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OZET

Cevremizde biyolojik aktiviteleri heniiz bilinmeyen ¢ok sayida sentetik kimyasal
madde bulunmaktadir. Bu kimyasallarin mutajenik potansiyellerinin ortaya konmasi
gerekmektedir. Ciinkii mutajen oldugu saptanan birgok bilesigin ayni zamanda

kanserojen oldugu bilinmektedir. Bu da insan saglig1 agisindan son derece dnemlidir.

Bu calismada yeni sentezlenen 2 farkli benzotiyazol tiirevi olan N-(4-
benzotiyazol-2-il)-2-metoksifenil)-2-(4-klorofenoksi) asetamit ile N-(4-(benzotiyazol-2-
il)-3-klorofenil)-2-(4-klorofeniltiyo) asetamit’ in Umu test sistemi ile genotoksik
potansiyelleri ¢alisildi. Benzotiyazol tiirevi bilesiklerin 5 ayr1 dozu (10, 100, 1000,
2500 ve 5000 pg/ml) DMSO (Dimetilstilfoksit) da ¢oziilerek hazirlandi. Bu dozlar test
organizmast olarak kullanilan Salmonalla thyphimurium NM 2009 ve NM 3009 suslari
ile sinand1 ve verdigi enzim aktivitesi degerleri pozitif mutajen olarak kullanilan 4NQO

(4-Nitrokinolin-1-oksit) ile karsilastirildi.

Elde ettigimiz verilere gore; N-(4-benzotiyazol-2-il)-2-metoksifenil)-2-(4-
klorofenoksi) asetamit tiirevinde direkt mutajenik etki goriilmedi. N-(4-(benzotiyazol-2-
il)-3-klorofenil)-2-(4-klorofeniltiyo) asetamit tiirevinde ise pozitif mutajenle
karlilagtirildiginda anlamli bir artis goriildii. Bu benzotiyazol tiirevi orta dereceli

mutajen olarak belirlendi.

Anahtar Kelimeler: SOS/Umu-testi, SOS cevabi, Mutajenite, Benzotiyazol tiirevleri
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SUMMARY

Around us, there are many synthetic chemical substances of which biological
activities are not known. These chemicals’ mutagenic potentials should be exhibited.
Because, many compounds that were identified as mutagen are known to be

carcinogenic.

In this study, genotoxic potentials of N-(4-benzothiazole-2-yl)-2-
methoxyphenyl)-2-(4-chlorophenoxy) acetamite and N-(4-(benzothiazole-2-yl)-3-
chlorophenyl)-2-(4-chlorophenylthio) acetamite, that are recently synthesised 2
different benzotiazol derivative, are studied via Umu test system. 5 different doses (10,
100, 1000, 2500 and 5000 pg/ml) of benzotiazol derivative compounds were prepared
by solving in DMSO (Dimetilsulfoxide). These doses were tested via Salmonalla
thyphimurium NM 2009 and NM 3009 strains which are used as test organisms, and
enzyme activity values obtained were compared with 4NQO (4-nitroquinoline-1-oxide)

that is used as positive mutagen.

According to the values we’ve obtained, there weren’t seen a direct mutagenic
effect on N-(4-benzothiazole-2-yl)-2-methoxyphenyl)-2-(4-chlorophenoxy) acetamite
derivative. As for N-(4-(benzothiazole-2-yl)-3-chlorophenyl)-2-(4-chlorophenylthio)
acetamite derivative, a significant increase was observed compared to positive mutagen.

We observed this benzotiazol derivative as a moderate mutagen.

Keywords: SOS/Umu-assay, SOS response, Mutagenicitiy, Benzothiazole derivatives
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1. GIRIS ve AMAC

Kimyasal madde tretimini i¢ine alan kimya sektorii oldukga genis bir iiriin
yelpazesine sahiptir. Sektor; temizlik iriinleri, boyalar, kozmetik iriinler, ilaglar,
giibreler ve tarim ilaglari, laboratuvar kimyasallari, termoplastikler gibi organik ve
inorganik bir¢cok kimyasal madde iiretmektedir (S.G.M ., 2012/1).

Yeni kimyasal madde sentezi ve izolasyonu siirekli bir biiylime gostermektedir
(Binetti et al., 2008). Amerika Kimya Derneginin (American Chemical Society) bir
boliimii olan CAS (Chemical Abstracts Service) veri tabaninda 1907 yilindan giiniimiize
kadar 68 milyonun iizerinde organik ve inorganik madde ve 64 milyondan fazla
kimyasal dizin kayithidir. Veri tabani glincellenerek her giin 4.500” den fazla yeni kayit
eklenmektedir (CAS, 2012).

Son ¢eyrek yilizyildaki hizli sanayilesme ve oOzellikle niikleer teknolojinin
yayginlagsmasi doga kirlenmesine yeni boyutlar getirmis ve saglikli yasam i¢in ¢evrenin
korunmasinin  kaginilmaz bir gereksinim oldugunu ortaya koymustur. Ozellikle
plastikler ve radyoaktif maddeler gibi biyodegredasyona yavas ugrayan endiistri
tirtinleri dogadaki ekolojik dengeyi olumsuz etkilemektedir. Cevre kirlenmesinde rol
oynayan organik ve inorganik toksik maddelerin saglik iizerine olan zararli etkileri

bunlarin organizmaya girmeleriyle olugsmaktadir (D6kmeci, 1988).

Cevremizde biyolojik etkileri bilinmeyen ve sayilart milyonlari bulan sentetik ve
dogal kimyasal madde bulunmaktadir. Bu kimyasallar hayatimizin 6nemli bir

parcasidir. Giinliik yasamda hayatimizi dogrudan ya da dolayli olarak etkilemektedir.

Insanlar; sperm sayisinda azalmalara, genital kusurlara, sinir gelisimi
bozulmalarina, obeziteye ve kansere neden olan bir¢ok kimyasala maruz kalmaktadir
(EEA, 2010). Diinya genelinde kanser kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en yaygin
oliim nedenidir (Ferlay et al., 2008; American Cancer Society, 2008; Sekar et al., 2011).



Diinya ¢apinda, 2008 yilinda tahmini 12,7 milyon kanser tanis1 konulmus ve 7,6
milyon kisi kanser sebebiyle hayatin1 kaybetmistir. Dahasi, 2030 yilinda 21,4 milyon
yeni kanser vakasi ve 13,2 milyon kanser kaynakli 6liim beklenmektedir (American
Cancer Society, 2012) .

WHO (Diinya Saglik Orgiitii) ya gore diinya genelindeki tiim kanserlerin %19’
luk (1,3 milyon 6liim) kismu gevresel faktorlere dayandirilmaktadir (WHO, 2011). Bu
nedenle kimyasallarin potansiyel riskleri ve olumsuz etkilerini degerlendiren
genotoksisite ¢aligsmalar gittikge 6nem kazanmaktadir (Sekeroglu, 2011). Genotoksisite
testleri esas olarak kanserden korunmada, ¢evresel etkenlerin, endiistriyel kimyasallarin
etkisini aragtirmada, ilaglarin piyasaya siiriilmeden O©nce toksik etkilerini ve
giivenilirligini arastirmada kullanilmaktadir. Bu nedenle bir¢ok in vivo ve in vitro
genotoksisite testi gelistirilmis ve bu testler 1970’ lerden beri kullanilmaktadir (Bedir
vd, 2004).

Uzun siireli karsinojenite deneyleri potansiyel tehlikeli karsinojenleri ve
karsinojenlerin doz-yanit iligkisini belirlemek amaci ile yapilir. Ayrica tiimorlerin yani

sira prenoplastik lezyonlari incelemek i¢in tasarlanmistir (EPA, 2005)

Arastirmacilar, deney hayvanlarinda karsinojenite ¢aligmalarinin uzun siirmesi,
pahali olmasi ve bir¢ok hayvan kullanmay1 gerektirmesi nedeni ile maliyeti diisiik, daha

cabuk sonug alinan kisa zamanli mutajenite testleri gelistirmislerdir.

Bakteri ve memeli hiicre kiiltiirlerinin olusturdugu ¢ogu kisa zamanli testler
oncelikle tehlike teshisi i¢in dizayn edilmislerdir. Bu testler risk degerlendirmesinde
yalnizca baslangi¢ noktasini olusturmaktadirlar. Maruz kalma kosullar altinda gézlenen
etkilerin insanlar igin ilgili olsun ya da olmasin farmakokinetik, farmakodinamik ve

diger etkenlere bagli olarak in vivo da incelenmesi gerekir (Eastmond et al., 2009).

Bakteriyel test sistemlerinde mutajen oldugu saptanan bir ¢ok bilesigin ayn

zamanda kanserojen oldugu da goriilmustiir (Maurici et al., 2005; Vural, 2005).



Karsinojen ve mutajenlerin neden oldugu DNA hasar tiplerini saptamada
bakteriyel test sistemleri kullanilmaktadir. Kisa zamanli bakteriyel test sistemleri,
karmasik kimyasal 6rneklerdeki mutajenik bilesiklerin ve metabolik aktivasyon sonucu

ortaya ¢ikan reaktif bilesiklerin saptanmasinda analitik araclar haline gelmislerdir (Diril
vd., 1997).

Bununla birlikte kisa zamanli test sistemlerinin hicbiri karsinojenleri mutajen
olarak belirlemede miikemmel degildir. Cilinkii bu testlerin her biri yalnizca birkag
mutajeni tanimlayabilir (Mortelmans and Rupa, 2004; Olaharski et al., 2006; Witte et
al., 2007; Benigni and Bossa, 2011).

Kimyasal maddeler viicuda farkli sekillerde alinabilir. Bunlardan biri de gesitli
amaglarla kullanilan ilaglar seklindedir. Bu c¢aligmada ila¢ hammaddesi olarak
kullanilmast amaglanan 2 farkli benzotiyazol tiirevinin mutajenik etkisinin olup

olmadigi Umu test yontemi ile arastirildi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Benzotiyazol

Heterosiklik bilesikler halkalarinda en az iki farkli atom bulunan siklik yapiya
sahip bilesiklerdir. Nitrojen, siilfiir ve oksijen en yaygin heteroatomlardir. Dogada ¢ok
yaygin olarak dagilan ve yasam i¢in farkli sekillerde gerekli olan bilesiklerdir.
Sekerlerin bir ¢ogu ve onlarin tiirevleri, C vitamini de dahil, bir oksijen atomu igeren
alt1 liyeli (piran) ya da bes iiyeli formlar1 (furan) vardir. B vitamininin birgok ¢esidi
nitrojen atomu bulunan heterosiklik halkaya sahiptir. Aminoasit metabolizmas ile ilgili,

piridin tlirevi olan Bg vitamini (piridoksin) 6rnek olarak gosterilebilir (Achson, 2009).

Benzotiyazol zayif bazli, gesitli biyolojik aktiviteleri olan ve son giinlerde
bilimsel merak uyandiran heterosiklik bir bilesiktir. ila¢ kesfi ¢alismalar1 ile tibbi
kimyada ve biyoorganik arastirmalarda genis 6l¢iide kullanilir (Yadav et al., 2011).

Benzotiyazol heterosiklik tiyazol tasiyan kaynasmis membran halkalarindan
olusur. Tiyazolun ¢ekirdek yapisini siilfiir ve nitrojen atomlar1 olusturur. Farmakolojik

ve biyolojik olarak etkin olan bilesiklerdir (Yadav et al., 2011).

Tiyazol yapisal olarak tiyofen ve piridin ile ilgilidir (Sekil 2.1). Fakat kendine
has ozellikleri ¢ogu iginde benzemektedir. Tiyazol ilk olarak Hanzsch ve Waber
tarafindan 1887 yilinda tanimlanmigtir. Popp 1889 yilinda yapisim1 dogrulamistir.

Tiyazol’ un numaralandirilmasina siilfiir atomundan baglanir.

Benzotiyazolun temel yapisi tiyazolun 4,5 pozisyonundan benzen halkasiyla
kaynasmast ile olusur (Sekil 2.2). Ikisi birlikte benzotiyazolun ana ¢ekirdegini olusturur
(Shivaraj et al., 2010).
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Sekil 2.1 Tiyazolun genel formiilii (Yadav et al., 2011)
S
5

Sekil 2.2 Benzotiyazolun genel formiilii (Yadav et al., 2011)

Benzotiyazol tiirevi bilesiklerin biyolojik aktiviteleri 1950° li yillardan beri
incelenmekte ve halen ¢esitli biyolojik 6zelliklerinin arastirilmasi1 devam etmektedir
(Yilmaz, 2008). Son yillarda yapilan caligmalarda, benzotiyazol halka sistemi tasiyan
bilesiklerin antibakteriyel (Turan- Zitouni et al., 2003; Tomi et al., 2012) ve antifungal
(Ryu et al., 2003; Singh et al., 2009; Gupta et al., 2010) etkilerinin yan1 sira antiallerjik
ve antiinflamatuar (Ban et al., 1998; Singh et al., 2009; Venkatesh and Pandeya, 2009),
antimikrobiyal (Maharan et al., 2007; Gupta et al., 2009; Gupta et al., 2010), antikanser
(Hutchinson et al., 2001; Wang et al., 2006; Kini et al., 2007; Tay et al., 2012),
antihelmintik (Sreenivasa et al., 2009; Munirajasekhar et al., 2011) ve antidiyabetik
(Pattan et al., 2005) etkiye sahip oldugu belirlenmistir.

Benzotiyazol halkalari, sinir koruyucu (Cao et al.,2002; Ramirez et al., 2003),
muskarinik reseptor inhibitorii (Jung et al., 2000), Lck enzimi (Das et al.,2003) ve
ayrica HIV- proteaz ve revers transkriptaz (Akbay et al.,2003; Nagarajan et al.,2003)
gibi faydali fizyolojik etkinligi olan ¢esitli dogal ve sentetik bilesikte bulunur.



