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Bu caligmada Bilecik Karasu deresinin 6 ayr1 noktasindan alinan su ve
sediment Orneklerinin mutajenitesi Ames testi ile belirlenmistir. Deneyde
Salmonella typhimurium un TA 98 ve TA 100 suslart kullanilmigtir. TA 98 susu
cerceve kaymasi TA 100 susu nokta mutasyonu tasir. Deneyler her nokta igin 5
doz, her doz icin 3 tekerriirlii olarak kurulmustur. TA 98 ve TA 100 su ve
sediment Orneklerinin gosterdigi mutajenik etkiler doza baghh cevap egrisi
seklinde grafik olusturularak gosterilmistir. Grafiklerden elde edilen bulgulara
gore TA 98 ve TA 100 suslar i¢in su ve sediment drneklerinin mutajenik etkinligi
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In this study, mutagenity of six different water and sediment samples of
Karasu River determined by Ames test. In this test TA 98 and TA 100 strain of
Salmonella typhimurium were used. TA 98 strain has frameship muatation, TA
100 has base-pair substition. The experiment was established 5 doses with 3
replicates for each point. The mutagenic effects of water and sediment samples,
which were exposed to TA 98 and TA 100 strain, were shown as dose depent
respond curve by drawing graphics. According to finding from graphics, matching
the mutagenic effects of water and sediment samples on TA 98 and TA 100 strain

were submited.
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1.GIRIS

Giiniimiizde gelisen teknoloji insanlarin yasamlarinda biiyiik kolayliklar
saglamaktadir. Gelisen teknoloji, hizli niifus artis1 artan sanayilesme sonucu
insanlar her gegen giin daha fazla kimyasal maddelerle karsilasmaktadir. Bu
kimyasal maddelere ve bunlarin bozunmasi sonucu olusan atik maddeler gesitli
yollarla dogaya karigsmakta ve kullanildiklar1 yerlerden binlerce kilometre
uzakliktaki canlilart bile etkilemektedir.

Teknolojik gelismelerin insan yasamina sundugu fiziksel ve kimyasal
ajanlarin dahil oldugu c¢ok sayida cevresel faktor, saglik acisindan tehlike
olusturma olusturabilmektedir ve ayrica insan DNA’s1 {izerinde olumsuz etkilerde
bulunmaktadir.

Insan populasyonu gevredeki kanserojen ve mutajen maddelerin etkisinden
korumak icin ¢evremizde bu Ozelliklere sahip bilesiklerin tespit edilmesi ve
etkilerinin degerlendirilmesi oncelikle 6nemli ve gereklidir [1].

Giinliikk yasama o©nemli oOlgiide giren X 1sinlari, gamma 1sinlar1 ve
radyasyon kaynaklarinin (televizyon, telsiz telefon, radyoaktif atiklar, niikleer
silahlar, niikleer santraller vb.) hatal1 ya da kotii amaglarla kullaniminin biyolojik
sistemlere zarar verdigi kanitlanmigstir. Buna karsin bir¢cok arastirmaci mutajen
kimyasallarin radyasyondan ¢ok daha zararli oldugunu savunmaktadir. Ciinkii
radyasyon kaynagim tespit etmek, koruma onlemi almak ve miktarin1 6lgmek
miimkiin iken, bir ¢ok kompleks kimyasal madde karigimina maruz kalan kiside
ve de yavrusunda goriilmeyebilir. Ancak resesif bir allelin nesiller sonra ortaya
cikma olasiligi vardir. Bu kimyasallarin ¢ok kiig¢iik dozlar1 mutasyona neden
olabilecegi gibi kanserojen de olabilir[2,3].

Kimyasal maddeler maddelerin mutajenik aktivitelerini aragtiran ilk
calismalar Ikinci Diinya Savasi’ndan hemen sonra bir grup kimyasal iizerinde
yapilmis ve ilk olarak hardal gazinin etkili bir mutajen oldugu saptanmistir.
Diinyanin hemen her yerinde yapilan deneylerle diger baz1 kimyasallara dikkat
cekilmistir. 1972 yilinda yapilan bir arastirmada yiyecekleri renklendirme,
koruma ve diger amaclarla kullanilan 2500 kadar katki maddesi oldugu tespit
edilmistir. Yiyeceklere bulasarak viicuda giren pestisidler ve cesitli amaclarla

kullanilan ilaglar iizerinde durulmustur[4].



@) ANADOLU UNIVERSITESI

Mutajenlerin etki mekanizmas1 kesin olarak aydinlatildiktan sonra belirli
cevresel mutajenlerin insanda kansere sebep olabilecegi siiphesi dogmustur.
Mutajenite ve karsinojenite arasindaki iliskiyi arastiran bir caligma ile bilinen 175
karsinojenik maddenin 157’sinin ayn1 zamanda mutajen oldugu ve karsinojenite
ve mutajenite arasinda % 90 oraninda bir baglanti oldugu ileri siiriilmiistiir. Bu
sebeple kimyasal maddeleri “mutajen” ve ‘“kanserojen” olarak iki grupta
incelemek yerine mutajen/kanserojen olarak incelemenin daha dogru oldugu kabul
edilmektedir [5].

Kimyasal maddelerin mutajenik/karsinojenik etkilerinin saptamasinda kisa
zamanli test sistemleri kullanilmaktadir. Bu test sistemlerinin Ozellikleri,
kolaylikla tekrar edilebilir olmalari, ucuz olmalari, ve giivenilir sonuglar
vermeleridir. Kimyasallarin mutajenik/karsinojenik etkilerini 6lgmede sitogenetik
ve bakteriyel test sistemleri kullanilir. Bu testler; kardes kromatid degisimi (SCE)
[6], mikroniikleus testi (MN), kromozom bozulma testi (CA) , COMET testi [7],
programlanmamis DNA sentezi [8], SOS kromo test, umu testi [9] ve
Ames/Salmonella/Mikrozom testi seklinde siralanabilir [7]. Tim bu mutajenite
test sistemleri Salmonella test suslari, cesitli E.coli suslari, rat, primat ve tavsan
tiirleri, kullanilarak hazirlanmis memeli hiicre kiiltiirleri ve memelilerin kan,
kemik iligi hiicreleri, Saccharomyces cerevisia suslar1 ve farkli organizmalar
kullanilarak uygulanmaktadir [7,10].

Ames test sistemi bakteriyel test sistemleri icinde mutajenik/karsinojenik
etkisi en iyi bilinen ve karakterize edilen gecerliligi, uygulama kolaylig1 ve
hassasiyeti nedeniyle en fazla tercih edilen test sistemidir. [11].

Bu calismanin amacini; Bilecik’in Bozalan koyii yakinlarindan dogan
Bozoyiik ilcesinin icme ve tarimda sulama suyu ihtiyacimi karsilayan Karasu
deresinin Sakarya nehrine dokiiliinceye kadar maruz kaldigi endiistriyel ve
tarimsal kirlenme sonucu olusan mutajenik kirliliginin aragtirilmasidir.

1.1. Mutasyon

Mutasyonlar canlilarin genetik bilgisinde (DNA’da) meydana gelen ve
kusaklar boyunca aktarilan kalitsal degismelerdir.

Bireyin kalitsal 6zelliklerinin ortaya ¢ikmasim saglayan kalitsal sifre, X

15101, radyasyon, bazi ilag ve toksik kimyasallar vb. nedenlerle bozulabilir.
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Bu durumda DNA’min sentezledigi enzimler ve proteinler bozulur.
Boylece canlinin yapist bozulur. Bir gen mutasyona ugradiktan sonra kararli hale
gelir ve tekrar eski haline donmek icin herhangi bir egilim gostermez.
Mutasyonlar kalitsal materyalin normal kombinasyonunu degistirmeyen, kalitsal
yapida meydana gelen biitiin degisiklikleri kapsar.[12]

1.2. Mutasyon Calismalar:

Mutasyonlar genetik calismamn temelini olustururlar. Mutasyonlarin en
onemli sonucu bir sonraki kusaga farkli genetik Ozellikler aktarilmasini
saglamasidir. Bu ise farkl fiziksel 6zelliklere sahip bireyler meydana getirir. Bu
degisimler sonucu ortaya c¢ikan fenotipik cesitlilik, genetikcilerin degisiklige
ugramis olan genleri ¢caligmalarina yardimci olmaktadir. [12]

Bazi canlilarin kisa hayatlarindan yararlanarak kolayca taninabilecek ve
calisabilecek mutasyonlar elde edilir. Mutasyon ve mutagenez caligmalarinda
ozellikle viriisler, bakteriler, mantarlar, meyve sinekleri, baz1 bitkiler ve fareler
kullanilmaktadir. Bu canlilar genetik hakkinda bilgilerin elde edilmesinde cok
faydali olmuslardir. [12]

