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OZET

Bilimsel ve teknolojik gelismeler insan hayatini 6nemli 6l¢iide kolaylastirmistir.
Ancak, teknolojinin ilerlemesi ile birlikte bazi olumsuz gelismeler yasanmaktadir.
Bunlarin basinda da g¢evre kirliligi gelmektedir. Cevre kirliliginin insan dahil biitiin
canlilara olumsuz etkileri vardir. Dogadaki tiim canlilar giinliik yasamda dogal ya da
yapay kimyasal maddelerle karsi karsiya gelmektedir. Bu maddeler; gidalarda
bulunan dogal kimyasallar, pestisitler, gida katki maddeleri, kozmetik ve ilag gibi
kimyasallar, sigara dumani, su ve havadaki kirleticiler gibi karmagsik bilesikler
olabilir. Genellikle de, bu kimyasallarda bulunan bilesiklerin mutajenik ve toksik
etkileri bilinmemektedir. Bisfenol A (BFA) ve Nonilfenol (NF) bu kimyasallar
arasindadir. Ames mutajenite testi kimyasal maddelerin mutajenik etkilerini tespit
etmekte kullanilan, test parametreleri agisindan en iyi standardize edilmis bir
yontemdir. Bu testle, ¢cok sayida kimyasalin mutajenik ve buna bagli olarak
siiphelenilen karsinojenik etkilerinin bir On taramasi1 yapilabilmektedir. Bu
calismada BFA ve NF’nin mutajenik etkisi Ames/Salmonella/Mikrozom test yontemi
ile arastirilmistir.  Cesitli dozlarda kullanilan test maddelerinin mutajenik etkisi
S9’suz (metabolik aktivasyonsuz) ve S9’lu (metabolik aktivasyonlu) olarak,
Salmonella typhimirium’ un TA98 ve TA100 suslarinda arastirilmistir.  Sonug
olarak, her iki madde icinde toksik olmayan 100 pg/plak, 10 pg/plak, 1 pg/plak, 0,1
ng/plak dozlart S9’lu ve S9’suz deneylerde kullanilmistir ve her iki sus iginde

yapilan deneylerde mutajenik etkiye rastlanmamustir.

Anahtar kelimeler: Nonilfenol, Bisfenol A, Ames/Salmonella/Mikrozom
Testi, Salmonella typhimirium, mutajenik etki



ABSTRACT

Scientific and technological developments facilitated human life significantly.
However, some adverse effects are experienced with the devalopment of technology.
Environment pollution is one of the main consequences of this development.
Environment pollution may have adverse effects on all creatures including human
beings. All living organisms are exposed to artificial chemicals in their daily life.
These substances may be chemicals such as natural chemicals in food, pesticides,
food additives, cosmetics, medicine and also complex compounds such as cigarette
smoke, water and air pollutants. In general, mutagenicity and toxic effects of the
compounds present in these chemicals are remained to be obscured. Among these are
bisphenol A and nonylphenol. Ames mutagen test, used to detect mutagenicity of the
chemical substances, is one of the best standardized methods in terms of test
parameters. With this test pre-scanning of mutagenicity and corresponding suspected
carcinogenic effects of numerous chemicals is possible. In this study, mutagenicity of
bisphenol A and nonylphenol is examined by Ames/Salmonella/Microsome Test
method. Mutagenicity of various doses of test substances with S9 (metabolic
activated) or without S9 (non-metabolic activation) has been investigated in the
TA98 and TA100 strains of Salmonella typhimirium. As a result, nontoxic 100 pg/
plaque, 10 pg/ plaque, 1 pg/ plaque, 0,1 pg/ plaque doses were used with and
without S9 in the experiments in both substances and mutagenicity was discovered in

the experiments performed in both strains.

Keywords: Nonylphenol, Bisphenol A, Ames/Salmonella/Microsome Test,
Salmonella typhimirim, mutagenicity



1. GIRIS

Cevremizde sayilari milyonlar1 bulan ve biyolojik etkileri bilinmeyen kimyasal
maddeler bulunmaktadir. Bu maddelerin ¢ogunun giinliik kullanimda yer almasi,
Ozellikle karsinojenik potansiyelleri yoniinden test edilmelerini gerekli kilmaktadir

(Forman, D., Ames, B., 1991).

Evsel, endiistriyel ve zirai uygulamalar sonucu ¢evreye verilen atiklar sucul ve
karasal canlilarda {ireme, gelisme ve diger yasamsal faaliyetlerin olumsuz
etkilenmesine neden olmaktadir. Genel olarak ¢evreye verilen bu atiklar fenolikler,
alkoller, aldehitler, steroller, pestisitler, alkilfenolik bilesikler, farmosdtik kaynakli
hormonal veya anti-hormonal ilaclar, deterjanlar, agir metaller vb. gibi
kimyasallardir. Ksenoostrojenler olarak adlandirilan bu grupta yer alan
kimyasallarin ¢ogu veya bunlarin parcalanma iriinleri de Ostrojenik, mutajenik,
karsinojenik veya toksik olabilmektedir. Cevrede bu kimyasallarin biiylik cogunlugu
biokiitle tarafindan cesitli yollarla biinyelerine alinarak depolanmaktadir (Paxeus ve

ark., 1992; Toppari ve ark., 1996).

Kimyasal maddelerin karsinojenik risklerini ortaya c¢ikarmak i¢in en akilci
yaklasim, deney hayvanlarinda tiimor indiiksiyonudur. Ancak bu testler
sonuglanmasi uzun zaman almakta ve maliyetleri yiiksek olmaktadir (Mortelmans K.,
Zeiger E., 2002). Bu nedenle aragtiricilar, kisa zamanda sonug verebilen ve diigiik

maliyetli birgok kisa zamanli mutajenite test sistemleri gelistirmislerdir (Petek, M.

1999).

Bugiin i¢in en iyi bilinen kanser, onkogenlerin ve tiimor supresorlerle iligkili
olan genlerdeki mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle mutasyona
neden olan kimyasallar insanlar igin siklikla karsinojeniktir. Cogu kimyasallar

insanlarla stirekli kontak halindedirler. Bu kimyasallarin her biri karsinojenik



potansiyelleri i¢in test edilmek zorundadir. Cogu karsinojenik kimyasallar DNA’ya

zarar vermektedir. Bu kimyasallar insanlar kadar bakteriler i¢in de mutajeniktir.

Mutajenite testlerinden en yaygin kullanilant 1970’lerin baginda Bruce Ames
ve onun ¢aligma arkadaglar tarafindan gelistirilen Ames testidir. Bu test Salmonella
typhimirium’un his mutasyonunun revertantlar1 kullanilarak yapilir (Synder ve

Champness, 2007).

Ames testi bircok kimyasalin mutajenik  aktivitesinin  tespitinde
kullanilmaktadir. Ornegin; yapilan bir calismada, ilag on maddesi olarak
sentezlenmis olan on farkli 9- aril substitue fenantren tiirevi Ames testi kullanilarak
S. typhimurim TA 98 ve TA 100 suslar1 yardimi ile mutajenik potansiyelleri
acisindan test edilmis ve 9- (5-nitro-1H -benzimidozal-2- il) fenanatren bilesigi

mutajenik bulunmustur (Aydogdu, K.F., 2003).

Insan dahil tiim canlilar ¢evrede bulunan kimyasal maddelere az ya da gok
maruz kalmaktadir. Ornegin, deterjanlar, ot ve bocek ilaglari, gida katki maddeleri
ve kozmetiklerin igerdigi kimyasallarin canlilara olumsuz etkiler yaptigi rapor
edilmektedir. Genellikle de, bu kimyasallarda bulunan bilesiklerin mutajenik ve
toksik etkileri oldugu diisiiniilmektedir. Bu kimyasallar arasinda Bisfenol A (BFA)
ve Nonilfenol (NF)' de bulunmaktadir.

BFA’nin genis bir kullanim alam vardir. Ornegin, gidalarin tiiketime
sunuldugu kaplarda, bebek biberonlarinda, polikarbonat plastik ve epoksi reginelerin
tretiminde;  discilikte  kullanilan  karisimlarda ve  dolgu  macunlarinda

kullanilmaktadir.



En 6nemli Alkilfenoller, NF ve Oktilfenol (OF)’ dur. Alkil fenoller izomerler
ya da daha farkli sekillerde bulunur ve Nonilfenol Etoksilat ve Oktilfenol Etoksilat
tiretmek i¢in kullanilir. Nonilfenol Etoksilat’lar1 regine, plastik ve Ozellikle
deterjanlarda yiizey aktif maddesi olarak kullamilmigtir. NF’ler gres yagi,
kozmetikler, plastik boyalar, ev ve sanayi deterjanlari, kagit ve tekstil sanayide
kullanilir. 1997 yilinda NF’nin kullanimimin kisitlanmasindan 6nce Avrupa
Birligi’ndeki iiretimi ve toplam NF kullanimi sirasiyla 73.500 ve 78.500 tondur
(BOYACIOGLU, M.,ve ark. 2007).

Kim ve arkadaslar1 (2006), OF ve NF nin insanlarda erken embriyonik gelisme
tizerindeki zehirli etkilerini ¢alismislar ve insan embriyonik kok hiicrelerinde doza

bagli apoptoza neden oldugunu belirtmiglerdir.

In vitro ve in vivo biyoanalizlerinde test edilmis birka¢ organizmanin iizerinde
OF ve NF’nin kronik, agir ve zehirli 6zelliklerinin endokrin bozulmasina neden

olduguna dair pek ¢ok kanit vardir (BOYACIOGLU, M., ve ark. 2007).

Alkil fenol Etoksilatlarinin genetik zarara neden olma giiglerinin tespiti i¢in
yapilan pek cok testin negatif olmasina ragmen, simdiye kadar bu maddelerin

mutajenik 6zellikleri iizerine hicbir rapor bulunmamaktadir.

Genellikle de, bu kimyasallarda bulunan bilesiklerin mutajenik ve toksik

etkileri oldugu diistiniilmektedir. Bu kimyasallar arasinda BFA ve NF’de vardir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Nonilfenol ve Bisfenol A’nmin Genel Ozellikleri

BFA kati, krem-beyaz renkte, fenolik kokulu, kristal yapidadir. 25°C’deki yogunlugu
1,1-1,2 gL""dir. Etanol, aseton ve dimetilsiilfoksid (DMSO) gibi ¢oziiciilerde iyi
¢oziinmektedir. Sudaki ¢oziiniirligi 25°C’de 120 mgL " dir.

CH,
{ HO OH + H,0

CH,
BISFENOL A

Sekil. 1. Bisfenol A’nin kimyasal yapisi
http://en.wikipedia.org/wiki/Bisphenol A

NF organik bilesiklerin ailesindendir ve alkil fenollerin alt kiimesindendir.
25°C’deki yogunlugu 0,953 gL'’dir. Etanol ve dimetilsiilfoksid (DMSO) gibi
¢oziiclilerde iyi ¢oziinmektedir. Sudaki ¢oziiniirliigii 6 mg/L (pH 7)’dir.

Polikarbonat plastiklerin, epoksi reginelerin, yiyecek ve i¢cecek kutularinin ve
discilikte kullanilan materyallerin yapiminda kullanilan BFA ve ot ve bocek
ilaglarinda, deterjanlarda, boyalarda ve kozmetik esyalar gibi cesitli endiistriyel,
tarimsal ve evsel tiiketim iirlinlerinde bulunan NF, Ostrojeni taklit ederek endokrin

sisteme zarar vermektedir.