2- aril benzotiyazol gibi ¢esitli benzotiyazoller essiz yapilarindan dolay1 kabul
goriirler. Bunlar radyoaktif amiloid goriintiileme ajan1 (Reddy et al., 2007) ve antikanser
ajan1 (Heo et al., 2006) olarak kullanilirlar.

2-(4-aminofenil) benzotiyazol giiglii ve selektif antitiimor ajan1 olarak kullanilan
yeni bir smftir. Hiicre kiiltiiriinde sitotoksik cevapta karakteristik ozellik gosterir

(Yadav et al., 2011).

Yapilan calismalarda bazi amino benzotiyazol tlirevlerinin metabolik
aktivasyona bagli olarak (Sato et al., 2000) ya da DNA hasar1 olusturarak (Brantley et

al., 2003) mutajenik etkiye sahip oldugu 6ne siiriilmiistiir.

Baz1 fenil benzotiyazol tiirevleri in vivo insan lenfositlerinde sitotoksik ve zayif
mutajen Ozellik gostemistir (Tiylli and Zeytinoglu, 2004). Diger bir ¢alisma da ise bazi
benzotiyazol tiirevleri Salmonella thyphimurium’ un T100 susunda mutajen oldugu

bildirilmistir (Zeytinoglu et al., 2006).

Amino gruplu benzotiyazol tiirevleri drnegin 6- aminobenzotiyazol aromatik
amin olarak siniflandirilir. Bunlardan ¢ogunun mutajenik etkilerinin ve karsinojenik
potansiyellerinin gosterilmesinden bu yana mutajenik bilesik gibi karakterize edilmesi

kabul edilmistir (Beland and Kadlubar, 1990).

2.2 Umu Test Sistemi

Bir ¢ok kisa zamanli genotoksisite testi endiistriyel kimyasallarin ya da su, hava,
dogal kimyasal gibi ¢evresel Orneklerin  Karsinojenitesinin  belirlenmesinde
kullanilabilirler ve hayvan karsinojenite testlerine nazaran ucuz olduklar1 ve ¢abuk

uygulanabildikleri i¢in avantajlidirlar (Tennant et al., 1987; Zeiger, 1987).



Salmonella UMU testi, DNA’ ya zarar veren etkileri tespit etmek i¢in SOS
cevabindaki umuC geninin indiiksiyonunun kalorimetrik olarak 6lgiildiigii kisa zamanli
testlerden birisidir (Oda et al., 1985; Hamer et al., 2000). Umu testinde, Salmonella
thyphimurium TA1535/pSK1002 (gram  negatif, fakiiltatif ~ anaerobik,

Enterobacteriaceae) mutant susu kullanilir (Wittekindt et. al ., 2000).

Bu test Ames testi kullanilarak test etmenin zor oldugu yiyecek, atik su gibi
orneklerin incelenmesinde ekonomik ve c¢abuk uygulanmasi gibi avantajlara sahip
olmasi nedeniyle kullanilabilir (Yasunaga et al., 2006). Genotoksik kimyasallarla hem
Ames hemde Umu test sisteminde yapilan g¢alismalar, Umu testi ile Ames testinin
duyarliligimin yaklasik olarak esit oldugunu gostermistir (Reifferscheid and Heil, 1996;
Yasunaga et al., 2004).

Farkli DNA hasarlarina neden olan ajanlar1 saptamak i¢in Ames test sisteminde
birka¢c test susuna gerek varken, Umu test sisteminde bu islem tek bir susla
gerceklestirilebilir. Bu nedenle Umu test sistemi pratikte ¢ok daha fazla avantaja
sahiptir. Aminoasit, lire, serum ve yiyecekleri kapsayan farkli ¢cevresel drnekler bu test
sistemi ile taranabilir. Ayrica Umu test sistemi, Ames test sisteminde miktar olarak
toksik olabilecek kimyasallar1 test etmeye olanak saglar, ¢iinkii Umu testinde hiicrelerin

canli kalmasi1 zorunlu degildir (Diril vd, 1997).

Umu testi, kimyasal genotoksisiteyi saptamak igin DNA hasari tarafindan
olusturulan umuC-lacZ geninin indiiksiyonunu kullanir (Oda et al., 1985; Reifferscheid
and Heil, 1996). Bunun RecA promatdr protein ve LexA represor protein olan iki
regiilator proteinin kontrolii altindaki umuC genini iceren SOS cevabi oldugu
bilinmektedir (Yasunaga et al., 2006).

SOS cevabi, hiicrenin potansiyel ve Oliimciil stresler karsisinda kendini
korumasina yardimci olan metabolik bir alarm sistemidir. Eger DNA da c¢ok sayida
hasar meydana gelmis ve bu hasarlar replikasyona kadar diger onarim mekanizmalari ile
onarilmamis ya da replikasyon sirasinda giderilmemisse, SOS cevabin indiiklenmesiyle

birlikte SOS onarimi devreye girer. Bu sirada hiicrede DNA onariminda rol alan bazi



proteinlerin miktarinda bir artis gozlenir. Indiiklenmis proteinlerin bir kism1 DNA
polimeraz III” {in replike edemedigi DNA lezyonlarini replike edebilen, 6zellesmis bir
replikasyon sisteminin pargasidir. Bu replikasyonda hata orani yiiksektir. Bununla
birlikte SOS onarimi, replikasyon engelini asan ve en azindan birka¢ mutant hiicrenin

yagsamasina izin veren biyolojik bir kazanctir (Oda et al., 1992).

Umu Testinin prensibi DNA’ ya hasar veren ve karsinojen potansiyele sahip
ajanlarin umu operonu tarafindan tanimmasidir. E. coli CSH26/pSK1002 susundan
pSK1002 plazmidi (umuC-lacZ geni tagiyan) hazirlanip, 6nce S. thyphimurium SJ10002
susuna modifiye edilmis olup, sonrasinda hazirlanan plazmid S. thyphimurium TA1535
( hisG46, rfa uvrB) susuna transforme edilerek S. thyphimurium TA1535/pSK1002 susu
elde edilmistir. TA1535/pSK1002 susu {irettigi bir bilesik gen ile B-galaktozidaz
aktivitesini, umu operon ekspresyonunun seviyesini dlgebilmektedir. umuC-lacZ bilesik
geninde; umu operon, DNA-hasar ajanlar1 tarafindan etkilenerek RecA ve LexA genleri
tarafindan genetik olarak diizeltilir (Ono et al., 2000). Bu mekanizma Sekil 2.3 de

gosterilmistir.

Genotoksinler ¢esitli DNA hasar1 meydana getirdiginde DNA tamir islemiyle
(genel tamir ya da postreplikasyonal tamir) tek zincirli DNA (ssDNA) olusturulur ve
daha sonra RecA proteininin aktivitesi LexA bolgesinde artar (Walker, 1984; Sassanfar
and Roberts, 1990; Smith and Walker, 1998; Janion, 2001).

Bu nedenle, Umu testi sadece SOS cevabi1 olusturma potansiyeline sahip

genotoksik ajanlarin ortaya ¢ikarilmasinda kullanilir (Yasunaga et al., 2006).

Umu test sisteminde kullanilan bakteriler

Bu test sisteminde kullanilan suslarin timii § galaktosidaz aktivitesi igin hibrit
bir protein olusturan umuC-lacZ fiizyonuna sahip pSK 1002 plazmidini tasir. Umu test
sisteminde kullanilan atasal susu olusturmak igin bu plazmid, kesip ¢ikarma onarim
mekanizmas1 hatali (uvrB mutasyonu), bir¢ok kimyasal icin daha kolay gecirgenlige

sahip (rfa mutasyonu) ve laktoz operonunda dogal bir delesyon gibi iistiin 6zellikleri



olan Salmonella thyphimurium TA 1535 igine yerlestirilmistir. Bu 6zellikler sayesinde
testin duyarlilig1 arttirillmis ve Umu test i¢in atasal sus olan Salmonella thyphimurium
TA 1535/pSK1002 susu olusturulmustur.

Cevrede ¢ok genis bir dagilim gosteren nitroarenlerden bazilarinin hayvan
deneylerinde karsinojeniteye neden oldugu ve bakteriyel testlerde de giiclii mutajen
oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte bu nitroarenlerin SOS cevabi temel alan test
sistemlerinde, diger bakteriyel test sistemlerine gore daha zayif bir genotoksik etki
meydana getirdigi goriilmiistir. Bu nedenle nitroarenlere karst Umu testinin

duyarliligini arttirmak igin ¢esitli test suslar1 gelistirilmistir.

Nitroarenlerin bircogunun genotoksik etkilerini gosterebilmeleri i¢in bakteriyel
bir nitrorediiktaza (NR) gereksinimleri vardir. Ciinkii bakteriyel nitrorediiktazlar
nitroarenleri arilhidroksilamin ara metabolitine indirgeyerek onlart mutajenik hale
sokar. Daha sonra bu arilhidroksilamin tiirevleri 0-asetiltransferaz (0-AT) bakteri ya da
memeli hiicre sistemlerindeki reaktif elektrofillere doniisiirler. Dolayisiyla NR ve 0- AT
enzimleri, nitroarenlerin mutajenik aktivitesindeki anahtar basamaklar katalizler (Diril

vd, 1997).
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2.3 Mutasyonlar

DNA molekiillerinin bilgiyi depolama, esleme, aktarma ve desifre etme becerisi
genetik fonksiyonunun temelini olusturur. Fakat DNA’ nin hatalar yapmasi da ayni

oranda 6nemlidir (Klug vd, 2009).

DNA replikasyonu hatalara kars1 birgok onlem alinmasia ragmen miikemmel
bir islem degildir (Pasternak, 2005). Normal bir insan hiicresinde replikasyon esnasinda
meydana gelen hata (DNA polimerazin yanlis niikleotid yerlestirmesi) oran1 10", hata
okuma (proofreading) mekanizmasimna ragmen ortaya c¢ikan hata orani 10% dir
(Debeleg-Biitiiner ve Kantarci, 2006). Sik goriilmemekle birlikte bir veya daha fazla baz
ciftini etkileyen hatalar olusabilir. Buna ek olarak cesitli kimyasallar, ultraviyole 1s1n,
radyasyon ve radyoaktif bilesikler gibi dis etkenler DNA molekiiliiniin niikleotit dizisini
kalici olarak degistirebilirler. Genetik maddedeki bir degisiklik mutasyon olarak
tamimlanir (Pasternak, 2005; Lewis, 2009; Hartwell et al, 2011; Reece et al., 2011).

Mutasyon terimi ilk kez 1901 yilinda, Hugo De Vries tarafindan Oenothera
lamarckiana (aksamsefasi) ile yaptigi ¢aprazlamada gozlemledigi varyasyonu

tanimlamak i¢in kullanilmistir (Oner, 2003).

Mutasyonlar somatik hiicrelerde ya da germ hiicrelerinde olabilir. Germ
hiicrelerinde olanlar kalitilabilir, kalitimla gecebilir ve genetik hastaliklar kadar genetik
cesitliligin ve evrimin de temelini olustururlar. Somatik hiicrelerde olanlar lokalize

hiicre 6liimiine, hiicresel fonksiyon degisikligine ve tiimér olusumuna yol agabilirler
(Klug vd, 2009).

Bunun yaninda mutasyonlar her zaman zararli olmaz. Ciinkii genelde mutasyon

devamli degisen ¢evreye uyum saglayan bir gelismedir (Vural, 2005).
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Mutasyonlarin etkilerinin ve ¢esitlerinin biiylik degiskenligine gore genetikgiler
birkag farkl sekilde simflayabilirler (Klug vd., 2009; Tiyli vd., 2009; Lewis, 2009). En
genis anlamda mutasyonlar iki temel grupta incelenebilir. Bunlar1t “kromozom
mutasyonlar1” ve “gen mutasyonlar1” olarak siralayabilir. Kromozom mutasyonlar1 da
“kromozom say1 degismeleri” ve “kromozom yapi degisimleri” seklinde iki gruba

ayrilabilir (Tiyli vd., 2009)

2.3.1 Kromozom mutasyonlari

2.3.1.1 Kromozom say1 degisimleri (genom mutasyonlari)

Insan esey hiicrelerinde 23 adet kromozom bulunur ve bu say1 insan igin haploid
(n) sayidir. Ayrica, haploid kromozom takimina genom da denir. Fakat genom terimi
kimi yazarlarca “herhengi bir insanin genetik kurulusu” olarak tanimlanir. Insanin
somatik hiicrelerindeki sayinin ya da haploid kromozom sayisinin iki katidir yani
diploid (2n = 46) dir. Kromozom sayisindaki artis ya da azaliglar temel kromozom
sayisinin (n = 23) tam katlar1 kadar oluyorsa buna 6ploidi (“euploidy”) ve sayiya da
Oploid (“euploid”) denir. Oysa kromozom sayisindaki temel kromozom sayisinin katlari
kadar olmayan artma ya da eksilmeler anoploid (“aneuploid”) adini alir ve olguya da
anoploidi (“aneuploidy”) denir. Poliploidi (“polyploidy”) de bir 6ploid durumudur ve
temel sayinin ikiden daha c¢ok artmasi durumunda (3n, 4n, 5n gibi) kullanilir (Sati,

2005).

Okaryotik organizmalarin kromozom sayisinda meydana gelen mutasyonlar iki

grupta toplanir

A. Euploidi

Bu durumda hiicrelerdeki kromozom sayisi, o organizmada tiirii i¢in normal olan

haploid saymin, yani temel gametik saymin tam kat1 kadar artmistir (Sati, 2005).
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1. Monoploidi

Normalde diploid olan hayvan ve bitki hiicrelerinde ender olarak bazi bireylerin
hiicrelerinde sadece bir takim yani n sayida kromozom bulunur. Bu olaya monoploidi,
boyle bireylere monoploid denir. Monoploidler genellikle déllenmemis yumurtanin
gelismesiyle olusurlar. Bu olay kendiliginden olabilecegi gibi dis etkenlerle de
gerceklesebilir (Temizkan, 1996). Arilarda disilerin diploid, erkeklerin haploid sayida

kromozom takimina sahip olmasi monoploidi 6rnegidir (Tiiylii vd, 2009).

