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OZET: Ksenobiyotik kullamminin hizla artmasi ve gerekli giivenlik testlerinden gegmeden kullamlmaya
baglanmasiyla birlikte kimyasallarin insan sagligi ve dogal kaynaklar iizerine olumsuz etkileri ortaya
¢ikmistir. Ames testi, ksenobiyotikler tarafindan meydana gelen mutasyonlarin hiicre diizeyinde belirlenmesi
amaciyla kullanilan kisa zamanli test sistemlerinden biridir. Bu ¢alismada Ames/Salmonella/mikrozom Testi
uygulanarak p-hidroksibenzoik asit metil esterin mutajenik etkisi arastirilmigtir. Yontemde Mutachromeplate
test kiti ile Salmonella typhimurium TA 100 ve TA 98 suslari kullanilmigtir. Deneyler S9°1u ve S9’suz olmak
iizere iki grup halinde gergeklestirilmistir. S9°lu ve S9’suz ortamda tiim ¢alisma konsantrasyonlarinda pozitif
koloni sayilari, spontan pozitif koloni sayilarindan daha fazla bulunmustur. Paraben dozu arttik¢a pozitif
kuyucuk (koloni) sayisininda arttig1 belirlenmistir. Her iki sus i¢in en yiiksek revertant koloni 100 pg/plak
dozunda elde edilmistir. Sonug olarak p-hidroksibenzoik asit metil esterin yiiksek dozlarinin TA 100 ve TA
98 suslar1 i¢in mutajenik oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler — Ames testi, mutajenite, paraben, Salmonella typhimurium

Investigation of the Paraben (p-hydroxybenzoicacid-methyl ester)
Mutagenity by Using Ames / Salmonella / Microsom Test

ABSTRACT: The increased usage of xenobiotics without sufficient testing, has affected human health and
natural resources negatively. Ames is a test system which can detect mutations caused by xenobiotics at
cellular level. In this study, the mutagenic effect of p-hydroxybenzoicacid-methyl ester was investigated by
the Ames Salmonella/microsome test. Mutachromoplate Test Kit, Salmonella typhimurium TA 98 and TA
100 strains were used in experiments. The mutagenic activity was screened in two groups with or without S9
metabolic activation. According to the results positive colony count was found higher than those spontaneous
positive colony count among all of the concentrations and as well as under the conditions of with and without
S9 (p>0.05). Positive colony count were increased with increasing the p-hydroxybenzoicacid-methyl ester
concentration. For TA 98 and TA 100 the maximum positive colony count was observed at a level of 100
pg/plate. In conclusion, it was shown that p-hydroxybenzoicacid-methyl ester was mutagenic for TA 98 and
TA 100 in higher dose.
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1. Giris

Artan endiistrilesme ile birlikte ortaya c¢ikan ve giderek artis gosteren cevre kirliligi
uluslararast1 sorun olmaktan ¢ok kiiresel sorun olarak kabul edilmektedir. Artan
endistrilesmenin ¢evre ve insan sagligi iizerinde olusturdugu risklerin azaltilmasi
konularinda ¢esitli caligmalar yapilmaktadir. Bununla birlikte giin gectik¢e endiistriyel
amacl kullanilan kimyasallarin sayilart ve cesitliligi hizla artmakta ve kullanimi da
yayginlagsmaktadir. Bu artisin ¢evre ve insan sagligi agisindan giivenilir olmasi ig¢in
kullanilan kimyasallarin toksik etkilerinin incelenmesi ve gerekli dnlemlerin alinmasi
gerekmektedir. Bu sayede hem risk tasiyan kimyasallarin etkilerinden korunmus hem de bu
kimyasallarin olusturduklar1 problemlerin ¢6ziimii i¢in gerekli olan zaman ve maliyet
ortadan kalkmis olacaktir (Ozen, 2002).

