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Bu c¢aligmada, antibakteriyal, antifungal, antiinflamatuar, analjezik ve
antitimor etkileri bilinen ve bir ilag 6nciil maddesi olarak sentezlenen 2-siibstitiie
fenil benzotiyazolin BT-3, BT-10, BT-15, BT-18 ve BT-26 kodlanyla
isimlendirilen 5 tiirevinin cesitli dozlardaki olast mutajenik aktivitesi bakteriyal ve
hiicre kaltirii testleri ile arastinlmugstir. Bakteriyal yontem olarak kullanilan
Salmonella mikrozom testi sonuglarina goére fenil halkasina orto ve para
konumunda nitro grubu bagli BT-18 ve BT-26 kodlu benzotiyazol tiirevleri
metabolik aktivasyon enzimlerinin bulundugu ve bulunmadig kosullarda oldukga
etkili mutajenik aktivite gostermistir. Diger yandan test maddelerinin insan
lenfosit kaltiiri kromozomlarinda kardes kromatid degisimini BT-3, BT-15 ve
BT-18 kodlu tuirevlerin 48 saat uygulanan 300 pg/ml’lik dozlar ile anlaml dlgiide
arttirdigr tesbit edilmistir. Aymi hiicreler lizerinde yapilan kromozom bozulma
analizinde bazi maddelerin birka¢ dozunda ¢oziicii kontrole gore yiiksek ¢ikan
degerler elde edilmistir. Ayrica benzotiyazol tlrevlerinin lenfosit hiicrelerinin
replikasyonu ve mitoz boliinme indekslerini ¢ok dnemli dlgiide diisiirerek hiicre
dongisiinii  engelleyici antimitotik etkileri belirlenmistir. Bu verilere gore test
edilen benzotiyazol tiirevlerinin, farkli test sistemi ve organizmalar igin farkli
mutajenik aktivite gosterebilecegi ve mutajenik etkinin fenil grubuna baglh R yan
grubunun ozelligine gore degisebilecedi sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler : Mutajenite, Ames, SCE, CA, RI, benzotiyazol
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In this study, possible mutagenic activity of 5 derivatives of 2-substitue
phenyl benzothiazole which are classified in BT,3 B-10, BT,15, BT-18 and BT 26
codes whose antibacterial, antifungal, antiinflamatuar, analjesic and antitumor
effects are known are synthesized as a prodrug substance, were investigated by
using bacterial and cell culture tests. According to the result of Salmonella
microsome test which is used as bacterial method, BT-18 and BT-26 coded
benzothiazole derivatives whose phenyl rings possess nitro group in orto and para
positions, showed fairly effective mutagenic activity in circumstances with and
without metabolic activation. On the other hand, it was determined that BT-3, BT-
15 and BT-18 coded derivatives increased sister chromatid exchange in
chromosomes of human lymphocyte culture after 48 hours when applied as 300 pg
/ml doses. In chromosome aberration analysis of the same cells, higher values
were obtained from several doses of some substances in respect to solvent control.
Besides, it was determined that benzothiazole derivatives decreased replication
and mitotic index of lymphocyte cells considerably and prevented cell cycle,
According to this data, it was concluded that tested benzothiazole derivatives may
show different mutagenic activity for different test system and organisms and
their mutagenic effects may be changed regarding to property of R-group bounded
to their phenyl ring.

Key words : Mutagenicity, Ames, SCE, CA, RI, Benzothiazole
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1. GIRIS

Teknolojik gelismelerin insan yasamina sundugu, fiziksel ve kimyasal ajanlarin
da dahil oldugu ¢ok sayida gevresel faktér, saglik agisindan tehlike olusturma
boyutundadir ve insamin genetik butiinligiini tehdit etmektedir. (Jagetia ve.ark.
2001). Gunlik yasama Onemli Ol¢iide giren X-igmnlan, y (gamma) isinlar,
televizyon, telsiz telefon, mikrodalga firin, radyoaktif atiklar, niiklear silahlar ve
santraller gibi radyasyon kaynaklarinin hatali ya da koti amaglarla kullaniminin,
biyolojik sistemlere zarar verdigi kamtlanmistir (Vijayalaxami ve Tice 1992).
Buna kargin pek c¢ok genetik¢i mutajen kimyasallarin, radyasyondan ¢ok daha
zararh olduguna inanmaktadir. Ciinkii radyasyon kaynagin tespit etmek, miktarim
6lgmek ve korunma 6nlemi almak olast iken, ayni anda uzun siireli olarak, birgok
kompleks kimyasal madde kangmmna maruz kalan bireylerin ugradigi zarann
analizi ¢ok daha zor olmaktadir. Diger yandan kimyasal mutajen kaynaklan
siursizdir. Clinki farkh alanlarda, her gesit kimyasal madde tretilerek kullanima
sunulmakta ya da gevrenin bir pargasi halini almaktadir.

Kimyasal maddelerin olast mutajenik aktivitelerini aragtiran ik
caligmalar ikinci diinya savagindan hemen sonra bir grup kimyasal tizerinde
yapilmus ve ilk olarak mustard gazimin etkili bir mutajen oldugu tespit edilmistir.
Ardindan dinyamin hemen her yerinde yapilan deneylerle, dier bazt kimyasallara
dikkat cekilmistir. 1972 yilinda yapilan bir arastirmada yiyecekleri renklendirme,
koruma ve dier amaglarla kullanilan 2500 kadar katki maddesi oldugu tespit
edilmigtir. Yiyeceklere bulasarak wviicuda giren pestisitler ve c¢esitli amaglarla
kullanilan ilaglar iizerinde durulmustur ve bu sayede pek ¢ok mutajenite test
sistemi gelistirilmistir (Pai 1985).

1976’da Cevre Koruma Birligi (Environmental Protection Agency =
EPA), “mutajenite test yontemlerinin gozden gegirilerek secilmesi (Gene-Tox)”
konulu bir programa baslamistir. Benzer kuruluslanin varh@ ile toplumlar
kimyasal ¢evre Kkirliliginin biyolojik etkileri hakkinda bilgi edinmigler ve
duyarliik kazanmuglardir (Pai 1985). 1980’li yillarin baginda yeni ve ilging bir
aragtirma algm olarak gelismeye baslayan gevresel mutagenesis calismalan ile
insandaki gesitli patolojik olgulardan, somatik hiicre mutasyonlarnin sorumlu

oldugunu ileri sijfjilmigtiir. Bu hastaliklar icinde, atherosiklerotik plaklar, senile



katarakt, safra kesesi hastalifi, gastro-intestinal metaplasis ve ilser yer
almaktadir. Aym arastirict yitksek organizmalardaki yaglanma mekanizmasinda ve
kanser hastalifinda da gevresel faktorlerin neden oldugu mutasyontanin énemli rol
oynadigini vurgulamistir (Hartman 1983, Hartman ve Aukerman 1986 ).

Mutajenlerin etki mekanizmas: kesin olarak aydinlatildiktan sonra belirli
cevresel mutajenlerin insanda kansere sebep olabilecedi siiphesi dogmustur.
Mutajenite ve karsinojenite arasindaki iligkiyi arastiran bir ¢aligma ile bilinen 175
karsinojenik maddenin 157’sinin aym zamanda mutajen oldugu ve karsijonite ve
mutajenite arasinda %90 oraminda bir baglanti oldugu ileri strilmistir. Bu
ajanlarin, hiicrelerde somatik mutasyonlant uyararak kansere neden olmasi,
kanserin somatik mutasyon teorisiyle bagdasmaktadir (Griffiths ve ark. 1996).

Giiney Afrika ve Dogu Asya’da c¢ok yaygin olarak gorilen karaciger
kanseri ile bu bolgelerde yiiksek oranda maruz kalinan Aflotoksin B, arasindaki
iligki aragtimlmigtir. Sonugta Aflotoksin B, in neden oldugu baz ¢ifti
mutasyonunun karaciger kanserli hastalarin p53 genindeki mutasyonla aym
oldugu goriilmiis ve bu mutasyon tipi bolgedeki karaciger kanserinin temel nedeni
olarak degerlendirilmistir. Aym baglanti, deri kanseri hastalarimun p53 genindeki
T:C dimerleri ile, UV radyasyonunun neden oldugu pirimidin dimer olusumu
seklindeki mutasyonlar arasinda da kurulmaktadir (Griffiths ve ark. 1996).

Modern ¢evre bireyleri, gelisen teknoloji geregi ¢ok genis spektrumlu
kimyasal madde cesitlerine maruz birakmaktadir. Ancak her hafta yiizlerce yani
kimyasal triin piyasada yerini almaktadir ve bunlann insan kullanimina
sunulmadan énce genotoksik potansiyel agisindan test edilmesi gerekmektedir. Bu
nedenle kisa zamanli in vitro test sistemlerinin kullanilmas: oldukga avantajli olup
yaygin olarak bir ¢ok laboratuvarda uygulanmaktadir. Mutajenite test sistemleri
icinde, kisa zamanli bakteriyal testler daha basit, hizli ve ekonomik olmalan
nedeniyle genel kabul g6rmekte, genotoksik ajanlann, taranmas: ve yasal
uygulamalann yapimasinda o6nemli rol oynamaktadir (Lelie ve ark. 1997).
1973’ten bu yana gelistirilen kisa zamanh bakteriyal testler iginde en &nemli
olanlari Ames (Salmonella/Mikrozom) test, SOS (umu) test’tir.

Bakteriyal testler, prokaryotik hiicrelerdeki 6zgiil mutasyonlan belirleme
ozelligine sahip oldugu igin, genis capl genetik hasarlan ve DNA’si



kromozomlarda organize olmus daha yiiksek yapili organizmalardaki genetik
degismeleri belirlemede yetersiz olmaktadir (Gatehouse ve ark. 1990). Aym
zamanda diploit Okaryotlann tireme hiicrelerindeki kalitsal genetik riskleri
saptamada da givenilir sayilmazlar. Bu nedenle genellikle memeli hiicrelerinin
kullanildig1 in vivo ve in vitro test yontemleri gelistirilmistir. Bunlar arasinda
kromozom diizeyindeki genetik hasarlan saptayabilen, kromozom aberasyon
(CA), kardes kromatid degismeleri (SCE) ve mikronukleus (MN) testi gibi
sitogenetik metodlar ve DNA’daki daha kiigiik boyutlu hasarlari belirleyen
hipoksantin guanin fosforibosil transferaz (HPRT) gibi gen mutasyon testleri
bulunmaktadir (Gatehouse ve ark. 1990).

S6zii edilen yontemlerin timii sozkonusu olasit mutajenik etkileri
saptamak amaciyla, bagimsiz (Wu ve ark. 2000) ya da birkagi birlikte
(Gasiorowski ve ark. 2001, Alejandro ve Bianchi 2001) kargilagtirmali olarak
kullanilmaktadir. Bir testte pozitif olan digerinde negatif olabilir ya da degisik
mutasyona neden olabilmektedir. Ornedin, bir tren kazasi sonucu mutajenik ve
karsinojenik ozellikleri bilinen atmosferik vinil kloriire maruz kalan insan
populasyonundan 2 yil ara ile alinan kan ornekleri ile yapilan HPRT testinde
mutajenik etki saptanmazken, kromozomlar {izerinde olduk¢a 6nemli klastojenik
etki olustugu CA testi ile gosterilmistir ( Becker ve ark. 2001 ).

Bu testlerin son yillardaki en 6nemli kullamim alanlanindan biri, gevresel
ya da mesleki olarak belirli ajanlara sirekli maruz kalan bireylerin genetik
yapilarinin izlenmesi ve hasar tipinin belirlenmesidir. Gomez-Arroyo ve ark.
(2000)’min yaptig1 bir cahsmada, pestisitlere strekli maruz kalan bir grup
Meksikali tanim is¢isinin lenfosit ve agiz epitel hiicrelerindeki genotoksik etki
SCE ve Mikroniikleus testleri ile arastinlmug ve kontrol grubuna gore onemli
dlciide SCE ve mikroniikleus olusumu gozlenmistir. Bir baska galisma Israil’de,
yine pestisitlere maruz kalan sera isgileri tizerinde yapilmus ve bu is¢ilerdeki SCE
sikhigimin 6nemli olgiide arttigi gosterilmigtir (Shaham ve ark. 2001). Taiwan’daki
kaynak iscilerinin maruz kaldigi kromun genotoksik etkileri SCE testi ile (Wu ve
ark. 2000), Hindistan’daki ¢imento fabrikas: isgilerinin etkilendigi c¢imento
tozunun sitogenetik etkileri de CA testi ile (Fatima ve ark. 2001) arastinlmis ve

her iki cahismada da pozitif sonuglar elde edilmigtir.



Testlerin diger bir kullamm alami da gevresel kaynaklardan izole edilen
kirletici ajanlanin mutajenik etkilerinin aragtinilmasidir. Bir ¢aligmada lastik
endistrisindeki havadan izole edilen kimyasal ajanlarin analizi yapilmig ve
genotoksik etkilei Ames ve Comet testi ile endiistride solunan havada ¢ok
kuvvetli mutajenlerin bulundugu saptanmustir (Monarca ve ark. 2001). Aym
mantikla su kaynaklarinin kirliligine sebep olan etkenlerin izole edilip mutajenik
etkilerinin arastirildigi benzer caligmalar da bulunmaktadir (Park ve ark. 2000,
Lemos ve Erdtmann 2000).

Genotoksisite testlerinin 6nem kazandigi aragtirma konularindan biri de
sentez edilerek farkli alanlarda kullanima sunulan ya da sunulacak olan, kimyasal
bilegiklerin mutajenik/karsinojenik potansiyellerinin ya da antimutajenik /
antikarsinojenik ozelliklerinin tespit edilmesidir. Laffon ve arkadasglani (2001),
polistren plastik, polyester ve reaine yapiminda ticari olarak kullamlan ve
aromatik bir koku olan strene-7,8, oxid’in genotoksik etkisini SCE, MN ve Comet
testi ile aragtirmuglar ve bu maddenin her 3 testte de mutajenik etkili oldugu
sonucuna varmuglardir. Bigatti ve arkadaglan (1998) tarafindan, psikofarmakolojik
ilag tedavisi goren Kkisilerin lenfositlerinde SCE ve CA olusumunun kontrol
grubuna gore yitksek oldugu rapor edilirken, bagka bir ¢aligmada antipsikotik bir
ilag olan fluphenazinin antimutajenik etkili oldugu Ames test ve sitokinez bloke
mikronukleus (CBMN) yontemi ile gosterilmistir (Gasiorowski ve ark. 2001). Bir
antimikrobiyal ilag olan trimethoprim’in ise in vifro insan lenfosit kiiltiriinde
uygulanan SCE ve MN testlerinde genotoksik potansiyel sergiledigi bildirilmistir
(Abou-Eisha ve ark. 1999). Benzer sekilde, uzun siireli olarak antibiyotik ilag olan
furagin tedavisi géren bir grup hastamin lenfosit kromozomlanindaki genotoksik
etki testleri, CA olusumu bakimindan negatif iken, SCE olusumu yoniinden

pozitif sonuglar vermistir (Slapsyte ve ark. 2001).



1.1. GENETIK ETKILER (Genotoksisite)
Toksik maddelerin genetik materyal ile etkilesimi ve bynun sonucunda
meydana gelen mutasyon gesitleri, kromozom seviyesinde ya da molekiiler

seviyede olmak tizere iki farkli mekanizma ile aciklanmaktadir.

1.1.1. Kromozom seviyesinde meydana gelen mutasyonlar
1.1.1.1. Andploidizasyon

Bazi toksik maddelerin normal kromozom setinde bir ya da birkag
kromozomun eksilmesi ya da eklenmesiyle sonuglanan anoploidizasyona neden
olduklan gosterilmistir (Torous ve ark. 1998). Andplodi hayvanlarda ¢ogu kez
olimciildir, bu nedenle memelilerin 6lii dogan fetislerinde saptanabilmektedir
(Russell 1998). Bolinme olaylarinda kromozomlarin esit olarak yavru hiicrelere
gecmesi icin;, sentriollerin dogru pozisyon almasi, kromozomlarin metafazda
dogru sekilde yerlesmesi ve ig iplikgiklerinin olusumu gereklidir. Bu siiregte,
herhangi bir etkene maruz kalma ve yaslanma kromozom sayisinda bir
degisiklikle sonuglanabilir (Given 1999). Mitoz sirasinda kardes kromatidlerin,
mayozda ise homolog kromozomlann, diizensiz ve esit olmayan paylaginu
sonucunda olugan hiicre gekirdeklerinden biri normalden ¢ok, digeri de az sayida
kromozoma sahip olmaktadir. Yapilan bir arastirmada insan prostat kanserinin
tedavisinde antineoplastik ilag olarak kullamlan “estramustin”nin, insan
lenfositlerinde andploidi’ye sebep oldugu gosterilmistir (Migliore ve ark. 1998).

Anoplodinin biitin formlarn mayoz sonrasi ciddi sonuglar dogurur.
Memelilerde X kromozomunun aktivasyonundan dolayi, seks kromozomlarindaki
andplodizasyon, otozomlarda olandan ¢ok daha sik gorilmektedir. Insanda
otozomal monosomi (2n-1) ¢ok nadir olarak, gelisemeden oOlen embriyolarda
goriilmektedir (Russell 1998). Buna kargin fetal 6limlere sebep olan andploid
anomalinin yarisimi, otozomal trisomi (2n+1) olusturmaktadir. Sadece birkag
otozomal trisomi tipinde canli dogumlar goriiliir, ancak bunlarin ¢ogunda erken
olim meydana gelmektedir. Sadece 21. kromozomun trisomisi olan Down
sendromunda bireyler yetiskinlik ¢agina gelebilmektedir (Griffiths ve ark. 1996).
Down sendromlu bireylerin, gesitli mutajenlere ve radyasyona ¢ok hassas olmalan

nedeniyle, malignant hastaliklara yakalanma risklerinin yiiksek oldugu



belirtilmigtir. Bu kamy: destekleyen bir c¢alijmada, Down sendromlu yeni
doganlanin lenfositlerine, in vitro olarak  uygulanan mavi ve yesil 1sik
fototerapisinin, SCE olusumunu saglikli bebeklere gore daha fazla arttirdig:
gosterilmigtir (Wu ve ark. 1996). Insan populasyonunda goriilen cesitli anoploid

anomaliler Cizelge 1.1.’de 6zetlenmistir.

Cizelge 1.1. Insan populasyonunda gériilen andploid anomaliler (Russell 1998).

Kromozomlar Sendrom Dogumda goriilme
siklig:

Otozomlar

Trisomik 21 Down 14.3/10.000

Trisomik 13 Patau 2/10.000

Trisomik 18 Edwards 2,5/10.000

Seks Kromozomu ( Kadin)

X0, monosomik Turner 4/10.000

XXX, trisomik Yasayabilir 14,3/ 10.000

XXXX, tetrasomik « «

XXX, pentasomik « =

Seks Kromozomu (Erkek)

XYY, trisomik Normal 25/710.000

XXY, trisomik Klinefelter 40 /10.000

XXYY, tetrasomik =

XXXY, tetrasomik «

1.1.1.2, Klastogenesis

Bazi genotoksik etkenlerin, ozellikle de alkilleme ozelligine sahip
ajanlarin, kromozomlarda parga kayby, ilavesi veya yer degistirmesi seklinde etkili
olduklant bilinmektedir. Bu olay “klastojenesis”, neden olan faktorler de
“klastojen” olarak bilinmektedir (Friedberg ve ark. 1995). Kromozomlardaki
yapisal degisiklikler, kromatid kollarnda meydana gelen kinlmalardan
kaynaklanmaktadir. Kinlmanin olustugu yere, kinlma tipine, sayisina ve kirlan
parcalanin tekrar birlesme ozelligine gore, ¢ok gesitli kromozom mutasyonlarn
meydana gelebilmektedir (Giiven 1999, Pai 1985). Kromozom mutasyonlari,
“kromozom aberasyonlari” olarak da bilinmektedir.



Bir sonraki nesil hiicrelere aktarilmayan yapisal kromozom
degisiklikleri; kromatid ve kromozom kollarindaki bosluklar (gap), kromatid
kirilmalann  (fragment), kromatid uglanmin birlegsmesi (sister union), halka
kromozom olusumu (ring) ve disentrik kromozomlan kapsamaktadir. Servix,
meme, tiroid ve akciger kanseri olan hastalann lenfositlerinde, spontan klastojenik
etkiyi arastiran bir ¢aliymada, gap, kromozom ve kromatid tipi kinklar,
translokasyon ve disentrik kromozom gibi aberasyonlarin, kontrol grubuna gore
onemli Olgiide yiiksek oldugu tesbit edilmistir. Tum gruplarda goézlenen gap,
kromozom ve kromatid tipi kiriklarin, meme kanserli hiicrelerde en yiiksek degere
ulasti®n vurgulanmustir  (Sobti ve ark. 1991). Yeni sentezlenen bir akridin
tiirevinin, insan lenfositlerinde, 6zellikle kromatid gaplarina sebep oldugu (Ferenc
ve ark. 1999), bir antitlimér antibiyotik olan, streptonigrin’in ise disentrik, halka,
kirlma ve gap tipinde kromozom ve kromatid hasarlarina yol agtig bildirilmistir
(Bolzan ve Bianchi 2000 ).

Bir sonraki nesil hiicrelere aktarilan sabit degisiklikler ise delesyon,
duplikasyon, inversiyon, tranlokasyon olmak iizere 4 sekilde meydana
gelmektedir (Griffiths ve ark. 1996, Russell 1998). Delesyonun, 1s1, radyasyon,
viriisler, kimyasallar, transposibil elementler ya da hatali rekombinasyon gibi
ajanlarin neden oldugu kromozom kingndan parca kopmasiyla meydana geldigi
bildirilmigtir (Bolzan ve Bianchi 2001). Ayrica kromozomal delesyonlarn,
ozellikle meme kanserinde goriilen patolojik bir gosterge oldugu da bilinmektedir
(Popescu ve Zimonjic 1997).

Bir kromozom segmentinin kromozom iizerinde ¢ift olarak tasinmasi
seklinde olusan “Duplikasyon™ gen ailelerinin evriminde 6nemli bir role sahiptir.
Omegin hemoglobin molekiilii iki altiinitenin herbirinden iki kopya igermektedir
(Russell 1998, Gardner ve ark. 1991). Inversiyon, kromozomdan kopan bir
parcanin 180 derece ters donerek koptugu bolgeye tekrar baglanmasidir. Inverte
olan segment, sentromer igeriyorsa “perisentrik inversiyon”, igermiyorsa,
“parasentrik inversiyon” olarak adlandinilir (Griffiths ve ark. 1996).

Kromozom segmentlerinin ve igerdikleri gen dizilerinin pozisyon
degisikligi ile karakterize edilen ftranslokasyon tipi mutasyonda, genetik
materyalde bir kazang ya da kayip olmamaktadir. Bir kromozom segmetinin ayni



kromozom tizerindeki konumunun degisimi ile (intrakromosomal translokasyon )
ya da kromozom segmentinin homolog olmayan baska bir kromozoma transferi
(inter kromozomal translokasyon) seklinde meydana gelmektedir. Bir polimeraz
inhibitérii olan, 3 aminobenzamid’in, Chinese hamster hiicrelerinde (Dominguez
ve ark. 2000), gama radyasyonunun ise, fare polikromatik ve normokromatik
eritrosit kromozomlarinda translokasyona sebep oldugu (Sorensen ve ark. 2000)
tesbit edilmigtir. Interkromozomal translokasyonda iki kromozom arasinda
kargihkli parca de8isimi so6z konusu ise olusan mutasyon, resiprokal
translokasyon’dur. Yapilan aragtirmalarda, bu mutasyon tipinin onkogenleri aktif
hale getirerek, pek ¢ok kanser olgusunda etkili oldugu bulunmustur. Popescu ve
Zimonjic (1997) l6semi ve lenfoma tiirii kanserlerde, yaygin olarak translokasyon
tipi mutasyonun goérildiigiinii bildirmistir .

Fiziksel mutajenlerden, iyonize radyasyonun DNA ipliginde kirilma,
kopma ve translokasyonlara yol agtifn (Lazuka ve ark. 1999) gosterilmis,
kimyasal bilesiklerden, merkiiri ve kursun gibi agir metaller, organik stren,
formaldehit, fenol, benzopren, inorganik siilfir, nitrojen oksit, hidrojen ve
amonyum florit gibi gevresel ajanlanin (Lazuka ve ark 1999) ve kirleticilerin
(Fender ve Wolf 1998) de benzer ve disentrik kromozom, asentrik fragment gibi
farkh etkilere sahip oldugu vurgulamistir. Antiklastojenik etkenleri belirlemeye
yonelik bir galigmada da, vitamin D3’iin lenfoma tiri kanserli farelerde CA ve
SCE olusumunu baskilayarak, timor gelisimini yavaglattig ileri strilmistir
(Sarkar ve ark. 2000).

1.1.2. Molekiiler diizeyde meydana gelen mutasyonlar

Molekiiler diizeyde genlerin DNA dizilerinde meydana gelen mutasyonlar,
kendiliginden olugabildigi gibi (spontan mutasyonlar), bazi fiziksel ya da
kimyasal ajanlarla uyarilarak da gergeklesebilirler (indiklenen mutasyonlar)
(Bolsover ve ark. 1997, Griffiths ve ark. 1996, Friedberg ve ark. 1995).

Genellikle bir baz ¢iftinin etkilendii nokta mutasyon tipleri diisitk oranda
spontan olarak meydana gelebilmektedir. Okaryotlarda spontan mutasyon oram
jenerasyondaki gen basina 10* -10° iken, bakteriler ve fajlarda 107 -107
civarindadir. Spontan mutasyonlar, DNA replikasyonundaki hatalardan, DNA'



daki spontan kimyasal degismelerden (tatomerik deisim ya da metilasyon),
genlerdeki kinlmalardan ve transposibil genetik elementlerin  haraketinden
kaynaklamr. Cogunlugu hiicresel onanim mekanizmalariyla -dizeltilebilir olan
spontan mutasyonlarin birikiminin, kanser olgusunda 6nemli roli oldugu da
bilinmektedir (Simpson 1997 ).

Kisa ve gorinir igtktan daha yiksek dalga boylan igeren
elektromanyetik spektrumun bir kismui iyonize radyasyon (x 1gin1, kozmik iginlar)
ve diger kismu iyonize olmayan radyasyon (UV isig1) seklinde, ¢ogunlukla
pirimidin dimeri olusumuna neden olurlar (Katsifis ve ark. 1996, Otoshi ve ark.
2000). Alkilleyici ajanlar ve nitroz asiti gibi bazi kimyasal bilesikler, hem replike
olan, hem de olmayan DNA {izerinde mutajen etkili iken, akridin boyalari ve baz
analoglan gibi kimyasallar, sadece replike olan DNA ile etkilesime girebilirler
(Gardner ve ark. 1991). Kimyasal mutajenlere iligkin aynntili bilgi 1.4'de
verilmektedir.