1.3. Mutasyon Cesitleri

1.3.1. Kromozom Say1 Degismeleri

Organizmalarin populasyonun da meydana gelen kromozom sayi
degismeleridir. Her canl tiiriiniin kendine has bir kromozom sayis1 vardir ve bu
say1 sabittir. Ancak bazi durumlarda tiirlin bazi1 bireylerinde kromozom
sayllarinda sapmalar olabilmektedir. Kromozomlar bazen mitoz ve mayoz
boliinme sirasinda esit olarak dagilmaz ve sonugta kromozom sayis1 bakimindan
farkli hiicreler meydana gelir. Kromozom sayis1 degisiklikleri baghca iki grup
altinda toplanir. Bunlar; euploidi ve aneuploididir.[1,13]

1.3.1.1. Euploidi

Kromozom  takimi1  sayisindaki  degisimlerdir.  Bir  takimdaki
kromozomlarm sayisinin hepsinin birden saymin tam katlar halinde artmas1 ya da
organizmada tek takim kromozom bulunmast seklinde olabilir. Bunlar;
monoploidi ve poliploididir.

a-Monoploidi: Nadiren baz1 hayvan ve bitki hiicreleri tek bir takim yani n

kromozom igerirler. Bu olaya monoploidi bu fertlere de monoploid ad1 verilir.
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b-Poliploidi: Bir genomdaki kromozomlarin sayisinin hepsinin birden
artmas1 olayidir. Bu olay sonunda 3n, 4n, 5n ve daha yiiksek katlarda n
kromozomlu fertler meydana gelir. Poliploidiler iki yolla meydana gelirler.

1. Mayozda kromozom sayisinin yariya inmesinin onlenmesi ile somatik
hiicrelerdeki kadar gametlerin olusmasi

2.Zigotun ilk bdoliinmesi sirasinda enine ceperin olusmasina engel
olunmasi suretiyle meydana gelecek bireyin kromozom sayisi yiikselebilir.[1]

1.3.1.2 Aneuploidi

Bir takimdaki kromozomlarin birinin veya birden fazlasinin sayisinin
degismesi olayidir. Diploid bir fertte tek bir kromozomun eksik olmasi olaymna
monosomi, bir canlida bir kromozomun homologu ile birlikte eksik olmasi
olayma nullisomi, bir takimda bulunan kromozomlardan birinin veya birka¢inin
fazla olmasma polisomi denir. Diploid bir canlida diploid sayisimin birkag
kromozom altinda olanlara hipodiploidi, birka¢ kromozom iistiinde olanlara ise
hiperdiploidi denir.[1,13]

1.3.2. Kromozom Yap1 Degismeleri

Bazen kromozomlar1 olusturan kromatidler krossing-over olmadan da
parca degisimine ugrarlar.[14,13] Kromozom kirilmalar1 ve tekrar birlesmeleri
sonucu kromozomlar tekrar organize olurlar. Bunun gibi degisimler
kromozomlarm diizeninin degismesine sebep olurlar. Bir mutasyon sonucu
kromozomlardan biri yada birka¢1 karakteristik yapilarini yitirebilirler. Boylece
yapilsal kromozom anomalileri ortaya c¢ikar. Kromozomlardaki bu degisiklikler
cesitli sekillerde meydana gelebilir.[14,15,13] Bunlar; delesyon, duplikasyon,
inversiyon, translokasyondur.

1.3.2.1 Delesyon

Delesyon 1s1, radyasyon, viriisler, kimyasallar gibi ajanlarin neden oldugu
kromozomdan parca kopmasi olayidir. Delesyonda hucre genlerini kaybeder.
Sentromeri olmayan kirik kromozom pargas1 bir sonraki boliinmede ig ipliklerine
tutunamayacagindan cekirdek disina kalip yok olur. Eger hiicre diploid ise
kaybolan genlerin allelleri kardes kromozom {iizerinde bulunacagindan oldiiriicii
olmaz.Eger kaybedilen par¢a cok biiylik olursa gen dengesi bozulacagindan
oldiiriicti olabilir. Erkeklerin Y kromozomda meydana gelen bdyle bir parca

yitimi Y kromozomu iizerinde allelli olmadigindan 6liimle sonuclanabilir[13,16].

4
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1.3.2.2. Duplikasyon

Bir kromozomun herhangi bir pargasini fazla sayida tasimasi olayina
duplikasyon denir. Delesyonun tersine bir par¢a cogalmasi vardir ve sonucta
duplikasyonlu kromozom tasiyan hiicrede bazi genler fazla sayida bulunur.[16]

1.3.2.3 inversiyon

Kromozomda bir parcanin 180° ters donerek tekrar ayni kromozoma
baglanmasi seklinde goriilen kromozom anomalisidir. Kromozum gen sayisi ve
ozelligi aym1 olmasina ragmen dizilis degismistir. Bu tiir bir inversiyonda
kromozomun sentromeri ters donen parcaya ait ise buna perisentrik inversiyon
denir. Fakat sentromeri ters donen parca i¢inde degilse buna parasentrik
inversiyon denir [17].

1.3.2.4 Translokasyon

Homolog olmayan kromozomlar arasinda kromozom parcalarinin yer
degistirmesine translokasyon adi verilir. Translokasyonlar her zaman homolog
olmayan parca degisimleridir. Gen sayismnin ve niteliginin aym kaldigi
translokasyonlara dengeli translokasyon, gen sayisinin ve niteliginin degistigi
translokasyonlara dengesiz translokasyon adi verilir. Basit translokayonda, bir
kromozomda tek bir noktada kirilma olur ve parcalardan biri bir baska
kromozomun ucuna yapisir. Kromozom ucglarinin yapiskan olmama 6zelligi
nedeniyle basit translokasyon olduk¢a enderdir. Interkalar translokasyonda
kromozomlarm birinde iki yerde bir baskasinda ise tek noktada kirilma olur ve
aradan ¢ikan parga tek noktada kirigin oldugu kromozomun o bolgesine yapisir.
Karsilikli translokasyon ise en fazla olan ve en iyi ¢alisilmis olan translokasyon
tiriidiir. Bu tiir translokasyonda iki ayri kromozomda kirilma olur ve kopan
parcalar karsilikli olarak yer degistirirler. Translokasyonlar yeni gen
kombinasyonlar1 ve hiicrede DNA miktarinin degismesini sagladigi icin evrimsel
olarak onemlidir. [12,18]

1.3.3 Gen Mutasyonlari

Kromozomlarin yapisinda yada sayisinda herhangi bir degisiklik olmadan
dogal ya da deneysel yolla meydan gelen ve mikroskopla goriilmeyen
mutasyonlardir. Mutasyonu meydan getiren aracilara mutajenik faktor denir.

Mutasyona ugramis bir gen nadiren eski haline donebilir.[12]
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Gen depolanmis kimyasal bilgiyi temsil eden niikleotit ¢iftlerinin lineer
dizisi olarak degerlendirilir. Genetik sifrede {i¢’lii niikleotit dizilerinin her biri
ilgili proteindeki tek bir aminoasidi belirler. Bu dizileri veya sifreyi bozan
herhangi bir degisiklik mutasyon olarak degerlendirilir. [12]

Gen mutasyonlari, hiicredeki kalitsal bilgiyi tasiyan, cift niikleotit
zincirinden olusan DNA molekiiliindeki gen denilen ve belli bir 6zelligi kodlayan
boliimiindeki degisiklikten kaynaklanir. En basit degisiklik bir niikleotidin yer
degistirmesidir. Buna nokta mutasyonu ad1 verilir. [19]

Mutasyonlar bir DNA zincirindeki bazin baska bir bazla yer degistirmesi
sonucu ortaya cikabilecegi gibi zincire bir yada daha ¢ok bazin eklenmesi veya
zincirdeki bazlarin eksilmesi sonucunda da ortaya ¢ikabilir. [12]

1.3.1 Gen Mutasyonlarinin Siiflandirilmasi

Gen mutasyonlar1 {ic sekilde simiflandiriir. Bunlar; transisyon
transversiyon ve gerceve kaymasidir.

a-Transisyon: DNA iizerindeki bir piirin yada pirimidinin, baska bir piirin
yada pirimidine doniismesi olayidir.

b-Transversiyon: Bir piirin bazinin bir primidin baz1 ile ya da bir primidin
bazinin bir piirin baz1 ile yer degistirmesi olaydir.

c-Cerceve Kaymasi Mutasyonu: DNA zincirinde ¢ogunlukla sik tekrar
edilen baz ciftlerinin bulundugu palindromik bolgelerde bir yada birka¢ baz
ciftinin eklenmesi veya ¢ikmasi ile meydana gelen mutasyon seklidir.