2. Poliploidi

Hiicre Dboliinmesi sirasinda, sitoplazma boliinmesinin  gerceklesmedigi
durumlarda, replike olmus kromozomlarin bir ¢ekirdek iginde iki takim halinde
kalmasiyla olur. Hiicrelerin kromozom takim sayis1 artmis olan organizmalara poliploid
ad1 verilir. Poliploidlerin adlandirilmasi igcerdikleri kromozom takimi sayisina gore,
triploid (3n), tetraploid (4n) ve pentaploid (5n) sekilde yapilir. Daha ¢ok bitkilerde
goriiliir ve birkag tipi vardir (Tiiyld vd, 2009).

a) Autopoliploidi

Ayn tiire ait kromozomlarin takim sayis1 artiglart ile bir tiir icinde goriilen
kromozom sayist degisimleridir. Mayoz bdliinme sirasinda kromozom ayrilmasi
gerceklesmeyen 2n kromozomlu bir gamet, normal bir gametle birlestiinde triploid
bireyler ortaya ¢ikabilir. Diploid (AA) yapidaki bir tiirlin triploid (AAA), tetraploid
(AAAA) ve daha fazla sayida poliploid formlar1 olusabilir (Tiyli vd, 2009; JCCC,
2012).
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b) Allopoliploidi

Birbirine ¢ok yakin olan iki farkli tiiriin melezlenmesi (AAxBB) ile elde edilen
kromozom takim sayis1 artislarina denir. AB, AABB, AA ve ABBB gametlerine sahip
tiirler olusabilir. Alloploid bitkiler dogal ya da deneysel olarak meydana getirilebilirler
(Tayli vd, 2009; JCCC, 2012).

¢) Endopoliploidi

Diploid olabilecek baz1 hiicrelerin poliploid olma durumudur. Bu tip hiicrelerde
replikasyon ve kromozomlarin ayrilmasi ¢ekirdek boliinmesi olmadan gerceklesir.
Endomitoz sonucu olusur. Dogal olarak olusan endopoliploidiye 4n, 8n ya da 16n
kromozom takimi iceren insan da dahil omurgali canlilarin karaciger hiicre

cekirdekleri 6rnek olarak verilebilir (Klug et al., 2012)

B. Aneuploidi

Hiicre boliinmesi sirasinda, kromozomlarin ayrilmasinda meydana gelen hatalar
nedeniyle, normal kromozom takiminda, bir ya da birden fazla kromozom eksilmesi ya
da artmasi durumudur (Tiyli vd, 2009; Klug et al., 2012).

1. Monosomi

Aneuploidinin en sik rastlanan durumudur. Organizmanin kromozom sayisinin
bastaki kromozom takimimnin tam kati olmama durumudur. Burada normal diploid
takimda bir kromozom eksik ya da fazladir. Bir kromozom eksikligi 2n-1 yapisini
olusturur ve monosomi olarak adlandirilir. Insanlarda 45+XO (Turner Sendromu)
oldugu gibi monosomi goriilmesine ragmen, otozomlardaki monosomi insan ve

hayvanlarda genellikle tolere edilemez ( Klug et al., 2012).
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2. Nullisomi

Homolog kromozom ¢iftinden her iki kromozomun eksik olmasi durumudur. Bu

tip bireyler 2n-2 formiilii ile gosterilir (Tiiyli vd, 2009).

3. Trisomi
Herhangi bir kromozomdan hiicrede iki tane bulunmasi gerekirken ii¢ tane
olmasidir. Trizomi, otozomal kromozomlarda goriildiigii gibi cinsiyet kromozomlarinda
da goriiliir. Down sendromu 45+XX(Y) ve Klinefelter sendromu 44+XXY 6rnek olarak
verilebilir (Teksen, 2006; Tiiylii vd, 2009).

4. Tetrasomi

Bir kromozomdan iki yerine dort tane olmasi seklinde ortaya ¢ikar. Bu tip

bireyler 2n + 2 formiilii ile gosterilir (Tiiyld vd, 2009).

2.3.1.2 Kromozom yapi degismeleri (kromozom mutasyonlari)

Kromozomlardaki yapisal degisiklikler, kromatit kollarinda meydana gelen
kirilmalardan kaynaklanir. Kirilmanin olustugu yere, kirilma tipine, sayisina ve kirilan
parcalarin tekrar birlesme 6zelligine gore ¢ok ¢esitli kromozom mutasyonlari meydana
gelebilir. Kromozomlar nadiren kendileri kirilabildikleri gibi genellikle mutajenlerin
etkisi ile kirilirlar. Esey hiicrelerinde meydana gelirse kalitimla yavrulara aktarilir. Bu

mutasyonlar genel olarak dort gruba ayrilir (Tiyli vd., 2009)

A.Delesyon

Bir kromozomdan parga kopmasi ve bunun sonucu genetik madde kaybi olan bir
mutasyon tipidir. Kopma kromozomun u¢ kismanda meydana gelirse terminal delesyon,
kromozomun i¢inde bir bolgede olusursa interkalar delesyon olarak adlandirilir (Sekil
2.4). Her iki delesyon tipinde de kopan par¢a mayoz ya da mitoz sirasinda kayboldugu

icin genetik madde kaybi s6z konusudur. Kromozomun kiigiik bir parcasi kayboldugu
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zaman organizma hayatta kalabilir. Delesyonlar gen bolgesinde meydana gelirse tolere
edilemezler ve 6liime neden olabilirler. Ornegin, insanda 5. kromozomun kiigiik bir
kisminin eksik olmasi durumunda cri-du-chat sendromu denilen bir hastalik ortaya ¢ikar

(Tuyli vd, 2009; Klug et al, 2012).

(a)
ABCD EF B CD_E F
ai.liii.ii—>ziii.ii
A +
-
(b)
(@) @)
A B ME F A B E F
- aEE —> &S D& B

Sekil 2.4 Terminal delesyon (a) ve Interkalar delesyon (b) (Klug et al, 2012)

B. Duplikasyon

Genetik maddenin herhangi bir kisminin, genomda birden fazla sayida
bulunmasi ile meydana gelen mutasyon tipidir (Sekil 2.5). DNA replikasyonu ya da
krossing-over sirasinda homolog kromozomlarin eslesmesindeki ¢esitli hatalardan
meydana gelebilir. Bunun sonucunda ayni DNA iizerinde bir ya da daha fazla genin
birden fazla kopyasi bulunur. Duplikasyonlar gen fazlaliklarina, fenotipik

varyasyonlara neden olabilir (Klug et al, 2012).
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Sekil 2.5 Duplikasyon ile kromozom yapisinin degismesi (NLM, 2012)

C. Inversiyon

Kromozomda kopan bir parcanin 180° doniis yapmasi ile olusan bir diger
kromozomal bozukluk inversiyon olarak adlandirilir. inversiyonda genetik bilgi kayb1
yoktur sadece dogrusal gen dizisi yeniden diizenlenmistir. DNA parcacigi tekrar ters
donerek kromozomun vyapisina katilir. Sekil 2.6 da inversiyonun mekanizmasi
gosterilmistir. Kiritlmadan dnce kromozomda halkaya benzer bir yap1 olusur. Kirilma ile
ortaya c¢ikan “yapiskan uglar” birbirlerine yaklasir ve tekrar birlesir. Ters ¢evrilen parca
kisa ya da uzun olabilir, sentromeri igerebilir ya da igermeyebilir. Ters ¢evrilen parca
sentromeri i¢ine almigsa perisentrik inversiyon olarak adlandirilir. Sentromer yeni
diizenlenen kromozom pargasinin i¢inde degilse parasentrik inversiyon olarak
adlandirilir (Klug et al., 2012).
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inversion

Sekil 2.6 Parasentrik (a) ve Perisentrik (b) Inversiyon olusumu (NLM, 2012)

D. Translokasyon

Homolog olmayan kromozomlar arasinda par¢a degisimi sonucu olusan

mutasyon tipidir. Translokasyonlar farkli sekillerde meydana gelebilirler.

i.  Basit translokasyon: Kromozomlardan birinde tek noktada kopma olur ve kopan

parca baska bir kromozomun ucuna eklenir.

ii. Interkalar translokasyon: Kromozomlardan birinde iki noktadan kopma ile ara

bolgeden kopan parca baska bir kromozomun ara bolgesine eklenir.

iii. Karsilikli (Resiprokal) translokasyon: Iki kromozom arasinda karsilikli parca
degisiminin oldugu bir durumdur (Sekil 2.7)(Tiiyli vd., 2009). Bu translokasyon
genetik bilginin kaybedilmemesi ya da kazanilmamas1 durumlari ile inversiyona
benzemektedir (Klug et al., 2012). Yaklasik besyliz kiside bir kisi karsilikli

translokasyon i¢in tagiyict durumundadir ( Lewis, 2009).
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Sekil 2.7 Karsilikli translokasyon (Lewis, 2009)

2.3.2 Gen mutasyonlari ve siniflandirilmasi

Genomdaki genlerin sayisinda ve lokuslarinda degisiklik olmaksizin, yapisinda
meydana gelen degismelere gen mutasyonu ya da nokta mutasyonu adi verilir. Gen

mutasyonlar1 genel olarak {i¢ sekilde meydana gelir.

A. Transisyon

Gen bolgesindeki bir piirin bazinin diger bir piirin baz1 (A-G ya da G-A), bir
pirimidin bazinin diger bir pirimidin baz1 (C-T ya da T-C) ile yer degistirmesi ile ortaya
¢tkan mutasyondur. Ornegin bazlarin yanlis eslesme hatalar1 ardindan gergeklesen DNA

replikasyunu sonunda A:T baz ¢ifti bulunmasi gereken yerde G:C baz ¢ifti bulunur.

B. Transversiyon

Gen bolgesinde bir piirin bazinin bir pirimidin bazi ile (A ya da G- T ya da C)
bir pirimidin bazinin bir piirin bazi ile (T ya da C- A ya da G) yer degistirmesi seklinde
meydana gelen mutasyondur. Transversiyon DNA molekiiliiniin replikasyonu sirasinda
meydana gelir ve replikasyon sonrasinda, degisen DNA ipliginde, A:T baz ¢iftinin
yerine T:A ya da G:C baz ciftleri, G:C baz cifti yerine ise C:G ya da T:A baz ciftleri

almis olur.
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C. Cerceve kaymasi (frameshift) mutasyonu

Genlerin ¢ogunlukla sik tekrar eden baz dizelerinin bulundugu bolgelerde, bir ya
da birkag baz ¢iftinin eklenmesi yada ¢ikmasi ile meydana gelen mutasyondur. Bu tip
bir mutasyon, DNA’ da baz ¢ifti degisikliginin oldugu yerden itibaren kodonlarda bir ya
da birka¢ niikleotitlik kaymaya neden olur. Bunun sonucunda kodlanan proteinin
aminoasit sirast degisir ve farkli isleve sahip protein iiretilebilir (Lewis, 2009; Tiiyli

vd.,2009; Klug et al.,2012).

Gen mutasyonlar1 simiflandirilmasi

Mutasyonlarin etkilerinin ve c¢esitlerinin biiylik degisikligine gore genetikgiler
mutasyonlar1 birkag farkli sekilde siniflayabilir. Bu siniflandirma sekilleri birbirinden
tamamen ayr1 degildir ve mutasyonun hangi 6zelligini tanimladigina baglidir. Buna

dayanarak ii¢ farkli gruplandirma yapilabilir (Klug vd.,2009)

A. Kendiliginden (spontan) olan ve uyarilmis mutasyonlar

Dogal olarak olusan mutasyonlardir. Bu mutasyonun olusumu ile higbir mutajen
iliskilendirilmemistir ve genellikle genlerin niikleotit dizilerinde rastgele degisiklikler
olarak kabul edilirler. Bu tiir mutasyonlarin ¢ogu organizmada azotlu bazlarin yapisini
degistiren normal biyolojik ya da kimyasal islemlerle iliskilendirilir. Spontan
mutasyonlar enzimatik DNA eslenmesi sirasinda olusur. Genetik sifrelemede bir hata
oldugunda, bu durum kodlanan proteinin aminoasit kompozisyonuna yanstyabilir. Eger
amino asit degisikligi bir proteinin yapisal ya da biyokimyasal aktivitesi i¢in 6nemli ise

fenotipik bir degisiklik ortaya ¢ikabilir.

Spontan mutasyonlarin aksine, herhangi bir digsal etki ile olusan mutasyona
uyarilmis mutasyon denir. Uyarilmis mutasyonlar dogal ya da yapay ajanlar sonucu
olusabilir. Ornegin kozmik ve mineral kaynaklardan salinan radyasyon ve giinesten
gelen ultraviyole radyasyonu, organizmalarin g¢ogunun maruz kaldig1 enerji

kaynaklaridir ve bu enerjiler uyarilmis mutasyonlara neden olan faktorlerdir.
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Mutasyonlarin yapay olarak uyarildiklarina dair ilk 6rnek Hermann J. Muller’ in
X sinlarinin - Drosophila® da mutasyona yol ag¢tigimmi rapor ettigi 1927 yilinda
gosterilmistir. 1928° te Lewis J. Stadler, X 1sinlarinin arpa iizerinde ayni etkiyi yaptigini

belirlemistir (Klug vd., 2009).

B. Gametik ve somatik mutasyonlar

Mutasyonlar olustuklari hiicre tipi ya da kromozomal bolgelere gore de somatik
ve gametik mutasyonlar olarak smiflandirilir. Somatik mutasyonlar viicutta gamet
hiicreleri disinda herhengi bir yerde olabilir. Somatik hiicrelerde olan mutasyonlar
gelecek nesillerle aktarilmazlar. Somatik hiicrelerde resesif alleller olusturan
mutasyonlar organizma i¢in nadiren 6nemlidir. Bu tiir mutasyonlarin ¢ogunun ifadesi
genellikle dominant allel tarafindan maskelenir. Gametik mutasyon gametlerde olusur.
Gametik mutasyonlarin gelecek nesilleri etkileme potansiyelleri daha yiiksektir ve bu

nedenle daha da 6nemlidirler (Klug vd., 2009).