17p-Destradiol

HIO:

4-MNanylphenol
[one isomer)

'_Ej
Sekil. 2. 17B-Estradiol ve 4-Nonilfenol yapilarinin karsilastirilmasi
http://en.wikipedia.org/wiki/Nonylphenol

Yillik iiretimi ~1,7 milyar kg civarinda olan BFA’nin, 6zellikle endiistriyel
amagl tretilen veya endistriyel aktiviteler sonucu olusan kseno0strojenik
kimyasallarin artig1, karasal ve sucul hayatin devamliliginin korunmasindan dolay1

tizerinde durulmasi gereken 6dnemli bir maddedir.

Alkil fenol Etoksilatlar, temizlik Triinleri, boya, herbisit, pestisit gibi
maddelerin yapiminda kullanilan yiizey aktif bilesiklerdir. Alkil fenol Etoksilatlarin
biyolojik olarak kolay parcalanma 0Ozelligi vardir. Alkil fenol Etoksilatlarin
parc¢alanma tiriinleri toksik ve biyodegradasyona kars1 direngli yapilardir (Warhurst,

1995).

Ahel et al. (1985) raporuna gore, ticari olarak elde edilen nonilfenol gibi alkil
fenol tiirevleri, saf degildir. Ornegin, ticari olarak Aldrich firmasindan elde edilen
NF’nin, etoksi iinitesine sahip Nonilfenol Etoksilat hatta Oktilfenol ve Oktilfenol
Etoksilat icerdigi rapor edilmektedir (BOYACIOGLU, M., ve ark. 2007).



Noniyonik ylizey aktif madde tayini Nonilfenol Etoksilat (NFE) esdegeri
olarak potansiyometrik yontemle yapilmistir. Noniyonik deterjan konsantrasyonu
5000 g/ 1-110,2g/1 arasinda; ortalama konsantrasyon 76.14 = 21.79 g/ 1,
ortalama kirlilik yiikii ise 57.26 £ 19.86 kg/ giin olarak saptanmustir (Vural, N., ve
Duygu, Y., 1991-1992).

BFA, bebek biberonlari, sert plastik su bardaklari, yeniden doldurulabilen
plastik damacanalar, yeniden kullanilabilir besin kaplari, tibbi cihazlar ve plastik
gida ambalaj malzemelerinde bulunabilen bir maddedir. Avrupa Gida Kurumu
(EFSA) ve Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan tolere edilebilir giinliik
alim smirlart  igerisindeki BFA’nin  viicuttan hizla atilabilecegi  sinirlar
standartlastirilmis olup, polikarbonat iirlinlerde litrede maksimum 0.02 mg BFA

maddesi bulunmasina miisaade edilmektedir (T.C. Saglik Bakanligi, 2008).

Alkil fenollerin balik dokularinda 6l¢iilmesi, nehirlerimizde alkilfenol varligini
gostermektedir. Gerek literatiir gerekse laboratuar ¢aligmalar1 gostermektedir ki, alkil
fenoller ve Ozellikle NF canli dokularda biyolojik birikime neden olmaktadir.
Biyolojik birikim, biokonsantrasyon faktorii olarak olc¢lilmektedir ve dokularda
Olgiilen alkil fenol miktarinin, sudaki miktarina orani olarak hesap edilmektedir.
Literatiirde biokonsantrasyon faktoriintin 1 ile 1000 arasinda degistigi rapor
edilmektedir. Laboratuarda yapilan deneylerde ise NF’nin, baliklarin karacigerinde
patolojik ve biyokimyasal bozukluklara neden oldugu ortaya konmustur (Uguz ve

ark., 2003).

Vivacqua ve arkadaslar1 (2003), BFA ve NF’nin her ikisinin de iyonik olmayan
yiizey aktif maddesi {irilinlerine parcalanarak Ostrojen reseptorii alpha (ER-a)’yi
aktive ederek Ostrojen bagimli gen ekspresyonuna sebep olduklarini ve Ostrojene

duyarli meme kanseri hiicreleri MCF7’nin biiytimesini uyardiklarini belirtmistir.



Lee ve arkadaglar1 (2003, 2004) antijenle uyarilmis fare T-hiicreleri {izerinde
yaptiklar1 bir caligmada; BFA, NF ve 4-tert-octylphenol (OF) {in T hiicrelerinin
alerjik duyarliligini arttirdigini, interleukin-4 (IL-4)’te mRNA seviyelerinde bir artis
seklinde dlgerek gostermislerdir. Fare ve insanlardaki IL-4 promoteri, aktive edilmis
T-hiicrelerin niikleer faktorii (nuclear factor of activated Tcells (NF-AT) adi verilen
transkripsiyon faktorii i¢in ¢ok sayida baglanma bolgesi icermektedir (Lee ve ark..
2004). BFA, OF ve NF’nin, kalsiyum bagiml1 kalsinerin sinyal yolunu uyararak IL-4
tiretimini arttirdigi goriilmiistiir. Bu olay sitoplazmik NF-AT’nin, transkripsiyon
faktoriiniin ~ ¢ekirdege sonraki translokasyonuyla defosforilasyonuna sebep

olmaktadir.

Hung ve arkadaglar1 (2009), EDC’lerin, g¢evreyle iligkili bagisiklik sistemi
diizenleyici hiicre tipi olan insan dendritik hiicrelerinin fonksiyonlarin1 diizenledigi
hipotezini test etmislerdir. Arastirma sonuglarina goére NF ve OF’nin mDC
(miyeloid dendritik hiicreler)’lerdeki Ostrojen reseptdrlerinde, MKK3/6-p38 MAPK
sinyal yollarinda ve histon modifikasyonlarinda, t-hiicrelerindeki sitokin cevaplari

tizerinde fonksiyonel etkileri oldugunu belirtmislerdir.

Ho ve arkadaslar1 (2006), hormonsal olarak aktif olan Ostrojenlere, 6zellikle
BFA’ya, diisiikk seviyelerde maruz kalmanin insandaki prostat kanseri gibi
hastaliklara yakalanmada arttirici bir etkisi olup olmadigini1 arastirmislardir.
Arastirma sonucunda c¢evredeki oranlarina esdeger miktarlarda diisiik dozlarda
BFA’ya veya estradiole maruz kalan ratlarda, prostat kanserine yol acabilen kanser

oncesi lezyon ve hormonsal karsinogenezlerde artis oldugu gézlenmistir.

Tsutsumi ve arkadaglar1 (2001), fungal ligninolitik MnP ve lakkaz enzimleri ile
muamele ettikleri BFA ve NF’de meydana gelen degisimdeki hormonsal aktivite

degisimini arastirmislar, 1 saatlik MnP enzim muamelesi sonucunda BFA nin biiyiik
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kisminin pargalandigini, lakkaz enzimi ile muamele edilmesi sonucunda %70’ nin
parcalandigini belirtmektedirler. Enzim muamelesi sonucunda olusan iiriinlerin
hormonsal aktivitesindeki degisimin belirlenmesi i¢in yapilan c¢alismada BFA’nin
MnP ile muamelesi sonucunda 1. saatte %60, lakkaz ile 1 saatlik muamelede %40

hormonal aktivite azalmasinin oldugu belirtilmistir.

Mutajenleri tanimlama kansere neden olma ve gelecek nesillerdeki olumsuz
degismelere neden olabilecek hiicre sayisina zarar verme potansiyelinden dolayi

ozellikle donemlidir.

Bundan dolaydir ki, NF ve BFA’nin mutasyona etkisini belirleyebilmek icin,

mutasyonlar hakkinda kisaca bilgi vermek gerekmektedir.

2.2. MUTASYON

Genetik sifrenin bulundugu DNA’da kendiliginden veya cesitli etkenlere bagl olarak
meydana gelen kalitsal degisikliklere mutasyon denir. Mutasyonu tagiyan hiicreye
veya bireye mutant, mutasyona neden olan faktorlere de mutajen adi verilmektedir

(Yildirim ve ark., 2007).

Genetikgiler, mutasyonun neden oldugu iki farkli diizeyi belirlemistir. Gen
mutasyonunda bir gen aleli degiserek farkli bir alel olabilir. Boyle bir degisim tek bir
gen icinde oldugu i¢in ve bir kromozomal lokusta haritalandigindan gen
mutasyonuna, nokta mutasyonu da denir. Soya cekimsel diger degisim diizeyi
kromozom mutasyonu olup, kromozom segmentleri, biitiin kromozomlarin ve hatta

kromozomun tiim takiminin degisimi anlaminda kullanilir. Bagka bir ifadeyle,



11

kromozom mutasyonlari, sayisal kromozom mutasyonlar1 ya da yapisal kromozom

mutasyonlari olarak tanimlanabilir (Bozcuk, A., 2005).

2.2.1. Kromozomlarin Yapisimin Degismesi

Genel olarak kromozomlar ya kendiliginden ya da iyonize edici radyasyon, fiziksel
stres ve kimyasal bilesiklerle kirilabilir. Kromozomal kirilmalar ya kromotit ya da
kromozom diizeyinde olur (Bozcuk, A., 2005). Bazen kromatitler krossing-over
olmadan par¢a degisimine, yitirilmesine ve kazanilmasma sahip olabilir. Bu

degisimler genel olarak soyledir:

Delesyon: Kromozomun bir kisminin koparak yitirilmesidir.

Duplikasyon: Bir kromozomun herhangi bir parcay: fazla sayida tagimasidir.
Inversiyon: Bir kromozomun i¢inden kopan bir par¢anin dénerek koptugu yere ters
yonde tekrar baglanmasidir.

Translokasyon: Bir kromozomun kaybolan bir parcasmin diger bir kromozoma

yapismasidir.

2.2.2. Kromozomlarin Sayisinin Degismesi

Kromozomlar bazen mitoz ve mayoz boliinme sirasinda diizenli olarak ayrilmayabilir
ve kromozom sayis1 bakimindan farkli hiicreler meydana getirebilirler.
e Aneuploidi (Anoployidi)
Kromozomlardan bir veya birkaginin sayica degismesine denir.
a. Monozomi: Diploid bir fertle tek bir kromozom eksik olmasi olayidir.
b. Nullizomi: Bir canlida bir kromozomun, homologu ile beraber eksik
olmasidir.
c. Polizomi: Bir takimda bulunan kromozomlardan birinin veya birkaginin

sayisini yukseltmesi olayidir.
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e FEuploidi (0yployidi)
Tiim kromozom sayisinin haploit veya tam katlar halinde artmasidir. Bazen de
diploit kromozomlarin yar1 sayisini icermesidir. Degisik sekilleri vardir.
a. Monoploidi: Bir tiiriin orijinal kromozom takiminin yarisina sahip olma
durumuna monoploidi, bu bireylere de monoploid ad1 verilir.
b. Poliploidi: Bireyin sahip oldugu genomdaki kromozom sayisinin birden
3n, 4n, 5n, 6n seklinde kromozom takiminin bulunmasidir (Temizkan, 1994; Baydar,

2002).

2.2.3. Gen Mutasyonlarmin Ozellikleri ve Cesitleri

Bir genin genomdaki sayisinin ve yerinin degigmeksizin yapisinin degismesidir.

Kromozom yapisinda herhangi bir degisiklige neden olmaz (Demirsoy, 2005).

