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Oz

Giiniimiizde yaygin olarak kullanilan feniramidol (Cabral®) kas gevsetici etki gosteren analjezik
bir ilagtir. Bu ¢alismada amag¢ feniramidol’iin potansiyel mutajenik etkisinin Ames
Salmonella/Mikrozom test sistemi ile saptanmasidir. Bu amagla mutajenik etkiyi belirlemek igin
feniramidol’tin ticari formu olan Cabral®’mn 5 farkli dozu (0.1-1000 ug/plak) Salmonella
typhimurium’'un TA98 ve TAIO00 suslart ile muamele edilmistir. Elde edilen bulgulara gore
feniramidol tin denenen hi¢bir dozu TA98 ve TA100 suslarinda mutajenik etki géstermemigtir.

Anahtar kelimeler: Ames Salmonella/Mikrozom testi, Cabral®, Feniramidol, Mutajen

Investigation of Mutagenic Effects of Muscle Relaxant Drugs Cabral®
(Phenyramidol) by Ames Salmonella/Microsome Test System

Abstract

The aim of this study was to determine the possible mutagenic effects of the commercial formulation
of phenyramidol (Cabral®) that is extensively used as analgesic muscle relaxant. Ames
Salmonella/Microsome test systems were used to determine the mutagenicity of Cabral® using
TA98 and TA100 strains of Salmonella typhimurium. Strains were treated with 5 different doses
(0.2-1000 ug / plate) of Cabral®. It was shown that phenyramidol was not mutagenic to TA98 and
TA100 strains of Salmonella typhimurium.
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1. Giris

Insan popiilasyonunun ¢evredeki kanserojen
ve mutajen maddelerin etkisinden korunmasi
icin bu oOzellige sahip bilesiklerin tespit
edilmesi ve etkilerinin degerlendirilmesi
onemlidir (Maron ve Ames, 1983; Debnath
vd., 1991).

Mutajenlere maruz kalmanin c¢esitli yollari
vardir. Bunlardan en Onemlisi beslenme

zinciri olmakla birlikte sudaki ve havadaki
kirleticilerle etkilesim, sa¢ boyalar1 gibi
kozmetik bilesikler ile terapotik ilaglar gibi
yapay  kimyasallarin  kullanilmast  da

mutajenlerle temasta 6nemlidir (Bokesoy vd.,
2000).

Bu kimyasallarin  6nemli bir grubunu
hastaliklara karsi kullanima sunulan ilaglar
olusturmaktadir. Hedef hastaligin tedavisinde
kullanilan ideal bir ilacin en 6nemli 6zelligi,
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yan etkisinin minimum diizeyde olmasidir.
Buna gore kullanima sunulacak olan ilacin
toksikolojik, ozellikle de bireyin kendisini ya
da bir sonraki neslini Onemli diizeyde
etkileyecek olan genotoksikolojik potansiyeli,
uygun bir sekilde sinanmalidir.

Mutajenite testlerinden en yaygini 1970’lerin
basinda Bruce Ames ve calisma arkadaslari
tarafindan gelistirilen Ames testidir. Bu test
Salmonella typhimirium’un his mutasyonunun
revertantlart kullanilarak yapilir (Synder ve
Champness, 2007).

Ames testi bircok kimyasalin mutajenik
etkisinin tespitinde kullanilmistir (Kayraldiz
vd., 2006; Boyacioglu vd., 2007; Kutlu vd.,
2011). Bu c¢alismada da Cabral’mm farkli
konsantrasyonlarinin olasi mutajenik
etkilerini belirlemek lizere Ames
Salmonella/Mikrozom testi kullanilmistir.

