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ARASTIRMA MAKALESI

Antioksidan Maddelerin Mutajenite Uzerine Etkilerinin Ames Testi ile

Incelenmesi

Ayfer Beceren, Betiil Sarikaya, Esref Tatlipinar, Giilden Z. Omurtag, Semra Sardas
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Giintimiizde insan saghginda 6nemli rol oynayan kimyasal
ajanlarin mutajenik etkilerinin gozlem altina alinmasini saglayan
cesitli test sistemleri gelistirilmistir. Bu sistemlerden biri de
Ames testidir. Ames testi ile kimyasallarin mutajenik etkilerinin
belirlenmesi i¢in ¢esitli mutant bakteriler gelistirilmistir. Bunun
icin de Salmonella typhimurium bakterisinin cesitli suslar
kullanilmaktadir. Bu ¢alismada Salmonella/mikrozom Ames
test kiti ile metabolik aktivasyon varliginda ve yoklugunda,
gen mutasyonlarina sebep olan karsinojenik madde olan
2-Aminoflorene karsi antioksidan etkiye sahip Pelargonium
sidoides’in muhtemel antimutajenik etkisinin aragtirilmasi
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amaglanmistir. Yontemde Salmonella typhimurium TA 100 ve
TA 98 suslari ile ¢alistlmistir. TA 100 baz ¢ifti degisimine, TA
98 ise cerceve kaymasina yol agan mutajenlerin belirlenmesi
i¢in kullanilmistir. Deneyler S9’lu ve S9’suz olmak {iizere iki
grup halinde gerceklestirilmistir. Test sonuglarmnin ortalamas:
alinarak, pozitif ve negatif kontrol gruplari ile karsilastirilmis ve
degerlendirilmistir. Calismamizda, Pelargonium sidoides'in TA
100 ve TA 98 suslar1 ile S9 yoklugunda 2-aminofluorene kars:
antimutajenik aktiviteye sahip oldugu (p=0.05) S9 varliginda ise
antimutajenik aktiviteye sahip olmadigi (p<0.05) gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: Ames Testi, antioksidan, Pelargonium
sidoides, S9 fraksiyonu, mutajenisite

GIRIS

Gilintimiizde insanlarda, kalitsal hastaliklarin ve kanser
riskinin onlenmesi amaciyla genetik toksikoloji alaninda
cesitli test sistemleri gelistirilmis ve bu sistemler ile insan
sagliginda 6nemli rol oynayan kimyasal ajanlarin mutajenik
etkileri gozlem altina alinmigtir (1-5). Mutajenite ile
karsinojenite arasindaki iliski anlamli oldugu i¢in karsinojen
maddelerin aragtirilmasinda mutajenite esas alinmaktadir
(6). Mutajenite testlerinin Onemi, yapilan ¢alismalarla da
gozlemlenmistir (7).

1972 yilinda mutajenik etkilerin belirlenmesi amaciyla Dr.
Bruce Ames tarafindan gelistirilen Ames testi giniimiizde
ilaglar, ila¢ ham maddesi olarak kullanilmak istenen test
maddeleri, kozmetikler, gida katki maddeleri gibi insanlarin
kullanimina sunulan ksenobiyotiklerin mutajenitelerinin
saptanmasinda oldukga genis bir uygulama alan: olan hizh
sonug veren ve giivenilir bir bakteriyel test sistemidir (8, 9).

Bu test sisteminde kimyasallarin mutajenik etkilerinin
arastirilmasinda kullanilmak {izere bakteriyel mutantlar
(bakterilerin yagsamasi icin gerekli olan aminoasit tiretimini
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yapan histidin geni mutasyonuna ugratilmis) gelistirilmistir.
Bunun i¢in de Salmonella typhimurium bakterisinin cesitli
suglar1 kullanilmaktadir (TA98, TA100, TA1535 ve TA1537
gibi). Bakterilerde gerekli aminoasitin yani histidinin sentezi
olmadiginda biiyiime olmaz ve koloni formu olusamaz.
Suslar siipheli kimyasal (test bileseni) ile muamele edildikten
sonra histidin tretebilir (his™ * his*) hale gelir ve biiyiiyerek
koloni formu olustururlar (7, 10).