Genetik sifre triplet ad1 verilen ii¢lii niikleotid gruplarindan meydana geldigi ve
her triplette bir amino asiti kodladigi i¢in (sonlanma kodonlari hari¢), gen dizilerinde
olusan herhangi bir degisiklik sifrelenen bilgiyi bozabilmektedir. Sifrede

degisikliklere neden olan ¢esitli tipte gen mutasyonlari1 vardir. Bunlar;

2.2.3.1. Baz Degisimi Mutasyonlari

Bir gen bolgesi iginde bir bazin farkli bir bazla yer degistirmesi ile meydana gelen
mutasyonlardir. Bu tip mutasyonlarda bazlarin degisimi iki sekilde gerceklesebilir.
Primidin bazinin yine bir primidinle veya pilirin bazinin yine bir piirinle yer
degistirmesi transisyon (karsilikli gecis) mutasyonu olarak ve bir primidinin bir
piirinle karsilikli yer degistirmesi ise transversiyon (¢apraz gecis) mutasyonu olarak

adlandirilir.
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Genlerin kodlama yapan dizilerinde meydana gelen transisyon veya
transversiyon mutasyonlarinin tripletlerde degisime, dolayisiyla amino asit
degisikligine neden olmasi bazen ciddi sorunlar yaratabilmektedir. Nokta
mutasyonlarinin ¢ogu kendiliginden ortaya c¢iksa da bazi mutajenik kimyasal
maddeler ve radyasyon gibi faktorlerin spontane mutasyon oranini artirict rol

oynadiklar1 bilinmektedir.

2.2.3.2. Sessiz, Yanhs Anlamh ve Anlamsiz Mutasyonlar

DNA bazlarinda meydana gelen her tiirlii degisiklik mutasyon olarak kabul edilirse
de, saptanabilir bir fenotipik etki olusturmayan tipte mutasyonlarda mevcuttur. Bu
mutasyonlar gen Uriiniiniin yapisin1 ve aktivitesine degistirmedikleri igin sessiz
(silent) mutasyon olarak adlandirilir. Tripletlerin anlamlarinin degismesine ve
proteini yapisina farkli bir amino asit katilmasina neden olan nokta mutasyonlarina

yanlig anlamli (missense) mutasyon denir.

Gen mutasyonlar1 bazen bir tripletin hicbir amino asiti sifrelemeyip, dur
anlamina gelen tripletlere (UAA, UAG, UGA) doniismesine neden olabilmektedir ki

bu tip mutasyona da anlamsiz (nonsense) mutasyon denir.

2.2.3.3. Cerceve Kaymasi Mutasyonlari

DNA’daki bazlara ii¢ ve li¢iin katlar1 olmayan sayida insersiyon ya da delesyonlar
sonucunda tripletlerin degismesine yol agan mutasyonlara ¢ergeve kaymasi (frame-
shift) mutasyonlar1 adi verilir. Bu tip mutasyonlar eklenen/eksilen baz sayisina ve

insersiyon/delesyon pozisyonuna bagli olarak son derece dramatik sonuglar

dogurabilir (Yildirim, 2007).
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Gen mutasyonlarinin ¢ok ¢esitli olusu nedeniyle ¢ok degisik siniflandirmalari
yapilmakta ve bir mutasyon bazen birden fazla kategoride yer alabilmektedir. Bu

mutasyonlar;

Spontane ve Uvarilmis Mutasyonlar

Dogal ortamda ve belirgin bir mutajenik faktoriin etkisi olmadan kendiliginden
meydana gelen mutasyonlara ‘spontane mutasyonlar’ denir. Mutasyon yapici
faktorler kullanilarak laboratuar ortaminda yapay olarak olusturulan mutasyonlara ise

‘uyarilmis mutasyonlar’ denir.

Somatik ve Gametik Mutasyonlar

Eseyli iireyen ¢ok hiicreli organizmalarda mutasyonlar degisikligin goriildiigii hiicre
tipine bagl olarak ikiye ayrilir. Viicut hiicrelerinde meydana gelen mutasyonlara
‘somatik mutasyonlar’, {lireme hiicrelerinde meydana gelen mutasyonlara ise

‘gametik mutasyonlar’ adi verilir.

Morfolojik Mutasyonlar

Organizmanin dig goriiniimiinii etkileyen mutasyonlara morfolojik mutasyonlar adi

verilir.

Biyokimyasal Mutasyonlar

Bir organizmanin herhangi bir biyokimyasal veya sentez reaksiyonunu
gerceklestiremez duruma gelmesine neden olan mutasyonlara biyokimyasal

mutasyonlar denir.
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Letal (Oldiiriicii) Mutasyonlar

Oliime yol agan tipteki mutasyonlara letal mutasyonlar denir. Bu mutasyonlar genel

olarak hayati 6nemi olan genlerde goriilmektedir.

Kosullu Mutasyonlar

Etkisi sadece belirli sartlarda goriilen mutasyonlara denir.

2.3. Mutajenik Faktorler

Geni, depolanmis kimyasal bilgiyi temsil eden niikleotid ciftlerinin dogrusal bir
dizisi olarak degerlendirmek kolaydir. Genetik sifre iiclii (triplet) oldugundan fi¢
niikleotidin her dizisi, ilgili proteinde tek bir aminoasidi belirler. Bu dizileri veya
sifrelenen bilgiyi bazen herhangi bir degisiklik mutasyon i¢in yeterlidir. En az
karmagik olan degisiklik bir niikleotidin bir niikleotidle yer degistirmesidir. Bunlar
daha uygun olarak baz yer degistirmeleri veya nokta mutasyonlari olarak adlandirilan
mutasyonlara analogdur. Temel olarak mutasyon olusturabilen faktorler ii¢ ayr

grupta; fiziksel, kimyasal ve biyolojik olmak tizere siniflandirilabilir.

Fiziksel etmenler arasinda ultraviyole (UV) ve X 1sinlari sayilabilir. DNA
molekiilleri 250-260 nm olan UV 1smlari spesifik olarak absorbe eder. Bu 1sinlara
maruz kalan DNA molekiillerinde mutasyon olusur. Biyolojik mutajenler olarak
viriisler ve transposibil elementler bilinmektedir. Virlis genomu konak hiicrelerin
DNA’sina girdiginde kendi DNA’sindan da baz1 genleri konak DNA’ya aktarmakta
veya ayrilirken beraberinde bir pargcayr da gotiirmektedir. Kimyasal mutajenler ise

etki bicimlerine gore 5 alt grupta incelenebilir. Bunlar;
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Baz Analoglari

Niikleik asit biyosentezi sirasinda, piirin ve piri midinler yerine gecebilen

molekiillere baz analoglari denir ve bunlar genellikle mutajenik kimyasallardir.

Akridin Ajanlar

Hardal gazlan alkilleyici ajanlardir. Niikleotidlerin amino veya keto gruplarina -CH3
veya CH3;-CH,- gibi bir alkil grubu eklerler. Baz analoglarinda oldugu gibi, baz
eslesme yatkinliklart degistirilmis ve sonugta transisyon mutasyonlar ‘akridin

boyalar1’ adin1 alan kimyasal mutajenler ¢erceve kaymasi mutasyonlarina neden olur.

Apiurinik Bolgeler ve Diger Lezyonlar

Mutasyonun diger bir tipi de, saglikli bir ¢ift-sarmal DNA molekiiliindeki azotlu
bazlardan birinin, genellikle guanin ya da adeninin, spontane olarak kaydedilmesiyle
ilgilidir. Piirin halkasinin 9 nolu azotu ile deoksiribozun 1 nolu karbonu arasindaki
glikozidik bagin kirilmasiyla olusan bu bolgelere “Apiirinik Bolgeler” (AP bolgeler)
denir. Bir AP bolgede bir bazin yoklugu, eger ilgili zincir transkripsiyon ve
translasyona ugramaktaysa genetik kodu degistirecektir. Eger replikasyon olursa, AP
bolge kalip olarak uygun olmayacak ve replikasyonun durmasina neden olabilecektir.
Eger yapiya bir niikleotid girmisse, bu niikleotid genellikle yanlhistir ve diger bir

mutasyonun olusmasina neden olur.

Tautomerik Degismeler

Piirin ve pirimidinlerin tautomerik formlarda yani azotlu bir bazin her birinin,
molekiilde sadece tek bir protonun kaymasi ile farklilik gosteren, yapisal izomerler
olarak adlandirilan alternatif kimyasal formlar1 halinde bulunabilecegini ileri

stiriilmiistiir. Biyolojik bir 6neme sahip olan tautomerler, sitozin ve adeninin amino-
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imino formlar ile timin ve guaninin keto-enol formlarini igerir. Bu tiir bir kayma
molekiilin bag 06zelligini degistireceginden, tautomerik kaymalarin baz cifti

degismelerine veya mutasyonlara yol agacagi ileri siiriiliir.

Ultraviyole Radyasyonu ve Timin Dimerleri

UV radyasyonunun zararl etkisi, 6zellikle iki timin bazi arasinda dimerlerin olustugu
pirimidinler iizerindedir. Sitozin-sitozin ve timin-sitozin dimerleri de olugabilir, fakat
sayilar1 daha azdir. Dimerler DNA konformasyonunu bozar ve normal replikasyonu
durdurur. Replikasyonun durmasi, UV radyasyonunun mikroorganizmalar iizerindeki

oldiiriicti etkisinin sorumlusu olarak goriilmektedir (Klug, 2002).

2.4. DNA Onarim Mekanizmalari

Spontane ya da indiiklenen mutasyonlar DNA’da hasara sebep olmaktadir. Bu hasar
eger giderilmezse replikasyon yoluyla aktarilabilir. Bunun sonucu olarak mutant
hiicre ya da organizmalar olusur. Buna karsin, prokaryotik ve dkaryotik hiicrelerde
cesitli onarim sistemleri geliserek bu DNA hasarlarin1 giderme yolunda islev

gormektedir. Bilinen DNA onarim mekanizmalari sunlardir (Yiiksel, 2005);

2.4.1. Fotoreaktivasyon

DNA fotoliyazlar1 tarafindan primidin dimerlerinin siklobiitan halkasinin
koparilmasi, orijinal DNA yapisin1 yeniden olusturur. Fotoliyazlar, reaksiyona enerji

saglamak icin mavi 151k absorblayan kromatoforlara sahiptir. Fotoreaktivasyon
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primidin dimerleri i¢in 6zeldir. Bu bir lezyonun dogrudan tersine ¢evirme ornegidir

ve hatasizdir.

2.4.2. AIKil transferaz

Hatasizca dogrudan tersine cevirmenin diger Ornegi alkilleyici ajanlara adaptif
cevabin bir kismmi olusturur. Mutajenik koruma, dogrudan mutajenik O°-
alkilguaninden (timinle baz ¢ifti yapabilen) alkil grubu uzaklastiran bir alkil

transferazla saglanir.

2.4.3. Kesip-¢ikarma Tamiri

Her yerde mevcut olan bu mekanizma, ¢ok c¢esitli lezyonlar iizerinde galigir ve
aslinda hatasizdir. Niikleotid kesip-¢ikarma onarimi (NER) ve baz kesip-¢ikarma
onarimi (BER) olmak iizere iki formu vardir. NER’de bir endoniikleaz lezyonun her
bir tarafindaki belirli sayidaki bazlart DNA’dan koparir. BER’de modifiye bazlar,
degismis baz ve seker arasindaki N-glikozilik bagi kopararak apiirinik veya

aprimidinik (AP) yerleri birakan spesifik DNA glikozilazlar tarafindan teshis edilir.

2.4.4. Yanhs Eslesme Onarimi

Kesip-¢ikarmanin 6zel bir formu olan yanlis eslesme onarimi, replikasyon sirasinda
ve diizeltme okumasindan kagmis olan herhangi bir yanlis baz eslesmesi ile ilgilenir

(Konuk, 2004),
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2.4.5. SOS Onarmm

SOS cevaptaki reaksiyonlar, E.Coli’de onarim i¢in temel enzim olan RecA proteini
ile LexA baskilayicisinin etkilesimiyle gergeklesir. Cevabin baslangi¢c asamasi zarar
verici uygulama tarafindan RecA’nin aktif duruma gegirilmesidir. RecA ve LexA,
SOS devresinde karsilikli hedeflerdir. RecA, LexA’nin kesilmesini saglayarak onun
baskilayict etkisini yok eder; LexA ise hem RecA hem de kendi geninin anlatimini
baskilar. Bu nedenle SOS cevap RecA ve LexA proteinlerinde artisa yol agar
(Temizkan, 1994).

