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OZET

Anahtar kelimeler: Schiff bazi, Kromozomal anormallik, Mikronukleus,
Genotoksisite, Sitotoksisite

[lac hammaddesi olarak arastirilmak iizere sentezlenen Cd(8Q).(SCN), Schiff bazi
kompleksinin insan periferal lenfositlerinde meydana getirdigi in vitro genotoksik
etkileri belirlemek amaciyla yapilmis bu calismada kromozomal anomalilikler ve
mikronukleus testleri kullanilmistir.

1, 2, 4, 6, ve 8 ug/ml dozlarla yapilan calismalar sonucunda 24 saat siire ile
uygulanan kromozomal anomalilikler testinde, kontrol gruplarina gore hem
kromozomal anomalilik frekans1 hem de anormal hiicre yiizdesi bakimindan 4 ug/ml
dozdan itibaren anlamli artis gézlenirken 48 saat siirelik uygulamada 2 pg/ml dozdan
itibaren anlamlt artis gdzlenmistir. 48 saat siire ile uygulanan mikronukleus testinde
ise 4 ug/ml doz negatif kontrol grubuna gore anlamli bulunmustur. 48 saat siireli
uygulamalarda 6 ve 8 pg/ml dozlarin periferal lenfositler iizerine sitotoksik etkisi
sebebiyle diisiik dozda hiicre boliinmesi olmus ve sayim yapilamamustir.

il



IN VITRO GENOTOXIC EFFECTS OF SCHIFF BASE
COMPLEXES

SUMMARY

Key words: Schiff base, Micronucleus, Chromosomal abberation, Genotoxicity,
Cytotoxicity

In this study, chromosomal abberation and micronucleus tests were used to
determine in vitro genotoxic effects occuring on human peripheral lymphocytes by
Cd(8Q)2(SCN), with schiff base complex as synthesized drug raw material for
research .

In the results of reseach explored with 1, 2, 4, 6, and 8 pg/ml doses, in chromosomal
abberation test applied with 24 h perioud, doses as from 4 pg/ml were observed
significantly increase from controls when in chromosomal abberation test applied
with 48 h perioud, doses as from 2 ug/ml were observed significantly rise from
controls at both chromosomal abberation frequency and abnormal cell percentage

In the micronucleus test applied 48 h period, 4 pg/ml dose were detected
significantly difference from negatif control. In the application which was made with
48 h period due to being cytotoxicity effects of 6 and 8 pg/ml doses on human
peripheral lymphocytes the cell proliferations decreased and data was not got from
these doses.

iil



TESEKKUR

Tez caliymalarimin en zor anlarinda yamimda olan, benden bilgisini, destegini,
esirgemeyen danisman hocam Saymn Yrd. Dog¢. Dr. Tugba ONGUN SEVINDIK e,
tez caligmamin belli asamalarinda katkisi olan Saymn Yrd. Dog¢. Dr. Hiiseyin
AKSOY’a, test maddesinin sentezini yapan Kimya Boliimii 6gretim iiyesi Sayin
Prof. Dr. Salih Zeki YILDIZ’a, caligmalarim sirasinda manevi desteklerini
esirgemeyen hocalarim Sayin Yrd. Do¢. Dr. Ali UZUN’a ve Sayin Yrd. Dog. Dr.
Mehmet SAGIROGLU’na, tez ¢alismalarimda katkis1 olan ve birlikte ¢ahigmalar
yaptigimiz yiiksek lisans 6grencisi degerli arkadasim Merve Ayse DOGANCI ya,
fotograf ¢ekiminde yardimci olan degerli arkadasim Ars. Gor. Tarik DINC’e ve tez
siirecimde manevi desteklerini ve sabirlarini esirgemeyen mesai arkadaslarima, tez
caligmalarimda Katkilar1 bulunan 6grencilerim Burgin ONEM’e, Birol AKSOY’a,
Ozan ZORER’e ve Reyyan KOBAK’a tesekkiirii bir bor¢ bilirim.

Her zaman yanimda olan maddi, manevi yardimlarda bulunan canim annem, babam

ve agabeyime tesekkiir ederim.

Bu calisma Sakarya Universitesi 2010-02-20-007 no’lu  BAP projesi ile

desteklenmistir.

iv



ICINDEKILER

SUMMARY.................

TESEKKUR......oouiiiiiii e
ICINDEKILER..............

SEKILLER LISTESI.......

TABLOLAR LISTES. ..o,
SIMGELER VE KISALTMALAR LISTESI

BOLUM 1

BOLUM 2.

GENEL BILGILER.........

2.1, Schiff Bazlari........oooiiiii e
2.1.1. Schiff bazli bilesiklerin kullanim alanlar1.......................... ...
2.1.2. Schiff bazli bilesiklerin biyolojik 6nemi...............cccoocovieiiinein.

2.2. Genetik Toksisite..

2.2.1.Kromozomal mutasyonlar..............c..cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiia

2.2.2. GENOtOKSISIEE tESTIETT. ...ttt ettt eeeenens

2.2.2.1. Kromozomal anomalilikler testi...........cooeeeeeeeerneno...

2.2.2.2. MIKronuKIeUS teSt. . .vvuu ettt ettt

2.3. Schiff Bazlar1 Uzerine Yapilan Genotoksik Calismalar..........................

BOLUM 3.
MATERYAL VE METOD

11
12
14
17
18
20

22



Bl Materyal. ..o e
B2  MEEOT. ettt e
3.2.1. Kromozomal anormalligi testi............cooeviiiiiiiiiiniiiinnen..

3.2.2. MIKIONUKIEUS tESTI. ..t etivtieettteti ettt ettt eeeeeert e e eeees

3.2.3. Prepearatlarm boyanmasi.............cooiiiiiiiii i

3.2.4. Kromozom anormalliklerinin ve mitotik indeksin saptanmasi.......
3.2.5. Mikronukleus frekansi ve niikleer boliinme indeksi hesaplanmasi..

3.2.6. Istatistiksel analizIer. . ......ouveer e e,

BOLUM 4.
BULGULAR. ... e
4.1. [ Cd(8-Q)2 (SCN),] uygulamasinin kromozom anormalligi ve mitotik
Indeks UZerine etkisi.........ovuueiiniiiiiii i e

4.2. [ Cd(8-Q)2 (SCN),] uygulamasinin mikronukleus ve niikleer boliinme

INAEKS UZEIINE €TKISI. ..o vttt ettt e e eeeeve s

BOLUM 5.
TARTISMA . ..o e
KAYNAKLAR . ..o,

vi

22
23
23
24
25
25
26
26

27

27

36



SEKILLER LIiSTESI

Sekil 2.1.

Sekil 2.2.

Sekil 3.1.
Sekil 4.1.

Sekil 4.2.

Sekil 4.3.

Sekil 4.4.

Sekil 4.5.

Sekil 4.6.

Sekil 4.7.

Sekil 4.8.

Aminlerin  karbonil bilesikleriyle verdigi kondenzasyon
TEAKSIYOMU. ..ottt e

Mikronukleusun klastojenik veya andjenik etkilerle meydana

Cd(8Q)2(SCN), uygulamasiyla insan lenfositlerinde olusan
kromozomal anormallikler....................ooo
Cd(8Q)2(SCN), uygulamasiyla insan lenfositlerinde olusan
krozomomal anormallikKIer.............cccceviiiniiiiiiniini e,
Cd(8Q)2(SCN), uygulamasiyla insan lenfositlerinde olusan
krozomomal anormallikIer. ...........ccccovviiniiriiiiiiic e,
Cd(8Q)2(SCN),  Schiff Bazi Kompleksinin 24  saat
uygulamasinda in vitro insan lenfositlerinde anormal hiicre
yiizdesi doz etki liSKiSi.....coveeiriieiiiieeiie e
Cd(8Q)2(SCN),  Schiff Bazi  Kompleksinin 24  saat
uygulamasinda in vitro insan lenfositlerinde hiicre basina diisen
kromozomal anormallik doz etki iliskisi...............ccoooevriiieeennnns
Cd(8Q)2(SCN),  Schiff Bazi  Kompleksinin 48  saat
uygulamasinda in vitro insan lenfositlerinde anormal hiicre
yiizdesi doz etki iligKisi.........ouiiiiiiiiiiiiiee
Cd(8Q)2(SCN),  Schiff Bazi  Kompleksinin 48  saat
uygulamasinda in vitro insan lenfositlerinde hiicre basina diisen
kromozomal anormallik doz etki iliskisi..................coiiieennis
Cd(8Q)2(SCN),  Schiff Bazi  Kompleksinin 24  saat
uygulamasinda insan lenfosit Kkiiltiirinde mitotik indeks

yiizdesinin doza bagl iligkisini gosteren grafik............cccoceenee.

vii

19
22

30

31

32

33

33

34

34



Sekil 4.9.

Sekil 4.10.

Sekil 4.11.

Sekil 4.12.

Cd(8Q)2(SCN),  Schiff Bazi  Kompleksinin 48  saat
uygulamasinda insan lenfosit Kkiiltiirinde mitotik indeks
yiizdesinin doza bagli iligkisini gosteren grafik..........c.cccccoeueennene.
Cd(8Q)2(SCN), uygulamasiyla insan lenfositlerinde olusan bir
mikronukleuslu binukleat hiicre....................o
Cd(8Q)2(SCN), Schiff Bazi Kompleksi uygulamasiyla insan
lenfosit kiiltiirtinde mikronukleus frekansinin doza bagh iliskisi..
Cd(8Q)2(SCN), Schiff Bazi Kompleksi uygulamasiyla insan
lenfosit kiiltiiriinde niikleer boliinme indeksinin doza bagl

TESKIST. v vvveve oo e eeeess e eseesseeee e se e eeeess e seeeneees

viii

35

36

37



TABLOLAR LiSTESI

Tablo 4.1

Tablo 4.2

Tablo 4.3

Cd(8Q)2(SCN), 24 saat siire uygulamasi ile in vitro insan
lenfositlerinde olusan Kromozomal Anomalilik ve Mitotik
INAEKS. e
Cd(8Q)2(SCN), 48 saat siire uygulamasi ile in vitro insan
lenfositlerinde olusan Kromozomal Anomalilik ve Mitotik
INAEKS. .ot
Cd(8Q)2(SCN), uygulamast ile in vitro insan lenfositlerinde
olusan mikronukleus frekanslar1 ve niikleer boliinme indeksi

UZEIINE ELKIST. .o v ettt e,

28

29



SIMGELER VE KISALTMALAR LiSTESI

BrdU........... Bromodeoksiuridin
CM...cconnennn. Santimetre
CytB............ Sitokalasin B
DNA........... Deoksiriboniikleikasit
DMF........... Dimetikformamit
HNOs....... Nitrik asit

KA............. Kromozom anormalligi
KCI............ Potasyum kloriir
kg..oooviiiiins Kilogram

MI.............. Mitotik indeks
MMC.......... Mitomycin C
MN............. Mikronukleus
NBI............ Niikleer boliinme indeksi
SCE............ Kardes kromatid degisimi
SH.............. Standart hata
Corvivieiiin, Santigrat derece
Do.veeeaavanannns Yiizde

pg/mL......... Mikrogram / Mililitre
rpm.............. Dakikadaki devir sayis1
mg......ooovenee Miligram

mL.............. Mililitre

N Normalite
PABA........... Paraaminobenzoikasit
OECD........... Ekonomik Kalkinma ve Isbirligi Orgiitii



BOLUM 1. GIRIS

Schiff bazlari, aldehit veya ketonlarm primer aminler ile reaksiyonlar1 sonucunda
olusurlar (Loudon, 1995). Schiff bazi1 komplekslerinin benzersiz koordinasyonlari,
katalitik ve biyolojik aktivitelerinden dolay1 biiyiik ilgi toplamistir (Raman, 2001).
Organik reaktifler arasinda Schiff bazlar1 dogal biyolojik materyallere benzemesi,
basit sentezleme siirecleri ve tasariminin sentetik esnekligi gibi yapisal 6zelliklere
sahip olmasi bakimindan 6nemlidir (Jungreis ve Thabet, 1969). Schiff bazi ligandlari
gecis metali ve gecis metali olmayan iyonlar1 iyi selatlama 6zelligine sahiptir. Bu
bilesiklerin selatlama kabiliyetleri, analitik ve biyolojik uygulamalar1 6nemli dl¢iide
dikkat ¢cekmistir. Schiff bazi kompleksleri manyetik materyaller, katalitler ve biyoloji
miihendisligi alanlarinda siklikla kullanilmaktadir (You, 2004). Gecis metallerini
iceren Schiff baz ligandlar1 enzimatik reaksiyonlarda, manyetizmada ve molekiiler
yapilarin aydinlatilmasinda onemli role sahiptir (Bhaita, 1981). Bu bilesiklerin ¢cogu
tirevleri etkili pestisit ve insektisit olarak gelistirilmektedir (Zhu, 2004). Schiff
bazlar1 antibakteriyel, antifungal ve antituberkiiler alanlarda biyolojik aktiviteye
sahiptir (Lednicer, 1984). Schiff bazlar1 ve bunlarm metal kompleksleri biyolojik,
klinik analitik ve farmakolojik pek cok alanda uygulama alani bulur (Osowole,
2005).

