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OzZET
Mutajenik karsinojenik etkinin ames testi ile
arastirilmasi

Amag: Kimyasallarin insan hayatinda daha fazla yer almasi ve buna
bagli olarak kimyasal maddelerin gerekli giivenlik testlerinden geg-
meden kullaniimaya baslanmasiyla birlikte kimyasallarin insan sag-
lig1 ve dogal kaynaklar {izerine olumsuz etkileri ortaya gikmustir. Bu
sebeple bircok arastirmaci, kimyasallarin karsinojenik ve mutajenik
aktivitelerini inceleyip kisa zamanda sonug veren diisiik maliyetli
mutajenite test sistemleri gelistirmislerdir. Kimyasallar tarafindan
meydana gelen mutasyonlarin hiicre diizeyinde belirlenmesi ama-
clyla kullanilan kisa zamanli test sistemlerinden biri de Ames testidir.
Ames testi, 6zellikle ilag ham maddesi olarak kullanilmak istenen test
maddelerinin toksik, mutajenik-karsinojenik etkilerini incelemek igin
guvenilir yontemler arasinda kabul edilmektedir.

Gereg ve Yontem: Bu calisma ile ilaglarin gelistirilmesinde ve kar-
sinojen maddelerin mutajenitelerinin saptanmasinda kullanilan
onemli bir mutajenite testi olarak kabul edilen Ames Salmonella/
mikrozom Testi uygulanarak dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuk-
lugunda kullanilan ilag ham maddesi metilfenidatin mutajenik ve
karsinojenik etkisi arastiriimistir. Yontemde Salmonella typhimurium
TA 100 ve TA 98 suslari ile cahsilmistir. TA 100 baz cifti degisimine,
TA 98 ise cerceve kaymasina yol acan mutajenlerin belirlenmesi icin
kullaniimistir. Deneyler S9'lu ve S9'suz olmak Uizere iki grup halinde
gerceklestirilmistir. Test sonuclarinin ortalamasi alinarak, pozitif ve
negatif kontrol gruplari ile karsilastirimis ve degerlendirilmistir.
Bulgular: TA98 ve TA100 ile yapilan deney sonuglari degerlendirildi-
ginde, S9'lu ve S9'suz ortamda tiim calisma konsantrasyonlarinda
revertant koloni sayilari, spontan revertant koloni sayilarindan daha
fazla bulunmamistir (p>0.05).

Sonug: Calismamizda, metilfenidatin TA 100 ve TA 98 suslari ile S9 varli-
ginda ve yoklugunda mutajenik aktiviteye sahip olmadigi gosterilmistir.
Anahtar sozciikler: Ames testi, karsinojenite, metilfenidat, mutaje-
nite, S9 fraksiyonu

ABSTRACT
The investigation of mutagenic and carcinogenic
effects by the ames test

Aim: Research has shown that the increased use of chemicals which
are offered to consumers, sometimes without sufficient testing,
has impacted human health and natural resources negatively. For
this reason, many researchers have developed cost-effective test
systems which can examine the carcinogenic and mutagenic activity
of chemicals in a short time. Ames is an example of such a test
system which can detect mutations at cellular level. Also the Ames
test is accepted as a reliable method for specifically testing the toxic
and mutagenic-carcinogenic effects of raw materials to be used in
pharmaceuticals.

Material and Methods: In this study, the mutagenic and
carcinogenic effect of methylphenidate, that is used for the treatment
of Attention-Deficit Hyperactivity Disorder, was investigated by the
Ames Salmonella/microsome test in the absence and presence of
metabolic activation. The Ames Salmonella/microsome test can play
an important role to identify the mutagenic effects of carcinogenic
compounds and is used for the research and development of drugs.
TA 98 and TA 100 strains were used in experiments. TA 98 is designed
for frame-shift mutagens and TA 100 is designed for base-pair
mutagens. The mutagenic activity was screened in two groups with
or without S9 metabolic activation. The results were evaluated and
the mean values were compared with positive and negative controls.
Results: According to the results of experiments conducted with TA98
and TA100, revertant colony count was not found higher than those
spontaneous revertant colony count among all of the concentrations
and as well as under the conditions of with and without S9 (p>0.05).

Conclusion: In conclusion, it was shown that methylphenidate was
non-mutagenic for TA 98 and TA 100 with or without S9 metabolic
activation.