2.5. BIYOTRANSFOMASYON

Viicuda giren ksenobiyotiklerin enzim etkisiyle kimyasal degisiklige ugrayarak
yikim  driinlerine  (metabolit)  donligmesine  ‘biyotransformasyon’  denir.
Biyotransformasyonla toksik maddelerin daha az etkili ya da etkisiz bilesiklere
donilismesine ‘detoksifikasyon’ denir. Bazen biyotransformasyon sonucu daha aktif
ya da toksik bilesikler olusabilir. Bu durumda toksifikasyon (biyoaktivasyon) sz
konusudur. Biyotransformasyon kapasitesi tiir, nesil, cinsler arasinda bir¢ok farklilik
gostermektedir. Bunun yaninda yas, cinsiyet, beslenme ve maruz kalinan diger

kimyasal maddeler de biyotransformasyonu etkileyebilir.

Biyotransformasyon i¢in en 6nemli organ karaciger olmakla birlikte akciger, mide,
barsak, cilt, bobrekler, burun mukozasi ve gézde ksenobiyotiklere maruz kalan ve

biyotransformasyon yapan organlardir (Ergun, 2008).
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2.5.1. Mikrozomal Enzimler

Mikrozomal enzimler, o organi olusturan hiicrelerin diiz endoplazmik retikuluma
yerlesmislerdir. Doku homejenatina gesitli devirlerde santrifiij islemi uygulanarak,
endoplazmik retikulumun c¢oktiiriilmesiyle elde edilen pellete ‘mikrozom’ denir.
Ultrasantrifiijj bulunamazsa CaCl, ile coktiiriilerek 10.000 devir/dk ile de elde
edilebilir (Sahin, 2008). Mikrozom, hangi doku olursa olsun elde edilebilir.
(karaciger, bobrek, beyin v.b.) Endoplazmik retikulum’da (ER) bulunan ilag
metabolize edici enzimlere bu nedenle ‘mikrozomal enzimler’ adi verilir. Faz I
reaksiyonlarinda yer alan enzimler 6zellikle ER’de bulunurlar. Faz II konjugasyon
enzim sistemleri ise ¢ogunlukla sitozoliktir. ER’de faz 1 reaksiyonu ile
biyotransformasyona ugrayan bir ilag ayni hiicrenin sitozolik fraksiyonunda konjuge

olur.

2.5.2. Faz I Reaksiyonlar:

Faz 1 reaksiyonlari, oksidasyon (yiikseltgenme), rediiksiyon (indirgenme) ve

hidrolizdir.

Oksidasyon

Karigik fonksiyonlu oksidasyonlar, bircok oksitlenme reaksiyonlarini kataliz ederler.

Mikrozomal oksidasyon tiplerinden bazilar1 basliklar halinde sunlardir:

a. Aromatik hidroksilasyon ve epoksit olusumu
b. Dealkilasyon

¢. N-dealilasyon

d. Oksidatif deaminasyon

e. Tersiyer azot oksidasyonu
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Rediiksiyon

Bu reaksiyonlar hem mikrozomal hem de sitolojik rediiktazlar tarafindan
katalizlendigi gibi, rediiktaz ihtiva eden barsak bakterileri tarafindan da
katalizlenebilir. Nitro, diazo, karbonil, disiilfir, siilfoksit ve alkon gibi fonksiyonel

gruplar organizmada indirgenebilir.

Hidroliz

Ester, amid veya substitiie ve fosfat ester bagini iceren ksenobiyotiklerin biiyiik bir
kismi organizmada hidrolizlenebilir. Esterler esterazlar tarafindan, amidler ise

amidazlar tarafindan hidrolizlenirler.

2.5.3. Faz Il Reaksiyonlar

Konjugasyon reaksiyonlar1 olarak da bilinen bu reaksiyonlar, polar bir grubun
yabanci molekiillere eklenmesi ile meydana gelmektedir. Bu polar grup ya bilesik
tizerinde hazir bulunan bir gruba ya da Faz I reaksiyonlart sonucunda olusan
hidroksil gibi gruplara konjuge olabilir. Polar gruplar, yabanci molekiilleri suda daha
¢oziicli kilar ve boylece viicuttan uzaklastirmay1 kolaylastirarak toksik etkide de bir

azalmaya sebep olabilir (Korkmaz, 2005)

2.6. Mutajenite Test Yontemleri

Kimyasallarin, kullanilan yiyeceklerin ve gida katki maddelerinin insanda

olusturdugu mutajenite ve karsinojenite olgusunun belirlenmesinde bakterilerin
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kullanim1 yaygindir. Nedeni yasayan tiim canlilarin ortak genetik materyali

DNA’nin primer yapisinin ayni olmasina dayanir (Tiyld, 2001).

Memelilerde mutajenite testlerinin en onemli zorlugu, memelilerin mutajen
maddelere az duyarli olmalaridir. Ayrica deney hayvanlarinin bakimi ve ¢ogaltilmasi
zaman alict ve pahalidir. Fakat buna kargin mikroorganizmalar mutajenlere karsi ¢ok
daha duyarlidir. Kisa zamanda c¢ok sayida jenerasyon gecirdikleri i¢in caligmalar
daha kolay ve ucuzdur. Mutajen maddelerin arastirilmasi igin ¢esitli uzun ve kisa
zamanli test yontemleri gelistirilmistir (Zeytinoglu ve ark., 1998). Bunlardan bazilar

sunlardir:

2.6.1. Sitogenetik Metodlar

Sitogenetik c¢aligmalari, ¢evresel olarak ya da calisma ortaminda klastojenlere ve
radyasyona maruz kalan belirli popiilasyonlar i¢in, bireysel olarak etkilenme dozunu

saptamak i¢in kullanilabilmektedir (Tiiylii, 2001) Bu yontemlerden bazilar1 sunlardir;

Yapisal kromozom bozulma analizi, hiicre boliinmesinin metafaz evresinde,

kromozom hatalarini ortaya koyan bir yontemdir.

Mikronukleus testi (MN), bazi mitoz anomalileri 6rnegin, kromozom kayb1
gibi durumlar ortaya koyar ve boliinme yetenegine sahip olan tiim hiicrelere

uygulanabilir (Oztas, 2005).

Comet (Single Cell Gel Elektrophoresis) testi, ¢apraz baglanma, iplik

kivrilmalari, alkali labine site gibi DNA hasarlarin1 ve kesme ¢ikarma onarim
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bolgelerindeki hatalar1 bir jel sistemi kullanarak belirleyebilmektedir. Uygulamada
kan l06kositleri, mesane, yanak, mide, nasal ve sperm hiicrelerindeki DNA hasarini

belirlemek amaciyla kullanilmaktadir.

HPRT mutasyon yontemi, somatik gen mutasyonlarinin in vivo ortamda pozitif
olarak secilmesi prensibine ve DNA baz ¢ifti degisimleri, biiylik ya da kii¢iik ¢aptaki
delesyonlari, inversiyonlar1 ve heterolog kromozom rekombinasyonlar1 gibi genetik

degisimleri biiyiik 6l¢lide yansitma yetenegine dayanir (Tiylii, 2001).

Kardes kromatid degisimi (SCE) yontemi, kardes kromatidlerin birbirine
kontrast saglayacak sekilde boyanma prensibine dayanir. Kardes kromatidlerde

meydana gelen parca degisimi, boyanma farkliligina gore anlasilir (Oztas, 2005).

2.6.2. Bakteriyel Yontemler

DNA cok farkli bolgelerde ve ¢esitli mekanizmalarla hasara ugrayabilir. Bunun i¢in
hasarin direkt olarak gosterilmesi teknik olarak zordur. Fiziksel ya da kimyasal
ajanlarin DNA’da meydana getirdigi bozukluk, bakteriyel mutasyonlar1 6l¢ebilen

kisa zamanl testlerle saptanmaktadir. Bu testlerden bazilar1 sunlardir (Tiiyli, 2001):

E.Coli ile Lac 1 mutasyon test sistemi, bakterilerde meydana gelen
mutasyonlarin molekiiler ve genetik analizinde kullanilan mutasyon yontemi olup ilk

kez 1983’te Miller ve arkadaslar1 tarafindan E.Coli’de gelistirilmistir.

UMU (SOS) test sistemi, kimyasal ajanlarin genotoksik etkilerini belirlemek

amaciyla kullanilan kolorimetrik, bakteriyel bir sistemdir. Bu sistem dolaysiz bir
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sekilde mutajenesisle ilgili oldugu diisiiniilen umu operonunun ifade edilme diizeyini

saptamaya dayanir.

Genotoksik kimyasallar ile hem Ames hem de umu test sisteminde yapilan
calismalar, umu testinin duyarliliginin Ames testine ¢ok benzer oldugunu
gostermistir. Ayrica umu test sistemi, Ames test sisteminde miktar olarak toksik
olabilecek kimyasallar1 test etmeye olanak saglar, ¢linkii umu testinde hiicrelerin

canli kalmasi1 zorunlu degildir.

2.6.2.1. Ames/Salmonella/Mikrozom Test Yontemi

Cogu kimyasallar insanlarla siirekli kontak halindedir. Ve bu kimyasallarin her biri
karsinojenik potansiyelleri i¢in test edilmek zorundadir. Fakat cogu testte hayvanlar
icindeki modeller ¢ok pahali ve zaman tiiketicidir. Ciinkii ¢ogu karsinojenik
kimyasallar DNA’ya zarar verir. Bu kimyasallar insanlar kadar bakteriler i¢in de
mutajeniktir. Eger kimyasallar karsinojenik olma egilimindelerse bakteriler
tanimlanmak ic¢in ilk olarak kullanilabilir. Bu testlerin en yaygin kullanilani
1970’lerin basinda Bruce Ames ve onun calisma arkadaslar tarafindan gelistirilen
Ames testidir. Bu test Salmonella typhimirium’un his mutasyonunun revertantlar
kullanilarak yapilir. Ortaya c¢ikan mutasyonlar i¢in kimyasal eksik Salmonella
typhimirium’un his mutantlarinn histidin plaklarina yayilmasindan ileri gelir. Eger
kimyasallar Ais mutasyonuyla geri doniisiimlii ise Ais™ geri dénen koloni sayilar1 plak
istiinde ve kimyasal {izerinde goriilecektir. Hatta bu test ¢esitli farkliliklarla daha

hassas olarak gelistirilmistir.

Bazi kimyasallar kendi kendilerine mutajenik degildir fakat memeli
karacigerindeki enzimler tarafindan mutajen hale doniistiiriilebilmektedirler. Bu

bulunan mutajenlerin Onciil gostergesi sudur: bir karaciger bolimii sicanlardan
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plaklara eklenebilir ve o boliim lizerindeki kimyasallar isaretlenebilir. Eger o
boliimdeki kimyasal mutajen olarak déniisiimlii ise his™ geri doniisiimlii olarak

plaklarda goriilmektedir.

Kisaca deneyin amaci; daha onceden biiylimesi i¢in histidin amino asidine
gereksinim duyan oksotrofik suslarin, kullandigimiz test maddesi ile tekrar histidin

sentezleyebilir (prototrofik) hale doniismesi temeline dayanmaktadir (Synder ve

Champness, 2007).