Arastirma konusu Cabral®, etken maddesi
feniramidol (IUPAC adi:  S1-phenyl-2-
(pyridin-2-ylamino) ethanol ve CAS no: 553-

69-5) olan, benzil alkol tiirevi santral etkili
kas gevsetici bir ajandir (Tablo 1). Klinik
olarak ilk defa 1960 yilinda kullanilmaya
baslanmistir (O’Dell vd., 1960). Ci3H14N,O
kimyasal formiiliine sahiptir ve giinliik olarak
oral veya kas igine (i.m.) 400-800-3200
mg/giin dozlarinda kullanilmaktadir (Igloe,
1963). Feniramidol karacigerde glukuronik
asit ile konjuge olur ve feniramidol glukuronit
seklinde idrar yoluyla atilir. Tlacin bir kismi
ise safraya karigarak diski ile atilir (Koksal
vd., 2003).

Uretici firmalar bir ilac1 satisa sunmadan &nce
mutlak surette yasalarla belirlenmis risk
analizi testlerini yapmakla yiikiimlidiirler.
Ancak  Cabral® insanlar  tarafindan
kullanildig1 halde mutajenik etkisinin tarafsiz
degerlendirildigi herhangi bir calismaya
rastlanmamistir. Bu ve benzeri ¢alismalardan
elde edilecek bulgularin, ilacin kullaniminin
sorgulanmasinda ya da farkli etkilerinin
ortaya cikarilmasinda yetkili mercilere
hareket alan1 kazandirmasi beklenmektedir.

Tablo 1. Feniramidol (Cabral®)’un kimyasal yapisi ve molekiil agirlig:

Kimyasal yapisi Molekiil agirhg:
| =
~ 214.263 g/mol
N” N :
oH H

2. Materyal ve Metot Bolimii) alindi.  Test maddesi suda tam
coziinmedigi i¢in dimetil sulfoksit (DMSO)
Bu calismada, test maddesi olarak ¢oOziicii olarak kullanildi. Yukarida belirtilen
feniramidoliin ticari formu olan Cabral® test sistemi, test maddesinin gesitli konsan-
(Recordati Ilag ve Tic. A.S., Istanbul, trasyonlar1 ile muamele edildi ve sonuglar
Tirkiye)  kullanildi.  Mutajenik  etkiyi kendi kontrolleriyle karsilastirildi. Calismada
belirlemek  lizere  mutant  (oksotrofik) kullanilan test maddesinin doz tespiti Dean
Salmonella typhimurium suglart (TA98 = vd. (1985)’nin ydntemine gore saptandi ve
Cerceve kaymast sonucu olusturulmus sitotoksik olmayan 5 ayr1 doz ile c¢aligildu.

mutant) ve TA100= Nokta mutasyonu sonucu
olusturulmus mutant)’nda geri mutasyon testi
kullanildi (Maron ve Ames, 1983). Calismada
kullanilan TA98 ve TA100 mutant suslari,
Prof. Dr. Gokhan Coral’dan (Mersin
Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji
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Calismamizda kullanilan kimyasal
maddelerden nutrient broth, Sodyum azid
(SA), sodyum klortir, agar Merck (Darmstadt,
Almanya) firmasindan, diger kimyasallardan
DMSO, magnezyum  siilfat,  sitrikasit
monohidrat, potasyum  fosfat, sodyum



amonyum fosfat, D-Biyotin, L-Histidin-HCI,
ampisilin trihidrat, sodyum hidroksit, Kristal
viyole, glukoz, 4-nitro-o-fenilendiamin (4-
NPD) Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
Amerika Birlesik Devletleri) firmasindan
alindi.