Key words: Ames test, carcinogenicity, methylphenidate, S9 fraction,
mutagenicity

GiRiS
Teknolojideki hizli gelisim ve yasam tarzi ile birlikte kim-

yasallarin insan hayatinda daha fazla yer almasi ve kimyasal
maddelerin gerekli glivenlik testlerinden ge¢meden kulla-

nilmaya baslanmasi sonucu insan sagligi ve dogal kaynak-
lar izerine olumsuz etkileri gozlenmistir (1). Kimyasal
endustrisinin gelismesiyle, mesleki maruziyetin sikligindaki
artisa bagli olarak cogu kimyasal icin tehlike degerlendiril-
mesi gerekliligi artmaktadir (2). Dolayisiyla insan ve cevre
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icin 6nem arz eden ilag, gida katki maddesi (3), kozmetik (4),
tarim ilaci (5), endustri kimyasali (6) olarak kullanilan sente-
tik ve dogal kimyasal maddelerin (7) teknolojinin sagladigi
imkanlar ile ayrintili olarak incelenmesi ve yine insan saglig
agisindan gliniimiizde ¢cok 6nemli olan mutajenik ve karsi-
nojenik etkilerinin arastiriimasi ile degerlendirilmesinin
yapilarak, meydana gelebilecek risklerin kabul edilir diizeye
indirilmesi gerekmektedir. Boylece genotoksik ve non-
genotoksik mekanizmalarin siniflandirilmasi kimyasallarin
ve ilaglarin kanser riski degerlendirmeleri agisindan énem
kazanmistir (8).

Diinyada bircok lilkede kimyasallarin karsinojenik ve
mutajenik aktiviteleri icin test sistemleri gelistirilmis ve bu
sekilde kimyasallarin insanda kansere sebep olabilecekleri
gozlemlenmistir. Calismalar karsinojenite ve mutajenite
arasinda baglanti oldugunu ortaya koydugundan, kimyasal
maddelerin mutajen/karsinojen olarak incelemesinin daha
dogru oldugu kabul edilmektedir (9).

Mutasyonlar genetik materyallerin dogrudan etkilen-
mesi sonucu somatik hiicrelerde veya germ hiicrelerinde
ortaya ¢tkmaktadir ancak her mutasyon kansere donlisme-
mektedir. Kimyasal maddelerin kanser olusturabilecegi ise
deneysel olarak gosterilse de her karsinojen mutajendir,
ama her mutajen karsinojen degildir. Karsinojen maddeler
genellikle DNA (deoksiribontikleik asit), RNA (ribonukleik
asit) ve proteinlerdeki niikleofilik (elektronca zengin) grup-
lara kolaylikla saldirabilen elektrofillik yapil maddelerdir
(10). Mutajenite ile karsinojenite arasindaki iliski ylksek
oldudu icin karsinojen maddelerin arastiriimasinda mutaje-
nite esas alinmaktadir (11).

Mutajenik etkinin aydinlatilmasi ve mutajenlerin sap-
tanmasi icin cesitli test sistemlerinin gelistirilmesi ve muta-
jenezisin insanlar icin olusturdugu kalitsal hastalik ve kan-
ser riskinin azaltilmasi icin yapilan ¢alismalar genetik toksi-
kolojinin en 6nemli arastirma alanlarindan birini olustur-
maktadir (12). 1972'de Dr. Bruce Ames tarafindan gelistiril-
mis olan ve kimyasal maddelerin mutajenik etkilerini belir-
lemek amaciyla tarama testi olarak uygulanan Ames testi,
¢ok yaygin ve guvenilir bir bicimde kisa zamanli bakteriyel
test sistemi olarak kullanilmaktadir (13).

Yaygin olarak dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugu
(DEHB) olan hastalarin tedavisinde kullanilan metilfenidat
(MPH), merkezi sinir sistemi uyaricisi olup ilk kez Panizzon
tarafindan 1944'de sentezlenmistir (14). Prefrontal korteks
ve sitriatumda dopamin geri alinimini engelleyerek ve presi-