2.6.2.1.1. Ames/Salmonella/Mikrozom Test Yontemi ile Yapilan Bazi1 Calismalar

Kimyasallarla yapilan bir ¢alismada ila¢ ham maddesi olarak kullanilmasi amaglanan
2, 4, 5 tri- fenil imidazol ve dokuz tiirevinin Ames testi kullanilarak TA 98 ve TA
100 suslar1 yardimiyla mutajenik aktiviteleri tespit edilmistir. Test bilesenleri TA 98
susunda daha anlamli sonuglar vermis, buna goére bilesenlerinin ¢erceve kaymasi

seklinde direkt mutajenik etkili oldugu saptanmistir (Ayaz, B., 1993)

Ames/Salmonella/mikrozom test sistemi kullanilarak Dogu Anadolu
Bolgesinde yetisen ve tibbi 6neme sahip Origanum vulgare, Artemisia absinthium,
Achillea millefolium, Helychrysum pilicatum, Salvia nemerosa,; Salvia verticillata,
Nepeta racemosa ve Salvia limbata bitki tlirlerinin antimutajenik ve antikarsinojenik
ozelliklerinin  varlig1 arastinlmistir.  O.vulgare, A.absinthium, A.millefolium,
H.pilicatum ve S.nemerosa; Salmonella typhimurium TA 1535 susunda doza bagl
olarak belli Ol¢iilerde antimutajenik aktivite gosterirken, Salmonella typhimurium TA
1538 susunda sadece S.verticillata ve H.pilicatum bitki ekstraktlar1 yine doza bagh
olarak antimutajenik aktivite gostermistir. Calisilan N.racemosa ve S.limbata bitki
ekstraktlar ise her iki bakteri susunda ve uygulanan her ii¢ dozda da antimutajenik

aktiviteye rastlanmamustir (Ozbek, T., 2006).
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Diger bir c¢alismada, Ponceau 4R, Tartrazin, Indigotin, Cochineal Carmin,
Sunset Yellow adli gida boyalarinin mutajenik potansiyelleri Salmonella/mikrozom
test sistemi ile arastirnlmistir. Yapilan calismada, Salmonella/mikrozom test
sisteminde Salmonella typhimurium TA 100 ve TA 102 suslar1 kullanilmistir. S9
fraksiyonu varliginda ve yoklugunda deneyler tekrar edilmistir. Test edilen gida
boyalarindan Ponceau 4R ve Sunset Yellow, S9 fraksiyonu yoklugunda mutajenik
etki gostermistir. S9 fraksiyonu yoklugunda, Ponceau 4R ve Sunset Yellow’un test
edilen tiim konsantrasyonlarinda geri donen koloni sayis1 negatif kontrol plagindan
fazla bulunmustur. Diger taraftan, S9 fraksiyonu yoklugunda Tartrazin, Indigotin ve
Cochineal Carmin’de mutajenik aktivite gézlenmemistir. Fare karaciger enzimleri
varlifinda deneyler tekrarlandiginda, Cochineal Carmin hari¢ test edilen gida
boyalarinin tiimiiniin mutajenik etkilere sahip oldugu belirlenmistir. Test edilen gida
boyalar1 arasinda, mutajenitesi en fazla olan Ponceau 4R ve Sunset Yellow’dur.
Calismada mutajenik etkilerin belirlenmesinde kullanilan Sa/monella/mikrozom test
sistemiyle, test edilen gida boyalarindan Ponceau 4R, Tartrazin, Indigotin ve Sunset

Yellow mutajenik maddelerdir (Onciil, O., 2009).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. MATERYAL

3.1.1 Kimyasal Maddeler

Magnezyum siilfat (MgSQO4.7H,0) (Merck), Citric acid monohydrate (CcHgO7)
(Merck), Potassium phosphate dibasic (anhydrous) (K,HPO,4) (Sigma), Sodium
ammonium phosphate (NaNH4HPO4.4H,0) (sigma-aldrich), L-Histidine. HCI (F.W.
191.7) (Applichem) , D- Biotin (F.W.247.3) (Supelco), Sodium chloride (NaCI) M:
58.44 g/mol, (Merck), DMSO (dimethyl sulfoxide) (C,HsOS) (Merck), Agar-Agar
(Merck), Oxoid Nutrient Broth No:2 (Sigma), Glikoz (Merck), Ampicillin trihydrate
(Sigma), Potasyum Kloriir (KCI) (Merck), Magnezyum Kloriir (MgCl,.6H,0)
(Merck), Sodyum dihidrojen fosfat (KH,PO4.H,O) (Merck), Disodyum hidrojen
fosfat (N;HPO4.7H,0) (Merck), B-NADP (F.W.765.4) (Applichem), Glucose-6-
phosphate sodium salt (C¢H;209P.Na) (Sigma), Sodium hydroxide ( NaOH) (Merck),
2-Aminofluorene (Fluka), 4- Nitro-o-Fenilendiamine (Fluka), Sodyum Azid (Riedel)

3.1.2. Salmonella typhimurium Test Suslari

Deneyde kullanilan, Salmonella typhimurium LT2 atasal susunun in vitro
mutasyonlarla gelistirilmis TA 98 ve TA 100 suslar1 kullanilmigtir. Bu suslar Afyon
Kocatepe Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’'nden saglanmistir. TA 98 susu
kodon kaymasi, TA 100 ise baz c¢ifti donilistimii tipindeki mutasyonlarin

saptanmasinda kullanilmistir.
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3.1.3. Deneyde Kullanilan Ortamlarin icerikleri ve Hazirlamis1

Vogel-Bonner-E Ortami (S0XVB tuzlar)

Kullanim: MGA ve HBA (master) plaklari

1000 ml
Magnezyum siilfat (MgS0O,4.7H,0) 10 gr
Sitrikasit monohidrat 100 gr
Potasyum fosfat (K;HPO4) 500 gr
Sodyum amonyum fosfat (NaHNH4 PO4.4H,0) 175 gr
Distile su (45°C) 670 ml

Maddeler yukarida yazildiklart sira ile distile suya ilave edildi. Son hacimlerine

tamamlanip otoklavda 110°C’de 20 dakika steril edilerek, oda sicakliginda karanlikta

saklandi.

(0.5 mM) Histidin/Biyotin Soliisyonu

Kullanim: Mutajenite deneyi (90 ml top agara 10 ml olarak)

250 ml i¢in
D-Biyotin (F.W. 247.3) 0,0309 g
L-Histidin-HCI (F.W. 191.7) 0,024 g
Distile su 250 ml

Biyotin distile suyun kaynama noktasina kadar sitilarak ¢6ziildii, daha sonra histidin
ilave edilerek otoklavda 110°C’de 20 dakika veya 0.22 pm membran filtre ile steril
edilerek, +4 °C’de saklandi.
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Serum Fizyolojik

Kullanimi: Bakteri sulandirmada kullanilda.

500 ml
NaCl 45¢
Distile su 500 ml

(%0,1) Kristal Viyole Soliisyonu

Kullanim: Suglarin kristal viyoleye duyarliliklari, dolayisiyla rfa mutasyonunu

tasty1p tasimadiklarinin kontrolii.

100 ml
Kristal viyole 0,1 gr
Distile su 100 ml

Kristal viyole ve distile su karistirildi ve soliisyon 1s1k gegirmeyen bir sisede +4

°C’de saklanda.

(% 0,13) Biyotin Cozeltisi

Kullanim: Genotip kontrolii ve HBA plaklar1 hazirlanmasi

100 ml
D-biyotin 0,0013 g
Distile su 100 ml

Biyotin distile suyun kaynama noktasina kadar isitilarak ¢oziildii.

110°C’de 20 dakika steril edilerek, +4°C’de saklanda.

Otoklavda
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(% 0.5) Histidin Cozeltisi

Kullanim: Genotip kontrolii ve HBA plaklar1 hazirlanmasi

100 ml
L-Histidin-HCI (F.W. 191.7) 0,5¢g
Distile su 100 ml

Otoklavda 110°C’de 20 dakika steril edilerek, +4 °C’de saklandi.

(%20) Glikoz Cozeltisi

Kullanim: MGA ve HBA plaklar1 hazirlanmasi

100 ml
Glikoz 20g
Distile su 100 ml

Glikoz distile su icinde tamamen ¢doziilerek otoklavda 110°C’de 15 dakika steril

edilerek, +4 °C’de saklandi.

(2 pg/ul) 2-Aminofluorene (2AF)

Kullanim: Pozitif kontrol

1.0 mg/petri bagina olmak iizere dimetilsiilfoksitde (DMSO) ¢oziilerek kullanildi.

10 ml
2AF 0,02 g
DMSO 10 ml

+4 °C’de saklanda.
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(2 pg/ul) 4- Nitro-o-Fenilendiamine (NPD)

Kullanim: Pozitif kontrol

200 pg/petri olmak iizere DMSQO’da ¢oziilerek kullanildi.

10 ml
NPD 0,02 g
DMSO 10 ml

Oda sicakliginda saklandi.

(0.1 pg/ul) Sodyum Azid Cozeltisi

Kullanim: Pozitif kontrol

1.0 mg/petri basina olmak tizere distile suda ¢oziilerek kullanildi.

100 ml
Sodyum azid 0,01g
Distile su 100 ml

+4 °C’de saklanda.

Histidin/Biyotin/Ampisilin Plaklar1 (HBA agar)

Kullanim: Ampisiline direnglilik testi ve master plak hazirlanmasi

1000 ml
Agar I5¢g
Distile su 860 ml
50X VB tuzlar 20 ml
% 20 glikoz 100 ml

Histidin HC1.H,O 10 ml
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0.5 mM Biyotin 6 ml
(%0.8/0.02 NaOH) Ampisilin 3150 pl

Agar ve distile su otoklavlandi, 45°C’ye sogutulup % 20 glikoz, S0XVB tuzlar1 ve
histidin bu sicak soliisyona eklenip karistirildi ve biraz daha soguyunca biyotin ve
ampisilin eklenip plaklar petrilere 25 ml olarak aktarildi. Bu plaklarda bakteriler
4°C’de 2 ay saklandu.

Minimal Glikoz Agar Plaklar1 (MGA)

Kullanim: Mutajenite deneyi

1000 ml
Agar I5g
Distile su 880 ml
50X VB 20 ml
% 20 glikoz 100 ml

Agar ve distile su karistirildiktan sonra otoklava koyularak steril edildi. 45°C’ye

sogutulup (20-30 dakika) % 20 glikoz ve 5S0XVB tuzlar1 karistirilip petri kutularina

25 ml olarak dagitildu.

Top Agar

Kullanim: Mutasyon deneyi

1000 ml
Agar 6g
NaCl 5¢g

Distile su 1000 ml
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Agar, distile su ve tuz manyetik karistiricida 1sitilarak ve karistirilarak ¢oziildi ve

otoklavda 110°C’de 20 dakika steril edildi. Oda sicakliginda karanlikta saklandi.

Nutrient Agar Plaklar1 (NA)

Kullanim: Gecelik kiiltiiriin ml’sindeki bakteri sayisin1 bulma ve genotip kontrolii

(a. Kristal viyole b. UV duyarlilig1)

1000 ml
Oxoid nutrient broth no:2 25¢g
Agar 15¢
Distile su 1000 ml

Agar, broth ve distile su 2 litrelik kapta karigtirtlip 110°C’de 20 dakika steril edildi

ve petri kutularina 25 ml olacak sekilde aktarildi.

Nutrient Broth Sivi Kiiltiir Ortam (NB)

Kullanim: Bakterilerin gecelik kiiltiirde biiyiitiilmeleri

200 ml
Oxoid nutrient broth no:2 Sgr
Distile su 200 ml

Broth ve distile su karistirilip otoklavda 110°C’de 20 dakika steril edildi. Oda

sicakliginda karanlikta saklandi.

