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Tar¢inin (Cinnamomum zeylanicum) Ames Testi ile Mutajenik Etkisinin
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OZET

Giintimuzde ugucu yaglarin kozmetik, parfiim ve gida sanayinden, ilag sanayine kadar genis bir kullanim alant vardir. Bu
sekilde genis kullanim alanina sahip olan bitkilerin mutajenik ve antimutajenik etkisini belirlemek ¢esitli hastaliklar ve kanserin
tedavisinde biyiik 6neme sahiptir. Bu calismada tarcin (Cinnamomum zeylanicum) bitkisinden elde edilen ugucu yagin mutajenik
etkisi, yaygin olarak kullanldlan Ames mutajenite test yontemi kullanilarak arastirdmustir.  Cesitli dozlarda kullanilan yagin
mutajenik etkisi Salmonella typhimiriuns un TA98 ve TA100 suslarinda arastirllmus ve sonug olarak Salmonella typhimiriuns un
TA98 susunda 14 pg/ml’de toksik oldugu, TA100 susunda 4 ve 2 ug/ml’de zayif mutajenik etki gosterdigi saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Ames Test, Mutajenik Etki, Salmonella typhimirinm,Yarcin (Cinnanomum Zeylanicuni)

The Investigation of Mutagenic Effect of Cinamon (Cinnamomum zeylanicum) By Ames Test

SUMMARY

Today in the world the essential oils have a wide area of usage from cosmetics and perfume, industry to food and
pharmaceutical industry. Knowing the wide usage area of mutagenic and antimutagenic effect of this kind of plant may have
crucial importance in the treatment of a variety of illnesses and cancer. In this study, the mutagenic effect of the essential oil
which is obtained from cinnamon (Cinnamomum zeylanicurs) has been investigated. Aiming this, in this experiment Ames
mutagenite test, which is widely used, has been applied. Various doses of oil’s mutegenic effect have been investigated in the
TA98 and TA100 strains of Salmonella typhimirinum. As a result it is appointed that TA98 strain of Salmonella typhimirium shows
toxic in14 ng/ml and TA100 strain of Salmonella typhimirium shows low mutagenic effect in 4 ve 2 pg/ml
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GIRIS

Tim dunyada oldugu gibi ilkemizde de gesitli
bitkilerin ylzyillardan beri halk arasinda yiyecek,
icecek olarak ve bircok hastaligin tedavisinde tibbi
amagclt kullanildigi (Essawi ve Srour, 2000; Ozer ve
ark., 2001), bitki ve mikroorganizmalarin Sldurtct ve
insan sagligt icin O6nemli olan Ozelliklerinin 1926
yiindan bu yana arastirldigt rapor edilmektedir
(Digrak ve ark., 1999). Ucucu yaglar ve bilesenlerin
farklt kompleks karigimlar olusturdugu icin, biyolojik
etkileri  yoniinden de farkliik  gGsterebildigi
bildirilmektedir (Maksimovi¢ ve ark. 2005).
Ginimizde, dogada bulunan bitkilerin, strekli
gelisen tp ve kimya sanayine 6nemli Ol¢lide fayda
sagladigi bilinmekte, ilag sanayi ve halk arasinda
oldukca stk kullandan antifungal etki gosteren
tarcinun (Cinnamomum zeylanicuns) bu Szelliklerinden
dolayt degerli bir bitki oldugu rapor edilmektedir
(Bruneton, 1995; Guynot ve ark., 2003).

Targinun, diyabette etkili olabilecegi diisiinilen ve
hipoglisemik  etkili bir bitki oldugu; tarcin
ekstraktlarinin iz vitro glukoz almini ve glikojen
sentezini artirarak glukoz metabolizmasinda olumlu
ctkilere sahip olabilecegi bildirilmektedir (Khan ve
ark., 2003). Tarcinin uzun streli geleneksel
kullantmindan ~ sonra  onu  modern  terapi
yontemlerinde  kullanmak — amaciyla  hayvanlar
tizerinde bir¢ok bilimsel ¢alismalar yapildig: da rapor
edilmektedir (Karnick, 1994).

Genetik sifrenin bulundugu DNA’da kendiliginden
veya cesitli etkenlere bagli olarak meydana gelen
kalitsal degisikliklerin mutasyona sebep olabilecegi
bildirilmektedir (Yidirim ve ark.,2007). Bir genin
genomdaki sayistin  ve yerinin - degismeksizin
yapisinin  degismesi gen mutasyonlart  olarak
adlandirilmakta ve kromozom yapisinda herhangi bir
degisiklige = neden  olmadig  bildirilmektedir
(Demirsoy, 2005). Temel olarak mutasyonu
olusturabilen faktorlerin  fiziksel, kimyasal ve
biyolojik olarak siniflara ayrilmaktadir (Klug ve
Cummings 2002).