Mutasyonlar genetik materyaldeki hasar sonucu somatik hiicrelerde ya da germ
hiicrelerinde ortaya ¢ikmaktadir. Karsinojen etkiye sahip bilesikler genellikle DNA, RNA
ve proteinlerdeki fonksiyonel gruplara saldirabilen elektrofillik yapidaki maddelerdir
(Murray ve ark. 1993). Mutajenlerin belirlenmesi i¢in ¢esitli yontemlerin gelistirilmesi,
kalitsal hastalik ve kanser riskinin azaltilabilmesi i¢in yapilan c¢alismalar genetik
toksikolojinin 6nemli alanlarindan biridir (Temizkan, 1996). Bu c¢aligmada p-
hidroksibenzoik asit metil esterin (PHBME) mutajenik aktivitesi
Ames/Salmonella/Mikrozom testi ile arastirilmistir. pHBME’ler kozmetik {iriinlerde,
ilaclarda ve gidalarda koruyucu amacla kullanilan antimikrobiyal maddelerdir. Ucuz
olmalar1 ve kullanilabilirliginin yiiksek olmasi sebebiyle pek ¢ok sektdrde yaygin olarak
kullanilmaktadir (Darbre ve Harvey, 2008). pHBME’ler dermal absorpsiyon sonrasinda
karaciger ve bagirsakta esterazlar tarafindan metabolize edilmekte, Gstrojen reseptorlerine
baglanarak Ostrojenik etki gdstermektedirler (Castelain ve Castelain, 2012). Metil ve
propilparabenlerin mitokondri fonksiyonlariin kuvvetli inhibitorleri olmalari nedeniyle
erkek infertilitesinde etkili oldugu da belirlenmistir (Crinnion, 2010). Ayrica etil ve
metilparabenlerin hamster over hiicrelerinde kromozomal anomalileri arttirdigi da
belirtilmektedir (Andersen, 2008). Paraben toksisitesi hakkindaki ¢alismalar daha ¢ok
endokrin sistemdeki toksik etkileri iizerinedir ve mutajenitesi iizerine etkilerinin daha ¢ok
aydinlatilmasi gereklidir.

Ames/Salmonella/mikrozom mutajenite testi, kimyasal maddelerin mutajenik etkilerinin
arastirtlmasinda sik¢a kullanilan, gegerliligi yiiksek oranda kabul goren bakteriyal test
yontemlerinden biridir. Ayrica yiiksek uygulanabilirlik, hizli sonu¢ vermesi ve diisiik
maliyetli olmasi nedenleriyle yaygin kullanim alanina sahiptir. Bu testin temeli, histidin
sentezleme 6zelligini kaybetmis mutant Salmonella typhimurium’un ikinci bir mutasyonla
histidini sentezleyebilen revertant suslarin olusumu esasina dayanmaktadir. Histidinsiz
ortamda {ireyebilmelerine yol acgan revertant koloniler tespit edilerek mutajenite
belirlenmektedir (McCann ve ark. 1975; Mortelmans ve Zeiger, 2000). Memelilerde
detoksifikasyon enzimleri tarafindan gerceklestirilen biyotransformasyon olayr pek c¢ok
ksenobiyotigin mutajenitesini de degistirmektedir. Biyotransformasyon sonrasinda mutajen
bir bilesik inaktif hale, mutajen olmayan bir bilesik ise mutajen hale doniisebilir.
Memelilerde detoksifikasyon mekanizmasimi  gergeklestiren enzim  sistemlerinin
bakterilerde olmamasi, Ames test sistemi i¢in sorun yaratan bir unsur olarak diisiiniilebilir.
Fakat memeli hayvanlardan izole edilen detoksifikasyon enzimlerinin bakteriyel sisteme
ilave edilmesiyle bu sorun ortadan kalkmis olmaktadir (Erdinger ve ark. 2001).Yaygin
olarak kullanilan enzim sistemi, siganlarin enzim aktivasyonu olan karaciger dokularindan
elde edilen mikrozomal enzim fraksiyonlaridir. Sitokrom P-450 bagimli monooksigenazlar,
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sitokrom P-450 bagimsiz oksidazlar, esterazlar ve transferazlar, azo ve nitrorediiktazlar gibi
enzim Ozitl ve ¢esitli kofaktdrler iceren tampon sistemi “S9 karisimi” adin1 almaktadir.
Bu amagla giinlimiizde Ames testi S9(+) ve S9(-) olmak {izere iki sekilde yliriitiilmektedir.
S9(+) Ames testi ile bir molekiiliin viicuda alinip biyotransformasyona ugradiktan sonraki
mutajenitesi de test edilmis olmaktadir. Bu ¢alismada pHBME’nin mutajenitesi Muta-
ChromoPlate™ kiti kullanilarak S9(+) ve S9(-) Ames testi ile arastirilmistir.