naptik alanda dopamin diizeyini arttirarak etki gosterdigi
distintlmektedir (15,16). MPH'nin kronik kullanimina bagl
olarak uzun dénemde ortaya ¢ikan etkileri net degildir (17).
Kronik kullanimina bagli olarak mutajenik ve karsinojenik
riske neden olup olmayacadi cesitli calismalar ile arastiril-
mistir (18). Bu calismada ilaglarin toksik ve mutajenik etkile-
rini degerlendirmek amaciyla kullanilan kisa sureli ve glive-
nilir testlerden biri olan Ames testi, MPH'nin mutajenik
potansiyelini degerlendirmek icin kullanildi. Bu amacla,
Anabilim Dali laboratuvarimizda 6nemli bir mutajenite testi
olan ve ila¢ gelistirilmesinde preklinik calismalar icin de
yararlanilan Ames testinin kurulmasi, karsinojen maddelerin
Ames testi ile mutajenitelerinin saptanmasi amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Calismamizda Ames (Salmonella/Mikrozomal) testi kul-
laniimistir (13). Bakteriler, petri kutusu basina 0.1 ml olacak
sekilde, nutrient broth (besleyici buyyon) icinde yaklasik
120 rpm calkalamayla, 37°C'de, 10-14 saat boyunca (kultlr
yogunlugu ml'de 1-2x10° bakteri) cogaltildi. Testin giiveni-
lirligi acisindan test suslarinin orijinal mutasyonlara sahip
olup olmadiklari asagidaki testlerle kontrol edildi:

a. Histidin Gereksinimi: Bir gece nutrient broth icinde
¢ogaltilan kiltiirden alinan his-bakteriler, MGA ve histidin/
biyotin plaklarina ekildi. Plaklar 37°C'de bir gece inkUibasyo-
na birakildi. Histidin/biyotin plaklarinda tireme gozlenir-
ken, MGA plaklarinda Gireme olmadi.

b. Rfa Mutasyonu: Bu mutasyonun varligi kristal viyole
hassasiyet testiyle tanimlanmistir. Bunun icin 45°C'de tutu-
lan 2 ml top agar icine 0.1 ml bakteri kiiltiiri konuldu ve cal-
kalanarak bakterilerin agar icinde homojen dagilmasi sag-
land\. Bakteri-top agar karisimi, NA Gizerine yayildi. Agar kati-
lastiktan sonra agar tizerine, 1 mg/ml konsantrasyonundaki
kristal viyoleden 10°L emdirilmis 0.5 cm ¢apindaki steril disk-
ler plak ortasina yerlestirildi. Plaklar 37°C'de 12 saat tutul-
duktan sonra disk cevresinde bakteri iremesinin gorilmedi-
gi alanin ¢api 6l¢lldi. Rfa mutasyonu tasiyan bakterilerin
yaklastk 14 mm capinda bir zon olusturduklar goézlendi
(yaban tipi bakteriler disk kenarinda Ureyebilmektedir).

c. UVr B Mutasyonu: Bu mutasyon, ultra viyole 1ginlarina
duyarlilik testiyle tanimlandi. Bunun icin kiltiirden alinan
bakterilerin nitrient agar lizerine ¢izgi ekimi yapildi. Cam bir
kapak, ekilen kismin yarisini kaplayacak sekilde plak Gzerine
orttlda. Plak, 15 W giiciinde bir UV lambasiyla 33 cm uzak-
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tan 8 sn siireyle 1sinlandi. Isinlama sonrasinda petri kutusu-
nun kapadi kapatildi ve plak 37°C'de 24 saat tutuldu. Uvr B
mutasyonlu suslarin plakta camla kapatilan kisimda uredik-
leri, 1sinlanan bolgede Gremedikleri gézlendi.

d. R Faktor Varhigi: Bu test icin bakteri kiiltlrintn,
ampisilinli plaklara ¢izgi ekimi yapildi. Plak 37°C'de 24 saat
sureyle tutuldu. Plazmidli mutantlarin 25°g/mg ampisilinde
uredigi gozlendi.

Calisilan bakteri suslarinin his- fenotipinden his+ fenoti-
pine spontan olarak uyariimadan doniismesi belirli limitler
icinde (TA 98 icin 30-50 revertant/plak ve TA 100 icin 120-
200 revertant /plak) degerlendirildi. Nutrient brotht'a
37°C'de 12-14 saat slreyle ¢ogaltilan bakterilerden 0.1 ml
alinarak, 45°C'de tutulan histidin-biyotinli (0.05 mM) top
agar icine eklendi. Tup calkalandi ve tip icerigi 37°C'de
yarim saat tutularak isitilmis MGA plaklarina eklendi. Plaklar
37°C'de inklibasyona birakildi ve 48 saat ile 72 saat sonra
plaklarda gorilen koloniler sayilarak his+ revertantlarin
sayis! belirlendi.