Kimyasal maddelerin canli organizmada zararli etkilerini gostererek Oliime neden
olan miktarlar1 (letal dozlar1) ¢ok genis bir sinir igerisinde yayilmistir. Kimyasal bir
maddenin toksik olmasi canli viicuduna giren miktarma yani dozuna baghdir.
Fizyolojik bozukluklar1 diizeltmek, yani hastaliklar: tedavi i¢in kullanilan ilag ancak
belirli bir dozda verildigi zaman beklenen biyolojik etkiyi gosterir. Ancak bu dozun

tistiine ¢ikildiginda, ilacin toksik etkisi ve dldiiriicii etkisi goriiliir (Vural, 2005).



Bu sebeple ilaclarin elde edilmesinde ilk 6nemli basamak kimyasal maddelerin 6nce
daha basit hiicre, doku veya organlarda daha sonra canli hayvanlar iizerinde
fizyolojik fonksiyonlar: iizerinde etkileri ve yan etkilerinin arastirildigi preklinik

donemdir (Bokesoy, 2000).

Bu c¢aligmanin amaci ila¢ etken maddesi basta olmak iizere bircok alanda
kullanilmast muhtemel olan Schiff bazi kompleksi Cd (8Q), (SCN), maddesinin

genotoksik etkilerinin arastirilmasidir.



BOLUM 2. GENEL BIiLGILER

2.1. Schiff Bazlar

Imin, ketimin veya azometin gibi farkli isimler de verilen Schiff bazlar1, aslinda C=0
grubunun bulundugu bolgeye C=N-R grubunun gecmesiyle olusan aldehitlerin veya
ketonlarin nitrojen analoglaridir (Sekil 2.1)(Loudon, 1995, Carey ve Sundberg,
2000).

I AR .
R-NH, 4+ R—C-R(H) === R—N=C + HO
R (H)

primer amin aldehit veya keton Schiff bazi

Sekil 2.1. Aminlerin karbonil bilesikleriyle verdigi kondenzasyon reaksiyonu (Carey ve Sundberg 2000)

Iminlerin olusumu geri doniisiimliidiir ve genellikle asit veya baz katalizi veya
sicakhik vasitasi ile olusur. Imin formasyonunun tamamlanmas: tipik olarak su ¢ikis

veya imin ¢okelmesi veya her iki olay sonucunda gergeklesir (Loudon, 1995).

Imin olusum mekanizmasi karbonil gruba niikleofilik katilma ile baslar. Bu durumda,
aldehit veya ketonlarla etkilesime girerek kararsiz katilma iiriinii karbinolamin olarak
isimlendirilen {iriinii olusturan niikleofil, amindir. Karbinolamin ayni karbon grubu
izerinde bir hidroksi ve bir amin grubu bilesigi bulundurur. Karbinolaminler izole
edilemezler fakat imin olusumu i¢in asit katalizli dehidrasyona ugrayabilirler. Bu
reaksiyon aligilmis alkol dehidrasyonundan daha hizli gerceklesir. Schiff bazlarinin
sentezi esnasinda aminlerin bazik karakterde olmasi sebebiyle asit konsantrasyonu
seviyesinin cok yiiksek olmamasi gerekir. Kisaca imin formasyonu karbonil katilma
ve B-eliminasyonu gibi birbirine ¢ok yakin iki reaksiyonun seri halde gerceklesmesi

ile meydana gelir (Loudon, 1995).



Amin veya karbonil bilesiklerin yapilarma ve molar oranlarma bagh olarak
birbirinden farkli yapida c¢esitli Schiff bazlar1 elde etmek miimkiindiir.
Hidroksilamin, semikarbazit ve fenilhidrozin gibi farkli primer aminlerden; oksim,

semikarbozon ve fenilhidrozon gibi farkli Schiff bazlari elde edilir (Hornback, 2006).

2.1.1. Schiff bazh bilesiklerin kullanim alanlar

Schiff bazli bilesikler ve bu bilesiklerin metal kompleksleri fotokromizim gostermesi
(farkli spektrum gosteren iki kimyasal formun -elektromanyetik radyasyonun
absorbsiyonu ile birbirine doniisebilmesi), katalitik indirgeme sergilemesi (kimyasal
komplekslerin basit bilesiklere indirgemesi), tautomerizme ugramasi (hidrojen
atomlar1 veya protonlarin transferi ile saglanan kimyasal reaksiyonlar), agir metal ve
zehir baglama yetenegi gibi Onemli Ozellikleri sebebiyle c¢ok sayida
sentezlenmektedir (Soliman, 1999, Tuncel, 2006). Schiff bazlarinin sentezlenme
siireci basittir ve gruplarin eklenmesi beklenen 6zelliklerine gore kolaydir (Ravari,
2009). Bu maddelerin pratik uygulamadaki ©nemli 6zelliklerinden birisi de
geleneksel olarak diisiik maliyetli ham materyalden sentezlenmesidir (Hosseini,

2003).

Metal-Schiff bazi komplekslerinin uygulama alanlar1 icerisindeki rolii molekiiler
yapisina dayanmaktadir. Naftalamin tiirevli azo- grubu baglayic1 Schiff bazlar1 ve
bunlarin metal kompleksleri 6zellikle boya endiistrisi i¢erisinde uygulama alanlarina
sahiptir (Venkataraman, 1971; Tungel, 2006). Salisilaldehit polidentat ligandlarindan
tirevlenen Schiff bazlar1 plastik yapiminda kullanilmaktadir (Shamspur, 2003).
Bunlarin kompleksleri roket yakiti, metalomesojen (metal iceren sivi kristaller) ve
polimer teknolojisinde antistatik madde (statik elektriklenmeyi engelleyen maddeler)
olarak kullanildig1 bilinmektedir (Allan, 1992; Kocgak, 2008). Ayrica fotonik
cihazlarm gelistirilmesinde potansiyel uygulama alanlar1 bulunmaktadir (Shamspur,
2003). Metal komplekslerinde goriilen sivi kristal 6zelliginden yararlanilarak ucak
sanayinde, televizyon ve bilgisayar ekranlarinda, dijital saatlerin gostergelerinde ve

tarim alaninda kullanilmaktadir (Oztiirk, 1998).



Schiff bazlar1 sistematik olarak mukayese edilen aminlere gore daha giiclii korozyon
inhibisyon 6zelligi gosterir (Shockry, 1998, Hosseini, 2003). Bu bilesikler yumusak
celik, bakir ve alagimlarmin genellenmis korozyonu icin etkili inhibitorlerdir (Ravari,

2009).

Kimyasal sensorlerin yararlar1 cevresel kaygilarla karsi karsiya kalan endiistrinin
hizl1 biiyiimesi nedeniyle artmaktadir. Elektroaktif etken olarak Schiff bazlarindan
olusan sensorlerin Cu*? iyonlarmin belirlenmesinde miikemmel davranis sergiledigi
rapor edilmistir. Schiff bazlarmin proton kaybi ile zar matriks icerisinde yiik
tastyicis1 olarak hareket eden Cu**lu kompleksleri olusur. Bu sensdrlerin Hg™ ve

Ag" ayriminda da kullanildig: rapor edilmistir (Singh ,2004).

2.1.2. Schiff bazh bilesiklerin biyolojik 6nemi

Schiff bazlar1 fizyolojik kosullar altinda aminlerden ve aldehit veya ketonlardan
sentezlenebilir ve ayni sekilde amin ve karbonil bilesiklerine hidrolize olabilirler
(Hornback, 2006). Bu sebeple Schiff bazlar1 substratin amino ve karbonil gruplari ile
enzimin arasindaki etkilesimi iceren pek c¢ok enzimatik reaksiyonda Onemli bir

vasitadir (Nelson ve Cox, 2005).

Bircok enzim katalitik fonksiyonu gerceklestirebilmek igin yapisina katilmasi
gereken koenzim adi verilen bilesige ihtiyag duyar. Koenzim siklikla substrata
baglanir ve Kkatalitik reaksiyonlar gerceklesebilmek icin yapisim kolaylikla
degistirebilir. Pridoksin plazmada Schiff bazi seklinde bulunan bir vitamindir.
(Dokmeci, 2000; Hornback, 2006). Besinlerde pridoksin, glikozitler ve pridoksin
fosfat halinde bulunur. Pridoksinin fosfatlanmig tiirevleri bagirsakta ©nce
defosforilasyona ugrar ve sonra pasif difiizyonla kolayca absorbe edilir (Kayaalp,
2005). Ayrica hidroksilamin, hirozin, fenilhidrozin, semikarbazid zehirli bilesikleri
pyridoksalin  imin tiirevlerine doniistiiriiliirler (Hornback, 2006). Karaciger
hiicrelerinde pridoksin, pridoksal ve pridoksamin; biiyiik 6lciide pyridoksal 5 fosfata
doniistiiriiliir (Kayaalp, 2005). Pridoksal fosfat, enzimin katalitik alaninda, aldehit
fonksiyonu metabolize aminoasitin NH, fonksiyonu ile dekarboksilasyonlarmi ve

transaminasyonlarmin kaynagi olan bir adlimin veya Schiff bazi olusturur, yani



substratin bir amin grubu ile kendi aldehit grubu arasinda imin formunu olusturan bir
koenzim olarak gorev alir. Bu biyolojik reaksiyon igerisinde imin formunun
kararliligiin kuvvetli olmamasindan dolayr C=N c¢ift bag1 hidroliz ile ayrildiginda
reaksiyonlar biter ve katalitik dongii tamamlanmis olur (Dokmeci, 2000; Hornback,
2006). Boylece pridoksal aminoasitlerin ve bazi yag asitlerinin metabolizmasinda rol
oynar (Dokmeci, 2000). Ayrica pridoksal ve aminoasit tiirevli Schiff bazlarinin

biyolojik a¢idan 6nemli ligandlar oldugu diisiiniiliir (Buckhari, 2002).

Biyokimyasal siireclerdeki katalitik metabolizmadaki enzimler primer aminlerin
kondensasyonunu icerir, genellikle enzimlerin lisin residiileri ve karbonil grubu
substratlar1 imin formu veya Schiff bazi olarak sekillenir. Glisin i¢in 6nciil madde
olan porfirin sentezinde enzimin lizin rezidiilerinin e-amino grubu ve d- amino

levulinik asit molekiiliiniin keto gruplar1 arasinda Schiff bazi formasyonu gerceklesir
(Buckhari, 2002).

Schiff bazlarmin organizmalarda 15181n  absorblanmasinda ve fotokimyasal
degisiklige sebep olmasiyla rodopsin molekiiliinde konformasyonel degisiklige sebep
olarak gdormenin saglanmasinda onemi biiyiiktiir (Hornback, 2006). Gorme iletimi dis
parcanin disklerinin her birinin i¢inde binlerce molekiilii olan rodopsinin iizerine 151k
diisiince baslar. Rodopsin zar1 kateden yedi o sarmalla karakteristik serpentin
yapisina sahip bir integral proteinidir. Bu proteinin amino ucu bdlgesi diske dogru
uzanirken karboksil u¢ bolgesi dis parcanin sitozoliine bakmaktadir (Nelson ve Cox
2005). Rodopsin molekiiliiniin 15181 absorblamasiyla 11. ve 12. karbonlarindaki cis
cift bagi trans cift baga doniisiir. Bu izomerizasyon goz tarafindan absorblanan 1s181n
beyine ulagmasini saglayan impulsun olusumunu tetikler. Schiff bazi izomerizasyonu
kararsizdir. Bu yilizden opsine ve trans retinal forma hidroliz olur. Trans retinal form

rodopsin formasyonunda yeniden kullanilabilmek icin cis retinal forma doniistiiriiliir
(Hornback, 2006).

Schiff bazlarinin 15181 absorblama yetenegi Holobacterium salinarum halofilik
bakterisi i¢in yasamsaldir. Bu bakteri giines enerjisini fotosentetik mekanizmadan
cok farkli bir iglemle yakalayan, tuzlu sularda ve tuz gollerinde yasayan bir
arkebakteridir. Bu organizmalar aeroptur ve organik yakit molekiillerini normalde O,
kullanarak yakar ancak tuzlu sularda O, ¢Oziiniirliigiiniin diisiik olmasinda dolay1

oksidatif metabolizmanin alternatif bir enerji kaynagi olarak giines 1s181yla



desteklenmesi gerekir (Nelson ve Cox, 2005). H. salinarum plazma zari
bakteriorodopsin denilen ve retinal pigmentler iceren bir protein bulundurur. Bu
proteinin amino ve lizin rezidiileri bir Schiff bazi vasitasiyla baglanmistir ve 570 nm
kadar olan dalga boylarina duyarhdir (Oesterhelt, 1974). Hiicre aydinlandiginda
bakteriorodopsine bagl tiim trans retinal bir foton tutar ve fotoizomerlesmeyle 13 cis
retinale doner. Tiim trans retinalin degisimi plazma zarindan disariya protonlarin
cikistyla birlikte yiiriir. Karanlikta Schiff bazmin azotu protonlanir, ancak retinalin
fotoizomerlesmesi bu grubun pKa’sin1 daha da diisiiriir ve protonu yakinindaki
asparjine verir. Bu sekilde bir seri proton sigramasi tetiklenerek sonucta zarin dis
yiizeyine bir proton salinmis olur. Olusan elektrokimyasal potansiyel, protonlar:
mitokondri ve kloroplasttakine ¢ok benzeyen bir ATP sentetaz kompleksiyle hiicreye
geri doner (Nelson ve Cox, 2005). Bu kemiozmotik mekanizma ile Holobakteriler

O2’nin kisith oldugu zaman 15181 kullanarak ATP sentezler (Oesterhelt, 1974).

