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OZET

Bu caligsmada kas gevsetici bir ila¢ etken maddesi olan Mefenoksalon (Dorsilon®)un mutajenik etki
potansiyeli, Ames test yontemi kullanilarak Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 suglar1 yardim1
ile test edilmistir. Calismalar esnasinda Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 suslari
Mefenoksalon (Dorsilon®)un alti farkli dozu ile muamele edilmis olup, sonucta Mefenoksalon
(Dorsilon®)un kullanilan hicbir dozunun cergeve kaymasi ve baz ¢ifti degisimi mutasyonlarina neden

olmadig: tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Mefenoksalon, Ames testi, Mutajen etki, Salmonella typhimurium

Investigation of Mutagenic Activity of Mephenoxalone as a Muscle
Relaxant and Mild Anxiolytic with Ames/Salmonella/Microsome Test

ABSTRACT

In this study, Mephenoxalone (Dorsilon®) which is a muscle relaxant and mild anxiolytic were tested
for its potencial muganic activity in TA 98 and TA 100 strains of Salmonella typhimurium by using
Amest test. TA 98 and TA 100 strains of Salmonella typhimurium were exposed to six doses of
Mephenoxalone (Dorsilon®). Consequently, it was determined that none of these doses used in this

study caused frame-shift mutations and base pair substitution mutations.

Keywords: Mephenoxalone, Ames test, Mutagenic effect, Salmonella typhimurium

1. Giris sadece birkac tane calisma bulunmaktadir

Mefenoksalon kas gevsetici (Magnenat, (Takahashi vd., 1990; Vigroux vd., 1995; Lee

1961) ve anksiyolitik olan bir etken maddedir vd., 2003; Bredikhin vd., 2007).

(Tablo 1). Bu madde noron iletimini inhibe
eder ve refleks arkin1 inhibe ederek iskelet
Kas

mefenoksalon mental durumu etkiler ve

kasin1  gevsetir. gevsetici  olarak

asabiyet ve anksiyete icin de bir iyilestirme
saglar (URL, 2016). Mefenoksalonun sentezi
Lunsford tarafindan rapor edilmistir
(Lunsford vd., 1960); ancak bunun disinda

literatiirde mefenoksalon sentezi ile ilgili

Kimyasal maddelerin bircogu canhlar
iizerinde genotoksik ve karsinojenik etkiye
sahiptir. Dolayisiyla bu maddelerin canlilar
iizerinde mutajenik etki de gosterebilecekleri
kabul edilmektedir.

kimyasal

Insanlarin bu tarz
maddelerin  karsinojenik  ve
mutajenik etkilerinden korunabilmesi icin
bu maddelerin tespit edilmesi ve etkilerinin

test edilmesi 6nem tagimaktadir (Levin ve
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Ames, 1986; Lawley, 1989; Hansch, 1991;
Anders ve Dekont, 1994). Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) de tip, eczacik ve kozmetik
alaninda kullamilmak iizere sentezlenmis
olan kimyasal maddelerin kullanilmadan
once mutajenik etkilerinin var olup olmadigi

konusunda test edilmesini zorunlu kilmistir.

Tablo 1. Mefenoksalona ait kimyasal bilgiler

2. Materyal ve Metot

2.1. Test Maddesinin Hazirlanmast
Bu calismada test maddesi olarak

Mefenoksalon (Dorsilon®) kullanilmistir.

Coziicii olarak dimetil siilfoksit (DMSO)

kullanilmis olup, 200 mg Mefenoksalon

(Dorsilon®) tablet 2 ml DMSO (dimetil

Kimyasal Yapisi Kimyasal | Molekiiler | CAS No Sistematik (IUPAC) Ad1
Formiilii Agirhg
o oj
Ci;H13NO, 223.225 70-07-5 5-[(2-
g/mol methoxyphenoxy)methyl]-1,3-
oxazolidin-2-one
siilfoksit) icerisinde cozdiiriilerek stok 2.2.2. Sitotoksik etkinin belirlenmesi

soliisyon hazirlanmistir.

2.2.Ames/Salmonella/Mikrozom Testi
2.2.1. Test suslarm

Bu calismada Salmonella
typhimuriumun TA 98 ve TA 100 suslari
kullanilmistir. Bunlardan TA 98 susu cerceve
kaymasi, TA 100 susu ise baz c¢ifti degisimi
mutasyonlarina neden olan ajanlara karsi
duyarhilik gostermektedir. Bu test suslar
diizenli olarak Rfa mutasyonu, R faktor
varhgl, kristal viyole duyarhhig, histidin
UVr

direnclilik ve spontan geri doniis oranlar

ihtiyaci, B mutasyonu, ampisiline
icin Maron ve Ames (1983) tarafindan

onerilen metoda gore kontrol edilmistir.