Metabolik aktivasyon gerektiren promutajen/prekanse-
rojen maddelerin bu testle saptanabilmeleri icin karaciger
mikrozomlari hazirlanarak kimyasallarin metabolik aktivas-
yonlan saglanmaktadir. Test maddesinin metabolik Griinle-
rinin mutajen olup olmadigini arastirmak amaciyla mikro-
zomal enzim ekstresi (S9 Fraksiyonu) kullaniimaktadir. Mik-
rozomal enzim miktarinin artirilmasi icin 12 haftalik bir sica-
na enzim aktivasyonu olusturmak amaciyla sakrifiye edil-
meden 3 glin 6nce intraperitoneal yolla 80 mg/kg dozunda
Fenobarbital enjekte edildi. Fenobarbital enjekte edilmis
olan sican 3.glin sonunda servikal dislokasyon ile sakrifiye
edildi. Karaciger zedelenmeden cikarildi ve net agirligi
bulundu. 1 g karaciger, 1 ml soguk 0.15 M KCl ile yikandi.
Yikanma isleminden sonra 1 g karacigere 3 ml soguk 0.15 M
KCl eklendi. Karaciger daha sonra steril makasla parcalandi
ve doku parcalari homojenize edildi. Homojenat 8700
rpm'de 0-4°C'de 10 dak. santrifiij edildi. Elde edilen sliper-
natant kismi (S9) alindi ve -80°C'de sakland.

Mutasyon deneyi icin “Plak inkorporasyon” yontemi kul-
lanildi. Bunun igin, 45°C'lik su banyosunda tutulan ve iceri-
sine 2 ml'lik histidin ve biyotin eklenmis top agar bulunan
tuplere, 0.1 ml 12-14 saatlik bakteri kiltird, S9'lu deney icin
0.5 ml S9 karisimi ve son konsantrasyonu 0.1 ml olacak
sekilde test maddesi konuldu. Bu karisim MGA plaklarina
dokulerek agarin donmasi beklendi. 37°C'de 48 saat inku-
basyon sonrasi his+ koloniler sayildi.

Bakterilerin bilinen standart mutajenlere karsi tepkileri-
ni saptamak icin her sus icin belirlenmis bir mutajen pozitif
kontrol olarak, esas denemeye paralel sekilde testler yapil-
di. MPH'nin metabolitlerinin mutajenik etkiye sahip olup
olmadiginin arastiriimasi icin S9'lu pozitif kontrol 6nem
tagimaktadir. Calismamizda pozitif kontrol amaciyla 2-ami-
nofluoren kullanildi.

istatistiksel Analiz Yontemi

Galismamizda elde edilen veriler, SPSS 17 programi kul-
lanilarak analiz edildi. Her veri grubu icin ortalama deger,
standart sapma (+) ve en blyiik ve en kii¢lik deger arasin-
daki fark dahil olmak tizere kategorik degiskenler, tanimla-
yiaiistatistik ile belirtildi. ikili gruplar arasindaki farkliliklarin
analizi i¢in Student-t testi kullanild.

BULGULAR

Galismamizda, MPH'nin mutajenik aktivitesi 5 farkl kon-
santrasyondaki TA 98 ve TA 100 suslari kullanilarak Ames
testi ile arastinlmistir. MPH calisma konsantrasyonlari plak
basina 312.5, 625, 1250, 2500 ve 5000 ug olacak sekilde
uygulanmistir. Her doz icin 3 ayri plaga ekim yapilmis ve
ortalama degerler verilmistir. Ayrica MPH metabolitlerinin
mutajenik aktivitelerini degerlendirmek amaciyla S9 fraksi-
yonu varliginda, TA 98 ve TA 100 suglari ile Ames testi uygu-
lanmistir.

Calisilan bakteri suslarinin his- fenotipinden his+ fenoti-
pine spontan olarak déniismesi belirli limitler icinde olmali-
dir. Bu limitler; TA 98 susu icin revertant koloni sayisi 30-50
revertant/plak, TA 100 i¢in 120-200 revertant/plak’tir. Calis-
mamizda TA 98 ve TA 100 suslarinin genotip kontrolleri
yapilmistir, test suglarinin orjinal mutasyonlara sahip oldu-
gu gosterilmistir.