C. Mutasyonun diger kategorileri

Koken veya olusum nedenlerine ek olarak, mutasyonlar fenotipik 6zelliklerine
gore de smiflandirilabilir. En kolay gozlenen mutasyonlar morfolojik bir 6zelligi
etkileyen mutasyonlardir. Goriilebilen mutasyonlar olarak bilinen bu mutasyonlar
normal ya da yabanil tip fenotipi degistirebilme 6zellikleri ile tanimlanirlar. Diger bir
siniflandirmada besinsel ve biyokimyasal etkiler gosteren mutasyonlardir. Bakteri ve
mantarlarda tipik bir besinsel mutasyon, bir aminoasit veya vitamini sentezlemedeki
yetersizliktir. Insanlarda orak hiicre anemisi ve hemofili biyokimyasal mutasyon
ornekleridir. Bu organizmalarda, bu tiir mutasyonlar her zaman igin 0zgiin bir
morfolojik Ozelligi etkilemese bile, bireyin genel saglik durumu ve yasam kalitesi

tizeride genel bir etkiye sahip olabilirler.
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Hayvanlarin giinliitk ritimleri veya eslesme davranislart degistirebilen
mutasyonlara davranis mutasyonlart ve genlerin regiilasyonunu yani diizenlenmesini
etkileyebilen regiilatér mutasyonlar da bir diger siniflandirmadir. Bir baska grupta
organizmanin yasamasi i¢in gerekli olan bir siireci etkileyen letal (oldiiriicii)
mutasyonlardir. Bir genin protein kodlayan kismindaki bir tripletteki bir niikleotitin
degismesi ile protein {iriiniinde yeni bir triplet olusumuna yol agan yanlis anlaml
mutasyon (missense mutation) ve bir diger olas1 sonugta tripletin bir durdurucu (stop)
kodona doniistligli ve protein sentezinin sonlanmasina neden olan anlamsiz (nosense)

mutasyondur (Klug vd., 2009).

2.4 Mutajenlerin DNA’ ya Etki Sekilleri

2.4.1 Fiziksel mutajenler

Is1, ultraviyole ve X 1sinlar1 bu gruba dahildir. Fiziksel mutajenler arasinda etki
mekanizmasi en iyi ¢alisilmis olani ultraviyoledir. UV’ nin 260 nm civarindaki dalga
boylar1 niikleik asitler tarafindan absorbe edilir. UV niikleik asitlerde 6zellikle pirimidin
dimerlerine neden olmaktadir. Pirimidin dimerleri DNA replikasyonu ve
transkripsiyonunu  engeller.  Normalde pirimidin  dimerleri  hiicrede  ¢esitli
mekanizmalarla tamir edilir. Bu dimerler normal mekanizmalarla tamir edilemeyecek
diizeyde ise SOS denilen tamir mekanizmasi devreye girer. SOS, tamir esnasinda hassas
calismaz ve bdylece mutasyonlara neden olur. Gamma ve X 1sinlar1 DNA’ da kiriklar
meydana getirir. Tek iplikte olusan kiriklar kolayca tamir edildigi halde, her iki iplikte
meydana gelen kiriklar dogru olarak tamir edilemez ve mutasyona neden olabilir. Bu

nedenle ozon tabakasinin korunmasi 6nemlidir (Ates, 2002).
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2.4.2 Kimyasal mutajenler

Kimyasal mutajenler etki sekillerine gore dort grupta incelenebilirler

Baz analoglari

DNA bazlarini degisime ugratan kimyasallar

Alkilleyici ajanlar

Aromatik mutajenler

2.4.2.1 Baz analoglan

Molekiiler yapilar1 niikleik asitlerin yapisindaki bazlara benzeyen molekiillere
baz analoglari denir. Farkli iki bazla eslenebilirler ve bundan dolayr mutasyonlara neden
olurlar. Mutasyon replikasyon sirasinda diziye katilan deoksiriboniikleotitlerin baz
analogu olmasindan kaynaklanir. DNA replikasyonu sirasinda, bazlara yapi olarak
uygun substratlar onlarin yerine replikasyona katilir. Bu bilesikler deneysel olarak DNA
hasarmmin ve bu hasarin yarattigi hiicresel cevabin belirlenmesi caligmalarinda yaygin

olarak kullanilir.

En yaygin olarak ¢alisilan baz analoglari arasinda halojenlenmis 5-bromourasil,
5-fluorourasil ve 5-iyodourasil gibi tiirevleri yer almaktadir. Bunlarin timii timin
analogu olup, DNA replikasyonuna katildiklari zaman timinin yerini alirlar ve Guanin
ile eslesirler (Sekil 2.8). Aymi sekilde adenin analogu 2- aminopiirin de mutajenik
ozellige sahiptir (Ates, 2002; Tiylii vd., 2009).
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5-BU (enol formu)

Sekil 2.8 5-bromourasilin adenin ve guaninle eslenmesi
(Klug et al., 2012)

2.4.2.2 Alkilleyici kimyasallar

Alkilleyici ajanlar elektrofilik bilesikler olup negatif yiikli DNA ya alkil grubu
eklerler. Fosfodiester baglarindaki oksijenin alkilasyonu fosfotriesterlerin olusumu ile
sonuglanir. Diger yandan, alkillenme ile de§isime ugrayan bazlarda seker baglari
zayiflar. Boylece baglardaki zayiflamalar sonucu bazlarda kopmalar olur. Bu
kimyasallarin anlagilacagi gibi etkileri icin DNA sentezine gerek yoktur ama neden

olduklar1 degisiklikler DNA sentezi ile sabit kilinir.

Alkilleyici kimyasallara 6rnek olarak hardal gazi, etil metano-siilfonat (EMS),
metil metano-siilfonat (MMS), metil ya da etil nitrozamin, nitrozoguanidin (NG) gibi
icinde karsinojenligi kanitlanmis ya da siipheli olan ¢ok sayida kimyasal vardir (Tiiyli
vd., 2009). Sekil 2.9’ da Etilmetan siilfonat (EMS) tarafindan guaninin 6-etilguanine

doniistiiriilmesi ve 6-etilguaninin timinle eslenmesi gosterilmistir.
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GUANIN 6-ETILGUANIN TIMIN

Sekil 2.10 Etilmetan siilfonat (EMS) tarafindan guaninin 6-etilguanine donistiiriillmesi
ve
6-etilguaninin timinle eslenmesi (Klug et al., 2012)

2.4.2.3 DNA bazlarim degisime ugratan kimyasallar

Bu kimyasallar baz anologlar1 gibi DNA’ nin yapisina girmezler, ancak bazlarin

yapisindaki bazi gruplarla reaksiyona girerek bazlarin degismesine neden olurlar.

Nitroz asit (HNO,), amino grubu igeren bazlar1i deaminasyona ugratarak
mutasyona neden olur. Adenin ve sitozin bazlari, nitroz asidi ile deamine edildiginde,
adenin hipoksantine (HX), sitozin ise urasile doniisiir. A:T” nin G:C’ ye degisimi ile
ikinci replikasyon sirasinda mutajenik bir transisyon olusabilir. Nitréz asit bir bazi
direkt olarak kodlamayan formuna degistirir ve bdylece etkisi i¢in degisikligin

devaminda DNA sentezi gerekli degildir.

Hidroksilamin (NH,OH) hemen hemen her zaman sitozin ile reaksiyona girer
sitozinin amino grubundaki hidrojen OH’ a doniisiir. Reaksiyon sonucu olusan tiirev

adenin ile eslesir. Sonucta tek yonlii bir transisyon olusur (Ates, 2002; Tiiylii vd., 2009).
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2.4.2.4 Aromatik mutajenler

Bu gruptaki mutajenler, genis hidrofobik yiizeylere sahiptirler. Kendileri gibi
hidrofobik olan bazlarin arasina girerler. Komsu bazlarin birbirinden uzaklasmasina
neden olurlar. Iki baz arasinda acilmis olan mesafeye bir veya daha fazla baz ilavesi
veya delesyonu olabilir. Sonugta cergeve kaymasi mutasyonu meydana gelir veya

okuma cercevesi degisir.

Akridin, profavin, fenantridin, azakuinakrin, benzakridin, kuinakrin, etidiyum
bromid ve propidiyum diiyodid gibi mutajenler bu grubun 6nemli mutajenleridir.
Kuinakrin ve azakuinakrin gibi bazilar1 ayn1 zamanda alkilleme o6zelligine sahip
oldugundan ¢erceve kaymasi yaninda transisyon tipi mutasyona da neden olur. Ayrica

bu tip mutajenler DNA tek zincirinin kirilmasina da neden olabilirler (Ates, 2002).

2.5 DNA Onarim Mekanizmalari

Genomik DNA’ da ekzojen ve endojen etkenler sonucunda hasar meydana
gelebilmektedir. Cesitli DNA onarim mekanizmalart DNA’ da meydana gelen hasarin
tipine uygun olarak devreye girmekte ve hasar tamirinin gergeklestirilmesi sonucu

genomik kararlilik korunmakta ve hiicre yasamini siirdiirebilmektedir (Onur vd., 2009).

2.5.1 Direkt onarim ya da hasarin geri dondiiriilmesi

2.5.1.1 Fotoreaktivasyon

Hasarin geri dondiiriilmesi onarim i¢in en kolay yol gibi goriinmesine karsin
cogu durumda termodinamik ve kinetik nedenlerden dolay1 pek miimkiin degildir. Bazi
durumlarda enzim aracihi@i (Fotoliyaz ve O-6-Metil-DNA-alkiltransferaz) ile
gerceklesen tek adimli reaksiyonlar ile hasar onarilir. Siklobiitan pirimidin dimerleri
fotoliyaz enzimi tarafindan ayrilarak hasar giderilir (Sekil 2.10). Reaksiyona

fotoreaktivasyon denir (Debelec-Biitliner ve Kantarci, 2006).
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UV Timin Enzim mEm
_— .
— —_— >
Kusurla DNA Gorinir ik Onarilmss DNA

Sekil 2.10 Bir timin dimerinin fotoreaktivasyon mekanizmasiyla onarimi
(Temizkan, 1999)

2.5.1.2 O-6-Metilguanin onarmm

O-6-metilguanin, alkilleyici ajanlar varliginda olusur ve yiiksek oranda
mutajeniktir. O-6-metilguanin-DNA metil transferaz enzimi, DNA’ daki yanlis
metillenen bazlarin CHjz gruplarimi kendi sistein rezidiilerine transfer ederek normal
guanin olusumunu saglar. Bunu yaparken enzim de geri doniisiimsiiz olarak baskilanmig
olur ve islev dist kalir. Bu onarimda enzimin 0Ozglnligi kadar sayisi Onem

kazanmaktadir (Onur vd ., 2009)

2.5.1.3 Basit tek zincir kiriklarin ligasyonu

X 1s1nlar1 ya da peroksitler gibi bazi ajanlar DNA zincirinde basit kiriklara neden
olabilmektedir. Bir zincirde meydana gelen basit kiriklar DNA ligaz enzimi ile hemen
onarilmaktadir. Enzim enerji gerektiren bir reaksiyon ile 5’ fosfat grubu ile 3° OH grubu
arasindaki fosfodiester bagini olusturarak onarimi gerceklestirir (Klug and Cummings .,

2002; Cooper and Hausman., 2006).
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2.5.2 Eksizyon (kesip-¢ikarma) onarimi

Tiim canlilarda gerceklesen bir onarim mekanizmasidir. Alkilleyici ajanlarin
genotoksik etkilerini tolere edebilen bu sistem, pirimidin dimerlerini 151k gerektirmeyen
bir reaksiyonla onardig i¢in karanlik onarim olarak da adlandirilir. Bu onarim tipinde
hasarli bolge ya da niikleotitler, endoniikleaz tarafindan enzimatik olarak taninir ve
kesilip ¢ikarilir. Olusan bosluk DNA polimeraz ile tamamlanir ve son iki niikleotit DNA
ligazin katalizledigi fosfodiester bagi ile birlesir (Tiiylii vd., 2009).

Kesme-cikarma iki sekilde mevydana gelebilir:

Baz ¢ikarma onarimi: DNA zincirinde bulunan hatali bir bazi DNA glikozilaz
ad1 verilen bir enzim tanir ve seker molekiili ile olan bagini hidrolize ederek zincirden
koparir. Bunun sunucunda DNA baz dizisi iizerinde, kiigiik bir bosluk seklinde meydana
gelen bazin1 kaybetmis apiirinik ya da apirimidinik bélgeler (AP), AP endoniikleaz
tarafindan tanimir ve iplik kesilir. Bu noktada DNA polimeraz 1 devreye girerek
ekzoniikleaz aktivitesiyle, yeni iplik sentezini yapar ve eksik olan bazin yeri, dogru
niikleotitle tamamlanir. En son olarak DNA ligaz fosfodiester bagi yapimini katalizler.

Sekil 2.11” de bir timin dimerinin kesip ¢ikarma onarimu ile yok olmasi gosterilmistir.