2. Materyal ve Yontem

2.1. Salmonella tpyhimurium Test Suslar

Bu c¢alismada, Salmonella tpyhimurium’un TA98 ve TA100 suslar1 kullanilmustir.
Salmonella tpyhimurium’un TA98 susu g¢ergeve kayma mutasyonu, TA100 susu ise nokta
mutasyonu Ozelligi tasimaktadir. pHBME uygulama dozlar olarak 5 pg/plak, 10 pg/plak,
25 pg/plak, 50 pg/plak ve 100 pg/plak konsantrasyonlari hazirlanip bakteriler tizerinde
denenmistir. Deneyde her doz, her sus icin 3 plak halinde test edilmistir. Ayrica pozitif
kontrol ve solvent kontrol deneye paralel olarak uygulanmistir. Calismamizda, 2-
aminofluoren (0.1 ml/plak) pozitif mutajen olarak test edilmistir (Omurtag ve ark. 2013).

2.2. Parabenin Sitotoksik Etkilerinin Saptanmasi

Kullanilan test maddelerinin test bakterileri i¢in 6ldiiriicii dozunun saptanmasi amaciyla top
agara 0.1 ml bakteri kiiltiirii ve 0.1 ml test maddesinin farkli konsantrasyonlar1 eklenmistir.
Tiipteki karisim Nutrient Agar plaklarmna dokiilmiis ve 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir.

2.3. S9 (-) Ames Testi Uygulamasi

Muta-ChromoPlate™ kiti kullamlarak gerceklestirilen Ames testi, geleneksel yontemlerle
yapilan testlere kiyasla daha kullanighdir. Ciinkii yiiksek konsantrasyonlarda érneklerin
uygulanmasina izin vermekte ve hizli sonug elde edilmesini saglamaktadir. Kit i¢erigindeki
besiyeri, bakteri iceren ortama steril enjektdrler yardimi ile aktarilmis ve 37°C’de 16 -18
saat siire ile inkiibe edilerek suslar canlandirilmistir. Steril tiiplere 2.5 ml hazirlanan
reaksiyon karigimlari ile 2.5 ml farkli konsantrasyonlarda pHBME c¢ozeltileri ilave edilmis
ve vortekslenmistir. Pozitif kontrol olarak isaretlenen tiiplere 100 pl 2-aminofluoren,
negatif (solvent) kontrol tiiplerine 100 pl dH,O, test tiiplerine ise 100 pl farkli
konsanrasyonlarda pHBME eklenmistir. Tiim tiiplere 5 pl bakteri kiiltiirii eklenmis ve
karisim vortekslenmistir. Tiplerden alinan 200 ul’lik 6rnekler 96 kuyucuklu plaklara
ekilmis, 5 giin siire ile 37°C’de plaklar inkiibe edilmistir.