Galismamizda, pozitif mutajen olarak 2-aminofluoren
(0.1 ml/plak) kullanilmistir ve S9 fraksiyonlu ortamda TA 98
susu icin sayllamayacak kadar fazla revertant koloni ve TA
100 susu icin 611/plak revertant koloni sayilmistir. S9 fraksi-
yonsuz ortamda ise TA 98 susu icin 1341/plak revertant kolo-
ni ve TA 100 susu icin 521/plak revertant koloni sayilmistir.

Sonuglar, standart sapmalari ile birlikte ortalamalar ali-
narak, ¢ozlicii kontrol olan dimetilsiilfoksit (DMSO) sonucla-
r ile Student-t kullanilarak karsilastiriimak suretiyle deger-
lendirilmistir. S9 fraksiyonlu ortamda TA 98 susu icin 312.5,
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Tablo 1: MPH'nin S9'lu ve S9’suz ortamdaki TA98 ve TA100 suslari ile verdigi revertant koloni sayilari

Revertant Koloni Sayisi

Metilfenidat Konsantrasyonu TA98 TA100
(ng/plak) (Ort+SS) (Ort+SS)

S9 (+) S9 (-) S9 (+) S9(-)
3125 102 1912 138.5£10.5 8248
625 44.5+2.5 20.5+2.5 127+6 91.5+11.5
1250 20+1 26+1 152.5£19.5 94+1
2500 21+4 22.5+3.5 139.5+4.5 119.5£1.5
5000 1241 15+0 92+7 11945
Pozitif Kontrol 2-Amino-fluoren
(0.1 ml/plak) +++ 611
DMSO
(0.1 ml) 36 158

DMSO: dimetilstilfoksit; Ort+SS: ortalamazstandart sapma; S9 (+): S9'lu ortam; S9 (-): S9’suz ortam
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Sekil 1: MPH'nin S9 fraksiyonu varliginda TA 98 ve TA 100 suslari ile
DMSO (dimetilstlfoksit) kontrol petrilerindeki koloni sayisi ile deney
gruplari petrilerindeki koloni sayisi arasindaki farkin konsantrasyona
bagh gosterimi
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Sekil 2: MPH'nin S9 fraksiyonu yoklugunda TA 98 ve TA 100 suslariile
DMSO (dimetilstlfoksit) kontrol petrilerindeki koloni sayisi ile deney
gruplar petrilerindeki koloni sayisi arasindaki farkin konsantrasyona
bagh gosterimi

625, 1250, 2500 ve 5000 pg konsantrasyonlarda revertant
koloni sayilarinin ortalamalari sirasiyla; 10+2,44.5+2.5,20+1,
2144 ve 12+1 olarak bulunmustur. S9 fraksiyonsuz ortamda
ise TA98 susu icin 312.5,625, 1250, 2500 ve 5000 g konsant-
rasyonlarda revertant koloni sayilarinin ortalamalari sirasiy-
la; 19+2,20.5£2.5, 26+ 1, 22.5%3.5 ve 15+0 olarak bulunmus-
tur. S9 fraksiyonlu ortamda TA100 susu icin 312.5, 625, 1250,
2500 ve 5000 pg konsantrasyonlarda revertant koloni sayila-
rinin ortalamalari sirasiyla; 138.5£10.5, 12746, 152.5+19.5,

#59'u
25
#59'suz

AN

Sekil 3: MPH'nin calisma konsantrasyonlarinda S9 fraksiyonu
varliginda ve yoklugunda TA 98 susu ile verdikleri revertant koloni
sayilari
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Sekil 4: MPH'nin calisma konsantrasyonlarinda S9 fraksiyonu
varliginda ve yoklugunda TA 100 susu ile verdikleri revertant koloni
sayilari

139.5+4.5 ve 9247 olarak bulunmustur. S9 fraksiyonsuz
ortamda ise TA100 susu icin 312.5, 625, 1250, 2500 ve 5000
pg konsantrasyonlarda revertant koloni sayilarinin ortala-
malari sirasiyla; 8248, 91.5+11.5, 94+1, 119.5+1.5 ve 11945
olarak bulunmustur. 1'de MPH'nin farkli konsantrasyonlarin-
da bulunan revertant koloni sayilari yer almaktadir.