Salmonella/mikrozom testi; kimyasallar ve ¢cevresel 6rnekler
i¢in genis olctide kullanilan bir tekniktir. Yakin zamanda
yaymlanan derlemeler ile cevresel orneklerde yapilan
mutajenite testlerinde teknigin genis 6l¢tide (yiizey sular
(%37), su sedimenti (%41), toprak (%38) ve atmosferik
ornekler) kullanildig: gosterilmistir. Buna ek olarak, cevresel
diizenleyici yasalara yonelik analizler, su kalite izleme
programlari ve etkiye yonelik analizlerde testin kullanimi her
gecen giin artmaktadir.

Ames microplate fluctuation (MPF) testi temelde geleneksel
Ames testi ile ayni ilkelere sahiptir, ama bu test tiirii i¢in
yeni standartlar kurulmustur. Geleneksel Ames testine gore
bir¢ok avantaji vardir ve OECD (Organisation for Economic
Co-operation and Development: Ekonomik Kalkinma ve
Isbirligi Orgiitii) ve FDA (Food and Drug Administration:
flag ve Gida Dairesi) kilavuzlarina uygundur. Ames MPF
testi kit sistemindeki basit protokoller ve otomasyon ile
Salmonella/mikrozom testinin 6nemli bir arag¢ olarak tiim
diinyada etkili kullanimi saglanmaktadir (11).

Kado ve ark. tarafindan 1983 yilinda idrar o6rneklerini
ve siklikla kullanilan ¢evresel Ornekleri test etmek
testinin

icin kullanilan Salmonella/mikrozom

mikrosiispansiyon ~ versiyonu  gelistirilmistir ~ (12).
Bu teknik ile diizenli plak ya da preinkiibasyon testi
karsilastirildiginda daha az 6rnek miktar: yeterlidir. Ames
MPF test kitleri geleneksel Salmonella testinin (13-15) swv1
mikroplak modifikasyonudur. Bu kitlerin kullanilmasi,
madde tiiketimini ve harcanan zamani azaltmakta ve ayni
zaman aralifinda daha ¢ok kimyasali incelenme imkani
saglamaktadir. Kit igeriginde, kullanima hazir medyumlar
ve performans testleri yapilmis Salmonella mikrozom
suglarini (fenotip: uvrB, rfa, Abio, Ampisilin direnci ve his™

genotip sekanslamasi yapilmis) icermektedir.

Bu ¢alisma ile ila¢ gelistirilmesinde preklinik ¢aligmalarda
mutajenite testi olarak yaygin kullanima sahip Salmonella/
mikrozom Ames test kiti ile gen mutasyonlarina sebep olan
karsinojenik madde olan 2-aminoflorene kars1 Pelargonium
sidoides’'in muhtemel antimutajenik etkisinin arastirilmas:
amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Ames testinde, in vitro mutasyonlar sonucu histidin amino
asidini sentezleme yetenegini kaybetmis mutant Salmonella
typhimurium suslar1 (his™) bulunmaktadir ve bu nedenle
harici bir histidin kaynagi olmadan bu suslar koloniler
olusturamazlar. Mutajenik bir madde varliginda mutasyon
tersine ¢evrilirse sorumlu gen bolgesinde fonksiyon
diizenlenir ve histidin, bakteriler tarafindan tretilebilir
boylece koloni biiyimesi devam eder. Caligmamizda
uygulanan Ames MPF™ testi Xenometrix’ten (Allschwil,
Isvigre) temin edilen kit igerigindeki yontem esas alinarak
yuritilmistiir. Ames MPF ™ test kiti, geleneksel Ames
analizinin sivi mikroplak modifikasyonudur. Testin bu
modifikasyonunda, geri doniisiim hiicrelerinin katabolik
aktivitesi bir inkiibasyon soliisyonunun pH’sini diisiiriir ve
mordan sariya renk degisimi elde edilir. Sonuglar, pozitif
(sar1) ve negatif (mor) kuyular1 sayarak degerlendirilir
(13). Testte kullanilan Salmonella mutant suslari, histidin
operonunun ¢esitli genlerinde farkli mutasyonlara sahiptir.
Testte gerceve kaymasi ve baz ¢ifti degisimi mutasyonlarinin
saptanmast amaciyla, Salmonella typhimurium sirasiyla,
TA98 ve TA100 bakteri suslar1 ile calisilmistir. Metabolik
aktivasyon sistemi (S9 karisimi) i¢in, Araklor 1254 ile
indiiklenen liyofilize sican karacigeri S9 mikrozomal
Ekstraktlarin
potansiyelleri, S9 karigiminin varhiginda ve yoklugunda
Testlerde  %30’luk  S9

