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Bu calismada, bitki gelisim diizenleyicileri olarak kullamilan; 2.4-
Diklorofenoksiasetik  asit (2,4-D), 4-Klorofenoksiasetik asit (4-CPA) ve
Betanaftoksiasetik asit (BNOA), mutajenik aktiviteleri yoniinden Salmonella /
mikrozom test sisteminde incelenmistir. Calismada kullanilan Salmonella
typhimurium TA 98 ve TA 100 suslarinin standart mutasyonlar1 kontrol edilmistir.
Suglarin zamana baglh absorbans ve iireme durumlari belirlenmistir. Kullanilan 2,4-
D, 4-CPA ve BNOA’nin toksik olmayan dozlar1 hesaplanmistir. Denemeler
Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 suslarinda, hem metabolik aktivasyonlu
(S89) hem de metabolik aktivasyonsuz sartlarda yapilmistir. Toksik olmayan dozlarla
yapilan denemelerde belirlenen revertant sayilari; kontrol plaklarindaki revertantlarla
karsilastirlmistir. Metabolik aktivasyon varliginda ve yoklugunda revertant
sayilarinda 6nemli bir artis gézlenmemistir. Elde edilen bulgulara dayanilarak 2,4-D,
4-CPA ve BNOA’nmin Salmonella / mikrozom test sisteminde mutajen veya

promutajen olmadiklar1 sonucuna varilmistir.
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In this study, 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), 4-
Chlorophenoxyacetic acid (4-CPA) and Beta naphthoxyacetic acid (BNOA) used as
plant growth regulators were investigated for their mutagenic activity in Salmonella /
microsome test system. Standard mutations of Salmonella typhimurium TA 98 and
TA 100 strains used in this study were controlled. The reproduction state and
absorption of strains depend on time were determined. Nontoxic doses of 2,4-D, 4-
CPA and BNOA used in the assays were estimated. Assays were carried out on the
Salmonella typhimurium TA 98 and TA 100 strains in the conditions both with and
without metabolic activation (S9). Numbers of revertant determined in the assays
performed with nontoxic doses compared to those of control plates. A significant
increasing in numbers of revertant were not observed in the presence or absence of

metabolic activation (S9). Based on the results, it was concluded that 2,4-D, 4-CPA



and BNOA were not mutagen or promutagen in the Salmonella / microsome test

system.

Key Words: Mutagenicity, Salmonella typhimurium, Plant growth regulators,

Salmonella / microsome test.
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1. GIRiS

Cagdas teknoloji insanlara sundugu kolayliklarin yani sira, biiyiik bir sorun
olan cevre kirliligini de beraberinde getirmekte ve bu durum canli organizmalarin
timiinii olumsuz yonde etkilemektedir. Dogadaki canlilar; giinlilk yasamlarinda
dogal ya da sentetik kimyasal maddelerle etkilesim igerisindedirler.

Canl1 yapisina herhangi bir yolla giren yabanci ajanlara“ksenobiyotik’
(Yunanca: xenos = yabanci) denir. Saglik acisindan 6nemli ksenobiyotik siniflarina;
ilaglar, kimyasal karsinojenler, poliklorlu bifeniller ve insektisitler ornek
verilebilirler. Cevreye kontrolsiiz olarak dagilan ksenobiyotiklerin canli yapisina
girmesi sonucunda; kalittmsal dogum bozukluklari, kalp hastaliklari, yaslanma,
katarakt ve gelisimsel dogum bozukluklari gibi sorunlara neden olmakta, ayrica bu
ajanlarin cesitli kanser tiirlerinin temel nedeni olduklarina iliskin hipotezler, giin
gectikge daha fazla kabul gormektedirler ( Murray ve ark. 1996).

Kimyasal mutajenler, DNA molekiiliinde neden olduklar1 degisimlere gore ii¢
tipe ayrilirlar. Birinci grupta yer alanlar, tahrip edici mutajenlerdir ve bunlara drnek
olarak hidrojen peroksit (H,O,) ile nitroz asidi verilebilir. Nitroz asit; bakteri ve
mantarlarda mutajeniktir. Insanlarda ise mutajenik potansiyeli yoktur. insan icin
tehlikesi nitrat tuzlar ile mide asiditesinde olusan nitr6z asidin, sekonder ve tersiyer
aminlerle kuvvetli nitroz aminleri olusturmasi ile ilgilidir. Ikinci grupta yer alan
mutajenler, baglanma seklinde etki gosterenlerdir ve bunlara alkillendirici etkenler
ornek verilebilir. Alkil gruplarint DNA molekiiliine eklerler yani alkillendirirler.
Histolojide niikleik asitlerin boyanmasinda kullanilan akridin boyalari DNA
molekiillerine eklenerek mutasyona neden olurlar. Akridinler, DNA {izerinde
baglanarak kompleks olustururlar. Bu durumda iki baz arasindaki mesafe
acilmaktadir. DNA replikasyonunda bu acilmis yerin karsisina, yeni sentez edilen
DNA ipliginden yeni bir baz yerlesir. Boylece mutasyon olusur. Ugiincii grupta ise
yerini alma seklinde etki gosteren mutajenler bulunur. DNA yapisinda degismeye
neden olan bu kimyasal mutajenlere niikleik asit baz analoglar1 ornek verilebilir

(Vural 1984).



Kimyasal maddelerin olas1 mutajenik aktivitelerini arastiran ilk caligmalar II.
Diinya Savasindan hemen sonra bir grup kimyasal iizerinde yapilmis ve ilk olarak
mustard gazinin etkili bir mutajen oldugu tespit edilmistir. Ardindan diinyanin hemen
her yerinde yapilan deneylerle, diger baz1 kimyasallara dikkat ¢ekilmistir. Yapilan
bir arastirmada, yiyecekleri renklendirme, koruma ve diger amaglarla kullanilan 2500
kadar katki maddesi oldugu tespit edilmistir. Yiyeceklere bulasarak viicuda giren
pestisitler ve ¢esitli amaclarla kullanilan ilaglar tizerinde durulmus ve bu sayede pek
cok mutajenite test sistemi gelistirilmistir (Pai 1985).

Kimyasal maddelerin karsinojenik risklerini ortaya ¢ikarmak icin en akilct
yaklagim, deney hayvanlarinda tiimor indiiksiyonudur. Bu testlerde, kimyasal
maddelerin uygulanmasiyla, deney sonuglarinin alinmasi arasinda gecgen siirenin
oldukca uzun olmasindan dolayi, bunlara “uzun zamanh testler” adi verilmistir. Uzun
zamanl test sistemlerinin kullanilmasi istenen bir durum olmakla birlikte, deney
hayvanlarina kimyasal madde verildikten sonra, bu hayvanlarda tiimér olugmasi
olduk¢a uzun zaman almakta ve bu testlerin maliyetleri yiiksek olmaktadir (IARC
Lyan 1980). Bu nedenle, kimyasallarin mutajenik etkilerini belirlemeye yonelik, kisa
siirede sonug¢ verebilen ve diisiikk maliyetli bircok kisa zamanli mutajenite test
sistemleri gelistirilmigtir. Zaman acisindan en pratik ve hizli cevap veren test
sistemleri genellikle bakteriyel testlerdir. Bu testlerin tercih edilme nedeni ;
bakterilerin kolayca saglanabilen vasatlarda hizli iiremeleri, tiretim maliyetlerinin
diisiik olmas1 ve uygulama kolayliklart sunmasidir (Hofnung ve Quillardet 1986).

Karsinojenlerin arastirllmasinda mutajenitenin temel teskil etmesinin iki
onemli nedeni vardir:

1- Genetik kodun ve genetik sistemin evrensel olusu,
2- Karsinojenite ile mutajenite arasindaki korelasyonun yiiksek olusu (de Serres
1976, Ramel ve Rannug 1980).

Kimyasal maddelerin biyolojik aktivitelerine bagli olarak meydana gelen
mutasyon, kanser ile dogrudan ilgilidir. Genellikle dogrudan veya metabolize
edildikten sonra karsinojenik etki gosteren tiim maddelerin, ayn1 zamanda mutajenik
etki gosterecekleri kabul edilmektedir. Tiim mutajenik maddelerin karsinojenik etki
gostermeleri beklentisi ise bazen gerceklesmemektedir. Bakteriyel test sistemlerinde

mutajen oldugu saptanan bir¢ok bilesigin ayn1 zamanda karsinojen olup olmadigi



300 kimyasal madde kullanilarak, Salmonella / mikrozom test sistemi ile arastirilmas;
175 karsinojen maddenin 157 tanesinin mutajenik etkili, karsinojenik etki
gostermeyen 108 maddenin 94 tanesinin mutajenik etkili olmadig1r saptanmistir.
Goriildiigii gibi karsinojen etki gosteren bilesiklerin % 90’1 mutajenik, karsinojen
olmayan bilesiklerin % 87’sinin de mutajenik etki gostermedigi bulunmustur (Mc
Cann ve Ames 1976).

Bakteriyel test sistemlerinin kullamim amaclarindan bazilarm  soyle

siralayabiliriz;
e (Cesitli kimyasallarin potansiyel karsinojenitelerinin incelenmesinde,
e Kompleks karisimlardan, biyolojik olarak etkin bilesiklerin belirlenmesinde,
e Prokarsinojenlerin onciil ya da son metabolitlerinin saptanmasinda,
e Viicut sivilarimin ve atiklarinin test edilmesiyle, insanlarin mutajen ve
karsinojenlere maruz kalma diizeylerinin izlenmesinde,
¢ Kimyasallarin mutajenik etki mekanizmalari iizerine yapilan caligmalarda,
e Konakg¢ilar iizerinde yapilan deneylerde,
e Karsinojen ve mutajenlerin neden oldugu 6zgiil DNA hasarlarinin tiplerini

saptamada bakteriyel test sistemleri kullanilmaktadir (Oksiizoglu 2000).

Kisa zamanli bakteriyel test sistemleri, karmasik kimyasal oOrneklerdeki
mutajenik bilesiklerin ve metabolik aktivasyon sonucu ortaya c¢ikan reaktif
bilesenlerin saptanmasinda analitik araclar haline gelmislerdir (Hedenstedt ve ark.
1977). Bununla birlikte, kisa zamanli test sistemlerinin hicbiri tek basina
karsinojenleri mutajen olarak tanmimlamada yeterli degildir. Ciinkii bu testlerin her
biri yalmizca birkag mutajeni tamimlayabilir. Bu nedenle o6zellikle birkag test
sisteminin bir arada kullanildigi “bateri” test sistemleri, karsinojenlerin
saptanmasinda oldukca yliksek oranda secici olmaktadir (Pandita 1988, Mc Daniels
ve ark. 1990).

Salmonella mikrozom test sistemi, gen mutasyonlarinin olusumunda onciiliik
edebilecek genetik hasarlarin, meydana gelisine sebep olabilecek maddelerin tespit
edilmesinde genis Olciide kabul goren kisa zamanl bakteriyel test sistemidir. Dr. B.
Ames tarafindan gelistirilmis bir sistem olup kimyasal maddelerin mutajenik
etkilerini arastirmak amaciyla standardize edilmis ve giiniimiizde en fazla kabul

goren bir yontemdir (Maron ve Ames 1983, Mortelmans ve Zeiger 2000). Bu testte,



onceden meydana gelmis ve bakteri gelisimi i¢in gerekli olan histidin amino asidinin
sentezine engel teskil eden mutasyonlar iceren Salmonella suslar kullanilir. Boylece
histidin yoklugunda mutant suslar biiyiiyemez ve koloni olusturamazlar. Onceden
mutasyon ge¢irmis gen bolgelerinde meydana gelebilecek yeni mutasyonlar, gene
histidin sentezleme fonksiyonunu yeniden kazandirabilir ve hiicre gelisimine izin
verir. Test edilen kimyasal maddenin Salmonella typhimurium His (-) (histidin
okzotrofu) mutantlarimi His (+) (prototrof; yabani tip) haline cevirme giicii
Olciilmektedir. Bu nedenle, Salmonella/mikrozom testi geri doniisiim c¢aligmalarinda
iyi bir bagvuru yontemidir.

Sera kosullarinda domates, patlican, biber ve kabak gibi bir¢ok bitkisel
tiretimde hormon kullanilmaktadir. Hormonlarin bilingsiz ve gelisi giizel kullanim
ile ilgili kuskular giin gectik¢ce artmaktadir. Bu calismadaki amag; zirai calismalarda
(6zellikle seracilik) genis bir kullanim alanina sahip olan bazi bitki biiyiime ve
gelisim diizenleyicilerin saf formlarinin kisa zamanl bakteriyel test sistemlerinden

olan Salmonella / mikrozom test sistemlerinde, mutajenik etkilerini arastirmaktir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Ames testi, 1970’lerin baslarinda Bruce Ames tarafindan gelistirilen ve daha
sonra yaygin olarak kullanim alani bulmus olan kisa zamanli, bir geri mutasyon
testidir (Maron ve Ames 1983). Salmonella / mikrozom testi bakteriyel test sistemleri
icinde detaylar en iyi bilinen ve karakterize edilen, gecerliligi uygulama kolaylig1 ve
duyarliligr nedeniyle en fazla kabul gorerek tercih edilen ve giinlimiizde siklikla
kullanilan bir yontemdir (Gatehouse ve ark. 1998). Bu testte, histidin operonunda
bulunan ¢esitli genlerdeki farkli mutasyonlar iceren Salmonella suslar1 kullanilir. Bu
suslarda meydana getirilen ilave mutasyonlar, cok cesitli maddelere kars1 bakteriyi
daha duyarli hale getirir. Bu suslar Salmonella typhimurium LT2 atasal susundan

invitro mutasyonlarla elde edilmislerdir. (Mortelmans ve Zeiger 2000).