1.4. Mutasyonlarin Sebepleri ve Etkileri

Mutasyonun gézlenebilen bir etki olmadan ortaya ¢ikmasi ¢cok az goriilen
bir olgudur. Daha ¢ok cevreden gelen kimyasallar yada fiziksel etkiler nedeniyle
olur. Bir dis etkinin mutasyona neden olabilmesi (mutajen olmasi) i¢in hiicre igine
girip etkinlik gostermesi gerekir. Ornegin Giines’in mordtesi 1sinlar1 diisiik enerjili
olmasindan dolay yalnizca deri hiicrelerindeki somatik mutasyona neden olurken,
yiiksek enerjili X 1sinlar1 germ hattinda mutasyonlara neden olarak nesilden nesile
aktarllan mutasyonlar1 olustururlar. Mutasyonlar ayrica hiicre boliinmesi
izerindeki kontrol mekanizmasini cikararak kontrolsiiz hiicre bdliinmesine ve

dolayisiyla da kansere neden olabilirler.[12]
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1.5 DNA Onarim Mekanizmalari

Bir canliya ait tiim genetik bilgiyi tasiyan DNA molekiilii dogal olarak
veya cevresel faktorlerin etkisiyle siirekli hasara maruz kalmaktadir. Bu etkenler
DNA’nin yapisint ve dahast diger nesillere aktarilan genetik bilgiyi
degistirebilmektedir. Bu degisimler yararli olabilecegi gibi 6limciil sonuglara
neden olabilecek kadar zararlida olabilirler. Bu yiizden biitiin canli hiicreler evrim
siirecleri boyunca diger nesillere degismeden aktarilmasi gereken DNA
molekiiliinii koruma mekanizmalar1 gelistirmislerdir. DNA onarim mekanizmalar1
asagida aciklanmistir[20]

1.5.1 DNA Polimeraz Proofreading ile Onarim

DNA polimeraz III bir hata okuma sistemine sahiptir. Polimerizasyon
sirasinda hatali bir niikleotid yerlestirildiginde enzim kompleksinin hatay1 tanima
ve hatal1 niikleotiti keserek degistirme ve onu geri dondiirme potansiyeli vardir.
Cogu DNA polimerazin 53! yoniinde, polimerizasyon, 35! yoniinde ise
ekzoniikeaz aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir. Bu sayede hatali niikleotitler
kesilip diizeltilir. Bakteriyel sistemlerin hata okumanin sentez esnasindaki
dogrulugu 100 misli artirdigr diisiiniilmektedir. Eger ilk yanls eslesmeler 1/10°
niikleotit ¢iftinde ise hata okuma sistemi yanlis eslesmeleri 1/ 10 ye
diistirmektedir.[19]

1.5.2 Fotoreaktivasyon ile Onarim

UV 15181 nedeniyle olusan timin ve diger pirimidin dimerleri 320-370
dalga boylu goriiniir 1518 varliginda olusan dimerler onarilir. Fotoreaktivasyon
yada 151k ile onarim adi verilen bu sistemde fotoliyaz enzimi tarafindan kataliz
edilir. Fotoliyaz 1s1k ile aktive olarak dimerleri DNA dan uzaklastirir. Fotoliyaz
enzimi prokaryotlarda bulunmaktadir [19]

1.5.3 Kesme-Cikarma Onari

Tiim canlilarda bulunan bir onarim mekanizmasidir. Bu sistem ii¢ temel
asama icerir.

1- Bozuk bolge veya hata taninir ve enzimatik olarak bir niikleaz
tarafindan kesilip ¢ikarilir. Bu kesip ¢ikarma islemi tek bir baz veya hatanin
oldugu bolgeye komsu birka¢ niikleotiti kapsayabilir ve sonugta sarmalda bir

bosluk olusur.
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2-DNA polimeraz I saglam zincirdeki niileotitlere komplementer olan
niikleotitleri yerlestirerek bogluklar1 doldurur. Enzim bu bazlar1 kesilmig DNA’nin
3'—OH ucuna ekler.

3-Birlestirici enzim olan DNA ligaz en son niikleotitin ucunda kalan
centigi yapistirir ve bosluk tamamen kapanir.[19]

1.5.4 Yanhs eslesme onarim

DNA replikasyonundan sonra dizide yer alan yanlis baz eslesmelerinin
pek c¢ogu yanhs eslesme onarimi denilen diger bir sistem tarafindan
diizeltilebilmektedir. Bu mekanizma E. coli’de mut S, mut Z, mut H genlerinin
iriinleri tarafindan baslatilir. Yanlis bazlar ekzoniikleazla c¢ikarilir. DNA
polimeraz III ve ligazla diizeltilerek tamamlanir. Yanhs eglesme onarimi
Okaryotlarda E. coli’dekine benzer sekilde ancak baska genler tarafindan
ylriitiilir. Bu genlerdeki fonksiyon kaybi1 genomdaki mutasyonlar1 biriktirdigi
icin mutator genler olarak bilinirler.

1.5.6 SOS Onarimm

E. coli’de hasarli DNA’ya farkli bir sekilde yamit veren bir onarim
sistemidir. Bu sistemde replikasyonun dogrulugundan fedakarlik edilir.

Bu sistemde lexA, RecA ve Uvr dahil olmak iizere 20 kadar farkli genin
tiriinlerinin SOS yanitimda gorev yapmak iizere DNA hasar1 tarafindan uyarildigi
saptanmistir.

1.6 Mutajenite Testleri

Mutajenleri tanimlamakta kullanilan test sistemlerinin her biri farkli bir
mutasyonu gosterdigi i¢in degisik test sistemleri gelistirilmistir. Bunlardan
bazilar1 DNA hasarina neden olan faktorleri belirleyen sitogenetik yontemlerdir.
Bu yontemler; kardes kromatid degisimi, mikroniikleus testi, kromozom bozulma
testi, Comet testi, programlanmamis DNA sentezi testi, SOS kromotest ve
Ames/Salmonella testleridir.

1.6.1 Sitogenetik Yontemler

Sitogenetik calismalar, ¢evresel olarak veya calisma ortaminda radyasyona
maruz kalan belirli populasyonlar icin bireysel olarak etkilenme dozunu saptamak

amaciyla kullanilan testlerdir[21]
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1.6.1.1 Yapisal Kromozom Bozulma Testi

Bu test tekniginde mutasyon sonucu kromozomda olusan kiriklar, yer
degistirmeler, ve fragmentler sayilir. Anoploidi ve poliploidi gibi sayisal
kromozom bozukluklar: ile kromozom tipi, kromatid tipi kopmalar ve anormal
birlesme gibi yapisal bozukluklar ¢ok yaygin olarak, bdliinen hiicrelerin
metafazda olanlarin  kolsemid yada kolsisin gibi tiibilin polimerizasyon
inhibitorleri kullanilarak tutuklama ile saglanmaktadir . Herbisit olarak kullanilan
triflualin’in insan lenfosit hiicrelerinde kromozom aberasyonlarini artirdigi da
bildirilmistir[22].

1.6.1.2 Mikroniikleus Testi

Mikroniikleus hiicre boliinmesi sirasinda; kromozom, kromozom pargast,
kromozom ve kromatid tipi kiriklardan olusabilecegi gibi asentrik fragmentlerden
de meydana gelebilir. Mikroniikleus mitotik hiicre boliinmesi sirasinda serbest
kalan kromozom fragmenti veya serbest kalan kromozomlarin ortamda varligini
stirdiirmesidir. Bunlar bir niikleoplazma ile sarilarak sitoplazma ic¢inde ana
niikleusun yaninda yer alan bir niiklear materyaldir. Mikroniikleus olusumunun
temeli DNA hasaridir. DNA hasari; oksidasyon sonucu serbest oksijen
radikallerinin olusumu, DNA metilasyonunun normalden az ya da ¢ok olmasi,
organizmanin ¢esitli mutajenik, klastojenik ve karsinojenik ajanlara maruz
kalmas1 vb. nedenleri sayilabilir [23].

DNA defektlerine neden olan etkenler incelenirken bunlarin DNA da ne
gibi degisimlere yol actigin1 belirtmek ve analiz edebilmek igin laboratuvar
tekniklerine gerek duyulmustur. DNA diizeyindeki incelemeyi saglayan bu teknik
mikroniikleus testidir. Teknigin basit olusu kisa siirede sonuca ulagmasi ve DNA
hasar1 konusunda giivenli bilgi vermesi onem tasimaktadir. Mikroniikleus testi
insan periferik kan lokositlerinde daha sonra kemik iliginde ve yanak mukoza
hiicrelerinde  kimyasal ajanlarin  genotoksik etkilerinin incelenmesinde
kullanilmastir[24].