Niikleotit ¢ikarma onarimi:  DNA zincirindeki hatali bazlar, bazi 06zgiil
endoniikleazlar tarafindan taninarak 12 niikleotitlik pargalar halinde kesilip ¢ikarilir.
Sonra DNA helikaz kesilen kismi uzaklastirir ve olusan bosluk DNA polimeraz
aktivitesiyle tamamlanir. Bu sayede, yalnizca pirimidin dimerleri degil, DNA
sarmalinin biikiilme ya da katlanmasin1 uyaran ciddi hasarlar da onarilir (Tuyli vd.,
2009).
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l Ligaz

Sekil 2.11 Bir timin dimerinin kesip ¢ikarma onarimiyla yok olmasi (Temizkan, 1999)

2.5.3 Rekombinasyonal onarim

Bu sistem, kesip-¢ikarma hatali bir E.coli susunda kesfedilmis ve ilk olarak
Miroslav Radman tarafindan ileri siiriilmiistiir. Bu sistem, hasarli DNA’ nin onarimdan
kagmasindan ve tam olarak replike edilmede basarisiz olmasindan sonra aktif hale

getirilmektedir (Klug and Cummings, 2002) .

Hiicrelerde bu tip onarimda kullanilacak uygun bir DNA kaynagi genellikle
bulunur. Ornegin, zarar goren bdlge replikasyon catali olusumuyla tek zincirde kalmissa
replikasyon sonunda yavru DNA molekiillerinden biri normal diziyi tasir. Zarar
replikasyon gecirmemis bolgede ve iki zincirde birden olsa bile, 6zellikle hizla tireyen
bakteri hiicrelerinde aynt DNA molekiiliiniin saglam bir kopyas1 bulunabilir. Gelismis
organizmalarin hiicreleri de genellikle diploidtir, yani her kromozomun bir benzeri

vardir. Rekombinasyon onariminin anahtari, zarar gérmiis bolgenin her iki tarafindaki
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dizileri zarar gormemis DNA molekiiliindeki homolog bolgeye baglayacak enzimdir.
Bu enzim kaybolmus bilgiyi tasiyan parcayr taniyarak kritik eslesmeyi yaptirir
(Temizkan, 1999).

Ornegin pirimidin dimeri gibi herhangi bir cesit lezyon bulunduran DNA replike
olurken, DNA polimeraz 6nce lezyonda duraklar ve yeni sentezlenen zincir boyunca bir
bosluk birakarak onun lizerinden atlar. Buna (tek zincir bosluklarina) bir yanit olarak,
RecA proteini rekombinasyonel bir degis-tokus islemi yiiriiterek baslangicta hasarsiz
komplementer zincirde bulunan bir segmenti (pargayi) bu bosluga sokup onu tamamlar.
Bu islem “verici” zincirde bir bosluk birakir. Bu bosluk daha sonra, replikasyon

ilerlerken onarim sentezince doldurulur (Klug and Cummings, 2002).

2.5.4 SOS onarim

Bakterilerde DNA’ da yapisal zarara neden olan ya da replikasyonu engelleyen
birgok uygulama SOS cevap olarak adlandirilan bir seri karmasik fenotipik degisime yol

acar (Temizkan, 1999).

DNA sentezi esnasinda, bir lezyonun iistiinden atlamak yerine (replikasyon
sonrast onarimda oldugu gibi), sistem DNA polimerazin lezyon Kkarsisinda
replikasyonuna olanak veren kosullar1 hazirlar. Bosluk olusturulmazken replikasyonun
dogrulugundan (hatasiz islemesinden) fedakarlik edilerek uyum saglanir. Bu nedenle
sistem hataya meyilli olarak tanimlanir. Phil Hanawalt ve Paul Howard-Flanders, LexA,
RecA ve uvr de dahil olmak iizere 20 kadar farkli genin iirlinlerinin SOS yanitinda
gorev yapmak tizere DNA hasar1 tarafindan uyarildigimi bulmuslardir (Klug and

Cummings, 2002).

SOS genleri, bazlarin eslesme 6zelliklerini degistiren zararlardan ¢ok, 6zellikle
DNA sentezini durduracak kadar siddetli olan zararlar tarafindan tesvik edilirler. Ciinkii
boyle durumlarda DNA replikasyonu yapamadigi icin hiicrenin yasami tehlikeye

girmektedir (Temizkan, 1999).
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SOS cevapta RecA proteini aktif hale gecerek, SOS genlerinin anlatim
yapmalarint engelleyen baskilayici protein olan LexA represoriinii yok eder. Bu sekilde
RecA rekombinasyonla hem de asagi yukar1 15 kadar SOS geninin anlatimini tesvik

ederek DNA onarimini kolaylastirir.

SOS cevaptaki reaksiyonlar, E.coli’de onarim igin temel enzim olan RecA
proteini ile LexA baskilayicisinin etkilesimiyle gergeklesir. Cevabin baslangi¢ asamasi
zarar verici uygulama tarafindan RecA’nin aktif duruma gegirilmesidir. Aktif hale
gecen RecA proteaz LexA geni tarafindan sifrelenen bir baskilayici proteinle etkilesime
girer. LexA proteinin zarar gérmemis hiicrelerde birgok operonda baskilayici olarak is
goriir. LexA proteininin RecA ile etkilesimi, baskilayict proteinin proteolitik
parg¢alanmasini baslatir; bu da baskilayicinin bagli oldugu operonlarin ¢aligmasini tesvik

eder (Temizkan, 1999).

RecA ve LexA, SOS devresinde karsilikli hedeflerdir. RecA LexA’nin
kesilmesini saglayarak onun baskilayici etkisini yok eder. LexA ise hem RecA hem de
kendi geninin anlatimin1 baskilar. Bu nedenle SOS cevap RecA ve LexA proteinlerde
artisa yol agar. Bu devrenin hiicre i¢in esas Onemi, normal bi¢cime hizla donebilme
yetenegine baglanabilir. Ciinkii tesvik edici isaret yok oldugunda RecA proteinin LexA*
y1 dengede tutma yetenegi yok olur. O andan itibaren, LexA geni yiiksek diizeyde
anlatim yapmaya baslar. RecA ‘nin yoklugunda LexA proteini kesilmemis bigimiyle

hiicrede hizla birikir ve SOS genlerinin anlatimini engeller (Temizkan, 1999).

2.5.5 Hataya egimli onarim

Ozel bir uygulamayla bir veya birka¢ niikleotidinde piirin kayb1 meydana
getirilmis tek zincirli $X174 DNA si1 ile bulastirilmis hiicrelerde olusan faj dollerinde
piirinsiz DNA molekiiliiniin bu bozuklugu onarilir fakat genellikle bu sirada mutasyon
meydana gelir; cilinkii tek zincirli DNA molekiiliinii onarmak {izere dogru bazin
secilmesini saglayacak bilgi yoktur. Bu nedenle bdyle bir mekanizmaya hataya egimli

onarim ad1 verilir.
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Bu onarim mekanizmasi hiicre i¢in biiyiik olasilikla en son bagvurudur; ancak
dogrudan onarim i¢in kalip bulunmadiginda kullanilir. Hatali da olsa replikasyonun
yapilmasi hi¢ yapilmamasindan daha iyidir. Dogal olarak mutasyon sansi yiiksektir.

Hatta bu durumda DNA onarimi mutasyon nedenidir (Temizkan, 1999).

Hataya egimli onarim mekanizmasina iligkin 6nemli bir kanit E.coli’de iki genin
(umuC ve umuD) olaya katilmasidir. Bu genler baglangigta, UV 1sinlanmasi ile
meydana gelen mutagenezi engelleyen mutasyon noktalar1 olarak tanimlanmislardir.
Gergekte bunlar SOS genleridir. Buna gore, iiriinleri ancak hiicre bir SOS cevabi tesvik
edici bir uygulama gordiikten sonra etkili olacak sekilde sentez edilir. UV 1s18ina daha
fazla duyarlilik saglayan bir geni tagiyan bakteri hiicrelerinde, umuC ve umuD UV’nin
DNA da meydana getirdigi kusurlari onararak yasaminin devam etmesine olanak
verirler. umuC ve umuD genleri SOS genleri oldugundan, RecA proteini hataya egimli
onarimda, en azindan dolayli bi¢imde, umuC ve umuD yi tesvik etmek i¢in gereklidir.
Bununla beraber genetik deneyler RecA proteininin hataya egimli onarimda dogrudan is

gordiigiine de isaret etmektedir (Temizkan, 1999).

Hataya egimli onarim, replikasyon sirasinda uygun kalip bulunmasa bile umuC
ve umuD proteinlerinin bir bazin uzayan zincir i¢ine girmesini saglamasi ile ¢alisir. Bu
olaya asirma sentezi denir. Asirma sentezinde DNA polimera kalip tizerinde uygun
olmayan yerlere geldiginde duraklamaz ve hatali baz ciftleri olusturarak da olsa sentezi

devam ettirir (Temizkan, 1999).

2.5.6 Yanhs eslesmeleri diizeltme onarim

E.coli’de mutH, mutLve mutS genleri tarafindan sifrelenen bir yanlis eslesmeyi
diizeltme enziminin bu yanls eslesmeleri replikasyon sonrasinda yok ettigi
bilinmektedir. Bu enzim yeni replikasyon gec¢irmis DNA’ da yanlis eslesmis baz
ciftlerini tanir ve yanhs niikleotidi tasiyan zincirde biiylik¢e bir par¢ayr yok eder. Daha
sonrada DNA polimerazin dogru bazlar1 yerlestirerek olusan boslugu kapatmasini
saglar. Bu onarima yanlis eslesmeleri diizeltme onarimi (hex onarimi) adi verilir.

Diizeltme enzimi ayn1 zamanda ufak adisyon (ekleme) ve delesyonlar1 (yok etme) da
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tanir; bOylece baz degisimleri kadar g¢erceve kaymasi mutasyonlarini da engeller
(Temizkan, 1999).

2.6 Ksenobiyotiklerin Biyotransformasyonu

Metabolizma, hayatin devami igin gerekli olan ve organizmada olusan tiim
kimyasal reaksiyonlar olarak tanimlanabilir. Diger taraftan bir organizma icin yabanci
olan kimyasal maddelerin (ksenobiyotiklerin) kimyasal degismeleri de "metabolizma"
olarak tanimlanirsa da biyotransformasyon terimi bu anlamda daha uygun bir deyim
olmaktadir (Mural, 2005).

Besinle alinan dogal bilesikler disinda kalan ve cesitli yollardan insan viicuduna
giren kimyasal maddelere ilaglar da dahil ksenobiyotik adi verilir. Cagdas yasamda
ilagtan bagka, her giin insan viicuduna ¢esitli sekillerde birgok ksenobiyotik girer;
bunlarin 6nemli tiirleri besin aditifleri, insektisid ve fungusid atiklari, havay1 ve sulari
kirleten atiklar, egzoz ve sigara dumanidir. Biyotransformasyon enzimleri genellikle
ksenobiyotiklerin zararl etkilerini azaltmaya yonelik etkinlikleri ile viicudu onlara karsi

korurlar (Kayaalp, 2002).

Yabanct kimyasal maddelerin biyotransformasyonunu kataliz eden baglica
enzimler karacigerde yerlesmislerdir. Bu nedenle karacigerin, kan dolasimi ile
karacigere gelen kimyasal maddeleri, depolanma, dagilim ve safra ile atilimlarindan
once, metabolize etme kapasitesi ¢ok etkindir. Ayrica biyotransformasyon, karaciger
disinda smirli olmak iizere akciger, bobrek ve barsakta; daha da sinirli olarak deri,

testis, plasenta ve adrenal bez de ger¢eklesebilir (Vural, 2005).
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llaglarin ve diger ksenobiyotiklerin viicutta maruz kaldiklar1 enzimatik olaylar,

kimyasal degismenin tiiriine gore dort ana grupta toplanir.

Yiikseltgenme

Indirgenme

Kopma

Konjligasyon

Bunlardan ilk {igline Faz I reaksiyonlar1 denilir. Digerine de Faz Il reaksiyonu
ad1 verilir (Kayaalp, 2002). Faz | reaksiyonlar1 biyotransformasyonun en énemli yolunu
olusturur. Ozellikle oksidasyon-rediiksiyon (redoks) reaksiyonlar1 ve bunlar1 kataliz
eden enzim sistemleri yabanci kimyasal maddelerin biyotransformasyonunda genis yer
alirlar. Bu sistemde rol oynayan en 6nemli enzim sistemleri ise sitokrom P-450 sistemi

ve karisik fonksiyonlu amin oksidazdir (Vural, 2005).

Sitokrom P450 faz | reaksiyonlari iginde en 6nemli enzim grubudur. Su anda
insanda 57’ den fazla aktif P450 geninin oldugu bilinmektedir (Rodriguez-Antona and
Ingelman-Sundberg, 2006).

Sitokrom P450 sadece bir enzim degil, ayn1 zamanda demir igeren izoenzimler
ailesinden bir proteindir. Sitokrom P450° nin yiizlerce izoformu vardir. Bunlardan
bazilar1 ortamda kendiliginden bulunmasina karsin, bir kismi1 uyariyla, 6zellikle ekzojen
kimyasal bir maddenin olusturdugu bir uyariya yanit olarak sentezlenirler. Spesifik bir
substratin, bir sitokrom P450 enzimi bulunur, bu spesifik 6zellik gorecelidir. Kendi
izoformu olmadiginda metabolik reaksiyonun durmasi s6z konusu degildir. Sitokrom
P450 sentezinden sorumlu genler farkli kromozomlara yayillmistir. Sitokrom P450
enzimi ile Kkatalize edilen biyotransformasyonlar demirin oksidorediiksiyon

derecesindeki degisiklikler sonucu meydana gelmektedir (Dokmeci, 2007).

Konjugasyon bir¢cok dokuda meydana gelen bir Faz II reaksiyonudur. Enzimatik

yolla glukoronik asit, siilfat, glutatyon ya da bir asetat gibi aktive olmus bir molekiiliin,
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bir ilacin ya da Faz I de olusmus bir metabolitin fonksiyonel bir grubuna baglanmasi

olayidir (D6kmeci, 2007).