Histidin mutasyonu

Her test susu, histidin operonunun degisik bolgelerinde ¢esitli mutasyonlar
icermektedir. Bunlar ya DNA’daki tek bir bazin degismesi ile ortaya c¢ikan baz
degisimleri ya da bir bazin eklenmesi ya da ¢ikarilmasi ile kendini gosteren cerceve
kaymasi mutasyonlaridir. Test edilen bilesigin neden oldugu mutasyonun esas
mekanizmasi, molekiiler diizeyde bu suslarla gosterilebilir (Ames ve ark. 1973b).

S. typhimurium his (-) (histidin gereksinimi olan) mutantlarinin DNA baz
dizilimi analizleri yapilarak mutasyonlarin yerleri ve karakterleri saptanmistir
(Maron ve Ames 1983).

S. typhimurium TA 100 ve S. typhimurium TA 1535 suslarinda bulunan His

G46 mutasyonu, histidin biyosentezindeki ilk enzimi kodlayan his G geni

- GAG -~
tizerindedir. Bu mutasyon, his G geninde, 16sin amino asidinin kodonu olan
- CTC -
. . . . . . - GGG - ) . .
yerine prolin amino asidinin kodonu olan nin gelmesine neden olur. S.
-ccc-

typhimurium TA 1535 ve S. typhimurium TA 100 susu, baz cifti degismesine neden
olan mutajenler tarafindan geri dondiiriiliir (Ames 1972, Maron ve Ames 1983).
His D 3052 mutasyonu, S. typhimurium TA 1538 ve S. typhimurium TA 98

test suslarinda bulunur ve histidinolii histidine ¢eviren histidin biyosentezindeki son



enzim olan histidinol dehidrogenazi kodlayan his D geni iizerindedir. His D 3052
mutasyonu c¢erceve kaymasi tipinde bir mutasyon olup, tek bir niikleotidin eksikligi

(cerceve kaymasi) sonucu olusmustur. His D 3052 mutasyonu, His D geni iginde,

_GCGCGCGC_ . eqe . . . . . . . .
dizilimi olan, 8 kere tekrarlanan GC dizisine sahiptir ve bu dizi -1
— CGCGCGCG —

cerceve kaymasi mutasyon bolgesinin yanindadir (Isono ve Yourna 1974). Cerceve
kaymasina neden olan mutajenler, DNA’nin tekrarlanan diziler ya da sicak noktalar
denilen bolgelerinde goriilen kodon kaymalarimi geri dondiirerek bu kodonlarin
yeniden dogru okunmalarini saglarlar (Ames ve ark. 1972). S. typhimurium TA 1538
ve TA 98 suslari, cerceve kaymasi tipi mutasyonlara neden olan mutajen maddeler
ile tekrar his (+) hale geri dondiiriilmektedir (Maron ve Ames, 1983). Genel
mutajenite testleri i¢in, birincil test suslari da denilen S. typhimurium TA 97, TA 98,
TA 100 ve TA 102 suslant kullanilmaktadir. S. typhimurium TA 1535 ve TA 1538
suglar1 arastiricinin istegine bagh olarak S. typhimurium TA 100 ve TA 98 suslarina
yardimci olmak icin kullamlabilmektedir. S. typhimurium TA 1535, S. typhimurium
TA 100 susundan oldukca az kendiliginden mutasyon sikligina sahiptir. S.
typhimurium TA 1538, 4-nitro-o-fenilendiamin gibi ¢erceve kaymasina neden olan
bazi aromatik mutajenlerin ortaya cikarilmasinda uygun olmakla birlikte bu sus, S.
typhimurium TA 98’e ¢ok benzediginden genel taramalarda bunun yerine S.
typhimurium TA 98 susu kullanilmaktadir (Maron ve Ames 1983).

Baslangicta gelistirilen his (-) mutantlarinin cesitli kimyasallara karsi
duyarliligmm artirmak iizere, bu suslara asagida belirtilen bazi mutasyonlar

eklenmistir.

rfa mutasyonu

Bu mutasyon, bakteri hiicre duvarinin lipopolisakkarit tabakasini kodlayan
genlerde meydana gelir. Hiicre duvarinin lipopolisakkarit bariyerinin kismen yok
olmasini saglayan rfa mutasyonu sonucu, normalde hiicre duvarindan gecemeyen

biiylik molekiillerin hiicre i¢ine girisi kolaylagmistir.

uvrB mutasyonu
DNA onarim sisteminde kesip ¢ikarma (=excision repair) gorevini iistlenen

enzimi kodlayan uvrB genindeki delesyon sonucu olugmustur. uvrB mutasyonu,



bircok mutajenin ortaya cikarilmasinda duyarliliin artmasina neden olur. Ancak,
teknik nedenlerden dolayr uvrB geninin kesilerek uzaklastirilmasi sirasinda bu
delesyon biyotin (bio) genine kadar uzanmaktadir. Biyotin geni ise vitamin H denilen
biyotinin sentezinden sorumludur (Maron ve Ames 1983). Bu nedenle, bakteriler

tireyebilmeleri i¢in histidinin yaninda biyotine de gereksinim duyarlar.

R faktorii

Mutajenlerin daha iyi tayin edilebilmeleri amaciyla S. typhimurium TA 1538
ve TA 1535 suslarina, ampisiline direncglilik geni tasiyan pkM 101 R faktorii
plazmidinin eklenmesiyle S. typhimurium TA 98 ve TA 100 suslar1 elde edilmistir
(Ames ve ark. 1973a). Plazmid igeren suslarin, mutajenik oldugu gosterilmis ajanlara
kars1 cevaplari, plazmid icermeyen suslara gore oldukca yiikselmistir. Plazmid iceren
yeni suslar,orijinal suslarla zayif ya da mutajen olmayan ajanlara kars1 net bir pozitif
cevap vermiglerdir. pkm 101 plazmidi, bu suslarin daha duyarli olmasindan sorumlu
olan hata oram yiiksek (error-prone repair) onarim sistemi ile baglantili gen
tiriinlerini icermektedir. Daha sonraki yillarda, mutajenik 6zgiilligii S.typhimurium
TA 1537 ile ayn1 olan, ancak pkM 101 plazmidi tasidigi i¢in cerceve kaymasi
mutajenlerine karsi ondan daha duyarli olan S. typhimurium TA 97 susu
gelistirilmistir. Oksidatif mutajenleri saptamak amaciyla da, yeni bir sus olan S.
typhimurium TA 102 susu gelistirilerek kullanima girmistir (Levin ve ark. 1982 ).
Bu susta bir his G428 mutasyonu ve bir tetrasiklin direnclilik geni tasiyan pAQ1
plazmidi bulunmaktadir.

Salmonella / mikrozom test sistemine daha sonra rat karacigeri 9000xg
supernatanini  ve kofaktorleri igeren metabolik aktivasyon sistemi eklenerek
memelilerdeki biyotransformasyon olaylarimin benzeri saglanmaya calisilmistir
(Ames ve ark. 1973b, Mortelmans ve Zeiger 2000). Daha onceki caligsmalarda
mutajenik aktivite gostermeyen bir¢ok prokarsinojenin, test sisteminin metabolik
aktivasyonu igeren yeni uygulamasi ile pozitif sonug verdigi rapor edilmistir.

Rat karacigeri endoplazmik retikulumu (mikrozomal fraksiyonu) 9000xg
supernataninda mevcut olan enzimler asagida verilmistir.

e Sitokrom P-450- bagimli monooksigenazlar

e Sitokrom P-450- bagimsiz oksidazlar



e Epoksit hidraz

® Glukuronil transferazlar
® Azo ve nitro-rediiktazlar
® Amidazlar

e [Esterazlar

Canlt yapisinda kimyasal maddelerle ylizylize gelme ile mutasyon
indiiksiyonuna kadar gecen olaylar ¢esitli basamaklar icermektedir.

Bu basamaklar su sekilde siralanabilir:

Kimyasal madde ile karsilagsma: Biitiin organizmalarda, hiicreleri ve genetik
materyali, maruz kalman yabanci maddelere karsi koruyan mekanizmalar vardir.
Kimyasal maddelerin organizma tarafindan alinan miktar1t % 0-100 arasinda degisir.
In vivo deneylerde, verilen miktarin ne kadarinin hedef organa ulastig1 genelde ¢ok
az bilinmektedir.

Kimyasal maddenin organizmada biyotransformasyonu: =~ Mutasyon
indiiksiyonu olaylarinda ikinci evre, kimyasal maddelerin biyotransformasyonu ve
memelilerde goriilen metabolik degisimlerdir. Viicuda alinan kimyasal maddeler,
esas olarak karacigerde yerlesmis olan bazi enzim sistemleriyle metabolize edilirler.
Bu metabolizma ile ilgili enzim sistemleri, Faz I ve Faz Il olmak iizere iki gruba
ayrilir. Faz 1 enzim sistemlerinin en 6nemlilerinden biri, sitokrom(Cyt) P-450’yi
iceren monooksigenazlar (MO) ya da karisik fonksiyonlu oksidazlar (MFO) olarak
bilinen bir grup enzimdir. Bu enzim grubu, hiicrenin diiz endoplazmik retikulumu ve
mitokondri membranlarina yerlesmistir. Faz I’in diger reaksiyonlar ise rediiksiyon
ve hidroliz olaylarm icermektedir. Faz I’de yer alan reaksiyonlar sonunda,
hidrofobik molekiilden bir ya da daha fazla polar grup ortaya cikarilir. Bu
reaksiyonlar ana bilesik, Faz II’de yer alan konjugasyon enzimleri i¢in uygun bir
substrat haline gelir. Faz I reaksiyonlarinin metabolitleri, Faz II'de yer alan
glutatyon-S-transferaz, sulfo transferaz ve UDP-glukuronil transferaz gibi enzimler
araciligiyla glukuronik asit, aminoasit veya siilfat gibi gruplarla konjuge edilirler.
Konjuge edilmis iiriinler yeterli derecede polar olup, hiicre ve viicuttan kolaylikla
disar1 atilirlar. Bu metabolik yol, detoksifikasyon mekanizmasina benzemesine

karsin, bazi durumlarda karsinojenik ara {riinlerin olusmasina yol acar.



Karacigerdeki metabolizma sirasinda reaktif ara iiriinleri daha da kuvvetlendiren ya
da detoksifiye eden enzimler arasindaki denge, kimyasallarin karsinojenik
potansiyeli konusundaki kritik faktorlerden biridir. Metabolizma sonucu olusan
cesitli ara iriinler, eger kuvvetli elektrofilik 6zellik kazanirlarsa DNA, RNA ve
proteinler gibi hiicresel molekiillere atak yapabilecek hale gelirler. Baz1 kimyasal
maddeler hedef makromolekiiller ile dogrudan etkilesime girerler. Bunlar direkt
karsinojenler olarak adlandirilirlar. Prokarsinojenler olarak adlandirilan diger bazi
kimyasallar ise yukarida anlatilan biyotransformasyon olaylar1 ile metabolize olurlar.
Bunun sonucunda ¢esitli ara iiriinler meydana gelir. Bu ara iriinlerin bir kismi
viicuttan uzaklastirilabildigi gibi, diger bir kismi ise hedef makromolekiiller ile
etkilesime girebilirler, bu kimyasallar son (=ultimate) karsinojenler olarak bilinirler
(Murray ve ark. 1996).

Kimyasal Madde ile Mutasyon Indiiksiyonu: Direkt karsinojenler veya
memelilerdeki biyotransformasyon basamaklar1 sonucunda olusabilen kuvvetli
elektrofilik ozellikteki metabolitler, canlidaki genetik materyalin elektronca zengin
atomlariyla kimyasal olarak etkileserek, DNA’da kalitsal degisikliklere yol
acabilirler. Bu olusan hasar, hiicredeki DNA onarim sistemleri ile giderilebilir.
Onarma sistemlerinin varligina ragmen kimyasal maddeler tarafindan DNA’nin
ugradigi bazi hasarlar onarilamazlar ya da yanhis onarilirlar. Bu onarilamamig

lezyonlar (=lezyon), karsinojenesisde kritik olan mutasyonlari olustururlar.

Salmonella/mikrozom  test  sistemi, kimyasallarin = mutajenitesinin
saptanmasinda oldukg¢a genis bir uygulama alani bulmustur (Maron ve Ames 1983,
Quillardet ve Hofnung 1993).

Coombs ve Ark. (1976), Benzoanthracene, chrysene ve
cyclopentaaphenanthrene  serisine ait  karsinojenitesi  bilinen  bilesiklerin
mutajenitelerini, Salmonella typhimurium TA 100 susu kullanarak Ames metodu ile
tespit etmislerdir. Istisnasiz 37 karsinojen ve bilinen onciilleri mutajen olarak tespit
edilmistir.