kullanilmistir. S9 karigiminin hazirlanmas: igin gerekli

fraksiyonu  kullanilmistir. mutajenik

degerlendirilmistir. karigimi
kofaktor ¢ozeltilerinin hazirlanislar ve saklama kogullar
Xenometrix'ten temin edilen kit icinden ¢ikan prosediire
uygun olarak deney sirasinda taze olarak steril tiip icerisinde
hazirlanmig ve deney siiresince buz igerisinde bekletilmistir.
Deneydeki S9 karisiminin nihai konsantrasyonu % 4.5 v/v
idi. Deneyde pozitif kontrol olarak, S9 karisimi yoklugunda
2-nitrofluoren (2 pg/mL) ve 4-nitrokinolin-N-oksit (0.1 ug/
mlL) ile, S9 karisimi varliginda ise 2-aminoantrasen (5 pg/
mL) ile inkiibasyona birakilmigtir. Negatif kontrol olarak
Dimetil stilfoksit (DMSO) kullanilmisgtir.

Calismamizda TA 98, TA 100 ve negatif kontrol olarak
etiketlenen bir gecelik bakteri kiiltiir 6rneklerinin optik
yogunlugu OD, = degerleri negatif kontroliin 0.02 (<0.05),
TA98 i¢in OD_ degeri 2.36 ve TA100 i¢in OD_ degeri 2.87
olarak ol¢tulmustiir.

Ames testine baslamadan once tayin edilecek 6rnegin
(Pelargonium sidoides) test ortamindaki ¢oztintrlig
ve calisilacak konsantrasyon araliginin bakteri susu
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tizerine sitotoksik etkisi 6n deneyle incelenmis olup,
test prosediiriinde oldugu gibi, 6ncelikle 96 kuyucuklu
mikroplakada test maddeleri igin seyreltme islemi yapilip
ve 24 kuyucuklu maruziyet mikroplakasina aktarilmigtir.
Mikroplakalar, maruziyet besiyeri ve bir gecelik bakteri
kaltirt eklendikten sonra, 37°C ve 250 rpmde 90 dakika
calkalanarak inkiibe edilmistir. Buna gore yapilan inceleme
sonrasinda, sitotoksisite gosteren en disiik doz, testte
kullanilan en yiiksek konsantrasyon (0.2484 ug/mL) olarak
secilmistir. Deney sonunda mikroplaka kuyucugundaki test
maddesi 25 kat oraninda seyrelmis olup test maddesinin
deneydeki en yiiksek konsantrasyonunun 25 kat konsantre
¢ozeltisi hazirlanmigtir. 6 numarali kuyucuga 25 kat
konsantre test maddesinden 300 pL konulmugstur. 300 uL
iceriginde 294 pL Maruziyet besiyeri + 3 pL Pelargonium
sidoides (0.2484 ug/mL) +3 uL 2-aminofluoren (0.1 pg/
uL) %1 DMSO iginde hazirlanmis olarak eklenmistir.
Calismamizda, Pelargonium sidoides’in 2-aminofluoren
(Alpha Aesar, B22769) varliginda koruyucu etkisi Ames
MPF™ testi ile 6 farkli konsantrasyonda (0.00776, 0.015525,
0.03105, 0.0621, 0.1242, 0.2484 pug/mL) incelenmistir. Her
sus icin 3 farkli plaga ekim yapilmis ve ortalama degerler
istatistik olarak degerlendirilmistir. Ayrica Pelargonium
sidoides’in antimutajenik aktivitesinin degerlendirilmesinde
S9 varliginda TA98 ve TA100 suslar1 ile Ames MPF™ testi
uygulanmugtir.

Pelargonium sidoides kokii s1v1 ekstresi

Tirkiyede Pelargonium sidoides Umca adi ile 11.03.2008
yilinda 2008/10 numarast ile ruhsat almigtir. Soliisyonun
piyasada esdegeri olan bir ilag bulunmamaktadur. geriginde
100g ¢ozelti etken madde olarak 80g Pelargonium sidoides
kokil siv1 ekstresi, ¢oziicli ve koruyucu olarak eser miktarda
etanol ve gliserol icermektedir.

Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel birlikte sunulan

programin i¢inde hazir olarak verilen Excel programinda

karsilastirma kit  ile

yapilmigtir. Excelde sonuglar ayrica grafik (revertant
sayisi-konsantrasyon) olarak da gézlenmistir. Kuyulardan
pozitif (sar1) kuyularin sayisi sayilmis ve negatif kontrol ile
karsilastirilmistir. Ames sonuglarinin degerlendirilebilmesi
i¢in, ¢oziicii kontrol baslangicina kiyasla pozitif kuyucuk
sayisindaki kriter olarak

artis ve doz bagimlilig,

kullanilmigtir. Revertantlarin ¢6ziicti kontroliine gore
kat artigi, her dozdaki ortalama pozitif kuyucuk sayisinin
taban c¢izgisindeki ¢oziicti kontroliindeki pozitif kuyu
sayilarina boliinmesiyle tespit edilmistir. Coziicli kontrol
taban ¢izgisi, ¢oziicli kontroliindeki pozitif kuyucuklarin
+ 1 standart sapma (SD) aralig1 olarak tanimlanmuistir.
Ayni kosullara (ayn1 giin, ayn1 bakteri kiiltiiri, ¢oziicii ve
inkiibasyon kosullar1) sahip bir deneydeki tiim ¢oziicii
kontrolleri birlestirilmistir. Tabana gére >2 kat artis o
doz i¢in pozitif olarak smiflandirilmigtir. Bir test 6rnegi,
(baslangictan >2 kat) hi¢bir yanit alinmadiginda negatif
olarak siniflandirilmis ve doza bagli yanit gozlenmedi olarak
degerlendirilmistir. Doza bagli yanitlarin degerlendirilmesi
amactyla Student f-testi (tek tarafli, eslestirilmemis)
kullanilmistir. P degeri <0.05 istatistiksel olarak anlamli
kabul edilmistir ve her deney en az iki kez tekrarlanmistir.

BULGULAR

Sonuglar, standart sapmalar1 ile birlikte ortalamalar
aliarak student t testi ile pozitif ve negatif kontroller
varliginda istatistiksel olarak degerlendirilmistir. TA98 ve
TA100 ile yapilan deney sonuglar1 degerlendirildiginde,
S9 yoklugunda koruyucu etki gozlemlenirken (p=0.05) S9
varliginda istatistiksel olarak anlamli degerler bulunmustur
(p<0.05). Bu da Pelargonium sidoides’in S9 varliginda
yani metabolik aktivasyon sonrasi parcalandiginda olusan
metabolitlerinin 2-Aminofluorene karsi koruyucu etkisi
olmadigin1 gostermektedir. Sekil (1-4)" de istatistiksel
tablolar ile sonuglar gosterilmektedir.
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Sekil 1. Ames Testi sonucu TA98 grafigi
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Sekil 3. Ames Testi sonucu TA98 + S9 grafigi
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Sekil 4. Ames Testi sonucu TA100 + S9 grafigi

TARTISMA ve SONUC

Kimyasallarin veilaglarin mutajenik aktivitesinin arastirilmasi
amaciyla bir¢ok genotoksisite testi kullanilmasina ragmen
standart ve giivenilir sonuglar saglamasi nedeniyle geleneksel
Ames Salmonella/mikrozom testi siklikla tercih edilmektedir
(10, 7).

Bu test sistemi, kimyasallarin mutajenik 6zelliklerinin
belirlenmesinden farkli olarak antimutajenik 6zelliklerinin
de belirlenmesinde kullanilmaktadir (16, 17). ilag gelistirme
caligmalar1 araciligiyla yeni tretilen bilesiklerin oldukca
kiigiik ve hassas ol¢cimler gerektirmesi, Ames test sistemine
alternatif testler gelistirilmesi ile ilgili yeni ¢alismalarin
yapilmasina neden olmustur. Ciinkii geleneksel Ames
testinde ¢ok fazla kimyasal, alet, i gilicli ve zamana ihtiyag
duyulmakta ve bu sebeple yeterli hizmet saglanamamaktadir.

