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Bu tezde Porsuk nehrinin degisik drnekleme istasyonlarindan alinan
su ornekleri Ames/Salmonella mutajenite test sistemi ile TA98 ve TA100
Salmonella typhimurium suslar1 kullanilarak test edilmistir. TA98 cerceve
kaymasmna yol acan mutajenlerin, TA100 ise baz cifti degisimine yol acan
mutajenlerin belirlenmesi i¢in kullanilmistir. Su o6rnekleri nonkonsantre
olarak test edilmesinin yamisira XAD-4 ve X AD-16 kolonlar1 kullanilarak
ekstre edilmis ve sonuglar student-t testi ile degerlendirilmistir. XAD-4

ekstrelerinde TA98 susunda iki istasyonda mutajenite saptanmistir.
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In this thesis genotoxic charactheristics of water from different
stations of the Porsuk River were determined by Ames/Salmonella
mutagenicity systems with Salmonella typhimurium TA98 and TA100 strains.
TA9S8 is designed for frameshift mutagens and TA100 is designed for base-
pair mutagens. Different columns of XAD-4 and XAD-16 were used to
fractionate the water samples and non-concentrated samples were used. The
results were compared wit student-t test. Positive results of water sampl.es

were obtained in XAD-4 extracts for TA98 in two stations.
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1.GIRIS

1.1.Amag

Giinlimiizde insanlari en fazla ilgilendiren ve yasamin temeli olan konular
arasinda gida saglik ve ¢evre konulari1 6nemli yer tutmaktadir. Tiim bu konular ile
iligkili olan temiz kullanilabilir su ise diinya niifusunu ve yasam kalitesini
dogrudan etkilemektedir. Endiistriyel teknolojinin gelismesine paralel olarak su,
hava ve topragin sagliga zararli maddelerle kirlenmesi insanoglunun karsisindaki
en 6nemli toksikolojik sorunlardan biridir. Uretimin agir1 sekilde artmasi, doganin
kendini yenileme kapasitesinin iizerine ¢iktiginda kirlenme baslamaktadir.
Gunimiizde teknik olarak kullanilabilir durumda olan tatli su kaynaklarinin
olduk¢a smirli oldugu bilinmektedir. Diger taraftan hizla artan niifus hizh
kentlesme, sanayilesme, tarim alanlarinda bilingsiz giibre ve pestisid kullanimi
endiistriyel ve evsel atiklarin suya desarji, kullanimi smirli olan tath su
kaynaklarinin hizla kirlenmesine neden olmaktadir. Sanayinin neden oldugu
kirlenme endiistri koluna gore farkliliklar géstermektedir. Bunun yaninda icme
suyu amact ile kaynaklarin klorlanmasi ve diger enfeksiyon giderici
uygulamalarda kirlilige neden olmaktadir. Tiim bu etkilerle su kaynaklarinda
olusan kirlilik; mutajenik ve kanserojenik madde olusumuna yol agmakta bu da
insan saglig1 ve kanserle dogrudan iliskisi agisindan 6nemli bir problem haline
gelmektedir. [1-5]

Organik kirleticiler ile su kirliligi tiim sucul ekosistemlerin korunmasi ve i¢me
sular1 kaynaklarini ilgilendiren en onemli sorundur. Bu organik kirleticilerin
belirlenmesi oldukg¢a zordur. Kirleticilerin ¢ogunun tek veya birlikte biyolojik
etkisi tam olarak bilinmemektedir. Saglik agisindan tehlike yarattig: diistiniilen bu
organik kirleticilerin sorusturulmasinda ve biyolojik etkilerinin incelenmesinde en
iyi yol kiiresel gecerliligi olan sonuglar alinabilecek biyolojik testlerin
kullanilmasidir. [6]

Kimyasal maddelerin karsinojenik risklerini ortaya ¢ikarmak icin en akilc
yaklasim deney hayvanlarinda tiimér indiiksiyonudur. Ancak bu testlerin
sonug¢lanmasi uzun zaman almakta ve maliyetleri yiiksek olmaktadir. Bu nedenle

aragtirmacilar karsinojenite aragtirmalarina esas olabilecek, kisa zamanda sonug



verebilen ve diisiik maliyetli bircok kisa zamanli test sistemleri gelistirmislerdir.
Bu testler kimyasal maddelerin mutajenik etkilerini belirlemeye yoneliktir. Kisa
zamanli test sitemlerinden en yaygin olarak kullanilanlar1 bakteriyel testlerdir.
Bakteriyel testler bakterilerin basit {ireme ortamlarinda hizla lireyebilmeleri, basit,
¢abuk ve ucuz uygulanabilir olmalari nedeni ile tercih edilmektedirler.
Karsinojenlerin taranmasinda mutajenitenin esas alinmasi iki nedene dayanir:

1. Genetik kodun ve genetik sistemin evrensel olusu.

2. Mutajenite ile karsinojenite arasindaki korelasyonun yiiksek olusu.
Bakteriyel test sistemlerinde mutajen oldugu saptanan birgok bilesigin aym
zamanda kanserojen oldufu gosterilmistir. Kanserojen ve mutajenlerin neden
oldugu o6zgiil DNA hasarlarinin tiplerini saptamada bakteriyel test sistemleri
kullanilmaktadir. Kisa zamanli bakteriyel test sistemleri karmagik kimyasal
omeklerdeki mutajenik bilesiklerin ve metabolik aktivasyon sonucu ortaya ¢ikan
reaktif bilesenlerin saptanmasinda analitik araglar haline gelmislerdir. [7]

Igme sularinda, islenmemis dogal kaynaklarda ya da endiistriyel akima maruz
kalan sularda genotoksik etkiye sahip maddelerin belirlenmesi diger yiiksek
konsantrasyondaki maddelerin varliinda zordur. Genotoksik aktivitenin
belirlenmesi i¢in uygun metodun se¢imi kompleks karisimdaki maddelerin sinifint
bilinmesi ile ilgilidir. Bu kimyasal tanimlama ise her zaman olanakli degildir.
Sulardaki genotoksisitenin degerlendirilmesi icin ideal bir metot konsantre
edilmemis Ornek kullaniimasidir. Bunun yaninda bu yodntem organik madde
kaybina ya da yer degisimine neden olabilir. Ayrica bu yontem diisiik seviyedeki
kirleticileri belirlemeyebilir. Bu yiizden genotoksisite testlerinde &rnegin
konsantrasyonu énemli hale gelmistir. [8]

Bu nedenle galismamizda Ornekler cesitli metotlarla konsantre edilerek test
edilmistir.

Bu ¢alismanin amaci Eskisehir ve Kiitahya basta olmak iizere bir ¢ok sehrimizin
su thtiyacini karsilayan ve besledigi havza boyunca gesitli kirletici etkilere maruz

kalan Porsuk ¢ayinin Eskisehir havzasindaki genotoksisitenin belirlenmesidir.



1.2. Mutasyon

Genetik materyali olusturan niikleotidlerin siralanmasi, sayis1 ya da gesidinde
ortaya ¢ikan ve dolayisi ile sentezlenen polipeptidin yapisini ve/veya islevini
bozan kalitsal degisikliklere mutasyon denir. Genotipte meydana gelen bu olay
bir ya da daha fazla karakterdeki degisimle kendini belli eder. Bdyle bir
degisikligin iirlinii mutant olarak adlandirilir. Bu terim bir gen, bir hiicre veya bir
birey i¢in kullanilabilir. Mutasyonlar kalitsal, daha o6nceden sifrelenmemis,
programlanmamis ve olduk¢a ender meydana gelen degisikliklerdir. Mutasyon
kapsamina giren degismeler kolay anlasilmas: i¢in iki grup altinda toplanabilir.
[9-12]

1.2.1. Kromozom mutasyonlari

1.2.1.1. Kromozom say1 degismeleri (Genom mutasyonlari)

Bireylerin sahip oldugu kromozomlarin sayisinda tam katlar halinde artma
(poliploidi) ya da azalmalar (monoploidi) ya da kromozomlardan bazilarinin

sayisindaki artma veya azalmalari (andploidi) kapsar.[10]

1.2.1.2. Kromozom yap1 degisimleri(kromozom mutasyonlari)

Kromozomlarda kirilmalar sonucu meydana gelen parga kayiplar: (delesyon)
veya artiglarini (duplikasyon) parca yerlesim diizenlerindeki degisimleri
(inversiyon) kromozomlar arasi par¢ca degis tokuslarini (translokasyon)
kapsar.[10]

1.2.2. Gen mutasyonlari
Genlerin yerinde degisim olmaksizin, yapilarinda meydana gelen degismelerdir.
Kromozomlarin morfolojik karakterini degistirmezler. Mutasyonlar molekiiler

diizeyde dort tip degisimden kdken alarak olusurlar.[9,10]