Mefenoksalon (Dorsilon®)’un Salmonella
typhimurium’un TA 98 ve TA 100 suslari
iizerinde oOldiirlicii  olmayan dozlarinin
belirlenmesi amaciyla, 2 ml top agar icerisine
16 saat siire ile inkiibe edilmis olan bakteri
kiltiirlerinin  her birinden 100 pl ve
(Dorsilon®)un

derisimlerdeki ¢ozeltisinden eklenmistir. Bu

Mefenoksalon degisik
karisim homojen bir hale getirildikten sonra
MGA besiyeri iceren petrilere dokiilerek 37
°C’de 48-72 saat siire ile inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda test maddesi iceren
plaklarda gelisen koloni sayilar1 kontrol
plaklar ile karsilastirilmis ve boylece toksik
ozellik gostermedigi belirlenen alt1 doz tespit
edilmistir (0.1, 1, 10, 100, 1000, 10000
pg/petri). Analizler bu dozlar ile yapilmigtir.

Sitotoksik doz, LDs,’nin altinda olmasi


http://www.commonchemistry.org/ChemicalDetail.aspx?ref=70-07-5
https://en.wikipedia.org/wiki/File:Mephenoxalone.svg
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gerekir. Deneme plaklarindaki koloni sayisi
kontrol plagindaki koloni sayisinin yarisinin
alinda olmamasi durumunda, doz toksik

olarak kabul edilmemektedir.

2.2.3. Mutajenite testi

Mutajenite testi Maron ve Ames (1983)
tarafindan Dbelirtilen metoda gore plak
inkorporasyon teknigi ile yapilmistir.
Analizler esnasinda icgerisine histidin ve
biyotin eklenmis olan 2 ml top agar icerisine
16 saat siire ile inkiibe edilmis olan bakteri
kiiltiirlerinin (yaklasik 1 x 109 bakteri/ml)
her birinden 100 pl ve Mefenoksalon
(Dorsilon®)’un belirtilen dozlarindan 100 ul
eklenerek homojen olarak karistirildiktan
MGA Dbesiyeri

dokiilmiistiir. Ayrica pozitif kontrol olarak

sonra iceren petrilere
TA 98 susu icin 4-nitro-o-phenylenediamine
(4-NPD) (100 pg/petri), TA 100 susu icin ise
sodyum azid (SA) (10 pg/petri) kullanilmis
olup;

(dimetil

cozlicii kontrol olarak ise DMSO
siilfoksit) uL/petri)

kullanilmistir. Calismalar ii¢ tekrar olarak

(100

yapilmis olup, ekimler sonrasinda petriler 37

°C’de 48-72 saat siire ile inkiibe edilmistir.

2.2.4. Istatistiksel analizler
Analizler

(Dorsilon®)’un etkisiyle gelisen revertant

sonucunda Mefenoksalon

koloniler sayilmistir. Elde edilen degerler

neticesinde, kontrol plaklar: ile
Mefenoksalon (Dorsilon®)’un farkh
dozlarinin cahisildigi  plaklarda gelisen

kolonilerin sayilar1 arasindaki farkin énemli
olup SPSS paket istatistik
programinda ANOVA (Dunnett Testi) test

olmadig1

metodu kullanilarak belirlenmistir.

3. Bulgular
elde

incelendiginde Salmonella typhimurium’un

Bu calismada edilen veriler
TA 98 ve TA 100 suslarinda Mefenoksalon
(Dorsilon®)un denenen tim dozlar1 igin
revertant koloni sayisinin kontrol ve ¢oziicii
kontrole gore oOnemli seviyede bir artis
gostermedigi belirlenmistir. (P>0.05). Tablo
2 incelendiginde TA 98 susunda revertant
koloni sayisinda 1 pg ve 100 pg disindaki tiim
dozlarda ¢ok hafif bir artis meydana geldigi
gozlenirken, bu artiglarin istatistiksel olarak
anlamh olmadig1 belirlenmistir. TA 100
susunda ise  kontrol ve
(DMSO/dimetil

sadece 1000 ug’da revertant koloni sayisinda

¢oziicl

siilfoksit) kontrole gore

hafif bir artisin meydana geldigi tespit
edilmis; ancak bu artigin da istatistiksel
olarak anlamli olmadigr belirlenmistir.
Ayrica test gruplarindaki revertant koloni
sayisinin, pozitif kontrol ile muamele edilen
gruplara nazaran onemli derecede diisiik
ciktig1 belirlenmis olup (Tablo 2), bu 6nemli
diisiis mutajenik olmayan kimyasallar i¢in
beklenen bir sonuctur.