Spontan olarak ya da indiiklenerek, bir genin genomdaki sayist ve
kromozom tuzerindeki yeri degigmeksizin, yapisi degisebilmektedir. “Gen
mutasyonu” ya da “nokta mutasyon” olarak bilinen mekanizma temel olarak ii¢
sekilde meydana gelmektedir:

1-Transisyon : DNA zincirindeki bir piirin ya da pirimidinin, baska bir
piirin ya da pirimidin ile yer degistirmesidir. 4 sekilde olabilmektedir. Hiicre
siklusunun herhangi bir sathasinda meydana gelebilir. Adenin ve sitozin bazlamn,
nitroz asit gibi bir ajanla deamine edildiinde, adenin hipoksantine, sitozin ise
urasile doniisiir. A:T’nin G:C’ye degisimi ile ikinci replikasyon sirasinda
mutajenik bir transisyon olugabilir. Mutajenik vinil kloriiriin adenin ve sitozini
alkilleyerek, sirasiyla A:T-C:G ve C:G-A:T transformasyonlanim gergeklestirdigi
(Bartsch ve ark. 1976, Barbin ve ark. 1997), N-etil-N-nitrosouea’nin ise C:G-A:T
seklindeki transisyonlar uyardigi (Eckert ve Opreska 1999) gésterilmistir.

2-Transversiyon : Bir piirin bazinin, pirimidin bazi ile ya da bir
pirimidin bazinin, piirin ile yer degistirmesi durumudur. 8 durumda
olusabilmektedir. Bu tip baz ¢ifti degisimi sadece DNA molekiliiniin
replikasyonu sirasinda meydana gelmektedir. Timin analogu olan mutajenik 5-

bromo-urasil, replikasyon esnasinda timinin yerini alarak, adeninle eslesmektedir.
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Bir antitimér antibiyotik olan, streptonigrin’in, Salmonella TA 104’te A:T-T:A
tipi transversiyona sebep oldugu (Alejandro ve Bianchi 2001), aflatoksin B1’in
sican p53 geninde (Lee ve ark.1998), gevresel mutajenlerden polisiklik aromatik” .
hidrokarbon (PAH) benzo(a)pren’in ise memeli sistemlerde, C:G-T:A tipi
transversiyonu uyardigi (Perlow ve Broyde 2001) gésterilmistir.

3-Cerceve Kaymasi Mutasyonu : DNA zincirinde ¢ogunlukla sik
tekrar eden baz dizilerinin bulundugu “polindromik bolgeler” de, bir veya birkag
baz ¢iftinin eklenmesi ya da ¢ikmasi ile meydana gelen mutasyon seklidir. Baz
ciftiinin DNA dizisine eklenmesine “insersiyon”, DNA zincirinden kopup
aynilmasma “delesyon” adi verilir. Bu tip bir mutasyon, DNA’da baz cifti
degisikliginin oldugu yerden itibaren kodonlanin ve aym zamanda kodlanan
aminoasit diziliminin degigmesine neden olmaktadir. Insan mtDNA’sinn ilk stop
kodonunda olusan nokta mutasyonlarin, sitokrom ¢ oksidaz sentezini engellemesi
bu durumu gosteren giizel bir 6rnektir (Hanna ve ark. 1998).

Son yillarda kimyasal kanserojenlerin ve radyasyonun, K-ras
onkogeninin gesitli kodonlaninda yiiksek oranda nokta mutasyon artigina sebep
oldugu, deney hayvanlan {izerinde gosterilmigtir (Zhang ve Woloschak 1998).
Ayrica, kronik pankreas hastalarinin pankreas su OGrneklerindeki K-ras onkogeni
nokta mutasyon sikliginin belirlenmesi ile pankreas kanseri riski icin erken teshis

olanagi saglanmugtir (Queneau ve ark. 2001).

1.2. DNA ONARIMI

Yukanida anlatildigi gibi spontan ya da indiiklenen mutasyonlar DNA’da
hasara sebep olmaktadir (Perlow ve Broyde 2001, Yang ve ark.1999, Frankfurt
1991, Sarker ve ark. 1995, Sankaranarayanan 1998). Buna kargin, prokaryotik ve
okaryotik hiicrelerde ¢esitli onarim sistemleri geliserek bu DNA hasarlarini
giderme yolunda islev goérmektedir (Eisen ve Hanawalt 1999). Eger onanm
sistemi olusan lezyonu tamamen gideremiyorsa, mutant hiicre ya da organizmalar
ortaya c¢ikmakta, onanlamayan lezyon buyilikse hiicre 6limi gergeklesmektedir
(Russell 1998, Gardner ve ark. 1991, Pai 1985). Bir hiicrede bilinen DNA onarim
mekanizmalan asagida agiklanmaktadir.



11

1.2.1. DNA Polimeraz Proofreading ile Onarim

Bakterilerde baz ciftlerinin spontan degisme sikli1 her replikasyon igin 107
-10"" civanindadir. Diger yandan DNA polimerazin yeni sentezlenen iplige
niikleotidleri eklerken yaptig1 hata siklig1 ise 10 “dir. Bu iki deger arasindaki fark
polimerazin proofreading aktivitesidir. Cogu bakteriyal DNA polimerazin 5°-3’
yoniinde polimerizasyon, 3’-5” yoniinde ise eksoniikleaz aktiviteye sahip oldugu
bilinmektedir. Bu sayede dogru olmayan niikleotidler 3’-5’ yoniinde ¢ikanilmakta
ve sentez 5°-3” yoniinde tekrarlanmaktadir. DNA polimerazin proofreading
aktivitesi, c¢evresel mutajenlerden polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH)
tarafindan engellenebilmektedir (Perlow ve Broyde 2001).

Ancak bazi bakterilerin tagidifi mutator genler (E.coli mut D geni gibi) ve
mutajenler, DNA polimeraz aktivitesine zarar vererek, yanlig niikleotitlerin
eklenmesine ve hatamin tolere edilememesine sebep olmaktadir. Bu onanim yolu,
kimyasal mutajenlerden, alkillici ajan N-etil-N-nitrosouea ile uyarnldiginda yanls
baz cftlerinin olustufu rapor edilmistir (Eckert ve Opreska 1999). 3°-5’
ekzoniikleaz aktivite bakteriyal DNA polimeraza ait bir ozelliktir. Okaryot
polimerazi boyle bir aktiviteye sahip degildir (Russell 1998, Griffiths ve ark.
1996).

1.2.2. Fotoreaktivasyon ile Onarim

UV 15181 uyansiyla olusan timin ya da diger pirimidin dimerleri 320-370 nm
dalga boylu goriinir 1gigin varh@inda direkt olarak geri donustirilar.
Fotoreaktivasyon ya da 1sik onarimi denilen bu mekanizma, fotoliyaz enzimi
tarafindan katalize edilir. Fotoliyaz 1sikla aktif hale gelerek dimerleri
ayirmaktadir. Fotoliyaz tiim prokaryotlarda ve ilkel okaryotlarda var iken insanda
bulunmamaktadir (Thoma 1999).

1.2.3. Alkilasyon Hasarimm Onarmm

Alkilleyici ajan olarak bilinen mutajenler, memeli hiicre DNA’sindaki
bazlarin ya da fosfatlann reaktif bolgelerinde bulunan, N- ya da O- atomlarina
metil ya da etil gruplanm aktanrlar (Calleja ve ark. 1999). Alkillenen bazlar

yanhs baz eslesmeleri yaparlar. DNA’daki bu hasar, metil transferaz enzimi ile
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ozgiin bir sekilde onarilir. Bu enzim hatal bazlan degil, sadece onlara bagh metil

gruplarim kopararak uzaklastirir (Russell 1998).

1.2.4. Kesme Cikarma Onarim Yolu

Bu mekanizma 1964 yilinda bir grup bilim adamu tarafindan kesfedilen ve
tim canllarda gergeklesen bir onanm mekanizmasidir (Theis ve ark. 2000).
Alkilleyici ajanlarin genotoksik etkilerinin tolere edilebildigi bu sistem (Jin ve
ark. 2001), dimerleri 151k gerektirmeyen bir reaksiyonla onardii igin “karanhk
onarim” olarak da adlandirilir. E.coli’de sadece pirimidin dimerlerini degil, DNA
heliksinin distorsiyonunu (bikilme, katlanma) wuyaran ciddi hasarlan da
onarabilmektedir. Hasar wvrA4, uvrB, uvrC genleri tarafindan kodlanan uvrABC
endoniikleaz enzimi tarafindan tamnmaktadir. Bu enzim DNA tek ipligindeki
hasarli bolgede 12 niikleotidlik kismu kesmekte ve olusan bosluk DNA 5°-3°
aktivitesiyle doldurulmaktadir. Bir arastirmada, antitimér antibiyotik analogu
olan, adozelesin’nin  E.coli DNA’st ile olusturdugu birliktelik, uvrABC
endoniikleaz enzimi ile koparihip onarim etkin sekilde gergeklesmistir (Jin ve ark.
2001). Bu aktivitede ¢ok nadir olarak, yanhg baz eklenmesi sonucu hatalar
olusabilmektedir. DNA’da iplik i¢i ve iplikler arasi baglanti yapan kimyasal
ajanlarin bu onanm yolunu aktive ettigi bildirilmistir (Dronkert ve Kanaar 2001,
Dunkern ve ark. 2001). Detaylani tam olarak bilinmemekle birlikte okaryotlar da
benzer bir onarim mekanizmasina sahiptirler (Elliott 2001, Russell 1998, Gardner
ve ark. 1991)

1.2.5. AP Bolgelerinin Onarimi

DNA iizerindeki bazlarda deaminasyon gibi bir etki olustugunda, sitozin-
urasile, adenin ise hipoksantine doniigiir. DNA glikosilaz enzimi bu anormal baz
tanir ve hidroliz ederek diziden koparr. Boylelikle DNA baz dizisi lizerinde,
kiiciik bir bosluk seklinde meydana gelen Apiirinik ya da Apirimidinik bolgeler
(AP), AP endoniikleaz tarafindan tammr. Mol (2000) ve arkadaslan tarafindan,
prokaryot ve dkaryotlarda homolog oldugu kaydedilen bu AP endoniikleaz enzim
grubu, DNA ipligini AP bolgesi yakimndan keserek bir gentik (nick) agar. Bu

noktada DNA polimeraz I devreye girerek eksoniikleaz aktivitesiyle birkag
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nitkleotidi koparir. Ardindan 5°-3” polimerizasyon aktivitesiyle, yeni iplik sentezi
gergeklesir ve eksik olan bazin yeri, dogru niikleotitle tamamlanir. DNA
polimeraz I’in bu aktivitesi “nick translasyon” olarak adlandinlir. Alkilleyici
ajanlardan metil metanosiilfonat (MMS)’nin sebep oldugu DNA hasarmn bu
onarim yolunu uyardig: rapor edilmistir (Grzesiuk ve ark. 2001)

1.2.6. Yanls Eslesme Onarimi (Mismach Onarim)

DNA replikasyonundan sonra dizide yer alan yanlis baz eslesmelerinin pek
gogu, yanliy eslesme onanmu denilen diger bir sistem tarafindan
diizeltilebilmektedir. Bu mekanizma E.coli’de mut S, mut L ve mut H genlerinin
trinleri tarafindan baglatilir. Yanhs bazlar ekzoniikleazla ¢ikanilir, DNA
polimeraz III ve ligaz ile tamamlanr. Yanlis eslesme onanmu, Okaryotlarda da
E.coli’dekine ¢ok benzer sekilde, ancak bagka genler tarafindan yiiritiliir. Bu
genler AMSH2, hMLHI1, hPMS1, hPMS?2 olarak belirlenmigtir. AMSH2, E.coli’nin
mut S geni ile, diger ii¢ gen de E.coli mut L geni ile homoloji gostermektedir. Bu
genlerin fonksiyon kaybi, genomdaki mutasyon birikimini arttirdig: i¢in “mutator
genler” olarak bilinirler. Mutant hMSH2 ve hPMS2 genlerinin kodladigi, hasarl
Msh2 ve Pms2 proteinlerinin, farelerin Jac I geninde transisyon ve transversiyon
tipi, Sup F geninde ise g¢ergeve kaymas: tipi nokta mutasyonlan arttirdig:
goriilmistir (Andrew ve ark. 2000).

Yanliy eslesme onarnm sistemi, insan genomunda olusan spontan
mutasyonlarin  birikimini engelleyen ve kontrol altinda tutan bir mekanizma
oldugundan, eksikligi kansere zemin hazirlamaktadir (Simpson 1997). Insan
mismach onanim genlerinden herhangi birinde olusan mutasyonun, kolon
kanserinin bir ¢esitinde kalitsal yatkinlik fenotipini ortaya gikardigi bilinmektedir
(Russell 1998).

1.2.7. SOS Onarim Mekanizmas:

Cesitli mutajenler DNA’mn bir ya da daha fazla bazinda mutasyon
olusturdugunda, 6zgill baz ¢iftlesmesi meydana gelememektedir. Bu da
replikasyonun hatali sonlanmasina, gaplarin ve replikasyon catalinin olugumuna

yol agmaktadir. E.coli’de diZer onanm mekanizmalanimn gideremedigi genis ¢apli
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DNA hasan tarafindan uyanlan kompleks bir onarim sistemi vardir (Mckenzie ve
ark. 2000). Bu sistem mutasyonel hasara karsi verilecek tepkiyi acilen uyardigi
icin, SOS cevap olarak bilinmektedir. SOS cevap, bazi yeni mutasyonlarin
olusumuna yol agsa da, hiicrelerin yagamasim saglayacak islevlere sahiptir, aksi
halde olimciil olaylar gelisebilmektedir.

SOS onanm sisteminde DNA hasarimin onarimt pek ¢ok enzimin senteziyle
diizenlenmektedir. Bu sistemi kontrol eden 2 anahtar gen, Lex 4 ve Rec A’dr.
DNA hasarimin olmadigt durumlarda; Lex 4 geninin kodladig: Lex A proteini, 17
genlik bir transkripsiyon bolgesini baskilamaktadir. Genlerin timi SOS kutusu
denilen 20 nikleotidlik bir diizenleyici diziye sahiptir. Diger anahtar genin
sentezledigi recA proteini ise DNA hasarinin olusumu ile aktive olmakta ve DNA
ipligine baglanarak, Lex A proteininin inaktivasyonunu saglamaktadir. Lex A’nin
inaktivasyonu, baskiladiyi DNA onanm genlerinin transkripsiyona baslamasina
olanak  saglamaktadir.  Onanm, ifade edilen genlerin  Grinleriyle
gerceklestirilmektedir ve sona erdiginde genler, Lex A proteini ile tekrar
baskilanmaktadir (Friedberg ve Hanawalt 1988).

SOS cevabin kendisi aym zamanda, bir mutajenik sistemdir. Normal
kosullarda DNA sentezi sirasinda etkin olan SOS cevapda, bazlar, hatali bolgede
orijinal olarak hangi bazin bulunacag: belirlenmeksizin diziye eklenmektedir. Bu
mekanizma umu C ve umu D genlerini de igerir ve “error-prone” olarak bilinir.
UV radyasyonu ile olusan pirimidin dimerlerinden (TT, TC, CT, CC), timin (TT)
dimerleri SOS sistemde kopyalanarak, yeni DNA ipliginde A-A baz dizilimi
seklinde dizeltilir. Ancak sitozin igeren dimerlerde, sitozin deamine olarak urasile
doniistiigli igin, yeni iplikte karsisina adenin bazi sentezlenir ve orjjinal C-G
bolgesi, T-A’ya dontigmiis olur. Bu transisyon, UV mutagenezisinin yaygin bir
sonucudur. Umu C ve Umu D proteinlerinin ise DNA polimeraz III’e baglanarak,
adenin bazinin dimer igeren bazlanin karsisina eklenmesini  sagladigt

distniilmektedir ( Griffiths ve ark. 1996).



1.3. MUTAJENITE TEST SISTEMLERI

1.3.1. Bakteriyal Yontemler

DNA ¢ok farkli bolgelerde ve gesitli mekanizmalarla hasara ugrayabildigi
igin hasarin direkt olarak gosterilmesi teknik olarak zordur. Kimyasallarin insanda
olusturdugu mutajenite ve karsinojenite olgusunun belirlenmesinde bakterilerin
kullanimi, yasayan tiim canlilarin ortak genetik materyali olan DNA’nin primer
yapisinin incelenmesi temeline dayanmaktadir. Fiziksel ya da kimyasal ajanlarin
DNA’da meydana getirdigi hasar, bakteriyal mutasyonlan 6lgebilen kisa-zamanl
testlerle saptanmaktadir (Gatehouse ve ark. 1990). Bakteriler gecelik kiiltiirlerinde
cok sayida gelisirler ve nadir mutasyonal olaylarin saptanmasina olanak tanirlar.
Ayrica bakteriyal genetik bilgi ve deneyimlerinin artigi, cesitli ajanlara karsi
yabani tiplerinden daha hassas olan 6zel bakteri mutantlaninin olusturulmasina
olanak saglamistir. Sadece c¢ok az sayida mutajen, belirli tek tip mutasyonel
degisimi uyarirken, mutajenik ajanlarin g¢ogunlugu cesitli faktérlere bagh olan
degisken bir mutajenik spektrum gostermektedir. Bu faktorlerin neden oldugu
DNA degisimleri iki grupta ele alinabilirler; bunlar bazlardaki, fosfat ya da seker
gruplarindaki modifikasyonlar, iplik kinlmalarim ya da degismis baz giftlerini
kapsayan DNA’min birincil yap: degisimleri ile organizmamn sozii edilen DNA
modifikasyonlarina verdigi cevap olan DNA onanm mekanizmalaninin isleyisi ve
replikasyonun kardes ipliklerde degiserek tamamlanmas: gibi ikincil degisimlerdir
(Pai 1985, Griffiths ve ark. 1996, Friedberg ve Hanawalt 1988).

Bu nedenlerle aym mutajen, farkli genetik birikime sahip organizmalarda
farkli mutajenik etki sergileyebilmektedir. Bakteriyel testlerde, mutajenik etki,
“lleri=forward” ve “geri=reverse” mutasyonlart belirleyen yontemlerle
olgiilebilmektedir. Ileri mutasyonu belirleyen genetik sistemler, genig bir hedef
bolgesinde gerceklesen mutajen atagindan sonra olusan genetik degisimlerin
fenotipe yansiyarak saptanmasim sagladig: igin teorik olarak avantajiidir. Ancak
ileri-mutasyon sistemleri yaygin olarak meydana gelen mutasyonel olaylara
karsilik, nadiren olugsan mutasyonlanin uyanlmasindaki artist belirlemede basarisiz
olabilmektedir. Aminoasit analoglan ya da ilaglar gibi toksik kimyasallara karst

kazanilan direng, ileri mutasyon igin siklikla kullamlan genetik bir marker’dir.
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Geri mutasyon yonteminde ise mutant bakteriler kullamimaktadir. Bu
bakteriler, fenotipik etkileri kolayca belirlenebilen gen lokuslarinda istenilen tip
mutasyonun olusturulmasiyla, amaca uygun halde hazirlanmaktadir. Bu yéntem
maruz kalinan test kimyasalinin etkisiz olma ya da var olan mutasyonu baskilama
sikhgim belirlemektedir. Test kimyasalinin genetik hedefi kiigiik, 6zgil ve
secicidir. Kullanilan bakteri suslart mutajenlerin 6zgilligiinii gosterecek cesitli
markerlere sahiptir. Geri mutasyon yonteminde en yaygmn olarak kullamilan
marker, bakterinin biiylimesi i¢in gereksinim duydugu bir amino asitin,
bulunmadig: ortamda geliserek, geri doniisiim yapmasidir.

Diger yandan bakterileri kimyasal ve fiziksel ajanlarla mutasyona
ugrama agisindan daha hassas hale getirebilmek igin, gesitli islemler
uygulanmaktadir. Bunlar, DNA onanm mekanizmasinda tahribat, bakteri hiicre
duvarmin hidrofobik kimyasallar icin gecirgenliinin arttinlmasi ve bakteride
mutasyona duyarhhigin artmasim saglayacak plasmid giriginin saglanmasi
olabilmektedir (Gatehouse ve ark. 1990).

1.3.1.1. Salmonella/Mikrozom (Ames) Test

Ames testi, 1970’lerin basinda Bruce Ames tarafindan (Ames 1979, Ames
ve Cann 1981, Maron ve Ames 1983) gelistirilen ve daha sonra yaygin olarak
kullannm alam bulmus olan kisa zamanh, bir geri-mutasyon testidir.
Salmonella/mikrozom testi bakteriyal mutasyon testleri i¢inde detaylari en iyi
bilenen ve karakterize edilen, gecerliligi, uygulanma kolayligt ve hassashg:
nedeniyle en fazla kabul gorerek tercih edilen ve giinimiizde de siklikla kullanilan
bir yontemdir (Gatehouse ve ark. 1990, Russell 1998, Friedberg ve ark.1995,
Chlopkiewicz 1999). Test organizmasi olarak kullanilan Salmonella typhimurium,
histidin geninde olusturulan farkh mutasyonlarla (hisG, his C, ya da his D),
gelismek icin histidin gereksinimi duyan degisik tipte oksotrofik mutantlara
donustirilmiigtiir. Cok yaygin olarak kullanilan suslar Cizelge 1.2°de verilmistir.
Bir mutant sus, tek bir baz degisimi seklinde nokta mutasyona sahip iken,
kendiliginden ya da bir mutajen uyarnsiyla yabani tipe donistiiglinde, transisyon

ya da transversiyon seklinde mutasyon gegirmis olmaktadir.
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Cizelge 1.2. Yaygin olarak kullanilan Salmonella typhimurium suslari.

Mutasvon Sus Mutasyon Tipi Geri Doniistim Tipi
hisG428 TA102 w/t CAG-AGC-AAG-CAA-GAG-CTG- Transisyon,-
TA104 Transversiyon-
mutant CAG-AGC-AAG-TAA (ochre) Kiigiik delesyon
hisG46 TAI100 w/t GTG-GTC-GAT-CTC-GGT-ATT- Baz cifti degisimleri
TA1535
mutant CCC-
hisD6610 TA97 w/t GTC-ACC-CCT-GAA-GAG-ATC-GCC Cerceve kaymasi

mutant GTC-ACA-CCC-CCC-TGA

hisD3052 TA98 w/t GAC-ACC-GCC-CGG-CAG-GCC-CTG-AGC  Cergeve kaymasi
TA1538 B
mutant GAC-ACC-GCC-GGC-AGG-CCC-TGA

W/t yabani tip.

Daha sonraki yillarda, 6zgiil baz ¢ifti degisimlerini gosteren diger suslar
gelistirilmistir (Levin ve ark. 1986). Bilinen bakteriyal mutajenlerin biiytik bir
kismini belirlemede gok hassas olduklan igin TA 98 TA 100 kombinasyonu genel
bir kabul gormiistiir (Gatehouse ve ark. 1990).

Reversiyon test yontemi uygulamalaninda, farkli 6zelliklerde gelistirilen ve
cesitli amaclarla kullanilan Salmonella typhimurium test suslan disinda E. coli’nin
bazi suslan da yer almaktadir. Bu bakteri kiilturleri de ayni prensibe uygun olarak,
triptofan E lokusunda olusturulan mutasyonla, oksotrof hale getirilmistir. Bu
sekilde gelistirilen E.coli WP2 uvr A (pKM101) ve E.coli WP2 (pKM101) suslan
AT baz ¢ifti mutasyonu tagimaktadir. WP2 serisinin tasidifi triptofan
mutasyonlari, bir kromozomal “ochre (anlamsiz)” mutasyondur. Bu suslarn

Salmonella test bakterilerinden TA 104’e paralellik gosterdigi rapor edilmigtir.
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Ayrnica yapilan bir arastirmada, Salmonella typhimurium TA 102 ile pozitif sonug
veren bazi oksidatif mutajenler ve c¢apraz baglayici ajanlanin, E.coli WP2
suslarinda da benzer sonuglar verdigi bulunmustur (Wilcox ve ark. 1990). E.coli
WP2, rutinde kullamm kolaylig:, genetik oOzelliklerinin farkliigi ve bazi
mutajenlere duyarh olusu sebebiyle, TA 102 ve TA 104 suslarina alternatif olarak
dustntlmektedir (Gatehouse ve ark 1990).

Test bakterileri nokta ve gergeve kaymasi mutasyonun yani sira,
lipopolisakkarit duvar yapimindaki genlerde de mutasyon i¢cermektedir. Bakteriler
aynica mutant genler tasiyyan plazmitlere sahiptir. Plazmitlerin tasidigi genler
error-prone (hataya acgtk onannm) SOS onanm enzimlerini yabani tipten daha
etkili sekilde tiretmektedir. Bu mekanizma mutasyona ¢ok agik oldugu igin mutant
suslarindaki DNA hasanimin pek ¢ok ¢esidi onarilmak yerine mutasyona
donistarilir (Russell 1998).

Yontemin uygulaniginda, mutant S. typhimurium suglan test edilen ajanla
birlikte, smurhh miktarda histidin igeren minimal besiyeri plaklarina ekilir.
Histidinin bulunan miktari bakterilerin birkag jenerasyon gelismesine izin verir.
Sonugta olusgan DNA lezyonu mutasyonla sonuglamrsa, mutant fenotip ifade
edilir. Ortamda histidinin titkenmesinden sonra geri doniisen (His+ revertant)
bakteriler ayn1 koloniler seklinde biiyiirler (Ames 1985, Friedbeg ve ark. 1995).

Diger bakteriyal testlerde oldugu gibi Ames testinde de eksik olan unsur,
memelilerde detoksifikasyon mekanizmasim gergeklestiren enzim sisteminin
olmayisidir. Bu sistem pek ¢ok kimyasal grubu reaktif olmayan hale getirirken,
bazi bilesikleri de DNA ile etkilesime girebilen yiiksek olgiide elektrofilik,
mutajenik hatta karsinojenik forma doniistirmektedir (Haack ve ark. 2001 ).
Mutajenik etkisi test edilen herhangi bir ajamin bu enzim aktivasyonunun etkisi ile
nasil bir potansiyele sahip olacaginin belirlenmesi kagimilmazdir. Bu yondeki
sakincamin giderilebilmesi i¢in memeli laboratuvar hayvanlarindan izole edilen
karaciger enzim extrakt: bakteriyel sisteme dahil edilerek testler aym prosediire
uygun olarak tekrarlanmaktadir. En yaygin olarak kullamlan enzim preparati,
sicanlann, enzim aktivasyonu uyanlmus olan karaciger dokularindan homojenize
edilen post-mitokondriyal siipernatan’dir (Vrijsen ve ark. 1990, Hass ve ark.

1986). Bu materyal, ilag metabolize edici enzimlerin bir ¢esidini, sitokrom-
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bagimli monooksijenazlari, sitokrom bagimsiz oksidazlari, amidaz, esteraz,
glutatyon s-transferaz, siilfotransferaz, agil transferaz, metil transferaz,
dehidrogenaz, esteraz ve peroksidazlan igermektedir. Enzim oziitii, kofaktorler,
tuzlar ve tampon sistemle tamamlandiginda, S9-kanigimi adim almaktadir. Yaygin
olarak kullamlan bir fungusit olan cupric-quinolinoxide (CuQ), Ames testinin S9
(-) asamasinda TA98 ve TA100 suslarinda mutajenik etki gostermezken, SO
varliginda, TA 100°de oldukga giiclii bir mutajenik etki sergilemistir (You ve ark.
2001).