1.6.1.3 Comet Testi

Bu yontem iplik kivrilmalar1 capraz baglanma kesme c¢ikarma onarim
bolgelerindeki hatalar1 bir jel sistemi kullanarak belirleyebilmektedir[25].
Uygulamada kan Iokositleri, mesane, yanak, mide, sperm hiicrelerindeki DNA

hasarim1 belirlemek amaciyla kullanilmaktadir[26]. Comet testi hiicre metafaz
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asamasinda incelenerek kromozom hatalarinin ortaya cikarildigi sitogenetik bir
yontemdir[27].

1.6.1.4. Kardes Kromatid Degisim Testi

Kardes kromatid degisim yoOnteminin prensibi kardes kromatidlerin
birbirine kontrast saglayacak sekilde boyanmasina dayanir. Kardes kromatidlerde
meydana gelen parca degisimi boyanma farkliligindan hemen anlasilir. Bu
yontemle sadece kromozomlarda olusan yapisal degisimler gbzlemlendiginden
dolay1 bu yontem smirli amaclarla kullanilir.[28,29]. Bu yontem belli bir alanda
belli bir mutajene maruz kalan populasyondaki bireylerin bireysel maruz kalma
diizeyini gostermektedir.[30]

1.6.2 Bakteriyel Yontemler

Fiziksel yada kimyasal ajanlarin DNA’da meydana getirdigi hasar
bakteriyal mutasyonlar1 6lcebilen kisa zamanl testlerle saptanabilmektedir [4].
Bakteriler gecelik kiiltiirde ¢ok sayida iirer ve nadir mutasyonlarin saptanmasina
olanak tanirlar[4]

1.6.2.1 UMU(S.O.S) Testi

UMU test sistemi kimyasal ajanlarin genotoksik etkilerini saptamak
amaciyla kullanilan kolorimetrik bakteriyal bir test sistemidir [31]. SOS cevabi
esas alinarak gelistirilmis ve regiilator bir sistem olan SOS sistemi, DNA hasar1
ile indiiklenebilen sistemler icerisinde ilk olarak karakterize edilmis olan en
kapsamli, en kompleks ve en iyi anlasilmis sistemdir [32]. UMU test sistemi diger
SOS cevap genlerinden ¢ok daha dolaysiz bir sekilde mutajenesisle ilgili oldugu
diisiiniilen UMU operonunun ifade edilme diizeyini saptamaya dayanir.

Bu test i¢in tek bir bakteri susu gereklidir. Yiiksek bakteriyotoksik etkilere
sahip olan kimyasallarin teshisinde kullanilabilir. UMU test susu
TA1535/Psk1002’ye eklenen ¢ok kopyali plazmidler, NR geni, NAT geni yada
her ikisini bakteriye aktarmaktadir. Sonug¢ olarak bu bakteri susu DNA hasarina
sebep olan nitroantren ve aromatik aminlere kars1 hassasiyet kazanir[9]

1.6.2.2 E. Coli lak I Test Sistemi

Bakterilerde meydana gelen mutasyonlarin genetik ve molekiiler
analizinde kullanilan bir ileri mutasyon yontemi olup ilk kez 1983’de Miller ve

arkadaslar1 tarafindan E. Coli’de gelistirilmistir [4].
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Bu sistemde laktoz operonundaki reseptorii kodlayan lac I geninde olusan
mutasyonun fenotip iizerindeki yansimasi belirlenerek degerlendirilmektedir. Lac
I mutasyonlarin1 igeren gen bolgesi bakteriden alinarak bir plazmite yada M 13
faj1 klonlama vektoriine aktarilmakda, vektorler ¢ogaltilarak cok sayida mutant
DNA kopyasi elde edilerek dizi analizi yapilmaktadir[4,33]

1.6.2.3 Salmonella / Mikrozom (Ames) sistemi

Ames Testi 1970’lerin basinda Prof. Dr. Ames ve Dr. Maron tarafindan
gelistirilen ve daha sonra yaygin olarak kullanilmaya baglanan bir mutajenite test
sistemidir [6]. Ames testi bakteriyel mutasyon test sistemleri icinde detaylar1 en
iyi bilinen ve karakterize edilen, gecerliligi ve uygulama kolaylig1 nedeniyle en
fazla tercih edilip giiniimiizde en fazla kullanilan test sistemidir [34]

Test organizmasi olarak kullanilan Salmonella typhimirium’un histidin
geninde olusan farkli mutasyonlarla gelismek i¢in histidin gereksinimi duyan
farkli tiplerde oksotrofik mutantlara doniistiiriilmiistiir. Bu testin temeli oksotrofik
suglarin test bileseni ile muamele edildikten sonra ikinci bir mutasyon gegirip his*
hale doniismesine dayanir. Geri doOniisen bakteri kolonileri sayilarak
degerlendirilir. Fakat normalde de mutajene maruz kalmayan spontan olarak geri
doniisebilen bakteriler olmaktadir. Mutajenik etkiden bahsetmek i¢in spontan

olarak geri doniisen kolonilerinde sayilmasi1 gerekir [34,35]
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2.MATERYAL ve METOT

2.1. Materyal

Bu c¢alismadan Karasu deresinin kaynagindan Sakarya nehrine
dokiililnceye kadar olan mesafe icinde secilen alt1 noktadan alinan su ve sediment
orneklerinin analizi yapilmistir. Bu noktalar; A) Bozalan koyii, B) Boziiyiik cikisi,
C) Camyayla yol ayrimi, D) Demirkdy cikist E) Kiiplii ¢ikisi F) Vezirhan
cikigidir.

Vezithan (F)
Sakatya Meluwi

Kiiplii (E)

Dremirkdy (TN

Camgrayla (C)

Bozdyik (B)

EBozalan (A

Sekil 2.1 Ornek Alinan Noktalar
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2.1.1. Test Maddelerin Eldesi

2.1.1.1 Sediment Orneklerinden Test Maddesinin Eldesi

Belirlenen noktalardan toplanan sediment ornekleri laboratuvara getirilmis
karanlik bir ortamda serilerek kurumalar1 beklenmistir. Daha sonra 3 mm’lik
elekten elenmis ve toprak parcaciklar1 ezilmistir. Ezilen topraklardan 0,1 gr
tartilarak 1 ml hexan(CH3(CH;)4CH3), 1 ml kloroform (CHCI;) ve 1 ml
aseton(CH;COCHj3) dan olusan karisimina eklenmis +4 °C’de 10 dakika boyunca
santifriij edilmistir. Olusan siipernatant alinarak bir gece beklenmis ve boylece
coziiclilerin u¢cmas1 saglanmistir. Tiiplerde olusan kalmti 5 ml DMSO ile
cOziinerek ornekler analize hazir hale getirilmistir.

2.1.1.2 Su Orneklerinden Test Maddesinin Eldesi

Belirlenen noktalardan alinan 2’ser It. su ornekleri laboratuvara getirilmis
su Orneklerindeki yabanci maddeler siiziildiikten sonra 1’er It olacak sekilde 2 ye
ayrilmistir. Daha sonra XAD 4 ve XADI16 kolonlar1 hazirlanmigtir. XAD 4 ve
XAD 16 rezinlerinden 15 ‘er gr tartilarak ayr1 ayr1 meziirlere konulmus, tizerlerine
hacimlerinin 2 kat1 olacak sekilde aseton eklenerek kisa araliklarla karigtirmak
suretiyle 1-1,5 saat bekletilmistir. Bu islemin ardindan aseton siiziilmiis ve ayni
islem 3 kez tekrarlanmistir. Daha sonra metanol ile yikama islemine gegilmistir.
Asetonda oldugu gibi dolgu maddeleri metanolde 1-1,5 saat bekletilmis ve bu
islem metanolde bulaniklik kalmaymcaya kadar siirdiiriilmiistiir. Dolgu maddesi
daha sonra deiyonize su ile 5-6 kez yikanmis ve kolona yiiklenmistir. Cam kolona
yiiklenen dolgu maddelerinden 250 ml %1 lik NaOH gecirilmis, kolonu nétralize
etmek icin %5 lik HCI kullanilmistir. Son agamada ise kolondan 1 1t distile su
gecirilerek kolonlar kullanima hazir hale getirilmistir.