McMahon ve Ark. (1979), Bakteriyel mutajenler i¢cin yeni modifiye edilmis

Ames testi kullanarak 855 test kimyasalinin analizini yapmislar ve bu calismada 10
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adet test susu kullanmiglardir. Test edilen 855 kimyasaldan 182 tanesi bir veya daha
fazla sus i¢in mutajenik olarak belirlenmistir.

Menevse ve Ark. (1984), Mutajen kimyasal karsinojenleri belirlemek amaci
ile Salmonella typhimurium TA 104 susunda histidin geriye doniistimiiniin
indiiklenmesiyle cesitli bilesiklerin mutajenitesini arastirmiglardir.

Gingold (1986), Bir mutajen veya kimyasal maddenin genetik materyalde
degisiklik yapabilecegini ve bu nedenle mutasyon oranlarinda artisa neden oldugunu
belirtmistir.

La Velle (1986), Kromat karisimlarinin muhtemel mutajenik etkilerini
bakteriyel sistemlerde arastirmistir. Sonugclart sinerjik, total ve antagonistik yonden
degerlendirmistir.

Ogawa ve Ark. (1986), 4-aminopyridine (4AP), 4-aminoquinoline (4AQ), 9-
aminoacridine (9AA), harman (HM), kobalt(ID)klorit (CoCl,) varliginda Salmonella
test sistemi ile arastirlmistir. 9AA ve CoCl, karisiminin mutajenik aktivitesi, yalniz
kullanilan 9AA’ya gore daha yiiksek bulunmustur.

Rapp. ve Ark. (1988), Koreli diyetinde 6énemli yer tutan Meju adli gidanin
mutajenik aktivitesini arastirmislardir. Iki kimyasal yontem ve Ames testi kullanilan
bu aragtirmada, 6’s1 aflatoksin bulunduran 43 Meju test edilmistir. Mejunun,
aflatoksin ve benzoapyrene tarafindan meydana getirilen mutasyona kars1 koruyucu
etkisinin bulundugu tespit edilmistir.

Houk ve Ark. (1988), Dr. Bruce Ames ve arkadaslar1 tarafindan
gelistirildiginden bu yana, Salmonella / memeli mikrozom mutajenite testinin,
kimyasal maddelerin mutajenik ve karsinojenik potansiyellerini belirlemede
kullanilan en yaygin ara¢ oldugunu belirtmislerdir.

Akin ve Stimer (1989), Gida katki maddelerinden genis bir kullanim alanina
sahip sodyum benzoat ve sodyum nitrati, mutajenik ozellikleri acisindan Salmonella /
mikrozom test sistemi ile incelemislerdir. Sodyum benzoatin rat karacigeri S-9
fraksiyonu varliginda ve yoklugunda test suslar1 iizerinde mutajenik etkili
olmadigint; sodyum nitratin rat karacigeri S-9 fraksiyonu varliginda Salmonella
typhimurium TA 100 standart test susu iizerinde zayif mutajenik etkili oldugunu

tespit etmislerdir.
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Izbirak ve Ark. (1990), Gidalar1 renklendirmede yaygin olarak kullanilan 4
azo boyasini (Ponceau 4R, Amaranth, Sunset Yellow FCF ve Tartrazine) mutajenik
ozellikleri agisindan Ames testi ile incelemislerdir. Denenen azo boyalarin higbiri,
standart test suslari olan Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 iizerine
mutajenik etki gostermemistir.

Stimer ve ark. (1990), Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 suslar ile 4
adet insektisit (Bioallethrin, Tetramethrin, Lethane, Propoxur) ve 3 adet ticari
formdaki insektisitin (Asbo, Formulation I, Formulation II) mutajenik etkilerini
arastirmislardir. Bioallethrin, S. typhimurium TA 98 ve TA 100 susunda; Propoxur
ve Formulation I’in sadece S. typhimurium TA 98 susunda zayif mutajenik etki
gosterdigini saptamiglardir.

Li ve ark. (1990), Ticari olarak elde edilebilen 5 dental malzeme Kkitinin
bilesenlerini, mutajenik potansiyel yoniinden Ames Salmonella / mikrozom testi
kullanarak incelemiglerdir. Bu c¢alismada ticari dis malzemelerinin mutajenitesinin
yeteri kadar test edilemedigini, bunlarin agiz ¢alismalarinda giivenilir kullaniminin,
mutajenite belirleme yoniinden daha detayli testler kullanilmasina bagh oldugunu
belirtmislerdir.

Rasool ve Musthaq (1991), Yaptiklar1 calismada, alti alkoloid madde
(buxenone, ephedradine, protopine, saponin, pleiocarpamine ve vindoline) ve
sivirisinek kovucu maddeyi mutajenik potansiyelleri yoniinden Ames Salmonella
mikrozom test sistemi ile arastirmiglardir. Sonuclar test edilen bu alkoloid
maddelerin hepsinin ve sivrisinek kovucunun mutajenik aktiviteye sahip oldugunu
gostermistir.

Le Curieux ve ark. (1993), 3 kisa zamanli test sistemi ile (SOS chromotest,
Ames fluktuasyon test ve newt mikronukleus test) 7 kimyasalin (4-nitroquinoline 1-
oxide, potassium dichromate, formaldehyde, sodium hypochlorite, benzo[a]pyrene,
cyclophosphamide  2-naphthylamine) genotoksisitesini ~ degerlendirmek ig¢in
kullanmiglardir. Ames testinde sodyum hipoklorit hari¢ diger biitiin kimyasallar
Salmonella typhimurium TA 100, TA 102 ve TA 98 iizerinde mutajenik aktivite
gostermistir. Ames testi diger testlerle karsilastirildiginda direk genotoksik etkinin

tespitinde, denenen biitiin kimyasallar icin en hassas deneme olmustur.
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Vargas ve ark. (1993), Brezilya’daki Cai nehri etrafinda bulunan
petrokimyasal endiistriyel kompleksin, nehir suyunda meydana getirdigi mutajenik
etkileri iizerine bir ¢calisma yapmislardir. Ames testi kullanilan bu ¢aligmada yapilan
testler sonucunda, incelenen su Orneklerinin % 34 ‘iinde mutajenik aktivite
saptanmuigtir.

Mano ve ark. (1993), Kolelithiasis, koledokholithiasis, safra kesesi kanseri ve
diger hastaliklara sahip insanlarin safra keselerinden elde ettikleri safray1 ekstrakte
etmisler ve S. typhimurium TA 98 susuna uygulamislardir. Test edilen 24 safra
Orneginin 14 tanesinde pozitif mutajenik aktivite tespit etmislerdir.

Ruiz ve Marzin (1997), biri bakteriyel mutajenite digeri birincil DNA
hasarlarini tespit eden (Ames testi ve SOS kromotest) iki invitro testi; 6 pestisidin
genotoksik aktivitesini tespit etmek i¢in denemislerdir (atrazin, kaptafol, kaptan,
kloroprifosmetil, malinat ve tetraklorvinfos ). Kaptan ve kaptafol Ames testi ve SOS
kromotestin her ikisinde de genotoksik bulunmustur. Salmonella testinde mutajenik
bulunan pestisitler, Salmonella’dan elde edilen mutajenite verileriyle
karsilastirildiginda SOS kromotest i¢in genotoksiktir. Non genotoksik etkiler ne
Salmonella ne de SOS kromotestlerinde; test suslari, S9 varliginda ve yoklugunda
atrazin, molinat, kloroprifosmetil ve tetraklorvinfosa maruz birakildiginda tespit
edilememistir.

Pillai ve Shankel (1997), poliaminlerin antimutajenik potansiyelini tespit
etmek amaciyla modifiye edilmis Ames testi kullanmislardir. Poliaminlerden
spermin, spermidin ve putreskinin tiimii, EMS indiiklenmis doniisiimiine kars1 anti
mutajenik etki gostermistir. Buna ek olarak spermidin ve putreskin modifiye edilen
Ames testinde kendiliginden geri donenlerin sayisinda azalma potansiyeli
gostermistir.

Kalaycioglu ve ark. (1997), Spinacia oleracea L. (Chenopodiaceae),
Lepidium sativum L. (Brassicaceae), Urtica dioica L. (Urticaceae) oOziitlerinin
pestisitlere kars1 antimutajenik 6zelligini Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100
suslarinda, metabolik aktivasyonlu ve aktivasyonsuz olarak incelemislerdir.

Weng ve ark. (1997), Amonyak ile muamele edilen ve edilmeyen, aflatoksinli

ve aflatoksinsiz misir Orneklerinden; ardisik fraksiyon ve partisyon prosediiriine
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uygun olarak izole ettikleri ekstraktlarin mutajenik potansiyellerini Ames testi
kullanarak arastirmislardir.

Gomes-Carneiro ve ark. (1998), Kozmetik, gida katki maddesi ve eski ilag
hammaddesi olarak kullanilan 6 adet monoterpenoid bilesigin[2 si aldehit (sitral ve
sitronella); keton (kampor); oksit (1,8 sineol veya bilinen adiyla eukaliptol); ikisi
alkol (terpineol ve mentol)] mutajenik potansiyelini, Salmonella typhimurium TA
97a, TA 98, TA 100 ve TAI102 suslan iizerinde S9 varliginda ve yoklugunda
aragtirmiglardir.  Sitral, sitronella, kampor, 1,8 sineol ve mentol mutajenik
bulunmamasina ragmen terpineol TA 102 susu iizerinde zayif mutajenik 6zellikte
bulunmustur.

Musatov ve ark. (1998), beyin epifizi indol melatoninin, kuvvetli endojen
antioksidan etkisi 12 adet iyi bilinen mutajen ve karsinojenin mutajenitesi iizerinde
Ames testi ve Tek Hiicre Jel Elektroforezi metodlar1 kullanarak arastirmislardir. S9
varliginda ve yoklugunda yapilan bu calismada melatonin ne toksik ne de mutajenik
etki gostermistir. 4 farkli Salmonella susunda melatonin 6nemli derecede, S9
aktivasyonuna gerek duyan kimyasallarin mutajenitesini indirgemistir.

Beudot ve ark. (1998), 42 sentetik flavonun mutajenik ve anti mutajenik
aktivitesini Ames testi ile arastirmiglardir. Mutajenite deneyleri Salmonella
typhimurium TA 100 ve YG1042 ile S9 karnigimi varligi ve yoklugunda yapilmistir.
Mutajen olmayan flavon tiirevlerinin antimutajeniteleri, bilinen 11 mutajene karsi
degerlendirilmistir. Toplam 39 flavon mutajenik bulunurken, 3 flavon ise anti
mutajenik aktivite gdstermistir.

Stammat ve ark. (1999), Antifungal aktivite gosteren bitkilerden elde edilmis
4 farkli ugucu bilesigi (Cinnamaldehit, timol, karvakrol ve S(+)-karvon) genotoksik
ve sitotoksik ozellikleri bakimindan Ames testi ile denemislerdir. Toksik olmayan
dozlarda metabolik aktivasyon olmaksizin yapilan standart plak inkorporasyon ve
preinkiibasyon metodlart sonuglarina gore; karvakrol ve timol revertant sayilarinda
artmaya neden olmustur. Buna ragmen negatif sonuglar gozlenmistir.

Mercangdz ve Tiiylii (2000), Ilag yapiminda baslangic maddesi olarak
kullanilmas1 amacglanan 2,4,5 Tri fenil imidazol ve dokuz tiirevinin mutajenik

etkilerini Ames / Salmonella / mikrozom test yontemi ile aragtirmislardir. Test
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bilesiklerinin o6zellikle S. typhimurium TA 98 susunda etkili oldugunu
belirlemislerdir.

Yesilada (2000), Drosophila melanogaster’in somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi kullanilarak EMS ile indiiklenmis mutant kanat benekleri
tizerine bitki biiylime hormonlariin (Kinetin, Gibberellik asit=GAj; ve Indol asetik
asit=IAA) etkisini arastirmistir. Sonu¢ olarak oOzellikle GAj’iin bio-antimutajen
olabilecegini belirtmistir.

Ramos ve ark. (2001), Parthenium hysteropharus bitkisinden elde edilen ham
ekstrakti mutajenik potansiyeli yoniinden Salmonella/mikrozom test sisteminde ve
fare kemik iligi mikroniikleus testinde incelemislerdir. Bakteriyel mutajenite testi
sonuclari 5 farkl susta ( Salmonella typhimurium TA 1535, TA1537, TA 98, TA 100
ve TA 102) negatif olarak bulunmustur. Eksojen kaynakli metabolik aktivasyon
varliginda toksisitede azalma goriilmiistiir.

Cappuccino ve Sherman (2001), Kimyasal bilesiklerin kullaniminin gecen on
yila gore arttigimi1 ve ¢ok genis kullanim alanina sahip olan bu maddelerin; yapilan
arastirmalar sonucu yaklasik % 90’nmin karsinojen ve mutajen oldugunu

belirtmislerdir.

De Paula ve ark. (2003), yaptiklan ¢calismada Ocimum selloi yaginin kimyasal
kompozisyonu, akut toksisitesi, mutajenitesi, cilt tahris etme potansiyeli ve
sivrisinekleri kovma verilerinin elde edilmesini saglamislardir. Ocimum yaginin
genotoksisitesi Salmonella/mikrozom testiyle S9 karisimi varliginda ve yoklugunda
degerlendirilmistir. Yag toksisite limitlerine kadar (500-700 mikrogram/petri) test
edilmis ve Salmonella typhimurium TA 97a, TA 98 ve TA 100 suslarinda mutajenik
etki gostermemistir.