Ames yonteminde pozitif sonu¢ veren bir ajan i¢in, insan ya da diger
memelilerde mutajenik veya karsinojeniktir denilemez. Bakteriyal mutasyonun
pozitif olmasi, ajanin potansiyel zaran konusunda bir 6n uyan anlamu tagir. Ayrica
yitksek organizmalarda yapilacak daha kapsamli galigmalan yonlendiren Onemli
bir belirtectir. Ames testi bu sebeple diinya ¢apinda pek ¢ok laboratuvarda rutin
olarak uygulanmaktadir.

Amerika’da ¢ok yaygmn bir Therbisit olarak kullamlan, 24-
diklorofenoksiasetikasit ve tiirevlerinin mutajenik etkisi Ames testinde 5 farkl sus
tizerinde S9(-) ve S9(+) ortamda test edilmis ve hicbirinde mutajenik etki
bulunmamustir (Charles ve ark. 1999). Brezilya’da Sao Paulo bolgesindeki dogal
su kaynaklarimin kalitesi 20 yil siire Salmonella mutajenite testi kullamlarak
arastinlmugtir ve bu yontemin kirlenen Onemli c¢evresel kaynaklarn
belirlenmesinde yararh bir arag oldugu vurgulanmistir (Umbuzeiro ve ark. 2001).

Cesitli amaglarla ¢ok sayida sentetik ve dogal gevresel ajamin (Park ve
ark. 2000, Cooper ve Porter 2000, Kassie ve ark. 2001), endiistriyel triinlerin (
Haack ve ark. 2001, Freeman ve ark. 2001, Spiechowicz ve Wyszynska 1998,
Seel ve ark. 1999, Abmann ve ark. 1997) ilag ve kozmetiklerin (You ve ark. 2001,
Giri ve ark. 1999, Schneider ve ark. 1999, Chlopkiewicz 1999 ) mutajenik ve

antimutajenik etkileri (Kaur ve Saini 2000) bu yontemle arastirilmustir.

1.3.1.2. E.coli Lac 1 Mutasyon Test Sistemi
Bakterilerde meydana gelen mutasyonlarin genetik ve molekiiler
analizinde kullanilan bir ileri (forward) mutasyon yontemi olup ilk kez 1983’te

Miller ve arkadaslan tarafindan E.coli’de gelistirilmistir (Friedberg ve ark. 1995).



20

Bu sistemde laktoz operonundaki repressorii kodlayan lac I geninde olusan
mutasyonun fenotip tizerindeki yansimasi belirlenerek degerlendirilmektedir. Lac
I mutasyonlanm igeren gen bolgesi bakteriden almarak bir plazmite ya da M13
faji klonlama vektoriine aktanlmakta, vektorler gogaltilarak ¢ok sayida mutant

DNA kopyas: elde edilerek, dizi analizi yapilmaktadir (Schaaper ve Dunn 1991,
Giiven 1999).

1.3.1.3. UMU (SOS) Test sistemi

Umu test sistemi, kimyasal ajanlarin genotoksik etkilerini saptamak
amaciyla kullamlan kolorimetrik, bakteriyel bir test sistemidir (Quillardet ve
Hofnung 1985). SOS-cevab: esas alinarak gelistirilmistir regiilatdr bir sistem olan
SOS sistemi, DNA hasan ile indiiklenebilen sistemler iginde ilk olarak karakterize
edilmis olan en kapsamli, en kompleks ve en iyi anlagilmig sistemdir (Oda ve ark.
1985 Walker 1985). Umu test sistemi, diger SOS-cevap genlerinden ¢ok daha
dolaysiz bir sekilde mutajenesisle ilgili oldugu diisliniilen umu operonunun ifade
edilme diizeyini saptamaya dayamr. Umu operonunun ifade edilme diizeyi umuC -
‘lacZ fuzyonu aracihiiyla olusturulan B-galaktosidaz aktivitesinin olgiilmesiyle
saptanir (Oda ve ark. 1985). B-Galaktosidaz aktivitesinde kontrole gére en az 2
katlhik bir artigin gézlenmesi, umu test sisteminde, kimyasalin mutajenite agisindan
pozitif olarak degerlendirilebilecegini gostermektedir (Quillardet ve Hofnung
1985).

Bu test sisteminde kullanilan E.coli ve S. typhimurium suglan, B-
galaktosidaz aktivitesi igin hibrit bir protein olusturan wmuC’-‘lacZ fiizyonuna
sahip pSK1002 plazmidini tagir. Umu test sisteminde kullanilan atasal susu
olusturmak igin bu plazmid, kesip-¢cikarma onanm mekanizmas: hatali (wvrB
mutasyonu), bircok kimyasal i¢in daha kolay gecirgenlige sahip (7@ mutasyonu)
ve laktoz operonunda doZal bir delesyon gibi istiin ozellikleri olan Salmonella
typhimurium TA 1535 igine yerlestirilmistir. Bu o6zellikler sayesinde testin
duyarhlig: arttirilmis ve umu testi icin atasal sus olan Salmonella typhimurium
TA1535/pSK1002 susu olusturulmustur (Oda ve ark. 1992, Nakamura ve ark.
1987). Testlerde en yaygin olarak kullamlan sus, E.coli susu ile K12 PQ37
olmustur (Raabe ve ark. 1993).

Anadolu Unversites
WMerkez Kiitiiphans
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Genotoksik kimyasallar ile hem Ames hem de umu test sisteminde
yapilan ¢aligmalar, umu testinin duyarliliginin Ames sistemine yaklagik olarak esit
oldugunu gostermistir. Ayrica umu test sistemi, Ames test sisteminde miktar
olarak toksik olabilecek kimyasallan test etmeye olanak saglar, ¢iinkii umu
testinde hicrelerin canli kalmasi zorunlu degildir (Oda ve ark. 1993).
Mikroelektronik ~ sanayide  uygulanan  kimyasal  iglemlerin,  klorin,
karbontetrakloriir ve borontriklorid gibi atiklan Ames ve SOS kromotest ile

sinanmus ve her iki testte de S9 (-) ortamda poztif sonuglar elde edilmistir (Raabe
ve ark. 1993).

1.3.2. Sitogenetik Metodlar

Sitogenetik ¢aligmalan, ¢evresel olarak ya da ¢alisma ortaminda
klastojenlere ve radyasyona maruz kalan belirli populasyonlar i¢in (Barquinero ve
ark. 1993), bireysel olarak etkilenme dozunu saptamak icin kullanilabilmektedir
(Fender ve Wolf 1998, Sram ve ark. 1998, Lazutka ve ark. 1999). Kimyasallarin
mutajenlifini arastirmada kullamlan en yaygin sitogenetik yoéntemler, yapisal
kromozom bozuklugu (CA), Kardes kromatid degisimi (SCE) ve mikroniikleus
(MN) testleridir (Albertini ve ark. 2000). Bu testler in vivo olarak laboratuvar
hayvanlarinda (Desesso ve ark. 2000, Topaktas ve ark. 1996), in vifro olarak da
insan kan lokositleri, mesane, yanak, mide, nasal ve sperm hiicreleri ile cesitli
kiiltiir hiicrelerinde (Surralles ve ark. 1996) uygulanabilmektedir. Cogunlukla da,
farkh tipteki genetik hasarlanin gésterilmesinde siklikla tercih edilen, kisa zamanh
lenfosit kiiltiriinde gergeklestirilmektedir (Wasilewska ve ark. 1999, Roy ve ark.
2000, Ferenc ve ark. 1999, Guadano ve ark. 1998, Fellay-Reynier ve ark. 2000).

Asagida bazi sitogenetik metodlar hakkinda bilgi verilmektedir.

1.3.2.1. Yapisal Kromozom Bozulma Analizi (Chromosome Aberration= CA)
Anéploidi ve poliploidi gibi sayisal kromozom bozulmalan ile kromozom
tipi, kromatid tipi kopmalar ve anormal birlesme gibi1 yapisal bozulmalar ¢ok
yaygin olarak, boliinen hiicrelerin metafazda olanlarim kolsemid ya da kolsisin
gibi bir tiibilin polimerizasyon inhibitori kullanarak tutuklama ile saptanmaktadir.

Bu test yontemi klastojenik etkinin arastinlmasinda 70’li yillardan bu yana
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sikhikla uygulanmaktadir. Kromozom ve kromatid tipi bozulmalar, Savage (1976)
tarafindan  simflandinlmustir.  Antibakteriyal, antilosemik ve kanserojenik
ozellikleriyle bilinen streptozotosin’in hamster ovaryum hiicrelerinde (CHO),
kromozom aberasyonlarim arttirdig1 bildirilmistir (Bolzan ve ark. 2000). Yine
antibakteriyal aktiviteleri ¢ok iyl bilinen, nitrofuran tiirevi bir bilesik olan furagine
ile tedavi goren cocuklarda, ¢ogunlukla asentrik fragment seklinde kromozom
mutasyonlant gorilmigtir (Slapsyte ve ark. 2001). Prostat kanserli hastalarin
lenfosit kiltiirlerinde, kromozom aberasyonlarimn (CA) artti1 tesbit edilmigtir
(Dhillon ve Dhillon 1998). Epilepsi ve bazi psikiyatrik hastaliklarda kullamlan
karbamazepin’in mutajenik potansiyeli bu ilact kullanan hastalarin lenfositlerinde
in vivo ve saghkh vericilerden alinan lenfositler ile muamele edilerek in vifro
olarak arastinlmig ve her iki durumda da CA olusumunu 6nemli olgiide arttirdigi
sonucuna vanlmstir (Awara ve ark. 1998). Ozellikle de bu béliimde sézii edilen
diger testlerle kombine edilerek kullammi gok yaygindir (Ribas ve ark. 1998,
Sivikova ve Dianovsky 1999, Landi ve ark. 1999, Balasem ve ark. 1992) .

1.3.2.2. Mikronukleus Testi (MN)

Mikronukleus hiicre ¢ekirdeginin disinda sitoplazmada yer alan ¢ekirdek
orjinli kiigiik kiiresel bir olusumdur. Mikronukleus mitotik hiicrelerde kromozom
fragmentlerinden yada anafazda gec kalarak her 2 kardes cekirdege dahil
olamayan kromozomlardan kaynaklanir. Mikronukleusun igerdigi kromozomal
fragmentler; oncelikli i ipli3i kinetokor ya da diger mitotik aparatlarin fonksiyon
kaybindan, kromozom alt birimlerinde olusan hasarlardan, hiicresel fizyolojideki
degisimlerden ve mekanik pargalanmalardan kaynaklanmaktadir (Fenech 2000).
Mikronukleus igeren hiicre sayisindaki artis, maruz kalinan klastojenik (DNA’y1
hedefler, kromozom kinlmalarina sebep olur ) veya andjenik (kromozom sayisinin
degisimine etkilidir, genellikle DNA’y1 hedef almaz ) ajanlarin genotoksik
etkilerini yansitan bir biomarker’dir.

Insan populasyon c¢aligmalarinda MN siklig, ¢ok yaygmn olarak
fitohemaglutinin (PHA) ile stimiile edilmis periferal kan lenfositlerinde
belirlenmektedir (Abou-Eisha ve ark. 1999). En sik kullamlan metot ise mitojenle

stimiile edildikten sonra sitoplazma bélinmesi engellenen hiicrelerin sayimimnin
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yapildig1 sitokinez-engelleme mikronukleus (CBMN) teknigidir. Mikronukleus
sikligmin belirlenmesinde her 6mek igin her 1000 hiicredeki MN sayilarak
hesaplama yapilmaktadir (Fenech ve Morley 1985). /n vivo’da meydana gelen
MN olusumu klastojenik ve andjenik mekanizmalarin her ikisiyle de uyarilmakta
olup agiz, burun mukozas: ve idrardaki exfoliated (dokiilen, kopan) epitel
hicrelerinde (Salama ve ark. 1999) yada periferal kandaki tek cekirdekli
lenfositlerde tespit edilebilmektedir (Fenech ve.ark 2000 ).

Yapilan bir caligmada (Scarpato ve ark. 1998), bitki orijinli bes yeni
kimyasal bilesigin genotoksik aktivitesi, insan lenfositlerinde in vifro CBMN testi
ile aragtinlmigtir ve hi¢ birinin mikronukleus artigini indiiklemedigi goriilmiigtiir.
Diger bir c¢alismada, radyasyon tedavisi goren kanser hastalarmin periferal
lennfositlerindeki mikronukleus sikhigi, tedavi oncesi ve sonrasinda sayilmugtir.
Baslangigta kontrol grubuna gore, fazla sayida mikronukleus olusumu bulunan
kanser hastalarinda, radyasyon tedavisi sirasinda ve sonrasinda mikronuleus
sikligimin dnemli 6lgiide arttig gdzlenmistir (Jagetia ve ark. 2001). Noroblastoma,
retinoblastoma, lenfoma, nefroblastoma, sarkoma, osteosarkoma ve hodkin gibi
malignant kanserli bir grup ¢ocuk hastanin lenfosit hiicrelerinde, kontrol grubuna
gore fazla sayida mikronukleus olusumu ve kromozomlannda kirik seklinde
mutasyonlar saptanmistir (Reynier ve ark. 2000). Insan hepatoma hiicrelerinde,
benzo(a)pren, siklofosfamid, dimetil nitrosamin, heksametilfosforamid, pren ve
safrol gibi indirek mutajenik karsinojenler ile metilmetanesulfonat ve mitomisin ¢
gibi direk aktivite gOsteren mutajenlerin in vifro metabolik aktivasyonu, S9
varhginda CBMN ve SCE ile arastirilmigtir. Test edilen ajanlanin tiimi, her test
sisteminde pozitif sonu¢ vermistir (Natarajan ve Darroudi 1991).

Petrokimya kuruluglanmin etkisi altinda olan bir nehrin 4 de8isik
bolgesinden, 20 ay iginde 11 aym zamanda alinan su Ornekleri, saglikli insan
lenfositleriyle muamele edilerek, CBMN testi ile sinanmis ve her bolge icin farklh
oranda olmak ilizere mikronukleus olusumunun arttifi gozlenmistir. Bu testin
endiistriyel bolgelerdeki su kaynaklannin degerlendirilmesinde hassas bir

sitogenetik yaklagim oldugu vurgulanmugtir (Torres de Lemos ve Erdtmann 2000).
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1.3.2.3. Comet (Single Cell Gel Elektrophoresis ) Testi

Bu yo6ntem iplik kivrilmalari, ¢apraz baglanma, alkali labile site gibi DNA
hasarlarini ve kesme- ¢ikarma onanm bolgelerindeki  hatalani bir jel sistemi
kullanarak belirleyebilmektedir (Ostling ve Johanson 1984, Singh ve ark. 1988).
Uygulamada kan lokositleri, mesane, yanak, mide, nasal ve sperm hiicrelerindeki
DNA hasarin belirlemek amaciyla kullanilmaktadir (Albertini ve ark. 2000).

Hiicreler erimis agarozda siispanse edilerek lam yiizeyine yayilarak,
yitksek konsantrasyonlu tuz ¢ozeltisi ve deterjan ile lizis edilmektedir. Serbest
kalan DNA notral ya da alkali kosullarda elektroforeze tabi tutulmaktadir.
DNA’nin elektroforez ortaminda anoda dogru olan gogii tasidigi hasar élgiisiinde
farkhilik gosterir. DNA’daki hasar biiyiik ise, zerrecikler seklinde yaygin bir gog
sergiler. DNA’nin jel tizerindeki konumu uygun bir boyama yapilarak, flouresan
ya da 1stk mikroskobu kullanilarak gorintilenmekte ve olusan DNA
kuyruklarimn 6lgiilmesi ile maruz kalinan ajanin genotoksik potansiyeli hakkinda
fikir edinilmektedir (Albertini ve ark. 1999)

Diabetik hastalarda, artan reaktif oksidatif gruplanin sebep oldugu DNA
hasar1 ve bu hasan azaltabilen antioksidanlarin DNA iizerindeki etkileri Comet
testi ile ortaya konmustur (Sardas ve ark. 2001). He ve arkadaslann (2000), X
ginlarinin genotoksik etkilerini in vitro mikronukleus testi ve Comet yontemi ile
kargilagtirmali olarak arastirmuglar, verilerin birbiriyle uyumlu oldugu, ancak
comet testinin daha duyarli sonuglar verdigi kamsina varmuglardir. Sentetik bir
insektisit olan, deltametrinin genotoksik aktivitesi, Comet testi ile arastinlmis ve
metabolik aktivasyon varliginda, ¢ift ve tek iplik kinlmalan, alkali labile bolge
olusumu DNA hasarlannin uyarnldigi saptanmustir (Villarini ve ark. 1998). Bir
baska calismada, gamma 1ginlarimn DNA hasan Gzerindeki etkileri, insan ve fare
lokositlerinde Comet yontemiyle oOlcilmiis ve her iki DNA’siin uygulanan
radyasyon ile hasara ugradig1 gosterilmistir (Chavbey ve ark. 2001).

Bu temel teknige ilave olarak, timin dimerleri ve oksidatif hasar gibi DNA
hasarlar, lezyona 6zgli antikor ve¢ DNA onanm enzimlerinin kullanilmas: ile

ozgil olarak saptanabilmektedir.



1.3.2.4. HPRT Mutasyon Yéntemi

HPRT geni, piirin korunmas: igin fosforibosilpirofosfat ile guanin ve
fosforibosiltransferaz enzimini kontrol eder. HPRT normal substratlanin yam sira,
normal hiicrelerde sitotoksik etkiye sahip olan 6-thioguanin (6-TG) gibi piirin
analoglarinin da de@isimini katalizler. Gende meydana gelen mutasyon ile HPRT
enzimi kayb: olmaktadir. Bu durumda hiicreler ancak 6-TG muamelesi ile hayatta
kalabilmektedirler. HPRT yoOntemi, somatik gen mutasyonlarmn in vivo
ortamlarda pozitif olarak secilmesi prensibine ve DNA baz cifti degisimleri,
biyik ya da kigiik ¢aptaki delesyonlar, inversiyonlan ve heterolog kromozom
rekombinasyonlann gibi genetik degisimleri biiyiik olglide yansitma yetenegine
sahiptir dayamr (Albertini ve ark.1981, Cole ve Skopek 1994 ).

Yiyeceklerde koruyucu olarak kullanilan katki maddeleri potasyum sorbat
ve sodyum sorbatin genotoksik etkileri HGPRT, Ames, SCE, CA ve MN ile
aragtinlmistir. In vifro olarak herhangi bir etki gozlenmezken, in vivo’da zayif
klastojenik etki bulunmustur (Miinzner ve ark. 1990). Bazi kanser olgularimin,
HPRT genindeki mutasyonal mekanizma ile iligkili oldugu rapor edilmistir.
Hayvan deneylerinde T hiicrelerindeki HPRT mutasyonlaninin karsinojen

maddeler ile tesfik edildigi bulunmugtur (Grdina ve ark. 1992, Aidoo ve ark.1991)

1.3.2.5. Kardes Kromatid Degisimi (SCE) Yontemi

SCE dublike olan bir kromozomun iki kardes kromatidi arasinda
DNA’nin resiprokal degisimi sonucu olugmaktadir. SCE’nin tesvik edilmesi DNA
sentezinin baginda maksimum iken, S fazinin sonunda tamamen biter. Degismeler
homolog lokuslarda meydana gelir ve kromozom morfolojisinde bir farklilik
olusturmaz. SCE olusumunda DNA ipliginin kinlip (kopup) tekrar birlestigi
bilinmekle birlikte mekanizmasi tam olarak aydmnlatilamamistir. DNA ile kovalent
baglanan ya da DNA metabolizmasma ve onarimina engel olan maddeler ¢ok
etkili sekilde SCE’yi tegvik etmektedirler (Albanesi ve ark. 1999).

SCE testi toksik madde- DNA etkilesimini agi8a c¢ikarmadaki duyarliligt
ve genotoksik kimyasallarin kiiltiire edilmis ya da muamele edilmis hayvanlardan
alinan hiicre orneklerinde SCE sayisii Onemli 6lgiide arttirmasi sebebi ile

bireysel olarak maruz kalinan genotoksik karsinojenlerin kan lenfositlerinde
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yarattifn DNA hasarini belirleyen bir indikator olarak kullanilmaktadir (Albanesi
1999).

Hiicre dongiisii boyunca yapilan muamelenin siiresi ve kiiltiir siiresinin
bitimi 6nemli parametrelerdir. Bleomisin ve iyonize radyasyon gibi diisiik SCE
aktivitesi gosteren potansiyel klastojenler aym zamanda yapisal kromozom
hasarina da yol agmaktadir. Ancak bu 2 kromozom lezyonu tipinin mekanizmasi
ve olusumlan birbirinden tamamen farklidir (Tawn ve Holdsworth 1992). Ahmad
ve ark’lant (2000) tarafindan yapilan galigmada, ilag olarak kullanilan sex hormon
steroidi estradiol-17beta’nin uygulanan tim dozlarda CA olusumunu, en yiiksek
dozda ise SCE olugumunu arttirdigi gosterilmigtir. Sadece iplik kirilmalarim
tesvik eden genotoksik ajanlar SCE miktarina etki etmemektedir. Bazlann
alkillenmesi ya da capraz baglanmasi seklinde DNA replikasyonuna miidahale
ederek DNA hasarim tegvik eden genotoksik ajanlara maruz kalinmasi, 6karyotik
hiicrelerde SCE miktarini arttirmaktadir.

Kromozom bozulmalan, in vivo olarak incelendiginde maruz kalan bireyden
hazirlanan kiiltirin ilk metafazinda, in vitro olarak incelendiginde ise hazirlanan
kiiltiire kimyasal maddenin uygulamgindan sonraki ilk metafazda belirlenir. SCE
ise BrdU varliinda hazirlanan hiicre kiiltiirinde, iki hiicre siklusu gegiren
hiicrelerde kromotidlerin farkh isaretlenmesi sonucu goézlenir. Kiiltiir ortamindaki
hiicre buylimesi ve kimyasal ajana maruz kalma siiresi, hedeflenen amaca bagh
olarak secilmektedir. BrdU isaretlenmesi, kiiltiire edilen hiicrelerden ilk ve onu
takip eden bolinmelerini ayirt etme olanagi vermesi nedeniyle, kromozom
bozulma testi iginde uygun ortam saglamaktadir (Speit 1984). Bu durumu en iyi
saglayan protokol kromozom bozulmalan igin 48 saatlik SCE analizi i¢in ise 72
saatlik siireyi igerecek sekilde, toplam 72 saatlik kaltiiri gerektirmektedir (Tawn
ve Holdsworth 1992).

Endastriyel bir karsinojen olan krisotil’e mesleki olarak maruz kalan
iscilerin lenfositlerindeki SCE sikhigi kontrol grubuna gore oldukga fazla
bulunmustur (Lee ve ark. 1999). Igme sularinin klorlanmastyla olusan bromoform
gibi bromlanmis halometanlarin insan lenfositlerinde SCE olusumnu artirdig:
gozlenmigtir (Landi ve ark. 1999). Proteinli yiyeceklerin pisirilmesiyle olusan
heterosiklik aromatik aminlerden 3-amino-1-metil-SH-prido(4,3-b) indol (Trp-P-
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2) ve kemoterapik bir ilag olan siklofosfamit (CP)’in SCE olusumunu arttirma
potansiyelleri iizerine, beta karoten, retinal, riboflavin, alfa tokoferol, C ve K
vitaminlerinin etkisi test edilmistir. Beta karoten, retinal ve alfa tokoferol’iin, Trp-
P-2 ve CP ile uyanlms SCE olusumunu azalttigi sonucuna vanlmustir
(Edenharder ve ark. 1998). Askeri ugak bilotlannm lenfositlerindeki SCE
sikhigimn kontrol grubu ile karsilastinldig: ¢alismada, giiriiltii ve titresimin SCE
miktarim 6nemli 6l¢iide arttirarak genotoksik etkili oldugu ileri siiriilmiistiir (Silva
ve ark. 1999). Cevresel karsinojenlerden yaygin bir agir metal olan kadmiyum
hiicre siklusunun S fazinda in vifro insan lenfosit kiiltiiriine uygulanmig ve belirli
dozlarda genotoksik etki sergilemistir (Saplakoglu ve Iscan 1998). Yiiksek
yogunlukta maruz kalman dusiik frekansh manyetik alamn fare mSS hiicrelerinde
SCE olusumunu yiikselttigi bulunmustur (Yaguchi ve ark. 1999).

Kanser ve romatoid artritis gibi hastaliklanin tedavisinde kullanilan
metotreksayt (MTX), protein, RNA ve DNA sentez inhibitorii olan hipertermiya
ve kafein ile kombine edilerek kullamldiginda daha gugli bir timoér inhibitorii
olmakla birlikte, insan lenfositlerinde SCE olusumunu 6nemli dlgiide arttirmustir
(Maskaleris ve ark. 1998). Fotosentez inhibitoérii olan bifenox igeren herbisitler
yitksek dozlarda, bovin periferal lenfositlerinde SCE aktivitesi gostermistir
(Sivikova ve Dianovsky 1999). Pek cok yiyecekte antimikrobiyal katki maddesi
olarak kullanilan sodyum metabisiilfit’in sitogenetik aktivitesi SCE ve CA testi ile
aragtinlmig, denenen tiim doz ve siirelerde CA ve SCE olusumunu etkili sekilde
uyardigi sonucuna varlmistir (Renciizogullan ve ark. 2001). Yesil ¢ayr farkl 1s1
ve sirelerdeki deminin, buharlastinlmasiyla elde edilen 5 polifenol igeriginin,
cevresel sigara dumanmmin sebep oldugu yitkksek SCE miktanim diistirerek
antiklastojenik etki gosterdigi tesbit edilmistir (Zhou ve ark. 2000).

Sosyoekonomik durum, yas ve cinsiyet gibi endojen faktorler SCE
seviyesinde etkili olabilmektedir. Bazi  kanser tiirlerinde ve diger onemli
hastaliklarda, spontan bir klastojenik etki oldugu yapilan SCE analizleri sonucu
tesbit edilmistir (Atalay ve ark. 2000). Uterin serviks kanserli bir grup kadin
hastanin periferal kan lenfositlerindeki SCE sayismin, saglikli kontrol grubuna
gore fazla oldugu bildirilmistir (Cortes-Gutierrez ve ark. 2000). Kronik lenfosit

16semi hastalarindan alinan kanda ozellikle B lenfositlerinin ¢ogalmast uyarilarak
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yapilan SCE analizinde kontrol grubuna gore yitksek SCE oram kaydedilmistir
(Oztiirk ve ark. 2000). Ozellikle Turkiye ve Japonyada goriilen ve immunogenetik
temele dayanan bir multisistem bozuklugu olan Behget hastaliginda, artan SCE
miktarina dikkat c¢ekilmistir (Sonmez ve ark. 1998). Kronik iltihaph bir bagirsak
hastaligi olan Crohn hastalarinda da yiiksek SCE olusumu saptanmugstir (Kang ve
ark. 1997).