Su orneklerini kolondan gecirmeden dnce 6rneklerinin yarisinin pH’s1 10’a
ayarlanmis daha sonra su Orneklerinden pH’s1 10’a ayarlananlar XAD 16 pH
degistirilmeyenler ise XAD 4 kolonlarindan geg¢irilmistir. Su Orneklerinin
kolondan gecis hiz1 10 ml/dk dir. Su ornekleri kolonlardan gegirildikten sonra
kolonda kalan suyun kolona tutunan ¢oziinmiis maddelerin toplama islemini
etkilememesi i¢in kolondaki suyu uzaklastirmak amaciyla kolonlara azot gazi
verilmis ve kolonlar kurutulmustur. Su Orneklerinden kolona tutunan organik
maddelerin toplanmas1 eliisyon islemine gecilmistir. Bu islem icin sirast ile

diklormetan (CH,CI,), aseton (CH3;COCH;), dietileter ((C,H5),O) ve metanol
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(CH3;0OH) kullanilmigtir. Her bir ¢6ziicii 10ml/dk hizinda 100 ml miktarinda
kolondan gecirilmis ve ayr1 ayri beherlerde toplanmistir. Daha sonra ¢oziiciiler
icinde toplanan fraksiyonlar 45 °c ayarlanmig su banyosu ve evoporatdr
yardimiyla ayrilmis kalan kuru kisimlar 3 ml DMSO ile ¢oziinerek deney icin
hazir hale getirilmistir.

2.1.2 Salmonella typhimurium Test Suslari

Deneyde Prof. Dr. Ames ve Dr. Maron tarafindan gelistirilen Salmonella
typhimurium bakterisinin TA 98 ve TA 100 suslar1 kullanilmigtir. TA 98 susu
Hacettepe Universitesinden TA 100 susu Ege Universitesinden temin edilmistir.

2.1.3. Deneyde Kullanilan Ortamlarin icerikleri ve Hazirlanmalan
Vogel Bonner Medium E(50X) Tuz Cozeltisi

Kullanimi: Minimal Glikoz Agar plaklarinin hazirlanmasinda kullanilir.

Distile su 167.5 ml
MgSO4.7H20 25¢g
Sitrik Asit Monohidrat 25¢
K,HPO, 125 g
NaHNH,.(PO4.4H,0) 4375 ¢

Yukaridaki maddeler yazildiklar1 sira ile distile su i¢inde ¢oziinmiislerdir.
Daha sonra ¢ozelti 250 ml’ye tamamlanir ve iki adet 250 ml lik cam balona
boliinerek 121 ° C’de 15 dakika otoklavlanarak oda sicakliginda saklanir.
Histidin/Biotin Cozeltisi (0.5 Mm )

Kullanimi: Mutasyon deneyinde kullanilir.

D-Biotin ( M.A.247.3) 30.9 mg
L-Histidin ( M.A.191.7) 24.0 mg
Distile su 250 ml

Biotin suyun kaynama noktasina kadar isitilarak ¢oziiniir. Daha sonra
histidin ilave edilip 121 °C 15 dakika siireyle otoklava konulmus ve +4 °C’ de
saklanir.

Ampisilin Cozeltisi

Kullanimi: Ampisiline diren¢ kontrolii ve HBA (master) plaklarin

hazirlanmasinda kullanilir.

Ampisilin Trihidrat 08 g
0.02 M NaOH 100 ml
14
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Ampisilin trihidrat 0.02 M NaOH ic¢inde ¢Oziinerek sterilizasyon i¢in 0.22
mmikro c¢apl filtreden gegirilerek +4 °C’de saklanir.

0.02 M NaOH 100 ml distile suda 0.08 g NaOH c¢oziinerek hazirlanir.
Kristal Viyole Cozeltisi ( % 0.1) (C,sH3pCIN3)

Kullanimi: Suglarin Rfa mutasyonu tasiyip tasimadiklarinin kontroliinde
kullanilir.
Kristal Viyole 0.1 g
Distile Su 100 ml

Boya ile su karistirilip, solusyon 151k ge¢cirmeyen bir kaba konur +4 °C de
saklanir.
Biotin Cozeltisi ( % 0.13 )

Kullanimi: Genotip Kontrolii ve HBA plaklarinin  hazirlanmasinda
kullanmilir.
D-Biotin 0.65 mg
Distile Su 50 ml

D-Biotin suyun kaynama noktasina kadar isitilarak ¢oziiliir 121 °C 15
dakika otoklavlanarak steril edilir + 4 °C’de saklanir.
Histidin Cozeltisi ( % 0.5 )

Kullanimi: Genotip Kontrolii ve HBA plaklarinin hazirlanmasinda
kullanilir.
L-Histidin. HCI 2 g
Distile Su 400 ml

Histidin ile distile su 121 °C 15 dakika otoklavlanarak steril edilir + 4
°C’de saklanur.
Glikoz Cozeltisi ( % 20)

Kullanimi: MGA ve HBA plaklarinin hazirlanmasinda kullanilir.
Glikoz 20 g
Distile Su 100 ml

Glikoz distile su iginde ¢oziilerek 121 °C 15 dakika otoklavlanarak steril

edilir + 4 °C° de saklanur.

Top Agar
Kullanimi: Mutasyon deneyinde kullanilir.
Agar L5 g
15



@) ANADOLU UNIVERSITESI

NaClI 125 g
Distile Su 250 ml

Maddeler distile su i¢inde ¢oziilerek 121 °C 15 dakika otoklavlanarak
steril edilir.

Histidin/Biotin Plaklar1 ( HB agar )

Kullanimi: Histidin gereksinimi deneyinde kullanilir.

Agar 3¢g
Distile Su 180 ml
50X VB Tuzlar 4 ml
Glikoz ( % 20 ) 20 ml
Histidin Cozeltisi 2 ml
Biotin Cozeltisi 1.2 ml

Agar ve su karigtirilarak 121 °C 15 dakika otoklavlanarak steril edilir. 45
°C’ye sogutularak sirasiyla % 20 glikoz, 50X VB tuzlar1 ve histidin ¢ozeltisi
eklenir. Karigim biraz daha soguduktan sonra biotin ¢ozeltisi eklenerek 30’ar ml
olarak steril petrilere dokiiliir.

Histidin/Biotin/Ampisilin Plaklar: ( HBA agar )

Kullanimi: Ampisiline diren¢ testi ve Master Plate hazirlanmasinda

kullanilir.

Agar 3 g
Distile Su 182 ml
50X VB Tuzlar 4 ml
Glikoz ( % 20 ) 20 ml
Histidin ¢ozeltisi 2 ml
Biotin Cozeltsi 1.2 ml
(% 0.8/0.02 M) Ampisilin 0.6 ml

Agar ve su karistirilarak 121 °C 15 dakika otoklavlanarak steril edilir. 45
°C’ye sogutularak sirasiyla % 20 glikoz, 50X VB tuzlari ve histidin ¢ozeltisi
eklenir. Karisim biraz daha soguduktan sonra biotin ¢ozeltisi ve ampisilin
cozeltisi eklenerek 30’ar ml olarak steril petrilere dokiiliir.

Minimal Glikoz Agar ( MGA )
Kullanimi: Spontan olarak geriye doniis sikliginin kontrolii ve mutasyon

deneyinde kullanilir.
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Agar 75¢

Distile Su 450 ml
50X VB Tuz 10 ml
Glikoz ( % 20 ) 40 ml

Agar ve su karnigtirilarak 121 °C 15 dakika otoklavlanarak steril edilir. 45
°C’ye sogutularak sirastyla % 20 glikoz, 50X VB tuzlari eklenir.
Nutrient Agar Plaklar1 (NA)

Kullanimi:  Geecelik kiiltiirlerin ml’sinde bakteri sayisinin bulunmast ve

genotip kontroliinde kullanilir.

Oxoid Nutrient Broth 26 g
Agar 1.6 g
Distile Su 100 ml

Agar, broth ve su karistirirlip 15 dakika otoklavlanarak steril edilir.
Nutrient Broth Siv1 Kiiltiir Ortam ( NB )

Kullanimi: Gecelik kiiltiirlerin hazirlanmasinda kullanilir.
Oxoid Nutrient Broth 5¢g
Distile Su 250 ml
Agar ve su karistirilip 121 °C 15 dakika otoklavlanarak steril edilir. +4
°C’de saklanur.
Sodyum Azid (SAZ )
Kullanimu: Pozitif kontrol olarak TA 100 i¢in kullamlir.
5 mikro/g petri olarak DMSO i¢inde ¢oziinerek kullamlir. +4 °C’de

saklanir.