Tuz Cézeltisi (1.65 M KCI + 0.4 M MgCl,)

Kullanim: Mutajenite deneyinde S9 karigimi

Potasyum kloriir (KCl) 615¢
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Magnezyum kloriir (MgCl,.6H,0) 40,7 g
Distile su 500 ml

110°C’de 20 dakika otoklavlanarak steril edildi. Oda sicakliginda ya da +4°C’de

saklandi.

0.2 M Sodyum-Fosfat Tamponu (pH=7.,4)

Kullanim: Mutajenite deneyinde S9 karigimi

Stok A ve stok B maddelerinden 250 ml ayr1 ayr1 hazirlandi.

250 ml
Stok A: 0,2 M Sodyum dihidrojen fosfat (KH,PO,4 H,0) 6,8 g
Stok B: 0,2 M Disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO4 7H,0) 1341 ¢
Distile su 250 ml

Stok A ve Stok B’den ayr1 ayr1 250 ml hazirlanir. Daha sonra;

600 ml
Stok A 57 ml
Stok B 243 ml
Distile su son hacim 600 ml’ye tamamlandi.

Karisim pH 7,4’e ayarlandiktan sonra 110 °C’de 20 dakika otoklavda steril edildi.
Oda sicakliginda karanlikta saklandi.

0,1 M B-NADP Cozeltisi

Kullanimi: Mutajenite deneyinde S9 karigimi

10 ml
B-NADP (F.W. 765.4) 0,76 g
Steril distile su 10 ml

Sterilizasyon 0.22 um delik ¢apli filtre ile yapildi. -20°C’de saklandi.
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1 M Glikoz-6-Fosfat Cozeltisi

Kullanim: Mutajenite deneyi i¢in S9 karigimi

2,5 ml
Glikoz-6-fosfat 0,705 g
Steril distile su 2,5 ml

Sterilizasyon 0.22 um delik ¢apli filtrelerle yapildi. -20°C’de saklandi.

S9 Karisimu (rat karacigeri mikrozomal enzimleri + kofaktorler)

Kullanim: Mutajenite deneyi

50 ml
Rat karacigeri S9 fraksiyonu 2 ml
MgCl,-KCl tuz ¢ozeltisi 1 ml
1 M Glikoz-6-fosfat 250 pl
0.1 M B-NADP 2 ml
0.2 M fosfat tamponu pH=7.4 25 ml
Steril distile su 19,75 ml

Karigim, her zaman asagidan yukariya dogru taze olarak ve yeterince hazirlandi.

Icerikler daima buz icinde tutuldu.

(% 0.8/0.02 NaOH) Ampisilin Soliisyonu

Kullanim: Suslarin ampisiline direnclilik 6zelliginin kontrolii ve R-faktoér plazmidi
tagiyan suglarin master plaklari
100 ml i¢in
Ampisilin trihidrat 0,8 gr
0.02 N Sodyum hidroksit 100 ml
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Ampisilin trihidrat, 0.02 N NaOH i¢inde ¢6ziildii ve sterilizasyon i¢in 0.22 mp ¢aph
filtreden gecirilerek, +4 °C’de sakland.

0,02N NaOH Hazirlamis1

250 ml
NaOH 02¢g

Son hacim 250 m!’ye distile su ile tamamlandi.

3.2. METOD

3.2.1. Salmonella typhimirium Suslarimin Kiiltiirlerinin ve Master Plaklarinin

Hazirlanmasi

- 80°C’de saklanan bakteri suslarindan erimeden bir 6ze yardimi ile kazint1 alind1 ve
TA 98 ve TA 100’in HBA plaklarina ¢izgi ekimleri yapilip 37 °C’de 48 saat
inkiibasyona birakildi. Siirenin sonunda iyi izole olmus bir koloni se¢ilip, 2 ml NB
ortami1 i¢inde (TA 98 ve 100 i¢in 6,3 pl ampisilin ¢ozeltisi ilave edildi.) siispanse
edilerek 16 saat 37 °C’de calkalamali inkiibatorde 140 rpm’de inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra platin 6ze ile bir 6ze dolusu sivi kiiltiir alimp HBA iizerine

cizgi ekim yapilarak plaklar 37 °C’de 48 saat inkiibe edildi.

Bu plaklar +4°C’de 2 ay siire ile sakland1 ve pasajlar yapildi. Bu plaklar

buzdolabinda aliiminyum folyoya sarilarak muhafaza edildi.
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3.2.2. Bakterilerin Genotiplerinin Kontrol Edilmesi

Testin glivenirligi acisindan test suslarinin orijinal mutasyonlara sahip olup
olmadigini1 bilmek gerekir. Bu nedenle bazi testlerle bakterilerin genetik 6zellikleri

kontrol edilmistir.

3.2.2.1. Histidin gereksinimi kontrolii

Her test susu, histidin operonunun degisik bolgelerinde ¢esitli mutasyonlar
icermektedir. Bunlar, ya g¢erceve kaymasi ya da baz degisimleri mutasyonlaridir.
Bakterilerin MGA iizerine ekilmeleri sonucu his™ bakteriler 4is’lardan ayirt edilir.
Bu amacla HBA’dan gecelik kiiltiir hazirlandi. NB’de bir gece liretilen bakterilerden
sabah MGA ve HB plaklarina ¢izgi ekim yapildi. 37°C’de 48-72 saat inkiibasyondan
sonra HB plaklarinda tireme gozlenirken MGA plaklarinda iireme gozlenmedi.

Boylece kullanacagimiz bakterilerin his” mutasyonunu tasidigi anlasildu.

3.2.2.2. uvrB mutasyonu kontrolii

uvrB mutasyonu, DNA’nin kesme-onarim-tamir mekanizmasindan sorumlu uvr B
. . + + . .
genindeki delesyon sonucu olusur. Bu kisimda normalde uvr B', chl” ve bio genleri

bulunmaktadir. uvrB geni kesme-onarmada gorevli bir enzimi kodlamaktadir.

Sonugta bu enzimin yoklugunda mutant susu degisik mutajenlere kars1 daha

hassas hale gelmektedir (Yiiksel, 2005).
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Bu mutasyonun varligi UV i1sinlarina duyarlilik testi ile tespit edildi. Bu test
icin, gecelik kiiltiir hazirlandi. NB’de bir gece biiyiitiilen bakteri kiiltiiriinden 1 6ze
dolusu alinip NA plaginin tamamina paralel ekim yapildi. Plagin yaris1 (¢izgileri
kesecek sekilde) plastik bir plaka ile kapatilip 15 watt giiciinde bir UV lambast ile 33
cm yiiksekten 8 sn siire ile 1ginlandi. Isinlanmadan sonra petri kapaklari kapatilip 37
°C’de 24 saat inkiibe edildi. Bu siirecin sonunda UV’ye maruz kalan kisimda lireme
olmazken, plastik kapakla kapatilan kisimda normal bir lireme gozlendi. Bu da bize

kullanilacak bakterilerin #v¥B mutasyonu tasidigini gosterdi.

3.2.2.3. Rfa mutasyonu kontrolii

Rfa mutasyonu, hiicre yiizeyini saran lipopolisakkarit tabakasini zayiflatarak
normalde hiicre i¢ine giremeyen biiyiik molekiillerin hiicre i¢ine girmelerini saglar

(Yiiksel, 2005).

Bu test i¢in gecelik kiiltiir hazirlandi, sabah NB’de bir gece biiyiitiilen bakteri
kiiltiirinden 0,1 ml s1v1 kiiltiir alinarak, 45°C su banyosunda tutulan 2 ml top agar
lizerine ilave edilip daha sonra NA plaklarina dokiilerek plaklara 8 isareti yapilarak
dagitildi. 10 dk. donmasi beklendikten sonra plagin ortasina 0,5 cm ¢apl steril filtre
kagidr diski yerlestirilip diskin ortasina %0.1°1ik kristal viyole karisimindan 10 pl
damlatildi. Kagidin boyay1 emmesi beklendi, sonra plaklar 37 °C’de 24 saat inkiibe

edildi. inkiibasyon sonunda disk ¢evresinde 14 mm’lik iireme olmayan zon gozlendi.

Bu zonda, boya maddesi bakterilerin i¢ine kolayca girip etkiledigi bakterilerin

tiremesini engelledigi i¢in bakterilerin Rfa mutasyonunu tasidiklari anlasildi.
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3.2.2.4. R-faktor varhg kontrolii

pKM101 ampisilin direnglilik geni tasiyan, hiicrede c¢ok sayida bulunan bir
plazmiddir. Bu plazmidin hiicrede bulunusu, bu hiicrelerde normalde bulunan, hata
frekans1 yiliksek olan DNA onarim mekanizmasini aktif hale getirir. Sonug olarak,
kimyasallarin etkisiyle veya spontan olarak mutasyonlarin artmasina neden olabilir

(Yiiksel, 2005).

Test bakterilerinin icerdigi, R-faktor tasiyan pKM 101 plazmidlerinin kaybolup
kaybolmadiklari, ampisiline direngliliginin 6l¢iilmesi ile tespit edildi. Bu amagla,
biiyiitiilen NB i¢inde bakteri kiiltiirii (%0,8 Ampisilin/0.02 M NaOH) ampisilin
iceren HBA plaklarina ¢izgi ekim yapildi, 37 °C’de 24 saat inkiibasyonu sonunda,
plazmid igeren mutant bakterilerin ampisilinli ortamda biiyiidiikleri gozlendi. Yani

bakteriler R-faktor plazmidini icermektedir.

3.2.2.5. Spontan olarak geriye doniis sikli@inin kontrolii

Mutant bakteri suslarinin kendiliginden (spontan) his~ durumundan his™ durumuna
dontigsmesi, belirli sinirlar iginde miimkiindiir. Hazirlanmis olan gecelik kiiltiirlerden
16 saat sonunda 500 ul alinip 20 ml taze kiiltiir hazirlandi. 110 rpm’de ¢alkalamali
inkiibatorde inkiibe edildi ve bu kiiltiirler 5., 6. ve 7. saatlerde calisildi. Top agar
otoklavdan ciktiktan sonra igerisine 90 ml’ye 10 ml histidin/biyotin (HB) soliisyonu
ilave edildi. Daha sonra tiiplere 2’ser ml olarak dagitildi. Bu test icin, 37°C’de,
NB’da biiyiitillen bir gecelik bakteri kiiltiiriinden 0,1 ml alinip, 45°C’deki su
banyosunda tutulan top agar iizerine ilave edildi. Daha sonra test tiipli yavasca
calkalanarak MGA plaklarmma yayildi ve 37°C’de 48-72 saat inkiibe edilerek

plaklarda iireyen koloniler sayildi. Spontane olarak geriye doniis kontroliinde saatli
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calisildi. Taze kiiltiir hazirlandiktan 5., 6. ve 7. saat sonra ayn1 ¢aligma tekrar edildi.
Sayilan koloniler TA98 i¢in ortalama 32 koloni olarak, TA100 i¢in ise 121 koloni

olarak bulundu.