1.2.2.1. Baz cifti degisimleri

Bu tip degisimler nokta mutasyonlan olustururlar. Genin i¢indeki bir yada birkag
baz ¢iftinin yerini bagka baz ¢iftinin almasiyla meydana gelirler. Bu tip
mutasyonlarda degisimler ptlirin-plirin  degisimleri (transizyon) seklinde
olabilecegi gibi piirin- pirimidin degisimleri (transversiyon) seklinde de olabilir.
Bunun disinda bazin kimyasal yapisindaki degisimle eslesme sirasinda yapilan H
baglarinin sayisi degisir ve yanlis eslesme yapilir. Bazin kimyasal yapisinin
degismesi 2 sekilde meydana gelir. Gegici tautomerik degisimde genlerin
yapisinda bulunan bazlarin halka yapisindaki atomlarin yer degismesi ile
replikasyon sirasinda bazlar arasinda yanlis eslesmeler yapilabilir. Ornegin A
hatali olarak G ile eslesebilir. Kalici degisimlerde ise DNA nin bir bazinda kalici
yapi degisimleri ile mutasyonlara yol agarlar. Bu tip degisimlerin ortaya ¢ikmast
i¢in hiicrenin replikasyon gecirmesi gereklidir. Bir bazin yerini baska bir bazin
almasi ile meydana gelen kalici degisimlerde replikasyon sirasinda meydana gelir
ve degisikligin ortaya ¢ikmasi igin birkag replikasyon dongtisiiniin daha
gecirilmesi gereklidir. Baz cifti degisimleri ile meydana gelen mutasyonlarda
genin islevi kalinti olarak devam eder ve genin {irlinii olan protein aktivitesi tam

olarak yitirilmez(Sekil 1.1).[9-13]

1.2.2.2 Cergeve (kodon) kaymasi (Frame-Shift) mutasyonlar:

Genin iiriiniinii belirleyecek bolgede kodonlarin kaymasi ve genin iiriiniine ait
bilginin degigmesi seklinde olur. Bu mutasyonlar bir baz ¢iftinin aradan ¢ikmasi
(delesyon) seklinde olabilecegi gibi yeni bir baz ¢iftinin yapiya girmesi (adisyon)
Sekil 1.2.de gosterildigi gibi de olabilir. Her iki bigimde de gergeklesen mutasyon
sonucu mutasyonun meydana geldigi noktadan itibaren tiim kodonlar degisime
ugrar ve genin iriintindeki degisiklik olduk¢a fazla olur. Bu nedenle kodon
kaymas: ile olusan mutasyonun fenotipde ortaya ¢ikma olasiligi  baz cifti

degisimi ile olusan mutasyonlarin ortaya ¢ikma olasiligina gére daha yiiksektir.
[10,12]
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1.2.2.3.Bazlar arasinda baglarin olusmasi (Dimerizasyon)
Pirimidin bazlan arasinda kovalent bag olusumuna dayanan bu mekanizmada
baslica etken UV 1sinlaridir. Dimerizasyon nedeni ile DNA zincirinde yan yana

veya karsilikli olarak yer alan pirimidin bazlan arasindaki mesafe kisalir. Buna
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Sekil 1.3. Bazlar arasi baglarin olusmasi sonucu meydana gelen mutasyon

bagli olarak DNA zincirinde yamulmalar ortaya ¢ikar ve bu bolgeler

transkripsiyon sirasinda atlanir (Sekil 1.3.).[10,12]

1.2.2.4.Bazlarla sekerler ve sekerlerle fosfatlar arasindaki baglarin kopmasi

Bu tip mutasyonlarda DNA zincirinin biittinliigti bozulur.

1.2.3. Mutasyonlarin kokeni

Mutasyonlar canlilarda spontan ya da yapay (tesvik edilmis) bir bicimde gelisirler.

1.2.3.1.Kendiliginden (spontan ) mutasyonlar




Kendiliginden (spontan) mutasyon meydana gelme olasiligi oldukca diisiik olup
her replikasyon sirasinda 107 -10™"° / hiicre olarak belirtilmektedir. Kendiliginden
mutasyon ya hiicre metabolizmasinda olusan mutasyon yapici ara tirlinlerin ya da

tautomerik degisim nedeni ile yanlis eslesme sonucu ortaya ¢ikabilir.[10-12]

1.2.3.2 Yapay mutasyonlar

Yapay olarak gerceklesen mutasyonlar mutajen adi verilen fiziksel veya kimyasal
etkenlerle ortaya cikar. Bu tiir bir etkiye maruz kalan bireyin genlerinde mutasyon
gdriilme olasilig1 107 ye kadar yiikselebilir. Mutajenler genleri ayirmaksizin etki
ettiklerinin bilinmesinin yaninda bazi mutajenlerin bazi genlerdeki mutasyon

olasiligini oldukga artirdig: da bilinmektedir.[10-12]

1.3. Mutajen ve Kanserojen Maddeler

1.3.1.Mutajen maddeler

Sanayiinin hizla gelismesi ve gerek iiretim siirecinin yan tiriinleri gerek iiriiniin
kalitesini artirmak i¢in kullanilan kimyasallarin saghigimiz tizerine etkileri tam
olarak bilinmemektedir. Yapilan testler neticesinde dogal etkenlerin ve her an
kars1 karsiya kaldigimiz kimyasallarin mutasyona yol acan maddeler oldugu
goriilmiis ve bunlara mutajen adi verilmigtir. Mutajenler iki ana grup altinda

toplanmiglardir.[12-13]

1.3.1.1. Fiziksel mutajenler

Sicaklik, manyetik alan, elektriksel alan, UV, 7, y, proton, nétron isinlar1 gibi
etmenlerdir. Bunlar genellikle bir baz ¢iftinin yerini bir baska baz ¢iftinin
almasina yol acarlar. Fiziksel mutajenler etki siddetine ve siiresine gore gegici

veya kalici degisimlere yol acarlar.[10-13]
1.3.1.2. Kimyasal mutajenler
Bunlar tautomerik degisimden farkli olarak her zaman kalici degisimlere yol

acarlar. Bu tip mutajenler etki sekillerine gore 2 grup altinda toplanirlar.

1.3.1.2.1. Bazlarin kimyasal yapisini degistiren kimyasal maddeler



Bazi kimyasal maddeler DNA y1 dogrudan etkileyerek onun replikasyon
sirasindaki kalip ozelliklerini degistirirler. Bu mutajenlerin bir kism1  DNA
yapisina girmez fakat bazlari modifiye ederek onlarin replikasyon sirasinda yanlis
eslesmesine sebep olur. Bu tip kimyasal mutajenlerden nitréz asidi (HNO,)
bazlann deamine ederken hidroksilamin (NH,OH) sitozin ile tepkimeye girer ve
hidroksilaminositozin olusumuna yol acar; alkilleyici maddeler ise (etil metan
siilfonat, nitrézoguanidin, metil metan siilfonat) bazlardaki azot grubuna bir alkil
grubu ekler. Asilleyici ajanlar (asetik, siiksinik, maleik anhidrit) ise amino ve
karboksil gruplarini etkilerler. Bu mutajenler nétral pH da etkili degildirler. Bu
mutajenler bazlarin H bag: yaptiklani bolgelerde modifikasyon yaptiklari igin
yanlis baz ciftlerinin olusumuna yol agarak mutasyona neden olurlar($ekil 1.4.).

Bu mutajenlerin bir kismi DNA yapisindaki bazlar arasina girer ve gerceve
kaymalarina yol agarlar. Akridin boyalar: (akriflavin, proflavin, akridin orange)

bu grupta yer alan mutajenlerdir.[10]

1.3.1.2.2. Baz analoglan

Bunlar molekiil yapilar1 piirin ve pirimidinlere ¢ok benzeyen kimyasal
maddelerdir. Sadece replikasyon sirasinda etkili olurlar. Daha sonraki
replikasyonda normal bazdan farkli baz eslesmesi yaptiklar i¢in sonugta yanlis
bazlarin olusumuna neden olurlar. Bu sekilde baz c¢ifti degisimlerine yol acarlar.
Ornegin, 2-aminoplirin bir adenin analogu iken S-bromourasil bir timin

analogudur. Bunlarin mutasyon mekanizmasi Sekil 1.5. de verilmistir.[10,12-14]