4-Nitro-o-Fenilendiamin (NPD )

Kullanimi: Pozitif kontrol olarak TA 98 i¢in kullanilir.
2.5 mg/g petri olarak DMSO i¢inde ¢oziinerek kullanilir. +4 °C’de saklanir

17
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2.2 METOT

Bu calismada Dr. Bruce Ames’den elde edilen Salmonella typhimurium
TA 98 ve TA 100 test bakterilerinin stok kiiltiirlerinin hazirlanmasi, bakterilerin
genetik 6zelliklerinin kontrol edilmesi Ames/Salmonella ile Maron ve Ames
(1983)’in yontemine uygun olarak plak inkorporasyon metodu ile yapilmistir.
Deneyde her doz her sus i¢in ii¢ plak halinde diizenlenmistir. Ayrica pozitif,
solvent kontrol ve spontan kontroller de deneye paralel olarak gerceklestirilmistir.

2.2.1. Salmonella Suslarimn Kiiltiirlerinin ve Master Plaklarimn
Hazirlanmasi

Bakterilerin Histidin Biotin Ampisilin ( HBA ) plaklarina paralel ekim
yapilip 37 °C” de 48 saat inkiibe edilir. Siirenin sonunda iyi izole olmus bir koloni
secilip 2 ml Nutrient Broth i¢inde siispanse edilerek bir gece ( 12-16 saat ) 37 °C’
de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda platin 6ze ile bir 6ze dolusu siv1 kiiltiir
alimp HBA agar iizerine ¢izgi ekim yapilmistir. Bu plaklar 37 °C’ de 48 saat
tekrar inkiibe edilerek +4 °C’ de iki ay siire ile saklanmis ve pasajlar alinmgtir.

2.2.2. Salmonella Suslarmmin Saklanmasi ve Stok Kiiltiirlerinin
Acilmasi

Test Suglarmimn uzun siire canliligini  ve mutant Ozelliklerini
koruyabilmeleri icin stoklanmalar1 gerekir. Bunun icin HBA agarda tiremis olan
Salmonella suglarindan iyi izole olmus normal biiyiikliikteki bir koloni 6ze ile
almp 2 ml NB iceren tiiplerde siispanse edilerek 37 °C’ de bir gece inkiibe
edilmistir. Bu surenin sonunda steril ependorf tiip igine 1 ml s1v1 bakteri kiiltiirii
ve 0.9 ml DMSO ilave edilip -20 °C’ de donmasi ve -80 °C’de saklanmasi
saglanmistir.

Kiltiirtin acilmas1 gerektiginde stok bakteri kiiltiirii oda sicakliginda
eritilip bir 6ze dolusu aliarak Histidin Biotin (HB) agar plaklarina paralel ekim
yapilmistir. Bu plaklar 37 °C” de 48 saat inkiibe edildikten sonra HB paklarinda
iyi iireyen bakterilerden iyi izole olmus bir koloni steril tranfer ignesi ile
Histidin/Biotin/Ampisilin (HBA) agar plaklarina paralel ekim yapilmistir. HBA
plaklarinda 37 °C’ de 48 saat inkiibe edilir. Inkiibasyon sonunda master plaklar
+4 °C’ de iki ay siire ile saklanmig ve yenilenerek deney sirasinda gecelik

kiiltiirler hazirlanmastir.
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2.2.3. Salmonella Suslarmin Genetik Ozelliklerinin Kontrol Edilmesi

Ames testinde mutant bakteriler kullanilir. Bu calismada, Kullanilan
mutant bakterilerin, genetik kontrolii, saklanmas1 ve deneyin yapilisi Maron ve
Ames (1983)’in yontemine uygun olarak yapilmistir. Testin giivenilirligi
acisindan test suslarmin genetik yapilarindaki mutasyon durumlar asagidaki
siraya gore gergeklestirilmistir.

2.2.3.1. Histidin Gereksinimi Kontrolii

Bakterilerin minimal glikoz agar (MGA) {izerine -ekilmeleri his-
karakterdeki bakterilerin His+ karakterdeki bakterilerden ayrilmasi ig¢in
yapilmaktadir. Bu nedenle, NB icinde biiyiitiilen kiiltiirlerden, steril kiirdan ile
his- bakterilerden MGA ve HB agar plaklarina paralel ekim yapilmigtir. Plaklar
37 °C’ de 48-72 saat inkiibe edilmis ve siire sonunda HB agar plaklarinda iireme
gozlenirken, MGA plaklarinda iireme gozlenmemistir. Bu sonug, bakterilerin
“His- mutasyonu” nu tagidigim gostermektedir.

2.2.3.2 Rfa Mutasyonun Kontrolii

Bu mutasyon, bakteri hiicre zarmin lipopolisakkarit yapisinda hiicre
zarinin gegirgenligini artirmak i¢in olusturulmustur. Varligr kristal viyole
duyarlilik testi ile tespit edilir.

Bu test i¢in; bakteriler NB’da bir gece iiretilir. 0.1 ml sivi kiiltiir 45 °C’lik
su banyosunda sitilmig 2 ml top agar lizerine ilave edilir. Nutrient agar (NA)
plaklarina dokiiliir. Plaklara 8 isareti yaptirilir. 10 dakika donmas1 beklenir. Plagin
ortasmna 0.5 cm caph steril filtre kagid1 disk yerlestirilir. Diskin ortasina % 0.1’lik
kristal viyole damlatilir. Kagidin boyayr emmesi beklenir. Plaklar 37 °C’ de 24
saat inkiibe edilir.

Inkiibasyon sonuna disk cevresinde 9 cm lik iireme olmayan kisim
gozlenir. Bu zonda boya maddesi bakterilerin igine kolayca girdigi icin
bakterilerin iiremesi engellenmistir. Bu bakterilerin Rfa mutasyonu tasidigini
gosterir.

2.2.3.3. UVrB Mutasyonun Kontrolii

Bu mutasyon ile bakterilerde, UV 1s1ginin neden oldugu replikasyon
hatalarinin ~ diizeltilmesi i¢in gerekli olan DNA onarim mekanizmasi

engellenmistir ve mutasyon varligi UV 1sinlarina duyarlilik testi ile tespit edilir.
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Bu test i¢in; bakteriler NB’da bir gece iiretilir. NA plaklariin tamamina
paralel ekim yapilir. Plagin yaris1 ¢izgileri kesecek sekilde plastik bir tabaka ile
kapatilir. 15 Watt giicinde bir UV lambas1 33 cm yiiksekten 8 sn siire ile 1sinlanir.
Isinlanmadan sonra petri kapaklar1 kapaklanir. Plaklar 37 °C’ de 24 saat inkiibe
edilir.

Kullanilan UV 15181 dozu, UVrB mutasyonu tasiyan bakterileri 6ldiirecek
dozdadir. Ciinkii DNA kesme tamir etme mekanizmasi engellenmistir. Bundan
dolay1 UV’ye maruz birakilmis kisminda iireme olmazken, plastik kapakla
kapatilan kisminda normal bir iireme gozlenir. Bu da  bakterilerin UVrB
mutasyonu tasidigini gosterir.

2.2.3.4. R Faktor Varhig1 Kontrolii

Test Bakterilerinin icerdigi R faktor tasiyan pKM101 plazmidlerinin
kaybolup kaybolmadiklari, ampisilin direncliliginin 6l¢iilmesi ile tespit edilir.

Bu amacla bakteriler NB’da bir gece iiretilir. Ampisilin icen HBA
plaklarina ekim yapilir. Plaklar 37 °C” de 24 saat inkiibe edilir.

Plazmid i¢eren mutant bakterilerin ampisilinli ortamda tiredikleri gézlenir.
Bu sonug bakterilerin ampisiline dire¢ geni tagiyan R faktor tasiyan pKM101
plazmidlerini tasidigin1 gosterir.

2.2.3.5 Spontan Olarak Geriye Doniis Sikligimin Kontrolii

Mutant bakteri suslarinin kendiliginden His- durumdan His +’e doniigmesi
belirli sinirlar icinde miimkiindiir. TA 98 ve TA 100 suslarinin genetik yapilarinin
kontroliine ek olarak bu suslarin MGA’da belirli sinirlar i¢inde uyarilmadan
doniismesi kontrol edilir.

Bu test i¢in; NB’da bir gece iiretilir. 0.1 ml sivi kiiltiir 45 °C’lik su
banyosunda 1sitilmis 2 ml top agar iizerine ilave edilir. 0.2 ml 0.5 M Histidin-
Biotin solusyonu eklenir. Test tiipli yavasca ¢alkalanarak MGA plaklarina yayilir.
Plaklar 37 °C’ de 48 saat inkiibe edilir. Revertant koloniler sayilir.