Schiff bazlar1 biyolojik, inorganik, analitik ve ila¢ sentezlenmesi gibi pek ¢ok alanda
koordinasyon kimyasinin ligandlar1 olarak siklikla kullanilmaktadir (Ttimer, 1999;
Golcii, 2005; Awadallah El-Halabi, 2005). Schiff bazli kompleksler katalitik
reaksiyonlarda ve yine kimyasal ve tibbi substratlar olarak kullanilmaktadir
(Awadallah El-Halabi, 2005). Biyolojik olaylarin agiklanmasinda bu bilesiklerden
biiylik olciide yararlanilir (Kocak, 2008). Schiff bazi ligandlarin geg¢is metal
kompleksleri 6nemli enzim modelleridir (Buckhari, 2002).

Sulfametaoksazol, trimetoprim, 5 nitroimidazol, semikarbazidler antimikrobiyal
Ozellikleri bilinen Schiff bazina sahip molekiillerdir (Dokmeci, 2000, Hornback,
2006).

Sulfametaoksazol, sulfanomid grubu ilaglardan olup paraminobenzoik asitten
(PABA) folik asit sentezlenmesinde dihidropteroat sentetaz enzim basamagini inhibe
eder (Dokmeci, 2000). DNA ve RNA sentezi i¢cin gerekli olan folik asit sentezinin
bloklanmasi DNA ve RNA sentezini durdurur (Dékmeci, 2000). Bu yiizden bu grup
ilaclar bakteriostatik ilaclar olarak siniflandirilirlar (Buckhari, 2002). Bu madde gram
pozitif koklardan Pneumococcus streptococcus, Staphlococcus sp., gram negatif
koklardan Meningococcus sp., gram pozitif basillerden Clostridium sp., sarbon ve

difteri basili gram negatif basiller Haemophilus ducrei ve H.influenza, Brucella,



Shigella, Klebsiella pneumoniae, Pastreurella pestis, Actinomyces bovis ve A.

humanise karsi etkilidir (D6kmeci, 2000).

Trimetoprim, diaminopirimidin grubu ilaglardandir. Bu ilaclar mikroorganizmalarin
folik asit sentezinde dihidrofolat rediiktaz enzimini spesifik olarak inhibe ederler.
Bakteriler tarafindan dihidropteroat sentezinin artmasiyla saglanan dirence karsilik
siilfanomidler ile birlikte saglanan kombinasyonlar sayesinde iki basamakli bir
inhibisyon saglanir (Ddkmeci, 2000). Bu kombinasyon ko-trimoksazol olarak
isimlendirilir ve trimetroprim ile ayni1 antibakteriyel spektruma sahiptir fakat
kombinasyonlarmin sinerjistik etkilerinde dolay1 bir direncle karsilagilmaz. Ko-
trimeksoazol idrar yolu enfeksiyonlar1 rahatsizliklarinda kullanilir. Gastroinstetinal
yoldan hizla absorblanir (Buckhari, 2002). Kotrimaksazol tedavide baslica iiriner
solunum yollar1 ve gastrointesinal enfeksiyonlarda kullanilmaktadir. Menenjit
septisemi ve endokartit gibi agir enfeksiyonlarda kotrimaksazol oncelikli antibiyotik
olmamakla beraber birlikte kullamildiginda yararli sonuglar aliabilmektedir.
Giiniimiizde = Pneumocystis carini’nin  pulmoner enfeksiyonlar1 tedavisinde

kotrimaksazol 6ncelikli ilactir (Dokmeci, 2000).

5 nitro imidazoller bir Streptomyces cinsinden elde edilen azomisin c¢ikish yari
sentetik, suda c¢oziiniir ve iyi absorbe olan ve bakterisitik 0zellikte antibiyotiktir. 5
nitro imidazollerin etkinligi nitro grubunun rediiksiyonudur. Bu ilaglarda
rediiksiyona ugrayan grup elektron tuzagi gibi gorev yapar. Piruvat ferrodoksin
oksirediiktaz enziminin etkisiyle bakteri hiicresinde ferrodoksine doniistiiriile-
bildikleri gibi flavadoksin tipi molekiiller tarafindan rediiksiyona ugratilarak aktif
metabolitleri olan siiperoksit anyonlara ve radikal nitro atomuna c¢evrilebilirler. Bu
aktif metabolitler bakterilerin ya da protozoonlarm DNA’sin1 ya da diger
molekiillerini bozarak hiicre Olimiine sebep olurlar. Buna karsin bu enzimden

yoksun aneoroplar dogal olarak 5 nitro imidazole direng¢lidir (D6kmeci, 2000).

Bir¢ok arastirmaci Schiff bazlarmin sentezleme, karakterleme ve yapi aktivite
iliskilerini caligmistir. Aromatik halkada bir veya daha fazla halo atom iceren
Salisilaldehit tiirevlerinin antibakteriyel ve antifungal etkileri vardir. 4-klor-2-((4-
florobenzilimino)-metil)fenol Schiff bazi maddesinin Bacillus subtilis, Escherichia
coli, Pseudomonas fluorescence ve Staphylococcus aureus bakterilerine karsi ve

Aspergillus niger fungusuna karst olumlu sonuclar verdigi bilinmektedir (Shi, 2007).



Polimerik schiff bazlarmin antitiimor aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir. Schiff
bazlarinmm en yiiksek hidroliz derecesi pH 5 dir ve su icerisindeki en yiiksek
¢cOziinlirligli yine bu seviyededir. Assitik tiimore karsi antitimor aktivitesinin temeli

su icerisinde ¢Oziiniirliigiin 6nemli 6l¢iide artmasiyla artacaktir (Buckhari, 2002).

Hidroksiguanidin ve tiyosemikarbozon bilesikleri riboniikleotid rediiktaz
inhibitorleridir. Riboniikleotid rediiktaz (RR) riboniikleotidlerin deoksiribo-
niikleotidlere indirgeyen ve boliinen hiicrelerde DNA’nin de novo sentezini
gerceklestiren anahtar enzimdir. Tiimor olusumu ile ilgili RR aktivitesi antikanser
ilaclarmn gelistirilmesinde onemli bir hedeftir. Bu aktif bilesiklerin bazilarimin in vivo

antikanser aktiviteleri ve klinik potansiyelleri mevcuttur (Lien, 1997, Ren, 2002).

Tiyosemikarbazon ve tiirevleri; antiviral, antimalarial, antifungal ve antibakteriyal
ozelliklerinden dolay: bir¢cok hastalikta tedavi edici olarak kullanilmaktadir. Ayrica
antitiroid aktivite gosterdikleri de belirtilmektedir (Karatas, 2009).

P-aminosalisik asitten tiirevlenen Schiff bazlarinin, Mycobacteria sp. iizerinde
antitiiberkiiler 6zellik sergiledigi bilinmektedir. Saprofitik bakterilerde ekzoselin ve
patojenlerde karboksimikobaktin isimli siderofor olarak bilinen ©0zel bilesikler
bulunur. Bu bilesiklerden mikobaktin, Mycobakterilerin gelisiminde hiicre
sitoplazmast icerisindeki demirin yavas salintmini diizenler ve hiicrelerde cesitli
demir iceren proteinlerin sentezinde etkili olur. Demir eksikliginde salisilik asit
makrofajlarda M. tuberculosis’in biiyiimesi ic¢in gerekli olan mikobaktin ve
karboksimikobaktin Onciiliidiir. P-aminosalisik asit antisalisilat olarak davranarak
salisik asitin, karboksimikotin ve mikobaktine doniismesini engeller. Boylelikle

Mycobacteria sp. cogalmasina mani olur (Patole, 2006).

Kinolin ve tiirevleri komiir katrani, kemik yag1 ve yag sisti ve bitki alkoloitlerinden
elde edilir ve kimyasal endiistride ¢Oziicii ve ara bilesen olarak kullanilir. Kinolin
tirevleri antiameobik, antikoksidal, antifungal, antikanser ve antiviral aktiviteler
gosterir (Shukla, 1986, Via, 2008). Kinolinin misir ve yulaf i¢in nitrojen kaynagi
oldugu da rapor edilmistir (Shukla, 1986).

Malarya etkeni konukgu eritrositleri enfekte ederek asidik vakuoller igerisinde
hemoglobini sindirip degrade eder. Ortama salinan hem parazit i¢cin toksiktir ve

cozillemez hemotin veya hemozin olarak isimlendirilen malarya pigmentine
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donustiiriliir. Kinolinin antimalaryal ila¢ olarak etkisinin nasil gergeklestigi tam
olarak aciklanmasa da bu ilaglarin ya besin vakuoliindeki pH’1 yiikselterek toksik
etkileri sebebiyle organizmay: 6ldiirdiigii ya da hemozin formasyonunu onlemek
amaciyla hem polimeraz enzimini inhibe ettigi diisiiniiliir. Antimalaryal kinolin
bilesiklerinin hematini inhibe ederek eritrosit igerisindeki malarya etkenine karsi
etkili ilaglarm hem komplekslerini basitlestirdigi ve hematin polimerizasyonunu

onledigi muhtemeldir (Egan, 1994).

8-hidroksikinolin antiamaeobik, anti kanser, antileismanial ve antifungal etkileri gibi
biyolojik ©zelliklerinden dolay1 biiyiik ilgi toplamistir. Mayalarda 6zellikle RNA
sentezini engeller 8-hidroksikinolinin demir baglayan lipofilik selatorleri kiiltiire
edilmis insan akciger hiicrelerinde DNA zincir kiriklarinin olusumuna sebep
olmustur. 8-hidroksinolin metal selatlama yetenegi metabolizma i¢in 6nemlidir. 8-
hidroksikinolin selatlarmin lipit ¢oziiniirlikklerinden dolayr biyolojik aktiviteleri
karsilastirilabilir. Komplekslerin aktiviteleri, lipit ¢oziiniirliikleri ve 8-hidroksikinolin
komplekslerinin enzimlerin metal baglayici bolgeleri ile baglanip toksik etki
gostermesi bu bilesigin hiicre duvarindan gecisi sayesinde oldugu diisiiniilmektedir

(Patel, 2011).

Hidroksikinolin tiirevlerinin herbisit etkileri bulunmaktadir. Fotosistem II
kompleksleri suyu oksitlemek icin 151k enerjisini kullanir ve plastokinona indirger.
Herbisitlerin plastokinona baglanmas1 fotosistem II klorifil a dan klorofil b ye
elektron transferini engeller. Bu sebeple fotosistem II’nin klorofil b kinon baglayici
bolgesi  hidroksikinolin tiirevleri i¢cin O6nemli bir hedef bolgesidir. 8-
hidroksikinolinden tiirevlenen bilesiklerin potansiyel HIV-I integraz inhibitorii

oldugu da bilinmektedir (Jampilek, 2006).

Bazi kinolin tiirevlerinin antiproliferatif etkileri bilinmektedir. Bu bilesikler DNA ile
interkalatif kompleks olusturarak, DNA topoizomeraz II’yi inhibe ederek ve Go/M
fazinda hiicre dongiisiinii bloke ederek etki gosterirler. Bu sebeple bu bilesiklerin
melanoma ve prostat hiicrelerinden kokenlenen tiimor hiicre hatlarina karsi sitotoksik

etki gosterdigi bilinmektedir (Via, 2008).
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2.2. Genetik Toksisite

Genetik toksikolojinin konusu hiicrelerde meydana gelen DNA ve kromozom
hasaridir (Zeiger, 2001). Bir organizmanm genetik yapisinda daimi bir farklilasma
olusturan maddelere genel olarak -genetik zehirler- denir (Vural, 2005). Genetik
toksisitenin arastirilmasi ile genetik zehirin kimyasalin yapis1 ve etkileri belirlenir
(Zeiger, 2001). Genetik zehir, gonadlarin gamet hiicrelerini etkiledigi takdirde ya
gametlerin sayica degismesine veya gametlerdeki genetik bilgiyi (informasyonu)
degistirmesine sebep olur. Boylece iki ayr1 cinsiyete ait gametlerin birlesmesiyle
olusan zigot yasamini siirdiiriirse anne ve babadan farkli doller meydana gelir.
Mutasyonlar viicut doku hiicrelerinde gerceklesirse gelecek nesillere ge¢cmez (Vural,
2005). Bu durum daha ¢ok karsinojeneziz olayinda rol oynar (Zeiger, 2001, Vural
2005). DNA ile etkilesen (DNA-aktif) maddeler -elektrofilik ozellikte olup
genotoksik karsinojenler adin1 alir. Bu maddeler DNA veya genetik ekspresyonu geri
doniisiimsiiz olarak etkileyerek kalitsal bir degisime yol acarlar. Bu nedenle
genotoksik karsinojenler bir¢cok arastirmalarla da gosterildigi gibi ayni zamanda

mutajenik maddelerdir (Vural, 2005).