1.3.2. Kanserojen maddeler

Mutasyona neden olan mutajenlerin kanser olusumuna neden oldugunun ileri
stiriilmesi sonucu mutajenlerin &zellikle kimyasal olanlarin kanserle olan iliskisi
ortaya konulmaya ¢alisilmis ve mutajen olan maddelerin bir kisminin kanserojen
olarak adlandirilmasina neden olmustur. Cevremizde bulunan sentetik ve dogal
kimyasallarin etkilerini tahmin etmek ve bunlardan bir 6lgiide kacinabilmek
miimkiinken viicudumuzda dogal metabolik olaylar sonucu olusan cesitli
mutajenlerden kaginmamiz miimkiin degildir. Genellikle kabul edilen bir goriise

gore dogrudan veya metabolize edildikten sonra kanserojenik etki gésteren tiim



maddelerin mutajen olabilecekleri vurgulanmaktadir. Bunun akside diistiniilmekte

yani tim mutajenlerin kanserojen olmadiklar1 ileri siirilmektedir. Kimyasal

kanserojenler 3 ana grup altinda toplanirlar [13-14].
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Sekil 1.4. Cesitli maddelerin olusturdugu baz cifti degisimi mutasyonlari
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Sekil 1.5. Baz analoglarinin yol agtig1 baz ¢ifti degisimi mutasyonlar

1.3.2.1. Primer veya dogrudan etkili kanserojenler

10

Bu maddeler molekiiler yapilari itibari ile kimyasal ve biyolojik olarak aktif

bilesiklerdir. Genelde elektrofilik yapida veya serbest radikal durumu alabilen bu

molekiiller hiicresel molekiillerle (DNA,RNA ve proteinler ) dogrudan reaksiyona

girebilir ve onlar1 degistirebilirler. Bu gruba alkilleyici maddeler, inorganik

kimyasallar ve trifenilmetan tiirevleri girer. [13-14]

A . :
nu‘-t‘\-u s \d "

Meskaitilips



11

1.3.2.2. Sekonder kanserojenler

Bu molekiiller kimyasal, biyokimyasal ve biyolojik a¢idan aktif olmayan
bilesiklerdir. Bunlarin bir kismi kendiliklerinden hidrolize olarak aktif kanserojen
maddeler haline dontsiirler, bir kismi ise kendilerine ©6zgli metabolik
aktivasyonlarla primer kanserojen haline gelirler. Metabolik aktivasyonu yiiriiten
enzimler organizma, organ ve dokulara gore nitelik ve nicelik farkliliklar
gosterdiklerinden herhangi bir prokanserojen (sekonder kanserojen) maddenin
etkisi de enzim aktivitelerine bagli olarak farkli organizmalara veya ayni
organizmanin farkli organlarina goére farklhiliklar gosterebilirler. Sekonder
kanserojenlere 6rnek olarak poliniikleararomatik ve heterosiklik hidrokarbonlar,
aromatik ve heterosiklik aminler, azo boyalari, nitroaril ve nitrofuran tiirevleri,
nitrozaminler ve nitr6zamidler, nitr6ziireler, nitrézkarbamatlar, alkiltriazinler,

safrol, tiyoamidler, klorlanmig hidrokarbonlar, mikotoksinler verilebilir. [13-14]

1.3.2.3. Ko-kanserojenler

Bu gruptaki kimyasallar kendileri dogrudan bir etkiye sahip degildirler fakat
kanserojen veya prokanserojenlerin etkilerini kuvvetlendirirler. Bu kanserojenler
arasinda asetat tlirevleri, oleat tiirevleri, piren tirevleri sayilabilir.
Kanserojenlerin, kanserojen proseslerin listesini Cizelge 1.1 de kanserojen etkisi
olmas: kuvvetle muhtemel kimyasal maddelerin listesini Cizelge 1.2. de gérmek

miimkiindiir. [5,13-14]

Cizelge 1.1. Kanserojen maddeler ve kanserojen iiretim prosesleri

KIMYASALLAR URETIM PROSESLERI
Aromatik aminler Inorganik maddeler Ilaglar Auramin iiretimi
4-aminobifenil Arsenik ve bilesikleri Alkilleyici ilaglar izopropil alkol iiretimi
Benzidin Asbest Klornafazin Deri tiretimi
2-naftilamin Krom ve bilesikleri Melfalan Mobilya iiretimi
Benzen Civa Hardalgaz Hematit madenciligi
Bis(klorometil)eter " Hormonlar Nikel saflastirma ¢alismalari

Vinilklorid Konjuge 6strojenler Petrol katran ve baca dumanlarn
Dietilstilbestrol maruz kalma
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Cizelge 1.2. Kanserojen olmasi kuvvetle muhtemel maddeler listesi

Yeterli bilgi sahibi olunanlar Az miktarda bilgi sahibi olunanlar

ilaglar flaglar

Klorambusil Demir dekstran

Siklofosfamid Oksimetolon

ThioTEPA Fenasetin

inorganik bilesikler Endiistriyel maddeler

Kadmiyum bilesikleri Akrilonitril

Nikel bilesikleri Auramin

Yiyecek kontaminasyonlari Karbontetrakloriir

Aflatoksinler Dimetilkarbamil kloriir
Alkilleyici maddeler
Dimetilsiilfat

Etilenoksit
1.4.Mutajenite Testleri

Mutajenleri tanimlamakta kullanilan test sistemlerinin herbiri farkli bir mutasyonu
gosterdigi icin degisik test sistemleri gelistirilmistir. Bunlardan bazilari DNA
hasarlarina sebep olan kimyasallarin test edildigi sitogenetik metotlardir. Bu
testler kardes kromatid degisimi (SCE= sister chromatid exchange), mikronukleus
testi (MN), kromozom bozulma testi (CA=chromosome aberration), Comet testi
(gen dontistimleri ve DNA kirilmalar), programlanmamis DNA sentezi
(UDS=unscheduled DNA syntesis), SOS kromotest, transformasyon ydntemi ve
Ames/Salmonella yontemi seklinde siralanabilir. SCE yo6nteminde kardes
kromatidlerin kontrast sekilde boyanmalari esastir. Bu boyanma ile kardes
kromatidlerde degisen pargalar boyanma' farklihiindan anlagilmaktadir.
Mikronukleus testi mitotik aktiviteye sahip hiicrelerde ¢ekirdek boyamas: ile
gerceklestirilir ve mitoz anomalileri ile kromozom kaybi gibi durumlari ortaya
¢ikarir. CA ve Comet yonteminde metafazdaki kromozomlar incelenerek
buralardaki hatalar gézlenebilir. UDS metodu primer rat hepatositlerinde DNA
tamirinin uyarilmasina dayanir. Pozitif kontroller UV ile yapilir ve otoradyografik
olarak degerlendirilir. S.0.S. kromotest sistemi, DNA hasar ile indiiklenen SOS
cevabi esas alinarak gelistirilmistir. Regiilatér bir sistem olan S.0.S. sistemi DNA
hasar1 ile uyarilan bir sistem olup hiicrenin cesitli stres kosullar altinda
korunmasina y&nelik bir sistemdir. S.0.S. yaniti devreye girdiginde hiicrelerde
DNA onariminda rol alan bazi proteinlerin miktarinda artis olur. Test bu

proteinlerin  kolorimetrik olarak 6lgtilmesi ile yapilir. Transformasyon
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yonteminde fare fibroblastlarinda malign transformasyonun uyarilmas: ile
kimyasal maddelerin mutajenik ve kanserojenik etkiler1 6l¢iiliir. [5,7,13-17]

Ames testi ise Dr. B. AMES tarafindan gelistirilen gerek cevre kirlenmesine
neden olan kimyasal maddelerin gerekse diger fiziksel,kimyasal ve biyolojik
ajanlarin  mutajenitelerinin arastirilmasinda en yaygin olarak kullanilan ,test
parametreleri agisindan en iyi standardize edilmis ve mutajen karsinojen etkisi en
iyi bilinen kimyasallar ile gecerliligi kabul edilmis kisa zamanli bakteriyel test
sistemlerinden biridir.

Test sistemlerinin karsilastirilmasi amaci ile yapilan bir ¢alismada Ames testi ile
umu testi ve SOS kromotest sistemi karsilastirilmis ve Ames testinin diger test
sistemlerine gore daha hassas oldugu belirtilmistir [17]

Yapilan bir baska calismada ise Ames testi ile Vibrio harveyi adli deniz
mikroorganizmasinin kullanildig: test sistemi kargilastirilmis ve Ames testinin
deniz gibi tuzlu su sistemlerinde degilde tatli su sistemleri i¢in iyi bir test sistemi
oldugu belirtilmistir [18].

Agir metal kirliligi altindaki bir bolgede yapilan ¢alismada Ames testi ve faj
indiiksiyon testi karsilastirilmis olup calisma sonucunda Ames testinin karisik
yapidaki kirleticilere karsi daha etkin cevap verdigi belirtilmistir [19].

Kanada da yapilan baska bir ¢alismada ise Alternaria alternata adli mayanin
gidalar tizerinde yer alan toksinleri gida giivenligi dairesi tarafindan Ames testi ile
degerlendirilmistir [20].

llag firmalari dahi tirettikleri bazi ilaglanin genotoksisitesini Ames Testi ile
arastirmaktadirlar [21]. .