2.2.4. Ames Testinin Yapihsi

Deneyin amaci daha 6nceden gelismesi i¢in histidin aminoasidine ihtiyag
duyan suslarin kullanilan test maddesi ile tekrar histidin sentezleyebilir hale
doniismesi temeline dayanir. Deneyler 3 tekrarlanabilirli olarak diizenlenir. Her
deney susu karakteristik olarak spontan olarak geriye doniis mutasyonu tagir. TA

98 icin spontan geriye doniis siklig1 20-50 koloni, TA 100 i¢in 120-200 kolonidir.
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Ames testinde mutajenitenin belirlenmesi i¢in 0.1 ml 6rnek 0.2 ml
histidin-biotin soliisyonu 0.1 ml gecelik bakteri susu 2 ml top agar i¢cine eklenerek
MGA plaklarma dokiiliir. Daha sonra MGA plaklar1 48-72 saat inkiibe edilerek
olusan koloni sayilari degerlendirilir. Deneyle paralel olarak pozitif, solvent
kontrol ve spontan kontroller de kurulur.

2.2.4.1. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Bu calismada Karasu Deresinin 6 ayr1 noktasindan alinan su ve sediment
orneklerinin mutajenitesi TA 98 ve TA 100 mutant suglar1 ile arastirilmigtir. Her
noktanin 6rnekleri 5 ayri doz ve her doz 3 tekrarlanabilirli olarak test edilmistir.
Her deneye paralel olarak spontan, solvent ve pozitif kontroller yapilmistir.

Istatistiksel analiz asamasinda tek yonlii varyans analizi kullamilarak
coklu karsilastirma testlerinden student-t testi ile sonuclar degerlendirilmistir.

Uygulamalar SPSS paket programinda gerceklestirilmistir.
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3.BULGULAR

Bu caligmada Karasu deresinin 6 ayr1 noktasindan alinan su ve sediment
orneklerinin mutajenitesi Ames testi ile arastirilmigtir. Caligmada; deneyler su ve
sediment Ornekleri 5 doz halinde 3 tekrarlanabilirli olarak diizenlenmistir. Su
ornekleri XAD 4 ve XAD 16 kolonlarindan gegirilerek ayr1 ayari
degerlendirilmistir. Deneylerle paralel olarak spontan kontrol, negatif kontrol
( DMSO) ve pozitif kontroller ( TA 98 icin 4-Nitro-o-Fenilendiamin, TA 100
icin Sodyum Azid ) 3 tekrarlanabilirli olarak diizenlenmistir.

Sonuclar istatistiksel agidan “student-t testi” kullanilarak negatif kontrol
olan DMSO sonuglari ile karsilastirilarak degerlendirilmistir. Karasu deresinin
A, B, C noktalarinin sediment sonuclar1 Tablo 3.1.1°de, D, E, F noktalarinin
sediment sonuclar1 Tablo 3.1.2° de verilmistir. Karasu deresinden alinan su
orneklerinin A, B, C noktalarinin TA 98 sonuglar1 Tablo 3.2.1°de, D, E, F
noktalarinin TA 98 sonuclar1 Tablo 3.2.2°de, A, B, C noktalar1 TA 100 sonuglar1
Tablo 3.2.3’de, D, E, F noktalar1 TA 100 sonuglar1 Tablo 3.2.4’ de verilmistir.
Tablolarda sonuglar “ortalama + standart” hata seklinde verilmistir. Her noktadan
alman su ve sediment 6rneklerinin TA 98 ve TA 100 sonuclar1 grafikler sekilde

sunulmustur.
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3.1. Sediment Ornekleri TA 98 ve TA 100 Sonuclari

Tablo 3.1.1. A,B,C Noktalar1 Sediment Orneklerinin TA 98 ve TA 100 Sonuglari

Test Noktasi Doz REVERTANT KOLONI SAYISI
TA 98 TA 100
1 23.0+0.6 166.7 £2.7
0.1 23.7+£2.0 165.7+£2.8
0.01 247 +0.9 161.3+29
A 0.001 220+1.2 164.7+39
0.0001 23.7+1.2 156.7+2.3
Negatif Kontrol 223 +1.8 159.0+2.3
Pozitif Kontrol 1098.7 + 80.6 13583 £61.7
1 30025 199.0+9.5
0.1 28.7+0.8 196.0 £9.1
0.01 287+2.3 191.7 £ 8.6
B 0.001 290+1.0 1943+114
0.0001 33.0+£32 197.3+7.38
Negatif Kontrol 21.7+£2.0 166.7 £ 4.1
Pozitif Kontrol 1010.0 £65.6 1271.3 £85.5
1 226+1.5 149.0 £5.2
0.1 21.0+1.0 1493 +1.8
0.01 23.0+0.6 148.3+3.3
C 0.001 21.7+0.9 1543 +£3.1
0.0001 23.7+1.2 1457 +£3.5
Negatif Kontrol 220+1.2 147.6 £1.5
Pozitif Kontrol 1067.0 £77.9 1233.7 + 68.1
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Tablo 3.1.2. D,E,F Noktalar1 Sediment Orneklerinin TA 98 ve TA 100 Sonuglar1

Test Noktasi Doz REVERTANT KOLONI SAYISI
TA 98 TA 100
1 223+£1.2 142.7£2.0
0.1 213+14 1353 +1.8
0.01 203 +0.3 139.0+1.5
D 0.001 23.0+£0.6 131.7+1.2
0.0001 21.7+0.9 138.0+1.2
Negatif Kontrol 22.3+£0.6 137.3+1.38
Pozitif Kontrol 10853 +65.4 1080.3 +50.2
1 227+£1.2 1357+1.8
0.1 220+£1.2 1370+ 1.7
0.01 21.0+0.6 136.0+ 1.5
E 0.001 23.0+1.2 1340+23
0.0001 227+1.2 138.7+34
Negatif Kontrol 20.0 £0.6 1323+19
Pozitif Kontrol 10853 +65.4 1060.0 +33.0
1 21.3+£0.6 148.0+1.7
0.1 227 +£1.7 159.9+29
0.01 24.0+0.6 152.0+4.5
F 0.001 223 +09 160.7 £ 1.5
0.0001 236 +1.2 152719
Negatif Kontrol 213+1.2 153.7+0.9
Pozitif Kontrol 1170.3 £32.3 1159.7 £57.9
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3.2. Su Ornekleri TA 98 ve TA 100 Sonuclar

Tablo 3.2.1 A, B, C, Noktalar1 Su 6rneklerinin TA 98 Sonuglar1

Test Noktasi Doz REVERTANT KOLONI SAYISI
XAD 4 XAD 16
1 23.7+0.9 22.7+0.9
0.1 227+£1.2 237+£1.3
0.01 21.7+0.9 220+£1.5
A 0.001 233 +1.8 240+£1.2
0.0001 22715 20.7+£1.2
Negatif Kontrol 223+1.8 223+1.8
Pozitif Kontrol 1098.7 + 80.6 1098.7 + 80.6
1 283+1.2 283+2.0
0.1 28.7+1.9 31.3+£2.7
0.01 280+1.0 293+2.0
B 0.001 27.7.+£0.3 303+£24
0.0001 293+13 33.0+3.2
Negatif Kontrol 21.7+£2.0 21.7+£2.0
Pozitif Kontrol 1010.0 £ 65.6 1010.0 £ 65.6
1 223+09 243+£1.2
0.1 213+£1.3 223+0.3
0.01 233+1.2 223+1.8
C 0.001 21.7+0.9 233+1.9
0.0001 203 +0.9 220+£1.7
Negatif Kontrol 220+1.2 220+1.2
Pozitif Kontrol 1067.0 £77.9 1067.0 £77.9
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Tablo 3.2.2. D, E, F Noktalar1 Su Orekleri TA 98 Sonuglar

Test Noktasi Doz REVERTANT KOLONI SAYISI
TA 98 TA 100
1 266 £1.5 27.0+£1.5
0.1 23.6 £0.6 260+£1.2
0.01 253+1.2 26.0+£2.5
D 0.001 247+£1.2 247+£09
0.0001 27.0+£2.3 243+09
Negatif Kontrol 22.3+£0.6 22.3+0.6
Pozitif Kontrol 10853 +65.4 10853 +65.4
1 240+£1.5 240+1.5
0.1 22.7+£0.8 223+£09
0.01 223+£2.0 23.0+£1.2
E 0.001 22.0+£0.6 22.1+£1.7
0.0001 21.7+£1.3 20.7+£0.8
Negatif Kontrol 20.0 £0.6 20.0+0.6
Pozitif Kontrol 10853 +65.4 10853 +65.4
1 220+£1.5 21.3+£09
0.1 21.6 £0.9 20.7+0.9
0.01 223+£2.0 223+£09
F 0.001 23.0+£0.1.2 223+1.8
0.0001 213+£1.2 23.8+23
Negatif Kontrol 213+1.2 213+1.2
Pozitif Kontrol 1170.3 £32.3 1170.3 £32.3
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Tablo 3.2.3. A, B, C, Noktalar1 Su érneklerinin TA 100 Sonuglar:

Test Noktasi Doz REVERTANT KOLONI SAYISI
XAD 4 XAD 16
1 140.0+29 138.7+1.2
0.1 1353 +1.5 1462+ 1.5
0.01 137.6 £ 1.8 141.3+23
A 0.001 141.3+1.8 141.3+4.2
0.0001 1372+23 1393 +1.8
Negatif Kontrol 1363 +1.2 1363 +1.2
Pozitif Kontrol 10563 + 1.2 10563 + 1.2
1 1753 +£6.2 173.7+5.5
0.1 186.7+5.9 172.3+£2.6
0.01 177.7 £4.1 180.0+£5.3
B 0.001 174.0£5.5 1713 +3.3
0.0001 1733 +6.1 1813 +7.38
Negatif Kontrol 150.7 £4.1 150.7 £4.1
Pozitif Kontrol 12713 £85.5 12713 £85.5
1 149.7 £33 145.0+7.0
0.1 143.7+3.0 150.0 £3.2
0.01 1473 +1.38 1493 +74
C 0.001 1473 +1.5 1393 +1.8
0.0001 1407+ 1.5 144.0+2.3
Negatif Kontrol 137.3+34 137.3+34
Pozitif Kontrol 1140.3 £99.4 1140.3 £99.4
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Tablo 3.2.4. D, E, F, Noktalar1 Su 6érneklerinin TA 100 Sonuglari

Test Noktasi Doz REVERTANT KOLONI SAYISI
XAD 4 XAD 16
1 144.0 £ 2.1 151.3£5.5
0.1 1463 £3.5 141.7+6.8
0.01 1435 +4.5 1423+ 1.8
D 0.001 149.0 £3.6 141.7+4.6
0.0001 153.7+44 137.3+23
Negatif Kontrol 137.3+1.8 1373+ 1.8
Pozitif Kontrol 1083.3 +£50.2 1083.3 £ 50.2
1 156.7 £3.8 160.3£2.0
0.1 151.0+0.6 163.0+4.0
0.01 157313 163.3+1.3
E 0.001 152.0+1.5 162.7+23
0.0001 156.0 +29 159.0+5.0
Negatif Kontrol 146.7+4.4 146.7+ 44
Pozitif Kontrol 1060.0 +33.0 1060.0 = 33.0
1 1440+23 147.7+3.8
0.1 1433 +3.2 159.3+£94
0.01 142.0+1.5 160.3 £ 84
F 0.001 143.0+£2.1 157.7+6.2
0.0001 142.0+2.0 1423 +5.8
Negatif Kontrol 133.7+29 133.7£29
Pozitif Kontrol 969.3 +22.2 969.3 £22.2
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Sekil 2. A noktas: sediment orneginin TA 98 susu ile verdigi doz cevap egrisi.
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Sekil 3. A noktas: sediment orneginin TA 100 susu ile verdigi doz cevap egrisi.
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Sekil 4. B noktas1 sediment 6rneginin TA 98 susu ile verdigi doz cevap egrisi.
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Sekil 5. B noktas: sediment drneginin TA 100 susu ile verdigi doz cevap egrisi.
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Sekil 6. C noktas: sediment 6rneginin TA 98 susu ile verdigi doz cevap egrisi.
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Sekil 7. C noktas1 sediment 6rneginin TA 100 susu ile verdigi doz cevap egrisi.
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Sekil 8.

D noktas: sediment 6rneginin TA 98 susu ile verdigi doz cevap egrisi.
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Sekil 9. D noktas: sediment drneginin TA 100 susu ile verdigi doz cevap egrisi.
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Sekil 10. E noktas: sediment 6rneginin TA 98 susu ile verdigi doz cevap egrisi.
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Sekil 11. E noktas: sediment 6rneginin TA 100 susu ile verdigi doz cevap egrisi.
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Sekil 12. F noktas1 sediment 6rneginin TA 98 susu ile verdigi doz cevap egrisi.
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Sekil 13. F noktas1 sediment 6rneginin TA 100 susu ile verdigi doz cevap egrisi
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Sekil 14. A noktasi su drneklerinin TA 98 susu ile verdigi doz cevap egrisi
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Sekil 15. A noktasi su drneklerinin TA 100 susu ile verdigi doz cevap egrisi
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Sekil 16. B noktasi su 6rneklerinin TA 98 susu ile verdigi doz cevap egrisi.

33




UNIVERSITESI

@» AnADOLU

Revertant/petri

200

—
[er]
o

—
[
o

—
ey
o

—
n
o

0,1

0,01
Dozlar

0,001

0,0001

—e—XAD 4
—a— XAD 16

Sekil 17. B noktasi su 6rneklerinin TA 100 susu ile verdigi doz cevap egrisi.
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Sekil 18. C noktasi su 6rneklerinin TA 98 susu ile verdigi doz cevap egrisi.
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Sekil 19. C noktasi su 6rneklerinin TA 100 susu ile verdigi doz cevap egrisi.
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Sekil 20. D noktasi su drneklerinin TA 98 susu ile verdigi doz cevap egrisi.
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Sekil 21. D noktasi su drneklerinin TA 100 susu ile verdigi doz cevap egrisi.
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Sekil 22. E noktasi su 6rneklerinin TA 98 susu ile verdigi doz cevap egrisi.
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Sekil 23. E noktasi su 6rneklerinin TA 100 susu ile verdigi doz cevap egrisi.
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Sekil 24. F noktast su drneklerinin TA 98 susu ile verdigi doz cevap egrisi.
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Sekil 25. F noktasi su 6rneklerinin TA 98 susu ile verdigi doz cevap egrisi
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4. TARTISMA ve SONUC

Giiniimiizde hemen hemen her alanda pek cok kimyasal madde
kullamlmakta ve her giin cesitli amaglarla yeni kimyasallara iiretilmektedir.
Bunun sonucu olarak insanoglu direkt veya dolayli yollardan bu kimyasal
maddeler ile karsilagsmakta ve etkilenmektedir. Tarimda kullanilan yapanci ot
ilaclari, bocek oldiiriicii gibi pestisitler ve bunlarin kalintilar1 bitkiler yoluyla
insanlara ulagmaktadir.Kentlesmeyle birlikte evsel atiklar ve endiistri atiklar1
basta sulara olmak iizere cevreye salinmakta ve insan sagh@ini tehdit
etmektedirler. Kimyasal maddelerce kontamine olan yiizey sularinin gerek yer alt1
sularina karigmas1 gerekse tarimda sulama amaciyla kullanilmasi sonucu pek ¢ok

kimyasal madde insan besin zincirine girebilmektedir.[36]

Yasadigimiz yiizyilda canlilar icin toksik olabilecek kimyasal maddelerle
cok fazla i¢li digh olmamiz nedeniyle bu kimyasallarin genotoksik etkilerini 6lgen
testler pek cok alanda kullanilmaktadir. Diinya Saghk Orgiitii tip, eczacilik
kozmetik gibi alanlarda gelistirilen herhangi bir kimyasal maddenin ticari iiriin
haline getirilip kullanilmadan once mutajenik 6zelliklerinin belirlenmesini sart
kosmustur. Kimyasal maddelerin mutajenitesinin arastirilmasinda kullanilan
mutajenite test sistemlerinin bir kacinin bir arada kullamilmasi gerekmektedir.
Gelistirilen test sistemlerinde farkli canlilar kullanildigindan birbirinden farkli
sonuclara verebilmektedir. Mutajenite test sistemleri arasinda en ¢ok kullanilan
Ames test sistemi diger bazi test sistemlerine gére daha hassas oldugundan tercih

edilmektedir.[37].

Bu calismada Karasu deresinin kaynagindan Sakarya Nehrine dokiiliinceye
kadar ki mesafe i¢inde secilen 6 ayr1 noktadan alinan su ve sediment drneklerinin
mutajenitesi Ames test sistemi ile  belirlenmeye ¢alisgiimistir. Sediment
orneklerinden extraksiyon yapilmis su ornekleri hazirlanan XAD 4 ve XAD 16
kolonlarindan gegirilerek test maddeleri elde edilmistir. Tiim test maddeleri 10°
10'1, 10'2, 102 ve 10* diliisyon diizeyleri hazirlanarak Ames test sisteminde
kullamlmigtir. Analiz sonuglar1 incelendiginde Karasu deresinin herhangi bir

noktasinda su ve sediment drneklerinde mutajenik etki saptanamamistir.
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