Tablo.1. Salmonella typhimurium’un TA98 ve TA100 suslarinin kendiliginden (spontan) Ais”
durumundan his” durumuna déniismesi durumundaki bakteri sayilari

Salmonella typhimurium
suslan S9’suz S9’lu
TA98 20-50 revertant/plak 20-50 revertant/plak
TA100 75-200 revertant/plak 75-200 revertant/plak

3.2.3. Test Maddelerinin ve Dozlarinin Hazirlanisi

BFA ve NF’den 6’sar doz hazirlandi. BFA’dan 0,1g tartildi ve 1 ml DMSO iginde
¢oziildii, NF’den de 0,01g tartild1 ve 10 ml DMSO i¢inde ¢oziildii. Bu sekilde 10°
‘lik tip elde edildi. Yani 10000 pg/plak Iik konsantrasyon hazirlanmis oldu.
Vortekslenerek bu tiipten 100 pl alindi ve 900pul DMSO igerisinde ¢dziilerek 10
konsantrasyonu hazirlanmis oldu.  Uygulanacak dozlar1 belirlemek igin test
maddelerinin 0,1 pg/plak; 1 pg/plak; 10 pg/plak; 100 ug/plak; 1000 pg/plak ve
10000 pg/plak konsantrasyonlart hazirlandi.

3.2.4. Test Maddelerinin Sitotoksik Etkilerinin Saptanmasi

Kullanilan test bilesiklerinin, test bakterileri i¢in o&ldiiriicii dozunun saptanmasi
amactyla 2 ml top agara 0,1 ml bakteri kiiltiirii ve 0,1 ml degisik konsantrasyonlarda
test bilesigi ilave edilmistir. NF ve BFA ig¢in test bilesiklerinin 0,1pug/plak; 1pg/plak;
10pg/plak; 100pg/plak; 1000pg/plak ve 10000pug/plak konsantrasyonlar: test tiipiine
eklenmistir. Tiipteki karisim 3 ayri NA plagina dokiilerek plaklar 37°C’de 24 saat
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inkiibe edildi, inkiibasyondan sonra plaklardaki ortalama koloni sayisi belirlendi ve

kontrol plaklar ile karsilagtirilarak toksik ve toksik olmayan dozlar belirlendi.

Eger plaklarda kontrol grubundan az koloni varsa toksik, kontrol grubundan
cok koloni varsa ya da esitse toksik degil denir. Calismada toksik olmayan 100
ng/plak (107%); 10 pg/plak (107); 1 pg/plak (10 ve 0,1 pug/plak (10”) doz miktarlari
kullanildi.

3.2.5. Ames Mutajenite Testinin Yapilisi

3.2.5.1. S9’suz deneyin yapilmasi

S9’suz yani metabolik aktivasyonsuz yapilan deneyde, i¢lerine 0,25 ml histidin
biyotin ¢ozeltisi ilave edilmis 2 ml’lik top agar igeren deney tiipleri 45°C’lik su
banyosunda 1sitilip iglerine 0,1 ml test maddesi ve 0,1 ml 5 saatlik taze bakteri
kiiltiiri  eklenmistir. Tiipler calkalanarak 37 °C’ye 1sitilmis MGA plaklarina
dokiilmis, plaklara hizla 8 isareti yaptirilarak top agarin plak {izerine homojen
dagilmasi saglanmistir. 15 dakika donmasi beklendikten sonra plaklar ters ¢evrilerek
37°C’lik etiivde 48-72 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda

petrilerdeki koloniler sayilmistir.

Calismada herbir doz i¢in 3 ayri plak hazirlanmis ve iki bagimsiz deney
yapilmustir.  Sonuglarin degerlendirilebilmesi igin deneylere paralel olarak spontan
kontrol, solvent kontrol (DMSO) ve pozitif (diagnostik) kontrol olarak TA 100 susu
icin 0,1 pg/ul sodyum azid (NaN3), TA 98 susu ic¢in ise 2 pg/ul 4-nitro-
ofenilendiamine (NPD) kullanilmistir.
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3.2.5.2. S9’lu deneyin yapilmasi

S9’lu yani metabolik aktivasyonlu deneyde, test bilesigi, bakteriyel test susu, S9
karisimi top agara karistirilarak MGA plaklarina dokiilmiistiir. Plaklar 37°C’de 48-72
saat inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda plaklardaki his" revertant bakteri kolonileri
sayllmistir. Bu yontemde, 0,25 ml histidin biyotin soliisyonu eklenmis 45°C’deki 2
ml’lik top agara, test susu kiiltiiriinden 0,1 ml, test edilecek kimyasaldan 0,1 ml ve
S9 karisimindan 0,5 ml eklenip diisiik hizda 3 saniye vortekslenerek oda
sicakligindaki MGA plaklarina yayilmistir. Top agarin plagin biitiin yiizeyine
donmadan yayilmasini saglamak i¢in karistirma, dokme ve yayma isleminin tiimii,
20 saniyeden az bir slirede yapilmistir. Her deneyde, her susun geri donme
ozgiilliiklerini ve S9 karigiminin etkisini dogrulamak i¢in pozitif mutajen olarak TA
100 susu i¢in 0,1 pg/ul sodyum azid, TA 98 susu i¢in 2 pg/ul 2- aminofluorene
(2AF) kullanilarak rutin olarak, pozitif mutajenik etki kontrolleri yapilmistir.
Bakteriyi, S9 karistmin1 ve kullanilan ¢oziiciiyii iceren fakat test edilen kimyasali
icermeyen negatif kontrol plaklari her sus i¢in kendiliginden geriye donen bakteri
sayisinin saptanmasinda kullanilmistir. Deney her doz i¢in 3 ayri plak uygulanarak

yapilmistir.

Sonuglarin istatistiksel analizi i¢in, SPSS 17.0 for Windows paket programinda

One- Way ANOVA Testi ile yapilmustir.
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada NF ve BFA’nin mutajenik aktivitesi S. typhimurium’un TA 98 ve TA

100 mutant suslart ile aragtirilmigtir.

4.1. NF ve BFA’nin Sitotoksik Dozlarimin Saptanmasi

Sitotoksik doz belirlenirken S. typhimurium’un TA100 susu kullanildi. Her dozdan
6’sar plak kullanilarak deney yapildi.

4.1.1. NF’nin Sitotoksik Dozunun Belirlenmesi

NF’nin sitotoksik dozu belirlenirken 0,01g NF 10 ml DMSO i¢inde ¢6ziildii. Bu oran
10000 pg/plak doz miktar: olarak belirlendi.

Tablo. 2. NF’nin Salmonella typhimurium’un TA100 susu ile denenen sitotoksik doz
deneyi sonuglari

Denenen Doz Miktarlar: Koloni Sayilan
pg/plak
Kontrol +90
(+) Kontrol Sayilamayacak kadar ¢cok
(-) Kontrol +75
0,1 pug/plak (107) + 156
1 pg/plak (107 +127
10 pg/plak (107) + 88
100 pg/plak (107) +78
1000 pg/plak (107 Ureme yok
10000 pg/plak (10°) Ureme yok
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Sonug olarak, NF’nin 10000 pg/ml, 1000 pg/ml dozlarimin toksik olduguna karar

verilmigtir.

4.1.2. BFA’ nin Sitotoksik Dozunun Belirlenmesi

BFA’nin sitotoksik dozu belirlenirken 0,1 g BFA 1000 ul DMSO i¢inde ¢oziildii. Bu
oran 10000 pg/plak doz miktar1 olarak belirlendi.

Tablo. 3. BFA nin Salmonella typhimurium™un TA100 susu ile denenen sitotoksik doz
deneyi sonuglari

Denenen Doz Miktarlari Koloni Sayilan
pg/plak
Kontrol +90
(+) Kontrol Sayilamayacak kadar ¢ok
(-) Kontrol +110
0,1 pg/plak (107) +159
1 ug/plak (107 + 145
10 pg/plak (107) + 138
100 pg/plak (107) +112
1000 pg/plak (10T Ureme yok
10000 pg/plak (100) Ureme yok

Sonug olarak BFA’nin 10000 pg/ml, 1000 pg/ml dozlarmin toksik olduguna karar

verilmigtir.

4.2. NFve BFA’nin S9’lu ve S9’suz Deneyinin Yapilmasi

S9’lu ve S9’suz deney, Salmonella typhimurium’un TA98 ve TA100 suslariyla
toksik olmayan dozlar kullanilarak ve her bir dozdan 3’er plak kullanilarak deney

yapilmistir.
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Tablo.4. Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 suslar ile denenen nonilfenol ve
bisfenol A’nin (S9 fraksiyonu varlifinda ve yoklugunda) plak inkorporasyon deneyi

sonuglart
Revertant Sayisi
Denenen Aritmetik Ortalama + Standart Sapma
Test Maddesi Doz TA98 TA100
(ng/plak) S9’suz S9’lu S9’suz S9’lu
Kontrol 22.0+£2.6 31.00+2.6 78.00+3.6 108.66+4.9
DMSO 19.66+3.5 25.33+0.5 89.00+15.8 106.66+3.5
Sodyum azid 1174.00+£109.6%* 1144.66+22.5*
2-aminofluorene 1426.66+178.8*
4-nitro 1359.00+35.9*
ofenilendiamine
0.1 (10'5) 27.66+4.1 24.334+10.0 100.66+25.0 93.00+6.0
1 (10'4) 30.00+4.0 29.66+4.0 79.00+8.7 109.3+8.3
Nonilfenol 10 (107) 30.3342.5 313323 80.66+5.0 104.0£12.2
100 (10'2) 26.00+1.0 31.00+7.2 58.00+13.2 77.66+2.0
0.1 (10'5) 43.33+£2.0 51.33+2.3 75.66+15.1 96.66+5.5
1 (10'4) 48.6+3.2 54.33+1.5 81.00+7.2 105.6+17.0
Bisfenol A 10 (107 41.00£5.2 54.00£14.7 70.66=13.0 112.3£255
100 (107) 29.00£5.2 32.66%5.5 61.00+13.7 60.00+13.2

* Kontrole gore revertant sayisi p< 0.05 diizeyinde anlamli (One-Way ANOVA Testi)

NF ve BFA’nin Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 susunda S9’lu ve S9’suz
ortamda revertant koloni sayilarindaki degisimler One-Way ANOVA testi ile
incelenmistir. Kullanilan test maddeleri ve farkli dozlar revertant sayisini degisik
sekillerde etkilemigtir. TA 98 i¢in ortalama revertant koloni sayist S9 fraksiyonu
varliginda 31.00+2.6, yoklugunda ise 22.0+2.6 bulunmustur. TA 100 icin ise
ortalama revertant koloni sayilar1 S9 fraksiyonu varliginda 108.66+4.9 iken S9
fraksiyonu yoklugunda 78.00+3.6 olarak bulunmustur.

Test maddeleri DMSO’da ¢oziilmiis ve bu ¢oziiciiniin etkisi de TA 98 i¢in S9

fraksiyonu varhiginda 25.33£0.5 ve S9’suz 19.66+3.5 koloni sayist olarak
bulunmustur. TA 100 susnda ise bu deger S9 fraksiyonu varliginda 106.66+3.5

olarak, S9 yoklugunda ise 89.00+15.8 olarak bulunmustur.
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Her iki deneyde de test suslarinin geriye doniis sikligini ve S9 karigiminin
etkisini dogrulamak i¢in mutajenik etkileri bilinen pozitif kimyasal maddeler
kullanilarak pozitif mutajenik etki kontrolleri yapilmistir. TA 98 susu i¢in S9
fraksiyonu varliginda 2-aminofluorene ve S9 fraksiyonu yoklugunda 4- nitro-o-
fenilendiamine kullanildiginda revertant koloni sayisi artmig ve bu artislar
istatistiksel agidan kontrol grubuna goére anlamli olarak saptanmistir. Sekillerde
goriildiigli gibi kontrol grubunun sonuclarinda herhangi bir hata meydana

gelmemistir.