Ames testinin temeli yapay mutasyon ile histidin sentezleme yeteneklerini
kaybetmis (His = oksotrof ) Salmonella typhimurium suslarinin test maddesi ile
isleme tabi tutulmasindan sonra yeni bir mutasyon gegirip His* hale gelmeleri
esasina dayanir. Testte kullanilan suslar Salmonella typhimurium LT2 atasal
susundan in vitro mutasyonlarla elde edilmis bir seri mutant susdur. Bu suslarin
genetik 6zellikleri asagida belirtilmistir:

Histidin mutasyonu: Her test susu histidin operonunun degisik bolgelerinde ya
operondaki baz degisimleri ya da gergeve kaymasina yol agan adisyon-delesyon

mutasyonlar1 ile mutant hale getirilmistir.
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His G 46: Bu mutasyon histidin biyosentezinde gorev alan ilk enzimi kodlayan
gende 16sin aminoasidi yerine prolin aminoasidi gelmesine neden olur.

His D 3052: Bu genin mutasyonu (-1) ¢ergeve kaymasi seklinde olup daha ziyade
cerceve kaymasina neden olan maddelerle his” hale gelmektedir.

His D 6610: (+1) ¢erceve kaymasi mutasyonu etkilenen bolgede bes yerine alti
sitozin dizisi bulunmaktadir. -

His G 428: “ochre” stop kodonu varligindan dolay: his G geni inaktif durumdadir.
Baslangicta gelistirilen his™ mutantlarinin  ¢esitli test maddelerine karsi
duyarhiliginin artirmak tlizere bu suslara agsagidaki mutasyonlar eklenmistir.

Rfa mutasyonu: Bu mutasyon bakteri hiicre duvarinin lipopolisakkarit tabakasini
kodlayan genlerde meydana gelmistir. Lipopolisakkarit tabakanin kismen yok
olmas: ile normalde hiicre i¢ine giremeyen biiyllk molekiiller hiicre igine
girmektedir.

UvrB mutasyonu: Bu mutasyon DNA onarim sisteminde kesip ¢ikarma(excision
repair) gorevini istlenen enzimi kodlayan UvrB genindeki delesyon sonucu
olusmustur. Bu mutasyon suslar1 daha duyarli hale getirmektedir.

R faktorii: Ampisilin direnglilik geni olup bu geni tasiyan bakterilerde normalde
hiicrelerde bulunan ve hata frekans: yiiksek olan “error-prone” DNA onarim
yolunun aktivasyonuna ve gerek pozitif sonuclarin artmasina gerekse spontan olan
mutasyonlarin artmasina neden olur. R faktériine sahip olmayan suslar zayif
mutajenik sonuglar verirken R faktor genini tasiyan pKM101 plazmidine sahip
yeni suslar olduk¢a kuvvetli sonuclar vermislerdir. Bu test sisteminde en ¢ok
kullanilan bakteri suslar1 TA 97,TA 98, TA 100, TA 102, TA 1535, TA1538
suslanidir. [17,22-23]
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2.MATERYAL VE METOD

2.1-Materyal

2.1.1.Salmonella typhimurium test suslari

Deneyde Ames ve arkadaslar tarafindan Salmonella typhimurium LT 2 atasal
susundan in vitro mutasyonlarla gelistirilen TA98 veTA100 suslar kullanilmis

olup bu suglar Hacettepe Universitesinden temin edilmistir.

2.1.2. Kullanilan kimyasal maddeler

XAD-4, XAD-16, 4-Nitro-o-fenilendiamin (Aldrich), D-Biyotin(F.W.247,3),
K,HPO4, MgS04.H,0, NaNH4(HPO4.4H,0), NaOH, NaCl, (Fluka), Sitrik asit
monohidrat, L-Histidin. HCI(F.W.191,7), Ampisilin trihidrat (Sigma), Sodyum
azid (Merck), Nutrient Broth No:2 (Oxoid), Bacto Agar (Difco) dan temin

edilmistir.

2.1.3.Deneyde kullanilan ortamlarin igerikleri ve hazirlanmalari
(50X) Vogel Bonner Medium
Kullanim:MGA , HB ve HBA (master) plaklari.

MeSOLH0 cocudimsamammasamnssens swovsus 10g
Sitrik asit monohidrat........................... 100 g
126515 2 500 T GO (U W 500 g
NaHNH4(PO4.4H30) .ocoovvniiniiiianininnnnnn. 175 ¢g
Distile sn(85°C-507C). couws wnmemmmammassasusoned 670 ml

Maddeler yukarida belirtilen sira ile suyun igine eklenir ve hacim 1 litreye

tamamlanir.

1 litrelik 2 kaba béliinerek 121°C de 20 dakika siire ile otoklav edilir.

(0.05mM) Histidin/Biyotin Soliisyonu

Kullanim: Mutajenite deneyi (100 ml top agara 10 ml olarak).
D-Biyotin(F.W.247.3).....eeveeeeeeennn, 30.9 mg
L-Histidin. HCI(F.W.247.3)
ARSI s secrmntiic L 250 ml
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Biyotin suyun kaynama noktasina kadar isitilarak ¢oziiltir. Daha sonra histidin

ilave edilerek karisim otoklav edilir. +4°C de saklanir.

(%0.8/0.02NaOH) Ampisilin Soliisyonu

Kullanim: Ampisiline direng¢ kontrolii ve HBA plaklarinin hazirlanmast.
Avipisthn thhidrat. .c.ommsmensvsnssmsams | 0.08 g

0.02M Sodyum Hidroksit.........cccovevennen.. 100 ml

Ampisilin trihidrat, 0.02M NaOH ig¢inde ¢oziilir ve 0.22um c¢aph filtreden

gecirilerek steril edilir. +4°C de saklanir.

(%0.1) Kristal viyole

Kullanim:Rfa mutasyonunu denemede.

bl MO el dass s bR | 0.1g

IIIBEHS Bl s S e S 100 ml

Boya ve su karistirilip, sollisyon 1sik gecirmeyen bir kaba konur ve +4°C de

saklanir.

(%0.13) Biyotin ¢ozeltisi

Kullanim: Genotip kontrolii ve HBA plaklar1 hazirlanmasi.
D-Biyotin....ooouveinieniiieiiienineienieeennnss 0.65¢g

DHSHE SH cosimasmus soummuiinasussasns s e 50 ml

Biyotin suyun kaynama noktasina kadar isitilarak ¢oziiliir ve otoklav edilir.

(%0.5) Histidin ¢ozeltisi

Kullanim:Genotip kontrolii ve HBA plaklari hazirlanmasi.
L-Histidin HC1 (F.W.191.7)....ccvvvrennennn. 2g

DS 80 vnndssnmnmpnessineiasi 400ml

Histidin ile distile su karistirilarak otoklav edilir.
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(%40) Glikoz ¢ozeltisi

Kullanim:MGA ve HBA plaklar hazirlanmasi.
1 N ) O VSNVt 15 N S s 40g
k] (1 N e 100ml

Glikoz distile su igerisinde ¢oziilerek otoklav edilir, 0-4°C de saklanir.

4-Nitro-o-Fenilendiamin (NPD)
Kullanim: Pozitif kontrol
2,5ug/petri olmak tizere DMSO da c¢oziillerek kullamilir. TA 98 susu i¢in S9

karisimi gerektirmeyen bir kimyasaldir. Oda 1sisinda saklanir.

Sodyum azid (AZS)

Kullanim: Pozitif kontrol.

5 pg/petri olmak tizere DMSO ig¢inde ¢oziilerek hazirlanir. 0°C ile +4°C arasinda
saklanir. TA 100 susu i¢in S9 karisimi gerektirmeyen bir kimyasaldir.

Top agar

Kullanim:Mutasyon deneyi

BT o i s s e e 6g
WAC ] ccosmusmsmmmsimmeammsmevis s s s 5g
DISHIE SH. s s riumsnsssas s Sabivasnsss 1000ml

Agar, tuz ve su manyetik kanstiricida 1sitilarak ¢oziiliinceye kadar kanstirilir ve

otoklav edilir.

Histidin/Biyotin Plaklar1 (HB Agar)

Kullanim: Histidin gereksinim deneyi.

AL iniinisiimatihasnre senmmmsa s s 15g
R o e e e D, B I 914ml
SOXNVB tagldn ...l uswnumnmnasiims 20ml
%40 gliKOZ.....oviiieiiiiiiniiiiiieiea 50ml
HistairHOLHO v 10ml

0.5mM Biyotin.....ccooeiuiniiiineninvnenennn. 6ml
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Agar ve su karistirildiktan sonra otoklav edilir. 45°C ye sogutulup %40 glikoz,
50X VB tuzlar ve histidin ¢6zeltisi eklenir, soliisyon biraz daha soguduktan sonra

biyotin eklenir, kanistirilip petri kutularina 30 ml olara dagitilir.