Giimiis ve ark. (2003), 2-H metil, veya aminometilbenzimidazol ve 1,2
dimetilbenzimidazol zincirleri ayrilmayan grup gibi kompleksleri olan 4 adet
platin(Il) sentezlenmis ve komplekslerin mutajenik potansiyellerini, Salmonella
typhimurium TA 98 ve TA 100 suslar izerinde metabolik aktivasyon olmaksizin test
etmislerdir. 2- aminometilbenzimidazol ligand1 S. typhimurium TA 98 de yiiksek

mutajen; Salmonella typhimurium TA 100’de zayif mutajenik bulunmustur. 1,2
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dimetilbenzimidazol sadece S. typhimurium TA 98’de mutajenik bulunmustur. Diger
iki komplekste mutajenik bulgulara rastlanmamastir.

Kaplan ve ark. (2003), Zine fosfat, polikarboksilat ve cam ionomer harci,
giimiis destek varliginda ve yoklugunda mutajenik potansiyelleri yoniinden Ames
testi ile incelemislerdir. Materyallerin mutajenik etkileri Salmonella typhimurium TA
98, TA 100, TA102 ve TA 1535 suslan iizerinde standart plak inkorporasyon metodu
kullanilarak, S9 fraksiyonu varliginda ve yoklugunda test edilmistir. Zine fosfat,
polikarboksilat TA 98 ve TA 1535 suslar iizerinde; giimiis destek harci sadece TA
98 iizerinde mutajenik etki gostermistir. Cam ionomer harcina iligkin bir mutajenik
etki tespit edilememistir.

Catteral ve Ark. (2003), Ames testi ile Aflatoksin B1 ve siyah cay theafulvini
arasida genotoksik bir sinerji meydana gelmedigini gostermislerdir.

Ipek ve ark. (2004), Calismalarinda; tipta, gidalarda aroma verici ve iiriinlerin
korunmasinda kullanilan Origanum onites esansiyel yagi ve karvakrolin Ames
Salmonella/mikrozom testi ile genotoksik ve antigenotoksik etkilerinin
arastirilmasimi saglamislardir. Mutajenik aktivite ilk olarak Salmonella typhimurium
TA 98 ve TA 100 suslarinda, S9 metabolik aktivasyon varliginda ve yoklugunda
gosterilmistir. Yagda S9 varhiginda ve yoklugunda her iki susta mutajenik etki
gostermezken, metabolik aktivite yoklugunda genellikle karvakrol tarafindan kayda
deger bir mutajenik aktivite gosterilmistir. Yag ve onun en bilyilk Ogesi olan
karvakrol son olarak 30 dakika preinkiibasyon siiresiyle antimutajenik etkisine
bakilmigtir. Sonuglara gbére Origanum yag ve karvakrol’ iin kanserin
engellenmesinde kayda deger bir antimutajenik etkisinin oldugu goriilmiistiir

Varella ve ark. (2004), aliiminyum iireten fabrikadan kaynaklanan artik
materyallerin mutajenik aktivitesini Salmonella typhimurium TA 100, TA 98 ve
YG1024 suslart kullanilarak Salmonella/mikrozom test sisteminde arastirmiglardir.
Biitiin ekstraktlar YG 1024 susunda mutajenik aktivite gOstermistir. Aym1 zamanda
Salmonella typhimurium TA 98’de de mutajenik bulunmasina ragmen TA 100 de
hicbir mutajenite gdozlenmemistir.

Kutlu ve ark. (2004), calismalarinda Porsuk nehrinden alinan su ve
sedimenleri, potansiyel mutajeniteleri i¢in Salmonella typhimurium TA 98 ve TA

100 suslart iizerinde, metabolik aktivasyon olmadan Ames testi kullanarak
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arastirmiglardir. ki istasyondaki su orneklerinin XAD4 ekstraktlarinda, TA 98
susunda pozitif sonuglar elde edilmistir. Degisik bolgelerden alinan sedimen
orneklerinin ekstraktlarinda her iki test susunda mutajenik aktivite gozlenmistir.

Miyata ve ark. (2004), Ames testi ile yaptiklar1 ¢aligmalarinin sonucunda;
once greyfurt suyu verilen daha sonra AFB1 uygulanan ratlarin karacigerlerinde,
greyfurt suyunun AFB1’in metabolik aktivasyon giiciiniin inaktivasyonu boyunca,
neden oldugu karaciger DNA zararimi baskiladigini gostermislerdir.

Ipek ve Giille (2004), yaptiklar1 ¢alismada tekstil fabrikalar1 tarafindan
kullanilan boya maddelerinin mutajenik etkilerini Ames testi ile arastirmislardir. Test
edilen kimyasallardan bir tanesi kuvvetli mutajen bulunurken, diger ikisinin zayif
mutajen ve geri kalan ii¢ tanesinin mutajen olmadigin tespit etmislerdir.

Taira ve ark. (2005), antigenotoksik aktivitelere sahip bilesiklerin temel
gidalarda bulundugunu gosteren bir calismada, Agrocybe cylindracea, Lentinula
edodes ve Pleurotus ostreatus gibi yenilebilen mantarlardan kurutulup 6giitiilmesiyle
elde edilen tozlarin veya ekstraktlarinin genotoksisite iizerinde yatistiric1 bir etkiye
sahip olup olmadigi arastirilmistir. Somatik mutasyonlar1 6lgebilen Drosophila DNA
tamir testi, Drosophila kanat testinin yan sira Ames testi kullanilmistir. Agrocybe
cinsi mantarlarin antigenotoksik ve anti rekombinojenik etkiye sahip faktorler
icerdigi saptanmistir.

Umbuzeiro ve ark. (2005), Brezilyadaki Santos halici alaninda 9 farkl siteden
toplanan su orneklerinin genotoksik aktivitesi oncelikli olarak degerlendirmislerdir.
Sedimanlarin genotoksisitesi ve hem su hem de sediman o©rneklerinin PAH
iceriklerine iliskin  Onceki verilerle iligkilendirilmistir. Su  Orneklerinin
degerlendirilmesi Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 suslar1 iizerinde S9
karisimi varliginda ve yoklugunda Ames testi ile yapilmistir. 1, 3, 5 nolu sitelerden
alman su ornekleri diisiik mutajenik bulunurken 3 nolu siteden alinan kat1 partikiiller
ise mutajenik olarak bulunmustur.

McClain ve ark. (2005), dogal olarak soya fasulyelerinde meydana gelen bir
fitoestrojen olan genisteinin mutajenik ve klastojenik aktiviteye sahip olup olmadigi
Salmonella typhimurium denemesi ile (Ames testi), S9 karisimi varhiginda ve
yoklugunda arastirmiglardir. Yapilan bu calisma sonucunda genisteinin mutajenik bir

aktivite gostermedigi belirtilmistir.
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Kutlu ve ark. (2006), calismalarinda ilag ham maddesi olarak kullanilmasi
digiiniilen iki tetrahidrobenzimidazol tiirevi bilesigin mutajenik Ozelliklerini
Salmonella typhimurium TA 98, TA 100 suslart kullanarak, metabolik aktivasyon
varligi ve yoklugunda arastirmislardir. Negatif kontrollerle karsilastirildiginda

bilesiklerin mutajenik 6zellik gostermedigi belirtilmistir.

Bitkilerin biiylime ve gelismesinde bir¢ok etkinlikleri kontrol altina alan en
onemli icsel faktorlerden biri “bitki hormonlar’” (Fitohormonlar) dir. Bitki
hormonlari, bitkinin belirli bir yerinde sentez edilip baska bir yapiya ya da organa
taginarak orada etkinligini gosteren organik maddeler olarak tanimlanabilirler.
Hormonlar cok az konsantrasyonlarda dahi etkilerini gosterebilme 6zelliginde olup
bitkilerin fizyolojik aktivitelerini kontrol etmektedirler. Bitki hormonlar1 bilyiime ve
gelisme olaylarinda belli bir takim etkinliklerinden ve onlar1 diizenleyici
etkinliklerinden dolayr daha genis kapsamli olarak bitki bilyiime maddeleri veya
“Bitki Gelisim Diizenleyicileri” olarak adlandirilirlar (Onder ve Yentiir, 1999).

Bitki gelisim diizenleyiciler 5 grupta incelenebilir. Bunlar;

1. Oksinler

2. Sitokininler

3. Gibberellinler

4. Dorminler (Absisik Asit)

5. Etilen gurubu

Bunlardan oksinler, sitokininler ve gibberellinler tesvik edicilerdir. Dorminler
ve etilen ise engelleyiciler olarak gruplandirilirlar (Firat 1998).

Asil dogal oksinler, Indole 3-asetik asit (IAA) diger iki dogal oksin ise 4-
chloro- indole asetik asit ve fenilasetik asittir. Sentetik oksinler ise NAA, BNOA,
IBA, 3-CPA, 2,4-D, 2,4,5-T ve 2,4,5-TP den ibarettir (Westwood 1993).

Oksinler, bitkilerin biiylime gosteren u¢ kistmlarinda (kok, tomurcuk, yaprak
vs.) en yiiksek konsantrasyona ulagmaktadir. Oksinlerin uzamayi1 hizlandirmasi,
hiicre biiylime ve boliinmesini artirmasinin bir sonucudur. Hiicre biiylimesini
artirmasi, oksinin hiicrenin ozmotik sisteminde olusturdugu bazi degisikliklerden

kaynaklanmaktadir. Bu konudaki goriislere gore oksin;
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1. Hiicrede osmozu artirmast,

2. Hiicrenin suya kars1 gegirgenligini yiikseltmesi,

3. Hiicre ceperi basincinda diismeye neden olmasi,

4. Hiicre ceperi sentezinde artig olugturmast,

5. Hiicre ceperi esnekligini ve genigligini artiran spesifik RNA ve protein
yapisindaki enzimlerin sentezini artirmasi yollariyla hiicre biiyiimesinde etkili
olmaktadir (Secer 1989).

Calismamizda mutajenik  etkilerini  inceleyecegimiz  bitki  gelisim
diizenleyiciler olan 2,4-Diklorofenoksiasetik asit (2,4-D), 4-Klorofenoksiasetik asit
(4-CPA) ve Beta-Naftoksiasetik asit (BNOA) oksin grubuna dahildir.

Ulkemizde bitki gelisim diizenleyicilerin kullanim1 yeterince yaygin degildir.
Ancak belli alanlarda yine de basarili bir sekilde kullanilmaktadir. Bu alanlarin
baginda ortii alti sebzeciligi gelmektedir. Ozellikle domates ve patlicanda
partenokarpik meyve tutumunu saglamak amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bu amagla eskiden 2,4-D kullanilmakta iken bu hormonun insan saglhigina zararlh
oldugu iddialar1 nedeniyle Tarim ve Koy Isleri Bakanlig tarafindan yasaklanmis ve
yerine 4-CPA ve BNOA kullanilmasi tavsiye edilmistir (Ertekin 1997).

Bu calismada kullanilacak hormonlarin islev ve kimyasal yapilar asagidaki

gibidir:

2,4-Diklorofenoksiasetik asit (2,4-D):

Partenokarpik meyve gelisimini tesvik etmesinin yam sira genis Olgiide
herbisit olarak kullanilmaktadir.
O-CH,COOH

Cl

Cl
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4-Klorofenoksiasetik asit (4-CPA):

Genellikle seralarda ve agik tarlalarda yetistirilen domates ve patlicanlarda

dol tutma oranim artirmak amaciyla kullanilan bir bitki gelisim diizenleyicidir.
OH

Beta-Naftoksiasetik asit (BNOA):

Kullanildig: bitkilerde meyve tutumuna ve biiyiitmeye yardimci olur, verim
artis1 saglar. Domates, patlican, kabak, fasulye, biber, salatalik ve c¢ilekte rahatlikla
kullanilabilen meyve tutturucu ve biyiiticii 6zellikte bir bitki gelisim

diizenleyicisidir.
HO —

u] o
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanmilan test suslari:

Calismada kullanilan test suslan, Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100
suslar1 (Ege Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Temel ve Endiistriyel
Mikrobiyoloji ABD ve Afyon Kocatepe Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii)’den saglanmistir. Bu suslarin genotip 6zellikleri soyledir:

TA 98: his D 3052, rfa, Auvr B, +R
TA 100: his G 46, rfa, Auvr B, +R

Ayrica bu testte baska Salmonella suslar1 da kullanilmaktadir.