TA 98 ve TA 100 ile yapilan deney sonuglari degerlendi-
rildiginde, S9'lu ve S9'suz ortamda tiim ¢alisma konsantras-
yonlarinda revertant koloni sayilari, spontan revertant kolo-
ni sayilarindan daha fazla bulunmamistir (p>0.05).
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Test bakterilerinin TA 98 ve TA 100 suslarinda MPH ile
S9'lu ve S9'suz ortamda verdigi doz-cevap egrileri, Sekil 1 ve
2'de gosterilmistir.

MPH'nin calisma konsantrasyonlarinda S9 fraksiyonu
varliginda ve yoklugunda TA 98 ve TA 100 suslari ile verdik-
leri revertant koloni sayilari Sekil 3 ve 4de gdsterilmistir.

MPH'nin calisma konsantrasyonlarinda, S9'lu ve S9'suz
ortamda calisilan TA 98 ve TA 100 suslarina ait plak goriintQ-
leri Resim 1-4'te verilmistir.

TARTISMA

Kimyasallar tarafindan meydana gelen mutasyonlarin
hiicre diizeyinde belirlenmesi amaciyla kullanilan kisa
zamanli test sistemlerinden en 6nemlisi Ames testidir (19).
Genotoksik aktivite tayini icin bircok test bu amagla kullanil-
makla birlikte standart ve giivenilir sonuglar saglamasi nede-
niyle Ames testi siklikla tercih edilmektedir. Ames testi, 6zel-
likle ilag¢ ham maddesi olarak kullanilmak istenen test mad-
delerinin toksik, mutajenik-karsinojenik etkilerini incelemek
icin glivenilir yontemler arasinda kabul edilmektedir (20).

Yaygin olarak dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugu
olan hastalarin tedavisinde kullanilan MPH, bir merkezi sinir
sistemi uyaricisidir. MPH'nin kronik kullanimina bagl olarak
uzun donemde ortaya ¢ikan etkileri net degildir. 50 yil
askin surredir tedavide kullaniimasina karsin, yapilan birkac
arastirma ile hem insan hem de hayvanlar lGzerinde ciddi
yan etkileri olabilecegi g6sterilmistir (21). Kronik kullanimi-
na bagh olarak mutajenik ve karsinojenik riske neden olup
olmayacagdi cesitli calismalar ile arastinlmistir (22).

Bu calisma ile dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklu-
gunda sikca recete edilen Ritalin®in ham maddesi olan MPH
ve metabolitlerinin olusturabilecedi mutajenik aktivite,
Ames Salmonella/mikrozom testi ile arastirildi. Deneyler 5
mg/plak, 2.5 mg/plak, 1.25 mg/plak, 0.625 mg/plak ve
0.3125 mg/plak olmak Uzere bes farkli konsantrasyonda
yapildi. Maddenin kendisi ve metabolitlerinin toksik etkiye
sahip olup olmadiginin incelenmesi icin hem S9'lu hem de
S9'suz ortamda aktivite tayini yapilmistir. Béylece memeli
karacigerinde enzimatik yollarla parcalanarak farkli metabo-
litlere cevrilmesiyle olusan bilesiklerin, mutajenik 6zellige
sahip olabilme ihtimali arastinimistir. Calismamizda, TA 98 ve
TA 100 ile yapilan deney sonuclari dederlendirildiginde,
S9'lu ve S9'suz ortamda tiim ¢alisma konsantrasyonlarinda
revertant koloni sayilari, spontan revertant koloni sayilarin-

dan daha fazla bulunmamistir. Diger bir ifade ile bu suslarda
MPH ve metabolitleri mutajenik etki géstermemistir.

MPH'nin mutajenik ve karsinojenik etkisini arastiran
cesitli cahigmalar bulunmaktadir. Ancak Ames Salmonella/
mikrozom testi ile yapilan bakteriyel mutajenite ¢alismalari
oldukca sinirlidir (18). Calismamiza benzer sekilde, Salmo-
nella typhimurium ve Cin hamster ovaryum hicre kiltrleri
(CHO) kullanilarak yapilan genetik toksikoloji calismalarin-
da, hem S9'lu hemde S9'suz ortamda S. typhimurium’un TA
97, TA 100, TA 1535 ve TA 1537 suslar mutajen 6zellik gos-
termemistir. CHO'da kromozomal aberasyon ve kardes kro-
matid degisimleri incelenmis, S9'lu ve 59'suz ortamda kro-
mozomal aberasyon sikliginin arttigi ancak, S9 varliginda
kardes kromatid degisim sikliginin artis géstermedigi bildi-
rilmistir. Bununla birlikte farkl bir laboratuvarda, bu madde
daha yiksek konsantrasyonda uygulandiginda S9'suz
ortamda pozitif sonug elde edilmistir (18).