1.4. GENOTOKSIK ETKILI KIMYASAL AJANLAR

Kimyasallarin DNA ile olan etkilegimini hedefleyen ilk galismalar, insanlarin
savaglarda kullandigi o6ldiriici ya da zarar verici maddelerin arastinlmasi ile
baglamustir (Brookes 1990). Ardindan daha iyimser bir amagla kanser tedavisinde
kullamlan kemoterapik kimyasallar, hizli bolinen hiicre populasyonlarinda
replikasyona miidahale ederek DNA hasarina yol acabilecegi diisiincesiyle
incelemeye alinmustir. Son yillarda ise gevresel mutajen ve karsinojenlere karst
artan toplum ve cevre duyarliigina paralel olarak, DNA ile etkilesime girerek
hasar olusturabilen genotoksik kimyasallarin mekanizma aragtirmalan giderek
yogunlasmustir. Bu nedenle giiniimiizde kimyasal maddelerin sebep oldugu DNA
hasari1 ve mekanizmast hakkinda kesin ve saglikli bilgiler bulunmaktadir
(Friedberg ve ark. 1995).

1.4.1. Alkileyici Ajanlar

Icinde karsinojenligi kamitlanmig ya da siipheli olan ¢ok sayida kimyasal
cesidi bulunan alkilleyici ajanlar, organik makro molekillerin niikleofilik
merkezlerine affinite gosteren elektrofilik bilesiklerdir (Singer ve Grunberger
1983, Lawley 1989). Dimetil-nitrosamin, N-metil-N-nitrosourea, 1,2-
dimetilhidrazin, Metil metan-siilfonat, Dietil-nitrosamin, N-etil-Nitrosurea gibi
monofonksiyonel alkilleyici ajanlar, deneylerde mutajen olarak siklikla
kullanilirlar (Gollapudi ve ark. 1998).

Bu ajanlar monofonksiyonel ya da bifonksiyoneldir. Monofonksiyonel
olanlar tek bir reaktif gruba sahiptir ve DNA’daki tek niikleofilik merkezle
kovalent bag yaparlar. Monofonksiyonel ajanlar; adeninde N1, N3, N6 ve N7,
guaninde N1, N2, N3 ve 06, sitozinde N3, N4 ve 02, timinde ise N3, O2 ve 04
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bolgelerinde reaksiyona girerler. Bifonksiyonel ajanlar ise 2 reaktif grup tagimakta
ve DNA ile 2 ayn bolgede reaksiyona girebilmektedir. Potansiyel alkilleme
bolgeleri 4 baz iginde belirlenmis ve herbirinin farkh reaktiviteye sahip oldugu
bulunmustur. Genelde bazlann halkasal nitrojenleri, oksijenlerinden daha
niikleofiliktir. Fosfodiester baglanindaki oksijenin alkilasyonu fosfotriesterlerin
olusumu ile sonuglanir (Singer 1986). DNA’daki gruplarnin alkilleyici ajanlarla
verdigi reaktivite (tepkime), “swain-scatt (s)” olarak adlandinlan bir sabitle
iliskilendirilmistir. s degerinin kiigiik olmasi daha az niikleofilik baglanmay:
gosterirken, yiiksek olmas:i ise yitksek tepkime verebilen daha nikleofilik
atomlarla reaksiyonun belirtecidir (Roberts 1978). Diger yandan alkilasyonla
degisime ugrayan bazlarda N-glikosilik baglan zayiflatmakta ve ¢ok sayida
alkilleyici ajan bazlarda depurinasyon-depirimidinasyona yol agarak, abazik
bolgelerin olusumuna neden olmaktadir (Loeb ve Preston 1986). DNA’daki 6zgiil
bolgelerle alkilleyici ajanlarin reaksiyonu sterik etkilerle yonetiliyor olabilir.
Ornegin, DNA normal B sarmal (sag el) formunda oldugunda, guaninin 06 ve N7
atomlan alkillenmeye daha agikken, Adenin N3 atomu bu yonde daha disik
kapasite sergilemektedir (Kornberg ve Baker 1991, Rich ve ark. 1984).

1.4.2. Capraz baglayici (Cross-Linking) Ajanlar

Daha once sozu edildigi gibi bifonksiyonel alkilleyici ajanlar DNA’da 2
farkli niikleofilik merkez ile reaksiyona girebilirler. Eger bu 2 baglanma bolgesi
zit poliniikleotit iplikleri itizerinde ise DNA iplikleri arasinda g¢apraz baglanma
meydana gelmekte, aym poliniikleotit zinciri {izerinde yer aliyorsa iplik¢i ¢apraz-
baglanma olugmaktadir.

DNA iplikler arasindaki ¢apraz baglanma, DNA’daki kimyasallarin yol
agtig1 hasarlarin 6nemli bir sinifidir. Bu tip hasar DNA iplik aynmini engelledigi
icin replikasyon ve transkripsiyonu bloke eder. Bu 6zelligi nedeniyle nitroz asit,
mitomisin C (Borowy-Borowski ve ark. 1990), nitrojen mustard, siilfir mustard
(Fox ve Scott 1980), cis platinum gibi gesitli platinyum tiirevleri ve 1sikla aktive
olan psoralen gibi ajanlar kanser tedavisinde yaygin olarak kullamlmaktadir (Fram
1992). Ornegin, 5x10-7 M konsantrasyonunda nitrojen mustard ile muamele
edilen bakteriyal DNA’da, bazlann yaklagck %0,005’inin alkillendigi
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gosterilmigtir. Bunun diginda, 254 nm dalga boylu UV radyasyonu ve iyonize
radyasyon da DNA’daki molekiiller arasinda karsilikl: baglanma gibi daha kiigiik
DNA hasarlanina sebep olabilirler. Diisiik hiicre i¢i klor konsantrasyonu, sonucu
meydana gelen klor kaybi, bilesikleri yiiklii elektrofilik ajanlara déniistiiriir.
Niikleofilik bolge ile reaksiyon sonucu ise DNA’da iplik i¢i ya da iplikler arast
baglantilar meydana gelir .

Bu ajanlar, aym zamanda DNA-protein ¢apraz baglanmasina da sebep
olabilmektedir (Eastman 1987). Omegin bir monofonksiyonel alkilleyici ajan olan
R-propiolakton DNA ile guaninin N7 pozisyonunda reaksiyona girer. R-
propiolaktonun DNA ve saflagtinlmis protein ile inkiibasyonu sonucunda DNA-
protein ¢apraz baglanmasi da meydana gelmektedir. Cesiti DNA-protein
etkilesimlerinin olusum mekanizmasinin ve DNA metabolizmas: iizerindeki
etkilerinin aragtinlmasi DNA hasarimin olugumu hakkinda daha detayh bilgi

saglamaktadir.

1.4.3. Psoralenler

Psoralenler, temel kimyasal yapilarinda, UV varlifinda DNA’nin pirimidin
bazlan ile bir ya da iki ugtan baglanarak reaksiyona giren 3 aromatik halka
bulunduran kimyasal yapilardir. Psoralenlerin DNA ile etkilesimi ve baglantist 3
sekilde olmaktadir. 1lk iki sekli, uzun dalga boylu UV radyasyonunun etkisi ile
DNA ile tek noktadan (timin ile) ¢ift bag kurulmasi sonucu meydana gelir
(Gasparro ve Fresco 1986). Ugiincii sekli ise sekli ise kimyasal yapmin her 2
reaktif grubunun da bagimsiz bir sekilde UV’yi absorbe ederek, iki DNA ipligi
iizerinde biri alt, digeri tist konumda bulunan iki baz arasinda karsihiklh gapraz
baglant1 kurmas: seklinde gergeklesmektedir. Sozii edilen ilk iki baglant1 tipi,
capraz baglanmayi olusturan baglanti seklinden 3 kat daha fazla meydana
gelmektedir (Sinden ve Cole 1978).

Fotoreaktivasyon ile DNA iplikleri arasinda ¢apraz baglanmay: saglayan
psoralenler, muamele edildikleri bakteri, bakteriyofaj ve okaryotik hiicrelerin
biyolojik inaktivasyonuna sebep olmaktadir (Averbeck 1989). Bu nedenle,

psoralenin tesvik ettii c¢apraz baglanma reaksiyonlan, cesitli biyolojik
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sistemlerde meydana gelen iplikler arasi ¢apraz baglanmanin onarimu calismalar
i¢in ideal bir model olmustur (Sage 1993). ,

UV 181 ile aktive olan psoralenler, aym zamanda b_bljiifén hiicrelerde
DNA replikasyonunu engelledigi igin sedef hastah@ gibi, épitel hiicrelerinin
dizensiz ¢ogalmasi ile karakterize olan bir hastaifin tedavisinde de
kullamimaktadir (Knobler ve ark. 1988).

1.4.4. Baz Analoglan

Genel olarak DNA yapisinda herhangi bir kimyasal ajamn etkisi
olmaksizin, biyolojik olarak meydana gelebilen baz hasarlari olusmaktadir. Bu
hasarlar DNA replikasyonunun degil, replikasyon sirasinda diziye katilan
deoksiriboniikleotitlerin hatali olmasindan kaynaklanmaktadir (Topal 1988). DNA
replikasyonu sirasinda, bazlara yapi olarak uygun substratlar onlarin yerine
replikasyona katilirlar. Baz analoglan olarak adlandirilan bu bilesikler deneysel
olarak DNA hasanimin ve bu hasanin yarattigi hiicresel cevabin belirlenmesi
caligmalarinda kullanilir. En yaygin olarak cahgilan baz analoglani arasinda
halojenlenmis 5-bromourasil, 5-fluorourasil ve 5-iyodourasil gibi urasil tiirevleri
yer almaktadir (Friedberg ve ark. 1995). Bunlarin tiimii timin analogu olup, DNA
replikasyonuna katildiklari zaman mutasyona sebep olmaktadir. Aym sekilde
adenin analogu 2-aminopurin de mutajenik Ozellige sahiptir (Sowers ve ark.
1987).

1.4.5. Klastojenik Faktorler

Genetik materyale kromozom kinklari seklinde zarar veren oksijen
radikalleri gibi ajanlarin etkisi klastojenik faktorler olarak adlandimlmaktadir
(Emerit 1994). Klastojenik etkinin ¢ogunlugu iyonize radyasyon gibi DNA hasar
kaynaklarindan meydana gelir. Buna karsin bazilan da memelilerde hiicresel
metabolizma sonucu meydana gelmektedir. Ornegin, ataxia telangiectasia
hastalarinin lenfosit ve plazmalan, normal bireylerinki ile kiltire alindiginda,
normal hiicrelerdeki kromozomal hasarin 6nemli derecede arttifi gozlenmistir.
Aym hastalarin deri fibroblastlanmn yetistirildigi doku kultlir ortamu da,
fitohemaglutininle uyanilmig normal lenfositlerde kromozomal kirilmayr yine
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onemli olgiide arttirmistir (Shanam ve ark. 1980). Benzer klastojenik aktivite,
Bloom’s sendromu, Falconi’s anemisi ile DNA onanm hatalarindan kaynaklanan
kromozom anomalisi ve yiiksek kanser riski tagiyan diger otozomal resesif
hastaliklara sahip bireylerden izole edilen fibroblast kiiltiir ortaminda da
belirlenmistir. Klastojenik faktorler aym zamanda yitksek dozda iyonize
radyasyona maruz kalan bireylerin plazmalarinda da bulunabilmektedir. Yapilan
bir aragtirmada atom bombasi sonrasi hayatta kalanlarin plazmasinda bu etkinin
31 yil boyunca siirdiigii ortaya konulmustur (Porter ve Coon 1991, Hollowell ve
Littlefield 1968). Diger yandan in vifro kosullarda herhangi bir fiziksel ya da
kimyasal etken ile muamele edilen kan hiicrelerinde klastojenik etki meydana
gelebilmektedir (Sivikova ve Dianovsky 1999). Bir bagka sekilde timor
promotorlann da tipki radikal dreten kimyasallar gibi klastojenik etkiyi
uyarabilmektedir (Emerit ve ark. 1985).

Genel olarak siiperoksit dismutas gibi radikal-koruyucu enzimlerin varli
klastojenik aktivitenin olusumunu onlemektedir (Emerit 1994). Reaktif oksijen
kaynaklarimin iretimi diffize olabilen ve bu sayede diger hiicrelerde aym etkiyi
uyararak daimi hale gelen Kklastojenik ajanlarin  olusumunu  (salimini)
baglatmaktadir.

1.4.6. Elektrofilik Tepkimelerle Metabolize Olan Kimyasallar

DNA’daki kimyasal hasara iligkin caligmalarda, kimyasal olarak reaktif
olmayan, nonpolar gruplar tagiyan cesitli tipte kimyasal bilesigin canli
viicudundaki metabolik aktivasyon tepkimeleri ile daha reaktif formlara
doniigerek, tipki alkilleyici ajanlar gibi, DNA’daki niifleofilik merkezle
etkilegsime girdigi tesbit edilmistir (Anders ve Dekant 1994). Bu ozellikte olan
¢ok sayida bilesik potansiyel mutajen ve karsinojendir. Bu grupta bulunan
karsinojenlerin metabolizmas: hassas tiirler tizerinde ¢ahgilarak aydinlatilmigtir.
Bazi karsinojenik aromatik aminlerin timore neden oldugu yillardir
bilinmektedir. Omegin N,N-dimetil-4-aminoazobenzen siganlarda (rat) etkili bir
karaciger karsinojenidir, kendisi sigan karaciger proteinlerine baglanamazken,
metaboliti baglanabilmektedir. Bu bilesiklerin ve pek ¢ok dier karsinojenin

genotoksik aktivitesi metabolik enzimler tarafindan gergeklestirilmektedir
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(Anders ve Dekant 1994). Bu enzim sistemlerinin gergek biyolojik
fonksiyonlari, potansiyel toksik nonpolar kimyasallani suda ¢6ziinerek atilabilir
sekle doniistiirerek, hiicreleri sitotoksik etkilere karst koruma amacina yéneliktir.

Kimyasal bilesiklerin ¢ogu bu enzim reaksiyonlan ile zarasiz ve viicuttan

atilabilir metabolitlere donistiiriiliirken, bazilan ise elektrofilik formda aktif bir
yapt kazanarak DNA gibi organik makro molekiillerdeki niikleofilik merkezle
etkilesime girebilir hale gelmektedir. Bu tip kimyasal ajanlar direkt olarak
sitotoksik degil iken, potansiyel genotoksik sekle doniistiiriilmektedirler. Bu
reaksiyonlarda yer alan enzim aktivitelerine en iyi 6rnek, gesitli monooksijenaz
aktivitesi igeren, bir seri membrana bagh proteinin indiikleyici cevabidir. Bir ya
da daha fazla zara bagh flavaprotein rediiktaz enzimi kombinasyonunun
olusturdugu bu komplekse, 450 nm’de giicli absorbansa sahip olmalan
nedeniyle sitokrom P-450 sistemi denilmektedir (Hollenberg 1992).

Bu c¢ok bilesenli enzim sistemi, aktivitesi i¢in NADPH ve atmosferik
oksijen gerektirir. Baglangic reaksiyonu genellikle, hidrofobik nonpolar
substratlarin, daha polar oksijenlenmig ara iriinlere doniistiriilmesidir. Olusan
uriinler ikincil reaksiyonlarin substratlann olup, enzimlerle hiicreden ya da
viicuttan hizhica atilacak konjugatlara (siklikla esterler) katalize edilirler.
Genotoksik kimyasallarin aktivasyonunda; mikrosomal ve sitoplazmik glutatyon-
s-transferaz, sulfotransferaz, asetiltransferaz, VDP-glukonasiltransferaz gibi diger

enzimler de rol oynamaktadir.

1.4.7. Metabolik aktivasyon reaksiyonlar: sonucu aktif olan baz: kimyasallar

N-2-Asetil-2-Aminofluorene (AAF), insanda kanser olgusunun artmastyla
baglantih olan aromatik amin grubu bilesiklerin bir smifidir. Baglangigta bir
insektisit olarak kullamilmig olan bu bilesigin metabolik aktivasyonundaki ilk
basamak, (sitokrom P-450 katalizorligtinde) bir N-hidroksi tiirevinin olusumudur.
Bu iiriin proksimate karsinojen olarak adlandirilir ve niikleik asitlerle reaksiyona
girmez. Fakat ardindan sitosolik enzimlerin aktivasyonu sonucu olusan siilfat ya
da asetat ester gibi reaktif alkilleyici bir ajandir (Miller ve Surh 1994).

Cesitli endiistriyel triinlerde ve komur katramnda bulunan benzo [a]

pyrene giiniimiizde ¢ok etkili karsinojenik bilesiklerden biri olarak bilinmektedir
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ve gevresel olarak sigara dumam ve otomobil eksoz gazi gibi benzo [a] pyrene
kaynag: olan bilesiklerde ¢ok yaygin olarak bulunmaktadir (Phillips 1990). Benzo
[a] pyrene metabolize edilmemis dogal yapisiyla reaktif olmayan nonpolar bir
bilesik olup, bu yapist nedeniyle DNA c¢ift ipligindeki bazlar arasina hidrojen
baglan kurarak girmektedir. Bu durum DNA hasarina giden yolda bir baslangig
olusturur. Viicutta P450 enzim sisteminin bilesiklerinden arilhidrokarbon
hidroksilaz enzimi benzo [a] pyrene ve diger polisiklik aromatik hidrokarbonlari,
onlarin ester konjugatlan olan fenollere ve dihidrodiollere metabolize etmektedir
(Hall ve Grover 1990). Diger yandan benzo [a] pyrenin bazi metabolizma tiriinleri
olarak elektrofilik epoksitler olugsmaktadir ki bunlar ¢ok iyi bilinen karsinojenik
formlardir ve anti diol-epoksitler olarak adlandinlirlar (Friedberg ve.ark. 1995).

Bilinen en etkili karaciger karsinojenleri arasinda olan Aflotoksinler dogal
bir metabolizma {riinii olup, DNA hasanna yol agabilen ilging bir &rnektir
(Groopman ve Cain 1990). Aflotoksinler Aspergillus flavus ve Aspergillus
parasiticus tiri funguslar tarafindan tretilen mikotoksinlerdir. Yiyeceklerin ve
Ozellikle yer fistiginin bu toksinle kontamine olmasi sonucu insan ve hayvan
biinyesine alinmaktadir. Aflotoksinler kimyasal olarak, benzen halkasinda metoksi
grubu tastyan bir coumarin yapistyla birlesmis difurofuran halka sisteminden
meydana gelmektedir (Groopman ve Cain 1990). Fungus kaynakh aflotoksinler
arasinda en kuvvetli hepatokarsinojen olam Aflotoksin B1’dir. Aflotoksin Bl,
karaciger mikrozomal enzim ekstraktinda bulunan P-450’nin, kanisik fonksiyonlu
oksijenaz enzimleriyle okside olarak, aflotoksin B1-8,9-epoxide denilen bir ana
tirine  doniismektedir. DNA niikleotit dizisi bilinen substratlarla yapilan
caligmada, meydana gelen metabolik tiriiniin, DNA’nmin guanin baziyla etkileserek
8,9-dihidro-8-(N7-guanil)-9- hidroaflotoksin B;’i olusturdugu tespit edilmistir
(Groopman ve Cain 1990).

Temel bir hiicre ici siilfidril bileseni olan glutatyonun hiicredeki serbest
radikalleri elimine edici rolii oldugu disiinilmektedir. Indirgenme durumunda
olan glutatyon giiglii bir niikleofiliktir ve elektrofillerle reaksiyona girmektedir
(Anders ve Dekant 1994). Yapilan pek ¢ok calisma glutatyon konjugasyonunun,
dihaloalkan, etilen diklorid, mustard veya N-nitroso gibi karsinojenik ajanlarn
aktivasyonunda genotoksik etkili oldugunu desteklemektedir (Guengerich 1994).
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N-nitroso bilesiklerinin bir tiol grubuyla aktivasyonu bu duruma 6rnek verilebilir.
N-metil-N1-nitro-N-nitrosoguanidin (MNNG)’in glutatyonda bulunan sistein ile
reaksiyonu yitksek seviye elektrofilik metilleyici bir iriin ile sonuglanmaktadir
(Lawley 1990).

Diger bir ornek ise 4-nitroquinolin 1-oksit (4-NOO) olup genellikle, UV
radyasyonuna benzer sekilde siklobiitan pirimidin dimerleri gibi DNA hasarn
olusturmakta ve hasar kesip-¢ctkarma onarnim mekanizmasiyla onanlmaktadir.
DNA ile baglanan 4-00, metabolik aktivasyon reaksiyonlan ile ilk olarak 4-
hidroksi—aminoquinolin 1-oksit  seklinde  bir  karsinojenik  forma
donustiurilmektedir. Bu bilesik daha ileri seviyede seril-tRNA sentetaz enzimi ile
reaksiyona girerek aktive edilmektedir. Aktif komplex DNA ile quinolin
gruplarimdan baglanmaktadir (Galigue-Zouitina ve. ark. 1986). 4 NOO ile
muamele aym zamanda 8-hidroksiquanin olusumuna ve Onemli derecede iplik

kirilmalarina yol agmaktadir (Kohda ve. ark. 1986).

1.5. TOKSIK BILESIKLERIN METABOLIZMASI

Biyolojik sisteme giren yabanci maddeler, metabolize edilerek, orijinal
bilesiklere oranla suda daha ¢ok c¢oziinebilen farkli iriinlere donigebilir
(biyotransformasyon). Hayvanlardaki biyotransformasyon, sudaki ¢dziniirligi
artirarak atilmayr hizlandirma islemine dayanir. Burada dikkate alinmas: gereken
onemli bir nokta, bir molekiiliin, canli organizmaya yabanci bile olsa, kimyasal
yapist uygun durumdaysa, normal metabolik olaylarda gorev alan bir enzim
tarafindan substrat olarak kullanilabilecegidir. Yabanc: bilesiklerin metabolize
edilmesi o bilesigin toksisitesinde azalmaya sebep oldugundan bu olay
detoksifikasyon olarak nitelendirilir. Bununla beraber, bazi durumlarda bunun tam
tersi olur ve olusan iiriin ana iiriinden daha toksik bir hal alabilir. Ornegin
Watanabe ve Kamiguchi (2001) tarafindan yapilan bir ¢alismada, siklofosfamid,
benzo(a)pren ve N-nitrosodimetilamin gibi mutajen/ karsinojenlerin metabolik
enzimler ile reaksiyonu ile tiirevlenen metabolitlerin insan sperm kromozomlar
tizerinde aberasyolara (hasar) neden oldugu gosterilmistir.

Biyotransformasyon cogunlukla memelilerde, karaciferde bolca bulunan

enzimler tarafindan belli bash iki evrede katalizlenir. Birinci evrede toksik madde
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degisime ugrar. Bu degisimle bilesige bir fonksiyonel grup ilave edilir. ikinci
evrede fonksiyonel gruba bagska bir madde baglanarak birlesme (konjugasyon)

gerceklesir (Gatehouse ve ark. 1990).

1.5.1. Birinci Evre Reaksiyonlari
1.5.1.1. Oksidasyon Reaksiyonlari

Bu reaksiyonlarin ¢ogu bir enzim sistemi tarafindan katalize edilirler.
Sitokrom P450 monooksijenaz sistemi (30 civarinda enzim) olarak adlandirilan bu
enzimler hiicrenin graniilsiiz endoplazmik retikulumunda yerlesmislerdir. Birgok
dokuda bulunabilmekle birlikte, bu enzimler en ¢ok karacigerde yer alirlar. P450
enzimlerinin Ozellikle kanserojen maddelerin detoksifikasyonunda 6énemli bir yer
tuttugu bilinmektedir. Hemoprotein yapisinda olan enzim, sistein amino asidine
baglh “hem demiri” (porfirin halkasina bagli demir iyonu) igerir. Yabanci
bilesiklerin oksidasyonu genelde bu demir grubu iizerinden gergeklesir.
Katalizlenen reaksiyonlar asagida gosterildigi gibi NADPH, molekiiler oksijen ve
magnezyuma gereksinim duyar.

SH + O,+ NADPH + H* SOH + H,0 + NADP*

Alkol dehidrojenazksantin oksidaz, monoamin ve diaminoksidazlar ile
peroksidazlar gibi diger enzimlerin de belirli oksidasyon reaksiyonlarim
katalizledikleri bilinmektedir. Sitokrom P450(CYP) enzimleri prokarsinojen ve
promutajenlerin de i¢inde bulundugu ¢ok sayida kimyasal ajanin oksidasyonunu
katalize ederek, onlann mutajen ya da karsinojen Ozellikteki reaktif metabolitlere
doniistirmektedir (Kadlubar ve Hammons 1987, Guengerich 1988). Insanda,
cesitli promutajen ve prokarsinojenlerin biyoaktivasyonunda etkili olan temel
enzimlerin CYPs 1Al, 1A2, 1B1, 2C9, 2D6, 2Elve 3A4 oldugu bildirilmistir
(Shimada ve ark. 1996).

1.5.1.2. Rediiksiyon Reaksiyonlar:

Bu reaksiyonlar, hem mikrozomal hem de sitolojik rediiktazlar tarafindan
katalizlendii gibi, rediiktaz ihtiva eden barsak bakterileri tarafindan da
katalizlenebilir. Bu tip reaksiyona en iyi Ornek, besine renk veren tartrazin

maddesinde bulunan nitro ve azo gruplanmin indirgenmesi reaksiyonudur. Oda ve
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arkadaglarimin yaptigi galismada (2001), insan P450 ve NADPH-P450 rediiktaz
enzimleri ile o-asetiltransferaz enzimlerini sentezleyebilen farkli transforme S. -
typhimurium 1535 suslarinda bazi heterosiklik aminlerin ve "'prbkarsinojenleﬁn

metabolik aktivasyon ile genotoksik aktivite sergiledigi gosterilmigtir.

1.5.1.3. Hidroliz Reaksiyonlari

Esterler esterazlar tarafindan, amidler ise amidazlar tarafindan
hidrolizlenir. Bu enzimler genel olarak birgok dokuda hiicre sitozoliinde bulunur
(Guven 1999).

1.5.2. ikinci Evre Reaksiyonlar

Konjugasyon reaksiyonlarnn olarak da bilinen bu reaksiyonlar, polar bir
grubun yabanci molekiillere eklenmesi ile meydana gelmektedir. Bu polar grup,
ya bilesik tizerinde hazir bulunan bir gruba ya da birinci evre reaksiyonlar
sonucunda olusan hidroksil gibi gruplara konjuge olabilir. Polar gruplar, yabanci
molekiilleri suda daha c¢ozinir kilar ve boylece viicuttan uzaklastirma
kolaylagtinlarak toksik etkide bir azalma meydana getirilir. Konjiigasyon
reaksiyonlar: agagida kisaca agiklanmugtir.

1.5.2.1. Siilfatlama

Bir hidroksil grubuna silfat eklenmesi, yabanci maddelerin
konjigasyonunda izlenen o&nemli bir yoldur. Bu reaksiyon, sitozolik bir
silfotransferaz enzimi tarafindan katalizlenmektedir. Reaksiyonun meydana
gelebilmesi i¢in fosfoadenozin fosfosilfat koenzimi de kullaniimaktadir.
Aromatik ve alifatik hidroksil gruplari yaminda N-hidroksil gruplan ile amino
gruplan da siilfatla konjuge olabilirler (Pluth ve ark. 2000).