Genotoksik karsinojenler, primer karsinojenler veya sekonder karsinojenler olmak
tizere iki alt sinifa boliinmektedir. Ortak bir kimyasal yapis1 olmayan ve organizma
icerisinde biyotransformasyona ugramadan aktif veya nonenzimatik bir yolla
kuvvetli elektrofilik 6zellik kazanarak dokularin makromolekiilleri ile kovalent bag
olusturan organik bilesiklere primer organik karsinojenler adi verilir. Bu tiir
molekiillere alkillendirici ajanlar, kiikiirtlii ve azotlu hardal gazlar1 6rnektir. Birgok
karsinojen ise karsinojenik etkilerini biyoaktivasyonla kazanir. Bu tir oOzellik

gosteren karsinojenlere sekonder karsinojenler adi verilir (Vural, 2005).

Genetik zehirler, hiicreleri iizerindeki etkilerine gore sitotoksik, sitostatik ve

mutajenik etkenler olmak iizere siniflandirilabilir (Vural, 2005).

Sitotoksik maddeler, hiicreleri anoksi, protein koagiilasyonu veya membran
permeabilitesinin artmasina neden olarak Oldiiriirler. Genlerdeki DNA {izerindeki

degismeler ise "genelokus mutasyonu" olarak isimlendirilir. Bu olaya "mutajenesiz",
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mutasyona ugrayan tiire de "mutant” denir. Sitostatik etki, daha ¢ok kromozom
yapist ve sayisindaki degismelerdir. (Vural, 2005). Bu anomalilikler fiziksel veya

kimyasal mutajenler vasitasiyla meydana gelebilir (Natarajan, 2002).

Bu mutajenler etkilerini DNA’ya baglanarak meydana getirerek veya serbest
radikallerinin DNA kiriklarinin olusumuna sebep olarak gosterebilirler (Zeiger,
2001). Iyonize radyasyon gibi fiziksel ajanlar G1 fazinda kromozom  tip
anomalilikleri, G2 fazinda ise kromatid tip anomalilikleri artirmakta, en fazla etkiye
ise S fazinda sebep olmaktadir. Bleomisin ve neokarsinostatin gibi radyomimetik
kimyasallar da iyonize radyasyon ile benzer anomalilikleri indiiklemektedir. DNA
zincir kiriklarina direkt sebep olmayan fakat diger lezyonlara sebep olan kimyasal
mutajenler genetik materyalin hangi sentez asamasinda olduguna bagli olmaksizin
sadece kromatid tip anormalliklere sebep olmaktadir. Diger anomaliliklerin meydana
gelebilmesi i¢in hiicrenin S fazimi gecirmesi gerekmektedir. Kisa boylu UV 1sinlart
ise kimyasallarla ayni yollarla anomalilikler meydana getirmektedir. Bu sebeple
kromozom kiran ajanlar S fazina bagimli ve S fazma bagli olmayan olarak ikiye

gruplandirilir (Natarajan, 2002).

2.2.1. Kromozomal mutasyonlar

Genom, kromozom yapisindaki degisiklikler veya bir hiicre igerisindeki sayi
degisimleri vasitasiyla yeniden diizenlenebilmektedir. Bu degisiklikler gen
mutasyonlarindan farkli olarak kromozomal mutasyonlar olarak isimlendirilen
mutasyonlardir. Gen mutasyonlar1 bir gen icerisindeki mutasyonlar olarak
tanimlanirken kromozom mutasyonlar1 ¢oklu gen bdolgelerinde meydana gelir.
Kromozom mutasyonlar1 mikroskobik incelemelerde veya genetik analizlerle veya
her iki yolla da incelenebilir. Kromozom mutasyonlar1 genomik 0Olgiide genlerin
birbiriyle nasil etkilesim halinde oldugunun anlasilmasi, mayoz ve kromozom
yapisinin Onemli karakterlerini ortaya koymasi, organizmal fonksiyonlarda ve
hiicrelerinde anomalilikler meydana getirmesi sebebiyle biyolojik acidan bir¢ok
oneme sahiptir (Klug ve Cummings, 2003). Kromozom mutasyonlar1 sayisal
kromozom mutasyonlar1 ve yapisal kromozom mutasyonlar1 basliklar1 adi altinda

incelenir (Karol ve Suludere, 1992).
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Kromozom sayisindaki degisiklikler kromozomlarin ayrilmamasi sonucu ortaya
cikan degisikliklerdir. Kromozom sayisindaki cesitlilik bir ya da daha fazla haploit
kromozom takiminin ilavesi veya kaybma kadar degiskenlik gosterir. Kromozom
sayisindaki degisiklikler andplodi veya Opoliplodidi durumda kendini ifade eder.
Anopliodi organizmanin tam bir kromozom takimini degil bir ya da birden fazla
kromozomu kazanmas1 veya kaybetmesi durumudur (Klug ve Cummings, 2003).
Anoplodi, monosomi, nullisomi veya polisomi olarak iige ayrilir. Monosomi diploit
bir bireydeki tek bir kromozom eksilme olayidir. Boyle bir birey ayrilmama durumu
gerceklesmis bir kromozomla normal bir gametin birlesmesi sonucunda meydana
gelir. Monosomik bireyler genellikle yasayamazlar fakat insanlarda XO durumu olan
Turner sendromlu bireyler hayatlarini siirdiiriir. Nullisomi bir canhda bir
kromozomun homologu ile beraber eksik olmasi olayidir. Boyle diploit bireyler 2n-2
ile gosterilir. Nullisomik bireyler ayrilmama olay: ile meydana gelmis iki gametin
birlesmesi ile meydana gelir. Polisomi kromozomlardan birinin veya bir kaginin
yiikkselmesi olayidir. Trisomi ve tetrasomi gibi cesitleri vardir (Kuru ve Ergene,

2011).

Trisomi diploit bir bireyde kromozomlarindan bir tanesinin fazla olmasi durumu iken
tetrasomi ise dort defa bulunmasi durumudur. Hiperploidi polisomi olaymin yiiksek
katsayili poliplodilerde goriilen seklidir. Hipoplodi yiiksek katsayili poliploitlerde bir
takimindaki kromozomlardan yalniz bir tanesi digerine nazaran daha azdir (Kuru ve
Ergene, 2011). Poliplodinin olusum mekanizmalar1 daha az bilinse de anoploidi
mitotik ig ipliklerinin zarar gormesi, hiicre fizyolojisindeki degisimler ve

kromozomal alt yapilari zarar gormesi sonucunda medya gelebilir (Albertini, 2000).

Kromozomal yapisal anomalilikleri; delesyon, dublikasyon, translokasyon ve
inversiyon seklinde karsimiza ¢ikar. Kromozomlarda meydana gelen kirilmalar
kromatid ve kromozom kirigi, kardes kromatid birlesmesi, disentirik kromozom
olusumu, halka kromozom, asentrik fragment, izokromozom olusumu gibi c¢esitli
anomalilere sebep olur. Homolog kromozomlarin eslesme gostermesi ile delesyon,
dublikasyon, insersiyon olaylar1 neticesinde kompensasyon halkasi, inversiyon
sonucunda inversiyon halkasi ve translokasyon olayr sonucunda da quadrivalent

denilen ha¢ goriintiisii olusur. Mitoz ya da mayoz boliinmenin metafaz sathasinda bu
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degisimler gozlenebilir (Klug ve Cummings, 2003). Yapisal kromozom
anomalilikleri direk DNA kirilmalari, hasar gormiis DNA’nin replikasyonu, DNA

sentezinin inhibisyonu gibi olaylarla sonuglanabilir (Albertini, 2000).

Kromozomal anomalilikler ile insanlarda meydana gelen yeni dogan anomalilikleri
ve neoplasia gibi rahatsizliklar1 arasinda iliski kurulmaktadir. Canlilarda
kendiliginden kromozomal anomalilik meydana gelme oran1 % 0.6’diwr. Fakat canli
diisiiklerinin - %50’sinin  kromozomal anomalilige sahip oldugu gozlenmektedir
(Natarajan, 2002). Kromozomal degismeler teratojenezis (embriyo 6liimii), infertilite
(kisirlik) gibi zararlara neden olur (Vural, 2005). Ataxia telegiactesia, Fanconi
anemisi ve Bloom sendromu gibi bir¢ok resesif hastalik artan kromozomal
karasizliklar sebebiyle olusmaktadir. Insan periferal lenfositlerinde meydana gelen
kromozomal anomalilik frekansi ile kanser baslangici arasinda pozitif bir korelasyon
bulunmustur. Bu gozlemler kromozom anomaliliklerinin kdkeninin anlagilmasinin

Oonemini gostermektedir (Natarajan, 2002).
2.2.2. Genotoksisite testleri

Insan populasyonlarindaki genetik biitiinliigiin sinirlari, endiistriyel aktiviteler
sebebiyle olusan kimyasal ve fiziksel genotoksinlere maruziyet sonucunda tehdit
altindadir. Yasama faktorleri, cesitli tibbi terapiler ve atmosferik ozonun
incelmesinden kaynakli ultraviyole radyasyona maruziyetin artmasi sonucunda
olusan iklim degisiklikleri gibi diger faktorler genetik zarari tetikler. Bu sebeple
genotoksisite testleri, insan populasyonlarindaki kabul edilebilir genetik zarar
seviyesinin degerlendirilmesinde, belirli genotoksinlere asir1 duyarliligi bulunan
kisilerin belirlenmesinde, biiyiik bir kaza sonucunda populasyondaki genetik zarar
artisginin  agiklanmasinda, rutin olarak zararli seviyelerde ajanlara maruz kalan
kisilerin izlemesinde ve cevreye salinan yeni kimyasallari izlenmesinde énemlidir
(Fenech, 1993). Genotoksisite testleri esas olarak kanserden korunmada, cevresel
etkenlerin (UV, radyasyon), endiistriyel kimyasallarin etkisini arastirmada, ila¢larin
piyasaya siiriilmeden Once toksik etkilerini ve giivenilirligini arastirmada
kullanilmaktadir (Bedir, 2004). Spesifik ajanlara maruziyeti belirleyen ve mutajenik
olaylara bagli Olgiilerin degerlendirmesini saglayan bir c¢ok sitogenetik teknik

gelistirilmistir (Fenech, 1993).
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Giiniimiizde genotoksisite tayinlerinde farkli yontemler kullanilmaktadir. Genetik
toksikolojide kullanilan testler niikleotid degisimlerinin belirlenmesini amaglayan
gen mutasyon testleri; DNA baglanmalari, DNA oraninin stimulasyonu, DNA zincir
kirilmalar1 ve kardes kromatid degisimi gibi DNA etkilesimlerinin arastiran primer
DNA hasar1 testleri; hedef hiicrelerde tiimorojenik aktivite ile ilgili morfolojik
degisimleri arastiran morfolojik doniisiim testleri; normal karyotipte yapisal ve
sayisal degisimlerin arastirilmasini saglayan kromozom degisim testleri, olarak dort
grupta toplanir. Her grup icinde, kullanilan biyolojik sistem ve uygulama sekline

gore bir¢ok testler bulunmaktadir (Vural, 2005).

Ames Salmonella/microsome testi gen mutasyonlarinin izlenmesinde ve
karsinojenitenin belirlenmesinde ¢ok kullanilan kisa siireli bir mikrobiyal mutajenite
testidir (Margoli, 1989, Vural, 2005). Ames testi oksotrofik ve prototrofik
Salmonella typhimurium suslar1 kullanilarak uygulanir. Prototrofik suslar bakterilerin
biiylimesi i¢in gerekli olan histidin aminoasidini sentezleyebilme kapasitesine
sahiptir fakat oksotrofik suslarin yasayabilmeleri i¢cin disaridan ortama histidin
takviyesi gerekmektedir. Oksotrofik suslar spontan olarak veya bir mutajen
vasitasiyla geri mutasyona ugradiklart1 zaman disaridan histidin ilavesine gerek
duymazlar. Boyle bir durumda minimal histidin iceren petri kaplar1 iizerinde hiicre
boliinmesi vasitasiyla koloniler gozlenir. Diger oksotroflar minimal histidin iceren
ortamda birka¢ kez boliinebilmelerine karsin ortamdaki histidin tiikendigi i¢in koloni
olusturamazlar. Ames testinde sonug¢ genellikle deneysel bir plakta goriilebilir koloni
sayist ile elde edilir. Ames testi li¢ tekrarlidir ve kontrol dozlar ile birlikte bir testte

test maddesinin aralikli olarak dort veya bes dozu bulunur (Margoli, 1989).

Protokoliin gelismesi ile birlikte S9 karaciger enzimleri ile birlestirilmesi bu
sistemlerin insanlardaki kimyasallarin metabolik doniisiimleri gerceklestirmesi
saglanmis olmaktadir. Boylelikle test kimyasallarnin ve metabolitlerinin
mikroorganizmalarda meydana getirdigi genetik zarar1 artirma yetenegi izlenmis
olmaktadir. Genel olarak mikroorganizmalarda genetik zarara sebep olan maddelerin

insan genomu i¢in de benzer etkilere sahip olacagi diisiiniilmektedir (Margoli, 1989).
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DNA zararini belirlemek i¢in kullanilan en elverisli tekniklerden biri primer DNA
hasarmi belirleyen Comet testidir. Bu test Ostling ve Johanson tarafindan 1984
yilinda temel hiicre seviyesinde DNA zararini belirlemek amaciyla gelistirilmistir.