Histidin/Biyotin/Ampisilin plaklar1 (HBA agar)

Kullanim:Ampisiline direnclilik testi ve “Master Plate” hazirlanmasinda.

P LN RSO U IR o SO NN 15g
B3 [ AR, SRRSO 910ml
SOXNVB Wz assimmrmes s e 20ml
O GHKOZ sy s s wnsiw s 50ml
Bistidiit HCLHO cvissnsrvamimmmnrsesuss 10ml
0.5 BIVOUN. .. ..o vnrmionmommammenstnmsssssrsmnsass 6ml
(%0.8/0.02 M NaOH) Ampisilin = ....coveninnnnn. 3.15ml

Agar ve su otoklavlanir. 45°C ye sogutulup %40 glikoz, 50XVB tuzlarn, ve
histidin bu soliisyona eklenir. Sicaklik biraz daha azalinca biyotin ve ampisilin

eklenerek petrilere 30ml olarak dagitilir. Bu plaklarda bakteriler +4°C de 2 ay

saklanabilir.

Minimal Glikoz Agar Plaklar

Kullanim: Spontan olarak geriye donils siklifinin kontrolii, pozitif kontrol,

solvent kontrol ve mutasyon deneyi.

R Y (WC T, 15ml
i1 TR NN | SRRl U e e 930ml
IRV RS o 20ml
YR GIKOTZ . c.ondonrivbiommmmmmmmmmmnrssmmmsrmeani 50ml

Agar ve su kanstinhip ¢6ziiliir ve otoklavlanir.45°C ye sogutulup %40 glikoz ve

50XVB tuzlar yavas yavas karistirilarak eklenir, petrilere 30ml olarak aktarilir.

Nutrient Agar Plaklari

Kullanim: Gecelik kiiltiirin ml’sindeki bakteri sayisimt bulma ve genotip
kontrolii.

Oxoid nutrient broth no:2....................... 25g

Anaciplelinivorsiee:
Merkez Kutimhar
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Agar, broth ve su karistirilip otoklavlanir ve petrilere 30ml olrak aktarilir.

Nutrient Broth sivi kiiltiir ortami
Kullanim:Bakterilerin gecelik kiiltiirde biiyiitiilmeleri
Oxoid Nutrient Brothno:2...cosvrssnesssmvons S5¢g
PISTHE Bl s s smmmnvrsssvsssaresmatiominms 200ml

Broth ve su karistirilip otoklavlanir, +4°C de muhafaza edilir.

2.1.4. Orneklerin toplanmasi ve saklanmasi

Calismamizda kullanilacak su ornekleri Kasim 2002 de 7 adet istasyon
belirlenerek Porsuk cayindan ve gay1 besleyen kii¢iik kollardan alinmustir. Bu
orneklerin alindig: istasyonlar Sekil 2.1. de gosterilmistir. Calismamizda her bir
istasyondan 6 litre su Ornegi alinmustir. Ornekler +4 °C de 2 saat iginde
laboratuvara getirilmis ve saklamak amaci ile filtre edilmistir. Calismamizda
kullanilacak su ornekleri kaba partikiillerden uzaklastirilmak amaci ile cam filtre
kullamlarak stiziilmiistiir. Siiziilen su 6rneklerinin 1 litresi nonkonsantre olarak
test edilmesi icin, kalan 5 litre 2.5 litre olacak sekilde 2 ye boliinerek —1 8° C de
saklanmistir. Coziinmis organiklerin ekstraksiyonu XAD-4 ve XAD-16 dolgu

maddesi {izerine adsorbsiyonu ile gerceklestirilmistir. [24-25]

2.2 Metod

Bu calismada Hacettepe Universitesinden alinan test bakterilerinin stok
kiiltiirlerinin hazirlanmasi, bakterilerin genetik 6zelliklerinin kontrol edilmesi ve
test Maron ve Ames [22] ve Mortelmans ve Zeiger [23] tarafindan gelistirilen
yonteme uygun olarak yapilmistir. Deneyler 3 paralel olacak sekilde calisilmis ve
2 kez tekrar edilmistir. Aynica pozitif,spontan ve solvent kontrollerde deneylere

paralel olacak sekilde gerceklestirilmistir.
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2.2.1.Salmonella suslarmn Kkiiltiirlerinin ve master plaklarin hazirlanmasi

Bakteri kiiltiirlerinin Histidin/Biyotin/Ampisilin (HBA) plaklarina paralel ekimleri
yapilip 37°C de 48 saat inkiibe edilmistir. 48 saat sonunda iyi izole olmus bir
koloni secilip, 2ml Nutrient Broth i¢inde siispanse edilmis bir gece (12-16 saat)
37°C de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda bir dze dolusu sivi kiiltiir
alimp Histidin/Biyotin/Ampisilin agar {izerine ¢izgi ekim yapilmis ve 37°Cde

48saat inkilibe edilmistir. Hazirlanan bu plaklar +4°C de iki ay siire ile

saklanabilir.
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Sekil 2.1. Porsuk havzasi boyunca érneklerin alindigi istasyonlar
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2.2.2. Salmonella suslarinin stoklanmasi ve stok kiiltiirlerin acilmasi

Test suslarinin canlihgini ve mutant 6zelliklerini uzun siire koruyabilmeleri i¢in
stoklanmalari gerekir. Bunun i¢in Histidin/Biyotin/Ampisilin agarda iiremis olan
Salmonella suslarindan iyi izole olmus bir koloni 6ze alinip alimp 2ml Nutrient
Broth igeren tiiplerde siispanse edilir ve 37°Cde bir gece (12-16 saat) inkiibe
edilir. Bu siirenin sonunda steril Ependorf tiip igerisine 1ml bakteri kiiltiirii ve
0.09ml Dimetil Siilfoksit(DMSO) ilave edilmis ve -20°Cde donmas! saglandiktan
sonra -80°Cde saklanmistir.

Kiiltliriin acilmas: gerektiginde stok bakteri kiiltiirli oda sicakliginda eritilip bir
6ze dolusu alinarak Histidin/Biyotin(HB) agar plaklarina paralel ekim yapilmis ve
37°Cde 48 saat inkiibe edilmis ve bu siirenin sonunda iyi izole olan bir koloni 6ze
ile alinip Histidin/Biyotin/Ampisilin agar plaklarina paralel ekim yapilmistir.
HBA plaklar1 37°Cde 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi master plaklar
+4°C de iki ay stire ile saklanabilir ve gerektiginde gecelik kiiltiir hazirlamak igin

kullanilabilir.

2.2.3. Bakterilerin genotiplerinin kontrol edilmesi
Testin giivenilirliligi agisindan test suslarinin orijinal mutasyonlara sahip olup
olmadig: genetik &zelliklerini belirleyecek bazi testlerle saptanmalidir. Bu amagla

cesitli kontroller yapilir.

2.2.3.1.Histidin gereksinimi kontrolii:

Bakterilerin histidin icermeyen plaklara ekilmeleri sonucu his™ bakteriler
his bakterilerden ayirt edilir. Bu amagla, Nutrient Broth’da bir gece {iretilen
bakteriler HB agar ve histidin igermeyen HB™ agar plaklai-ma ekilerek 37°Cde 48-
72 saat inkiibe edilir. Inkiibasyon sonunda HB plaklarinda iireme gozlenirken,
HB’ plaklarinda tireme gozlenmez(Sekil 2.2.a ve b).

Bu sonug bize bakterilerin His” mutasyonu tagidigini gosterir.
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Sekil 2.2.a. TA 98 susunun histidin gereksinimi kontrolii sonucunda HB plaklarinda iireme

Sekil 2.2.b. TA 100 susunun histidin gereksinimi kontrolii sonucunda HB plaklarinda iireme
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2.2.3.2.uvrB mutasyonu kontrolii:

uvrB mutasyonu ile bakterilerin ultraviyole (UV) isinlarini neden oldugu
replikasyon hatalarinin diizeltilmesi i¢in gerekli- olan “DNA onarim mekanizmasi1”
engellenmistir ve bu mutasyonun varligi UV isinlarina duyarhilik testi ile tespit
edilir. Bu test i¢in, Nutrient Broth’da bir gece iiretilen bakteri kiiltiiriinden bir 6ze
dolusu alinip Nutrient Agar (NA) plaklarina paralel ekim yapilmistir. Plagin yarisi
(cizgileri kesecek sekilde) plastik bir tabaka ile kapatilip 15 watt giiciinde bir UV
lambasi ile 33cm yuksekten 8 sn. stire ile 1sinlanmistir. Isinlamadan sonra petri
kapaklar1 kapatilip 37°Cde 24 saat inkiibe edilmistir. Kullanilan UV 15181 dozu,
uvrB mutasyonu tasiyan bakterileri dldirecek dozdadir. Bundan dolay:r UV’ye
maruz kalan kisimda iireme olmaz, plastik kapakla kapatilan kisimda normal
tireme gdzlenmistir. Bu sonug bize kullanilacak olan bakterilerin zv#B mutasyonu

tasidigini gostermistir (Sekil 2.3.a. ve b.).