1.5.2.2. Glukuronidasyon
Glukuronik asit, polar ve suda ¢oziinebilen bir molekiil olup hidroksil,
karboksilik, amino ve tiol gruplarna kolayca eklenebilir. Bu reaksiyon,

mikrozomal enzimler olan glukiironosil transferazlar tarafindan katalizlenir. Diger
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karbonhidratlar da konjiigasyonda gorev alabilirler. Riboz ve ksilozun da benzer

bigimlerde kullanildiklar bilinmektedir (Giiven 1999).

1.5.2.3. Glutatyon Konjugasyonu

Toksikolojik agidan, Ozellikle reaktif ara trtinlerin uzaklastinlmasinda
onemli bir fonksiyona sahip, temel bir hiicre igi siilfidril bileseni olan glutatyon,
bircok memeli dokusunda (6zellikle karacigerde) bulunan ve ti¢ peptitten olusan
bir bilesiktir. Glutatyonda sistein aminoasidinden kaynaklanan siilthidril gruplan,
reaktif veya elektrofilik metabolitlere baglanmaktadir. Bu reaksiyonlar, glutatyon
trensferazlar tarafindan katalizlenir. Indirgenme durumunda olan glutatyon giiglii
bir nikleofiliktir ve elektrofillerle reaksiyona girmektedir. Bu konjugasyon
reaksiyonlan gesitli sitozolik ya da mikrozomal glutatyon-s-transferaz enzimleri
ile katalize edilmektedir (Anders ve Dekant 1994, Bernardini ve ark. 1996).
Ksenobiyotiklerin P450 ile oksidasyonunun ardindan atilabilir duruma geldikleri
glutatyon konjugasyonu, genellikle bir detoksifikasyon islemi olarak kabul
edilmektedir.

Bu enzim simufimn 6nemi, alkil, aldehit ve keton gibi elektrofilik gruplarin
metobolize edilmesinde rol almasidir. Bu enzim, aerobik mikroorganizmalarda,
bitki ve hayvanlanin cogunda bulunmaktadir. Fungi , bocek ve nematodlarin
kontrolinde fumigant olarak  kullamlan ve klorlanmig sularda bulunan
kloropikrin, SCE ve Ames testinde pozitif sonu¢ vermis genotoksik bir maddedir.
Mutajenik aktivitesinde oksidasyon, rediiktif deklorinasyon ve ozelliklede
glutatyon ile konjugasyon reaksiyonlarinin 6nemli rol oynadig: ileri stiriilmustiir
(Schneider ve ark. 1999).

1.5.2.4. Amino Asit Konjugasyonu

Yabanci organik bilesikler amino asitlerle konjugasyon yapabilirler. Bu
islevde kullamilan amino asit tiirden tire farkliliklar gostermekte ve benzer bir
evrimsel gruba dahil tiirlerin aym amino asidi kullandiklan gorilmektedir. Glisin,
en ¢ok kullanilan amino asittir teskil eder ve yabanci organik bilesiklerle
konjugasyonu mitokondride bulunan agilaz enzimi tarafindan katalizlenir (Gliven
1999).
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1.5.2.5. Metilasyon
Molekiillerdeki hidroksil, amino ve tiol gruplan metiltransferaz
enzimlerinden biri tarafindan metillenebilirler. Bu reaksiyonlar, &zellikle normal

olaylarda olusmakla birlikte, yabanc: bilesikler aym zamanda substrat olarak da
kullanilabilir (Given 1999).

1.6. BENZOTIYAZOL’UN BIYOLOJIK AKTIVITESI

Bu caligmada test maddesi olarak kullanilan benzotiyazol (BT), sigara
dumamnda bulunan, endistriyel ve farmakolojik amagclarla yaygin olarak
kullanilan bir bilesiktir. Benzotiyazol grubuna ait gesitli kimyasal yapilarin anti-
inflamatuar, antibakteriyal, antifungal, antitiimorojenik ve analjezik olarak ¢ok
degisik etkileri bilinmektedir.

Benzotiyazol grubu bilesiklerden, yapisal olarak basit ve sentezi elverigli
olan 2-(4-aminofenil) benzotiyazoller, in vivo ve in vitro ortamda, ovaryum,
bobrek, kolon ve meme karsinoma kiltiir hicreleri iizerinde etkili ve segici bir
aktivite sergilemistir. Yapilan bir ¢alismada, 2-(4-aminofenil) benzotiyazol' iin bir
tirevinin in vifro ortamda kanserli meme hiicrelerinde inhibitor etkili oldugu,
diger dort tirevinin de insan meme kanseri modeline sahip farelerde, tiimor
biiyiimesini inhibe ettigi saptanmistir (Shi ve ark. 1996). Bradshaw ve arkadaglan
(1998) ise, 2-(4-aminofenil) benzotiyazol' iin 3 farkli pozisyonda fenil tastyan
tirevlerinin kanserli insan ovaryum kiiltiir hiicrelerinde biiyiimeyi inhibe eden
etkisi oldugunu tespit etmistir. 2-(4-aminofenil) benzotiyazol serisinden
gelistirilen bilesik CIM126, in vifro’da meme kanserli kiltiir hiicrelerine kars
nanomolar (10°M) diizeyde etkili olmustur. Ozellikle 3 -metil, 3-bromo, 3'-iyodo
ya da 3 -kloro sbstitiientlerini tasiyan 2-(4-amino fenil) benzotiyazollerin in
vitro’da kanserli ovaryum, akciger, bobrek ve kolon kiiltiir hiicrelerinde etkili
oldugunu géstermistir.

In vivo sartlarda yapilan deney sonuglarina gore de 2-(4-amino-3 metil
fenil) benzotiyazol bu seride en etkili bilesik olarak segilmistir (Bradshaw ve ark.
2001). 2-(4-amino-3-metil fenil) benzotiyazol (DF 203) ile yapilmus olan daha
onceki arastirmada da in vitro ve in vivo ortamdaki insan timor hiicrelerine

ozelliklede kanserli meme hiicrelerine karst etkili ve segici bir antitimér ajan
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olabilecegi vurgulanmustir. Ayrica bu bilesigin metabolizmasi igin sitokrom P450
(Cyp 1Al)’nin gerekli ve onemli oldugu, ancak antitimér aktivitesindeki roliiniin
kesin olmadif1 sonucuna vanlmistir (Chua ve ark. 2000).

Hutchinson ve arkadaslan (2001)’mn yaptig1 ¢aligmada, bir seri tek ya da
iki bolgeden florlanmug 2-(4-amino-3-substitiite-fenil) benzotiyazol sentez
edilerek, sitotoksik dozlam insan meme, prostat ve kolon kiiltiir hiicrelerinde
belirlendikten sonra etki testleri yapilmuistir. Hassas hiicrelere kars: kullanilan soz
konusu benzotiyazol tiirevlerinden en etkili olan 2-(4-amino-3-metil fenil)-5-
florobenzotiyazol grubu, insan meme tiimor hiicrelerinde disann atilamayan
metabolitler uretmistir. Bu benzotiyazol serisinin antitimér 6zginligiiniin
belirlenmesinde o6nemli olan sitokrom P450 CYP1Al’in uyanlmas: ile ilgili
gerekli bilgi heniiz saglanamamugtir. Su andaki g¢aligmalar 2-(4-amino-3-
metilfenil)-5-florobenzotiyazol’iin farmasotik ve preklinik olarak gelistiriimesine
odaklanmustir. Benzotiyazoliin antitimor ajan olarak sentezlenen quinol eter ve
esterleri de in vitro kosullarda kolon ve meme kanser hiicrelerine karsi nanomolar
seviyede aktivite gostererek etkili olmustur (Wells ve ark. 2000).

Benzotiyazolin 2-actelpiridin  hidrazon tiirevleri, slispansiiyon halde
biiyiiyen 16semi ve lenfoma hiicrelerinde, aym zamanda Hela uterin karsinoma,
kemik ostesarkoma, akciger MB9812, A549 ve me Mcf-7 gibi kati tiimor
hiicrelerinde sitotoksik etkili oldugu bulunmustur. Bu aktiviteyi RNA ve DNA
sentezini inhibe ederek gergeklestirmistir (Hall ve ark.1999).

Seo ve arkadaglani (2000)’min yaptigi ¢aligmada, Spraque-dawley cinsi
erkek siganlarda benzotiyazoliin hepatik sitokrom p450 monooksijenaz (P450 s),
VDP-glukroniltransferaz (VDP-GT), siilfotransferaz ve glutatyon-S-transferaz
(GST) gibi metabolik enzimlerin aktivitesi tizerindeki etkileri arastiriimustir.
Deneyler sonucunda BT’nin sitokrom p450’yi ve faz II metabolik enzimlerini
etkili bir sekilde uyardig tesbit edilmistir.

Benzotiyazol' iin biyolojik aktivitesiyle ilgili olarak yapilan bir
calismada, organik ve organometalik bazi tirevlerin Candida albicans' a karst
antifungal etkili oldugu bulunmustur (Kigikbay ve Durmaz 1997). Diger
calismalarda ise, Enterococcus feacalis ve Staphylococcus aureus' a Kkarsi

antibakteriyal etkili (Kugiikbay ve ark. 1995), insan cytomegalovirus (HCMV)' de
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proteaz aktivitesiyle inhibitor etkili benzotiyazol tiirevlerinin varlig bildirilmistir
(Ogiluie ve ark. 1999). Bazi imidazo [2-1-6] benzotiyazol karboksilik yada
asetikasit bilesiklerinin ise anti-inflamatuar ve aneljezik aktiviteleri yapilan
farmakolojik ¢aligmalarca dogrulanmistir (Palagiano ve ark. 1996).

Benzotiyazoliin degisik biyolojik aktivitelerini arastiran farkli bir ¢alisma
da, bazi yeni pirimido [2,1-b] benzotiyazol ve benzotiyazolo [2,3-b] quinazolin
tirevleri sentez edilerek, antitiimor ve antiviral etkileri test edilmigtir. Aralarindan
5c ve 8d kodlu 2 tiirevi genis spektrumlu antitiimér aktivite gosterirken, Sc ve 5d
kodlu turevleri ise Herpes simplex tip-1(HSV-1)’de viral plaklan %50-61
azaltarak antiviral etki sergilemistir. (el-Sherbeny 2000). Ayrica insan
sitomegalovirus (HCMV) proteaz inhibitérii olan monobaktamlann yapisinda da
2-benzotiyazol yapisimn oldugu bulunmustur. Ustelik HCMV proteaz inhibitorii
olan benzotiyazol tiirevlerinin bu etkisi, hiicre-transfeksiyon metodu kullanilarak
hiicre icinde gosterilmis ve plak reditksiyon testi ile ortaya g¢ikan antiviral
aktivitenin proteaz inhibisyonundan kaynaklandigi vurgulanmstir (Ogilvie ve ark.
1999).

(E 3040) olarak bilinen b-hidroksi-5,7-dimetil-2-metil amino-4-(3-
piridilmetil) benzotiyazoliin, bagirsak hastaliklarinda antiinflamatuar etkili bir ilag
oldugu bildirilmistir (Yamada ve ark. 2000).

Benzotiyazol grubu bilesiklerin antimikrobiyal aktivitesi tizerine yapilan
¢alismalardan birinde, benzotiyazoliin azolyum tuzu ve nétral 2-aryl tiirevlerinin,
bazi bakteri tiirlerinde in vitro antimikrobiyal etkili oldugu bulunmustur
(Cetinkaya ve ark. 1999). Diger bir ekip ise in vitro kosullarda antimikrobiyal
aktivite gosteren bazi benzotiyazol tiirevlerinin, wistar irki siganlarda yapilan in
vivo deneylerinde, serum konsantrasyonlarinda anti-bakteriyal etki gdstermeksizin
safra yollart ve karacigerde hasara sebep oldugunu bildirmistir (Durmaz ve ark.
1998).

Yukanda belirtildigi gibi, cesitli amaglar i¢in kullamlma olanag: bulunan
ve ilaglar igin hammadde olarak sentez edilen 2-siibstitiie benzatiyazol
tirevlerinin ilag olabilme kogullarinin saglanmasinda, yap: aydinlatiimasinin
yanisira biyolojik aktivite tayini de gereklidir. Biyolojik etki galismalan iginde

genotoksisite aragtirmalan olduk¢a Onem tagimaktadir. Genotoksik etki
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aragtirmalarinda en az iki ayn sistemde farkli yéntemlerin kullanilmas: son
yillarda gelistirilen gesitli metodlar sayesinde giderek yayginlasmustir (Vahl ve
ark. 1996, Bacchi ve ark. 1998, Wang ve ark. 1999). Bu y6éntemler mutajenesis-
kanserojenesis iligkisinden yararlanarak bir¢ok gevre kirleticisi, gesitli sektorlerde
kullanilan kimyasal madde ve ilaca uygulanmaktadir (Liu ve ark. 1997, Ruiz ve
Marzin 1997, Bostrom ve ark. 1998, Charles ve ark. 1999).

1.7. AMAC

Edinilen bu bilgiler ve gergekler dogrultusunda, genotoksisite (mutajenite)
caligmalarinin 6nemi ve gereklili§i g6z Ontne alinarak planlanan bu tez
caligmasinda, tiirevleri gesitli biyolojik etkilere sahip olan 2 fenil benzotiyazol
maddesinin ve farkli kimyasal gruplar baglanmig tirevlerinin mutajenik
etkilerinin aragtinlmasi amaglannustir. Bu dogrultuda biri bakteriyal digerleri ise
memeli hiicre sisteminde etkili olan 3 farkhi test yonteminin kullamlmasi uygun
goriilmiigtiir. Teknik 6zellikleri daha sonra ayrnintili olarak anlatilan bu yontemler
Salmonella mikrozom (Ames), kardes kromatid degisimi (SCE) ve kromozom
bozulma (CA) testleri’dir. Deneysel c¢aligmalardan alinacak sonuglar
karsilastinilarak, test maddesinin mutajenik ya da genotoksik aktivitesi hakkinda
bir degerlendirme yapilacaktir.



2. MATERYAL VE METOD

2.1. TEST MADDELERI

Bu calismada olasi mutajenik etkileri arastinlan 2-siibstitue benzotiyazol
tirevleri; Anadolu Universitesi Eczaciik Fakiiltesi Farmasotik Kimya
Bolumi’nde sentezlenmis, 2-(o-hidroksifenil)-benzotiyazol (BT-3), 2-(m-
bromofenil) benzotiyazol (BT-10), 2-(o-metoksifenil)-benzotiyazol (BT-15), 2-
(o-nitrofenil) benzotiyazol (BT-18) ve 2-(m-nitrofenil)-benzotiyazol (BT-26)
olarak kodlanmistir. Benzotiyazol tirevlerinin sentezinde kondensasyon
reaksiyonlann denenmistir. Bu tip reaksiyonlarda, serbest bir amin ve bununla
kondensasyona giren bir aldehid, nitril veya karboksilikasit tiirevleri
bulunmaktadir (Tusukiyama ve ark. 1996). Deneylerde kullamlan benzotiyazol
tirevlerinin kimyasal formiilleri Cizelge 2.1.’de verilmistirr Bu maddeler
dimetilsiilfoksit (DMSO) iginde 100000 pg/ml, 75000 pg/ml, 60000 pg/ml, 50000
pg/ml, 25000 pg/ml, 10000 pg/ml, 5000 pg/ml, 1000 pg/ml olacak sekilde
cozunerek deneylerde kullamlmak iizere oda sicakliginda saklanmigtir. Deneysel
caligmalarin oncesinde, test maddelerinin uygulanacak yontemlerde, kullamlacak
olan huicreler tizerine sitotoksik etkili olan dozlan belirlenmistir. Bu islemlere ait

bilgiler ilgili yontemin anlatildig: boliimde verilmistir.



Benzotiyazoliin genel kimyasal formiilii :
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Cizelge 2.1. Benzotiyazol ve deneyde mutajenik etkdleri test edilen tiirevlerinin kimyasal

ozellikleri
Molekiil
Bilesik Agik Formiil Kimyasal Ismi ;{3""‘1‘ Agirhg
‘ormiil
(g/mol)
S
2-(o-Hidroksifenil)-
BT-3 }—Q benzotiyazol | CLSHOSNO | 227.273
N
HO
Br
S 2-(m-Bromofenil
BT-10 “(m-Bromofenil)- | -, spye0np;y | 200,174
V7 benzotiyazol
N
S
BT-15 / 2-(o-Metoksifenil)- | 4011 19N0O | 241.301
N benzotiyazol
CH30
S
: / 2-(o-Nitrofenil)- | C13HI8SN2 .
BT-18 N>_© ek e el 256.278
O.N
S
BT-26 / Z'gcfg;g:g’;’l”' CI2H8SN2 | 212.268
o ,
NO,
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2.2. SALMONELLA MIKROZOM (AMES) TESTi

2.2.1. Kimyasal maddeler

4-Nitro-o-fenilendiamin (Aldrich), S9 tabletleri (Boehringer Mannhem),
sitrikasit monohidrat, K2ZHPO4, Sodyumbhidroksit (Codex Carloerba), Bacto agar
(Difco), MgS04.7H20, NaHHNH4 (P04.4H20), L-Histidin HCl (F.W.191.7),
Sodyum azid, 2-Aminoflurene, KCl, NaCl (Merck), Nutrient Broth No: 2 (Oxoid),
D-Biyotin (F.W.247.3), Ampisilin trihidrad, 3-Metilkolantren, (Sigma)’ dan temin

edilmisgtir.

2.2.2. Salmonella typhimurium test suslari

Deneyde, Ames ve arkadaslan tarafindan, Salmonella typhimurium 1T2
atasal susundan in vifro mutasyonlarla gelistirilmis TA100 ve TA98 suslan
kullamlmigtir. Bu suglar Dr. Nakamura (United States Department of
Agriculture)’ dan saglanmustir. Bu iki sus, Ames testi igin gerekli olan orjinal
histidin geni mutasyonlarina ilave olarak kazandirilan bazi ozellikler ile nokta
mutasyona sebep olan ajanlara ve cerceve kaymasi mutajenlerine karsi daha

hassas hale getirilmigtir.

2.2.3. Metod

Bu caligmada, liyofilize olarak temin edilen Salmonella typhimurium’un TA
98 ve TA 100 suslaninin master plaklanmn hazirlanmasi, genetik 6zelliklerinin
kontrol edilmesi ve stok kiiltiirlerinin hazirlanmasi ve daha sonra, test
maddelerinin mutajenik etkilerinin aragtinlmasi Maron ve Ames (1983)’in
gelistirdigi plak inkorporasyon metoduna gore yapilmustir. Yontemin ayrintilan

asagida verilmistir.

2.2.3.1. Master plaklarin hazirlanmasi

Liyofilize kiiltiirler, steril ortamda, nutrient broth besiyerine aktarlarak,
37°C’de 12 saat inkiibe edilmis ve histidin biyotin (HB) agara ¢izgi ekimiyle
alinmugtir. 37°C de 48 saat inkiibasyonun ardindan, iyi izole olmus bir koloni
segilerek, 0.3 ml fosfat tuz tamponu (PBS) icinde siispanse edildikten sonra,
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histidin-biyotin-ampisilin (HBA) plaklarina ¢izgi ekimi yapilmig ve yine 37°C de
48 saat inkiibe edilmistir. Deney igin kullanilacak uygun bakterileri igeren bu

master plaklar +4°C de 1-2 ay stre ile saklanmis ve pasajlar yapilmustir.

2.2.3.2. Stoklama ve stok kiiltiirlerin acilmasi

Test suslaninin  uzun sire canlibm ve mutant Ozelliklerini
koruyabilmeleri i¢in stoklamalan yapilmigtir. Bunun i¢in HBA agarda iiremis olan
Salmonella suglarindan iyi izole olmus, normal biiyiiklitkteki bir koloni o6ze ile
alinip 2ml NB igeren tiiplerde siispanse edildikten sonra 37°C’ de bir gece inkiibe
edilmistir. Bu siirenin sonunda steril mikrosantrifyj tliplerine aktarlan kiiltiirlere
%9 oraninda DMSQ ilave edilmis ve —20°C de donmas: saglandiktan sonra —80°C
de saklanmugtir.

Kiltirtin agilmas1 gerektiginde, stok bakteri kiltiiri oda sicaklifinda
eritilip bir 6ze dolusu alinarak, histidin biyotin (HB) agar plaklarina paralel ekim
yapilmistir. 37°C de 48 saat inkitbe edildikten sonra, HB plaklaninda iireyen
bakterilerden iyi izole olmus bir koloni steril transfer ignesi ile 0.3 ml PBS iginde
stispanse edilmigstir. Steril bir ekiivyon ile alinan siispanse kiiltiir HBA plaklarina
4-5 ¢izgi halinde paralel ekim yapilarak 37°C de 48 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda master plaklar +4°C’ de 1-2 ay sireyle
buzdolabinda saklanmig ve gerektiginde deneyler igin kullamlmustir.

2.2.3.3. Salmonella suslarinin kontrol testleri
Testin giivenirligi agisindan test suglanimin orjinal mutasyonlara sahip olup
olmadigini bilmek gerekir. Bu nedenle bakterilerin genetik oOzellikleri bazi

testlerle kontrol edilmistir.

Histidin gereksinimi

Bakterilerin minimal glikoz agar (MGA) tizerine ekilmeleri sonucu his’
bakteriler his“lerden ayird edili. Bu amagla NB’ da, bir gece iiretilen
bakterilerden, MGA ve HB plaklarina ¢izgi ekim yapilmugtir. 37°C de 48-72 saat

inkiibasyondan sonra HB plaklarinda iireme gozlenirken MGA plaklarinda tireme
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gozlenmemistir. Boylece kullanacagimiz bakterilerin His' mutasyonu’nu tasididi
anlagilmigtir.

uvrB mutasyonu

Bu mutasyon ile bakterilerin, ultra viyole (UV) iginlarinin neden oldugu,
replikasyon hatalarinin diizeltilmesi igin gerekli olan ‘DNA onarim mekanizmas:’
engellenmigtir. Bakterilerde bu mutasyonun varligi UV igmlarina duyarlilik testi
ile tespit edilmistir. Bu test igin, NB’ da bir gece biiyiitiilen bakteri kiiltiiriinden 1
oze dolusu almip Nutrient Agar (NA) plagimn tamamina paralel ekim yapilmustir.
Plagin yans: (cizgileri kesecek sekilde) plastik bir plaka ile kapatilip 15 watt
giiciinde bir UV lambast ile 33 cm yitksekten 8 sn. siire ile igmlanmugtir.
Isinlamadan sonra petri kapaklan kapatiip 37°C de 24 saat inkiibe edilmigtir.
Kullanilan UV 15181 ile, #vrB mutasyonu tasiyan ve bundan dolay1 DNA kesme-
tamir etme mekanizmas: engellenmis olan bakterileri oldiirmektedir. Bundan
dolayt UV’ye maruz kalan kisimda tireme olmazken, plastik kapakla kapatilan
kisimda normal bir ireme gozlenmistir ve boylece bakterilerin zvrB mutasyonunu

tasidigi gosterilmistir.

Rfa mutasyonu kontrolii

Bu mutasyon bakteri hiicre zanmn lipopolisakkarit yapisinda
olusturulmustur ve hiicre zanmn gegirgenligi arttinlmustir. Varlig: kristal viyoleye
duyarlilik testi ile tespit edilmistir. Bu test igin, NB’ da bir gece biiyiitiilen 0.1 ml
stvi kiiltiir , 45°C’ye 1sitilmus 2 ml top agar iizerine ilave edilip daha sonra NA
plaklarina dokilerek plaklara 8 isareti yaptiilmustir. 10 dk. donmasi beklendikten
sonra, plagin ortasina 0.5 cm caplh steril filtre kagidi diski yerlestirilip diskin
ortasina % 0.1” lik kristal viyole kangimindan 10ul damlatilmistir. Kagit boyay:
emdikten sonra plaklar 37°C’de 24 saat inkube edilmistir. Inkiibasyon sonunda
disk cevresinde 9 cm’lik iireme olmayan zon gozlenmistir. Bu zonda, boya
maddesi bakterilerin igine kolayca girip, bakterilerin tiremesini engelledigi igin

bakterilerin Rfa mutasyonunu tasidiklar: anlagilmistir.
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R faktor varligi kontrolii

Bakterilerde ampisilin i¢in R-faktér tagtyan pKMI101 plazmidlerinin
varlifi, ampisiline direncliliginin Glgiilmesi ile tespit edilmisti. NB iginde
bityiitiilen bakteri kiiltlirii, % 0.8 ampisilin / 0.02M NaOH igeren HBA plaklarina
¢izgi ekimleri yapilarak, 37°C de 24 saat inkiibasyon sonunda, plazmid iceren

mutant bakterilerin ampisilinli ortamda biiyiidiikleri gozlenmisgtir.

Spontan olarak geriye doniis siklifinin kontrolii

Mutant bakteri suslanimin kendiliginden (spontan) his” durumundan his”
durumuna doniigmesi, belirli simurlar iginde miimkiindiir. Bu simirlar TA98 igin 30-
50 revertant / plak; TA100 igin 120-200 revertant / plaktir (Maron ve Ames 1983).
Bunu test etmek igin, normal gecelik kiiltirden 0.1 ml alimp, 45°C deki su
banyosunda 1sitilan 2 ml top agar lizerine ilave edilmigtir. Daha sonra, 0.2 ml
0.5M histidin-biyotin solusyonu da eklenip test tiipii yavasca galkalanarak MGA
plaklarina yayilmis ve 37°C de 48 saat inkiibe edilerek plaklarda iireyen koloniler

sayilmigtir. Normal sirlar iginde revertant sayi gosteren kiiltiirler deneylerde

kullanilmigtr.

2.2.3.4. Siv1 kiiltiiriin ml’ sindeki bakteri sayisimin belirlenmesi

Deneylerde kullamlan gecelik kultirlerin ml’sinde bulunan bakteri
sayisini bulmak icin yukanda anlatilan sekilde hazirlanan gecelik kiiltirden NB
ile 10%, 107, 102 103, 10%, 10° ve 10° olacak sekilde bir dizi seyreltmeler
hazirlanmustir.  Bu  seyreltmelerden NA plaklanna 10pl’lik  miktarlarda
damlatilarak, 37°C de 24 saat inkiibe edildikten sonra plaklardaki koloniler
sayilmis ve bakteri sivi kiiltiiriiniin ml’sinde 2.4x10° bakteri oldugu belirlenmistir.
Bu isleme paralel olarak, bakteri kiltiriiniin optik dansitesi 650 nm dalga
boyunda spektrofotometre ile olgiilerek deneyler i¢in uygun olan bakteri sayisina

karsilik gelen deger, 0.165 OD olarak belirlenmistir.

2.2.3.5. Test Maddelerin Sitotoksik Etkilerinin Saptanmasi
Kullanilan test bilesiklerinin, test bakterileri icin oldiiriici dozunun

saptanmasi amactyla Ust agara (top agar ) 0.1 ml! bakten kiltiri ile test
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maddelerinin 100000 pg/ml, 75000 pg/ml, 60000 pg/ml, 50000 pg/ml, 25000
pg/ml, 10000 pg/ml, 5000 pg/ml ve 1000 pg/ml’lik dozlar, test tiiplerine 100er
pl. olacak sekilde eklenmistir. Tuipteki kanigim NA plaklarma dokiilerek plaklar
37°C de 24 saat inkiibe edilmig, inkiibasyondan sonra plaklardaki koloniler
sayllmig ve kontrol plaklan (kimyasal eklenmeyen) ile karsilagtinlarak LD350

degerleri belirlenmistir.

