofotometrik olarak
degerlendirilmigtir. B-nitrostiren turevlerinin sitostatik aktivitesi ile katilma orani
arasinda direkt bir iligki gozlenmistir. En yuksek aktivite p-nitro-B-nitrostiren

bilesiginde gbzlenmistir (Gokce et al., 1996).

Gokege’in (1996) yaptigi calismada B-nitrostiren toksisite testlerine tabi tutulmus ve
80-110 mg dozda intravendz olarak verildiginde kullanilan 15 fareden higbiri

Olmemistir.

Zeiger ve arkadaslarinin (1992) yapmis oldugu calismada, B-nitrostirenlerin Ames
testi sonucunda, bizim calismamizda da oldugu gibi mutajenik olmadiklari

saptanmigtir.
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Cizelge 4.3. B-metil-p-nitrostiren tirevi

ilac etken maddeleriyle Salmonella

typhimurium  NM2009,NM3009 ve NM1011 suslarinda CPRG
substratlariyla elde edilen umu-mikroplak test sonuglari®,
NM2009 NM3009 NM1011
Hiicre Hiicre Hiicre
Konsantrasyon  yogunlugu CPRG RGA+ SD yogunlugu CPRG RGA+ SD yogunlugu CPRG RGA+ SD
Kimyasal (M) (Asos) (As0) Asyo/ Asos (Asos) (As7o) Asyo/ Asos (Asos) (As0) Asyo/ Asos
4NQO 0 0,207 0,261 1,262 + 0,30 0,205 0,267 1,302 +0,42 0,214 0,271 1,271 +0,44
1,25 0,206 0,312 1,512 + 0,12 0,213 0,309 1,456 +0,14 0,207 0,309 1,494 +0,21
2,5 0,203 0,481 2,368 + 0,24 0,205 0,490 2,389 +0,15 0,220 0,588 2,673+ 0,26
5 0,199 0,700 3,520 +0,46 0211 0,682 3,228 +0,53 0,198 0,726 3,674+ 0,47
10 0,206 1,168 5,679 + 0,69 0,208 1,266 6,080 + 0,71 0,203 1,304 6,439 +0,77
4a 0 0,207 0,263 1,274+ 0,10 0,208 0,255 1,229+0,11 0,211 0,260 1,233 40,34
1,7 0,194 0,233 1,205 + 0,19 0,189 0,228 1,210 +£ 0,34 0,207 0,253 1,222 +0,17
33 0,194 0,234 1,210 £ 0,51 0,207 0,238 1,1524+0,13 0,210 0,239 1,141 £ 0,10
6,7 0,209 0,226 1,082 +0,38 0,210 0,244 1,162 + 0,11 0,211 0,244 1,157+ 0,22
133 0,201 0,229 1,142 40,12 0,209 0,223 1,066 + 0,13 0,208 0,239 1,147+ 0,72
27 0,208 0,234 1,125 + 0,88 0,210 0,248 1,185+ 0,15 0,210 0,257 1,223 + 0,89
53 0,201 0,236 1,175+ 0,10 0,206 0,236 1,142 + 0,62 0,205 0,238 1,161 +£0,32
107 0,210 0,232 1,108 + 0,42 0,208 0,243 1,170 + 0,88 0,207 0,240 1,161 + 0,69
213 0,201 0,230 1,148 + 0,09 0,206 0,233 1,132+ 0,55 0,209 0,255 1,220+ 0,32
426 0,201 0,236 1,175+ 0,10 0,208 0,235 1,131 +£ 0,09 0,207 0,241 1,161 + 0,52
852 0,198 0,233 1,180 £ 0,11 0,209 0,254 1,215+ 0,54 0,208 0,236 1,137+ 0,58
1704 0,199 0,245 1,236 +£ 0,12 0,208 0,248 1,196 + 0,78 0,217 0,229 1,054 +£ 0,28
3408 0,202 0,237 1L171+0,14 0,212 0,238 1,120 + 0,54 0,207 0,237 1,141 40,78
4b 0 0,207 0,263 1,274 £ 0,10 0,208 0,255 1,229+ 0,11 0,211 0,260 1,233 +£0,34
1,1 0,223 0,265 1,188 +£0,33 0,197 0,238 1,208 £ 0,18 0,231 0,260 1,195+ 0,21
23 0,196 0,235 1,202+ 0,10 0,203 0,245 1,205 + 0,86 0,206 0,234 1,131+ 0,28
4,6 0,201 0,232 1,154 + 0,68 0,204 0,244 1,194 + 0,51 0,205 0,235 1,145+ 0,61
9,2 0,198 0,235 1,186 + 0,10 0,209 0,240 1,144 +£ 0,78 0,208 0,234 1,126 +£ 0,46
18 0,206 0,242 1,176 £ 0,12 0,205 0,241 1,174 £ 0,49 0,206 0,240 1,170 £ 0,08
37 0,209 0,235 1,125 + 0,60 0,232 0,280 1,208+ 0,14 0,211 0,246 1,164 + 0,54
74 0,200 0,235 1,172 + 0,87 0,212 0,240 1,130+ 0,11 0,209 0,254 1,215+ 0,28
147 0,201 0,240 1,195+ 0,81 0,204 0,246 1,207 +£ 0,10 0,205 0,240 1,170 £ 0,11
294 0,199 0,237 1,192+ 0,17 0,212 0,246 1,160 + 0,12 0,209 0,239 1,140 + 0,14
589 0,204 0,233 1,143 40,14 0,207 0,242 1,165 + 0,09 0,211 0,244 1,156 + 0,09
1177 0,206 0,234 1,135+0,72 0,205 0,241 1,175+ 0,59 0,211 0,238 1,128 + 0,62
2354 0,206 0,236 1,147 £ 0,75 0,203 0,239 1,181+ 0,81 0,209 0,235 1,122 +£ 0,65
4c 0 0,207 0,263 1,274 + 0,10 0,208 0,255 1,229+ 0,11 0,211 0,260 1,233 + 0,34
1,4 0,221 0,267 1,211 +£0,35 0,216 0,259 1,200 + 0,23 0,194 0,225 1,159 £ 0,21
2,8 0,203 0,241 1,190 +£ 0,10 0,209 0,250 1,198 £ 0,11 0,215 0,243 1,129 + 0,40
56 0,201 0,232 1,153 + 0,45 0211 0,241 1,142 40,12 0,209 0,239 1,144+ 0,55
11,0 0,211 0,235 1,115+0,10 0,206 0,252 1,223 +0,78 0,198 0,238 1,202 + 0,10
22 0,194 0,234 1,208 + 0,88 0,205 0,240 1,171+ 0,10 0,210 0,243 1,156 +£ 0,59
45 0,202 0,233 1,154 + 0,11 0,217 0,239 1,105 + 0,84 0,211 0,247 1,171 + 0,57
90 0,205 0,237 1,153 40,10 0,210 0,242 1,152 + 0,66 0,206 0,243 1,179+ 0,10
180 0,208 0,236 1,139+ 0,39 0,214 0,251 1,174 +£ 0,62 0,209 0,244 1,168 + 0,64
360 0,196 0,238 1,216 £ 0,10 0,216 0,246 1,129 40,10 0,202 0,250 1,237 £ 0,64
720 0,202 0,240 1,189 £ 0,12 0,212 0,249 1,176 + 0,46 0,205 0,239 1,162 + 0,63
1439 0,196 0,233 1,188 +0,11 0,210 0,238 1,135+ 0,31 0,207 0,234 1,132+ 031
2879 0,201 0,234 1,165 + 0,50 0,210 0,244 1,165 + 0,83 0,207 0,243 1,170 + 0,14