2.2.3.3.Rfa mutasyonu kontrolii:

Bu mutasyon bakteri hiicre zarinin lipopolisakkarit yapisinda olusturulmustur ve
hiicre zarinin gecirgenligi arttirllmistir. Varligi kristal viyole duyarlilik testi ile
tespit edilmistir. Bu test igin bakteri kiiltlirli Nutrient Broth’da bir gece biiyiitiilen
0.1ml swvi kiltiir, 45°C’lik su banyosunda 1sitilmis 2ml top agar iizerine ilave
edilip, Nutrient agar plaklarina dokiilerek 8 isareti yaptirilmistir. Donduktan
sonra, plagin ortasina 0.5cm ¢aph steril filtre kagidi diski yerlestirilip diskin
ortasina %0.1°lik kristal viyole karisimindan 10l damlatilmistir. Kagit boyay:
emdikten sonra, plaklar 37°Cde 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda
diskin cevresinde 2,4 cm’lik iireme olmayan' zon gdzlenmistir. Boya maddesi
bakterilerin igine kolayca girip etkiledigi i¢in bakterilerin iiremeleri engellenmis

ve bakterilerin Rfz mutasyonu tasidiklar: gosterilmistir (Sekil 2.4.a. ve b.).
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Sekil 2.3.a. TA 98 susunda uvrB mutasyonu kontroliinde radyasyona maruz kalan bblgede iireme

gerceklesmemesi

Sekil 2.3.b. TA 100 susunda uvrB mutasyonu kontroliinde radyasyona maruz kalan bélgede iireme
gerceklesmemesi
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2.2.3.4.R faktor varliginin kontrolii:

Test bakterilerinin icerdigi R faktor tasiyan pKM101 plazmidlerinin varligi
ampisiline direnglilik testi ile belirlenir. Bu amagla biiyiitiilen NB icinde bakteri
kiiltiirli (%0.8 Ampisilin/0.02M NaOH) Ampisilin igeren HB plaklanina ¢izgi
ekim yapilarak 37°C’de 24 saat inkiibasyonu sonunda plazmid iceren mutant
bakterilerin ampisilinli ortamda biiylidiikleri gézlenmistir. Yani bakteriler R

faktor plazmidini icermektedirler(Sekil 2.5.a. ve b.).

2.2.3.5.Spontan olarak geriye doniis sikhgimnin kontrolii

Mutant bakteri suslarinin kendiliginden (spontan) his” durumdan his” durumuna
doniismesi belirli sinirlar i¢inde miimkiindtir. Bu sinirlar TA 98 i¢in 30-50
revertant/plak; TA 100 i¢in 120-200 revertant/plaktir. Bu test i¢in 37°C’de NB ‘de
biiyiitlilen gecelik kiiltiirden 0.1 ml alinip 45°C’deki su banyosunda isitilan 2 ml
top agar lizerine ilave edilmistir. Daha sonra 0.2 ml 0.5M Histidin/ Biyotin
solisyonuda eklenip test tiipli yavasca galkalanarak MGA plaklarina yayilmis ve
37°C’de 48 saat inkiibe edilerek plaklarda iireyen koloniler sayilmistir(Sekil2.6.a.
ve b.).

2.2.4.Smv1 kiiltiiriin ml.’sindeki bakteri sayisinm belirlenmesi

Deneyde kullanilan gecelik kiiltlirin ml’sinde bulunan bakteri sayisim1 bulmak
icin HBA plaklarindan bir koloni alinarak NB iginde stispanse edilmis ¢alkalamali
inkiibatérde 37°°de bir gece inkibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda gecelik
kiiltiirin 10, 102, 107, 10, 107, 10, olacak sekilde bir dizi seyreltmeleri
hazirlanmastir. Bu seyreltmelerden NA plaklarina 10ul’lik miktarlarda damlatarak
ekim yapilip 37°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra plaklardaki koloniler
sayilmis ve bakteri siv1 kiiltiiriiniin mI’sinde 2,4x10° bakteri oldugu belirlenmistir.
Ayrica bakteri kiiltiirliniin optik dansitesi 650nm dalga boyunda spektrofotometre

ile olgiiliip saf kiiltiiriin(10%) optik dansitesi 0,165 olarak belirlenmistir(Sekil
2.7.a. ve b.).
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2.2.5. Test maddelerinin sitotoksik etkilerinin saptanmasi
Kullanilan test maddelerinin test bakterileri i¢in 6ldiirticti dozunun saptanmasi

amaciyla top agara 0.1ml bakteri kiiltiirii ve degisik miktarlarda konsantre ve

s o= e

ol PRt o

Sekil 2.4.b. TA 100 susunda Rfa mutasyonu kontrolii
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nonkonsantre su 6rnekleri test tiiptine eklenmistir. Tipteki karisim NA plaklarina
dokiilerek plaklar 37°C’de 24 saat inkiibe edilmis, inkiibasyondan sonra
plaklardaki koloniler sayilmis ve kontrol plaklar ile karsilastirilarak toksik ve
toksik olmayan dozlar belirlenmistir. Buna gore konsantre su Orneginin
0,4ml/plak ,nonkonsantre drnegin 2ml/ plak dozunun toksik oldugu bulunmus ve
konsantre 6rnek icin 0,2ml/plak, nonkonsantre 6rnegin 1ml/plak doz seviyesinde

mutajenite deneyinin yapilmasina karar verilmistir.[2,7,15,22-23]

2.2.6. Su 6rneklerinin hazirlanmasi

Laboratuvara getirilip prosediire uygun sekilde saklanan su &rnekleri
nonkonsantre ve konsantre sekilde test edileceginden daha dnce ikiye boliinen
omeklerden konsantre edilecek Ornekler i¢in kolon dolgu maddeleri
hazirlanmigtir. 10 ar gram XAD-4 ve XAD-16 tartilarak ayri ayri meziirlere
konulmus,tizerlerine hacmin iki kati olacak seklide aseton eklenerek kisa
araliklarla karistirmak sureti ile 1-1.5 saat bekletilmistir. Daha sonra aseton
slizilmiis ve ayni islem 3 kez tekrarlanmistir. Bu islem sonrasi metanol ile yikama
islemine gegilmistir. Tipk: asetonda oldugu gibi dolgu maddesi metanol ile 1-1,5
saat bekletilmis ve bu islem metanolde bulaniklik kalmayip berraklagincaya kadar
devam etmistir. Daha sonra dolgu maddesi 5-6 kez deiyonize su ile yikanmis ve
cam kolon i¢ine paketlenmistir. Kullanilan cam kolonlar 1,5 cm ¢apinda ve 30 cm
yiiksekligindedir. 10 gram dolgu maddesi sistikten sonra cam kolon i¢inde 15 cm
yer kaplamaktadir. Cam kolona yerlestirilen dolgu maddesinden 250 ml %1 lik
NaOH gecirilmis, kolonu nétralize etmek i¢in %35 lik HCI kullanilmistir. En son
asama olarak kolondan 1 litre distile su gecirilmis ve kolon kullanima hazir hale
getirilmistir. [24]

Her istasyona ait su 6rneklerinin yarist XAD-4 kolonundan diger yarisi ise XAD-
16 kolonundan akis hizi 5 ml/dak. olacak sekilde gegirilmistir. Su &rnekleri
kolondan gegirildikten sonra kolonda kalan suyun adsorbe olan ¢oziinmiis
maddeleri toplarken islemi etkilememesi i¢in kolondan suyu uzaklastirmak amaci
ile kolona azot gaz1 verilerek kalan su uzaklastirilmis ve kolon kurutulmustur. Su
orneklerinden organik maddeleri toplamak amaci ile eliisyon islemine gegilmistir.

Bu islemde sirasi ile diklorometan (CH,Cl,), aseton (CH;COCH3), dietileter
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Sekil 2.5.b. R faktor varhginin kontrolit sonucundaTA 100 susunun ampisilinli ortamda

gelismeleri
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((C3Hs);0) ve metanol (CH;OH) kullamlmistir. Her bir ¢oziici 300 ml
miktarinda akis hizi 5 ml/dak. olacak sekilde kolondan gecirilmis ve temiz bir
beherde toplanmistir. Daha sonra ¢oziiciiler icinde toplanan fraksiyonlar
¢oziiciilerinden 40°C ye ayarlanmis su banyosu ve rotary evoporatér yardimui ile
ayrilmis kalan kuru kisimlar 3 ml DMSO ile ¢bziilerek deney i¢in hazir hale

getirilmistir. Boylelikle her drnek 100 kez konsantre edilmistir. [24-25]

2.2.7. Ames Testinin yapihsi

Bu calismada Ames/Salmonella testinin Maron ve Ames’ in [22] ydntemine
uygun olarak plak inkorporasyon metodu uygulanmastir.