2.7 Kisa Zamanh Bakteriyel Mutajenite Test Sistemleri

Bakteriyel test sistemleri; g¢esitli kimyasallarin potansiyel karsinojenitelerinin
taranmasi, kompleks karisimlardan biyolojik olarak etkin bilesiklerin ayristirilmasinda,
prokarsinojenlerin Onciil ya da nihai metabolitlerinin saptanmasinda, viicut sivilarinin
ve atiklarinin test edilmesiyle insanlarin mutajen ve karsinojenlere maruz kalma
diizeylerinin izlenmesinde, kimyasallarin mutajenik etki mekanizmalar {izerine yapilan
calismalarda, konakgilar iizerine yapilan (host mediated) deneylerde, karsinojen ve
mutajenlerin neden oldugu 6zgiil DNA hasarlarinin tiplerini saptamada kullanilmaktadir

(Oksiizoglu, 1997).

Mutajenlerin saptanmasi i¢in gelistirilen kisa zamanli test sistemleri ve bunlarin

dayandigi genetik ve biyokimyasal yollar Cizelge 2.1’ de gosterilmistir.



Cizelge 2.1 Mutajenlerin saptanmasi i¢in gelistirilen kisa zamanli test sistemleri ve
bunlarin dayandigi genetiksel ve biyokimyasal yollar (Akyil, 2006).
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Kisa Zamanh Testler

Izlenen genetiksel Biyokimyasal Yol

1. Salmonella typhimurium

Histidin okzotroflari

2. Escherichia coli

Arginin-triptofan okzotroflart

Profaj indiiksiyonu

Onarim eksikligi olan suslarin

biiyiimelerinin inhibisyonu

SOS cevabi

3. Bacillus subtilis

DNA onarimi hatali suslar

4. Neurospora crassa

Adenin okzotroflari

5. Cin hamsteri ovaryum ve

akciger hiicreleri

HGPRT
(Hipoksantinguanin
fosforiboziltransferaz) lokusunda

mutasyonlar

6. Fare karacigeri epitel hiicreleri

8-Azaguanine direnglilik

7. Drosophila melanogaster

Kromozomal hatalar

8. Suriye hamsteri embriyo hiicreleri

Morfolojik transformasyonlar

9. Cin hamsteri hiicreleri

Kardes kromatid degisimi

10. Insan periferal lenfositleri

Kromozomal hatalar
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2.7.1. Ames testi

Dr. Bruce Ames tarafindan gelistirilmis ve Ames testi olarak da adlandirilan
Salmonella/mikrozom test sistemi kimyasal maddelerin mutajenik etkilerinin
arastirtlmasinda en yaygin olarak kullanilan, mutojen-karsinojen etkisi en iyi bilinen ve
gecerliligi en fazla kabul edilmis kisa zamanli bakteriyel test sistemlerinden birisidir (

Maron and Ames 1983).

Bu teste, histidin operonunda bulunan g¢esitli genlerdeki farkli mutasyonlar
iceren Salmonella suslar1 kullanilir. Bu suslarda meydana getirilen ilave mutasyonlar,
cok ¢esitli maddelere kars1 bakteriyi daha duyarli hale getirir. Bu suslar Salmonella
typhimurium LT2 atasal susundan in vitro mutasyonlarla elde edilmistir (Mortelmans
and Zieger, 2000).

2.7.2 S.0.S kromotest Sistemi

S.0.S. kromotestin temeli, E.coli’de hasarli DNA da SOS cevabinin
uyarilmasina yoneliktir. E.coli’de SOS sisteminin genel reseptorleri ile gen kontrol

edildiginden S.O.S. kromotest DNA hasarlarini tespit etme olanagi saglar (Kasamatu et
al., 1996).

2.7.3 Bakterilerde Fluctustion testi

Bu testte birbirinden bagimsiz gelisme gosteren kiigiik ve ¢ok sayida tekrardan
olusan mutasyon sayist Olciiliir. Bu test ilk kez Imris ve Dalbrnek tarafindan bakteri
mutantlarinin segici bir ortama adaptasyondan ziyade rastgele mutasyonlardan dolay:
oldugunu kanitlamak i¢in kullanilmiglartir. Mutajen tarama testi olarak ilk kez 1974’ te
Voogd ve arkadaslar1 tarafindan ve Klepsiella pnoumonia, E.coli ve Citrobacter
freundii kullanilarak yapilmistir. Bu testte de metabolik aktivasyon i¢in S9 fraksiyonlari
kullanilabilir. Fakat S9 fraksiyonlar: hiicrenin yapabildigi metabolik aktivasyonlarinin

tiimiinii yapamazlar. S9 yerine karacigerden perfiizyon yolu ile elde edilen hepatositler
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kullanilabilir. Fluctustion testi sivi ortamda yapildigindan hepatositler aktivitelerini

koruyabilirler (Bagci, 1985).

2.7.4 Bacillus subtilis onarim testi

Bu test DNA ile reaksiyona giren ve DNA’ya hasar veren mutajenlere karsi
DNA onarimi veya rekombinasyon yapan bakterilerin yapamayan mutant suslara gore
farkli cevap vermeleri esasina dayanmaktadir. Deneyde kullanilan iki sustan biri mutant

digeri yabanil tip olmaktadir (Bagc1, 1985).

2.7.5 Profaj indiiksiyon testi

Bu test lizojenik bakteri kromozomlarinda bulunan profajin kimyasal mutajenler
etkisiyle uyarilarak litik bir biiylime gostermesi ve konake1 hiicreyi 6ldiirmesi esasina

dayanur.

Iliml1 fajlarm indiiksiyonunda enfekte eden fajlarin bircogu konakgi hiicre i¢inde
cogalarak konakgilarini oldiiriir ve ¢ok azida DNA’sin1 konak¢1 kromozomuna entegre
ederek profaj durumuna gecer. Profaj tasiyan konake¢i hiicrelerine lizojen denir.
Lizojenik bakterilerdeki profajlar kendiliklerinden konak¢i kromozomlarindan ¢ikip,
bagimsiz olarak kendilerini ¢ogaltabilecekleri gibi, 1sinin artmasi, konjugasyonla alic
bir hiicreye (F) ge¢meleri, timin oksotroflarinin timinsiz ortama aktarilmalar1 ve
nihayet konakg1 hiicrelerin DNA’y1 etkileyen gesitli fiziksel ve kimyasal mutajenlere
maruz birakilmalar1 gibi durumlarda da uyarilarak litik biliyiimeye baslarlar. Profajin bu
sekilde uyarilmasi siklig1 olgiilerek maddelerin mutajenik potansiyelleri dlgtilebilir.
Uyarilabilen lizojenik sistemler arasinda Escheria coli K-12, Micrococcus lysodeiktious
53-40 ( H-5), Agrobacterium tumefaciens B6, Bacillus megatherium 899, Pseudomanas
sureginosa HAC-246, Salmonella thyphimurium LT gal” ve Bacillus cereus 6464

sistemleri bulunur (Bagci, 1985).
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3. MATERYAL ve METOD

3.1 Materyal

3.1.1 Kimyasal maddeler

O-Nitrophenly-p-D-galaktopyranoside (ONPG), 5-bromo-4chloro-3-indoly-p-D-
galaktoside (Xgal), sodium dodecyl sulfate (SDS) ve yeast extract Sigma’dan,
ampicillin ve chloramphenicol Fuluka’dan; dimethyl sulfoxide (DMSO), chloroform ve

B-merkaptoetanol Merck’ten saglanmistir.

3.1.2 Deneyimizde arastirilan benzotiyazollerin tanitilmasi

Test ettigimiz benzotiyazol tiirevleri Universitemiz Kimya Béliimiinden Dog.
Dr. Funda Tay ve arkadaslar1 tarafindan sentez edilmistir ve ilag hammaddesi olarak
kullanilmast amaglanmaktadir. Benzotiyazollerin kimyasal yapist ve fiziksel

parametreleri Cizelge 3.1 de verilmistir.
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Cizelge 3.1 Benzotiyazollerin agik-kapali formiilleri ve fiziksel parametreleri

” NHb

R

Madde R R' | X | Kapali Formiil Uriin | Erime Cozicu
% Sicakligi °C

C22H17CIN,O3S

A 2-OCH3 | 4-Cl | O [ N-(4-benzotiyazol-2-il)-2- |66 |181@ DMSO
metoksifenil)-2-(4-
klorofenoksi)asetamit

C21H14CI2N20S;

B 3-Cl 4-Cl |S | N-(4-(benzotiyazol-2-il)-3- | 74 | 102@ DMSO
klorofenil)-2-(4-
klorofeniltiyo)asetamit

a: (Tay et al., 2012)




3.1.3 Besi ortamlari, ¢ozeltiler ve tamponlar

LB broth (s1v1 ortanm )

Umu test suglarinin gecelik kiiltiirlerinin hazirlanmasinda kullanilir.

300 ml i¢in;

NaCl 30
Bacto tripton 3¢
Yeast extract 1549
Ampisilin 7,5 mg
Kloramfenikol 1,5mg
TGA ortamu:

Test suslarinin iiretilmesinde kullanilir.

300 ml i¢in;

Bacto tripton 30
NaCl 159
Glukoz 0,69

Ampisilin 6 mg
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M63 ortami:

UmuC — LacZ flizyonunun indiklenebilirligini kontrol etmek i¢in STA ortam

plaklarinin hazirlanmasinda kullanilir.

1000 ml icin;

Difco minimal agar 159

KH,PO4 13,6 g

(NH4)2S04 29

FeSO,4.7H,0 0,59

MgSO,.7H,0 0,2 g (KOH ile pH 7 ‘ye ayarlanir)
Z Tamponu:

B-galaktozidaz enzim aktivitesinin 6l¢iilmesinde kullanilir.

1000 ml igin;

Na,HPO,4.7H,0 16,19
NaH,PQO,4.H,0 55¢
KClI 0,759
MgSO4.7H,0 0,246 g
-merkaptoetanol 2,7ml

Son hacim 1000’e tamamlandiktan sonra pH 7’ ye ayarlanir.
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STA ortami:

UmuC — LacZ fiizyonunun indiiklenebilirligini kontrol etmek i¢in kullanilir.

1000 ml icin;

Laktoz (%20’ lik) 2ml
Glukoz (%20°1ik) 0,5 ml
Triptofan (%1’ lik) 2 mi
Treonin (%1 ’lik) 2ml
Histidin (%1’ lik) 2ml
Urasil (%1 lik) 2mi
Tiamin (%1’ lik) 2 mi
Ampisilin (%1 1ik) 2mi
Xgal (20 mg/ml DMSO) 2ml
M63 ortami 983,5 ml

ONPG c¢ozeltisi (4mg/ml ):

B-galaktozidaz enziminin substrati olarak hazirlandi. Fosfat tamponunun (pH=7) 100
ml’sine 400 mg ONPG eklendi.

100 ml i¢in;

61 ml 0,1 M Na;HPO,7H,0
39 ml 0,1 M NaH;P0O4.H,0
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Fosfat Tamponu:

100 ml i¢in;

0.1 M NagHPO47H,0 61 ml

0.1 M NaH2P0O4.H,0 39 mi

3.2 Metod

3.2.1 Umu-test sisteminde kullanilan bakteri suslari

Salmonella thyphimurium NM 2009

Normalin Ustiinde O-Asetiltransferaz (O-AT) etkisine sahip olan bir sustur. Bu
sus, O-AT geninin vektdr bir plazmid olan pACYC 184 igine subklonlanmasiyla
olusturulan pMNI12 plazmidinin, TA 1535 / pSK 1002 igine yerlestirilmesiyle
olusturulmustur (Oda et al., 1993).

Salmonella thyphimurium NM 3009

Normalin lizerinde O-AT ve Nitrorediiktaz (NR) etkisine sahip olan bir sustur.
Bu sus hem O-AT hem de NR genlerinin vektér bir plazmid olan pACYC igine
subklonlanmasiyla olusturulmus pNM13 plazmidinin TA 1535 / pSK 1002 igine
yerlestirilmesiyle olusturulmustur. NM 3009 susu atasal susa gore, O-asetiltransferaz
etkisi acisindan 13 misli, nitrorediiktaz aktivitesi agisindan ise 3 misli yiiksek etkiye
sahip oldugu i¢in nitroarenlerin genotoksik aktivitesini saptamada c¢ok biiyiik bir

duyarhilik gosterir (Oda et al., 1993).
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3.2.2 Bakteri suslarinn genetik isaretlerinin kontrolii

rfa mutasyonunun kontrolii

Bu mutasyon, bakteri hiicre duvarinin lipopolisakkarit tabakasini kodlayan
genlerde meydana gelir. Hiicre duvarmin lipopolisakkarit bariyerinin kismen yok
olmasii saglayan rfa mutasyonunun sonucu normalde hiicre duvarindan gecemeyen
biiyiik molekiillerinin hiicre igine girisi kolaylastirilmistir. Salmonella thyphimurium
NM 2009 ve NM 3009 susunun gecelik kiiltiiriinden alinan 0,1 ml’ lik 6rneklerden
nutrient agarli plaklara ekim yapildi. Filtre kagidindan hazirlanmis disklere 10 ml kristal
viyole ¢ozeltisi (1 mg/ml) emdirilerek plagin ortasina yerlestirildi. Plaklar bir gece 37
°C de inkiibe edildikten sonra diskin etrafinda inhibisyon zonu gozlendi (Ames et al.,
1973). Diskin etrafindaki seffaf bolge biiyiik bir molekiil olan kristal viyolenin bakteri

igerisine girip, onu dldiirmesine izin veren rfa mutasyonunun varligini dogrulamaktadir.

uvrB mutasyonunun kontrolii

uvrB mutasyonunun varligi bakterilerin UV 1sinlarina duyarliliklarina bakilarak
kontrol edildi. Test suslarinin gecelik kiiltiirlerinden alinan o6rnekler nutrient agarli
plaklara tek koloni seklinde ekildi. 37 °C de gece boyunca iireyen koloniler steril
kiirdanlarla alinarak nutrient agarli plaklara ¢izgi testi yontemiyle ekildi. Bu plaklardan
birinin kapagi acilip, 15 watt’lik gr misidal UV lambasi altinda 33 cm uzakliktan 8 sn
stireyle 1sinlandi, diger plak ise kontrol plag: olarak kullanildi. Sonra her iki plak da 37
°C de bir gecelik inkiibasyona birakildi. Ertesi giin uvrB mutasyonu igeren suslarin
kontrol plaginda tireyip, UV ile 1sinlanmis plaklarda ise liremedigi gézlendi (Ames et

al., 1973).
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UmuC-LacZ fiizyonunun indiiklenebilirliginin kontrolii

UmuC-LacZ fiizyonunun indiiklenebilirligi 4-nitrokinolin 1-oksit (4NQO) gibi
bir genetoksik ajan kullanilarak saptandi. Test suslariin gecelik kiiltiirlinden alinan 0,1
ml’lik 6rnek, STA plaklarina ekildi ve petrinin ortasina 10 pul 4NQO (10 mg/ml) nokta
seklinde damlatildi. 37 °C de bir gecelik inkiibasyondan sonra, inhibisyon zonu
cevresinde mavi bir halkanin gozlenmesi UmuC-LacZ fiizyonunun indiiklenebilirligini

gostermektedir.