Sonu¢ olarak analizler neticesinde,
Mefenoksalon (Dorsilon®)un uygulanan
farkh

typhimurium’'un TA 98 ve TA 100 suslari

dozlarinin Salmonella
iizerinde herhangi bir mutajenik aktiviteye

sahip olmadig tespit edilmistir.

4. Sonuclar ve Tartisma
Ames/Salmonella/Mikrozom yonteminde
test edilen maddenin etkisiyle gelisen
revertant kolonilerin sayisinda doza bagh
olarak bir artis meydana gelmigse ve

revertant kolonilerin sayilar ¢oziicii kontrol



Erzincan Univ J Sci Tech 9(1), 2016, 1-7
Arslan ve Erbil

grubunda gelisen bakterilerin sayilar1 ile
karsilastinldiginda en az bir doz igin
istatistiksel ~olarak anlamh  bir fark
gozlenebiliyorsa bu madde mutajen olarak
kabul bakteri

suslarinin  kendiliginden (spontan) his (-)

edilmektedir. Mutant

durumundan his (+) durumuna doniigsmesi

belirli siirlar icerisinde miimkiindiir. Bu
sinirlar TA 98 icin 20-50 revertant/plak; TA
100 i¢cin  75-200  revertant/plak’tir.
Calismamizda belirlenen revertant koloni
sayilar1 uygun degerde bulunmustur (Maron
ve Ames, 1983; Mortelmans ve Zeiger,

2000).

Tablo 2. Mefenoksalon (Dorsilon®)un farkli dozlarinin Salmonella typhimurium™n TA 98

ve TA 100 suslar1 lizerindeki mutajenik etkileri

Test Maddesi Konsantrasyon TA 98 TA 100
Revertant koloni+SS(®)  Revertant koloni+SS@
Kontrol 16 + 0,577 99 * 1,15
Cozici Kontrol 100 pL/petri 13 +£2,52 120,33 * 2,91
(DMSO)®
4-NPD® 100 pg/petri 2523 + 29,4 23 -
SA®G) 10 ug/petri - 1482 + 20,8 23
Mefenoksalon® 0,1 ug/petri 21,67 + 2,033 93 +2,89¢
Mefenoksalon 1 ug/petri 12 +1,15¢3 89 + 6,35¢3
Mefenoksalon 10 pg/petri 18 + 4,043 85,67 + 6,013
Mefenoksalon 100 pg/petri 15,67 +1,45¢3 85,7 +19,1¢3
Mefenoksalon 1000 ug/petri 19 +3,21 125,3 +18,0¢
Mefenoksalon 10000 pg/petri 27,3 +£10,2¢3 90 +13,7°

*Revertant kolonilerin tespiti i¢in toplam {i¢ petri kutusu degerlendirilmistir.

@: dimetil stilfoksit; @: 4-nitrophenylene daimine; ®: Sodyum azid; @: Mefenoksalon (Dorsilon®);

(5); Standart sapma; a: kontrol ile aradaki fark 6nemli; b: ¢oziicii kontrol ile aradaki fark onemli; c:

Pozitif kontrol ile aradaki fark 6nemli;

Literatiirde farkh kas gevsetici ilaclarin

mutajenik  aktiviteleri ile ilgili baz
caligmalara rastlanmistir. Kas gevsetici bir
ila¢ olan Diazepam’in mutajenik aktivitesi ile

ilgili yapilan bir calismada Salmonella

aibici. P<0’05;

azb2e2: P<,01; 23b3¢3; P<0, 001

typhimurium’un TA 98, TA 100, TA 1535, TA
1537 ve TA 1538 suslan ile geri mutasyon
testi uygulanmis ve sonucta metabolik
aktivator varhiginda ve yoklugunda negatif
belirlenmistir.

sonu¢ verdigi Aym ilag
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Saccharomyces cerevisiae geri mutasyon

testinde ise sadece metabolik aktivator
yoklugunda negatif sonu¢ vermistir (Balbi
vd., bir