2.2.3.6. Memeli Karaciger Mikrozomlarinin Hazirlanmasi

Test maddelerinin metabolik Urinlerinin mutajen olup olmadigim
arastirmak icin kullamlmas: gereken karaciger mikrozom ekstresi siganlardan
hazirlanmugtir. Bunun igin 200gr agirhiginda Spraque dawley ki geng erkek
sicanlar, 80mg/kg olacak sekilde intraperitonal olarak fenobarbital ve B-
naftofloven enjekte edilerek, 5 giin siire ile mikrozomal enzim artig1 uyaninugtir

Bu siire sonunda siganlar boynu kinlarak (servikal dislokasyon) oldirilen
siganlar diseksiyon masasinda agildiktan sonra karaciger zedelenmeden cikarilmig
ve net agirhg bulunmustur. Mikrozom izolasyonuna baglamadan 6nce kullanilan
tiim malzemeler steril edilmis ve 0-2°C’de saklanmugtir. 1gr karacigere 1ml olacak
sekilde soguk 0.15 M KCl ile karaciger yikandiktan sonra 1gr karacigere 3ml
olacak gekilde soguk 0.15 M KCl eklenmistir. Karaciger steril pens ve makas
yardimi ile kiigiik pargalara aynlarak ‘Junge kunkel ultra turrax’ marka
homojenizator ile 24000 rpm de 20 saniye homojenize edilmistir. Daha sonra
homojenat, 9000xg’de 4°C de 30 dak. santrifiij (Heraus Varifiige 20RF) edildikten
sonra, siipernatant kisim soguk steril mikrosantrifiij tiiplerine aktanlmustir. Olasi
bir kontaminasyonu 6nlemek amac: ile homojenat 0.45um por goézenekli seliiloz
filtreler ile sterilize edilmigtir. Sterilite kontrolii i¢in, mikrozomal fraksiyonun 0.1
ml’si NA ve HBA plaklanina yayma ekimi yapilmis ve plaklar 37°Cde 24 saat
inkiibe edilerek kontrol edilmistir. Ureme olmayan ekstreler $9’lu deneylerde

kullanilmak tizere —20°C de saklanmustir.
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2.2.3.6.1. Metabolik aktivasyon i¢in yeterli mikrozomal fraksiyonun

miktarimn tesbiti

S9 kansim hazirlamak igin ticari olarak satilan S9 mutajenite tabletleri
(Boehringer Mannhem) kullanilmigtir. Firma, tablet basina 2 ml ticari mikrozomal
enzim kullanilmasint tavsiye etmistir. Sican karacigerinden elde edilen enzim igin
uygun konsantrasyonu belirlemek amaciyla 4 farkhi konsantrasyon denenmistir.
Bu amagla, bir S9 tableti 14 ml steril distile su i¢inde ¢6ziilip, tip basmna 3.5 ml
olacak gekilde 4 ayn steril santriflij tipiine esit miktarda aktanlmustir. Tiaplere
sirastyla 0.25 ml, 0.50 ml, 0.75 ml ve 1.00 ml mikrozomal enzim ilave edilip
toplam hacimleri 5 ml’e tamamlanmustir. Bir pozitif mutajen olan (20ng/100ml)
2-aminofluoren ile S9’lu mutajenite deneyi yapilmustir. Iginde 0.2ml (0,5mM)
histidin-biyotin solusyonu bulunan 2ml’lik top agar tiiplerine 0.lml 2-
aminofluoren, 0.1ml TA98’in gecelik kiiltiri ve 0.5ml buzda bekletilen S9
karnigimu ilave edilip ¢alkalanarak 37°C” deki MGA plaklarna dokilmistiir. 15dk.
donmas: beklendikten sonra 37°C> de 48-72 saat ikiibe edilip plaklardaki his™

koloniler sayilmugtir.

2.2.4. Ames mutajenite testinin yapilis:
Deneyler farkli zamanlarda iki bagimsiz deney seklinde S9’lu ve S9’suz
olarak 2 sathada, her doz igin paralel 3 plak halinde yapilmustir.

2.2.4.1. S9’ suz (-) deney

Bu amagla, ilk olarak 0.2 ml histidin-biyotin ¢ézeltisi ilave edilmis 2’ ser
ml’lik top agar iceren deney tiipleri 45°C’lik su banyosunda isttilip iglerine 0.1ml
test maddesi ve 0.1 ml 12-16 saatlik bakteri kiltiri eklenmistir. Tipler
calkalanarak 37°C’ye 1sitilmug MGA (Minimal glikoz agar) plaklanna dokiilmiis
ve plaklara hizla 8 isareti yaptinlarak top agann plak lizerine homojen dagilmasi
saglanmistir. 15 dk. donmas: beklendikten sonra plaklar ters gevirilip 37°C’lik
etiivde 48-72 saat inkitbasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda petrilerdeki
koloniler sayilmustir. Sonuglarin degerlendirilebilmesi igin, test maddeleriyle
yapilan deneylere paralel olarak, spontan kontrol, ¢oziicii kontrol (DMSO) ve

pozitif kontrol deneyleri de yapilmustir. Pozitif kontrol maddesi olarak, TA100
v
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susu i¢in 1pg/100ul (NaN3) sodyum azid, TA 98 susu igin, 200ug/100ul 4-nitro-

o-fenilendiamin kullamlmigtir.

2.2.4.2. S9’ lu (+) deney

Deneyin S9’lu kisminda tablet basina 3 ml mikrozomal enzim olacak
sekilde S9 kangimi hazirlanmig ve buz iginde bekletilmistir. Yukanda anlatildig:
gibi hazirlanan yumusak agarli deney tiiplerine, 0.5 ml buzda bekletilen S9
kanigimi ilave edilerek isleme aym sekilde devam edilmistir. Ancak bu agamada,
pozitif kontrol olarak her iki sus igin de 1pg/100ul 2-Aminofluoren deneylere
paralel olarak denenmis ve sonuglan cizelge 3.2 - 3.3.”¢ kaydedilmistir.

2.2.5. Sonuclarin degerlendirilmesi

Deneylerden elde edilen sonuglar, standart hatalani ile birlikte ortalamalan
almarak SPSS  programinda istatistiksel acidan sfudemi-f testi ile
degerlendirilmistir. TA 98 icin olan deney sonuglart Cizelge 3.2. de TA 100 igin
olan deney sonuglari ise Cizelge 3.3. de verilmistir. Cizelgelerde, test
maddelerinin her dozu i¢in revertant koloni sayilannin ortalamalan ‘ortalama =+
stn hata’ seklinde gosterilmigtir. Her deneye paralel olarak spontan revertant
kontrol, ¢ozuct kontrol (DMSO kontrolii) ve pozitif kontroller yapilmistir ve
sonuglant Cizelge 3.2. ve 3.3. de aym sekilde gosterilmistir. Ayrica S9° lu
deneyler icin gerekli mikrozom miktar tespiti testinin sonuglarn da Cizelge 3.1. de

gosterilmigtir.
2.3. KARDES KROMATID DEGISiMi (SCE) YONTEMI

Invivo ve invitro olarak uygulanabilen SCE yontemi, bu ¢aliymada invitro
ortamda insan  periferal kamndan hazirlanan  lenfosit  kdltiiriinde

gerceklestirilmistir.

2.3.1. Kimyasal Maddeler
Kromozom Medyum B (Biochrom)’dan, giemsa (Fluka)’dan BrDU ve
Hoecsht (Sigma)’dan temin edilmistir.
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2.3.2.Yontem
2.3.2.1. Lenfosit Kiiltiirii
Kan hiicrelerinin kiltiir ortamina aktanlmasinda ve kiiltiire edilen
hiicrelerin cesitli ajanlarla islem gormesi sirasinda, toksik ve enfekte edici ajanlara
karst korunmasi amaciyla, deneyler hijyenik sartlann saglanmus hiicre kiltiirt
laboratuvaninda gergeklestirilmigtir.
Insan periferal lenfosit kiiltiiriiniin hazirlanmas: igin, saglikli, sigara icmeyen
ilag kullanmayan 25-30 yaslarindaki bir disi ve bir erkekten steril enjektorle alinan
periferik kan, 1/10 oraninda heparinize edilerek, steril kabinde 2.5 ml’lik
kromozom medyum B igeren kiiltiir tiiplerine 0.2 ml (6 damla) olarak ekilmistir.
Kan hiicrelerinin kiltiire edilmesinden hemen sonra, karanlik ortamda
saklanan steril BrdU soliisyonundan, her tiipe 10 pg/ml olacak sekilde ilave
edilerek iyice kangtinlmug ve hazirlanan hiicre kiiltiri, Heraus marka CO;
inkiibatoriinde 37°C’de 72 saatlik inkiibasyona alinmustir. BrdU igeren DNA
dogal ve yapay 151k tarafindan bozuldugu igin, hiicre kiltiirii inkiibasyon boyunca
karanlikta tutulmugtur.

2.3.2.2. Sitotoksik Etkinin Belirlenmesi

Test maddesi 61an benzotiyazol serisinin daha onceden hazirlanan,
100000 pg/ml, 75000 pg/ml, 60000 pg/ml, 50000 pg/ml, 25000 pg/mi, 10000
pg/ml, 5000 pg/ml, 1000 pg/ml‘lik dozlar, uygulama kisminda anlatildifi gibi
lenfosit kiiltiir ortamma 50’ser pl olarak uygulandiginda, timintn lenfositler
iizerinde sitotoksik etkili oldugu belirlemis ve bu sebeple 750 pg/ml, 500 pg/ml,
300ug/ml, 150 pg/ml ve 75 pg/ml ‘lik dozlar hazirlanarak deney tekrarlanmugtir.
Sonugta, 750 pg/ml, 500 pg/ml’lik dozlarn sitotoksik etkili oldugu saptanarak,

deneylerin 300ug/ml, 150 pg/ml ve 75 pg/ml ‘hk dozlarla yapilmasi uygun
gorilmistiir.

2.3.2.3.Test Maddelerinin Uygulanmasi
Insan periferal lenfositleri, benzotiyazol tiirevlerinin yukarida belirtilen
konsantrasyonlarina 24 ve 48 saat oarak maruz birakilmuslardir. Test maddeleri 24

saatlik uygulama igin, kiiltiir siiresi baglangicindan 48 saat sonra, 48 saatlik



uygulama igin ise 24 saat sonra 2.5 ml. Kromozom Medyum B igeren kiiltiir
ortamina ilave edilmislerdir. Test maddeleri tlplere konduktan sonra, tekrar
inkiibatore alnarak, kiiltiir siiresi olan 72 saatlik siirenin tamamlanmasi igin 37°C
‘de inkiibe edilmistir. Kiltiir stresinin bitiminden 2 saat 6nce her tiipe, steril
kolsisin soliisyonundan 50ul (0.06 pg/ml) ilave edilmis ve tiipler hafifce
sallanarak kansmalari saglanmustir. Hiicreler 2 saat siiresince 37°C’lik CO,

inkiibat6riinde kolsisin ile 6n muameleye tabi tutulmustur.

2.3.2.4. Lenfositlerin izolasyonu

Kiltiir siiresi olan 72 saatin bitiminde kiltiir tiipleri 1200 rpm’de 15
dakika santrifiij edilmis ve siipernatan atilmistir. Dipte kalan ve hiicreleri iceren
07-1 ml’lik sv1 iyice kangtirilarak hiicreler homojen dagitildiktan sonra tiiplere,
37°C sicakliktaki hipotonik soliisyon (% 0.4 KCI)’dan damla damla ve
kangtirnlarak 5 ml olarak ilave edilmis ve tiiplerin agz1 kapatilarak inkiibatore
konulmustur. Hiicreler 37°C’de 30 dakika hipotonik sollisyonla muamele
edilmistir. Stire sonunda tiipler 15 dakika 1200 rpm’de santrifiij edilmis ve
sipernatan atilmustir. Tapilin dibinde hiicreleri igeren 07-1 ml’lik kisim pastor
pipetiyle homojenize edilerek fikse edilmeye hazir hale getirilmistir.

Birka¢g saat oOncesinde hazirlanarak buzdolabinda sogutulmus olan
metanol:glasiyel asetikasit karigim olan fiksatif damla damla ve kangtirarak her
tipe 5 ml olacak sekilde ilave edilmistir. Oda sicakliginda 20 dakika fiksatif ile
muamele edilen hiicreler 1200 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmis ve siipernatan
atildiktan ve c¢okelti homojenize edildikten sonra tiiplere aym sekilde tekrar
fiksatif ilave edilmistir. Bu islem 3 defa tekrarlanmustir. Ugiincii fiksasyon
isleminden sonra tipte kalan swvinin tamamen berraklastigi ve lenfosit
hiicrelerinin dipte beyaz bir leke seklinde izole oldugu gorilmiigtiir. Son
santrifiijden sonra iistte kalan berrak siipernatan, dipte 0.5-0.7 ml siv1 kalacak

sekilde atilmis ve preparat yapma islemine gegilmistir.

2.3.2.5. Preparat Hazirlanmas:
Tiipiin dibinde toplanan hiicreler Pasteur pipetiyle kanstinlarak homojen

hale getirilmigtir. Pasteur pipetine 4-5 damla olacak sekilde hiicre siispansiyonu
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¢ekilmistir. Ozel olarak hazirlanmig diizenege tutturulan Pasteur pipetinden daha
once temizlenmis, etiketlenmis ve saf su icerisinde buzdolabinda saklanan
lamlanin tizerine 60 cm yiikseklikten, farkli alanlara birer damla olmak iizere,
hiicre stispansiyonu damlatilarak hiicrelerin ve dolayistyla kromozomlann lam
tizerinde dagilmas: saglanmustir. Hiicre siispansiyonlarinin lamlara damlatilmasi
esnasinda damlalarin (st ste dismemesine dikkat edilmigtir. Bu sekilde

hazirlanan preparatlar kurumak tizere 24 saat oda sicakliginda bekletilmisgtir.

2.3.2.6. Preparatlarin 1smlanmasi ve boyanmasi
Lamlanin iizerindeki hiicreler iki farkli yontemle boyanmis ve

hassasiyetleri kargtlagtinlmugtir.

Teknik 1

Bir kromozoma ait kardes kromatidlerin farkli boyanmasim saglamak
amactyla Speit ve Haupter (1985)’in gelistirdikleri metod modifiye edilerek
kullanilmugtir.

Bu amagla bir giinliikk preparatlar 1ginlama kabina konarak iizeri bir film
gibi ortiilecek sekilde Sorensen tamponu ile kapatilmigtir. Isinlama soliisyonu 5
ml tampon A+5 ml tampon B+90 ml saf su geklinde hazirlanmugtir. (pH 6.8). Ince
bir tabaka halinde 1sinlama soliisyonu ile ortillen preparatlar 6zel olarak yapilmig
olan iginlama kutusunda, karanhkta 15 cm. yikseklikten ve 30 W’lik 254 nm
dalga boyunda 1stk yayabilen tek ultraviole (UV) lambasi ile 30 dakika
isinlanmugtir. Isinlama bittikten sonra preparatlar 1 x SSC soliisyonu igerisinde
58-60°C arasindaki sicakliklarda 60 dakika inkiibe edilmis ve hiicreler inkiibasyon
siiresi bitiminden 15 dakika 6nce Sorensen tamponu igerisinde % 5’°lik olarak
hazirlanan Giemsa boyas: ile 26 dakika boyunca boyanmustir.

Boyadan gikarilarak {i¢ ayn kaptaki saf su igcinden gegirilen preparatlar dik
sekilde kurumaya birakilmistir. Kuruyan preparatlar entellan ile kapatilarak daimi

hale getirildikten sonra mikroskobik incelemeler yapilmugtir.

Teknik 2 (FPG)
Floresan bir boya olan Hoechst 33258, DNA’nin A-T baz iftlerine
baglanabilen bir bilegiktir. Timin bazi analogu olan BrdU ile muamele gdrmiis
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kromozomlar, Hoechst 33258 (bisbenzimide) ile boyandiginda, bu maddeyi
tagimayan kromozomlar Hoechst boya ile baglanabildigi igin parlak floresan
verirken, BrdU’yu biinyesine almuis kromozom kollan boya ile baglanamadig: igin
soluk goriinmektedir. Bu soluk goriintii direk olarak Hoechst ile boyanan
preparatlarda floresan mikroskop ile ya da daha sonra fotolizise maruz birakilip
Giemsa ile boyanarak 15tk mikroskobunda goézlenebilmektedir (FPG) (Benn
1992).

Hoechst boyanin stok soliisyonu 0.5 mg/ml. olarak steril su ile hazirlanarak
151tk gormeyecek sekilde 1 ay siireyle buzdolabinda saklanmistir. Stok Hoechst
boya soliisyonu kullanilacag: zaman PBS ile 1:100 oraninda seyreltilmigtir.

Yontem kisminda anlatildign sekilde hazirlanan preparatlar sirasiyla; 5
dakika PBS soliisyonda ve 10 dakika Hoechst boya soliisyonuda tutulduktan sonra
PBS ve distile sudan gecirilerek yikanmustir. Daha sonra lam iizerine
Macllvaine’s soliisyonu damlatilarak lamel kapatilmis ve kromozomlar floresan

mikroskopta incelenmistir.

2.3.3. Kardes Kromatid Degisimi (SCE) Sayisinin Saptanmasi

SCE sayist, 5 benzotiyazol tiirevinin, 2 vericinin lenfositleri Gizerinde 24 ve
48 saat olarak uygulanan her 3 dozu i¢in, kromozomlan iyi dagilmig ve ikinci
mitoz bolinmeyi gegiren 50 hiicrede saptanmugtir. SCE sayisi bir kromozomun
agik boyanmug kromatidindeki koyu boyanmis pargalarin veya koyu boyanmus
kromatidindeki agik boyanmus pargalanin sayilmastyla belirlenmistir. Ortadan bir
parga degisimi olmus ise bu 2 SCE olarak degerlendirilmistir. Ugtan bir parca
degisimi olmus ise bu da 1 SCE olarak sayilmigtir. Ancak bu incelemeler
esnasinda  kromatidlerin primer bogum  bolgelerinden déniim  yapip

yapmadiklarina dikkat etmek gerekir. Bu durumdaki kromozomlarda SCE yoktur.

Mikroskobik Incelemeler

Hazirlanmig olan daimi preparatlar Olympus marka 1sitk mikroskobu ya da
Olympus marka floresan mikroskobunda DAPI filtre ile immersiyon objektifinde
incelenerek SCE, CA, MI ve RI saymmlan yapimus ve gerekli gorilenlerin
fotografi ¢ekilmistir (10x100=1000 biiylitmede).
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2.4. Kromozom Bozulmalari (CA)’ nin Saptanmasi

Erkek ve disi verici igin hazirlanan preparatlardan, 24 saatlik muamele siiresi
icin 1. mitoz bolinmeyi gegiren hiicrelerden, 48 saatlik muamele siiresi icin ise
birinci ve ikinci mitoz béliinmeyi gegiren hiicrelerden kromozomlar iyi dagilmis
100 hiicre degerlendirilerek kromozom aberasyonlan tespit edilmistir. Bu hiicreler
icinde gozlenen kromozom yapi ve say1 anormallikleri kaydedilmistir. Incelenen
100 hiicre iginde anormal hiicrelerin yiizdesi ile hiicre bagina diisen CA sayist

(CA/hiicre) saptanmustir.

2.5. Replikasyon indeksi (RI)’nin Saptanmas:

Replikasyon indeksini hesaplamak amaciyla hem erkek hem de disiden
hazirlanan preparatlanin her birisinden tesadiifi secilmis 50 hiicre olmak iizere
toplam 100 hiicre incelenmistir. Bunun igin preparatlar incelenirken gézlenen
birinci, ikinci ve ligiincli metafaz devresindeki hiicreler sayilmigtir. Bu verilerden
faydalanilarak, RI agagidaki formiille hesaplanmigtir.

RI=1x(M;)+2x(M3)+3x(M3)/100

M;: 1. mitozdaki hiicre sayist

M3,: 2. mitozdaki hiicre sayisi

M;: 3. mitozdaki hiicre sayisi

Birinci, ikinci ve tg¢tncli metafazlar su sekilde ayirdedilmistir (Topaktas ve
Speit 1990). Bromodeoksiuridin (BrdU), DNA’nin yapisinda bulunan deoksitimin
(dT) bazinin analou oldugu igin, kiiltir tiiplerine BrdU konuldugunda hiicre
DNA’si1 replike ettigi sirada (1.S fazinda) yeni sentezlenen polinikleotid
ipliginde dT’nin yerini ortamda bulunan BrdU alacaktir. Béyle hiicrelerin
kromozomlan boyandiginda bir kromozomun her iki kromatidi de (dT/BrdU :
dT/BrdU) homojen koyu renkte boyanacaktir. Bu hiicreler 1. mitoz bélinmeyi
geciren hiicrelerdir. Birinci mitoz boliinmeyi gegiren hiicrelerden meydana gelen
yavru hiicreler tekrar S fazina girdiginde (BrdU’lu ortamda 2.S fazi) dT ihtiva
eden poliniikleotid ipligine komplamenter olarak sentezlenen yeni DNA ipliginde
BrdU yer alacaktir. Bu iki poliniikleotid ipligi bir kromozomun koyu boyanan
kromatidini (dT/BrdU) olusturacaktir. BrdU’lu iplige komplamenter olarak
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sentezlenen yeni iplife de BrdU girecektir ve bir kromatidi olusturan iki
poliniikleotid ipligi de BrdU ihtiva ettiginden (BrdU/BrdU) bu kromatid aym
kromozomun agtk boyanan kromatidini olusturacaktir. Iste bu hiicrenin metafaz
devresinde  preparat  yapildiginda,  hiicrenin  tim  kromozomlarinin
kromatidlerinden biri koyu digeri ise agik boyanacaktir. Bunlar da ikinci mitoz
bolinmeyi gegiren hiicrelerdir. Bu hiicreler tekrar S fazina girdiginde (BrdU’lu
ortamda 3.S fazi) 2. mitozda agik boyanan kromatid’ten tiim poliniikleotid
ipliklerine BrdU girmis olan bir kromozom meydana gelecektir ve bu
kromozomun her iki kromatidi de acik renkte boyanacaktir. Ikinci mitozda koyu
boyanan kromatid’ten ise, bir kromatidin her iki ipligi BrdU’lu ve diger
Bu kromozom boyandiginda da bir kromatidi agik renkte bir kromatidi de koyu
renkte boyanacaktir. Iste boyle hiicrelerin metafaz devresinde preparat
yapildiginda bazi kromozomlanin her iki kromatidi agik renkte, baz
kromozomlann bir kromatidi agik diger kromatidi de koyu renkte boyanacaktir.
Bu hiicreler de 3. mitoz boliinmeyi gegiren hiicrelerdir (Sekil 2.1.). Bu sekilde 1.,
2. ve 3. mitoz boliinmeyi gegiren hiicreler ayirt edilmig, bu hiicrelerin 100 hiicre
icindeki sayis1 saptanmuig, bundan da yukanda belirtilen formiile gore RI

hesaplanmugtir.

2.6. Mitotik indeksin (MI) Saptanmas

Lenfosit hiicrelerine 48 saat uygulanan test maddelerinin her bir dozu igin
toplam 1000 hiicre sayilmig ve bunlar arasinda metafaz devresinde olan hiicreler
saptanarak kaydedilmistir. Bu ¢alismada mitoz bolinmenin sadece metafaz
devresindeki hiicreler gozlendiginden, 1000 hiicre icerisinde metafaz devresinde

olan hiicrelerin oram yiizde cinsinden hesaplanarak mitotik indeks bulunmustur.



58

1.G1

1. S(+BrdUrd)

A-1. mitoz D m m D
[] I
guf U

2. Gl

2.S(+BrdUrd)

—
] ] ]

U

B-2.mitoz |:| |:| |:| |:|
U

3.S(+BrdUrd) D D D

. DH 0o
i

C-3.mitoz

=1 £
=3 B

HD goy oo
i 0oy |00

1 Normal DNAtek iplizi

a7 BrdUrd girmis DNA tek
ipligi

Sekil 2.2. BrdU nin DNA yapisina girmesi ile 1., 2. ve 3.mitoz béliinmeyi gegiren
hiicrelerin sematik gosterimi, Topaktas ve Speit (1990)
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3. BULGULAR

3.1. Salmonella typhimurium suslarimin kontrolii

Deneylerde kullamlan S. fyphimurium suslannin genetik 6zellikleri ayn ayn
test edildiginde, TA 98’in his D 3052 kodlu gergeve kaymasi mutasyonunu, TA
100’tn ise his G 46 kodlu nokta mutasyonunu tastyarak histidin oksotrofu oldugu
saptanmugtir. Ayrica UV’ye olan duyarlilik ile uvrB mutasyonunu, kristal viyoleyi
hiicre igine alabilme ozelligi ile Rfa mutasyonunu ve ampisilinli ortamda
yasayabilmeleri sayesinde pKM101 plazmitini tasidiklar1 da dogrulanmustir. TA
98 igin 20-50 arasinda, TA 100 i¢in ise 70-90 arasinda spontan geri doniigiim

sayisi bulunarak, test bakterilerinin deneyler i¢in uygunlugu dogrulanmustir.

3.2. Sitotoksik dozlarin ve uygun mikrozomal enzim miktarmn belirlenmesi

Benzotiyazol tiirevlerinin 100000 pg/ml, 75000 pg/mi ve 60000 pg/ml’lik
dozlarimin S. #yphimurium TA 98 ve TA 100 iizerinde sitotoksik oldugu
belirlenerek deneylerin 50000 pg/ml ve altindaki 25000 pg/ml, 10000 pg/ml,
5000 pg/ml ve 1000 pg/ml dozlarla yapilmas: uygun bulunmustur. Aymi dozlar
lenfosit hiicre kiiltiirline uygulandiginda 300 pg/ml’lik dozun tizerindeki tim
konsantrasyonlar sitotoksik etkili bulunmus ve kardes kromatid degisimi ile
kromozom bozulma analizi igin bu doz dahil 150 pg/ml ve 75 pg/ml’lik
konsantrasyonlar arastirnilmstir.

S9 kangmmini hazirlamak igin ticari olarak saglanmis mutajenite test
tabletlerine eklenecek olan mikrozomal enzimler sigan karacigerinden elde
edilmistir. En uygun reaksiyon dozu en fazla iireme saglayan 3 ml mikrozom/

tablet olarak bulunmustur (Cizelge 3.1.).
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Cizelge 3.1. Mikrosomal fraksiyonun miktar tespiti

DENENEN DOZLAR REVERTANT
ml mikrosom/0.5ml S9 KOLONI SAYISI
2-Aminofloren 0.25 393.30+164.47
0.50 572.454+34.15
0.75 1040.45+478.21
1.00 720.30+76.80
Spontan kontrol 0.25 25+10.15
0.50 20.6046.03
0.75 26.30+4.33
1.00 1942 .83
DMSO kontrolii 0.25 21+10
0.50 2445 30
0.75 23460
1.00 19.60+£30

Her doz, 1ig paralel plak ile ayn1 anda test edilerek farkli zamanlarda yapilan iki deneyin
ortalamalan alimp tabloya kaydedilmistir (ort.£st.h).