2.4.S9 (+) Ames Testi Uygulamasi

pHBME mutajenitesi ilizerine biyotransformasyonun etkisini belirlemek i¢in farkli
dozlardaki pHBME ¢ozeltisi S9 karigimi ile 2 saat siire ile etkilestirilmis ve ayn1 prosediir
tekrar edilmistir. S9 karisimi bilesenleri Cizelge 1’ de verilmistir.
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Cizelge 1. S9 bilesenleri
Table 1. S9 contents

S9 Karisimi Icerik
S9A MgCI2 + KCL
S9B Glukoz-6-Fosfat
SoC NADP
S9D Fosfat Tamponu
S9E Steril Distile Su
SOF Sigan Karaciger Ekstrakti

2.5. Sonugclarin degerlendirilmesi

Mutasyon olusumu kolonideki bakterilerin yeniden histidin sentezledigine, biiylimeye
devam ettigine ve kuyucukdaki mor renkli ¢dzeltinin sariya donmesine neden olmaktadir.
Renk doniisiimii gézlenen kuyucuklar pozitif kuyucuk olarak, her bir pozitif kuyucuk ise
bir koloni olarak degerlendirilmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

Bu calismada endiistriyel sektorlerde kullanilan pHBME’nin mutajenik 6zelligi Ames testi
ile arastirilmistir. pHBME nin mutajenitesi 5 pg/plak, 10 pg/plak, 25 pg/plak, 50 pg/plak
ve 100 pg/plak konsantrasyonlarinda Ames S9 (+) ve S9 (-) olmak iizere iki uygulama ile
degerlendirilmistir. Muta-ChromoPlate testinde kuyucukdaki mor renkli ¢ozeltinin sariya
donmesi (pozitif kuyucuk) mutajeniteye isaret etmektedir. Her bir kuyu bir koloni olarak
degerlendirilmis ve renk doniisiimii gézlenen sar1 renkli kuyucuklar revertant koloni olarak
degerlendirilmistir. pHBME’ nin farkli dozlarina ait pozitif kuyucuk sayilar1 Sekil 1 ve
Sekil 2°de verilmistir.

TA 98 susu ile test edilen analizlerde pHBME konsantrasyonunun artisi ile birlikte pozitif
kuyucuk sayisinin arttigr belirlenmistir. S9 (-) testinde 100 pg/plak pHBME dozunda
gozlenen pozitif koloni sayisinin 5 pg/plak dozuna kiyasla 3.4 kat fazla oldugu, ayni susun
SO (+) testinde ise 100 pg/plak pHBME’ nin dozunda gozlenen pozitif koloni sayisinin 5
pg/plak uygulamasina kiyasla 5.5 Kat fazla oldugu belirlenmis ve bu farkliliklarin istatiksel
olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (p<0.05).



AYDOGAN ve ark. IGBAD, 2018, 7(3), 181-188 185

100
mS9(-) S9 (+)
80
60
Pozitif
Kuyucuk
Sayis1 40
) |II “\
O J

47

ﬂ/ &/
U ‘049,{, ,o /e,{ ‘O/a,{, A ” '{*o(,l7 -
4

Sekil 1. PHBME uygulamasinda TA98 susuna karsi elde edilen pozitif kuyucuk sayilart
Figure 1. Positive well number of PHBME treatment against TA98 strain