Bu test hiicre igerisindeki tek ve ¢ift zincir kiriklarini tespit eder (Tice, 2000).

Bu teknikte hiicreler veya cekirdekler lameller iizerine yayilarak agoroz igerisine
gomiiliir, lizise ugratilir ve alkalin veya ndtral tamponlar altinda elektroforeze
ugratilir (Tice, 2000; Dhawan ve Anderson, 2009). Bu lameller EtBr veya YoYo-1
boyalar1 gibi DNA spesifik boylar1 ile boyandiktan sonra mikroskop altinda
incelenmeye alinir. Proteinaz K ve RNaz uygulamasi ¢cekirdek DNA’sinin proteinler
ve RNA’dan ayrilmasina yardimci olur ve zincir kiriklarinin belirlenmesini saglar.
Bu kosullar altinda DNA’nm negatif yiiklenmis kirik uc¢larinin hiicreden anot

kutbuna dogru gocii zincir kiriklarinin boyutuyla orantilidir.

Bu metot genetik toksikolojisi agisindan saglik ve cevre alanlarinda DNA onarim
stireclerinin izlenmesi amaciyla kullanilan en temel metotlardan biridir (Dhawan ve

Anderson, 2009).

Kardes kromatid degisimi (KKD) homolog kromozom lokuslarindaki DNA
replikasyon {iriinlerinin kendi aralarinda degisimini kapsar. Bu degisimler DNA
kiriklarindan ve bu kiriklarin yeniden birlesmelerinden kaynaklanir. KKD analizleri

DNA degisimlerinin sitolojik olarak belirlenmesini saglar (Wilson, 2007).

KKD ilk olarak Taylor tarafindan bitki hiicrelerinde zayif sonuclar veren tritium ve
otoradyografi kullanilarak goriintiilenmistir (Taylor, 1958). Daha sonralar1t KKD
gozlenmesinde otoradyografi tekniginden daha kullamish olan BrdU boyama
tekniginin gelismesiyle daha iyi sonuclar elde edilmistir (Latt, 1980). Bu yontemde
BrdU DNA baz analogu olarak kullanilir ve Hoechst 33258 boyasi ile boyanarak
kardes kromatidler arasindaki degisimlerin ortaya g¢ikmasi saglanir. BrdU timin
bazina ¢ok benzer ve DNA sentezi sirasinda bu bazin yerine gecer BrdU bulunan
ortamda biiylime esnasinda iki kardes kromatid birbirinden farklilasir. Bu ipliklerden
bir tanesi orijinal ipliktir ve boyalarla koyu renk boyanir digeri ise BrdU iceren

ipliktir ve bu iplik daha acik renkli boyanir (Wilson, 2007). KKD testleri
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karsinojenite ¢aligmalarinda ve DNA tamir hasarlarindan kaynakli genetik

hastaliklarin tespitinde de kullanilmaktadir (Latt, 1980).

2.2.2.1. Kromozom anomalilikleri testi

Kromozom anomaliligi (KA) testi ile kimyasal maddelerin genotoksik etkilerinin
belirlenmesinde daha cok kromatid kirigi, kromotid gap ve kromozom kirig1 gibi
aberasyon cesitlerinin anormal hiicre yiizdesi veya hiicre basma diisen anomalilik
sayist oranlart hesaplanarak arastirilir (Zeiger, 2001). Bu testlerin ilk denemeleri
Leva (1951)’nin ve Sax ve Sax (1966)’1m igerisinde test kimyasallar1 bulunan nemli
kagitlar bulunan petri kaplarinda sogan kok uclsrmi ¢imlendirerek yaptiklar:
caligmalardir. Bu caligmalarda anafazda meydana gelen kromozom ve kromatit
kiriklariin ve kopriilerinin tespiti ile test materyalinin toksisitesi belirlenmistir.
Natarajan ve ark. (1976) bir maddenin karsinojen olup olmadigint %70 oraninda
dogru tespit eden bir sitogenetik caliyma yayinlayarak Cin hamster hiicrelerinde
kromozom anomalilikleri ve kardes kromatid degisimleri gdzlemlemislerdir. 1983
yilinda S9 kullanimi1 hakkinda yonergeler iceren ilk OECD rehberi yaymnlanmustir.
Bu yonergeler test ve zamanlama calismalarmin iist limitlerini tanimlamak ic¢in
Onemli bir yaym olmasma karsin bu zamanda yapilan ilk protokoller iyi
gelistirilememistir. 1983 yilinda OECD rehberi yeniden diizenlenmis ve yine ayni
yil Birlesik Krallik Cevresel Mutajenite birligi kendi Onerilerini yaymlamigtir
(Kirkland, 1998).

Giiniimiiz KA calismalarinda periferal lenfositler indiiklenmis KA’y1 gdsterebilme
yetenegi ve bazi kimyasallarin biyotransformasyonlarini iceren kalitimsal metabolik
aktiviteleri sebebiyle yaygin olarak kullanilmaktadir (Kirkland, 1998). Bu hiicreler
ayrica doku kiiltiiriinde kolay ¢ogaltilabilir, kolay elde edilebilir ve test analizlerinde

tiim viicuda dagilabilirler (Tucker, 1996).

Kimyasal maddelerin bircogu, hiicreler DNA replikasyonunu tamamlarken etkisini
gosterdiginden kromozomal anomaliliklerin olusumunu gozleyebilmek icin, test
asamasinda kimyasal madde uygulanmasindan sonra gegen siirenin iyi ayarlanmasi

gereklidir (Evans, 1976). Kimyasal maddenin uygulanmasiyla %50/%80 diizeyine
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cikan sitotoksisite sebebiyle hiicrelerin muameleden sonra bir buguk hiicre dongiisii
gecirmesi uygundur. Bu sebeple hiicre dongiisii iizerinde etkileri bulunmayan test
kimyasallar1 i¢cin muameleden 8-12 saat sonrasina yani ilk metafaz asamasma kadar
hiicre kiiltiiriine devam edilmelidir (Kirkland, 1998). Cogalan hiicreler, tubulin
polimerizasyonunu bozan Colcemid veya kolsisin gibi maddeler sayesinde metafaz
asamasinda tutulur. Bu evrede yapisal ve sayisal kromozom anormallikleri rahat

gozlenebilmektedir (Albertini, 2000).

2.2.2.2. Mikroniikleus testi

Mikroniikleuslar hiicrenin mitoz béliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan ve kardes cekirdek
olusumuna dahil olmayan, tam kromozom veya asentrik kromozom fragmentlerinden
koken alan olusumlardir (Sekil 2.2)(Fenech, 1993, Demirel ve Zamani, 2002). Bu
olusumlar sponton olarak veya genotoksik ajanlara maruz kalinmasi sonucunda
meydana gelir. Fiziksel veya kimyasal 6zelliklere sahip olabilen genotoksik ajanlar
etkilerini gosterdikleri hiicrelerde klastojenik veya andjenik tahripler meydana getirir

(Yilmaz, 2008).

Andjenik etki goOsteren ajanlar kinetokor proteinlerinde, ig iplik¢iklerinde ve
sentromerlerde fonksiyon bozukluklarina yol agarak esit olmayan kromozom
dagilimi veya anafazda bir kromozomun biitiiniiyle yok olmasina neden olurlar.
Klastojenik etki goOsteren ajanlar ise DNA kiriklarina sebep olarak asentrik
kromozom fragmentlerinin olusumunda rol oynarlar. Bu nedenle mikroniikleus testi
hiicrelerde hem andjenik hem klastojenik etkilerin bir arada degerlendirilmesine

olanak veren bir biyomarkerdir (Fenech, 1993).

Insan hiicrelerinde DNA hasarlarmin kromozom seviyesinde giivenilir olarak
degerlendirilmesini  saglayan mikroniikleus yontemi c¢ok sik bir bi¢cimde

kullanilmaktadir (Fenech, 1993).
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Sekil 2.2. Mikronukleusun klastojenik veya andjenik etkilerle meydana gelisi (Fenech 1993)

Mikroniikleus testi 1950’lerde bitki hiicrelerinde kromozom hasarinin 6l¢iilmesinde,
1970’lerde hayvan hiicrelerinde ve daha sonra Haddle ve arkadaslar1 tarafindan
kiiltiire edilmis insan lenfositlerinde kimyasal karsinojenlerin belirlenmesine yonelik
bir test olarak kullanilmaya baslanmistir (Demirel ve Zamani, 2002). Kiiltiire alinmis
hiicrelerde boliinmenin gerceklestigini saptamak giic oldugundan kabul gormesi
yavas olmustur. 1985’de Fenech ve Morley tarafindan mikroniikleus yonteminde
sitokinezi durdurmak iizere sitokalasin B (CytB) adli kimyasalin kullanilmasiyla ilk
boliinmesini gecirmis mitotik hiicrelerin iki ¢ekirdekli goriintiilerinin taninabilmesi
bu sorunu ¢ozmiistiir. Bu metot kiif mantarlariin metabolitlerinden biri olan CytB
ile mitoz gegiren hiicrelerde sitokinezi durdurma esasina dayanmaktadir (Demirel ve
Zamani, 2002, Tiirkez, 2007). Plazma membraninda bulunan yiiksek molekiiler
agirliga sahip bazi kompleksler aktin polimerizasyonunu ve dolayisiyla
mikrofilamentlerin bir araya gelis siirecini tetikler. Mikrofilamentlerin bir araya
gelmesi sitokinezin baslangicit demektir. CytB mikrofilament aktivitesini inhibe eder
(Tiirkez, 2007). CytB’nin kullanilmasiyla sitoplazma bdliinmesi tamamlanamazken
karyokinez gerceklesir ve iki c¢ekirdekli hiicreler olusur (Fenech, 1993, Yilmaz,
2008). Mitozun anafazinda ig ipliklerine baglanamamis kromozomlar ve asentrik
kromatitler kutuplara cekilemez ve bu yapilar ayni sitoplazma icerisinde niikleustan
ayr1 olarak membranla c¢evrili bir yap1 olusturur (Yilmaz, 2008). Bu yapilarin
sayisindaki artig, cesitli ajanlarin hiicrelerde olusturdugu genotoksik etkilerin bir

gostergesidir (Korkmaz, 2005).
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2.3. Schiff Bazlar1 Uzerine Yapilan Genotoksik Calismalar

Ik kez 1864 yilinda Alman kimyaci H. Schiff tarafindan elde edilen Schiff bazlar1
1930 yilinda Pferiffer tarafindan ligand olarak kullanilmistir (Turan, 2003). Schiff
bazlarinim antimikrobiyal, antifungal, antitumoral, antitubercular gibi biyolojik
Ozelliklerini arastirilmasinin yani1 sira bu bilesiklerin toksik ©zelliklerini igceren

caligmalar da mevcuttur.

Dillion ve ark. (2000) tarafindan [Cr(salen)(OH,),]* ve cis—[Cr(phen)z(OH2)2]3+ imin
kompleksleri ile yapilan bir caligmada in vitro olarak MN oramni 13.6 ve 3.3
MN/1000 BN hiicre/umol Cr olarak artirdigi bulunmus ve bu bilesiklerin yiiksek

genotoksik dzellikleri bulundugu rapor edilmistir.

Vijayalakshmi ve ark.’nin (2000) yaptig1 bir ¢caligmada Cr igerikli Schiff bazlarinin
dana timus DNA’s1 iizerine etkileri arastirilmistir. Bu komplekslerin timusdan elde
edilen DNA’nin on bazlik bolgesini absorblama yeteneginde oldugu, basit zincir

plazmit DNA’sin1 ise pargaladig: bildirilmistir.

Vaidyanathan ve ark (2005) ve Sabolova ve ark. (2010) bu yayina benzer yaptiklar:
calismalarda Cr komplekslerinin dana timus DNA’s1 iizerinde hasar olusturdugunu

yinelemislerdir.

Ispir ve ark. (2008) farkli Schiff bazi ligandlar1 ve bunlarin metal komplekslerinin
genotoksik etkilerini Ames testi Salmonella typhimurium bakterisi TA 98 ve TA 100

suslar1 tizerinde ¢aligmiglar ve mutajenik etkilerinin oldugunu ortaya koymuslardir.

Titimer ve ark. (2008) H,L; HoL, ve HoLs schiff bazhi ligandlarmin ve onlarin Schiff
bazl1 Coll, Felll, Rulll kompleklerini sentezleyerek Salmonella typhimurium TA 98
ve TA 100 suslarinda S9 enzimleri varliginda ve yoklugunda calismiglar ve bu
ligandlardan H,L;-H,Ls’tin TA 100 susu H,L;-H,L,’nin TA 98 susu iizerine
mutajenik oldugunu fakat H,L3’iin ise TA 100 susu iizerinde etkisinin olmadigini

tespit etmislerdir.
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Saleh ve ark. (2011) N-(8-kuinoil)salisilaldimin (HLI) ve N-(8-kinoil)napthaldimin
(HL?) ligandlarindan tiirevli Ni(II) ve Fe(III) Schiff baz1 kompleksleri ile yaptiklari
bir ¢alismada bu bilesiklerin metal iyon selatlama 0zelliginden dolay: klastojenik
oldugu ve rat kemik iligi hiicrelerinde kromozom anomaliliklerini artirdigi

saptamiglardir.