2.1. Salmonella Reversiyon Testi

Salmonella reversiyon testinde, test bilesigi
ve bakteri susu top agara karistirildi ve
minimal glukoz agarli plaklara dokiildi.
Plaklar 37°C'de 48-72 saat inkiibe edildi, bu
sire sonunda plaklardaki his+ revertant
bakteri kolonileri sayildi. Bu yontemde,
histidin ve biotin eklenmis 45°C'deki 2 mL'lik
top agara, test susu kiiltiiriinden 0.1 mL ve
Cabral®’1n secilen dozundan 0.1 mL eklendi
ve diisiik hizda 3 sn vortekslendi. Daha sonra
oda sicakligindaki minimal glukoz agarl
plaklara yayildi. Top agarin plagmn biitiin
yizeyine donmadan yayimasini saglamak
i¢cin karistirma, dokme ve yayma islemlerinin
timi 20 saniyeden az bir siirede yapildi. Her
deneyde, her geri donme oOzgiilliiklerini
dogrulamak i¢in pozitif kontrol olarak bu
suslar i¢in bilinen mutajenler olan 4-NPD
(TA98 i¢in) ve SA (TA100 igin) kullanildi.
Bakteriyi ve kullanilan ¢oziiciiyii igeren, fakat
test edilen kimyasali igermeyen negatif
kontrol plaklari, her sus i¢in kendiliginden
geriye donen bakteri sayisinin saptanmasinda
kullanildi. Test maddesinin  bes farkli
konsantrasyonu (0.1, 1, 10, 100 ve 1000
pg/plak), c¢oziicli, pozitif ve negatif kontrol
esliginde her bir kontrol grubundan ve
konsantrasyon serisinden ayni anda 6 petri
plagina ekim yapilarak test edildi.

2.2. Istatistiksel Analiz

Deney sonucunda Cabral®’in etkisiyle geri

donen koloni sayilart saptandi. Kontrol
plaklart ile Cabral®’1n farkl
konsantrasyonlarinin denendigi  plaklar

arasinda istatistiksel ayrim olup olmadig: tek
yonlii varyans analizini (OneWay ANOVA)

takiben  Dunnett test metoduna gore
arastirildi. Gruplar arasindaki ayrim minimum
p<0.05 diizeyine gbére anlamlandirildi.
p<0.001, gruplar arasinda ileri diizeyde

istatistiksel ayrim oldugunu gostermektedir.
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3. Bulgular

Salmonella reversiyon testinde bir maddeye
mutajen denilebilmesi  i¢in  histidin
prototroflarinin ~ sayisinin,  kendiliginden

geriye donen koloni sayisinin en az iki kati
olmas1 gerekir. Bununla birlikte bu sayi
kendiliginden geri dénen koloni sayisinin iki
katindan az olup, doza bagl artis s6z konusu
olursa, bu durumda da bu maddeye mutajen
denilebilmektedir (Maron ve Ames, 1983;
Mortelmans ve Zeiger, 2000).

Calismamizda TA98 ve TA100 suslarinda
Cabral®’in denenen higbir konsantrasyonu
reversiyon mutasyonlarin1 kontrol ve ¢oziicii
kontrole gére 6nemli seviyede etkilememistir
(p>0.05) (Tablo 2). Kontrol ve ¢oziicii kontrol
ile benzer sayida revertant koloni sayis1 igeren
Cabral® muameleli gruplarda pozitif kontrole
gore revertant koloni sayis1 disiiktiir, bu da
non-mutajenik kimyasallar i¢in beklenen bir
sonugtur.

4. Tartisma ve Sonug¢

Bu calismadan elde edilen  veriler
incelendiginde, test edilen feniramidol’iin
ticari formu Cabral®’1in denenen hic¢bir dozu
TA98 ve TA100 suslarinda mutajenik etki
gostermemistir.

Yaptigimiz literatiir taramasinda Cabral® ve
etken maddesi feniramidol ile ilgili bugiine
kadar yapilmis herhangi bir ¢alismaya
rastlanilmamistir. Ancak baska kas gevsetici
ilaglarla yapilan ¢aligmalara vardir. Bunlardan
bazilar1 sunlardir.

Diazepam, S. typhimurium TA98, TA100,
TA1535, TA1537, TA1538 geri mutasyon
testlerinde metabolik aktivator varliginda ve
yoklugunda mutajenik etki gostermemistir.
Ay ilag Saccharomyces cerevisiae, geri
mutasyon testinde ise sadece metabolik
aktivator olan S9 karisimi  yoklugunda
mutajenik etkiye sahip degildir (Balbi
vd.,1980).