Kimyasallarin, kullamlan yiyeceklerin ve gida katki
maddelerinin insanlarda olusturdugu mutajenite ve
karsinojenite  olgusunun belirlenmesinde  bakteri
kullaniminin yaygin oldugu bildirilmekte ve bunun
nedeninin de yagsayan tim canlilarin ortak genetik
yapinin aynt olmasi temeline dayanmaktadir (Tuyld,
2001).  Mutajenite testlerinin en 6nemli zorlugu,
memelilerin mutajen maddelere az duyarli olmalar
fakat buna karsin mikroorganizmalarin mutajenlere
karst ¢cok daha duyarli oldugu, kisa zamanda ¢ok
sayida jenerasyon gecirdikleri i¢in calismalart daha
kolay ve wucuz oldugu, mutajen maddelerin
arastirtlmast icin cesitli, uzun ve kisa zamanlt test
yontemlerinin  gelistirilmesine  olanak  sagladigt
bildirilmektedir (Zeytinoglu ve ark., 1998).

Bugiin icin en iyi bilinen kanser, onkogen ve timér
baskilayicr ilikili genlerdeki mutasyonlar tarafindan

baslatilmakta ve mutasyona neden olan kimyasallarin
insanlar icin siklikla karsinojenik  oldugu ve
karsinojenik potansiyelleri agisindan test
edilmelerinin ~ zorunlu  oldugu  bildirilmektedir.
Bakterilerin kullandig1 testlerin en yaygin kullanilant
1970’lerin basinda Bruce Ames ve ¢alisma arkadaslart
tarafindan gelistirilen Ames testidit (Forman ve
Ames, 1991). Bu testte Salmonella spp.’nin His
(Histidin) mutasyonunun revertantlarinin kullanildigt
bildirilmekte ve farkli mutajenlerin farkli mutasyon
tiplerine neden olabilecegi bildirilmistit (Synder ve
Champness, 2007).

Unlu ve ark., (2010)’nin yaptig1 calismada tarcinin
antimikrobiyal etkisi ve 7z witro sitotoksisitesi
arastirilmis ve antibakteriyel bir ajan hatta antikanser
ajan olarak kullanabilecegi bildirilmis ve tarcin
ekstraktinin  da  antioksidan ve antimutajenik
fenoliklerin en 6nemli kaynaklarindan biri oldugu
rapor edilmistir (Jayaprakasha ve ark., 2007).
Deneyin amact; daha 6nceden biiyiimesi icin histidin
amino asidine gereksinim duyan oksotrofik suglarin,
kullandigimiz  test maddesi ile tekrar histidin
sentezleyebilir (prototrofik) hale déntismesi temeline
dayanmakta (Synder ve Champness, 2007) ve tar¢inin
sitotoksik doz miktarinin belirflenmesiyle, mutajenik
dozunun belirlenmesi amaglanmustir.

MATERYAL VE METOD

Salmonella typhimirium Test Suslar1

Deneyde kullanilan Salmonella typhinirinm 1'T2 atasal
susunun in vitro mutasyonlarla gelistirilmis Ames
testi icin baz degisimi ve cerceve kaymasi
mutajenlerine kargt duyarlt olan

TA98 ve TA100 suslari kullanilmis ve Anadolu
Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Bélimii’'nden
temin edilmistit.

Kimyasallar

Bacto agar (Difco), Agar Bakteriyolojik No:1,
Nutrient  Broth  No:2  (Oxoid), D-Biyotin
(F.W.244.3), L-Histidin HCL. (F.W.191.7), NaCL
(Merck), Ampisilin  trihidrat, Sodyum hidroksit
(Codex Carloerba), Sitrik asit monohidrat, KCL
(Potasyum  kloriir), MgSO4.7H.O  (Magnezyum
stlfat) (Sigma) temin edilmistir. Deneyde kullanilan
tarcin yagt da (Cinnamommm Zeylanicum) ticari bir
firmadan (Herba Gida Ltd. Sti, Izmir) temin
edilmistir.

Salmonella typhimurium
Genotiplerinin Kontrol Edilmesi
Testin glvenirligi acisindan test suglarinin  orjinal
mutasyonlara sahip olup olmadiklarinin test edilmesi
gereklidir. Bu nedenle bakterilerin  genotipleri;
histidin ~ gereksinimi, UvtB  mutasyonu, Rfa
mutasyonu, R Faktor varligt ve spontan olarak geriye
donts sikligr gibi testlerle kontrol edilmistir.