Kara ve ark. (2011) ONNO igerikli azometin ligandlar1 ile ames testi izerinde yaptig1
calismada bu ligandlarin ve bunlarin metal komplekslerinin TA 98 ve TA 100

suslarinda muhtemel genotoksik oldugunu sdylemislerdir.

Eisha ve ark. (2004) sulfametaoksazolun insan periferal kan lenfositlerinde kardes
kromatid degisimi ve mikronukleus testleri lizerinde denemisler ve her iki testte de
10 ile 500 pg/mL arasinda klastojenik ve andjenik olarak primer DNA hasarina sebep

oldugunu, sitostatik ve sitotoksik etkilerinin oldugunu bildirmislerdir

Ortiz ve ark. (2011) 48 saat kiiltiire ettikleri lenfositlerde 25 ila 100 pg/mL
konsantrasyonlarda trimetoprim uygulamislar ve bu maddenin kardes kromatid
degisimlerini ve mikronukleus sayisimi artirdifini ve insan lenfositleri iizerinde

genotoksik etkilerinin bulundugunu rapor etmislerdir.

8-hidroksikinolinin genetik toksisitesi in vitro denemelerde uygulanmis ve

nonkarsinojenik olarak bildirilmistir (Paersh 2011).



BOLUM 3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Bu arastirmada Cd igerikli Schif baz1 di 8 hidroksikinolin di tiyosiyanat [ Cd(8-Q).
(SCN),] genotoksik etkilerini incelemek amaciyla insan periferal kan Kkiiltiirii
kullanilmistir. Test materyali i¢in kullanilacak olan periferik kan, sigara, alkol ve ilag
kullanmayan, herhangi bir saglik problemi olmayan 24-25 yaslarinda iki bayan ve iki

erkek dondrden saglanmustir.
Test materyali olarak [Cd(8-Q), (SCN),] etken maddesi Sakarya Universitesi Fen

Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii Organik Kimya laboratuvarinda sentezlendikten
sonra kullanilmistir. [Cd(8-Q), (SCN).]’1n kimyasal yapis1 Sekil 3.1°de sunulmustur.

Sekil 3.1. Cd(8Q),(SCN), bilesiginin kimyasal yapis1
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Calismada kullanilan diger maddeler; Mitomisin-C (A2190.0002) AppliChem’den ,
Kolkisin (Katolog No: C 9754 ) Sigma, Sitokalasin B (Katolog No: 14930-96-2 ),
Heparin (Katolog No:100467411), Giemsa (Katolog No: 10920CI), Etil alkol
(Katolog No: 64-17-5) Kimetsan’dan, Metanol (Katolog No: 1.06008.2500), KCL
(Katolog No: 104936) Asetik asit (Katalog No:1000562500) Merck’den, Kromozom
medium B (Katolog No: F 5023), DPX (Katolog No: 44581) Biochrom’dan

alimustir.

3.2. Metod

3.2.1. Kromozomal anormallik testi

Saglikli sigara igmeyen 24-25 yaslarinda iki bayan ve iki erkek dondrden aliman
periferik kan kullanilarak lenfosit kiiltiirleri hazirlanmistir. Bireylerden alman 0,2
mL‘lik periferik kanlar 1/10 oraninda heparinize edilerek, steril sartlarda 2,5 mL’lik
besiyerine (Kromozom medium B) ekilmistir. Bu islem sonunda kiiltiir tiipleri, 37
°C’deki inkiibatorde 72 saat inkiibasyona brrakilmistir. Kiiltiir siiresinin
baslangicindan 24 ve 48 saat sonra [Cd(8-Q), (SCN),] bilesiginin Onceden
belirlenmis olan 1, 2, 4, 6, 8 pg/mL’lik dozlar1 kiiltiir ortamina ilave edilmistir.
Ayrica bir pozitif (MMC, 0,20 pg/mL), bir negatif (distile su) ve birde coziicii
kontrol (%50 DMF) kullanilmistir. Daha sonra Kkiiltiiriin 70. saatinde her bir tiipe,
0,06 pg/mL olacak sekilde kolkisin ¢ozeltisi ilave edilerek hiicrelerin 2 saat boyunca

inkiibatorde kolkisin ile isleme tabi tutulmasi saglanmustir.

72 saatlik inkiibasyon sonunda tiipler 1200 rpm’de (dakikadaki devir sayisi) 10
dakika santrifiij edildikten sonra {iistte kalan sivi (slipernatant) atilmistir. Tiipiin
dibinde kalan ve hiicreleri iceren 0,5-0,7 mL’lik kismi vorteks yardimiyla iyice
karistirilarak homojen bir sekilde dagitilmistir. Daha sonra tiiplere, her bir tiipe 5 mL
olacak sekilde 37 °C’de bekletilen hipotonik soliisyondan (0,075 M KCI) vorteks
tizerinde damla damla ilave edilmistir. Tiipler 37 °C’de 30 dakika bekletilmistir. Siire
sonunda 1200 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ve siipernatant atildiktan sonra,
onceden hazirlanan ve buzdolabinda sogutulan 3:1 oraninda metanol:asetikasitten

olusan fiksatif, tiiplere vorteks ilizerinde damla damla her tiipe 5 mL olacak sekilde
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ilave edilmistir, ve buzdolabinda 45 dakika bekletilen tiipler, siire sonunda 1200
rpmde santrifiij edilmis ve siipernatant kismu atilmistir. Fiksatifle yikama islemi 3

kez tekrarlanmustir.

Son fiksasyondan sonra tiipiin dibinde kalan 0,5-0,7 mL’lik ¢okelti pipetajla homojen
hale getirilmistir. Pastor pipetine ¢ekilen ¢okelti, onceden 1IN HNO;s (Nitrik asit)’te
temizlenmis ve % 70’lik etil alkolde buzdolabinda bekletilen nemli lamlar iizerine
15-20 cm yiikseklikten farkli alanlara gelecek sekilde damlatilmistir. Bu sayede
hiicrelerin patlatilmalar1 ve kromozomlarin dagilmalar1 saglanmistir. Hazirladigimiz

bu preparatlar 24 saat oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.

3.2.2. Mikronukleus testi

Mikroniikleus (MN) testi icin, lenfosit kiiltiirlerinin hazirlanmas1 amaciyla saglikls,
sigara icmeyen 24-25 yaslarinda iki bayan ve iki erkek bireyden alinan ve 1/10
oraninda heparinize edilmis 0,2 mL periferik kan, steril sartlarda 2,5 mL’lik besi
yerine (Chromosome Medium B) ekilmistir. Ekimi takiben tiipler, 37 °C’deki
inkiibatore yerlestirilerek, burada 72 saat inkiibasyona birakilmistir. Kiiltiir siiresinin
baslangicindan 24 saat sonra (48 saat muamele olacak sekilde), Cd di 8-
hidroksikinolin ditiyosiyanat 1, 2, 4, 6, 8 pg/mL’lik dozlar1 Kkiiltiir tiiplerine
ekilmistir. Uygulamada bir negatif, bir pozitif kontrol (MMC, 0,20 pg/mL) ve bir
¢oziicii kontrol (%50 DMF pg/mL) kullanilmistir. Sitokinezi bloke etmek igin,
inkiibasyonun 44. saatinde kiiltiir ortamina 5,2 pg/mlolacak sekilde sitokalasin B
ilave edilmistir. Tiipler, inkiibasyon siiresi tamamlandiginda 1000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilmis ve ardindan iistte kalan siipernatant atilmistir. Tiipiin dibinde kalan
ve hiicreleri ihtiva eden 0,5-0,7 mL’lik kismi vorteks yardimiyla homojenize
edilmistir. Sonraki asamada tiiplere, vorteks iizerinde her bir tiipe 5 mL olacak
sekilde o©Onceden hazirladigimiz 4 °C’de bekletilen 0,075 M KCl hipotonik
soliisyondan damla damla ilave edilmis ve sonra tiipler buzdolabinda 5 dakika
bekletilmistir. Siire bitiminde tiipler etiivden c¢ikarilarak, 1000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilip sitipernatant atilmigtir. Daha sonra tiiplere, dnceden buzdolabinda
sogutulan soguk fiksatif (3:1 oraninda metanol:asetik asit) yine her tiipe 5 mL olacak

sekilde vorteks ilizerinde damla damla ilave edilmis ve buzdolabinda 15 dakika
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bekletilmistir. Soguk fiksatifle yikama islemi toplam ii¢ kez gerceklestirilmis ve her

fiksasyon isleminden sonra tiipler buzdolabmda 5 dk bekletilmistir.

Sitoplazmalarin korunmasi amaciyla {giincii fiksatife % 1’lik  formaldehit
eklenmistir. Son santrifiij isleminden sonra tiiplerdeki siipernatant atilmig, geriye
tipiin dibinde kalan 0,5-0,7 mL’lik ¢okelti pipetaj yapilarak homojen hale
getirilmistir. Daha Onceden 1 N HNO; (Nitrik asit)’te temizlenmis ve % 70’lik
etilalkolde buzdolabinda bekletilen nemli lamlar iizerine, bu siispansiyon 10-15 cm
yiikseklikten pastor pipeti ile farkli alanlara damlatilarak yayilmasi saglanmustir.

Hazirladigimiz bu preparatlar 24 saat oda sicakliginda kurumaya birakilmislardir.

3.2.3. Preparatlarin boyanmasi

Kromozomal anormallik ve mitotik indeks i¢in; preparatlar kuruduktan sonra
Sorensen tamponu ile hazirlanmis % 5°lik Giemsa ile (pH=6,8) 15-20 dakika, MN
preparatlar1 13- 14 dakika boyama islemi yapilmistir. Giemsa boyasindan ¢ikarilan
preparatlar, saf sudan gecirilerek fazla boyanin akmasi saglanmis ve dik bir sekilde
kurumaya brrakilmigtir. Oda sicakliginda kurutulan preparatlar, DPX ile daimi hale

getirilmis ve mikroskobik incelemeye alinmistir.

3.2.4. Kromozom anormalliklerinin ve mitotik indeksin saptanmasi

Kromozom anormalliklerinin (KA) saptanmasinda, her bir uygulama i¢in
kromozomlar1 iyi dagilmis olan 100’er metafaz plag: (2 disi ve 2 erkek toplam 400
metafaz) degerlendirilmistir. incelenen toplam hiicre i¢indeki anormal hiicrelerin
yiizdesi ve hiicre basma diisen kromozom anormalligi sayis: belirlenmistir. Mitotik
indeksin (MI) saptanmasinda ise; tiim uygulamalar icin hazirlanan preparatlardan
3000’er hiicre (2 disi ve 2 erkek toplam 12000 hiicre) degerlendirilmistir. Mitotik
indeks, boliinen hiicre sayisinin toplam hiicre sayisma orani yiizde cinsinden

hesaplanarak belirlenmistir.
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3.2.5. Mikroniikleus frekansi ve niikleer boliinme indeksi saptanmasi

Disi ve erkek bireye ait her bir preparattan 1000 tane (toplam 4000 tane) biniikleat
hiicre degerlendirilmis ve hiicre basina diisen MN sayis1 (MN/hiicre = MN frekansi)
belirlenmistir. Niikleer boliinme indeksinin belirlenmesinde ise, her bir donérden 500
hiicre (2 disi ve 2 erkek toplam 2000 hiicre) degerlendirilmistir. Hiicreler 1, 2, 3, 4
cekirdekli hiicreler seklinde sayilmig niikleer boliinme indeksi
IX(IN)+2x(2N)+3x(3N+4N)/n (n incelenen toplam hiicre sayis1) formiili ile

hesaplanmigtir.

3.2.6. istatistiksel analizler

Bu caliymada, anormal hiicre frekansi, hiicre basimna diisen kromozom anormalligi,
mitotik indeks, mikroniikleus frekansi, niikleer boliinme indeksi icin doz-etki
iliskisini ortaya koymak amaciyla SPSS 20.0 bilgisayar programiyla regresyon
analizi uygulanmustir. Regresyon grafik ¢izimleri Microsoft Excell 2007 kullanilarak

cizilmistir.

Deney gruplarindaki kromozomal anormallikler, mitotik indeks, mikroniikleus
frekansinin ve niikleer boliinme indeksinin kontrol gruplar: ile farkhilik gosterip

gostermediginin belirlenmesinde z dagilim testi kullanilmastir.



BOLUM 4. BULGULAR

4.1. Cd(8Q)2(SCN), Schiff Bazi Kompleksi Uygulamasinin Kromozom

Anormallikleri ve Mitotik indeks Uzerine Etkisi

Cd (8Q)2 (SCN), Schiff Baz1 Kompleksinin 1, 2, 4, 6 ve 8 pg/mL’lik dozlarinin insan
lenfosit kiiltiiriiyle muamelesi sonucunda kromatid kirigi, fragment, kromozom kirigi
disentirik kromozom, kromatid degismesi ve endoreduplikasyon olusumuna neden
oldugu belirlenmistir (Tablo 4.1, 4.2., Sekil 4.1- 4.3.). 24 saat ve 48 saat siireyle
uygulanan analizler, anormal hiicre yilizdesinin ve hiicre basina diisen
anormalliklerin, hem negatif hem de ¢6ziicii kontrole gore arttigin1 gostermistir. 24
saat anormal hiicre yiizdesinde ve hiicre basina diisen anomalilikler 4 pg/mL dozdan
itibaren istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Tablo 4.1). 48 saat siireyle
uygulanan analizlerde ise anormal hiicre yiizdesi ve hiicre basina diisen anormallik
ise 2 pg/mlL’lik dozundan sonra anlamlidir (Tablo 4.2.). 48 saat siireyle 6 ve 8 pg/mL
uygulanan dozlarda toksisite sebebiyle diisiik oranda hiicre boliinmesi olmus ve
saymm yapilamamustir. 24 ve 48 saat siireyle uygulanan ila¢ muamelesi sonucunda
anormal hiicre yiizdesinin ve hiicre basina diisen anomalilik artislar1 doza baghdir.