°CPRG ile elde edilen sonuglar; her bir deger 3 ayri deneyden elde edilen 12 verinin ortalama ve
standart sapmasini igerir. CPRG, Klorofenol red—p—D-galaktopiranosid; RGA, rélatif p-galaktosidaz
aktivitesi; 4a, 4b, 4c ve 4d; sirasiyla benzen halkasinda H, CH3;, CH;0O ve CI gruplarini iceren -metil-
B-nitrostiren tlrevi ilag etken maddeleri
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Cizelge 4.3. devam ediyor

NM2009 NM3009 NM1011
Hiicre Hiicre Hiicre
Konsantrasyon  yogunlugu CPRG RGA+ SD yogunlugu CPRG RGA+ SD yogunlugu CPRG RGA+ SD
Kimyasal ©M) (Asos) (As) Aszo/ Asos (Asos) (As7) Aszo/ Asos (Asos) (As) Aszo/ Asos
4d 0 0,207 0,263 1,274 + 0,10 0,208 0,255 1,229+ 0,11 0,211 0,260 1,233 + 0,34
2,1 0,221 0,269 1,215+ 0,34 0,215 0,261 1,213 + 0,34 0,223 0,268 1,205 + 0,13
4,1 0,198 0,237 1,198 £ 0,15 0,210 0,252 1,200 + 0,82 0,209 0,235 1,125+ 0,67
8,2 0,196 0,232 1,184 +0,12 0,214 0,238 1,113+ 0,33 0,212 0,231 1,090 + 0,45
16,5 0,197 0,231 1,170 + 0,37 0,214 0,234 1,160+ 0,13 0,200 0,238 1,186 + 0,11
33 0,201 0,228 1,135+0,10 0,215 0,237 1,104 +£0,73 0,216 0,235 1,089 + 0,67
66 0,202 0,239 1,184 +0,17 0,210 0,235 1,118 £ 0,48 0,207 0,236 1,140 £ 0,19
132 0,218 0,269 1,233 +0,71 0,208 0,241 1,155 + 0,09 0,214 0,235 1,099 + 0,85
264 0,200 0,235 1,176 + 0,85 0,214 0,239 1,115+0,13 0,210 0,241 1,143 +0,79
527 0,209 0,238 1,141 + 0,21 0,200 0,237 1,183 + 0,63 0,206 0,235 1,143 + 0,50
1055 0,211 0,243 1,152 +£ 0,67 0,212 0,248 1,168 + 0,12 0,206 0,242 1,173 £ 0,58
2110 0,200 0,233 1,163 +0,11 0,211 0,237 1,124 + 0,13 0,217 0,236 1,085 + 0,34
4219 0,196 0,233 1,189 + 0,10 0,204 0,241 1,177 40,33 0,213 0,240 1,128 + 0,14

°CPRG ile elde edilen sonuglar; her bir deger 3 ayri deneyden elde edilen 12 verinin ortalama ve
standart sapmasini igerir. CPRG, Klorofenol red—p—D-galaktopiranosid; RGA, rélatif p-galaktosidaz
aktivitesi; 4a, 4b, 4c ve 4d; sirasiyla benzen halkasinda H, CH3;, CH;0O ve CI gruplarini iceren -metil-
B-nitrostiren tlrevi ilag etken maddeleri

Sonug¢ olarak, yeni bir ila¢ geligtirilirken, piyasaya sunulmadan once degisik

acllardan arasgtirmalara gereksinim vardir.

Umu-mikroplak

test

sisteminin

uygulandigi bu calismadan elde edilen sonuglar, calisilan 20 adet ilag etken

maddesinin kullanima sunulmadan onceki klinik 6n degerlendirmelerinde, ise

yarayacak onemli verilerdir.
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