3.2.3 Test suslarimin saklanmasi

Genetik  isaretleri dogrulanmis olan  S.thyphimurium NM 2009 ve
S.thyphimurium NM 3009 test suslarinin bu oOzelliklerini kaybetmeden uzun siire
saklanabilmeleri i¢in bu suslarin donmus Ornekleri hazirlandi. Bunun igin
S.thyphimurium NM 2009 ve S.thyphimurium 3009 suslarinin LB ortamindaki gecelik
kiiltiirtine 1/10 olacak bicimde DMSO (Dimetilsiilfoksit) eklenerek yavasca karistirilir
ve daha sonra 1,5 ml’ lik soguga dayanikl plastik tiiplere dagitilarak kuru buz igerisinde
hemen dondurulur ve -70 °C lik derin dondurucuya kaldirilir (Oda et al., 1993).

3.2.4 Test suslarimin iireme egrilerinin ¢ikarilmasi

S.thyphimurium NM 3009 test suslarimin tireme egrileri ¢izilerek, zamana
karsilik absorbans (ODggo) degerleri ve ml’deki canli bakteri sayisi verilmistir.
Dolayisiyla kiiltliriin (ODggo) degeri okunarak ml’deki canli bakteri sayisini tahmin
etmek miimkiin olmustur. S.thyphimurium NM 3009 i¢in ise donmus kiiltiirden alinan
0,1 ml 6rnek, 20 ml LB ortami igeren 50 ml’ lik erlene ekildi ve 37 °C lik etiivde 110
rpm’de gece boyu inkiibe edildi. Ertesi sabah absorbansi yaklagik 1,4 olan gecelik
kiiltiirden 6 ml alinarak 300 ml TGA ortami bulunan 500 ml’ lik tek bir erlene ekim
yapildi (1/50 oraninda) ve 37 °C de, 175 rpm de inkiibe edildi.
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3.2.5 Sitotoksik etkinin saptanmasi

Umu test sisteminde kullanilan kimyasal, bakteri kiiltiirii ile inkiibe edildikten
sonra ODgpo de bakteri yogunlugu okunur ve kontrole goére yogunlugu diisiiriilen dozlar

sitotoksik olarak tanimlanir.

3.2.6 p-Galaktozidaz aktivitesinin ol¢iilmesi

B-Galaktozidaz aktivitesi Quillardet ve Hofnung (1985)’ in ydntemine gore
saptand1. Buna gore B-Galaktozidaz aktivitesinin 6l¢iilmesi i¢in ayrilan tiiplere 1,35 ml
Z tamponu eklenerek 37 °C lik su banyosunda 5-10 dk inkiibasyonla sicakligin esit
olmasi saglandiktan sonra ONPG (4mg/ml) ¢ozeltisinden 0,3 ml eklenerek reaksiyon
baslatildi. Renk olusumu i¢in uygun bir siire beklendikten (10-120 dk) sonra her tiipe 1
M Na,COj3 eklenerek reaksiyon durduruldu. Test tiipleri 420 nm de okundu ve bu

degerler {inite hesaplarinda kullanildi.

3.2.7 Test edilecek kimyasallarin konsantrasyonlarinin hazirlanmasi

Test edilecek kimyasallar dimetil siilfoksit (DMSO) i¢inde ¢oziildii. Kimyasallarin
maksimum ¢oziindiikleri konsantrasyonlar saptandi ve kimyasallarin genotoksisitesini
saptamak icin genellikle kimyasallarin maksimum ¢oziindiikleri en yogun
konsantrasyondan baslandi (Von der Hude et al., 1988; Reifferscheid et al., 1991). Bu
konsantrasyondan bagslayarak 1/10 oraninda seri sulandirma yapildi. Doza bagh
genotoksik etki enzim aktivitesi hesaplanarak Olgiildii. Kimyasallarin maksimum
coziindiikler1 konsantrasyonlar, genellikle bakteriler icin sitotoksik olarak bulundu.
Sitotoksik olan konsantrasyonlarin kesin bir sekilde goriilebilmesi i¢in kimyasallarin
maksimum ¢6ziindiigli konsantrasyonlardan farkli miktarlarda alindi (10 pl, 15 pl, 20_ul
gibi) ve miktar artisina bagl olarak sitotoksik etkininde arttifi gozlendi. 1/10 seri
sulandirim yapilarak hazirlanmis olan farkli konsantrasyonlardaki kimyasal deger bir ya
da iki noktada enzim aktivitesinde normalin {izerinde bir artis gosterdiyse bu

konsantrasyonlarin altinda ve {stlinde yer alan ara konsantrasyonlar hazirlanarak
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indiiksiyonun dogrulugu saptandi. Deneyimizde bu ara konsantrasyonlar 1/2, 1/4 ve 1/8

oraninda sulandirim yapilarak hazirlandi.

Caligilan nitroarenlerden pozitif kontrol olarak kullanilan 4NQO DMSO’da
¢cOziilmiistiir. 4QON’nun genotoksik etkisini ¢alismak i¢in ilk olarak 4QON’nun
maksimum ¢oziindiigli konsantrasyondan baglayarak 1/10 oraninda seri sulandirma
yapildi. Bu ilk deneylerde sitotoksik noktadan (maksimum ¢oziindiigli nokta 150
pg/assay) hemen sonraki ilk noktada (15pg/assay) enzim aktivitesinde normale goére bir
artis goriildi. Bu ilk deneylerden sonra 150 pg’dan baslayarak 1/2 (75pg), 1/4 (37,5ug)
ve 1/8 (18,75ug) oraninda sulandirim yapilarak 15 pg/assay ve 1,5 pg/assay arasindaki

ara konsantrasyonlar hazirlanip yeni deneyler yapildi.

Sonuglar1  konsantrasyon  agisindan  degerlendirebilmek  icin  aymi
konsantrasyonlardaki kimyasallarin bu test sisteminde yaklasik olarak esit sayidaki
bakteri yogunlugu ile yiiz yiize gelmesine ¢alisildi. Bunun i¢in 600 nm deki absorbansi

yaklasik 0,25-0,30 olan kiiltiirtin 0,9 ml sine 30 pl kimyasal eklendi.

3.2.8 Umu deneylerinin yapilmasi

S.thyphimurium NM 2009 ve S.thyphimurium NM 3009 suslarinin donmus
orneklerinden, 1 ml alinarak, 20 ml broth iceren 50 ml’ lik erlenlere ekim yapildi ve
gece boyu inkiibe edildi. Gecelik kiiltiir TGA broth ile 1/50 kez dilue edilerek, 175 rpm’
de 37 °C de ODgo degeri 0,25 ile 0,3 olana kadar inkiibe edildi. Daha sonra bu kiiltiirler
0,9 ml’ lik kisimlar halinde, farkli konsantrasyonlardaki kimyasalin 30 ul’ sini igeren
steril tiiplere eklendi ve 3,5 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra, farkli
konsantrasyonlardaki kimyasalin sitotoksisitesini saptamak amaci ile ODgoy de her
tipiin bakteri yogunlugu spektrofotometrede okundu. B-Galaktozidaz aktivitesini
6l¢mek i¢in hazirlanmis bir seri tiipe, absorbansi okunan kiiltiirlerin 0,2 ml’ si alinarak
enzim assay’ e baslandi. 0,2 ml kiiltiir iceren her tiipe 1,8 ml Z tamponu, 50 ul %1’ lik
SDS ve 10 pl saf kloroform eklenerek vortekslendi. Ardindan reaksiyonu baglatmak igin
ortama 0,2 ml ONPG (4 mg/ml) ¢ozeltisi eklendi ve tekrar vortekslendi. Renk olusumu
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icin su banyosunda belirli bir siire beklendikten sonra (10-60 dk) reaksiyon 1 ml

Na,COj ¢ozeltisi ile durduruldu.

Test tiipleri 420 ve 550 nm de okundu ve bu degerler {inite hesaplamalarinda kullanildi.

3.2.9 Umu test sonug¢larinin yorumlanmasi

Umu test sistemini uyguladigimizda aldigimiz degerler formiilde yerine konup
hesaplandi. Cizelge ve grafiklerde sonuglar doza gore siralandi. B galaktozidaz enzim

aktivitesi Miller (1972)’ in tinite formiiliine gore hesaplandi. Buna gore;

Unite=1000 X (A0 - 1.75 X Asso)/ (t. V. Asoo) seklinde hesaplandi.

t = reaksiyon siiresi
v = deneyde kullanilan kiiltiiriin miktar

Agoo = deneyde kullanilan kiiltiiriin yogunlugu

[ galaktozidaz , B galaktozit’ leri hidroliz eden bir enzimdir. Bu enzim aktivitesi
ONPG gibi renksiz substratlarin hidrolizi ile olusan renkli iiriinlerin spektrofotometrik
olarak okunmasi ile kolaylikla saptanabildi. f galaktozidaz varliginda ONPG, galaktoza
ve O-nitrofenole (ONP) doniisiir. O-nitrofenol sar1 renklidir ve 420 nm de absorbansi
Olctliir. 420 nm deki okuma gercekte O-nitrofenoliin absorbansi ile hiicre kalintilar
tarafindan olusturulan 1s1k sac¢iliminin bir kombinasyonudur. Bu durum, baska bir dalga
boyunda (6rnegin 550 nm) okuma yapilarak elde edilen absorbans ile diizeltilebildi.
Ciinkii 550 nm de sadece hiicre kalintilarinin 151k yayilimi vardir ve O-nitrofenolden

gelen bir katilim yoktur. 420 nm deki 151k yayilimi1 550 nm deki ile orantilidir.

Sonugta 151k dagilimini kompanse etmek i¢in bir diizeltme faktorii kullanilarak,
O-nitrofenoliin absorbans1 dogru olarak hesaplandi. B galaktozidaz aktivitesinde
kontrole gore en az 2 katlik bir artisin gézlenmesi, Umu test sisteminde, kimyasalin

genotoksisite agisindan pozitif olarak degerlendirilebilecegini gosterdi.
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Bu caligmada iki farkli benzotiyazol tiirevinin mutajenik aktivitesi Salmonella
typhimurium’ un NM 2009 ve NM 3009 mutant suslar1 ile arastirildi. Her doz, ayr1 ayri
test edilmistir. Sonuclar, standart hatalar ile birlikte ortalamalari, alinarak istatistiksel

acidan One-Way ANOVA testi ile degerlendirilmistir.

Bu amacgla “SPSS-WINDOWS” paket programi kullanilmistir. Salmonella
typhimurium’ un NM 2009 ve NM 3009 mutant suslarindaki deney sonuglar1 ve pozitif
kontrolden elde edilen sonuglar Cizelge 4.1 verilmistir. Cizelgede, test maddelerinin her
doz i¢in B-galaktozidaz enzim aktivitesi degerinin ortalamalar1 “ortalama (X) + standart

sapma (SD)” seklinde gosterilmistir.
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Cizelge 4.1 S.thyphimurium NM 2009 ve NM 3009 susunun Umu test sistemi ile
benzotiyazol tiirevlerindeki {inite hesaplari

Test Bilesigi Denenen Unite Hesab1 NM 2009 | Unite Hesab1 NM 3009
Doz X +SD X +SD
A Maddesi 10 pg 122,36 +4,128 129,99 +5,818
N-(4-benzotiyazol-2-il)-2- 100 pg 108,54 +10,823 116,15 +10,853
metoksifenil)-2-(4- 1000 pg 115,15 +15,609 104,33 +6,201
klorofenoksi)asetamit 2500 pg 103,06 +12,731 104,33 +6,201
5000 ug 112,15 +7,523 110,79 +9,557
B Maddesi 10 pg 272,34 +20,451 346,74 +23,923
N-(4-(benzotiyazol-2-il)-3- 100 ug 291,97 +5,619 300,14 +10,175
klorofenil)-2-(4- 1000 pg 215,91 +21,223 259,19 +25,734
klorofeniltiyo)asetamit 2500 pg 220,92 +24,971 271,14 +12,164
5000 pg 251,55 +31,566 285,63 +30,987
4 NQO Pozitif Mutajen 0,142 pg 45,97 +1,05 56,98 +2,469
0,285 pg 108,13 +1,988 144,49 +1,601
0,570 pug 98,1 +1,539 172,4 +2,884

X: B-galaktozidaz enzim aktivitesinin ortalama degerleri

SD: Standart sapma
p< 0,05
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ENM 2009
E NM 3009

10 100 1000 2500 5000 0,142 0,285 0,57
Doz png/ml

*p <0,05 diizeyinde anlaml

Sekil 4.1 S.thyphimurium NM 2009 ve NM 3009 susunun A maddesi ve pozitif
mutajenle verdigi B-galaktozidaz enzim aktivitesinin doza bagli grafigi
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H NM 2009

E NM 3009

10 100 1000 2500 5000 0,142 0,285 0,570
Doz png/ml

*p<0,05 diizeyinde anlamli

Sekil 4.2 S.thyphimurium NM 2009 ve NM 3009 susunun B maddesi ve pozitif
mutajenle verdigi B-galaktozidaz enzim aktivitesinin doza bagli grafigi
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M NM 2009

E NM 3009

0,142 0,285 0,57
Doz pg/ml

*p<0,05 diizeyinde anlamli

Sekil 4.3 S.thyphimurium NM 2009 ve NM 3009 susunun 4NQO maddesi ile
verdigi B-galaktozidaz enzim aktivitesinin doza bagl grafigi
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5. TARTISMA ve SONUC

Yasadigimiz yiizyilda insan sagliginda biyolojik, genetik ve fiziksel yapi1 gibi
etkenlerin yani sira cevresel etkilerin de O6nemli bir yer tuttugu vurgulanmaktadir.
Cevremizde biyolojik etkileri bilinmeyen ve sayilar1 milyonlar1 bulan sentetik ve dogal
kimyasal madde bulunmaktadir. Endiistriyel devrimle birlikte ¢evremizdeki kimyasal

maddelerin sayisinda 6nemli bir artig goriilmektedir (Somay, 2009)

Bu kimyasal maddeler bugiinkii cagdas yasamin vazgecilmez gereksinimleridir.
Faydalarinin yaninda, cesitli nedenlerle gerek dogrudan maruz kalma gerekse
kullanimlar1 sonucu g¢evreye yayilarak insanlara ve tiim ekosisteme zarar verebilirler
(Vural, 2005). Cevresel faktorlerin, diyetin ve davranigsal faktorlerin insanlarda kanser

olusumunda % 70- 90 oraninda etkili oldugu tahmin edilmektedir (Klaassen, 2008).