3.3. 2-siibstitiie fenil benzotiyazol tiirevlerinin S. typhimurium iizerine
mutajenik etkileri

Ames testinde, test maddelerinin uygulandigi suslardan Salmonella
typhimurium TA 98 cerceve kaymasi mutasyonu TA 100 susu ise nokta
mutasyonu tagidigi igin bu tip mutasyonlara yol agabilen mutajenlerin
belirlenmesinde yaygin olarak kullamlmaktadir. Bu ¢aligmanin ilk agamasinda
benzotiyazol’iin yeni sentezlenmis bes tiirevi olan 2-(o-hidroksifenil)-
benzotiyazol, 2-(m-bromofenil) benzotiyazol, 2-(o-metoksifenil)-benzotiyazol, 2-
(o-nitrofenil)-benzotiyazol ve 2-(m-nitrofenil)-benzotiyazol’tin gergeve kaymast
ve nokta mutasyonlarina neden olup olmadigi Ames testi ile sinanmistir. Bu
amagla test maddelerinin 5000 ug/plak, 2500 pg/plak, 1000 pg/plak, 500 ug/plak
100 pg/plak ‘hk bes dozu, metabolik aktivasyon enzimlerinin bulundugu ve
bulunmadig kosullarda, S. fyphimurium’un gerceve kaymas: mutasyonuna sahip
TA 98 ve nokta mutasyonuna sahip TA 100 suslarina uygulanarak geri doniisim
(revertant) kolonileri sayilmustir. Sonugclar ¢éziicti kontrol verileri ile Student’s #-
testi uygulanarak istatistik olarak kargilagtinimugtir.

Bu degerlendirmeden elde edilen sonuclar Cizelge 3.2. ve 3.3. ‘de verildigi
gibi, test maddelerinin doza ve metabolik aktivasyona bagh olarak artan sayida

geri doniisiim kolonileri olugturdugunu gostermektedir. Fakat, geri dontisiim



Cizelge 3. 2. Benzotiyazol BT(3), BT(10), BT(15), BT(18) ve BT(26)’mn Salmonelia Mikrozom

Testinde Salmonella typhimurium TA98 ile verdigi cevaplar
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Madde Adi gﬁﬂ;‘ﬁg $9 () $9 (+)
50000 32.33+4.33 36.33+0.88
25000 27.38+1.20 29.00 + 3.60
(BT-3) 10000 25.00 = 4.72 30.50 £ 1.15
5000 26.00 + 2.51 26.00 £ 3.51
1000 18.00 +2.08 21.33+1.20
50000 36.66 +2.72 3833+ 1.76
25000 33.33+4.25 34.66+1.76
(BT-10) 10000 2535+3.17 31.38 +3.71
5000 19.00 £ 3.46 22.00 £2.36
1000 22,00+ 1.15 23.75+152
50000 31.66 = 1.45 35.00 +2.08
25000 23.00 +3.21 2733233
BT-15) 10000 22.66 + 2.40 26.66 = 3.46
5000 21.00 = 2.64 22.16+2.72
1000 18.66 £ 2.02 24.45+145
50000 84.33 = 2.33%*x 89.66 + 0.88***
25000 73.66 = 1.20%** 81.33 £ 1.45%%%
(BT-18) 10000 45.62 + 2.84%+* 60.16 = 1.45%*
5000 29.00 + 3.46 30.40+0.85
1000 23.66 +1.20 24.33£2.90
50000 47.00 + 2.08* 58.50 £ 2.08*
25000 38.33 £2.72* 4233 £ 1.76*
(BT-26) 10000 24.66 +4.17 38.44 + 145
5000 20.66 + 4.66 29.00 = 1.15
1000 22.00 = 3.60 26.50 = 1.50
Spontan 1 22.66 = 1.45 27.33+1.76
DMSO N 23.00 +2.30 32.00+1.73
4-NFD P 470 £ 5.58%*+* .
2-AF - 625 = 3.40%**

DMSO ; Dimetil siilfoksit, 4-NFD ; 4-Nitro-o-fenilendiamin, 2-AF ; 2-Aminofluoren
(*) p<0.05, (**) p<0.01, (***)p<0.001

Her doz 3 paralel ekim ve 2 bagimsiz deney ile test edilmistir.
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Cizelge 3. 3. Benzotiyazol BT(3), BT(10), BT(15). BT(18) ve BT(26)’run Salmonella mikrozom
testinde Salmonella typhimurium TA100 ile verdigi cevaplar

Madde Ad: gﬂﬁ $9 () $9 (+)
50000 99.33 £ 5.20 113.33 £ 6.76*
25000 9730 £ 1.45 106.66 + 6.74
(BT-3) 10000 82,40 +0.88 101,40 % 4.25
5000 77.25 £ 120 90.56 + 7.88
1000 6130554 90,05 % 2.40
50000 96.45 % 2.90 10536 £5.13
25000 80.00 % 5.17 96.66 +8.11
®BT-10) 10000 78.42 % 3.05 86.50 £ 6.35
5000 62.24 +4.70 82.00 + 2.64
1000 60.00 + 3.28 7533 £3.17
50000 90.35 + 2.88* 99.66 + 5.04
25000 69.50 + 3.48 92.33 % 2.60
BT-15) 10000 69.33+1.20 84.00 % 5.54
5000 67,66+ 437 76.33 % 4.33
1000 55424384 75.50 £1.20
50000 9533+ 448 96.16 £ 3.05
25000 87.66 + 1.45 93.48 % 0.88
(BT-18) 10000 8338+ 371 89.66 + 4.91
5000 81.65% 176 82.00 = 2.88
1000 72324233 69.33 + 4.63
50000 7140 %3.75 91.56 + 145
25000 6050+ 1.76 87.48 £ 578
(BT-26) 10000 75.66 +4.09 78.66 +7.31
5000 76.33 % 4.17 80.33 £2.40
1000 77.24 % 6.93 7730 % 5.19
Spontan _ 88.30 £3.51 93.00+2.08
DMSO ~ 79.66 % 3.17 8133 +3.52
SA ~ 895 & 3255+ .
2-AF : 1036 & 5.70%**

DMSO ; Dimetil siilfoksit, 4-NFD ; 4-Nitro-o-fenilendiamin, 2-AF ; 2-Aminofluoren
(*) p<0.05, (**) p<0.01, (***) p<0.001

Her doz 3 paralel ekim ve 2 bagimsiz deney ile test edilmistir.
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sayilart spontan ve ¢bziicli kontrol degerleri ile kargilagtinldiginda biyiik
¢ogunlukla istatistiksel olarak anlamli bulunmamugtir.

Séz konusu maddeler nokta mutasyonu tasiyan TA 100 susunda hicbir
mutajenik etki gostermezken cerceve kaymasi mutasyonu tasiyan TA 98 susunda,
bu test maddelerinden yalmzca 2-(o-nitrofenil)-benzotiyazol (BT-18)’iin 50000
ug/ml, 25000 pg/ml ve 10000 pg/ml “lik dozlan ile 2-(m-nitrofenil)-benzotiyazol
(BT-26) tin 50000 pg/ml ve 25000 pg/ml dozlari, metabolik aktivasyon enzimleri
bulunan ve bulunmayan ortamlarda geri doniisiimii onemli Olglide arttirarak
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Ayrica her iki sus igin, pozitif kontrol olarak kullanilan 4-nitrofenilen
diamin, sodyum azid ve 2- aminofluoren beklenildigi gibi olduk¢a yiiksek

mutajenik etki gostermiglerdir.

3.4. SCE i¢in Farkli Boyama Yontemlerinin Uygulanmasi

Test maddelerinin uygulandg: hiicrelerde SCE olusumlanii en hassas bir
sekilde tesbit edebilmek igin bilinen iki yontem denenmistir. Cok yaygin olarak
kullamlan BrdU ile inkiibe edilmis hiicrelerin Giemsa ile boyanmasi olduk¢a
temiz ve net goriintiller vermistir. Fakat son yillarda gelistirilen ve floresan bir
boyama olan Hoechst 33258 teknigi daha kisa siireli ve kuvvetli floresan igima
verdigi dusiiniilerek denenmistir. Bu c¢alismamizda uygulanan her iki boyama
teknigi ile, kromozomlarin kardes kromatidleri farkhh tonlarda boyanarak

gorintiillenmistir (Sekil 3.1. ve 3.2.).

3.5. BrdU uygulanmis lenfosit hiicrelerinde Mitoz 1, Mitoz 2 ve Mitoz 3

safhalarimmin belirlenmesi

Kiiltire edilmis lenfosit hiirelerine uygulanan BrdU maddesinin, hiicre
boliinme siiregleri sirasinda kromozom yapilarinda bulunma durumuna gore
kazandigi farkli boyanma o6zelligi, Mitoz 1, Mitoz 2 ve Mitoz 3 hiicrelerni
belirlemede kullanilmigtir. Bu 6zellikler ise kardes kromatid degisimlerini mitoz 2
hiicrelerinde, replikasyon indeksi (RI) sayimlanint mitoz 1, mitoz 2 ve mitoz 3
hiicrelerinde belirlemek igin gereklidir. Sekil 3.3.ve 3.4.’de gorildigu gibi mitoz

1 sathasinda kardes kromatidler esit oranda boyanmug, mitoz 2’de iki kardes
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Sekil 3.1. Insan lenfosit kromozomlarinda kardes kromatid degisimicn

Anadal; Univergites
Merkesz K. .



Sekil 3.2, Hocchst 33258 ile boyannus insan lenfositlerinde ikinci mitoz boliinme

kromozomlan



($14)

d

Sekil 3.3. a-) Giemsa ve b-) Hoechst 332358 ile bovanmis insan lenfositlerinde birinet mitos

kromozomlarn



Sckil 3.4. Gicmsa ile boyanms insan lenfositlerinde a-) ikinct mitoz ve b-) liglincli mitoz

bolinme kromozomlan
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kromatid farkli yogunlukta boyanmis ve mitoz 3°de ise kardes kromatidler ya ayni
oranda agik ya da farkli yogunlukta boyanmiglardir.

3.6. 2-Siibstitiie fenil benzotiyazol tiirevlerinin insan lenfositlerinde kardes

kromatid degisimi iizerine etkileri

Insan periferal lenfositleri Materyal ve Metot’da belirtildigi gibi kiiltiire
edildikten sonra s6z konusu test maddelerinin 300 pg/ml, 150 pg/ml ve 75 pg/ml’
lik ii¢ ayn dozuna maruz birakildiktan sonra kardes kromatid degisimleri (SCE)
ikinci metafazda sayilarak, hiire bagina diisen SCE sayisi hesaplanmigtir. Elde
edilen veriler, spontan ve ¢dziicii kontrol verileri ile birlikte Student’s #-testi ile
istatistiksel anlamda degerlendirilerek herbir test maddesi igin ayn cizelgelerde
verilmektedir (Cizelge 3.4.-3.8.).

Bu degerlendirmeye gore, 300 pg/ml, 150 pg/ml ve 75 pg/ml lik dozlan
cahigilan test maddelerinin, lenfosit kiiltiiriindeki 24 saatlik uygulanmalarnnin,
kardes kromatid degisimi (SCE) iizerine anlamh bir etkisi olmadig1 saptanmugtir.
Ancak aym dozlarla 48 saat inkiibe edilen lenfosit kromozomlannda yapilan
sayimlarda, 2-(o-hidroksifenil)-benzotiyazol (BT-3) (Cizelge 3.4.), 2-(o-
metoksifenil)-benzotiyazol (BT-15) (Cizelge 3.6.) ve 2-(o-nitrofenil)-benzotiyazol
(BT-18) (Cizelge 3.7.) maddelerinin 300 pg/ml’lik dozlan ¢ozici kontrol
degerleri ile karsilagtinldiginda anlamli sonuglar verdigi, diger dozlar ile 2-(m-
bromofenil)-benzotiyazol (BT-10) (Cizelge 3.5.) ve 2-(m-nitrofenil)-
benzotiyazol’ (BT-26)" iin (Cizelge 3.8.) SCE olusumu tzerine etkili olmadig:
gorulmustiir. Ayrica, pozitif kontrol olarak kullamlan mitomisin C (MMC)’nin
spontan ve pozitif kontrol degerlerine gére SCE olusumunu o6nemli &lgiide

uyardig1 gorilmiistiir.

3.7. 2-Siibstitiie fenil benzotiyazol tiirevlerinin uygulandig: insan

lenfositlerinde replikasyon indeksi ve mitotik indeks

Genotoksik ya da mutajenik potansiyelleri arastirilan test maddelerinin
lenfosit hiicrelerinin DNA replikasyonu ve mitoz boliinme fonksiyonu iizerine

olas: etkilerinin belirlenebilmesi i¢in, hazirlanan preparatlarda mitoz gegiren tiim



Cizelge 3. 4. ( BT-3) 2-(o-hidroksifenil)-benzotiyazol maddesinin insan periferal kan

lenfositlerinde kardes kromatid degisimi {izerine etkisi
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Test Uygulama | Konsantrasyon Hiicre | Min/Max SCE / Hiicre + SH
Bilesigi Siiresi (ng/mi) Sayist SCE
300 50 2-9 6.42 +0.62
24 150 50 2-10 6.08 £ 0.56
75 50 1-9 535+044
(BT-3)
300 50 3-12 727+042 %
48 150 50 2-8 6.80 £ 0.61
75 50 1-8 6.55+0.36
= 24 20 50 1-6 4.97+0.62
DMSO
48 20 50 2-9 5.56 +0.68
24 1 50 9-16 1231 £ Q.78 *%%
MMC
48 1 50 12 -20 17.25 £ 0.95 ***
Spontan _ _ 50 1-5 4.88+0.67

Cizelge 3.5. (BT-10) 2-(m-bromofenil)-benzotiyazol maddesinin insan periferal kan

lenfositlerinde kardes kromatid degisimi iizerine etkisi

Test Uygulama | Konsantrasyon Hiicre | Min/Max SCE / Hiicre = SH
Bilesigi Siiresi (ug/ml) Sayist SCE
300 50 1-10 6.27+ 0.66
24 150 50 2-9 5.98+0.62
75 50 1-8 580+0.72
(BT-10)
300 50 3-10 7.05+0.68
48 150 50 2-9 557+0.74
75 50 1-8 533+0.51
5 24 20 50 1-6 497+0.62
DMSO
48 20 50 2-9 5.56 £0.68
24 1 50 9-16 12.31 £(.78 *%¥*
MMC
48 1 50 12-20 17.25+0.95 ***
Spontan » i 50 1-5 4.88+0.67

(BT-3), BT-3 2-(o-hidroksifenil)-benzotiyazol; (BT-10), 2-(m-bromofenil)-benzotiyazol,
DMSO, Dimetilsiilfoksit; MMC, Mitomisin C; SCE, Sister Kromatid Exchange (Kardes
Kromatid Degisimi); SH, Standart Hata; a, DMSO i¢in konsantrasyon degeri (ul/ml) dir;

(* p0.05), (*** p0.001).



Cizelge 3. 6. (BT-15) 2-(o-metoksifenil)-benzotiyazol maddesinin insan periferal kan
lenfositlerinde kardes kromatid degisimi iizerine etkisi
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Test Uygulama | Konsantrasyon Hiicre | Min/Max SCE / Hiicre + SH
Bilesigi Siiresi (ng/ml) Say1st SCE
300 50 2-10 6.80 £0.61
24 150 50 2-9 6.31+0.72
75 50 1-8 6.08 044
(BT-15)
300 50 2-11 7.86+0.36*
43 150 50 3-10 6.47 +0.89
75 50 3-9 5.86 £ 0.75
5 24 20 50 1-6 497+0.62
DMSO
48 20 50 2-9 5.56 £0.68
24 1 50 9-16 12.31 £0.78 *¥*
MMC
48 1 50 12-20 17.25 + 0.95 ®*=*
Spontan _ L 50 1-5 488 +0.67

Cizelge 3. 7. ( BT-18) 2-(o-nitrofenil)-benzotiyazol maddesinin insan periferal kan
lenfositlerinde kardes kromatid degisimi fizerine etkisi

Test Uygulama | Konsantrasyon Hiicre | Min/Max SCE / Hiicre = SH
Bilesigi Siiresi (ug/ml) Sayisi SCE
(ul/m1)*
300 50 3-9 5.95+0.58
24 150 50 2-10 5.83 +£0.57
75 50 3-8 5.46£0.70
(BT-18)
300 50 2-13 733+£046%
48 150 30 3-9 6.97 £0.62
75 50 2-11 5.90+0.74
- 24 20 50 1-6 497 +0.62
DMSO
48 20 50 2-9 5.56 £ 0.68
24 1 50 9-16 12.31 £0.78 **%*
MMC
48 1 50 12 -20 17.25 £ 0.95 ¥¢¥
Spontan = _ 50 1-5 4.88+0.67

(BT-15), 2-(o-metoksifenil)-benzotiyazol; (BT-18), BT-18 2-(o-nitrofenil)-benzotiyazol,
DMSO, Dimetilsiilfoksit; MMC, Mitomisin C; SCE, Sister Kromatid Exchange (Kardes
Kromatid Degisimi); SH, Standart Hata;, a, DMSO i¢in konsantrasyon degeri (pul/ml) dir;

(* p0.05), (*** p0.001).
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Cizelge 3. 8. (BT-26) 2-(m-nitrofenil)-benzotiyazol maddesinin insan periferal kan
lenfositlerinde kardes kromatid degisimi iizerine etkisi

Test Uygulama | Konsantrasyon Hiicre | Min/Max SCE / Hiicre =+ SH
Bilesigi Siiresi (ng/ml) Sayist SCE
(ul/mi)*
300 50 4-9 6.78 £ 0.62
24 150 50 2-10 6.17+0.38
75 50 3-8 5.65+0.70
(BT-26)
300 50 2-11 7.02+0.55
48 150 50 3-9 6.43 £0.82
75 50 2-9 6.26 £ 0.65
5 24 20 50 1-6 497+0.62
DMSO
48 20 50 2-9 5.56 +0.68
24 1 50 9-16 12.31 £ 0.78 #%*
MMC
48 1 50 12 -20 17.25 £ 0,95 ***
Spontan i ot 50 1-5 4.88 £0.67

(BT-26), BT-26 2-(m-nitrofenil)-benzotiyazol, DMSO, Dimetilsiilfoksit; MMC, Mitomisin C;
SCE, Sister Kromatid Exchange (Kardes Kromatid Degisimi); SH, Standart Hata; a, DMSO i¢in
konsantrasyon degeri (ul/ml) dir; (* p 0.05), (*** p 0.001) .



Sckil 3.5. Insan lenfositlerinde benzotiyazol tiirevieri uyansiyla olugan
a-) kardes kromatid birlegmesi ve kromatid king b-) kromatid king

Anadolu Universites
Merkez Kiitip pa



Sckil 3.6. insan Ienfositlerinde benzotiyazol tirevicri uyansiyla olusan
a-) kromatid kiri@ ve b-) disentrik kromozom
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hiicreler lizerinde belirli sayilarda olmak tizere mikroskobik inceleme ve sayim

yapilmugtir.

. Replikasyon Indeksi (RI) icin, test maddelerinin herbir dozu ile 48 saat
inkiibe edilen metafaz sathasindaki toplam 100 hiicrede birinci, ikinci ve tigiincii
metafaz hiicreleri ayri ayn sayilmustir. Daha sonra materyal ve metotda verildigi
gibi formiile edilen sonuglar spontan ve ¢oziicii kontrol degerleri ile Student’s #-
testi uygulanarak Cizelge 3.9°da verilmistir. Bu bulgulara gore, test maddelerinin
timiinde ve oOzellikle 300 pg/ml ile 150 pg/ml’lik dozlarda replikasyon indeksi
degerlerinin doza bagli olarak, 6nemli olciide azaldigi ve pozitif kontrol verilerine

¢ok yakin oldugu goriilmektedir.

Test maddelerinin mitotik indeks tizerine olabilecek etkilerinin saptanmasi
i¢in ise yine test maddeleri ile 48 saat inkiibe edilmis hiicrelerden, her bir doz ve
verici igin 1000 hiicre ve bunlar iginde mitoz gegirenler aym anda sayilarak,
kontrol degerleri ile student t testi ‘nde kargilastinlmug ve istatistik olarak
degerlendirilmistir. Cizelge 3.9’da verilen sonuglara gore, test maddelerinin tiimi
doza bagli olarak mitotik indeksi anlamh olcide disiirerek pozitif kontrol

maddesi olan mitomisin C (MMC)’ye benzer bir sekilde etkili olmustur.

3.8. 2-Siibstitiie fenil benzotiyazol tiirevlerinin insan lenfositlerinde
kromozom bozulmalari iizerine etkileri

Yukarida sozi edilen test maddeleri ve dozlan ile 24 ve 48 saat uygulama
goéren lenfosit kiiltiiriinden hazirlanan kromozom preparatlari, her doz igin 100
metafaz hiicresi sayilarak, kromatid kg (K’) (Sekil 3.5. ve 3.6.), kromatid
uclarinin birlesmesi (SU) (Sekil 3.5.a) ve disentrik kromozom (DS) (Sekil 3.6.b)
aberasyonlan bakimindan incelenmistir.

Her doz igin 100 hiicrede sayilan kromozom aberasyonlaninin yiizdesi
alinarak, hiicre basina diigen kromozom aberasyonu degeri hesaplanmustir. Bu
degerler, uygulanan doz ve siireye ait kromozom aberasyon tipleri ile birlikte her
test maddesi igin ayr ayni Cizelge 3.10.-3.14°de verilmektedir.

Bu degerlere gore, BT-3’lin 24 saat uygulama siiresinde 300 ug/ml’lik
dozunun (Cizelge 3.10 ), BT-10’nun aym uygulama siiresinde 300 pg/ml 150
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pg/ml’lik dozlarmin (Cizelge 3.11 ), BT-15"in 24 saatte 150 pg/ml, 48 saatte de
300 pg/ml’lik dozlarimn (Cizelge 3.12), BT-18%in 24 saatte 150 pg/ml ve 300
ug/ml, 48 saatte 300 ug/ml’lik dozlanmn (Cizelge 3.13 ) ve son olarak BT-26’nin
24 saatte 150 pg/ml ve 300 pg/ml’lik dozlaninin (Cizelge 3.14) ¢oziicii kontroliine
gore yaklastk 2 kat daha fazla kromozom aberasyonlarina neden oldugu

bulunmustur.
Ayrica pozitif kontrol olarak kullamlan mitomisin C (MMC) beklenildigi

gibi oldukea yiiksek seviyede kromozom aberasyonuna neden olmustur.



Cizelge 3. 9. Benzotiyazol BT(3), BT(10), BT(15), BT(18) ve BT(26) nin maddelerinin DNA

replikasyonu ve mitoz boliinme iizerine etkisi.
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Test Bilesigi U}égul.;l:;:za Koisjégiyon M1 | M2 | M3 RI+ SH MI = SH
300 64 | 32 | 4 1.401.0% 1.3£0.2%

L 48 150 56 | 37 | 7 1.51£7.0% 1.4+0.3%
75 49 | 43 | 8 1.59+5.0 1.9+0.4

300 58 | 37 | & 1.47+3.0% 1.5£0.3%

BT-10 48 150 54 | 38 | 7 1.54+4 0% 1.8+0.4
75 41 | 53 | 6 1.65+7.0 2.3+0.4

300 2| 21| T 1.35£1.0% 0.9£1.0%*

ET-15 48 150 62 | 33| 5 | 14313.0% | 12:04%
75 60 | 34 | 6 1.46+8.0* 1.7+£0.2*%

300 74 | 22 | 4 1.30+4.0% 1.4+0.3%

BT-18 48 150 67 | 27| 6 1.39+5.0% 1.7£0.2%
75 55 | 38 | 7 1.52+6.0% 2.6+0.3

300 69 | 26 | 5 1.36+5.5% 0.8+0.3%*

BT-26 48 150 63 | 29 | 8 1.45+7.0% 1.240.4%%
75 52 | 38 | 10 | 1.58+6.0% 1.6+0.2*%

Spontan - - 18 | 31 | 51 2.33+4.0 3.5+£0.4
DMSO* 48 20 23 | 29 | 48 2.25+3.0 3.120.2

MMC 48 0.1 79 | 18 | 3 1.2445 4* 1.240.3%*

DMSO. Dimetilsiilfoksit; MMC, Mitomisin C; M1, Metafaz 1; M2, Metafaz 2; M3. Metafaz 3:
RI, Replikasyon Indeksi; MI, Mitotik indeks; SH, Standart Hata; a, DMSO i¢in konsantrasyon
degeri (ul/ml) dir. Sayiumlar her doz i¢in toplam 100 hiicrede yapilmustir.

(*) p<0.05, (**) p<0.01
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Cizelge 3. 10. (BT-3) 2-(o-hidroksifenil)-benzotiyazol maddesinin kromozom aberasyonlari (CA)
iizerine etkisi

Tlest_ _ Uygulama | Konsantrasyon | Hiicre Aberasyonlar 4
Bilesigi Siiresi (ng/ml) Sayiss [k [K” | SU | DS %CA/hiicre
300 100 1 S L 1 0.02
24 150 100 1 _ . 0.01
75 100 0.00
(BT-3) — —
300 100 2 o o 1 0.03
48 150 100 2 » o e 0.02
75 100 1 i o0y | 0.01
4 24 20 100 1 i _ 0.01
DMSO —
48 20 100 2 _ -y _ 0.02
24 0,1 100 13 2. 6 0.21
MMC —
48 0,1 100 25 | _ 6 8 0.39
Spontan il o 100 g4 _F_ 0.01

Cizelge 3. 11. (BT-10) 2-(m-bromofenil)-benzotiyazol maddesinin kromozom aberasyonlari

(CA) tizerine etkisi
Test Uygulama | Konsantrasyon | Hiicre Aberasyonlar %CA/hiicre
Bilesigi | Siiresi (ng/ml) Sayist [ [&” | SU | DS
300 100 1 1 0.02
24 150 100 v I (N | 0.02
75 100 LI R [ 0.00
(BT-10)
300 00 [ 2| | _ |1 0.03
48 150 100 2l 0.02
75 100 e I albe 0.01
" 24 20 100 1 SR e 0.01
DMSO
48 20 100 |2 | .| | - 0.02
24 0.1 100 13 2 6 0.21
MMC ~
48 0.1 100 25 . | 6 8 0.39
Spontan 0 _ 100 1 - o - 0.01

BT-3, 2-(o-hidroksifenil)-benzotiazole; BT-10, 2-(m-bromofenil)-benzotiazole;
DMSO, Dimetilsiilfoksit; MMC, Mitomisin C; K’, Kromatid king:; K**, Kromozom kirig:; SU,
Sister union (Kromatid uglarimin birlesmesi); DS, Disentrik kromozom; CA, Kromozom
aberasyonu; a, DMSO igin konsantrasyon degeri (ul/ml)’dir.