Sekil.3. Salmonella typhimurium TA 100 susunun pozitif kontrol S9’lu ve S9’suz deneyi
sonuglari

Sekil.4. Salmonella typhimurium TA 98 susunun pozitif kontrol S9’Iu ve S9’suz deney
sonuglari



47

Sekil.5. Salmonella typhimurium TA 98 susunun DMSO kontroliiniin S9’lu ve S9’suz deney
sonuglari

Sekil.6. Salmonella typhimurium TA 100 susunun DMSO kontroliiniin S9’Iu ve S9’suz
deney sonuglari

Sekil.7. Salmonella typhimurium TA 98 susunun kontrol S9’lu ve S9’suz deney sonuglari
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Sekil.8. Salmonella typhimurium TA 100 susunun kontrol S9’lu ve S9’suz deney sonuglari
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5. TARTISMA VE SONUC

Cevresel mutajenlerin, ozellikle gelismis toplumlarda pek ¢ok olumsuz etkiler
meydana getirdigi pek cok bilimsel makalede rapor edilmektedir (Ref). Canli
organizmlarin bu etkilere yasam siireleri boyunca maruz kaldiklar1 ve bdoylelikle
genetik bozulmayr ve pek c¢ok kanseri tiirliniin ortaya ¢ikmasini tetikledigine
inanilmaktadir. Mutajenlerin kotii etkilerinden korunmak igin 6nerilen ¢dziim yollar
ise ¢evresel mutajenlerin tanimlanmasi ve canli organizmalarin bu ajanlara maruz
kalmalarinin en aza indirgenmesidir. Bu amaci gergeklestirmek icin ise hizli ve
dogru in vitro testlerin yapilmasi gerekmektedir. Mutajenlerin taninlanmasi ve
etkilerinin belirlenmesi i¢in en yaygin kullanilan yontem de Ames test yontemidir

(McCann and Ames, 1976)

Bu yontemde Salmonella typhimurium’un ¢esitli suslart kullanilir. Bu standart
test suslar1 histidin oksotrofudur. Ancak her test susu belirli bir frekansla geriye
donerek histidinsiz ortamda {ireyebilen koloniler verir. Bu kolonilere “spontan
revertant” adi verilir. Bir kimyasalin bu test sisteminde mutajen olarak kabul
edilmesi i¢cin TA98 ve TA100 ile verdigi revertant koloni sayisinin, o susa 0zgi
spontan revertant sayinin en az iki kat1 olmasi gerekmektedir (Linstromber, W.W.,

1983).

Cesitli maddeler iizerinde Ames testi ile yapilan ¢alismalar vardir. Ornegin; NF
ve OF’nin toksisite ve Ostrojenik etkisine ait ¢ok sayida veri bulunmasina ragmen, bu
kimyasallarin mutajenik etkisi ile ilgili literatiir az sayidadir. Mutajenik etkinin
belirlenmesi amaci ile NF 0.937- 4.685 pg/L araligin da 6 farkli konsantrasyonda,
OF ise 10- 160 pg/L araliginda 5 farkli konsantrasyonda test sistemi olarak secgilen
Salmonella  thyphimirium TA98 ve TA 100 suslar1 iizerinde (metabolik
aktivasyonsuz) test edilmistir. Sonuglar revertant koloni sayilarina gore
degerlendirildiginde, tiim NF konsantrasyonlarinin toksik oldugu buna ragmen
mutajenik etkisinin olmadigi gozlenmistir (Boyacioglu. M., 2007) Bizim

calismamizda NF’nin S9’lu yani metabolik aktivasyonlu deneyi de yapilmigtir.
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BF, NF ve OF ile yapilan diger bir ¢alismada bu maddelerin, lireme sistemi
disindaki bir organ olan karaciger iizerindeki etkisi ve bu maddelerle birlikte
uygulanan C vitamininin olas1 antioksidan etkisi arastirilmistir. Calismada 42 adet
erkek Wistar albino sicandan 7 grup olusturulmustur (n=8). Uygulamalar oral yolla
giin asir1 (haftada li¢ defa) olmak tizere 45 gilin boyunca yapilmistir. Kontrol (K)
grubuna sadece zeytinyagi, BF, NF ve OF gruplarina, 25 mg/kg/giin dozunda
zeytinyag1 i¢inde ¢oziilmiis sirasiyla BF, NF ve OF uygulamas: yapilmistir. BF+C,
NF+C, OF+C gruplarina ayn1 dozda sirasiyla BF, NF ve OF uygulamasindan hemen
once 60 mg/kg/giin dozunda C vitamini uygulamasi yapilmistir. BF, NF ve OF
gruplarina ait siganlarin serum AST, ALT ve LDH miktarlarinda ve doku MDA
konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gére P< 0,05 seviyesinde artis saptanirken,
BF+C, NF+C, OF+C gruplarinda bu parametrelere ait degerler sirasiyla BF, NF ve
OF gruplarindan daha yuksek bulunmustur. Uygulama gruplarinin doku GSH
konsantrasyonlar1 kontrol grubuna oranla P< 0,05 seviyesinde anlamli o&lgiide
azalmistir. BF+C, NF+C, OF+C gruplarinda bu degerler sirasiyla BF, NF ve OF
gruplarindan daha diisiiktiir. BF, NF ve OF gruplarmna ait karaciger preparatlarinda
konjesyon ve mononiiklear hiicre infiltrasyonlar1 gézlenirken BF+C, NF+C, OF+C
gruplarinda histopatolojik bulgularin daha siddetli ve yaygin oldugu belirlenmistir.
Sonug olarak BF, NF ve OF sigan karacigerinde oksidatif strese bagli olarak hasar
yaratmis, antioksidan olarak etki gostermesi beklenen vitamin C ise prooksidan etki
gostererek endokrin bozucu bu kimyasallarin yarattigi karaciger hasarini artirmistir

(KORKMAZ. A., ve ark., 2009).

Cesitli yiyecek ve igecek kaplarinda, plastikler ve epoksi recinelerde kullanilan
BFA, yetiskin kadinlarin yumurtalik folikiiler sivisindan rastgele alinan idrar
orneklerinin % 95'inde tespit edilmistir. Bazi c¢aligmalar gostermistir ki, antral
folikiiller iizerindeki BFA’nin etkisi, eseysel steroid hormonlarinin temel iireticileri
olan folikiiller ovulasyon yapabilir. Bu nedenle, bu calismanin hipotezine gore
dogum sonrasi testlere gore, BFA’ya maruz kalanlarda antral folikiil gelisimi ve
steroidogenezi engeller. Sonug olarak; BFA’nin (440mm) folikiil biiyiimesine engel

oldugu ve bu pregnenolone cotreatment biiylimenin devaminin olmadig
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gozlenmistir. Ayrica, BFA 44 ve 440mm, dehidroepiandrosteron progesteron, estron,

testosteron ve androstenedion ve estradiol tiretimini de engeller (Peretz. J.,ark. 2011)

Diger bir calismada, sise sularinda endokrin bozucu bilesiklerin(EDCs)
olusumunu arastirmistir. Incelenen bilesikler BFA, NF, octylphenol dimetil fitalat
(DMP), dietil phthalate (DEP), di-n-butil fitalat (DKB), biitil benzil ftalat (BBP) , di
(2-ethylhexyl) phthalate (DEHP) ve di (n-oktil) (DNOP) phthalate gibi
kimyasallardir. K6tii depolama kosullarinda sise sularindaki EDC’lerin varligi 15 ve
30 giin arast dis ortamda kaldiktan sonra incelenmistir.  EDC’ler sivi-sivi
ekstraksiyonu sonrast ve Gaz Kromatografi-Kiitle Spektrometresi kullanimiyla
belirlenmistir. Bu bilesiklerin ¢ogu yerel piyasadan satin alinan farkli markalarin sise
sularinda tespit edildi. Acgik hava kosullarindaki depolanma sartlarinda
incelendiginde bilesiklerin konsantrasyonlar1 iizerinde 6nemli bir etkisi yoktur.
Sadece BFA polikarbonat kaplarda yiiksek konsantrasyonlarda artis gozlendi. Igme
suyunun EDC”’ 1i tiiketiminin tahmini miktar1 ¢ok diisiiktiir (Amiridou. D., 2011)

10 yil1 agkin bir zamandan beri, BFA’nin riskli miktarlar1 uluslararasi diizeyde
tartistlmaktadir. 2008 yilinda ABD Ulusal Toksikoloji Programi (NTP)’nda toksisite
gelisimi lizerinde BFA’ya maruz kalma seviyesi lizerindeki etkileri agiklandi. Bu
baglamda, Fransiz Gida Giivenligi Ajansi (AFSSA) 5 mg/kg/giin (¢esitli diizenleyici
kurumlar tarafindan belirlenen higbir etki diizeyi) altindaki dozlarin toksisitesi
acisindan gézden gecirilmesi karar1 alinmistir. Bu yazida AFSSA tarafindan yiirtiilen
degerlendirmeler 6zetlenmektedir. Bu calismalar 3 grup olarak siniflandirildi: (i)
toksisite bulunmadi, (ii) kaygiyla ilisigi olmayan sonuglar (iii) uyari sinyalleri veren
rapor sonuglart. Uyari sinyalinin anlami, resmi olmayan sonuglar degerlere dayali
saglik olusumunun kurulumuyla iligkisi ¢izilebilir. Fakat diisiik dozlardaki BFA ile
toksisite ile ilgili baz1 sorular akla gelmektedir. Bu calismalarda, uyar1 sinyallerinin
insan sagligl i¢in 6dnemini anlamak i¢cin BFA diislik dozlarda ve daha genel olarak
endokrin bozucular ile ilgili risklerin degerlendirilmesi i¢in yeni ydntemler

gelistirilmesinin gerekli oldugu sonucuna varildi (Arnich. N., ve ark., 2010)
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NF ile yapilan ¢aligmamizin S9’lu deneyi sonucunda, Salmonella typhimurium
TA 98 ve TA100 suslari ile yapilan ¢alismada uygulanan tiim dozlarin S9 varliginda
elde edilen ortalama revertant koloni sayilarinin S9 yoklugundaki revertant koloni
sayilarina gore daha yliksek oldugu gozlemlenmistir. Buna dayanarak test ettigimiz
NF ve BFA’nin da canli viicuduna girdiginde metabolik reaksiyonlar sonucu olusan

metabolitlerinin DNA ile etkilesimini bir miktar artirdig1 diisiintilebilir.

Calismamizin amaci, NF ve BFA’nin Ames/Salmonella/Mikrozom Testi
kullanilarak mutajenik potansiyellerini aragtirmaktir. Mevcut ¢calismamizda oncelikle
toksik olmayan dozlar belirlendi ve hem S9’suz hem S9’lu deneyler ayr1 ayr1 3’er

plak halinde yapildi.

Her iki madde i¢inde denenen dozlar, 10000 pg/plak; 1000 pg/plak; 100
ng/plak, 10 pg/plak; 1 pg/plak; 0,1 pg/plak olarak belirlendi. Bu dozlar arasinda
10000 pg/plak ve 1000 pg/plak dozlari toksik olarak bulundu. Daha sonra toksik
olmayan dozlarla Salmonella typhimurium’un TA98 ve TA100 suslariyla S9’lu ve
S9’suz deneyleri her iki madde i¢inde ¢aligildi.

Yapilan calismalarin sonucunda BFA’nin ve NF’nin mutajenik olmadigi
belirlenmistir. Yani BFA ve NF ile On inkiibasyona birakilan Salmonella
typhimurium TA98 ve TA100 suslar1 ile gerceklestirilen caligmada metabolik
aktivasyonlu (S9’Iu) ve metabolik aktivasyonsuz (S9’suz) test edilen biitlin dozlarda

revertantlarin sayisinda artis olmadigi bulunmustur.
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