TA 100 susu ile gerceklestirilen S9 (-) analizlerde 100 pg/plak pHBME dozunda gozlenen
pozitif koloni sayisinin 5 pug/plak dozuna kiyasla 1.93 kat fazla oldugu, ayn1 susun S9 (+)
testinde ise 100pg/plak pHBME dozunda goézlenen pozitif koloni sayisinin 5 pg/plak
uygulamasina kiyasla 2.8 kat fazla oldugu belirlenmistir. S9 (-) ve S9 (+) uygulamalari i¢in
100 ng/plak ve 5 pg/plak uygulama arasindaki farkliliklarin istatiksel olarak anlamli oldugu
belirlenmistir (p<0.05).
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Sekil 2. PHBME uygulamasinda TA100 susuna kars1 elde edilen pozitif kuyucuk sayilar
Figure 2. Positive well number of PHBME treatment against TA100 strain
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TA 98 ve TA 100 suslari ile yapilan deney sonuclar1 degerlendirildiginde, S9’lu ve S9’suz
ortamda elde edilen koloni sayilari, pozitif kontrol olarak kullanilan 2- aminofluorende elde
edilen koloni sayilarina kiyasla oldukga diisiiktiir. Fakat mutajenik 6zellik sergileyecek
seviyededir. Her iki sus i¢in en yiiksek revertant koloni 100 pg/plak pHBME nin dozunda
elde edilmistir. Bununla birlikte pHBME’ nin TA 100 susuna kars1 daha yiiksek mutajenik
ozellik sergiledigi de belirlenmistir. Ayrica S9 (-) testinde elde edilen pozitif kuyucuk
(koloni) sayisinin S9 (+) ‘a kiyasla daha yiiksek oldugu da belirlenmistir. Bu durum
pHBME’nin toksik 6zelliginin S9 ortaminda bulunan enzimler tarafindan azaltildigina
isaret etmektedir.

Literatiirde Ames testi ile ¢ok farkli ksenobiyotikler test edilmis ve farkli boyutlarda
sonuglar elde edilmistir. Ames testi ile ¢evre Kirleticilerin ve ilaglarin (Dokmeci, 1988;
Daniels ve ark. 1993; Vargus ve ark. 1993), safra asiterinin, quinolin ve
monohidroksiquinolin’lerin (Mori Ve ark. 1991), sodyum benzoat ve sodyum nitratin
(Akin ve Siimer, 1989), hava kirliligini etmenlerinin, fabrika faaliyetleri sonucu olusan
kirli havanin (Ong ve ark. 1984; Bagci ve ark. 1992) ve iceceklerdeki malik asit ve
tartarik asit komplekslerinin ve igme sularinin (Chang ve ark. 1998) mutajenitesi
aragtirilmgtir. Oksiizoglu (2000), bitki biiyiime hormonlarmin mutajenik etkilerini Ames
testi ile arastirmistir, bitki bliyiime hormonlarindan Benziladenin TA 98 susunda ve S9
fraksiyonu varliginda zayif mutajenik etki gosterdigini rapor etmistir. Charles ve ark.
(2000) Dimetilalanin tuzunun Salmonella typhimurium TA98, TA 100, TA 1535, TA
1537 ve TA 1538 suslarinda, S9 varliginda ve yoklugunda genotoksik agidan bir
potansiyel tasimadigini saptamiglardir.

Literatiirde paraben ve esterlerinin toksisitesi lizerine ¢aligmalar daha ¢ok endokrin sistem
tizerine etkilerine odaklanmistir. Metil ve propilparabenlerin mitokondri fonksiyonlarinin
kuvvetli inhibitorleri olmalar1 nedeniyle erkek infertilitesinde etkili oldugu
bildirilmektedir (Crinnion, 2010). Parabenler, 6strojen yapisina benzerliginden dolay1
Ostrojen reseptorlerine baglanarak endokrin sistem {izerinde olumsuz etkilere neden
olmaktadir. Bununla birlikte in vitro ortamda insan meme kanser hiicrelerinin biiyltimesini
tetikledikleri de rapor edilmektedir. Propil ve butilparabenlere erken ¢ocukluk doneminde
maruz kalinmasi ile erkeklerde fertilite iizerine olumsuz etkiler olabilecegine dair bilgiler
de mevcuttur (Andersen, 2008; Castelain ve Castelain, 2012). Parabenler zayif 6strjenik
aktivite gostererek MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasini indiikledigi
belirlenmistir. Bu durum parabenin insan deri hiicrelerinde sitozolde bulunan
stilfotransferaz aktivitesini inhibe etmesi sonucu ostrojen diizeyinde goriilen degisimler ile
aciklanmistir (Darbre ve Harvey, 2008.). Siilfotransferaz enzimleri Ostradioliin dstrona
donilistimiini  saglayarak Ostrojen metabolizmasin1 diizenlemektedir. Bu enzimlerin
inhibisyonu sonucu 6strojen metabolizmasinda aksamalara neden olmaktadir (Ertiingealp
ve Seyisoglu, 1996; Cummings ve ark. 1999). Cesitli genotoksik ¢aligmalarda da
parabenlerin genel olarak mutajenik olmadiklar1 belirtilmekle birlikte etil ve metil
parabenlerin hamsterover hiicrelerinde kromozomal anomalileri arttirdig1 da saptanmistir
(Andersen, 2008).