Cizelge 3.1.1. Ames test sisteminde kullanilan bazi Salmonella suslari ve genetik ozellikleri

Sus Histidin LPS | Onarim | pKM | Mutasyonun Belirlenecek Bilesik
Mutasyonu 101 Niteligi Smiflar
TA his G46 rfa | AuvrB - AT— GC Baz Cifti yerdegisimine
1535 Transisyon Neden Olan Mutajenler
TA his C376 rfa | AuvrB - C....... C Cerceve Kaymasina Neden
1537 yanina +1 Olan Mutajenler
TA his D3052 rfa | AuvrB - CG...... CG Cerceve Kaymasina Neden
1538 yanindan -1 Olan Mutajenler
TA his D3052 rfa | AuvrB + CG yanindan - | Cerceve Kaymasina Neden
98 1 Olan Mutajenler
TA his G46 rfa | AuvrB + AT— CG Baz Cifti Degisimine
100 Transisyon Neden Olan Mutajenler
TA his D6610 rfa | AuvrB + CCC yanmina +4 | Cerceve Kaymasina Neden
97 Olan Mutajenler
TA his G428 rfa | AuvrB + G Ochre AT Oksidanlar, X-Isnlari,
102 PAQ1 U.V., Mitomisin C,
Ahis Bleomisin ve Kinonlar

(Oksiizoglu 2000).
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3.1.2. Kimyasal maddeler

Calismada kullanilan, 2,4-Diklorofenoksiasetik asit, 4-Klorofenoksiasetik asit
ve Beta-Naftoksiasetik asit (Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmBH, Germany)’ dan
saglanmistir. Sodyum azid ve 2-aminoflouren (Merck, KGaA Darmstad,
Germany)’den saglanmistir. Diger kimyasal maddeler ise D-glukoz 6-fosfat, B-
NADP, D-biyotin, Ampisilin trihidrat (Sigma, Sigma-Aldrich Chemie GmBH,
Germany)’dan; Dimetil siilfoksit, L-histidin-HCI monohidrat (Merck)’den; Nutrient
broth No: 2 ve Ampisilin ticari diskleri (Oxoid, Unipath Ltd, Basngstoke Hampshire,

England)’den saglanmistir. S9 fare karaciger fraksiyonu Sigma’dan temin edilmistir.

3.1.3. Besiyerleri, tamponlar ve ¢ozeltiler:

Asagida Salmonella / mikrozom test sisteminde kullanilan besiyerleri ve
cozeltiler verilmistir.

Vogel-Bonner Minimal Medium (50xVB tuzlari): Minimal agar i¢in hazirlandi.

1000 ml icin

Distile su (45 °C) 670 ml
Magnezyum siilfat (MgSO,. 7TH,0) 10g
Sitrik asit monohidrat 100 g
Potasyum fosfat (K,HPO,) 500 g

Sodyum amonyum fosfat (NaHNH4PO4. 4H,0) 175 g
Tuzlar sirasiyla distile suya ilave edildi. Toplam hacim 1000 ml’ye

tamamland1. Son olarak da otoklavda 121°C’de 20 dakika steril edildi.

0,5mM histidin / biyotin cozeltisi: Mutajenite deneylerinde 100 ml’lik iist agara 10

ml eklendi.

250 ml i¢in
D- biyotin (M. A: 247.3 g /mol ) 30.9 mg
L-Histidin-HCI (M. A: 191.7 g /mol) 24.0 mg

Distile su 250 ml
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Biyotin kaynama noktasina yakin derecedeki distile su igerisinde ¢oziildii.
Ardindan histidin ilave edildi. Sterilizasyon 0.22 pm lik filtre kagitlar1 kullanilarak
filtrasyonla veya otoklavda 121°C de 20 dakika steril edilebilir. Calismamizda
karisim otoklavda 121°C’ de 20 dakika steril edildi.

Ust Agar (Top Agar): Bakterilerin plaklara ekilmesi sirasinda kullanildi.

100 ml i¢in
Bacto agar 0.6¢g
NaCl 05¢g
Distile su 100 ml

Karigim 121 9C’de 20 dakika otoklavda steril edildi.

Ampisilin cozeltisi (8 mg/ml): Suslarin ampisiline direnglilik 6zelliginin

kontroliinde ve R plazmiti tagiyan suslarin master plaklari icin kullanildi.

100 ml i¢in
Ampisilin trihidrat 0.8¢g
NaOH (0.02 N) 100 ml

Eger ampisilin NaOH yerine suda ¢oziilecekse, bu suyun derecesi 65 °C’ ye

ayarlamir. Coziindiikten sonra 0.45 pm filtrede siiziildii ve +4 °C ‘de sakland.

Kristal viyole cozeltisi (% 0.1 lik): Suslarin kristal viyole’ye duyarliliklarini,

dolayist ile de rfa mutasyonu tasiyip tasimadiklarini kontrol amaci ile kullanildi.

100 ml i¢in
Kristal viyole 0.1g
Distile su 100 ml

Kristal viyole distile suda ¢6ziildii ve hazirlanan soliisyon +4 °C’de renkli

sisede saklandi.
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Tuz cozeltisi (1.65 M KCI + 0.4 M MgCl,): S9 karisiminda kullanildi.

500 ml i¢in
Potasyum kloriir (KCI) 61.5¢g
Magnezyum kloriir (MgCl,. 6H,0) 40.7 g
Distile su 500 ml

Distile suda ¢oziilen tuzlar, otoklavda 121 °C de 20 dakika steril edildikten

sonra cam siselerde buzdolabinda veya oda 1sisinda saklandi.

0.2 M Sodyum-fosfat tamponu (pH:7.4): S9 karisiminda kullanildi.

500 ml i¢in
0.2 M Sodyum dihidrojen fosfat
(NaH,PO4. H,O)( 13.82 g/500 ml) 60 ml
0.2 M Disodyum hidrojen fosfat
(Na,HPO4)(14.2g/500 ml) 440 ml

pH olciildii, ¢ok diisiik oldugu takdirde biraz daha 0.2 M disodyum hidrojen
fosfat eklendi. Otoklavda 121 °C’de 20 dakika steril edildi.

0.1 M B-NADP c¢ozeltisi: S9 karisiminda kullanildi.
Steril distile su 5 ml

B-NADP (M. A: 765.4 g/mol) 383 mg

1M Glukoz -6 -fosfat cozeltisi: S9 karisiminda kullanildu.

10 ml icin
Glukoz-6-fosfat 282 mg

Steril distile su 10 ml
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S9 karisim (rat karacigeri mikrozomal enzimleri ve kofaktorleri): Mutajenite

deneylerinde kullanildi.

Rat karacigeri S9 fraksiyonu
MgCl, — KCl tuz ¢ozeltisi

1 M Glukoz -6 -fosfat

0.1 M B-NADP

0.2 M Fosfat tamponu (pH:7.4)

Steril distile su

50 ml i¢in
2ml

1 ml

0.25 ml
2.0ml

25 ml
19.75 ml

Soliisyon, taze olarak soguk ortamda hazirlandi ve buz i¢inde muhafaza

edildi. Biitiin icerikler sogutulmus olmalidir. S9 asla yeniden dondurulmamalidir.

Minimal glukoz agar:

hesaplamalarinda kullanildi.

Agar

Distile su

50 x VB tuz ¢ozeltisi
Glukoz ¢ozeltisi (% 20’1ik)

Mutajenite

deneylerinde ve revertant koloni

1000 ml i¢in
15¢

880 ml

20 ml

100 ml

15 g agar tartilip 2 litrelik erlene konulduktan sonra iizerine 880 ml distile su

ilave edildi. Karisim otoklavda 121 °C’de 20 dakika steril edildikten sonra sicaklik

50 °C civarina gelince daha 6nceden steril edilmis olan 50 x VB ¢ozeltisi ve glukoz

¢ozeltisi sirast ile ilave edildi.

Histidin / Biyotin / Ampisilinli kat1 ortam: R faktorii tasiyan suslarin ampisiline

direncliliklerini test etmek amaciyla kullanildi.

Agar
Distile su

50 x VB tuzlari

1000 ml i¢in
I5¢g

860 ml

20 ml
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% 20’lik glukoz ¢ozeltisi 100 ml
Steril histidin HC1 H,O (% 0.5) 10 ml
Steril 0.5 mM Biyotin 6 ml
Steril ampisilin ¢ozeltisi 3.15ml

15 g agar tartilip 2 litrelik erlene konulduktan sonra iizerine 860 ml distile su
ilave edildi. Karigim otoklavda 121 C’de 20 dakika steril edildikten sonra sicaklik
50 °C civarmna gelince daha onceden steril edilmis olan 50 x VB tuzlari, % 20’ lik
glukoz ve steril histidin karistirildi. Daha sonra steril biyotin ve ampisilin soliisyonu

ilave edildi.

Niitrient broth: Bakterilerin s1v1 kiiltiirlerinin hazirlanmasinda kullanildi.
1000 ml i¢in
(Ox0id) niitrient broth no:2 25¢g
Distile su 1000 ml
Karisim otoklavda 121 °C’de 20 dakika steril edildi.

Niitrient agar: Test suslarinin kristal viyole ve UV’ye duyarlilik 6zelliklerinin test

edilmesi ve sitotoksik etkinin belirlenmesi i¢in kullanildi.

1000 ml i¢in

(Oxoid) niitrient broth no:2 25¢
Bacto agar 15¢
Distile su 1000 ml

Karisim otoklavda 121 °C’de 20 dakika steril edildi ve plaklara 25-30 ml
olacak sekilde dokiildii.

Glukoz cozeltisi (%20’lik): Minimal glukoz agar ve histidin/biyotin/ampisilin’li

kat1 ortam i¢in kullanildi.

100 ml i¢in
Glukoz 20¢g
Distile su 100 ml

Karisim otoklavda 121 °C’de 20 dakika steril edildi.
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3.2. Metot

Bu arastirmada bitki gelisim diizeneyicileri olarak kullanilan 2.4-
Diklorofenoksiasetik asit, Beta naftoksiasetik asit ve 4- Klorofenoksiasetik asit’in
mutajenik etkilerinin olup olmadigi, Salmonella / mikrozom test sistemiyle incelendi.
Bu amacla, oncelikle Salmonella typhimurium TA 98 susunun itireme yogunlugu
spektrofotometrik ve kiiltiir yontemi ile belirlendi. Test suslarinin kullamilabilirligi;
sahip olduklart mutasyonlarin varliklar1 gosterilerek dogrulandi. Salmonella /
mikrozom test sisteminde, Oncelikle test edilen bitki gelisim diizenleyicilerin
sitotoksik olmayan dozlann Dean ve arkadaslari (1985)’nin yoOntemine gore

belirlenerek, bunlarin mutajenik etkileri arastirildi.

3.2.1 Test suslarmn iiretilmesi

Salmonella typhimurium suslan ile yapilan mutajenite testlerinde kullanilan
bakteri kiiltiiriiniin 1 ml’sinde 1-2 x 10° ml/bakteri olmasi ongoriilmektedir. Bu
amacla Salmonella typhimurium TA 98 test susunun iireme egrileri cizilerek zamana
kars1 bu egri absorbans degerleri ve mililitredeki canli bakteri sayilari belirlendi.

Salmonella typhimurium TA 98’ in iireme egrisinin ¢ikarilmasi icin igerisinde
20 ml nutrient broth bulunan 50 ml’lik erlenlere master plaklardan veya
histidin/biyotin agar plaklarindan tek koloni alinarak ekim yapildi. Calkamali etiivde
37 °C’de 110 rpm calkalama ile 16 saat inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda elde
edilen kiiltiirden 0.1 ml 6rnekler alinarak 20 ml niitrient broth igeren erlenlere ekim
yapildi. 37 °C’de 175 rpm’de calkalanarak inkiibe edildi. Bakteri kiiltiiriinden belirli
zaman araliklarinda alinan orneklerin, spektrofotometrede 650 nm dalga boyunda
absorbans degerleri Olciildii. Buna paralel olarak alinan 6rnekler belirli oranlarda (10°
%) serum fizyolojik ile sulandirilarak, niitrient agarli plaklara 0.1 ml olacak sekilde
ekim yapildi. Bu calisma sirasinda bakterilerin homojen dagiliminmi saglamak amaci
ile kiiltiir 45 °C’deki 2 ml iist agara karistirildi ve calkalandiktan sonra hizli bir
sekilde plaklara dokiildii. Plaklar 37°C’lik etiivde bir gece inkiibe edildikten sonra
koloni sayimi1 yapildi (Maron ve Ames 1983).

Bir mililitredeki canli hiicre sayisi= sulandirma faktorii X plaktaki

koloni sayisi X 10 (/ml) ile hesapland.
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3.2.2. Test suslarmin genetik isaretlerinin kontrolii

Histidin gereksinimi: Test suslarinin his (-) 6zelligi, suslarin histidin/biyotin
agar ve sadece biyotin agar plaklarina ekilmeleri yolu ile kontrol edildi. Her iki test
susu uvrB delesyonu nedeni ile histidine ek olarak biyotine de gereksinim
duymaktadir. Bu plaklara cizgi ekim yapildiktan sonra 37 °C’de bir gece etiivde

inkiibasyona birakildi. Suslarin his/biyo agarda tireyip, biyotin agarda iirememeleri

his (-) karakterlerini dogrulamistir (Maron ve Ames 1983, Mortelmans ve Zeiger
2000).

Sekil 3.2.2.1. S. typhimurium TA 98’in histidin gereksinim kontrolii sonucu a) Histidin/ biyotin
agarda iireme (+) b) Biyotin agarda iireme (-).