(Sekil 4.4-4.7) (24 saat sirasiyla r=0,96, r=0,96; 48 saat sirastyla r=0,97, r=0,98)



Tablo 4.1 Cd (8Q), (SCN), Schiff Bazi Kompleksinin 24 saat Siire ile Uygulamasinda In vitro Insan Lenfosit Kiiltiirlerinde Olusturdugu Kromozom Anormallikler ve Mitotik Indeks

Test maddesi Uygulama Anomalilikler Anormal KA/Hiicre Mitotik Indeks
Siire Doz Kk [Kzk| F | Dk | Kd | Er Huc(f,‘;SH + SHY Stire (%)
Kontrol 24 saat 0,00 pg/ml 5 1 1,50£1,18 0,015+0,006 8,48+0,003
Coziicti Kontrol 24 saat % 50 viv 5 1 1,50+1,18 0,01540,006 8,03+0,002
Pozitif Kontrol 24 saat 0,20 pg/ml 57 7 24 1 8 21,50+2,05 0,2425+0,214 3,31+0,002
Cd(8Q)(SCN), | 24 saat 1,00 pg/ml 8 2 3 1 3,25+1,68 0,035+0,009 7,28+0,002%+
2,00 pg/ml 7 2 4 1 3,00+1,62 0,035+0,009 6,65+0,002*++
4,00 pg/ml 17 2 17 1 1 | 6,50£2,19%++ 0,09540,014*++ 5,55+0,002%++
6,00 pg/ml 27 4 10 1 9,00£2,40%++ 0,105+0,015%++ 4,53+0,002%++
8,00 pg/ml 26 3 18 8,75+2,38%++ 0,1175+0,016%++ 3,73+0,002*++

Anormal Hiicre %’si ve KA/Hiicre Degerlendirilmesinde her uygulanan dozda 400 metafaz hiicre kromozomu incelenmistir. MI i¢in 12000 hiicre sayilmistir. Ktk: Kromatid kirii,
F: Fragment, Kzk: Kromozom kiri1g1, Dk: Disentrik kromozom, Kkb: Kardes kromatidlerde birlesme, Ktd: Kromatidlerde degisme, KA: Kromozomal anormallik

*Kontrole gore p<0.001
+Coziicii kontrole gore p<0.01

++Coziicii kontrole gore p<0.001

8¢



Tablo 4.2. Cd (8Q), (SCN), Schiff Baz1 Kompleksinin 48 saat Siire ile Uygulamasinda In vitro Insan Lenfosit Kiiltiirlerinde Olusturdugu Kromozom Anormallikler ve Mitotik

indeks
Test maddesi Uygulama Anomalilikler Anormal KA/Hiicre Mitotik Indeks
Siire Doz Kk | K&k | F | Dk | Kd | Er Huc(r; ;—'SH + SH Stire (%)
Kontrol 48 saat 0,00 pg/ml 8 2,00+£1,35 0,0200+0,007 8,13+0,002
Coziicti kontrol 48 saat % 50 vIv 8 2 2,50+1,50 0,0250+0,008 6,15+0,002%*
Pozitif kontrol 48 saat 0,20 pg/ml | 111 18 28 1 25 40,75+5.06 0,4575+0,024 1,9040,007
Cd(8Q),(SCN), 48 saat 1,00 pg/ml | 10 6 1 3,50+£1,73 0,0425+0,010 5,90+0,002%*
2,00 pg/ml | 21 3 10 7,25+2,26%+ 0,0825+0,013*+ | 4,83+0,002%+
4,00 pg/ml | 26 1 15 2 9,75+2,43%+ 0,1100+0,016*+ | 2,13+0,001%+
6,00 pg/ml Toksik Toksik Toksik 1,00+0,001*+
8,00 pg/ml Toksik Toksik Toksik 0,40+0,001*+

Anormal Hiicre %’si ve KA/Hiicre Degerlendirilmesinde her uygulanan dozda 400 metafaz hiicre kromozomu incelenmistir. MI i¢in ise12000 hiicre sayilmistir. (6 ve 8 pg/ml
dozlarda 4000 hiicre bulunabilmistir.) Ktk: Kromatid kirigi, F: Fragment, Kzk: Kromozom kirig1, Dk: Disentrik kromozom, Ktd: Kromatiddegisimi, KA: Kromozomal anormallik

*Kontrole gore p<0.001

+Coziicii kontrole gore p<0.001

6¢
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Sekil 4.1. Cd (8Q), (SCN), uygulamastyla insan lenfositlerinde olusan kromozomal anormallikler. a ) Kromatid
kinig b) Fragment



Sekil 4.2. Cd (8Q), (SCN), uygulamastyla insan lenfositlerinde olusan kromozomal anormallikler.
a )Kromozom kirig1 b) Kromatid degismesi

31
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Sekil 4.3. Cd (8Q), (SCN), uygulamastyla insan lenfositlerinde olusan kromozomal anomalilikler a. Disentrik
kromozom b. Endoreduplikasyon
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Sekil 4.4. Cd (8Q), (SCN), Schiff Bazi Kompleksinin 24 saat uygulamasinda in vitro insan lenfositlerinde
anormal hiicre yiizdesi doz etki iliskisi
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Sekil 4.5. Cd (8Q), (SCN), Schiff Baz1 Kompleksinin 24 saat uygulamasinda in vitro insan lenfositlerinde hiicre
basina diisen kromozomal anormallik doz etki iliskisi
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Sekil 4.6. Cd (8Q), (SCN), Schiff Baz1 Kompleksinin 48 saat uygulamasinda in vitro insan lenfositlerinde
anormal hiicre yiizdesi doz etki iliskisi
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Sekil 4.7. Cd (8Q), (SCN), Schiff Baz1 Kompleksinin 48 saat uygulamasinda in vitro insan lenfositlerinde hiicre
bagina diisen kromozomal anormallik doz etki iliskisi

24 saat ve 48 saat doz muamelesinde mitotik indeks kontrol ve coziicii kontrole
kiyasla doza bagh (swrasiyla r= -0,99 ve -0,97) ve istatistiksel olarak anlamli bir
azalma gostermistir (Sekil 4.8, 4.9.)(Tablo1-Tablo2)
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Sekil 4.9. Cd (8Q), (SCN), Schiff Bazi Kompleksinin 48 saat uygulamasinda insan lenfosit kiiltiiriinde mitotik
indeks ylizdesinin doza bagh iliskisini gosteren grafik
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4.2. Cd(8Q)2(SCN); Schiff Bazh Kompleksi Uygulamasinin Mikronukleus (MN)
ve Niikleer Boliinme indeksi Uzerine Etkisi

Cd(8Q)2(SCN), Schiff Bazli Kompleksinin biitiin uygulama gruplarinda,
mikronukleus tasiyan biniikleatlarin sayisinda kontrol ve ¢oziicii kontrole gore artis
gozlenmistir (Tablo 4.3.) Doza bagh artis gdsteren mikronukleus frekansi (r=0.97),
sadece 4 ng/ml dozda istatiksel olarak anlamhidir (Sekil 4.11). En yiiksek iki doz ise
toksik etki gostermistir. NBI'da en yiiksek iki doz kontrole gore anlamli bir azalis

gosterirken niikleer boliinme indeksinde doza bagli bir azalma gozlenmistir.

Tablo 4.3. Cd(8Q),(SCN), insan lenfositlerinde mikroniikleus frekanslar1 ve niikleer boliinme indeksi iizerine

etkisi

BN hiicreler
Uygulama iginde
Sayilan mikroniikleus Niikleer
Test maddesi biniikleat frekanslari MN+SH boliinme
Hiicre (%) indeksi+SH
Siire Doz Sayisi 1 2 3 (NBD
(saat)
Kontrol 48 0,00 pg/ml 4000 27 0,675+0,001 1,85+2,80
Coziicti kontrol 48 %50 viv 4000 35 0,875+0,001 1,72+2,40
Pozitif kontrol 48 0,20 pg/ml 4000 208 5 3 | 5,825+0,010 1,30%1,30
Cd(8Q),(SCN), 48 1,00 pg/ml 4000 37 0,925+0,002 1,74%£2,50
2,00 pg/ml 4000 37 0,925+0,002 1,57£2,10
4,00 pg/ml 4000 51 1 1,325+0,002%* 1,25+£1,25
6,00 pg/ml Toksik Toksik Toksik 1,08+0,60*
8,00 pg/ml Toksik Toksik Toksik 1,02+0,30*

MN degerlendirilmesinde her uygulama grubu i¢in 4000 binukleat hiicre, NBI i¢cin 2000 hiicre incelenmistir.

*Kontrole gore p<0.05

**Kontrole gore p<0.01
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10 pm

Sekil 4.10. Cd (8Q), (SCN), uygulamasiyla insan lenfositlerinde olusan bir mikronukleuslu binukleat
hiicre
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Sekil 4.11. Cd (8Q), (SCN), Schiff Bazli Kompleksi uygulamasiyla insan lenfosit kiiltiiriinde mikronukleus
frekansinin doza bagh iliskisi
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Sekil 4.12. Cd(8Q)»(SCN), Schiff Bazli Kompleksi uygulamasiyla insan lenfosit kiiltiiriinde niikleer bolinme
indeksinin doza bagli iliskisi



BOLUM 5. TARTISMA

Amin ve aldehitlerden tiirevlenen Schiff bazlar1 azometin nitrojeni vasitasiyla metal
iyonlarinmm koordine eden Onemli bir ligand smifidir (Sinha, 2007). Schiff bazi
ligandlar1 C=N bagmin hidrojenasyonu vasitasiyla metal iyonlar1 ile daha kolay
koordine olurlar. Bu bilesiklerin metal iyonlar1 ile koordinasyonu aktivitelerini
artirmaktadir (Kara, 2011). Bazi1 Schiff bazlarinin antitimor ve antibakteriyel
aktiviteleri eser gecis metalleri ile selatlanma yetenegi ile yorumlanir (Bukchari,
2002). Bir ilacin gelistirilmesinde ve izlenmesinde molekiillerin hiicre zarindan
gecmesi onemlidir. Ilaclarin hiicre duvarindan pasif gecisi onun lipofilitesiyle
alakalidir (Musiol 2006). Bazi bilesiklerin hiicre gecirgenligini artirmak amaciyla
Schiff bazi olarak yeniden koordine edilmesi bu bilesiklerle yapilan antikanser ve
antituberkiiler calismalarinda olumlu sonuglar vermistir (Sinha, 2007; Patole, 2006).
Bu sebeplerle son yillarda Schiff bazlarina olan ilgi artmakta ve ¢ok sayida Schiff

bazi1 kompleks sentezlenmektedir.

Bean ve arkadasalrinin (1985) Salmo gairdneri ile yaptiklar1 caliyjmada 1mg/L
konsantrasyondaki suya maruz birakilan kinolinin hizli bir sekilde metabolize
oldugunu ortaya koymuslardir. 48 saat muamelenin ardindan kinolin metabolitleri
%60 tizerinde safra kesesinde birikmistir. Hidroliz iiriinleri olarak hidroksikinolin ve
kinoliethiol olusmustur ve hidroksi formlar1 glukoronide olarak safra kesesine
gecmektedir. Kinolin metabolitlerinin 48 saat sonra safra kesesi, kas, mide, gozler,

karaciger, solungaclar ve bobrekte bulunmustur.

Birkholz ve ark. (1989) tarafindan Salmo gairdneri iizerinde yapilan bir baska
caligmada ise 1 mg/L olarak biyokonsantre edilmis 6,7 dimetilkinolin ve 6,8
dimetilkinolin bilesigi 69 ve 96 saatte safra, karaciger ve kasda 0,54 ve 0,48 ng/g

dozlarda bulundugu rapor edilmistir.
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6,7 DMQ bilesigi organizmada glukoronit veya siilfat konjugasyonuna ugrayarak 7-
hidroksimetil-6-metilkinoline =~ ve  6-hidroksimetil-7-metilkinoline  transforme
olmuslardir. Uygulanmada 7,5 saat sonrasinda bu metabolitlerinin miktarinin safrada
500pg/g diistiigli ve 69 saat sonra ise tam anlamiyla metabolize oldugu bildirilmistir.
6,8-dimetilkinolinin (6,8-DMQ) ise Img/L uygulamasinin 63 saat sonra safra
karaciger kas ve govdede 4.0, 0.67, 0.49, ve 3.2 pg/g bulundugu bildirilmistir.