Siv1 Kiiltiirdeki Bakteri Sayisinin Belirlenmesi
Salmonella  tphimurium  suglarinin - gecelik  kultirin
ml’sinde bulunan bakteri sayisini belirlemek icin

Suglarinin
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plaklardan bir bakteri kolonisi alinarak sivi agar
icinde stspanse edilmis ve calkalamali inktbat6érde
37°C’ de 110 devirde bir gece inkiibe edilmistir.
Inkﬁbasyon sonucu gecelik kiltarin, 10°, 101, 102,
103, 104, 105 olacak sekilde bir dizi seyreltmeleri
hazirlanmistir.

Test  Maddesinin
Saptanmasi

Iyi izole olmus bir koloniden alinarak yapilan gecelik
kiltirler Nutrient Broth sivi killtiriiyle hazirlanmus,
2 ml top agara 100pl test bilesiginin tim dozlarindan
100ul ‘de 12-16 saatlik gecelik kiltiirden eklenip
Nutrient Agar’a ekim yapilmstir. DMSO (Dimetil
Stlfoksit)’dan da 2 petri ¢oziici kontrol deneyi
yapilmustir. Top agarlar donduktan sonra plaklar
37°C’ de 24 saat inkibe edilmis ve her doz, iki
bakteri susu icin de ¢ift olarak denenmistir.
Inkiibasyondan sonra plaklardaki koloni sayilar,
kontrol plaklart ile karsilastirilarak toksik olmayan
dozlar saptanmistir.

Ames Mutajenite Deneyinin Yapilis1

Maron ve Ames (1983) tarafindan belirtilen sekilde
mutajenite testi kullanilarak metabolik aktivasyonsuz
S9’suz (-) olarak uygulama yapilmistir.

Deneyde 2’ser mllik top agara cklenen tupler
45°C’deki su banyosunda hazir olarak tutulmus, daha
sonra iclerine 100yl test maddesi, 200pl histidin-
biyotin ¢6zeltisi ve 100 pl 16 saatlik hazirlanmis
gecelik  bakteri kiltiirlerinden eklenerek Minimal
Glikoz Agar (MGA) plaklarina dokiilerek ve plaklara
hizla 8 isareti yapilarak top agarin plak Uzerine
homojen dagilmast saglanmustir. 15 dk donmasi
beklendikten sonra plaklar ters ¢evrilip 37°Clik
inkiibatorde 48-72 saat inktbasyona birakilmistir.
Her deney icin 2 petri DMSO ve 3 petri negatif
kontrol yapilmistir.  Deneylerde her bir plaktaki
revertant koloni sayilarinin aritmetik ortalamasi
alinmis ve sonuglar degerlendirilmistir.

Sitotoksik Dozlarinin

BULGULAR

Siv1 Kiiltiirdeki Bakteri Say1s1 Bulgulart

Bakteri sayisiu belirlemek icin seyreltilmis dozlardan
plaklara 100 pl'lik miktarda damlatilarak ekim
yapilmis, 37°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra
plaklardaki koloniler sayilmis ve bakteri sivi
kiltirinin  ml’sinde  21.584  bakteri  oldugu
belirlenmis ve sonuglar resim 1’de gOsterilmistir.
Ayrica bakteri kiltirlerinin optik dansitesi 650 nm
dalga boyunda spektrofotometre ile Ol¢llip saf
kaltirin (10°) optik dansitesi; TA100 igin 0.128,
TA98 icin 0.344 olarak belirlenmistir.
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Resim.1. Salmonella typhimuriupyan TA100 ve
TA98 suslari icin swvi kiltiriin ml’sindeki koloni
sayisL.

Figure 1. The number of colonies per ml of
the liquid culture for TA100 and TA98 strains of
Salmonella typhinnrinm

Salmonella typhimurium
Genotiplerinin Kontrol Bulgular:
Bakterilerin genotipleri histidin gereksinimi, UvtB
mutasyonu, Rfa mutasyonu, R Faktér varligi ve
spontan olarak geriye doniis sikhiginin  kontrol
testleriyle kontrol edilmis ve Salmonella typhimuriunun
TA98 ve TA100 suslarmnin  kendiliginden  Ais
dutumundan Aist durumuna déntismesi durumunda
olmast gereken bakteri sayilari olmak tizere T'A98
icin 20-50 revertant/plak ve TA100 igin 75-200
revertant/plak olarak bulunmustur.

Salmonella typhimurium Sugslarimin Doz Tespit
Bulgular

Mutajenik etkilerinin saglikli olarak degerlendirilmesi
icin sitotoksik etkinin saptanmasi gerekmektedir.
Test bilesiginin Salmonella typhimurium’ un TA9S ve
TA100 suslart icin Oldurtct olmayan dozlarinin
saptanabilmesi  i¢in  sitotoksik doz  belitleme
yapilarak, mutajenite deneyinin 10 pg/ml, 8 pg/ml, 6
pg/ml, 4 pg/ml ve 2 pg/ml doz araliklarinda
yapilmasina karar verilmistir.