Plak-inkorporasyon metodunda iglerinde 2 ml lik top agar bulunan deney tiipleri
su banyosu yardimi ile 45°C ye getirilir ve iclerine 0,2 ml histidin-biyotin
cozeltisi, 0,1 ml 12-16 saatlik bakteri kiiltiirii ve su &rnekleri ilave edilir. Su
Ornekleri konsantre ve nonkonsantre olmalari nedeni ile iki farkli ydntem
izlenerek ilave edilir. Konsantre edilmemis orneklerde top agar 5 kez konsantre
edilerek hazirlanmis ve yukarida gecen miktarlarda histidin-biyotin,bakteri
kiiltliri eklendikten sonra Iml su 6rnedi eklenmistir. Konsantre edilmis su
omnekleri ise normal top agar tlizerine ilave edilmis ayn1 miktarlardaki histidin-
biyotin, bakteri kiiltlirtinden sonra 0,2 ml olacak sekilde eklenir.

Bu islemden sonra tiipler hizla calkalanarak 37 °C ye 1sitilmis MGA (minimal
glukoz agar ) petrilerine dokiilmils ve hizla sekiz isareti yapilarak tiim petri
lizerine homojen sekilde dagilmas: saglanmistir. Petrilerin oda sicakliginda 15
dak. bekletilerek donmasi saglanmis daha sonra ters gevrilen petriler 37 °C lik
etiivde 48-72 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda petrilerdeki
koloniler sayilmis ve kaydedilmistir. Deneyler tiim 6rnekler igin 3 paralel sekilde
yuriitilmiis; sonuglarin degerlendirilmesi i¢in deneylere paralel olarak pozitif,

spontan ve solvent kontrollerde gergeklestirilmistir.[2,7,15,22-23]

2.2.8.Sonugclarin degerlendirilmesi:

Bu c¢aligmada Porsuk havzasi boyunca 7 istasyondan alinan su 6rnekleri

mutajenite testine tabi tutulmustur. Orneklerin belirlenen dozlan 3 paralel olarak
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Sekil 2.6.b. TA 100 susunda spontan geriye doniis sayisinin kontrolii
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ayni anda test edilmis ve birbirinden bagimsiz olarak farkli zamanlarda 2 deney
yapilmistir. Ayrica 6rnekler sahip olduklari organik maddelerin mutajenitesinin
arastirilmasi amaci ile XAD-4 ve XAD-16 kolonlarinda konsantre edilerek test
edilmistir. Sonuglar standart hatalar ile birlikte ortalamalar1 alinarak istatiksel
acidan Student-t testi ile degerlendirilmistir. Bu amagla Anadolu Universitesi Fen
Fakiiltesi Istatistik Boliimiinden alinan ‘SPSS-WINDOWS® paket programi
kullanilmistir. Sonuglarin verildigi ¢izelgelerde her 6rnek i¢in revertant koloni

sayilarinin ortalamalar “ortalama + stn hata” seklinde gosterilmistir.
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Sekil 2.7.a. TA 98 susu i¢in sivi kiiltiiriin ml. sindeki mikroorganizma sayisinin belirlenmesi
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Sekil 2.7.b. TA 100 susu i¢in sivi kitltiiriin ml. sindeki mikroorganizma sayisinin belirlenmesi
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3.BULGULAR

Bu calismada Porsuk havzasi boyunca 7 istasyondan alinan su &rneklerinin
mutajeniteleri arastinlmistir. Ornekler konsantre ve nonkonsantre olmak iizere iki
ayri sekilde Ames / Salmonella testine metabolik aktivasyon olmadan tabi
tutulmugstur. Alinan d6rnekler XAD-4 ve XAD-16 kolonlart ile konsantre
edilmigtir.

XAD-4 kolonu ile konsantre edilen émeklerden elde edilen sonuglara gére 2
bolgede TA 98 susu icin mutajenik aktivite belirlenirken TA 100 susu icin
mutajenik aktiviteye rastlanmamistir(Cizelge3.1.).

Buna ek olarak X AD-16 kolonu ile konsantre edilen ve her 2 sus ile teste tabi
tutulan 6rnekler mutajenite gostermemistir(Cizelge 3.2.).

XAD-4 ve XAD-16 kolonu ile konsantre edilen ormneklerin mutajenite
karsilastirilmas: Cizelge 3. 3. de verilmistir.

Nonkonsantre 6rneklerden alinan sonuglar ise Cizelge 3.4. de verilmis olup
uygulanan testlerde mutajenik aktiviteye rastlanmamigtir.

Bu Kkarsilastirmalar istatistiki agidan SPSS programinin Student-t testi ile
degerlendirilmistir.

Test edilen hi¢cbir 6rnekte sitotoksik etkiye rastlanmamistir.



Cizelge 3.1.XAD-4 kolon ile ekstre edilen su §rmeklerinin mutajenite analizi

Ornekler TA98 TA100
Rev/pl I M Rev/pl I M

Negatif kontrol 21+4,7 115+32,5

Porsuk A 47+7,6 2.2 + 17618,6 1,5 -
Porsuk B 46+5,1 2.2 + 150+26,0 1,3 -
Porsuk C 37+46,5 1,1 - 125+16,0 1 -
Porsuk D 3746.5 1,8 - 157+26,4 14 -
Porsuk E 37+7,0 1,8 - 139+35,5 1,2 -
Porsuk F 35+12.2 1,7 - 125+38,1 1,1 -
Porsuk G 29+74 1,4 - 133+28,2 1 -

Cizelge 3.2, XAD-16 kolonu ile ekstre edilen su drneklerinin mutajenite analizi

Ornekler TA98 TA100
Rev/pl I M Rev/pl I M

Negatif kontrol 21+2,9 93+10,1

Porsuk A 40+6,3 1,9 - 152+26,8 1,6 -
Porsuk B 3145,6 1.4 - 160+36,2 1,7 -
Porsuk C 34+7.9 1,6 - 116+31,6 1,2 -
Porsuk D 23+29 1 - 130+43,0 14 -
Porsuk E 2346,0 1 - 118+55,3 1,3 -
Porsuk F 3149,2 1,5 - 1114334 574 -
Porsuk G 29+7.4 1,8 - 121+39.,5 I3 =

Cizelge 3.3. XAD-4 ve XAD-16 kolonlart ile ekstre edilen érneklerin mutajenite karsilastirmasi

Ornekler TA98 Rev/pl TA100 Rev/pl

XAD4 XAD16 P  XAD4 XADI6 P
Porsuk A 47+7,6 40+6,3 0,032  176+8,6 152+26,8 0,032
Porsuk B 46+5,1 31+56 0 150+26,0 1601362 0,266
Porsuk C  37+6,5 34+7,9 0,004 125+16,0 116+31,6 0,478
Porsuk D  37+6,5 23429 0 157426,4 130+43,0 0,117
Porsuk E 37+7,0 23460 0 139+35,5 118+55,3 0,368
Porsuk F 35+12,2 31492 0,66  125+38,1 111+33,4 0,406
Porsuk G 29+7.4 29+7.4 0,515 133+28,2 121+39,5 0,474

Cizelge 3.4. Nonkonsantre 6rneklerin mutajenite analizi

Ornekler TA98 TA100
Rev/pl I M Rev/pl I M

Negatif kontrol 21%5;1 133+25,7

Porsuk A 49+6,2 1,8 - 171+21,4 1,3 -
Porsuk B 2545,2 09 - 151+13,1 1,1 o
Porsuk C 25+7.9 0,9 - 131+11,1 1 5
Porsuk D 27+6,5 1 - 144+28.0 1 =
Porsuk E 32+8,0 1,1 - 126+18,6 0,9 E
Porsuk F 26+5,6 09 - 115+21,5 0,8 -
Porsuk G 3046,5 1.1, - 147+21,2 1,1 -

Rev/pl: Revertant koloni sayisi/petri.

[: Mutajenik indeks (6rneklerde belirlenen his” koloniler/spontan his* koloniler).
M: Mutajenite.
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu galigmanin amaci toksik maddelerle kontamine oldugu diistiniilen Porsuk
Caymin  Ames/Salmonella  test sistemi ile mutajenik potansiyelinin
sorgulanmasidir.