Ames testi, fare lenfoma deneyi ve mikrocekirdek testiiile
MPH'nin toksisitesi arastirilmistir. Ames testinde TA 98, TA
100, TA 1535 ve TA 1537 suslari kullanilmis ve deney her sus
icin bes ayrt madde konsantrasyonunun plak inkorporasyon
yonteminin uygulanmasi ile yapilmistir. Sonuglar tiim suslar
icin hem S9'lu hem de S9'suz ortamda negatif olarak deger-
lendirilmistir. Fare lenfoma deneyi icin sonuglar negatif olup,
mikrogekirdek testinde istatistiksel olarak anlaml bir artig
bulunmamistir (23). Deney hayvanlarinda timér indiksiyo-
nu veya hucre serileri kullanilarak yuritilen cesitli calismalar
ile MPH'nin mutajenik/karsinojenik riskleri aydinlatiimaya
calisilmistir. MPH'nin uzun stire kullaniminin herhangi bir
potansiyel saglik riski olugturup olusturmayacadu ile ilgili
insanlarda yapilan kronik calismalarin eksikligi, fareler tize-
rinde yapilan 2 yillik kanser calismalarindan pozitif sonuglar
alinmasi, bu alanda yapilan ¢alismalarin artmasina neden
olmustur (21). Bu amagla National Toxicology Program’in disi
ve erkek sicanlar Gzerinde yuriitmus olduklar toksikoloji ve
karsinojenisite calismalarinda F344/N sicanlarina farkli doz-
larda verilen MPH'nin herhangi bir karsinojenik aktivitesi
gozlenmezken, B6C3F1 farelerinde hepatoseliiler neoplaz-
ma gelisimi gibi bazi karsinojenik etkiler bulunmustur (18).
MPH uygulanan disi F344 sicanlarinda spontan meme bezi
timor insidansinin diistlig bildirilmistir (24). MPH'nin F344
sicanlari ile B6C3F1 fareleri Uzerindeki karsinojen etkileri
incelenmis ve yiiksek dozda MPH'ye bagli olarak disi ve
erkek farelerde hepatoseliiler timorlerin ciddi sekilde arttigi
gosterilmistir (14). CHO hiicre kiltiirlerinde MPH ile yapilan
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baska bir calismada ise kromozomal aberasyon ve kardes
kromatid degisim sikhiginin arttigi rapor edilmis (25) ve insan
lenfositleri ile yapilan in vitro bir calismada ise kardes kroma-
tid degisim sikliginda artis gézlenmistir (26). Ancak, memeli
hiicre kiiltirid kullanilarak yapilmis olan MPH mutajenite tes-
tinde, herhangi bir mutajenik etkiye rastlanmamistir (27,28).
Kan ve beyin hiicrelerindeki hipokampus ve stratiumdaki
DNA hasar diizeyi incelenmis ve bir hasar tespit edilmemistir
(29,30). MPH'nin in vitro uygulamasinin DNA (izerine zararli
etkisiileilgili oldukga stipheli verilerin aksine, Teo et al (2003)
tarafindan yayinlanan ve mevcut uluslararasi kurallara gore
ylritilen fare lenfoma deneyi ile agik¢a negatif sonuclar
elde edilmis ve bu ¢alisma, in vitro memeli hiicrelerinde
MPH'nin genotoksik potansiyeli olmadigina dair dnemli bir
gosterge olarak kabul edilmistir (31,32). Fare lenfoma timi-
din kinaz testi, kromozomal mutasyonlarin yani sira gen
mutasyonlarini da belirlediginden, bu veriler MPH'nin klas-
tojenik potansiyelinin degerlendirilmesi agisindan énemli-
dir. Bununla birlikte, Bonassi et al. 2004 ve 2007 yillarinda
yapmis olduklari calismalarda kromozomal aberasyon siklig
ve periferik kan lenfositlerindeki mikrogekirdek artisinin
kanser riski ile iliskisinin bildirilmesi ile tip camiasinda ve
MPH tabanli tedaviyi kabul eden DEHB'li cocuklarin ailele-
rinde tepkilere neden olmustur (33-35).