Cizelge 3. 12. ( BT-15) 2-(o-metoksifenil)-benzotiyazol maddesinin kromozom aberasyonlar
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(CA) iizerine etkisi
Test Uygulama | Konsantrasyon | Hiicre Aberasyonlar ‘%C'A!hiicre
Bilesigi | Siiresi (ng/ml) Sayist [ JK” |1 SU DS ’
300 100 < O | S| 0.01
24 150 100 20 _ | 5f 0.02
75 100 e 0.00
(BT-15) —
300 100 z | _  EI 0.04
48 150 100 1| _ | _ |1 0.02
75 100 2l = | = 0.02
§ 24 20 100 i R I (A 0.01
DMSO
48 20 100 2/ | R | 0.02
24 0,1 100 13 -2 | e 0.21
MMC
48 0,1 100 25| _ | 6 | 8 0.39
Spontan _ s 100 ) R (D 0.01

Cizelge 3. 13. ( BT-18) 2-(o-nitrofenil)-benzotiyazol maddesinin kromozom aberasyonlar: (CA)

iizerine etkisi
Test Uygulama | Konsantrasyon | Hiicre Aberasyonlar %CA/hiicre
Bilesigi | Siiresi (ng/ml) Sayist [K° [K” | SU | DS
300 100 11 _ 1 1 0.03
24 150 00 | 2| _ | _|_ 0.02
75 100 e e 1T ] 0.00
(BT-18)
300 100 31 || O 0.04
48 150 100 L4 ] 0.02
75 100 1 | - 1 0.02
" 24 20 100 1N (| | I 0.01
DMSO
48 20 00 | 2} _ | _|_ 0.02
24 0,1 100 13 - 2 6 0.21
MMC
43 0,1 100 25| _ | 6 8 0.39
Spontan ) _ 100 O T IR 0.01

BT-15, 2-(o-metoksifenil)-benzotiazole; BT-18, 2-(o-nitrofenil)-benzotiazole
DMSO, Dimetilsiilfoksit; MMC, Mitomisin C; K, Kromatid kingr; K*’, Kromozom kinigr; SU,
Sister union (Kromatid ucglarimin birlesmesi); DS, Disentrik kromozom; CA, Kromozom
aberasyonu; a, DMSO i¢in konsantrasyon degeri (ul/ml)’dir.
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Cizelge 3. 14. (BT-26) 2-(m-nitrofenil)-benzotiyazol maddesinin kromozom aberasyonlari (CA)

iizerine etkisi
Test Uygulama | Konsantrasyon | Hiicre Aberasyonlar ~%CA/hiicre
Bilesigi | Siiresi (ng/ml) Sayi;t [RK° [K” [ SU DS}
300 100 I =l . ¥ 2 0.02
24 150 e | 2 =l 0.02
— 75 o N (R (SR 0.00
300 100 [ 2 |- |1]._ 0.03
48 150 o {2 [ =1 | _ 0.02
75 100 [ 1| -]-|1 0.02
. 24 20 we |2 | =] =] = 901
DMSO
48 20 160 |2 | - | = | < 0.02
24 0,1 wy 113| = |2 |6 0.21
MMC
48 0,1 100 |25| - | 6| 8 0.39
Spontan 4 a 100 gl L 0.01

BT-26, BT-26 2-(m-nitrofenil)-benzotiazol, DMSQ, Dimetilsiilfoksit; MMC, Mitomisin C; K,

Kromatid king; K*?, Kromozom kang:; SU, Sister union (Kromatid uglarinin birlesmesi); DS,
Disentrik kromozom; CA, Kromozom aberasyonu; a, DMSQO i¢in konsantrasyon degeri (ul/ml)

dir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Benzotiyazol tiirevi olan bes ilag 6nciil maddesinin olast genotoksik etkilerini
arastirmak igin, oncelikle kullanilan organizmalarin deneyler igin uygun yada
saglikli olup olmadiklann test edilmigtir. Ames testi igin kullamlan .
typhimurium’lanin  genetik marker’lan genellikle pozitif sonuglar vermistir.
Bununla beraber mutant olan bu bakteriler, genetik o6zelliklerini ¢ok ¢abuk
degistirebildikleri icin her deneyden 6nce mutlaka test edilmislerdir. Erkek ve
bayan olarak iki ayn bireyden alman lenfositlerden yapilan karyotip
analizlerinden sonra saglikli olduklarina karar verilip donor olarak kullanilmugtir.
Test maddelerinin bes ayrt dozunun her iki organizma tizerindeki sitotoksik etkisi
arastinldiginda da farkl sitotoksik dozlar elde edilmistir. S. #yphimurium igin IC
50 dozu 50000 pg/ml olurken lenfosit hiicreleri icin ¢ok daha diisitk olan 300
pg/ml  doz bulunmustur. Farkli benzotiyazol tiirevleriyle yapilan gesitli
galigmalarda ise  tlrevlerin  yapillanmn  farkliiindan  kaynaklandigim
dustindigumiz ¢ok c¢esitli maksimum dozlanmn kullamldigi goriilmektedir.
Ornegin 6-amino benzotiyazol ve 2 metaboliti igin 1000-12500 pg/ml olan dozlan
Ames testi i¢in kullanilirken (Sato ve arkadaslart 2000), organik benzotiyazol
tirevlerinin 400-600 pg/ml’lik konsantrasyonlari antifungal aktivite igin test
edilmigtir (Ki¢iikkbay ve Durmaz 1997).

Kiiltire edilen insan lenfosit kromozomlan timin analogu olan BrdU ile
muamele edilerek iki farkh boyama yontemi ile boyandifinda ikinci mitoz
boliinmeyi gegiren hiicrelerin kromozomlarinda bu baz analogunu alan kromatid
digerinden farkli boyanmis ve kromozomlann 2 kardes kromatidi arasinda olusan
parca degisimleri, ton farki sayesinde gozlenebilmistir. Bu yontemlerden ilki olan
giemsa ile boyanma sonucunda kromatidler arasindaki renk farki oldukga belirgin
sekilde gozlenebilmistir. Diger teknikte ise A-T baz ciftlerine baglanma 6zelligi
olan floresan Hoechst 32258, DNA ipligine timin yerine baglanan BrdU igeren
iplige daha az baglanabildigi i¢in kromatidler arasinda parlaklik farki dogmustur
(Benn ve Perle 1992). Yontemin c¢ok daha kisa ve hassas olmasinin yamsira
floresan 1gimanin siresi ¢ok kisa siirmekte ve bu sire ikinci mitoz

kromozomlarnindaki farkliigin saglikli incelenmesini zorlagtirmaktadir. Ayrica
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daimi preparat hazirlayarak daha sonra inceleme olanagimin bulunmamasi
nedeniyle kardes kromatid sayimlar giemsa ile boyanmis ve daimi hale getirilmis
preparatlarda yapilmstir.

Yapilan literatiir arastirmasinda benzotiyazol yapisimn bulundugu
kimyasal bilesiklerin mutajenik yada genotoksik etkisini arastiran yalmzca bir
calisma bulunmustur. Sato ve arkadaslann (2000) tarafindan yapilan bu
aragtirmada, bir amino grubu tasiyan b-aminobenzotiyazoliin, mutajenik ve
karsinojenik Ozellikleriyle bilinen . aromatik amin grubu bir bilesik olmasi
nedeniyle mutajenik etkili olabilecegi diigiincesinden haraket edilmistir. Aromatik
aminlerin neden oldugu DNA hasar, sitokrom p 450 (CYP) 1Al, asetil transferaz
yada silfotransferaz enzimleri ile katalize edilen metabolik aktivasyon
reaksiyonlari sonucu olusan metabolitler ile gerceklesmektedir. Bu dogrultuda
BT-6 ve onun 3 metabolik Uriniinin mutajenik aktivitesi, Ames testi ile
Salmonella typhimurium TA 100 ve onun modife edilmis sekli olan YG 1029
suslarinda aragtinlmustir.

Aliman verilere gore b-aminobenzotiyazolin TA100 susunun tasidig
nokta mutasyon agisindan herhangi bir mutajenik etkisi olmadifi, ancak R yan
gruplan degigen tirevlerinin metabolik aktivasyon enzimleri varliginda mutajenik
aktivite gosterdigi sonucuna varilmgtir.

Nitro-substitute difenil tioeterlerin orto, para ve meta nitroso
turevlerinden sadece para-NO2’ye sahip tiirevi Salmonella mikrozom testinde
TA98 ve TA100’de mutajenik etki gosterirken, orto ve meta nitroso tiirevlerinin
mutajenik aktiviteye sahip olmadig bildirilmistir (Juneja ve ark. 2001).

Ticari olarak ¢ok Onem tagiyan nitroaromatik bilesiklerin nitro gruplar,
diger fonksiyonel kimyasal gruplara kolaylikla aktanlabilirler. Nitroaromatik
bilesiklerden nitro benzenin indirgenmesiyle elde edilen ve gesitli ilaglarin
boyalarin ve fotokimyasallarin baslangi¢ maddesi olan nitroanilinin nitro grubu
meta ve para konumlu tirevleri Salmonella TA98 ve TA100’de mutajenik etkili
iken bilesigin ana yapisi ve orto nitro konumlu tiirevleri mutajenik aktivite
agisindan negatif sonug¢ vermistir (Abmann ve ark. 1997). Meydana gelen farkh
etkinin ana kimyasal bilesige bagh gruplarnn konumlan ile ilgili oldufu sonucuna

varimstir.
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Bu calismada ise kullamilan bes benzotiyazol tiirevinden yalmzca nitro
grubu tagtyan BT-18 ve BT-26 tiirevleri metabolik aktivasyonun olup olmamasina
bakmaksizin yalmzca S fyphimurium TA98 iizerinde oldukca 6nemli derecede
mutajenik etkili bulunmustur. Fakat bu maddeler baz ¢ifti mutasyonuna sahip
TA100 tizerinde herhangi bir mutajenik etki meydana getirmemislerdir. Burada
orto konumda nitro tastyan BT-18in 1000 pg/pl‘lik dozdan itibaren mutajenik
etki gosterirken m-konumda nitro tagiyan BT-26’nin daha yiiksek doz olan 2500
pg/pl’lik itibaren mutajenik etki gostermesi nitro yan grubunun konumunun
mutajenik aktivite igin etkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu iki bilesigin
tasidigr fenil halkasma bagli nitro grubunun, kuvvetli elektron gekici 6zelliginden
dolayt DNA molekiilinii etkilemesinin, daha zayif elektron gekici 6zellige sahip
diger fonksiyonel gruplar olan OH, OCH; ve Br bagh tiirevlerinden daha fazla
olmasi beklenebilir. Ames testinde yiikksek mutajenik aktivite gosteren BT-18
tirevi, aym: zamanda lenfositler igin kullamlan en yiiksek dozda da SCE
olusumunu uyarmustir. BT-18’in yamsira fenil halkasina hidroksil (OH)
baglanmig olan BT-3 ile metoksi (OCH;) baglanmug olan BT-15 tiirevide aym
dozda SCE olusgumunu o6nemli derece uyarmigtir. BT-3 ve BT-15in fenil
halkasina orto konumda baghi hidroksi ve metoksi tiirevlerinin DNA’daki baz
giftlerine direkt olarak etki gostermekten ¢ok DNA replikasyonu sirasinda
replikasyon noktalaninda iplik tizerinde kopma seklinde hasar ile mutajenik etki
gosterebilecegi diisiiniilmektedir. Ciinkii kardes kromatid degisiminin replike olan
DNA’nin sentez swrasinda olusturdugu replikasyon ¢atalinda kopma ve hatali
olarak tekrar birlesme ile olustugu ileri stirilmektedir (Albanesi ve ark. 1998).

Calismamizda benzotiyazoliin bes tiirevine maruz kalan kromozomlarda
sadece kromatid tipi bozulmalar gozlenmistir. Fakat kromozom anomali ve
kiriklani bulunan mitoz hiicrelerine rastlanmamugtir. Cok disiik sayida ise,
disentrik kromozom ve kardes kromatid birlesmesi gosteren metafaz hiicrelerine
rastlanmistir. Burada SCE ve Ames testinde herhangi bir mutajenik aktivite
gostermeyen BT-10 tiirevinin kromozom bozulmalarina neden olmasi, genotoksik
etkilerin arastinlmasinda cesitli parametrelerin ya da test sistemlerinin
kullanilmasmin  ne kadar onemli oldugunu gostermektedir. Kromozom

bozulmalan icin elde edilen bulgular her doz i¢in 100 hiicrede gergeklestirilmistir.
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Séz konusu test maddelerinin olasi klastojenik etkilerinin kesin olarak
sOylenebilmesi igin daha g¢ok sayida hiicrenin degerlendirilmesinin uygun olacag
distinalmektedir.

Genotoksik etkilerle ilgili olarak elde edilen veriler igiginda, test
maddelerinden BT-10’un, kullanilan test yontemlerinden sadece kromozom
bozulma testinde (CA), BT-3 ve BT-15’in kardes kromatid degisimi (SCE) ve
kromozom bozulma (CA) testinde, BT-26’nin Ames ve CA testinde mutajenik
etki gosterdigi, BT-18’in ise kullanilan her ii¢ yontemde de genotoksik aktivite
sergiledii sonucuna vanlmugtir. Test yontemlerinden en az ikisinde mutajenite
agisindan pozitif sonug veren BT-3, BT-15, BT-26 ve BT-18’in genetik materyale
metabolik aktiviteye bagl olmaksizin etkili oldugu soéylenebilir. Benzotiyazoliin 5
tirevinin replikasyon indeksi (RI) ve mitotik indeks (MI)’i kontrolle
kargilastinldiginda hemen hemen tiim dozlarda diisitk ¢ikmugtir. BT-15, BT-18 ve
BT-26 RI ve MI’'y1 en fazla etkileyen bilesikler olup meydana getirdikleri
mutajenik etkilerle bu konuda paralellik gostermektedirler. Antitimér etkili
kemoterapik bir ilag ve bifonksiyonel alkilleyici bir ajan olan (Giri ve Chatterjee
1998) ve bu caliymada pozitif mutajen olarak kullanilan mitomisin C’nin hem
SCE ve CA olusumunu uyararak hem de MI ve RI’'y1 disiirerek test maddelerinin
etkilerine benzer aktivite gosterdigi bulunmustur. Yapilan cesitli galigmalarda 2-
(4-aminofenil) benzotiyazol ve tiirevleri ile 2-(4-amino-3-metilfenil) benzotiyazol
ve tirevlerinin farkli insan kanserlerinde timor baskilayict etkileri bulunmustur
(Shi ve ark. 1996, Bradshaw ve ark. 1998, Bradshaw ve ark. 2001, Hutchinson ve
ark. 2001).

Bu calisma, mutajenik etkileri aragtinlan 2-(siibstitiie-fenil) benzotiyazol
tiirevlerinin, replikasyonu ve mitozu dustriicii etkilerinden dolay: yukarida verilen
orneklerdeki gibi  bir  anti-timorojenik  ajan  olarak  kullanabilegini
diistindirmektedir. Maddelerin sahip olduklart genotoksik etkili dozlarinin
disindaki konsantrasyonlann arastirilmas: ve bu etkilerin 6zgiil olup olmadiginin

belirlenmesi 6nem kazanmugtir ve sonraki ¢aligmalar i¢in dnerilmektedir.
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EK-1. DENEYDE KULLANILAN ORTAMLARIN ICERIKLERI VE

HAZIRLANMALARI

(50X) Vogel Bonner Medium

Kullanim: MGA ve HBA (master) plaklan

MgS04.7H20 10gr

Sitrikasit monohidrat  100gr

K2HPO4 500gr

NaHNH4(P0O4.4H20) 175gr

Distile su (45C) 670ml

Maddeler yukanda yazildiklan sira ile suyun igine eklenir, daha sonra hacim 11t
ye tamamlanir. 1litrelik 2 kaba boliinerek 121 °C de 20 dakika siireyle otoklav

edilir.

(0.5mM) Histidin /Biyotin soliisyonu

Kullanim: Mutajenite deneyi (100ml top agara 10ml olarak)

D-Biyotin (F.W.247.3) 30.9mg

L-Histidin. HCIl (F.W.191.7) 24.0mg

Distile su 250ml

Biyotin suyun kaynama noktasmna kadar isitilarak ¢oziliir, daha sonra histidin

ilave edilip otoklav edilir ve +4 °C’ de saklanr.
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(%0.8/0.02NaOH) Ampisilin soliisyonu

Kullanim : Ampisiline direng kontrolii ve HBA plaklari hazirlanmasi

Ampisilin trihidrat 0.8g

0.02M sodyum Hidroksit ~ 100ml

Ampisilin trihidrat, 0.02 M NaOH iginde ¢6ziiliir ve sterilizasyon igin 0.22 mp

capl filtreden gegirilir ve +4 °C’ de saklanir.

(% 0.1) Kristal viyole

Kullanim: rfa mutasyonu’nun kontrolii

Kiristal viyole 0.1g

Distile su 100ml

Boya ve su kangtinilir ve solusyon igik gegirmeyen bir kaba konup+4°C de

saklanir.

(%0.13) Biotin ¢ozeltisi

Kullanim: Genotip kontrolii ve HBA plaklan hazirlanmas:
DEBIOON. ... oo savmimes 0.65mg

DusHIE 88 atonsmainiad 50ml

Biyotin suyun kaynama noktasina kadar 1sitilarak ¢oziiliir ve otoklav edilir.

(%0.5) Histidin ¢ozeltisi
Kullanim: Genotip kontrolii ve HBA plaklan hazirlanmasi

L-Histidin. HCl (F.W.191.7).............. 2gr
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(%40) Glikoz cozeltisi

Kullamimi: MGA ve HBA plaklar hazirlanmasi

Distile su

Glikoz distile su i¢inde goziilerek otoklav adilir ve 0-4 °C de saklanir.

(0.1pg/ul) Sodyum Azid ¢ozeltisi
Kullanim: pozitif kontrol
1.0 mg/petri bagina olmak tizere distile suda ¢oziilerek kullanilir. TA97 susu igin

S9 karigimu gerektirmeyen kimyasaldir. 0-4 °C de saklanr.

(2ng/ul) 2-Aminofluorene (2AF)
Kullamm: pozitif kontrol

1.0 mg/petri bagina olmak iizere dimetilsiiloksit’ de (DMSO) ¢oziilerek kullanilir.

S9 kanigimu gerektirmeyen kimyasaldir. 0-4 °C de saklanr.

(2pg/pl) 4-Nitro-o-Fenilendiamin (NPD)
200 pg/petri olmak iizere DMSO da goziilerek kullanilir. TA 98 susu igin S9

kanigimi gerektirmeyen kimyasaldir.Oda 1sisinda saklanir.
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3-Metilkolontren

Kullamim: metabolik aktivasyonun hizlandirilmast

3-metilkolontren.................. 64mg
MiSIryagt......cooveeeeeineeannnnn.. 1ml

(80mg/kg olmak iizere) musir yaginda ¢oziilerek 0.5ml itraperitonal olarak enjekte

edilir.

(0.15M) KCI cozeltisi

Kullanim: mikrozom izolasyonu

KCl, bir miktar distile suda ¢oziiliir ve toplam hacim 1000m!’ ye tamamlanarak

otoklav edilir ve +4 °C’ de saklanir.

Top agar

Kullanim: Mutasyon deneyi

BORE oot e e SRR 6gr
AL .. .. coneimidnsm wnmmrmmnmmsms Sgr
Distilesu.................... 1000ml

Agar-su ve tuz manyetik kansticida isitilarak ve kanstrilarak cozilip otoklav

edilir.
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Histidin/ Biyotin plaklar1 (HB Agar)

Kullanim: Histidin gereksinim deneyi

721 SN SO 15gr
%40 glikoz..............ooniiini 50ml
histidin HCLH2O. ... .. conmaeninsions 10ml
(2g/400ml.H20)

O 5mM BIVORIL .. iiisrmsins ansmens 6ml

Distile su........ccocveeienininnn. 914ml

Agar ve su kangtinldiktan sonra otoklav edilir. 45°Cye sogutulup %40 glikoz, 50
XVB tuzlant ve histidin ¢6zeltisi eklenir, solusyon biraz daha soguduktan sonra

biyotin eklenir, kanstirip petri kutularina 30ml olarak dagtilir.

Histidin/ Biyotin/ Ampisilin plaklan (HBA Agar)

Kullamm: Ampisiline direnglilik testi ve ‘Master Plate’ hazirlanmasinda

AP i mabassvrsmviies s 15gr
17 (15551 1 P, GRSy P 910ml
50xVBtuzlanm............ccooenene 20ml
%40 glikoz..........cooeiiiiiiinl. 50ml
histidin HCLH20.........cooonvconssis 10ml
(2g/400m1.H20)

0.5SmM Biyotin..............c.eenn... 6ml

(%0.8/0.02NaOH) Ampisilin....3.15ml
Agar ve su. otoklavlanir, 45°Cye sogutulup %40 glikoz, 50x VB tuzlan ve histidin

bu sicak solusyona eklenip kangtinlir ve biraz daha soguyunca biyotin ve
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ampisilin eklenip plaklar petrilere ve 30 ml olarak aktanlir Bu plaklarda bakteriler
+4°C de 2 ay saklanabilir.

Minimal Glikoz Agar Plaklari

7. 7 | - S SRR 15gr
Digtile St insmcammmmmmensa 930ml
T 20ml
%40 glikoz.........coooeeininn. 50ml

Agar ve su 2 It’lik kapta kanstirhp ¢6ziliir ve otoklavlamr, 45°C ye sogutulup

%40 glikoz ve 50 xVB tuzlan eklenip petri kutularina 30ml olarak aktarilir.

Nutrient Agar Plaklan
Kullamm: Gecelik kiiltiiriin mI’sindeki bakteri sayisim bulma ve genotip kontroli

a) kristal viyole b) UV ye duyarhiligi

Oxoid nutrient brothno 2......... 25gr
N T T 15gr
DISHIe SH... ... ) v rensommsamssnmss 930ml

Agar, broth ve su 2 It’lik kapta kanstirlip otoklavlanir ve petri kutularina 30ml

olarak aktarilir .

Nutrient Broth sivi kiiltiir ortam
Kullamim:Bakterilerin Gecelik kiiltiirde bityiitiilmeleri
Oxsoid nutrient brothno: 2.................. Sgr

1B Ll O P 200ml

Broth ve su kanstirlip otoklavlanir ve +4 °C’ de saklanir.”
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S9 karisimi
Ticari olarak alinmug S9 tabletleri (1 tablet igin) 14ml distile su da ¢oziiliir ve 3ml
rat mikrozomu ilave edilip toplam hacim 20ml’ye tamamlamir, buz iginde (0-2°C)

kullamma kadar muhafaza edilir (kullanilacagt zaman hazirlamp hemen tiiketilir).

Kromozom Medyumu

Biochrom firmasinin irettidi Chromosome Medium B (Biochrom no:F5023)
hiicre kiiltiri ig¢in kullamlmugtir. Chromosome Medium B’nin her litresinde
agagidaki bilegikler belirtilen belirtilen miktarlarda bulunmaktadir.

MEM Joklik with non essential amino acids...850 ml

FKS 150 ml
Heparin 25.000E
Penisilin sodyum salt 75.000 E
Streptomisin sulfat 50 mg
Fitohemoglutinin 2.5mg

Bubesiyeri steril sartlarda her tiipe 2.5 ml koyarak paylastinlmustir. Kaltir

tiipleri steril olarak temin edilmistir.

Kolsisin
Kolsisin eriyigi steril saf su igerisinde hazirlanmis ve kromozom medyumunun
her ml’sinde 0.06 pg olacak sekilde 2.5 ml’lik kromozom medyumunda (0.06

ug/ml) ilave edilmistir.
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Hipotonik Soliisyon

Hipotonik soliisyon olarak %0.4’liik potasyum klorir (KCI) (Merck)

kullaniimugtir.

Fiksatif
Fiksatif 1 kisim glasial asetik asit’in 3 kisim metanol ile kangtinlmas: sonucu
hazirlanmustir. Fiksatif kullanilmadan 2 saat 6nce hazirlanmug ve buzdolabinda

saklanmistir. Her seferinde preparat yapim isleminden 2 saat 6nce hazirlanip taze

olarak kullamlmustir.

5’-Bromo-2’-deoksiuridin (BrdUrd)
BrdUrd Sigma firmasindan temin edilmistir. (Sigma no:B5002). BrdUrd eriyigi
steril saf su igerisinde hazirlanmustir. Bu eriyikten kiiltiir tiipleri igerisindeki

besiyerine 10 pg/ml olacak sekilde ilave edilmigtir.

Sorensen Tamponu

Sorensen tamponu, tampon A ve tampon B olmak {izere iki stok ¢ozelti halinde
hazirlanmig olup, bu ¢ozeltiler galigmanin amacina uygun olarak birbirleriyle
degisik miktarlarda kanstinlarak kullanilmustir. Hazirlanigt:

Tampon A: 11.34 gr KH,PO, 250 ml saf su igerisinde ertilmistir (pH 4.8)

Tampon B: 14.83 gr Na,HPO, 12H,0O 250 ml saf su igerisinde eritilmistir(pH 9.3)
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SCE’yi incelemek amaciyla preparat yapimi sirasinda preparatlar Sorensen
tamponu igerisinde UV lambas: ile iginlandinlmistir. Ayrica bu tampon %5°lik

Giemsa boyasi hazirlanmasinda da kullamlmustir.

Standart Saline Sitrat (SSC)
SSC eriyigini hazirlamak i¢in 11.05 gr trisodyum sitrat (CsHsNa;0,2H20) ve 21.9
gr NaCl kullanilmugtir.

Bu iki madde belirtilen miktarlarda ayn ayn kaplarda bir miktar saf suda
¢ozilmilg, aym kaba aktarilarak birbirleriyle kanstinlmis ve bu karigim 500 ml’ye
tamamlanarak S5xSSC stok soliisyonu hazirlanmugtir. Bu eriyigik buzdolabinda
saklanmigtir. Deneylerimizde bu stoktan 20 ml alip tizeri 100 ml oluncaya kadar

kaf su ile tamamlanarak elde edilen 1xSSC soliisyonu kullaniimustir.

Heparin
Kan pihtilasmasini énlemek amaciyla % 0,1°lik oranda steril serum fizyolojik ile

hazirlanmustir.

Giemsa
Giemsa boya soliisyonu Fluka firmasinda temin edilmis olup, deneylerimizde
Sorenson tamponu ile hazirlanmug olan %5’lik boya soliisyonu praparatlarin

boyanmasinda kullamlmgtir.
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Entellan

Preparat kapatma soliisyonudur. Preparatlar daimi hale getirilirken lam ve lamelin

birbirine yapistiriimasinda kullamilmugtir.

Nitrik Asit (HNO;)

Lamlan temizlemek amaciyla kullamilan nitrik asit, 1 N g¢ozelti olarak
hazirlanmugtir. Plastik sisede saklanarak her defasinda tekrar tekrar kullanilmugtir.
Ince bir tabaka halinde igmlama soliisyonu ile ortiilen preparatlar, karanlkta 15
cm yiikseklikten ve 30 W’lik 254 nm dalga boyunda 151k yayabilen tek ultraviole
(UV) lambasi ile 30 dakika iginlandinilmustir. Isinlama bittikten sonra preparatlar
1xSSC soliisyonu igerisinde 58-60°C arasindaki sicakliklarda 60 dakika inkiibe
edilmigtir. Inkiibasyon siiresi bitmeden 15 dakika 6nce Sorensen tamponu

icerisinde % 5°lik Giemsa boya soliisyonu hazirlanmustir.