Benzodiazepinler ve

1980). Benzer calismada ise
Benzodiazepin
Salmonella

analoglarmin ¢ogunun

typhimurium, Escherichia coli ve
Saccharomyces cerevisiae geri mutasyon
testlerinde metabolik aktivator (S9 karisimi)
varliginda ve yoklugunda negatif sonug
verdigi gozlenmistir (Balbi vd., 1980; Staiano
vd., 1984; Kier vd., 1986; Wakisaka ve
Nishimoto, 1987; Stoyanov vd., 1987; Black
vd., 1987; Yamakage vd., 1994; Chlopkiewicz
vd., vd.,

Tarafimizca yapilan bu calismadan elde

2001; Brambillaa 2007).

edilen sonuclar ile literatiirdeki bu
caligmalarin sonuclari uygunluk
gostermektedir.

Farkli kimyasal maddelerin mutajenik

aktivitesi lizerine de cesitli

Kutlu vd. (2011)

calismalar
literatiirde mevcuttur.
tarafindan yapilan bir calismada malaria
yonelik  olarak

hastaliginin  tedavisine

sentezlenmis olan ila¢ adayn {i¢ farkh

tirevi  mutajenik  aktivite
Ames/Salmonella/Mikrozom

yontemi kullanilarak incelenmistir. Sonucta

fenantren

yoniinden

ise  metabolik
bilesiklerden

tanesinin ¢erceve kaymasi

aktivasyon  yoklugunda,
bir

mutasyonuna

sentezlenen yalnmizca
neden oldugunu, iki tanesinin ise baz cifti
mutasyonuna neden oldugunu
Metabolik

ortamda ise iki maddenin TA 98 susu icin

degisimi

belirlemiglerdir. aktivasyonlu

mutajenik  aktivite sergiledigini tespit

etmislerdir.

dos Santos vd. (2010) tarafindan yapilan
bir

tedavisinde kullanilmasi planlanan bazi yeni

calismada orak hiicre anemisinin

bilesiklerin mutajenik aktivitelerini
Salmonella typhimurium’un TA 98 ve TA
100 suglar1 iizerinde test etmislerdir.
Sonucta test edilen kimyasal bilesenlerin o-
4.803 revertants/umol arasinda degisen

oranlarda mutajenik potansiyele sahip

oldugunu tespit etmislerdir.

Silva vd. (2015) tarafindan yapilan bir
bagka
aktivitelere sahip olan “siilfonamis kalkon N-
{4[3-(4-nitrofenil)prop-2-
enol]fenil}benzensiilfonamid”
sitotoksik,

calismada ise cesitli biyolojik

(CPN)’in
genotoksik, antigenotoksik ve

antisitotoksik  oOzelliklerini ~ Salmonella
typhimurium geri mutasyon testi (Ames) ve
fare kemik iligi mikroniikleus testi ile
calisilmistir. Sonuglar gostermistir ki CPN,
Salmonella typhimuriumun TA 98 ve TA
100 suslarinin histidin revertant
kolonilerinin sayisinda kiiciik bir artisa
neden olmus; ancak bu artisin istatistiksel
olarak anlamlh olmadig: belirlenmistir.

Bir dokuz farkh

sistostatik ilacin mutajenik etkisi Ames

diger calismada

revizyon testi kullamlarak Salmonella
typhimurium  suglar1  ile  cahsilmigtir.
Calisma sonucunda bu ilaglardan 6-

merkaptopiirin, cloturin, adriamisin,
mitoksantron, siklofosfamid ve lomustin’in
mutajenik etkiye sahip oldugu; ancak
butosin, orasin ve tris(2-kloroetil)amin’in
negatif sonuc verdigi belirlenmistir (Marhan,

1995).
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Konu ile ilgili oOnceki calismalar
incelendiginde aymi test maddesinin farkh
test yontemleri ile denendigi zaman farkh
verebildigi

sonuclar goriilmektedir.

Tarafimizca yapilan bu calismada
Mefenoksalon (Dorsilon®)un Salmonella
typhimurium’un TA 98 ve TA 100 suslari
iizerinde matajenik aktivite gostermedigi
belirlenmistir. Bu sonug¢ calisilan bu ilag
etken maddesinin bagimsiz bir kisi/kurulus

tarafindan test edilerek giivenilirliginin

ortaya konulmas1 agisindan oOnemli bir
basamaktir. Ancak giivenilirliliginin tam
olarak kamitlanabilmesi icin farkli test
yontemleri  ile de  test edilmesi
gerekmektedir.
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