XAD-4 ve XAD-16 kolonlari ile su drnekleri konsantre edilmistir. XAD-4 kolon
dolgu maddesi ile ¢6ziinmiis olan organik maddelerin biiyiik bir gogunlugu
adsorblanirken XAD-16 kolonu ile yiiksek molekiil agirlikli ¢6zlinmiis maddeler
adsorblanir. [24-26]

Yapilan bir ¢alismada XAD-2, XAD-4 ve XAD-8 kolonlarn kullanilmig ve
digerlerine gére daha kii¢iik por capina sahip XAD-2 kolonu daha mutajenik
sonuglar vermistir.[25]

Meri¢ deltasinda yapilan bir calismada ise XAD-2 ve XAD-4 kolonlar
kullanilmis ve yapilan testte ekstre edilen Orneklerin mutajenik oldugu ortaya
konmustur. [27]

Yapilan bir calismada kagit fabrikas: akintisi akintisi ¢esitli kolonlar kullanilarak
konsantre edilmis ve XAD-4 kolonu XAD-8 kolonuna gére daha mutajenik
sonuglar vermistir. [28]

Calismamizdan elde edilen sonuglara gére su orneklerinde bulunan mutajenik
maddelerin gogunun XAD-4 kolonu tizerine adsorblandigi 6nerilebilir.

Bizim c¢alismamizda XAD-4 kolonu ile konsantre edilen ve TA98 susu icin
mutajenik sonuglar veren meklerin TA100 i¢in negatif sonuglar vermesi 1s18inda
Porsuk cayinda cer¢eve kaymasi mutasyonuna yol agan mutajenler oldugu
Onerilebilir.

Yapilan bir ¢alismada Porsuk ¢ayina benzer seklide bir sehri besleyen ve cesitli
kirletici etkiler altinda bulundugu diisiiniilen bir nehirden alinan su rnekleri XAD
kolonlar1 kullanilarak konsantre edilmis ve 6rnekler TA98 susu icin mutajenik
etki gdsterirken TA 100 susu i¢in mutajenik etkiye rastlanmamistir. Bu sonuglar
1s18inda mutajenlerin, gergeve kaymasi mutasyonuna yol agtig1 belirtilmistir. [25]
Caliymamizda mutajenik sonuglar gdsteren A ve B istasyonlarindan alinan

orneklerin yogun bir sekilde endiistriyel kirlilige maruz kaldig: bilinmektedir.

Anadolie{Infversite®
Mol S Tk [ T
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Yogun atik su desarjina maruz kalan bir nehirde yapilan bir ¢alismada mutajenite
arastirmasi yapilmis ve alinan 6rneklerde mutajenik aktiviteler rapor edilmis ve
yapilan analizlerle Orneklerde mutajenik heterosiklik aminlerin varhig
belirlenmistir.[29]

Yapilan bir calismada cesitli endistriyel kirliliklere maruz kalan bir akarsuyun
bosaldig: ve sulari igme suyu kaynagi olarak kullanilan bir gélde 6rnekler XAD-4
kolonu kullanilarak konsantre edilmis ve yiiksek oranda mutajenik aktivite rapor
edilmistir.[26]

Yapilan bir baska ¢alismada petrokimya endiistri alaninda kalan nehirden alinan
orneklerde cerceve kaymasi ve baz ¢ifti degisimlerine yol acan mutajenlerin
neden olabilecegi mutasyonlar belirtilmis ve bu tiir alanlarin gerek insan gerekse
cevre saglhig1 acisindan gbzlemlenmesi tavsiye edilmistir.[3]

Ayni ¢alismanin devami olan bir ¢alismada ise TA 98 susunun digersuslardan
daha hassas oldugu belirtilmis ve petrokimyasal alandan alinan 6rneklerin yiliksek
mutajenik aktivitesi belirtilmistir. [30]

Yapilan bir ¢alismada kanalizasyon sularinin ve nehir sularindan alinan &rnekler
klorlanmis ve daha sonra XAD-2 kolonu kullanilarak konsantre edilmis ve
mutajenite testleri gerceklestirilerek gerek mutajenitesi gerekse mutasyon
olusturma potansiyelleri hesaplanm1$t1r. Yapilan caligmada belirtildigi tizere
kanalizasyon sularinda yiiksek mutajenik aktiviteye rastlanmis nehir sularinda ise
mutasyon olusturma potansiyeli tespit edilmis bu potansiyelde klorlama etkisi ile
olusabilecek organik maddelere baglanmistir. [31]

Yapilan bir caligmada ylizey sular1 ve aritma tesislerinden aldiklari 6rneklerde;
ylizey sularinin sanayi ile iligkili kisimlar1 mutajenik etkiler g6sterirken aritma
tesisine giren ve g¢ikan suda mutajenik etkiler yiizey sularina gore daha yiiksek
olarak saptanmis ve artima tesislerin yeterliligine dikkat ¢ekilmistir. [6]

Yapilan bir ¢alismada igme sularinin mutajenitesi arastirilmis ve her iki sus i¢in
pozitif sonuglar alinmistir. Bu sonuglara gore hem g¢erceve kaymas: hem de baz
¢ifti degisimleri mutasyonlarina yol agan mutajenlerin igme suyunda olabilecegi
belirtilmistir. [32]

Italya’da 2000 yilinda yapilan bir ¢alismada biyolojik olarak islenmis ve kimyasal

olarak islenmis atik suyun mutajenitesi arastirilmis ve aktif ¢amurla biyolojik
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olarak islenmis atik suda mutajenik etki goriilmezken klordioksid(ClO;), ozon
(O3) ve perasetik asit ile dezenfektasyona tabi tutulmus sularda mutajeniteye
rastlanmis ve dezenfektasyonun bakterisidal etkisinin yaninda genotoksik
etkisinin g6z ardi edilmemesi gerektigi belirtilmistir. [33

Kore'de igme sulan ile yapilan bir ¢alismada sehirlerden alinan 6rnekler XAD-2
kolonu ile konsantre edilmis ve mutajenitesi arastirilarak Orneklerin mutajen
oldugu belirtilmistir. Mutasyona yol acan maddelerin ise dezenfektan olarak
kullanilan klor ve tilirevlerinin yarattigi kanserle iligkili halojenlenmis {riinler
olabilecegi belirtilmistir. [4]

Japoya’da sular1 igme suyu kaynagi olarak kullanilan i{i¢ nehirden alinan
orneklerle yapilan ¢alismada Diinya Saghk Orgiitii’'niin (WHO) belirttigi {izere
nehir sularinda kolaylikla birikebilen, ¢ergeve kaymas: mutasyonuna yol agan ve
kanserle yakindan iligkili poliaromatikhidrokarbonlarin (PAH) mutajenitesi
arastirilmis ve pozitif sonuglar alinmistir. [34]

Belcika Laaebeek nehrinden alinan Orneklerle yapilan bir calismada Ames
testinde TA98 ve TA100 suslari kullanilmis ve TA 98 susu ile mutajenik sonuglar
alinarak su Orneklerinin test edilmesinde TA 98 susunun daha uygun olacag:
tavsiye edilmistir. Bizimde yaptigimiz ¢alismada bu ¢alismayla benzer sekilde TA
98 susu ile mutajenik sonuglar almamiz anlamhidir. [35]

Eskigehir’in su ihtiyacini karsilayan, gegtigi havza boyunca bu havzay: besleyen
ve Eskisehir’e ayn bir canlilik kazandiran Porsuk ¢ayinin bulundugu bolgede ne
kadar 6neme sahip oldugu agiktir. Eskisehir’de yasayan yaklasik 700.000 insanin
sagligini 1. dereceden etkileyen Porsuk ¢ayinin su kalitesi olduk¢a 6nemlidir. Bu
nedenle gerek DSI gerekse belediyeye suyun kalitesinin saglanmasi ve bu
kalitenin korunmasi ile bliyiik gorevler diismektedir. Suyun dogru islenmesi,
dogru kullanimi konusunda bu ve benzeri ¢aligmalarin yol gdsterecegi
inancindayiz.

Calismamizda alinan sonuglar 1s13inda ozellikle fabrika etkisi altinda bulunan
bolgedeki degerler dikkat ¢ekicidir. Bu bglgenin baraj alanina yakinhig: ise
barajda artilan ve sehre dagitilan suyun saglik agisindan sorgulanmas: gerektigini
ortaya ¢ikarmaktadir. Bunun yaninda yeni aritma tekniklerinin uygulanabilirligi

gerek gevre gerekse insan saglig1 agisindan oldukga Snem kazanmustir.
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Suyun ekolojik dengesinin genotoksisite agisindan sorgulandigi calismamiz
bundan sonra bu dengenin hangi tiir maddelerle bozuldugu ve bunlar en aza

indirecek ¢alismalara yardime: olabilir.
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