Cocuklarin yetiskinlere gére genotoksik ajanlara daha
savunmasiz olmalarindan dolayi ¢calismalarini pediatrik
poptlasyonda yliritmeye karar vermislerdir. Bu ¢alismada,
gonlli 12 cocuk tizerinde MPH'nin terap6tik diizeyde sito-
genetik bir anomaliye sebep olup olmadigi arastiriimistir.
MPH tedavisinin baglangicinda ve tedaviye baslandiktan 3
ay sonra sitogenetik analizler yapilmistir. Kromozomal abe-
rasyon sonugclari degerlendirildiginde kromatid kiriklari,
delesyonlar ve gap'ler belirlenmistir. Kardes kromatid dedgi-
simleri incelendiginde her iki donem icin de artis gozlen-
mistir. Denemeye katilan tlim katilimcilarda tedavinin bas-
lamasinda ve sonraki 3 ay sonunda mikrocekirdek sikligin-
da anlamli bir artis gdzlenmistir (36). Bu calismalardan fark-
I olarak, diger bir calismada MPH ile tedavi géren DEHB'li
¢ocuklarda ve yetiskin popiilasyonunda kardes kromatid
degisimi, kromozomal aberasyon ve mikrogekirdek sikligin-
da artis goézlenmemistir. Genomik zararin bulunmamasi,
MPH maruziyetine bagli potansiyel kanser riskinin arttig
iddiasini desteklememektedir (37). Walitza ve ark. cocuk
poptlasyonunda mikrogekirdek sikhgini degerlendirmisler-
dir. 1. grupta bir, ti¢ ve alti aydan beri MPH ile tedavi géren

cocuklar, 2. grupta ise alti aydan daha fazla MPH ile tedavi
goren cocuklarla calisilmistir. Her iki grupta da genomik
zarar saptanmadigi bildirilmistir (38). MPH ve amfetamin
bazl ilaglarla tedavi edilen ¢ocuklarin kan lenfositlerinde
muhtemel kromozomal hasar ¢alismalarinda MPH'nin tera-
potik seviyelerde kullaniminin sitogenetik bir zarara neden
olmadigi gosterilmistir (35). Suter ve ark. MPH ile tedavi
goren hastalarin periferik kan lenfositlerinde in vitro kromo-
zomal aberasyon yéntemi ve B6C3F1 farelerinde ise mikro-
cekirdek yontemi (doz orani 250 mg/kg) kullanarak yapmis
olduklari arastirmada her iki calismada da negatif sonuglar
bulunmustur (39). Agiz mukozasindan érnek alinarak geno-
mik zararinin degerlendirildigi bir calismada ise herhangi
bir genomik zarara rastlanilmadigi bildirilmistir (38). Tucker
ve ark. 109 hastayi iceren genis bir popllasyonda calisarak
MPH kullanimina bagl kromozomal aberasyon, mikrogekir-
dek ve kardes kromatid degisimlerini incelemislerdir. Teda-
viye baslamadan 6nce ve bagladiktan sonra tedavinin 3.
ayinda degerlendirmeler yapilmis ve MPH tedavisinin her-
hangi bir sitogenetik anomaliye neden olmadigi kabul edil-
mistir (40).

Sonug olarak, ilaglar, ilag ham maddesi olarak kullanil-
mak istenen test maddeleri, kozmetikler, gida katki madde-
leri gibi insanlarin kullanimina sunulan ksenobiyotiklerin
mutajenitelerinin saptanmasinda oldukga genis bir uygula-
ma alani olan Ames testi, ayni zamanda kimyasallarin anti-
mutajenik ozelliklerinin belirlenmesinde de kullanilabilen
hizli sonug veren, giivenilir yontemlerden biridir. Bu calisma
ile dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugunun tedavisin-
de sik¢a kullanilan MPH ve metabolitlerinin olusturabilecegi
mutajenik aktivite, Ames Salmonella/mikrozom testi ile
arastirildi. MPH'nin, TA 98 ve TA 100 suslarinda S9'lu ve S9'suz
ortamda mutajenik etki gostermedigi saptandi. Boylece,
Ames testinin ¢esitli ksenobiyotiklerin mutajenite tayininde
6n degerlendirme acisindan faydali bir yontem oldugu gos-
terildi. Ksenobiyotiklerin mutajenite ve karsinojenite profil-
lerinin tam olarak aydinlatilmasi icin ilave genotoksisite
calismalari ile kesin yargiya varilabilecegi diistintilmektedir.
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