Sekil 3.2.2.2. S. typhimurium TA 100’iin histidin gereksinim kontrolii sonucu a) Histidin/ biyotin
agarda iireme (+) b) Biyotin agarda iireme (-).
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R Faktoriiniin kontrolii: Oncelikle his (-) karakterleri dogrulanan koloniler,
ampisiline direnglilikleri acisindan test edildi. Bunun i¢in histidin/biyotin/ampisilin
iceren minimal glukoz agarh plaklar hazirlanarak R faktorii test edilecek suslarin
ekimi yapildi ( Mc. Cann ve ark. 1975-b). 37°C’de 12-24 saatlik bir inkiibasyon
siiresi sonunda, R faktorii iceren suglarin ampisilinli plaklarda iiredigi gdzlendi. Bu
caligmaya alternatif olarak 10pg’lik ticari ampisilin diskleri, bakteri ekimi yapilmis
olan niitrient agarh plaklarin muhtelif yerlerine yerlestirildi. Inkiibasyon siiresi
(37°C’de 12-24 saat) sonunda R faktorii tasiyan suslarda inhibisyon zonu

gozlenmedi.

Sekil 3.2.2.3. S. typhimurium TA 98’in R faktor varhginin kontrolii. Ampisilin (10pg’hk) diskleri
varliginda inhibisyon zonu gozlenmemistir).

Sekil 3.2.2.4. S. typhimurium TA 100’iin R faktor varhigimin kontrolii. Ampisilin (10pg’hk)
diskleri varhginda inhibisyon zonu gozlenmemistir.
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rfa Mutasyonunun kontrolii: Test suslarinin gecelik kiiltiirlerinden 0.1 ml
ornekler alindi ve niitrient agarli plaklara yayma ekimi yapildi. Steril bos kagit
disklere 6nceden hazirlanan kristal viyole c¢ozeltisinden 10ul emdirildi ve plagin
cesitli yerlerine yerlestirildi. Plaklar bir gece 37 °C’de inkiibe edildikten sonra
disklerin etrafinda inhibisyon zonlari goézlendi (Ames ve ark. 1973-b). Diskin
cevresindeki seffaf bolge biiyiik bir molekiil olan kristal viyolenin bakteri icerisine
girip, onun Oliimiine neden olan rfa mutasyonu varligmin gostergesidir. Yapmis

oldugumuz denemede kristal viyoleden kaynaklanan 14 mm’lik bir inhibisyon zonu

gbzlenmistir.

Sekil 3.2.2.5. S. typhimurium TA 98’de rfa mutasyonu kontrolii .14 mm capinda inhibisyon
zonlari &rﬁlmiistiir.

Sekil 3.2.2.6. S. typhimurium TA 100 de rfa mutasyonu kontrolii .14 mm capinda inhibisyon
zonlar1 goriilmiistiir.
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uvrB Mutasyonunun kontrolii: Bu mutasyonun varligt UV iginlara
duyarlilik testi ile kontrol edildi. Test suslarinin gecelik kiiltiirlerinden 6ze ile alinan
ornekler, niitrient agarli plaklara ¢izgi ekim yapildi. 37 °C’de bir gecelik
inkiibasyondan sonra tireyen tek koloniler, steril kiirdanlarla alinarak niitrient agarl
iki plaga yine cizgi testi yontemi ile ekildi. Bu plaklardan bir tanesi kontrol plagi
olarak kullanildi, digeri ise kapag: acilip 15 watt’lik germisidal UV lambas1 altinda
33 cm uzakliktan 8 saniye siire ile 1s1nlandi. Kontrol plagi ve UV’ye maruz birakilan
plak 37 °C’de bir gece inkiibe edildi. uvrB delesyonu tasiyan suslarin kontrol
plaginda tiredigi fakat, UV ile 1sinlanmig plaklarda ise iiremedigi gozlendi (Ames ve

ark. 1973-b).

Sekil 3.2.2.7. S. typhimurium TA 98’de uvrB mutasyonu kontrolii. a) Kontrol plagi iireme (+).
b) Test plagi iireme (-).

Sekil 3.2.2.8. S. typhimurium TA 100’de uvrB mutasyonu kontrolii. a) Kontrol plag: iireme (+).
b) Test plag: iireme (-).
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3.2.3. Kendiliginden geri donen koloni sayisinin kontrolii

Test suslarinin, histidinsiz ortamda iireyebilmelerine yol acan kendiliginden
geriye donils, mutajenite deneylerinde rutin olarak Olciilir ve her plakta
kendiliginden geriye donen bakteri sayisi olarak ifade edilir. Bu kendiliginden geri
doniis her sus i¢in belirli limitler iginde olmaktadir.

TA 98 i¢in 30-50 revertant / plak

TA 100 i¢in 80-200 revertant / plak

Bu bakterilerin kolonileri, oksotrofik mutant bakterilerin gelistigi bir
besiyerinde kolayca gozlenebilir. Kendiliginden geriye doniis frekansim
saptayabilmek icin minimal glukoz agar plaklar1 hazirlandi. Bacto agar (% 0.6) ve
NaCl (% 0.5) iceren 100 ml’lik iist agar 121 %C’de 20 dakika otoklavda steril
edildikten sonra, 45 °C’lik su banyosunda bekletildi. Bu sirada icerisine 0.5 mM
histidin/biyotin ¢ozeltisinden 10 ml eklendi. Bu karisim 2 mI’lik porsiyonlar seklinde
steril tiiplere dagitildi. Tiiplere her susun gecelik kiiltiiriinden 0.1 ml eklendi. Diisiik
devirde tiip calkalayicida karistirildiktan sonra, karisim sogutulmadan plaga dokiildii
ve sekiz seklinde hareket ettirilerek yayilmasi saglandi. 37 °C’de 48-72 saat
inkiibasyondan sonra geriye donen kolonilerin sayimi yapildi. Bu deney her sus i¢in

bir ¢ok kez tekrarlandi ve ortalama degerleri hesapland1 (Maron ve Ames 1983).
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Sekil 3.2.3.1. S. typhimurium TA 98’in minimal glukoz agar plaklarinda olusturdugu revertant
koloniler

Sekil 3.2.3.2. S. typhimurium TA 100’iin minimal glukoz agar plaklarinda olusturdugu revertant
koloniler
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3.2.4. Master plaklari hazirlanisi

Bakteri suslarinin iki ay siire ile saklanabilmesi i¢in (+ 4°C’de) master plaklar
hazirlandi. Genetik isaretleri dogrulanan suslar, histidin/biyotin/ampisilin iceren bu
plaklara ekildi. Daha sonraki kiiltir hazirlama calismalar, iki ay siire ile bu

plaklardan yapildi (Maron ve Ames 1983).

3.2.5. S9 karisiminin hazirlanmasi

Salmonella / mikrozom test sistemi i¢in standart S9 karisiminin bilesenleri; 1
ml MgCl, (8 mM), 1 ml KCI (33 mM), 0.25 ml Glukoz-6-fosfat (5 mM), 2 ml B-
NADP (4 mM), 25 ml sodyum-fosfat (100 mM), pH: 7.4 ve bu karnsimin her
mililitresi icin 0.04 ml derisimindeki S9 fraksiyonudur. Karisim, her mutajenite
deneyi icin taze hazirlandi ve deney siiresince buz icerisinde saklandi (Maron ve

Ames 1983).

3.2.6. Sitotoksik dozun hesaplanmasi

Mutajenite deneyine gegmeden dnce deneyin saglikli olarak degerlendirilmesi
icin, test bilesiklerinin sitotoksik etkilerinin saptanmasi gerekir. Uygun sayida bakteri
iceren (1-2x10°) kiiltiirden serum fizyolojik kullamlarak 10, 107, 107, 10, 107 ve
10° oranlarinda seyreltme yapildi. Sitotoksik etkiyi belirlemek icin daima 10°
seyreltmedeki kiiltiir kullanildi. Daha sonra test maddesinin uygun konsantrasyonlari
hazirlandi. Bu islemler tamamlandiktan sonra icerisinde 2 ml top agar ihtiva eden
tiiplere, bakteri kiiltiiriinden 0,1 ml ve test bilesiginin degisik konsantrasyonlarindan
0.1 ml eklendi ve karisim iyice ¢alkalandiktan sonra niitrient agarl plaklara hizli bir
sekilde dokiildii ve yayildi. Plaklar 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyondan sonra plaklardaki koloni sayilar1 kontrol plaklarindaki bakteri sayilart
ile karsilastirilarak toksik olmayan dozlar saptandi (Dean ve ark. 1985). Bir dozun
sitotoksik oldugunun anlagilmasi LDsy dozun altinda olmasiyla anlasilir. Deneme
plaklarindaki koloni sayisi, kontrol plagindaki koloni sayisimin yarisinin altinda

olmamalidir.
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3.2.7. Pozitif kontrol

Bakterilerin bilinen standart mutajenlere karsi tepkilerini saptamak igin
belirlenmis bir muatjen, pozitif kontrol amaciyla esas denemeye paralel olarak
yapudi. Salmonella typhimurium TA 98 susu icin kesin mutajen olan, 2-
aminoflouren S9 karisimi  varlifinda ve yoklugunda kullanildi. Salmonella
typhimurium TA 100 i¢in pozitif mutajen olarak sodyum azid kullanildi. Bu pozitif
mutajenlerden 2-aminoflouren; dimetil siilfoksit icerisinde, sodyum azid ise suda
¢oziildii. Sodyum azid plak basina 1.5 pg, 2-aminoflouren ise plak basina 10 pg

konsantrasyonlarinda kullanildi.

Sekil 3.2.7. 1 Salmonella typhimurium TA 98’de 2-Aminoflouren’in mutajenik etkisi . a) S9
yoklugunda mutajenik etki (-). b) S9 varhginda mutajenik etki (+).

Sekil 3.2.7.2 Salmonella typhimurium TA 100’de S9 yoklugunda Sodyum Azid’in mutajenik
etkisi (+).
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3.2.8. Negatif kontrol

Test kimyasallarinin ve kontrol mutajenlerinden 2-aminofloureni ¢6zmek icin
kullanilan dimetil siilfoksitin, her iki bakteri susu iizerine etkisi olup olmadigini
kontrol etmek amaci ile bu deney yapildi. Bu denemede uygun derisimdeki (1-2x10%)
bakteri kiiltiirtinden 0.1 ml, spektrofotometrik safliktaki dimetil siilfoksitten 0.1 ml
aliarak icerisinde 2 ml top agar bulunan tiipe aktarildi ve karistm minimal glukoz
agarli plaklara dokiildii. Plaklar 37 °C’de 48-72 saat inkiibasyona birakildi. Bu
sirenin sonunda kontrol plaklar1 ile deneme plaklarindaki bakteri sayilar

karsilastirildi.

3.2.9. Salmonella/Mikrozom mutajenite testi

Bilesiklerin mutajenitesini test etmek amaci ile standart plak inkorporasyon
testi kullanildi. Plak inkorporasyon testinde test bilesigi, bakteriyel test susu ve S9
karisimi dist agara karistirllarak minimal glukoz agarli plaklara dokiildii. Plaklar 37
9C’de 48-72 saat inkiibe edilir. Bu siire sonunda plaklardaki his (+) revertant bakteri
kolonileri sayildi (Ames ve ark. 1973-a, 1973-b).

Bu yontemde histidin ve biyotin eklenmis 45 C deki 2 ml’lik iist agara, test
susu kiiltiirtinden 0.1 ml, test edilecek kimyasaldan 0.1 ml ve S9 karisimindan 0.5 ml
eklenip diisiik hizda 3 saniye vortekslenerek oda sicakligindaki minimal glukoz
agarli plaklara yayildi. Ust agarin plagin biitiin yiizeyine donmadan yayilmasim
saglamak i¢in karigtirma, dokme ve yayma islemlerinin tiimii, 20 saniyeden az bir
sirede yapildi. Her denemede her susun ayr1 ayr1 geri donme ozgiilliiklerini, S9
karisiminin etkisini dogrulamak i¢in pozitif mutajenler kullanilarak rutin olarak
pozitif mutajenik etki kontrolleri yapildi. Bakteriyi, S9 karistmimi ve kullanilan
¢Oziiciiyll iceren fakat test edilen kimyasali icermeyen negatif kontrol plaklari, her
sus icin kendiliginden geriye donen bakteri sayisinin saptanmasinda kullanildi

(Maron ve Ames 1983).
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3.2.9 Sonuclarin degerlendirilmesi

Salmonella/mikrozom test sisteminde bir maddeye mutajen denilebilmesi
icin, bu maddenin mutajenik etkisiyle histidin (+) hale gelen prototroflarin
sayilarinin, kendiliginden geriye donen koloni sayisinin en az iki kati olmasi
gerekmektedir. Bununla birlikte bu say1 kendiliginden geriye donen koloni sayisinin
iki katindan az olup, doza bagh bir artis s6z konusu ise bu durumda da bu maddeye

mutajen denilebilmektedir (Maron ve Ames 1983).
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4. ARASTIRMA SONUCLARI

4.1. Test Suslarmm Ureme Durumlar:

Salmonella typhimurium TA 98 susunun zamana bagli absorbans degerleri ve
kiiltiirtin mililitresindeki canli bakteri sayilar1 Cizelge 4.1 de, bu degerlere gore
cizilmis olan tireme egrileri de Sekil 4.1 de verilmistir.

Salmonella / mikrozom test sisteminde kullanilan suslara ait Kkiiltiirlerin
mililitresinde 1-2x10° canli bakteri olmasi ongoriillmektedir (Maron ve Ames 1983).