Salmonella typhimurium’un Mutajenite Deneyi

Suslarinin

Bulgular
Goézlenen  sonuglar  dogrultusunda  Salwonella
typhimurinpran - TA100  susunda  Cinnamonum

zeylanicuniun 12 ng/ml dozunun, TA98 susunda ise
14 pg/ml dozunun Oldirtci olduguna karar
verilmistir.

Tablo 1. Salmonella typhinuriunun TA100 susunun
mutajenite deneyi sonuglart
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Table 1. The results of mutagenicity tests for TA100
strains of Salmonella typhimurinm

Denenen Doz  1.Mutajenite 2.Mutajenite
Miktarlar1 Deneyi Deneyi
(ng/ml) Koloni Sayilar1  Koloni Sayilari
Koloni/plak Koloni/plak
10 ug/ml Ureme Yok Ureme yok
8 ug/ml Ureme Yok Ureme yok
6 ng/ml Ureme Yok Ureme yok
4 ng/ml 91-80 109-2
2 pg/ml 94-82 56-72
DMSO 95-87 137-114
Kontrol 59-87 125-72

Ik mutajenite deneyi sonucuna gore 4 upg/ml
dozundaki bakterilerin belitli oranda geri dénisim
kolonisi olusturdugu, yani bu dozda mutajenik etki
gOsterdigi Tablo 1°de gosterilmistir. Ikinci
mutejenite deneyi sonucuna gére de 4 ve 2 ug/ml
doz araliklarinda mutajenik etki gérilmistiir.

TARTISMA ve SONUC

Bugiine kadar vyapilan calisgmalar incelendiginde,
tarcinun kan glukoz diizeyini azalttigi ve bu etkinin
tarcinda bulunan metil hidroksi kalkon polimeri ile
baglantii olarak gerceklestigi, insiiline benzeyen
etkiler gosterdigi ve anti-bakteriyel, ates diisiiriici ve
kolesterol ~ miktarint  dustrictd  etkisi  oldugu
bildirilmektedir (Khan ve ark., 2003; Lopez ve atk.,
2005). Ayt zamanda tar¢inin, % 1-4 oraninda
aromatik ugucu yag icerigi ile giigli antioksidan
Ozelligine sahip oldugu ve bu nedenle de baharat
olarak gida maddeleri igcinde yaygin olarak kullanildig
rapor edilmektedir (Shan ve ark., 2005).

Bazt aragtirmaciar tarafindan da tarcinin kandaki
glukoz duzeyini azaltmak suretiyle anti-diabetik
Ozellige sahip olabilecegine isaret edilitken, bazi
calisma sonuglarinda da tarciin  yiksek glukoz
ortamlarinda yararlt etkilerinin oldugu gdsterilmistir
(Kim ve ark. 2005; Verspohl ve ark. 2005).

Yapilan bir ¢alismada, ilag yapiminin baslangic
maddesi olarak kullanilan kimyasal maddelerin
(potasyum meta bistlfitin) ve gida koruyucu
maddelerinin, Ames testi ile Salmonella typhimurinm
TA98 ve TA100 suslarinda mutajenik  etki
gostermedigi (Kayraldiz ve ark., 2000), lizozim gibi
biyolojik  molektllerin,  Salmonella — typhimurinm 'nn
TA100 ve TA98 suslart icin mutajen oldugu
bildirilmigtir ~ (Nagao ve ark., 1977). Cesitli
hastaliklarin  tedavisinde kullanidlan ve Tirkiye’de
“deve kulagl” olarak adlandirilan bitki (Liwonium
Globulifernm)  tirinin mutajenitesi Ames testi ile

arastirildiginda  tim  dozlarin  mutajenik  etki
gosterdigi rapor edilmistir (Eren ve Ozata, 2014).
Tarcinin hayvan modellerinde iltthap séktiriict ve
eklem iltihaplarini da giderici etkiye sahip oldugu,
tahris etme ve toksik etkilerine bakildiginda bagimsiz
olarak diger temel yaglarla biyolojik olarak etkilesime
girmedigi bildirilmistir (Vetal ve ark., 2013; Deletre
ve ark., 2015).

Tarcin yaygin olarak kullanilan bir bitki oldugu icin
bu doz miktarlarint saptamak ¢ok énemlidir. Bugiine
kadar tarcinin  mutajenik  etkisi  arastirilmadigt
bildirilmis ve bu c¢alisma sonucuna gore tarcinin
digik  dozda  mutajenik  etki  gosterdiginin
belitrlenmesi, tarcinin dusik dozda bile oldukca etkili
olabilecegini gostermektedir.

Sonug olarak; Cinnamomun zeylanicum ugucu yaginin
mutajenik aktivitesi Salmonella typhimuriun/un TA100
susuna uygulanmis ve 2-4 pg/ml doz araliginda zayif
bir mutajenik etki gosterdigi saptanmistir.
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