Bu ¢alismada da pHBME’nin mutajenik aktivitesi S9 (+) ve S9 (-) Ames testi ile Muta-
ChromoPlate kiti kullanilarak arastirilmis ve belirli bir diizeyde mutajenik 6zellige sahip
oldugu belirlenmistir. pHBME’ nin yiiksek dozlarinda 6zellikle 100 pg/plak dozunda TA
100 ve TA 98 suslar i¢in S9 varliginda ya da yoklugunda mutajenik oldugu belirlenmistir.
Ayrica S9 (-) yoklugunda her iki sus igin gézlenen pHBME mutajenitesinin S9 (+) ‘a kiyasla
daha yiiksek oldugu saptanmistir. Bu sonu¢ pHBME’nin biyotransformasyon oncesinde
mutajenik 6zellige sahip oldugunu, detoksifikasyon enzimleri ile par¢alanmasi sonrasinda mutajenik
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Ozelliginde azalma olduguna isarct etmektedir. Bununla birlikte S9(-)’c¢ kiyasla S9(+)
uygulamalarinda da mutajen Ozellik saptanmasi biyotransformasyon sonrasinda olusan ara
metabolitlerinde mutajenik 6zellikte olabilecegine isaret etmektedir.

4. Sonuc¢

Ksenobiyotik sayilarinin ve ¢esidinin giin gectikge artmast ve gerekli giivenlik testleri
uygulanmadan kullanilmasi, insan ve ¢evre saghigi {lizerinde olumsuz etkilere neden
olmaktadir. Endiistriyel alanlarin gelismesiyle, kimyasala maruziyetin artmasi, kullanilan
tim kimyasallar i¢in toksisite testlerini zorunlu hale gelmistir. Cevremizde bulunan ve
biyolojik etkileri heniiz arastirilmamis olan sentetik ve dogal maddelerin mutajenik
aktivitelerinin test edilmesi sagligimiz acisindan énem arz etmektedir. In vivo mutajenite
testlerinin ¢ok zaman almalar1 ve pahali olmalar1 nedeniyle yiiksek verim elde
edilememektedir. Bu nedenle, kimyasal maddelerin toksisitelerini 6lgebilmek i¢in, pek gok
in vitro test yontemleri gelistirilmistir. Kisa zamanl testler ile ksenobiyotiklerin olumsuz
etkileri incelenmekte ve elde edilen sonuclarla test edilen maddelerin mutajenik etkileri
degerlendirilmektedir. Bu calisma ile giinliik hayatta sikca maruz kaldigimiz pHBME’in
mutajenik 6zelligi AMES testi ile arastirilmistir.

Sonu¢  olarak, mutajenite tayininde 6n degerlendirme olarak pHBME’in
biyotransformasyona bagli olarak farkli diizeyde mutajenik 06zellik sergiledigi
belirlenmistir. Bu 6zelligin doza bagimli olarak arttig1 da disiiniildiigiinde kullaniminin
kisitlanmasi, zaruri kullanimlarda ise diisilk dozlarin tercih edilmesi alinabilecek
Onlemlerin baginda gelmektedir.
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