Salmonella typhimurium TA 98 susunun mililitresinde bulunmasi gereken
bakteri sayisina (1—2x109), inkiibasyonun yaklasik 7. saatinde ulasildi (Sekil 4.1). Bu
nedenle denemelerde, ¢alkalamali inkiibatérde 175 rpm ve 37 °C’de 7 saat inkiibe
edilen Salmonella typhimurium TA 98 ve Salmonella typhimurium TA 100 suslar
kullanildi.



Cizelge 4.1. Salmonella typhimurium TA 98’in zamana gore absorbans degerleri ve iireme

durumu(¥®).
Zaman | Ortalama Absorbans =650 nm | Ortalama Canli Bakteri Sayis1 / ml
(Saat)

4 1.017 0.18x10’

5 1.371 0.43x10’

6 1.540 0.89x10°

7 1.762 1.5x10°

8 1.795 2.1x10’

9 1.896 3.1x10°

(*) Sonuglar ii¢ ayr1 6l¢iim ve sayimin ortalamasidir.
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Zamana Karsi Absorbans Degeri

¢ 89x10’

*43x10’

° °

1,762 Lo 31x10®

¢ 21x10°®

*15x10°8

Zaman

=O==7aman Karsi Absorbans Degeri

=== 7aman Kars| Canli Bakteri Sayis/ml

ml/kob

Zamana Karsi Canli Bakteri Sayisi

kob: Koloni olusturan birim

Sekil 4.1 Salmonella typhimurium TA 98’in zamana gore absorbans degerleri ve iireme
durumlarinin karsilastirilmasi
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4.2. Sitotoksik Dozun Belirlenmesi

Mutajenite denemelerinde kullanilan kimyasal maddelerin, toksik doz

belirleme sonuclan Cizelge 4.2 de verilmistir.

Cizelge 4.2. Azalan seviyelerdeki dozlara gore plak basina olusan koloni sayisi.

Kimyasal Dozlar (ng/0.1ml) Kontrol
Maddeler 5000 2500 1000 500 100 10

2,4-D 1) 0] (0] 25kob | 71 kob | 87 kob

BNOA ) 9] (0] 59 kob | 80kob | 96 kob 86 kob*
4-CPA 1) 0] 0] 22 kob | 64kob | 84 kob

* kob: Koloni olusturan birim.
@: Koloni gézlenmemistir.

Elde edilen verilere gore;

2,4-D icin 100 pg/0.1ml ve altindaki dozlarin kullanilabilir oldugu tespit
edildi. Mutajenite denemelerinde ise plak basina 100, 50, 10, 1 ve 0.1 pg 2,4-D
solusyonlar1 kullanildi. 5000, 2500, 1000 pg/0.1ml dozlar1 tamamen toksik bulundu.
500 pg/0.1ml dozunda ise koloni gelismesine ragmen belirlenen sayilar, kontrol
plaginda belirlenen koloni sayisinin yarisinin altinda oldugu icin toksik kabul edildi
(Cizelge 4.2).

BNOA i¢in 500 pg/0.1ml ve altindaki dozlarm kullanilabilir oldugu tespit
edildi. Mutajenite denemelerinde ise plak basina 500, 100, 50, 10, ve 1pug BNOA
solusyonlar1 kullanildi. 5000, 2500, 1000 pg/0.1ml dozlar1 tamamen toksik bulundu
(Cizelge 4.2).

4-CPA icin 100 pg/0.1ml ve altindaki dozlarin kullanilabilir oldugu tespit
edildi. Mutajenite denemelerinde ise plak basina 200, 100, 50, 25 ve 10 ug 4-CPA
solusyonlar1 kullanildi. 5000, 2500, 1000 pg/0.1ml dozlar1 tamamen toksik bulundu.
500 pg/0.1ml dozunda ise koloni gozlemlenmesine ragmen elde edilen sonuglar,
kontrol plaginda bulunan koloni sayisinin yar1 degerinin altinda bir degere sahip
oldugu icin toksik olarak kabul edildi (Cizelge 4.2).

Sitotoksik dozun belirlenmesi sirasinda, c¢oziicii olarak kullanilan

spektrofotometrik safliktaki dimetil siilfoksitin (DMSO) test suslar iizerine herhangi
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bir etkisinin olup olmadig1 arastirildi. Buna gore calismada kullanilan kontrol
plaginda 86 koloni goriiliirken negatif kontrol plaginda 78 koloni goriilmiistiir. Bu
sonuca gore ¢oziicii olarak kullanilan DMSO’nun test suslarina herhangi bir olumsuz

etkisi tespit edilmedi.

4.3 Salmonella / Mikrozom Mutajenite Testi Sonuclar:

Caligmada kullanilan bitki gelisim diizenleyicilerin, S9 fraksiyonu varliginda
ve yoklugundaki plak inkorporasyon testi sonuglar Salmonella typhimurium TA 98
icin Cizelge 4.3.1 de, Salmonella typhimurium TA 100 icin ise Cizelge 4.3.2 de
verilmistir.

Denemelere baslamadan once suslarin kendiliginden geriye donen koloni

sayilar1 belirlenmis; ortalamalar1 ve standart sapmalar1 hesaplanmaistir.

TA 98: 36+ 6

TA 100: 118+14

Revertant tespit denemeleri, TA 98 icin 22; TA 100 i¢in 20 plakta
gerceklestirildi. Elde edilen bu sonuglara gore TA 98 ve TA 100 suslarinin, calisma
icin kullanilabilir oldugu tespit edildi.

Denemeler sirasinda test suslarmin  kendiliginden geriye donme
potansiyellerini ve S9 karisiminin etkisini dogrulalamak i¢in mutajenik etkileri
bilinen kimyasal maddeler (pozitif mutajenler) kullanilarak, rutin olarak pozitif
mutajnik etki kontrolleri yapildi. Deneylerde, pozitif mutajen olarak Salmonella
typhimurium TA 98 i¢in S9 fraksiyonu varliginda ve yoklugunda 2 aminoflouren (10
pg/plak), Salmonella typhimurium TA 100 i¢in ise sodyum azid (1.5 pg/plak)
kullanildi.
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Cizelge 4.3.1 Salmonella typhimurium TA 98 ile denenen bazi bitki gelisim diizenleyicilerin (S9
fraksiyonu varhginda ve yoklugunda) plak inkorporasyon testi sonuclari.

TA 98

Test EdilenKimyasal Deneme Dozu S9 (-) S9 (+)
Madde (pg/plak) Y+ S x+S

0 39+4 30+3

0.1 30+2 24+5

2 4-Diklorofenoksiasetik ! 314 244
asit 10 29+4 20+4

50 31+5 24+6

100 37+6 24+4

0 28+4 3043

1 29+4 27+5

10 2743 32+6

Beta Naftoksiasetik asit 50 2842 3044
100 26+7 38+7

500 29+5 28+5

0 38+4 39+4

10 3143 30+8

25 3443 32+6

4 Klorofenoksiasetik asit 50 3045 2946
100 28+3 3143

200 3245 3245
Pozitif Mutajen 10 5848 >1000

(2-Aminoflouren)

* Her deney iki defa tekrarlanarak, her doz icin 3’er plaga ekim yapilmis ve ortalama
degerleri alinmstir.

X: Degerlerin aritmetik ortalamasi

S: Aritmetik ortalamanin standart sapmasi
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Cizelge 4.3.2 Salmonella typhimurium TA 100 ile denenen baz1 bazi bitki gelisim diizenleyicilerin
(S9 fraksiyonu varhiginda ve yoklugunda) plak inkorporasyon testi sonuclari.

TA 100
Test Edilen Kimyasal Deneme Dozu S9 (-) S9 (+)
Madde (pg/plak) Y+ S x+S
0 138+4 133+6
0.1 128+12 144+£15
2,4-Diklorofenoksiasetik ! 12612 1536
asit 10 134+11 150+3
50 130+11 140£12
100 120£10 139£10
0 122413 13745
1 128+18 130£18
10 1127 138+16
Beta Naftoksiasetik asit 50 13547 180%17
100 133£13 14127
500 120+14 139+12
0 129+10 163+31
10 123424 158+16
25 125£12 150£32
4-Klorofenoksiasetik asit 50 13516 13820
100 137£15 139+12
200 13116 155+11
Pozitif Mutajen 10 916457 942458
(Sodyum Azid)

* Her deney iki defa tekrarlanarak, her doz icin 3’er plaga ekim yapilmis ve ortalama
degerleri alinmstir.

X: Degerlerin aritmetik ortalamasi

S: Aritmetik ortalamanin standart sapmasi

Test edilen kimyasal maddelerin Salmonella typhimurium TA 98 ve
Salmonella typhimurium TA 100 izerinde herhangi bir mutajenik etkisinin
olabilmesi i¢in, her madde ile eszamanli olarak hazirlanan kontrol plaklarindaki (0
dozu) koloni sayisinin; maksimum sayilarinin iki katindan fazla veya iki katina yakin
degerlerde olmasi gerekmektedir. Elde ettigimiz sayilar, bu mutajenik etki

degerlerine ulasmamustir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Giinliikk yasamda, sik sik karsilastigimiz dogal ya da yapay kimyasal
maddelerin bir kisminin mutajenik ve karsinojenik olabilecegi tartisilmaktadir
(Tomatis 1979). Son 20-30 yillik siire i¢inde, insanlarin kullanimina sunulan yapay
kimyasallarin sayis1 yaklasik, 70000’e ulagmis olup, bu sayiya her yi1l 70-3000 yeni
kimyasal madde eklenmektedir (Schreiner 1983).

Salmonella / mikrozom test sistemi, ¢esitli kimyasal maddelerin mutajenik
potansiyellerini saptamak amaciyla gelistirilmis ve gilinlimiizde oldukg¢a yaygin
olarak kullanilan kisa zamanli test sistemlerinden biridir (Maron ve Ames 1983). Bu
test sisteminde mutasyon, ortamdaki histidin tiiketiminden sonra agar iizerinde
koloni olusturan histidin prototroflarinin sayilar ile dl¢iiliir. Histidin prototroflarinin
sayist kimyasallarin mutajenik potansiyellerinin gosterilmesinde en Onemli kriter
olmasina ragmen, bu say1 cesitli faktorler tarafindan etkilenebilmektedir. Farkli
laboratuvarlarda ya da ayni laboratuvarda farkli zamanlarda yapilan calismalarda, bu
say1y1 ayni oranda bulmak ¢cok zordur. Bu nedenle her mutant sus icin, kendiliginden
geriye donen koloni sayisi tek bir say1 olarak degil de, belirli bir aralikta verilir.
Bir¢ok arastirmaci, kendiliginden geriye donen koloni sayilarina etki eden faktorleri
belirlemek iizere cesitli ¢aligmalar yapmislardir. Bu faktorler; minimal ortamin
ozelligi, Glukoz -6-fosfat’in derisimi, B-NADP ve fosfat tamponu derisimi, plaklara
ekilen bakteri sayisi, plaklardaki minimal agarin hacmi, iist agarin yayilma sekli,
etliviin nem orani, iist agarin sicakligi, sivi tireme ortaminin hazirlanmasi, minimal
agarin bilesimi v.b. (Boath ve ark. 1980).

Denemelerimizde test suslari olarak, Salmonella typhimurium LT2 atasal
susundan, in vitro mutasyonlarla dretilen Salmonella typhimurium TA 98 ve
Salmonella typhimurium TA 100 kullanilmistir. Bu mutantlar his (-) olup, histidin
tireten gen grubunun degisik bolgelerinde meydana gelmis mutasyonlar
icermektedirler. TA 98, cer¢eve kaymas1 mutasyonuna, TA 100 ise baz cifti degisim
mutasyonuna sahiptir. Calismada kullanilacak kimyasallar, TA 98 susundaki cerceve
kaymasi1 mutasyonunu ve TA 100 susundaki baz cifti degisim mutasyonunu geri

dondiiriiyor ise, bu maddenin mutajen oldugu sdylenebilir.
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Salmonella / mikrozom test sisteminin, memelilerde gerceklesen
biyotransformasyon olayina model olmasi icin, sisteme S9 fraksiyonu eklenmistir.
Boylece bu testte kullanilan bakteri suglarmin metabolizmasi, memelilerdeki

detoksifikasyon mekanizmasina benzetilmistir (Ames ve ark. 1973-b).

Bu calismada, ortiialti sebzeciliginde (seracilik) Onceden genis Olgiide
kullanilmis olan 2,4-Diklorofenoksiasetik asit (2,4-D) ile hala kullanimda olan Beta
naftoksiasetik asit (BNOA) ve 4- Klorofenoksiasetik asit (4-CPA) maddeleri,
mutajenik etkileri yoniinden aragtirilmstir.

Kappas (1983), Aspergillus nidulans’da bazi bitki gelisim diizenleyici
hormonlarin genotoksik aktivitesini incelemistir. Calismasinda Indol Asetik Asit ve
Indol-3- Biitiirik Asit’in Aspergillus nidulans’da mitotik krossing overi indiikledigi
sonucuna varmis ve ortama S9 fraksiyonu eklendiginde mitotik krossing overin daha
kisa siirede tamamlandigini belirtmistir. Ayrica IAA ve IBA’nin S9 eklenmeden 6nce
kromozomlarin bagli kalma seviyesini diisiirdiigiinii tespit etmistir.