Bir maddenin karsinojenik potansiyelinin mutajenik kapasitesi ile yakindan ilgili
olmasi ve son yillarda karsinojenik olan bircok maddenin mutajenik, benzeri sekilde
mutajenik olan bir¢ok maddenin de karsinojenik oldugu gdésterilmistir (Vural, 2005).
Kimyasal maddelerin mutajenik etkileri ile karsinojenik potansiyelleri arasindaki bu
kuvvetli iliski kimyasallarin kanserojen potansiyellerini degerlendiren ¢ok sayida in

vivo ve in vitro deney sistemi kullanilmasina neden olmustur (Klaassen, 2008).

Bu sistemlerinden birisi de 1985 yilinda Oda ve arkadaslari tarafindan
gelistirilen kisa zamanli testlerden olan Umu test sistemidir. Karmasik cevresel
orneklerin, atik sularin ve yiyeceklerin olusturdugu birincil hasarlar: tespit etmek iizere
birgok ¢alismada Umu-testi referans test olarak kullamilir (Wittekindt et al., 2000;
Yasunaga et al., 2006).

Umu testinde umu-C-lacZ genine sahip pSK1002 plazmidi tasiyan Salmonella
thyphimurium TA1535 mutant susu kullanilir. Umu-C operon bakteri DNA’ sindaki
genotoksik lezyonlara yanit olarak indiiklenir (Dizer et al., 2002; Mamindy-Pajany et
al., 2011).
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Bu teste, [-galaktozidaz enzim aktivitesinin  kolorometrik  olarak
spektrofotometrede  Olclilmesi  sonucu  mutajen ajanlar  test  bakterilerinin

hazirlanmasindan sonra 3-4 saat igerisinde kolayca belirlenebilmektedir (Senel vd,
2012).

Test parametreleri agisindan en iyi standardize edilmis ve mutajen-karsinojen
etkisi en iyi bilinen kimyasallar ile gegerliligi en fazla kabul edilmis ve en yaygin
kullanilan kisa zamanli test sistemlerinden birisi olan Ames (Salmonella/mikrozom)
testi ile Umu testin kimyasal genotoksinleri belirlemede benzer 6zellige sahip olduklari

gosterilmistir (Wittekindt et al., 2000; Yasanuga et al ., 2006).

Salmonella kisa zamanli test sistemlerinde, bir maddeye mutajen denilebilmesi
icin testte kullanilan mutant bakteri lizerindeki bozukluklarin mutajen ajanlarla tamir
edilmesi gerekmektedir. Bu tamir sonucu bakteride meydana gelecek iireme oraninin,
negatif kontrol grubundaki iireme oraninim en az iki kat1 olmasi1 gerekmektedir. Ureme
oran1 iki kat fazla degilse fakat iireme orani madde konsantrasyonundaki artisla
parelellik gosteriyorsa bu durumda da bu maddeye mutajen denilebilir (Ames et al.,

1973).

Bu caligmada N-(4-benzotiyazol-2-il)-2-metoksifenil)-2-(4-klorofenoksi)
asetamit (A maddesi) ile N-(4-(benzotiyazol-2-il)-3-klorofenil)-2-(4-klorofeniltiyo)
asetamit (B maddesi) isimli iki farkli benzotiyazol tiirevinin mutajenik etkileri, kisa
zamanli mutajenite testi olan Umu-test (Salmonella thyphimurium TA1535/pSK1002)

ile arastirildi.

Benzotiyazol tiirevlerinin farkli dozlar1 (5000 pg, 2500 pg, 1000 pg, 100 pg ve
10 pg) S. thyphimurium NM 2009 ve S. typhimurium NM 3009 mutant suslari ile

smandi.
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N-(4-benzotiyazol-2-il)-2-metoksifenil)-2-(4-klorofenoksi) asetamit (A maddesi)
olarak isimlendirilen benzotiyazol tiirevinin yapisi ve bagli gruplar Cizelge 3.1 de
rahatlikla goriilebilir. Bu bilesigimizde R grubunda fenil halkasina ikinci konumda bagl
metoksi ve R' grubunda dordiincii konumda bagli Cl bulunmaktadir. Bu maddeden
hazirlanan 5 farkli dozun Salmonella thyphimirium NM 2009 susu ile olgiilen B-
galaktozidaz enzim aktivitesi 122,36+4,128’in {izerine ¢ikmamistir. Bu veri pozitif
mutajenle karsilastirildiginda enzim aktivitesinde anlamli bir artis olmamustir. Yine ayni
sekilde Salmonella thyphimirium NM 3009 susu ile Ol¢iilen B-galaktozidaz enzim
aktivitesi 129,99+5,818’ in lizerine ¢ikmamis ve pozitif mutajenle karsilastirildiginda
anlamli  bir artis gorilmemistir (Sekil 4.1). Sonuglari degerlendirdigimizde;
kimyasallarin bakterilerin makromolekiiler DNA’ s1 ile reaksiyona girmedigini ve

onlarin gen yapilarina etki ederek enzim sentezini attirmadigini sdyleyebiliriz.

Ceyhan (2001), yapmis oldugu c¢alismada Kinoksalinin 11 farkli tiirevinin
mutajenik aktivitesini Umu test sistemi ile arastirmistir. Yapisinda metoksi ve ClI
bulunan 2,3 bis (p-metoksi fenil) 6- klor kinoksalin bilesiginin Salmonella thyphimirium
NM 2009 ve Salmonella thyphimirium NM 3009 suslarinda direkt mutajen oldugunu
gostermistir.  Bizim yapmis oldugumuz c¢alismada elde ettigimiz sonuglara

benzememektedir.

Mercangoz ve Tiylii (2000) yaptiklar1 ¢alismada ilag etken maddesi olarak
kullanilmas1 amaglanan 2, 4, 5 tri fenil imidazol ve dokuz tiirevinin mutajenik etkilerini
Ames/Salmonella/Mikrozom test sistemiyle arastirmislar ve bilesigin yapisinda farkli
konumlarda metoksi gruplari bulunan imidazol tiirevlerini Salmonella thyphimirium TA
98 susunda mutajen bulmuslardir. Zeytinoglu ve ark (2006) metoksi grubu bagl
benzotiyazol tiirevi ile yapmis olduklar1 ¢alismada Ames/Salmonella/Mikrozom test
sistemini kullanmiglar ve O-demetilasyona ugrayan metoksi grubunun toksisiteden
sorumlu oldugunu gdstermislerdir. Her iki ¢alismada da elde edilen sonuglar bizim
calismamizda bulduklarimizla benzerlik gostermemektedir. Bu farklihigi her iki test
sisteminin genotoksisiteyi tespit etmek igin farkli mekanizmalar kullanmalar1 ile

aciklayabiliriz.
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N-(4-(benzotiyazol-2-il)-3-klorofenil)-2-(4-klorofeniltiyo) asetamit (B maddesi)
olarak isimlendirdigimiz benzotiyazol tiirevinin R grubunda fenil halkasina {igiincii
konumda bagli CI ve R' grubunda doérdiincii konumda bagli Cl bulunmaktadir. B
maddesinin hazirlanan 5 farkli dozunda Salmonella thyphimirium NM 2009 susunda en
yiiksek B-galaktozidaz enzim aktivitesi 291,97+5,615 ol¢iilmistiir. Yine aynmi sekilde
Salmonella thyphimirium NM 3009 susunda en yiiksek B-galaktozidaz enzim aktivitesi
346,74+23,923 olgiilmiistiir. Pozitif kontrolle karsilastirildiginda 2 katlik bir artis
olmamis fakat kimyasalimizi orta mutajen olarak nitelendirecek sekilde bir artig

belirlenmistir (Sekil 4.2).

Yiiksel (2005) yapmis oldugu calismada 8 Benzinidenilin tiirevlerinin mutajenik
etkileri Ames/Salmonella/Mikrozom test sistemini ile arastirmis ve yapisinda Cl
bulunduran 4-Kloro benzinidenilinin Salmonella thyphimirium TA 100 (S9’suz)

susunda mutajen oldugunu gostermistir.

Yapilan bir diger calismada 3 farkli aritma tesisinden klorlama iglemi 6ncesi ve
sonrasi alinan su Orneklerinin genotoksisitesi Ames testi ile calisilmig, klorlama
isleminden sonra alinan Su Orneg@i Ames testinin her iki susunda da mutajen

bulunmustur (Rincén-Bedoya et al., 2013).

Bununla beraber litaratiirdeki ¢alismalarda para konumunda Cl tasiyan

bilesiklerin mutajen olmadig: da bildirilmistir (Hrelia et al., 1999; Somay, 2009).

Aromatik yapiya sahip bilesikler pek ¢ok calismada mutajenik olarak rapor
edilmistir (Glende et al., 2002; Beningni and Passerini, 2002; Morales et al., 2006).
Bilesimlerin farkli konumlarindaki nitro gruplarinin mutajenik aktiviteyi etkiledigi
onceki ¢alismalarda rapor edilmistir (Hrelia et al., 1998; Mital, 2009). Nitrobenzenler ve
aminobenzenler ile yapilan bir ¢alismada Ames testi uygulanmis ve Salmonella
typhimuriumun TA 98 ve TA 100 suslart kullanilmistir. Test edilen 14 kimyasalin 10

tanesi mutajenik bulunmustur (Abmann et al., 1997).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rinc%C3%B3n-Bedoya%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23397647
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Sato ve ark (2000) yaptiklar1 ¢aligmada ana yapisini 6-aminobenzotiyazolun
olusturdugu yeni bir benzotiyazol tiirevi ve MAO-A inhibitérii olan E2011 ve
tirevlerini  Ames/Salmonella/Mikrozom test sistemi ile arastirilmislar. E2011° in
metabolik yollardan biri olan dekarboksillenmeye ugrayarak mutajenik aminlere
doniistiigini ve  genotoksisiteden sorumlu oldugunu vurgulamiglardir (Sato et al.,
2000). Lefevre ve ark (1997) calismalarinda benzotiyazol tirevi olan 6-
dimetilaminofenilazo bilesiginin rat karacigerinde mutajen oldugunu gostermisler
(Lefevre et al., 1997).

Bagka ¢alismalarda metil grubunun mutajen oldugu vurgulanmistir (Vikse et al.,
1993; Dalgaard et al., 1994; Bogen 1994; Hrelia et al., 1998; Mital, 2009). Zeytinoglu
ve ark (2006) yapmis olduklar1 ¢alismada benzotiyazolun ikinci pozisyonundaki fenil
grubuna bagl lipofilik metilin mutajenik oldugunu gostermisler ve nedenini de metil
grubunun alkolik ya da asidik bilesikler gibi oksidatif metabolitlere donlismesi seklinde

aciklamiglardir.

Baz1 kimyasallar i¢in rutin bakteri testlerinde mutajenik potansiyeli belirlemek

ya ¢ok zordur ya da miimkiin degildir (Venit et al., 1985; Reifferscheid and Heil, 1996).

Bir maddenin veya kompleks bir karisimin mutajenitesi, o maddenin direkt
kendi yapisal 6zelliginden kaynaklanabilecegi gibi canli biinyesine girerek buradaki
enzim sistemleriyle muamelesi sonucu da mutajen etki kazanabilir. Diger taraftan, bir
madde mutajen etkiye sahipken, canli enzim sistemleriyle muamelesi sonucu yapisal

degisikliklerden dolay1r mutajen etkisini kaybedebilir (Senel, 2006).

Kisa zamanli mutajenite test sistemlerinin hi¢biri tek basina yeterli degildir.
Ciinkii bu testlerin her biri sadece birka¢ mutajen tipini tanimlayabilmektedir. Bu
nedenle iyi bir genotoksisite degerlendirmesi i¢in bu test sistemlerinden bir kaginin bir

arada uygulandigi bakteri test sistemleri kullanilmahidir (Dizer et al., 2002).
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Calismamizda kimyasallarimizdan N-(4-benzotiyazol-2-il)-2-metoksifenil)-2-(4-
klorofenoksi) asetamit direkt mutajen goriilmedi. N-(4-(benzotiyazol-2-il)-3-klorofenil)-

2-(4-klorofeniltiyo) asetamit ise orta mutajen olarak belirlendi.
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