Benzodiazepinler ve benzodiazepin analog-
larinin ¢ogu S. typhimurium, E. coli ve S.
cerevisiae geri mutasyon testlerinde S9
karigimi varliginda ve yoklugunda mutajenik



Tablo 2. Feniramidol (Cabral®)’un farkli konsantrasyonlarinin S. typhimurium TA98 ve TA100

suslar1 lizerinde mutajenik etkileri

Test Maddesi Konsantras.yon TA 98 . TA 100 -
( ng/ petri) (revertant koloni sayisi) (revertant koloni sayisi)
Kontrol 26.33 £2.82 137.50 £ 10.60
DMSO 100 uL 25.83£1.49 144.20 +£20.10
4-NPD 100 1968.00 +257.00 * -
SA 10 - 1177.50 £ 81.80 *
Cabral® 0.1 36.17 £ 6.33 138.50 £ 7.25
Cabral® 1 19.33 +£3.12 129.83 £7.31
Cabral® 10 24.67 +1.99 122.00 +9.65
Cabral® 100 27.00 £2.96 122.00 + 7.58
Cabral® 1000 22.83 +3.64 113.00 £12.70

* Aymi siitun icinde diger tiim gruplara gore p<0.001 diizeyinde istatistiksel ayrim bulunmaktadir. Revertant
kolonilerin tespitinde her bir grup i¢in toplam alt1 petri kutusunda sayim yapilmustir.

etkiye sahip olmadiklar1 bildirilmistir (Balbi
vd.,1980; Staiano vd.,1984; Kier vd., 1986;

Wakisaka vd.,1987; Stoyanov vd., 1987;
Black vd., 1987; Yamakage vd., 1994,
Chlopkiewicz vd., 2001; Brambilla vd.,
2007).

Genito-iiriner sistem i¢in segici olan dikkate
deger bir diiz kas gevsetici ilag flavoksat
HCI’nin S. typhimurium geri mutasyon
testinde ve B. subtilis DNA tamir ve
mikronukleus testlerinde mutajen etkiye sahip
olmadig bildirilmistir (Veronese ve Barzaghi,
1987).

Karahalil vd. (2005) a¢ik kalp cerrahisi
siiresince kullanilan diazepamin kromozomal
aberasyonu  (KA) neden  olmadigim
saptamislardir.

Cerrahi 6ncesi kas gevsetici olarak kullanilan
rocuronium bromide’in genotoksik etkisi
Drosophila melanogaster’de Somatik
Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART)
ile arastirilmis ve rocuronium bromiiriin
mutajenik ve / veya rekombinojenik etkilere
sebep olmadigi bildirilmistir (Koksal ve
Giirbiizel, 2015).
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Tim bu bulgular arastirma bulgularimizi
destekler niteliktedir. Fakat bahsi gecen bu
kas gevsetici ilaglarin mutajenik etkiye sahip
oldugunu gosteren arastirma bulgulart da
vardir. Bunlardan bazilar1 sunlardir.

Leal Garza vd. (1998) diazepamin mutajenik
aktivitesini  belirlemek amaciyla farelerin
kemik iligi hiicrelerinde kardes kromatid
degisimi (KKD) ve mikroniikleus (MN)
analizi yapmiglardir. Diazepam’in fare kemik
iligi hiicrelerinde mutajenik ve genotoksik
etkileri gézlenmistir ve bu ilacin insan saglhig
icin de bir risk faktorii olabilecegi
vurgulanmustir.

In vitro diazepam etkisindeki fare oositlerinde
mayoz bdlinmede gecikme oldugu ve

anoploid hiicre sayisinin arttigi bildirilmistir
(Yin vd., 1998).