Ames MPF mutajenite testi, stvi mikroplak modifikasyonu,
yiksek hiz, renkli 6l¢iim, kolay uygulama, distk test
kimyasallar1  kullanma olanaklar1  sunmaktadir. ~ Siv1
mikroplak versiyonu ile agara uygulama yapilan geleneksel
Ames testinin uyumlulugu yapilan bir¢ok ¢aligma ile
gosterilmistir (11, 13, 14, 18, 19).

Pelargonium sidoides kumarin, kumarin glikoziti, kumarin
stilfat, flavonoid, proantosiyanid, fenolik asitler ve
fenilpropanoid tiirevini icermektedir (20). Polifenollerin
ve flavonoidlerin, antimutajenik ve antikarsinojenik
etkilerinin oldugu ve pek ¢ok dejeneratif hastaligin (kanser
ve kardiyovaskiiler rahatsizliklar gibi) 6nlenmesinde katki
sagladig1 yapilan son ¢aligmalar ile gosterilmistir (21-23).

Farkli ¢oziiciller yardimi ile hazirlanan bitki ekstrelerinde
[Myrtus communis, Origanum vulgare L. subsp. vulgare,
Chaga mantar1 (Inonotus obliquus), Sisymbrium officinale,
yesil ¢ay polifenollerinde, Origanum yagi, karvakrol, hint
tibbi ilaci triphala (Terminalia bellerica, T. chebula ve
Emblica officinali kombinasyonu), iki flavonavon apigenin
ve robinetin, ve indol-3-karbinol] Ames teknigi ile gerek
Salmonella typhimuriv'un TA 98, TA100, TA102, TA1535
ve TA1538 farkli suslar1 tizerinde gerek Escherichia colimin
WP2uvrA susunda S9 varliginda ve yoklugunda baz degisimi
ve cerceve kaymasina neden oldugu ispatlanmis mutajenik
ajanlara karsi antimutajenik aktivitelerinin incelenmesine
yonelik caligmalar yapilmistir. Bu bitkilerin farkli ¢oziiciiler
ile hazirlanan ekstrelerinde antimutajenik aktiviteye sahip
olduklar raporlanmistir (24-32).

Son zamanlarda, ilag endistrisi i¢in alternatif bir teknoloji
olarak sentetik kimyasal kiitiiphanelerin yiiksek verimli
taranmasi Oncelik teskil etmesine ragmen, dogal kaynakli
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drtinler ilag kesfinde 6nemli bir bilesen olmaya devam
etmektedir. Tibbi bitkiler, 6zellikle, orijinal (yeni) kimyasal
maddelere ve fitofarmasotiklere potansiyel kaynak olarak
pek cok avantaj sunmaktadir. Cesitli in vitro, in vivo ve klinik
caligmalar ile gosterilen farmakolojik aktiviteler, Pelargonium
sidoides’in antibakteriyel, antiviral ve immiinomodiilator
aktivitelere sahip oldugunu gozler Oniine sermektedir.
Uzun yillardan beri geleneksel tipta kullanilmasina ragmen,
Pelargonium sidoides’in toksikolojik 6zelliklerine iliskin nihai
veriler yeterli olmadig1 savunulmustur (33, 34).

Calismamizda, Pelargonium sidoides’in 2-Aminofluoren
varliginda koruyucu etkisi Ames MPF™ testi ile TA98 ve TA
100 suslar: kullanilarak S9 varliginda ve yoklugunda 6 farkli
konsantrasyonda incelenmistir. Calismamizda, Pelargonium
sidoides’in TA 100 ve TA 98 suslar1 ile S9 yoklugunda

Investigation of Antioxidants’s Antimutagenic Effects by The
Ames Test

ABSTRACT

Nowadays, several test systems have been developed in order
to observe the mutagenic effects of chemical agents which play
crucial roles in human health. The Ames Test is one of these test
systems. With the Ames Test, some bacterial mutants have been
discovered to investigate the mutagenic effects of the chemicals.
Various strains of Salmonella typhimurium are one of the groups
of the bacterial mutants in question. The aim of this study is to
investigate possible antimutagenic effect of Pelargonium sidoides
which have an antioxidant effect towards carcinogenic substance
called 2-aminofluorene by Ames/Salmonella/Microsome test
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