Bu bilesigin 6, 8-dimetil-5-hidroksikinolin, 6,8-dimetil-7-hidroksikinolin, 6,8-
dimetil-3-hidroksikinolin ve 6-hidroksimetil-8-metilkinolin gibi temel metabolitleri
ise yine siilfat ve glukoronid konjugasyonuyla olusmaktadir. Bu uygulamadan sekiz
saat sonra metabolitlerin ana konsantrasyonu safrada 1278 ng/g iken 63 saat sonra

tam anlamiyla metabolize olmaktadir.

Su ve arkadaslar1 (2007) telomeraz inhibitorii olarak bilinen, farelerde antitiimor
aktivitesi kanitlanmig SYUIQ-5 (N'-(10H-Indolo [3, 2-b] kinolin-11-y1)-N,N-dimetil-
propan-1, 3-diamin)’in ratlar iizerinde farmokokinetigini ve metabolizmasmi
incelemiglerdir. 0.1, 5 or 10 mg/kg dozlar ile 5 giin yapilan ¢aligmalar siirecince 10
mg/kg dozda CYP1A1/2 ve CYP3A1/2 P450 enzimlerinin aktivitelerinin arttigi
yalmiz CYP2E1 ve CYP2B1/2 enzimlerinin aktivitesinde bir degisme olmadig1 rapor
edilmistir. SYUIQ-5 rat karaciger mikrozomlar1 tarafindan N-demetilasyonu ve O-

oksijenasyonu ile en az iki metabolite ayristirilmaktadir.

Kinolin maddesi rat ve farelerde hepatokarsinojen olarak bilinir ve rat karaciger
mikrosomlarinin inkubasyonun ardindan bakterilerde iyi bilinen mutajendir. Reign
ve ark. (1996) insan ve rat kaarcigerinde kinolin metabolizmasimi igeren Ozel
sitokrom P450 enzimleri cDNA ve eksprese edilmis P450 kullanarak
belirlemislerdir. CYP2A6 insan ve karaciger mikrosomlari igerisinde kinolin 1 oksit
formasyonunu iceren en temel sitokrom P450°dir. CYP2AG6 aktivitesi ile kinolin 5-6
diol formasyonu arasinda bir korelasyon bulunmusutr ayni zamanda 5-6 kinolin

epoksit olusumu da gézlenmistir.

Tiyosiyanatin  biyotransformasyonu hakkinda literatirde ¢ok az calisma
bulunmaktadir. Bu ¢aligmalardan birinde tiyosiyanatin oral olarak insan iizerinde

uygulanmas1 sonucunda bu bilesigin viicut tarafindan tam olarak absorbe edildigi ve
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serum yarldanma Omriiniin 3 giin oldugu atilimin biiyiik miktarda bobrekler

tarafindan saglandig: bildirilmistir (Schulz, 1984).

Genotoksisite testleri yeni sentezlenen kimyasallarin ilag, katki maddesi, ve
endiistiriyel materyallerin giivenlik testlerinin ilk ve zorunlu basamagidir (Kara,
2011). Bundan dolayr sentezlenen Schiff bazlarinin biyolojik aktivitelerinin

degerlendirilmesinde bu testler onem arz etmektedir.

Calismamizda 1, 2, 4, 6 ve 8 ng/mL’lik dozlarda uygulamalar yapilmistir. Mitotik
indeks 24 saatlik uygulamada 1 pg/mL’lik dozdan itibaren hem negatif hem de
cOziicii kontrole gore istatistiksel olarak anlamli azalis gosterirken 48 saatlik
uygulamada negatif kontrole gore 1 pg/mL’lik dozdan itibaren, ¢oziicii kontrole gore
2 pg/mL’lik anlamli azalis gostermektedir. Mitotik indeksteki bu azalma
Cd(8Q)2(SCN), maddesinin sitotoksik etkili oldugu anlamina gelmektedir.

Ashby ve ark. (1989) ratlar lizerine yaptig1 in vivo programlanmamis DNA sentezi
denemelerinde oral olarak 200-500 mg/kg olarak kullanilan kinolin dozlarinin
potansiyel mitojenik aktiviteye sahip oldugunu belirtmislerdir fakat 8-

hidroksikinolinin benzer etkiye sahip olmadigi rapor etmislerdir.

Hamoud ve ark. (2005) hem kinolin hem de 8-hidroksikinolin maddelerinin
genotoksisitesini erkek farelerde kemik iligi eritrositlerinde mikronukleus testini
kullanarak denemistir. Kinolin maddesinin 24 saatlik uygulamasinda 50 ve 100
mg/kg kullanilan dozlarda istatistik olarak polikromotik eritrosit hiicrelerinde
mikronukleus sayisinda Onemli bir artis  oldugunu  gozlemlemislerdir.
Hidroksikilnolin maddesi ise 48 saatlik uygulamalarda ise 25 ve 50 mg/kg kullanilan
dozlarda normokromotik eritrositlerin mikronukleus sayisinda istatistiksel olarak
Onemli bir artisa sebep olmustur. Her iki madde i¢in 100 mg/ml uygulanan dozlarda
24 saatlik muamelede sitotoksik etki sebebiyle diisiik boliinme gerceklestigi, hem 48

hem de 72 saatlik uygulamalarda ise dliimciil oldugu rapor edilmistir.

Hakura ve ark. (2007) ise kinolin 3 florokinolin ve 5 florokinolinin erkek rat ve fare

tizerinde yaptig1 caligmalarda 0.5 mmol/kg doz kullanmisg 6 ila 11 giin siire ile
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enjekte etmislerdir ve 5-florokinolin ve kinolin bilesiklerinin MN frekansini artirdigi

fakat 3 florokinolin bilesiginin bir degismeye sebep olmadig: bildirilmistir.

Bizim calismamizin sonuglarinda ise 48 saatlik uygulamada 4 pg/ml dozda
mikronukleus sayisinda kontrole gore anlamli bir artiy olmustur. 6 pg/ml, 8 pug/ml
dozlarda ise 48 saatlik uygulamalarda sitotoksisite sebebiyle diisiik hiicre boliinmesi

gerceklesmistir.

Weisburger ve ark. (1993) kizartilmis ve 1zgara etlerin ylizeyinde bulunan bagirsak
floras1 tarafindan kinolin tiirevlerine doniistiiriillen bilesiklerin kolon kanserinden
sorumlu olabilecegi gerekcesi ile genotoksik etkilerini arastirmiglardir. 7
hidroksikinolinin Ames Salmonella typhimurium TA98 testinde mutajenik oldugu

fakat kolon kanser1 indiikleyicisi olmadig1 rapor edilmistir.

Weyand ve ark. (1993) kinolin ve 5 florokinolin maddesinin mutajenik aktivitesini
belirlemek icin  Salmonella typhimurium TA100 ve rat hepatositlerinde
programlanmamis DNA sentezi testlerinde denemisler ve 5. pozisyondaki flor
atomunun kinolinin detoksifikasyonunu engelledigi i¢in genotoksik potansiyeli
artirdigint aciklamiglardir. Bir ligandin metal iyonlarmin baglanma bolgelerinin

farkli kombinasyonu materyallere farkli 6zellikler yiiklemektedir.

Asakura ve ark. (1997) kinolini F344 ratlarin karaciger hiicrelerinde 200 mg/kg 24
saatlik tek doz uygulamasi veya 25-200 mg/kg dozun 28 giinliik tekrarinin gastrik
intubasyonundan 24 saat sonra incelenmistir. Kinolinin 24 saatlik tek dozunun
kromozom anomalililklerini %22 artirdigin1 uygulamanin 28 giinliik uygulamasi ise
hem kromozom anomalilikleri hem de kardes kromatid degisimini onemli Sl¢iide
artirdigint  aciklamiglardir fakat 8-hidroksikinolinin fare karaciger hiicrelerinde
genotoksik olmadigi rapor edilmistir. Bizim calismamizda Cd(8Q)2(SCN), bilesigi
kromozomal anomalilikleri ve anormal hiicre yiizdesini 24 saat siireli uygulamada 4
ug/ml’lik, 48 saat siireli uygulamada 2 pg/ml’lik dozdan itibaren hem kontrol hem de
coziicli kontrole gore artirmustir. Bu uygulamalarda verilen dozlardan itibaren

Cd(8Q)2(SCN), bilesiginin genotoksik etkili oldugu goriilmektedir.
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Calisma sirasinda en fazla kromatit kiriklarina rastlanmistir. Daha sonra ise sirasiyla
fragmentler, kromozom kiriklari, disentrik kromozomlar ve kromatitlerde degismeler

gozlenmistir. Calismada en az gozlenen anomalilik ¢esidi ise endoreplikasyondur.

Kromatit kiriklar, DNA’da meydana gelen cift zincir kiriklar1 sonucunda olusan ve
tek bir kromatitte gozlenen kiriklardir (Natarajan, 2002). Kromozom kiriklar: ise
kromozomlarin her iki kolunda da gozlenen tamir edilmemis c¢ift zincir kiriklaridir
[Savage, 1993]. Fragmentlerin, kromozom ya da kromatitlerde meydana gelen
kirilmalar ile birlikte u¢ delesyonlar1 sonucunda olustugu bilinmektedir (Yilmaz ve

ark., 2008).

Disentrik kromozomlar, iki kromozom kolunun kirilmas1 ve kirilan yapiskan uclarin
yeniden birlesmesi ile olusur. Bu olusum non-homolog kromozom kollar1 arasindaki
birlesmeyle veya homolog kromozomlarin iki kisa ya da iki uzun kolu arasindaki
birlesmeyle gerceklesmektedir (Therman, 1986). Kromatitlerde degisme, farkli
homolog ciftlerine ait kromozomlarin birbirine temas etmesi ve bu temas noktasinda
bir kopmaya neden olmasiyla meydana gelebilecegi gibi kromozomda bir kopma
sonucu bir uca homolog olmayan kromozomlardan baska bir par¢anin yapismasi
sebebiyle de olusabilir. Kuadrivalent denilen ha¢ goriintiisii kromatitlerde meydana

gelen degisimin bir sonucudur (Kuru ve Ergene, 2011).

Endoreduplikasyonda replikasyon ve kromozom ayrilmasi, c¢ekirdek boliinmesi
olmadan gerceklesir. Metafaz plaginda ise genetik materyal iki kromozom ve dort
kromatitten olusmus yapilar seklinde goriilir (Klug ve Cummings, 2003).
Endoreduplikasyonun olusmasmda ig ipliklerinin bozulmasi, DNA’da meydana
gelen hasarlar veya mitoz boliinmenin anafaz asamasinda kromatid ayrilmasinda
Oonemli gorev alan DNA topoizomerazlarda meydana gelebilecek bozukluklar da

endoreduplikasyonun ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir (Cortes ve Pastor, 2003).

Kadmiyum atomunun DNA zincir kiriklarina ve kromozomal anomaliliklere sebep
oldugu bilinmektedir. Bu etkisini alkilleyici ajanlarin veya UV 151g1nin sebep oldugu
DNA hasarinin onarim siireglerinde DNA metilguanin transferaz enzimin inaktif hale

getirerek gerceklestirmektedir (Hartwig, 1994). Kadmiyumun DNA hasarini
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artirdigini rapor eden bircok ¢alisma vardir (Coogan, 1992, Faverney, 2001). Schiff
bazlar1 ortama O ve N seklinde donor atomlar1 vermeye elveriglidir (Golcii, 2005).
8Q’in bilesigi biyotransformasyonu esnasinda benzer sekilde Cd donor atomu

vermesi muhtemeldir.

Calismamizda ortaya c¢ikan sonucglar kinolin bilesigi ile yapilan c¢aligmalarin
sonuclart ile benzerlik gostermektedir. Cd atomunun 8Q kinolin bilesiginin
detoksifikasyonunu engellemesi veya biyotransformasyon esnasinda donor atomu
gibi davranmasi toksisiteyi artirmig olabilir. Bu mekanizmanin anlagilabilmesi icin
Cd(8Q)2(SCN), maddesi iizerinde biyotransformasyon c¢aligmalarmin yapilmasi

gerekmektedir.

Tiyosiyanatin genotoksik etkilerini benzer sekilde arastiran ¢aligmalar literatiirde
bulunmamaktadir. Cd(8Q)2(SCN), kompleksinin bu maddeyi icermesi sebebiyle

genotoksisitenin nasil etkilenecegi konusunda yorum yapmamiz zorlasmaktadir.

Yapilan bu ¢alisma sonucunda, Cd(8Q), (SCN), insan periferal lenfositlerinde in
vitro sartlarda 24 ve 48 saat siireli uygulamalarda 2, 4, 6, 8 pg/ml olarak kullanilan
dozlarda sitotoksik ve genotoksik etkiler bulunmaktadir. Bu sebeple Cd(8Q)2(SCN),
maddesi veya bu maddenin kimyasal yapisina benzeyen diger bilesikler bu dozlar

araliginda ila¢ hammadesi olarak kullanilmamalidir.

Schiff bazlarmin biyolojik aktivitelerinin tiirevlendigi amin veya keton ve icerdigi
metal atomlarina gore farklilik gostermesinden dolayi literatiirde bulunan veya yeni
sentezlenen diger Schiff bazi komplekslerin genotoksik etkilerinin in vitro veya in
vivo caligmalar ile izlenmesi gerekmektedir. Bu calisma benzer sekilde sentezlenmis
veya  sentezlenecek  Schiff bazi  bilesiklerin  biyolojik  aktivitelerinin

degerlendirilmesinde 6nemli bir kaynak olacaktir.
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