Ibrulj  ve
genotoksik

Nefic  (1999)
etkilerini

diazepam’in
insan kan
lenfositlerinden hazirlanan kiltiirlerde
arastirmiglardir. Diazepam’in  lenfositlerin
mitotik  aktivitelerini  azalttigini, sayisal
kromozomal aberasyonlara (KA) (daha g¢ok
hipodiploidi) neden oldugunu ve sitotoksik
etki gosterdigini bildirmislerdir.



Genel anestezide kas gevsetici olarak
kullanilan Esmeron’un (rocuronium bromiir)
genotoksik etkisi in vitro insan periferal
lenfositlerinde KKD, KA ve MN testleri ile
arastirtlmistir (Zan vd., 2011). 24 ve 48
saatlik etki stireleri sonunda Esmeron KKD’yi
uyarmamakta, proliferasyon indeksi (PI),
mitotik indeksi (MI) ve niikleus boliinme
indeksini diigirmemektedir. Fakat KA’y1 ve
mikroniikleus olusumunu uyarmaktadir.

Daha once yapilan calismalardan
anlagilabilecegi tizere, anestetik ajanlarin
Ames Salmonella/Microzom testinde genelde
mutajenik olmadiklari fakat in vivo fare kemik
iliginde ve in vitro insan lenfositlerinde
genotoksik etki gosterebildikleri
goriilmektedir. Bu sonuglar anestetik ajanlarin
substitiisyon veya frameshift mutasyon
olusturmalarindan ziyade mitoz bdoliinmede
hasarlara veya kromozomal anormalliklere
sebep olabildiklerini gostermektedir.
Dolayisiyla Ames Salmonella/Mikrozom test
yontemi kullanilarak anestetik maddelerin
mutajenik etkileri hakkinda elde edilen
bilgiler bizim bu calismadan elde ettigimiz
bilgilerle tam bir uyum igindedir.

Bizim elde ettigimiz ve daha Onceki
caligmalardan elde edilen sonuglar ayni test
maddesinin farkli test sistemlerinde farkl
sonuglar verebildigini gostermektedir.
Bundan dolay1 insanlar tarafindan kullanilan
her kas gevsetici ilacin yan etkilerinin uygun

testlerle  arastirilmasit  ve  birkag  kez
dogrulanmast gereklidir. Cilinkii bir test
maddesinin genotoksik etkiye sahip olup
olmadiginin yiiksek giivenirlilikle
saptanabilmesi icin Ames
Salmonella/Mikrozom  test sistemi  gibi

bakteriyel mutajenite testlerinin kullanilmasi
yaninda in vivo hayvan kemik iligi ve in vitro

insan lenfositleri gibi test sistemlerinin
timiinin de kullanilmast ve sonuglarinin
beraber  yorumlanmasi  gerekir.  Bizim

yaptigimiz bu c¢alisma bu test bataryasinin ilk
caligmasi olmasi dolayisiyla 6nemlidir.

Bu calismada Ames Salmonella/Mikrozom
testinin  ve  TA98-TA100 suslarinin
secilmesinin  nedeni, ilaglarin mutajenik
etkilerinin arastirilmasinda ¢ok yaygin olarak
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kullanilmasi, test parametreleri agisindan en
1yl standardize edilmis ve mutajen/karsinojen
etkisi en iyi bilinen kimyasallarla gecerliligi
ispatlanmis bakteriyel test sistemlerinden biri
olmasindan kaynaklidir. Ayrica testin, diger
testlere gore ¢cok hizli sonug vermesi, Ucuz ve
uygulanabilirliginin kolay olmasi nedeniyle
bu test sistemi se¢ilmistir.

Yaptigimiz calisma sonucunda kas gevsetici
ilag Cabral®’in Ames Salmonella/Mikrozom
test sisteminde mutajen olmadigi tespit
edilmistir. Ancak baska test sistemleri ile
daha ileri aragtirmalarin yapilmast hem
sagligimiz hem de gelecek nesillerin saglig
acgisindan son derece onemlidir.
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