Rashid ve Mumma (1983), 2,4-Diklorofenoksiasetik asit’in bes farkli amino
asit konjugatlar1 (2,4-D-;- Alanin, 2,4-D-;- Aspartik asit, 2,4-D- -Losin, 2,4-D--
Metionin ve 2,4-D-;- Triptofan) ile yaptifi mutajenite calismalarinda, bu
konjugatlan Salmonella typhimurium’un bes farkli susunda (TA 1535, TA 100, TA
1538, TA 97, TA 98); 0, 10, 100, 1000 pg/plak dozlarinda, S9 fraksiyonu
yoklugunda denemistir. Test edilen bes amino asit konjugatinin hicbirinin, suslar
tizerinde geri donen sayisim arttirmadigini belirlemislerdir. Ayni sekilde bizim
calismamizda 2,4-D (S9 varliginda ve yoklugunda) saf halde herhangi bir mutajenik
etki gostermemistir. Sonug¢ olarak 2,4-D nin hem saf halinin hem de amino asit
konujugatlarinin  dogrudan bir mutajenik etkilerinin olmadig sdylenebilir.
Arastirmacilarin sonuglart negatif bulmasinin nedeni; test sirasinda ortama metabolik
aktivasyon enzimlerini eklememesinden kaynaklanabilir.

Rashid ve ark. (1984) yaptiklar1 calismada; oksin grubu bir hormon olan
2,4,5- Triklorofenoksiasetik asit’in 5 farkli amino asit konjugatimi (2,4,5-T Aspartik
asit, 2,4,5- T Glutamik asit, 2,4,5- T Losin, 2,4,5-T Metiyonin, 2,4,5 T Triptofan); O,
10, 100, 1000 pg/plak dozlarinda bes farkli Salmonella susu (TA 1535, TA 100, TA
1538, TA 97, TA 98) kullanarak olast mutajenik aktivitesi yoniinden incelemistir. Bu
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denemeleri rat karaciger mikrozomal ve sitosolik enzimleri (S9) varliginda ve
yoklugunda gergeklestirmislerdir. Test edilen bu bilesikler aktivasyon sistemi
varliginda ve yoklugundaki kontrol plaklar ile karsilastirildiginda 6nemli bir geri
doniigiime rastlanmamistir. Ek olarak dogrusal regresyon analizleri 6nemli bir doz-
yanit iligkisi gostermemistir. Boylece test edilen 2,4,5-T amino asit konjugatlarinin
mutajen veya promutajen olmadigina karar vermislerdir. Sonug olarak, 2,4-D’ye bir
klor ve bir amino asit eklenmesiyle meydana getirilmis 2,4,5 T amino asit
konjugatlari; bizim calismamizda kullandigimiz 2,4-D gibi mutajenik bir etki
gostermemigtir.

Rashid ve Mumma (1986), caligmalarinda Beta Naftoksiasetik Asit’in
(BNOA) farkli 10 dozunu (0.1, 1, 10, 100, 1000, 1250, 2500, 5000, 10000 pg/plak),
dort Salmonella typhimurium susu (TA 97, TA 98, TA 100, TA 1535) iizerinde
metabolik aktivasyon sistemi varliginda ve yoklugunda mutajenite yOniinden
incelemislerdir. Kullandiklar1 bu maddenin toksik dozlarim disk difiizyon metodu ile
belirlemislerdir. Bu durumda TA 1535 ve TA 97 suslar icin 500 pg/plak degeri
toksik olarak bulunmus; genel toksitite araligi ise dort sus icin 1000-2000 pg/disk
olarak hesaplanmistir. Bizim c¢alismamizda toksik doz hesabinda disk difiizyon
metodu yerine daha hassas ve kantitatif olan plak inkorporasyon metodu
kullanilmigtir. Burada elde ettigimiz verilere gore 500 pg/plak ve altindaki degerlerin
toksik olmadigi, iistiinde kalan dozlarin ise toksik oldugu goriilmiistiir.
Arastirmacilarin elde ettigi sonuclara gore kullanilan standart plak inkorporasyon
metodunda, dort sus iizerinde 6nemli herhangi bir geri doniisiime rastlanmamistir.
Toksik dozun altinda kalan diger dozlarda BNOA ’nin mutajenik bir aktiviteye sahip
olmadigi; bizim c¢alismamizdan elde ettigimiz sonuglarla da desteklenmektedir.
Sonug olarak kendi calismamizda elde ettigimiz veriler; BNOA’nin TA 98 ve TA
100 suglart i¢in, S9 varliginda ve yoklugunda mutajenik etkisinin olmadigini
gosterirken; Rashid ve Mumma’nin bu ¢alismasi da, BNOA’nin ayn1 zamanda TA 97
ve TA 1535 iizerinde mutajenik bir etki gostermedigini bildirmektedir.

Kappas (1988) calismasinda, bitki biiyiime diizenleyici hormonlardan,
Aspergillus nidulans i¢in kuvvetli rekombinojen olan, Indol-3- Asetik Asit (IAA) ve
Indol-3- Biitirik Asit (IBA)’i Salmonella typhimurium suslarinda (TA 97a, TA 98,
TA 100, TA 1535, TA 1537, TA 1538), metabolik aktivasyon varliginda ve
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yoklugunda, 1-2000 pg/plak konsantrasyonlart arasinda histidin revertantlar
yoniinden incelemis ve mutajenik aktivitenin negatif oldugunu bulmustur. Ayrica
klorofenoksi grubuna ait iic herbisiti (2,4-Diklorofenoksiasetik asit, 2,4-
Diklorofenoksibiitirik asit ve 4-kloro-2-metilfenoksiasetik asit) ile triazin grubundan
atrazin ve propazin’i Salmonella typhimurium’da nokta mutasyonlar1 ve Aspergillus
nidulans’da mitotik rekombinasyon yoniinden incelemistir. Bu hormonlardan 2,4-D
ve MCPA 250-750 pg/plak dozlarinda TA 97a susunda, metabolik aktivasyon
varliginda zayif mutajen olarak bulunmustur. Yine 2,4-D ve MCPA 1500-3000 pM
ve 4-48 pM konsantrasyonlarinda Aspergillus nidulans’ta mitotik krossing overi
indiikledigi icin, rekombinojen olarak bulunmustur. 2,4-DB, atrazin, propazin hem
Ames testinde hem de Aspergillus testinde mutajenik agidan negatif olarak
bulunmustur. Calismamizda TA 98 ve TA 100 suslari iizerinde 2,4-D’nin toksik
olmayan dozlar (0.1, 1, 10, 50, 100 pg/plak) kullanildi. Bu dozlarin, S9 varliginda
ve yoklugunda mutajenik bir aktiviteye rastlanmadi. Kappas’in denemis oldugu 500,
750, 1000 pg/plak konsantrasyonlart bizim laboratuvar testlerimizde toksik ¢iktigi
icin bizim denemelerimizde bu dozlar kullanilmadi. Kappas ve bizim buldugumuz
sonuglar; 2,4-D’nin S9 varlig1 ve yoklugunda mutajenik etki gostermedigi konusunda
birbirini dogrulamaktadir.

Charles ve ark. (1999) calismalarinda 2,4-D ve yedi adet tuzu ile esterlerinin
genetik toksisitesini; gen mutasyonu gosteren bakterilerde (Ames testi) ve rat
karaciger hiicrelerinde meydana getirdikleri hasarlar ve bunlarin onarimi bakimindan
invitro olarak incelemislerdir. Ek olarak in vivo bir test olan; zamansiz DNA sentez
test sistemini (UDS), 2,4-D {iizerinde ¢alismislardir. Bu denemelerde 2,4-D’nin yada
tiirevlerinin (esterlerinin) genetik toksisite yoniinden herhangi bir potansiyel
tasimadigini saptamislardir. Bu sonug, S9 varligi ve yoklugunda 2,4-D’nin hem rat
hem de farelerde karsinojenik bir potansiyelinin olmadigin1 géstermistir.

Kaya ve Yanikoglu (1999) calismalarinda, 2,4-D ve 4-CPA’nin Drosophila
melanogaster’in F;, F,, F3 kusaklarinda pup olma ve pup evresi siireleri ile ergin
cikis sayilar iizerine olasi etkilerini arastirmiglardir. Ana kusak ve F; kusaginda
uygulanan 2,4-D’nin 300 ppm’lik derisimi Drosophila melanogaster’in F, kusaginda
pup olma siiresini ve pup siiresini geciktirip ¢ikan ergin birey sayisini azalttigini ve

diger etkili bir derisim olan 100 ppm’in F; kusaginda pup evresini kisalttigini
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gozlemislerdir. Ana kusak ve F; kusaginda uygulanan 4-CPA’nin en yiiksek derigimi
olan 100 ppm’in F; kusaginda pup olma siiresini geciktirdigini; ayn1 derisimin F,
kusaginda cikan ergin birey sayisimi arttirdigimi ve buna karsin 20-100 ppm’lik
derisimlerin F, kusaginda pup olma siiresini kisalttigin1 gozlemislerdir. Bu sonuglara
gore kullanilan bu hormonlarin Drosophila melanogaster’in iireme siireci lizerinde
kalic1 bir etkilerinin olmadigin tespit etmislerdir.

Charles ve ark. (2000) ¢calismalarinda, 2,4-DB’nin tuzu olan Dimetil alanin’in
genetik toksititesini, Ames testinde arastirmislardir. Calismalar1 sonucunda 2,4-DB
Dimetil alanin tuzunun; Salmonella typhimurium TA98, TA 100, TA 1535, TA 1537
ve TA 1538 suslarinda, S9 varliginda ve yoklugunda genotoksik agidan bir
potansiyel tasimadigini saptamislardir.

Oksiizoglu (2000) ¢alismasinda, baz1 bitki bilyiime hormonlarinin mutajenik
etkilerini Salmonella / mikrozom ve SOS kromotest sistemleri ile arastirmistir.
Calismada kullandigi bitki biiyiime hormonlari; Indol-3-Asetik Asit (IAA), o-
Naftalenasetik Asit, 4-CPA’nin ticari formu olan Padomin, Gibberellik asit ve bunun
ticari formu olan Bereleks ve sitokinin tiirevi olan Benziladenin’dir. Salmonella /
mikrozom test sisteminde, TA 98 ve TA 100 mutant suslarini kullanmis ve test
sistemi, S9 fraksiyonu varliginda ve yoklugunda gergeklestirilmistir. SOS kromotest
sisteminde ise Escherichia coli PQ 37 mutant susu kullanilmistir. Test edilen bitki
bitylime hormonlarindan Benziladenin sadece TA 98 susunda ve S9 fraksiyonu
varhiginda zayif mutajenik etki gostermistir. Test edilen diger bitki biiyiime
hormonlar1 ise her iki test sisteminde de mutajenik etki gdstermemistir. Arastirici 4-
CPA’nin ticari seklinin (Padomin) 0.726, 1.453, 7.260, 14.530, 145.300 pg/plak
dozlarinda mutajenik etkili olmadigin1 bulmustur. Calismamizda ise 4-CPA’nin saf
formu, 200, 100, 50, 25 ve 10 pg/plak dozlarinda mutajenik aktivite géstermemistir.
Bu da bize; 4-CPA’nin mutajenik aktivite acisindan, saf ve ticari formu arasinda fark
olmadigin1 gostermektedir.

Sameshima ve ark. (2004) calismalarinda, tam embriyo kiiltiirlerindeki rat
embriyolarinda, saf 2,4-D’nin etkisini arastirmislardir. Daha Onceki calismalarinda,
2,4-D ile besledikleri gebe rat fetuslarinda prenatal gelisim etkilerinin maternal
toksik, embriyoletal ve rat fetuslarinda {iirogenital eksikliklere sebep oldugunu

belirtmislerdir. Yine bu calismada 2,4-D’nin yukarida belirtilen her bir kusur igin,
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doza bagli olarak bir artis meydana getirdigini gozlemislerdir. Embriyonik
tabakalarda ©nemli derecedeki azalmalari 100 pg/ml ve iistiindeki dozlarda
gozlemislerdir. Yumurta kesesi olusumu 100 pg/ml’de normaldir. 200 pg/ml’de kafa
uzunlugunda azalma ve bozuk sekilli embriyolar gozlenirken bu konsantrasyonda
yumurta kesesi ve kalca bolgesi normaldir. Bu calismada 2,4-D’nin embriyonik
tabakalarin gelisimi iizerine zararli oldugunu ve embriyo gelisimine dogrudan hasar
verdigini bildirmislerdir. Bizim calismamizda ise toksik etki, 500 pg/ml’lik
dozlardan itibaren baglamistir. Arastiricilar; 500 pg/ml’lik doza maruz kalmis
kiiltiirlerde, yumurta kesesinde ve kalca bolgesinde Onemli derecede kiiciilmeler
oldugunu  bildirmislerdir.  Arastiricilarin;  toksik  dozu 100  pg/ml’lik
konsantrasyondan itibaren tespit etmesine ragmen, c¢alismamizda bu
konsantrasyonun (100 pg/plak) herhangi bir toksik etki ve mutajenite gostermedigi
saptandi. Bunun nedeni; memeli timor indiiksiyonu c¢alismalarinin kisa zamanh
bakteriyel test sistemlerine (Ames testi) gore daha kantitatif sonuglar vermesi ile
aciklanabilir.

Bagci ve ark. (2005), 4-CPA’min genotoksik etkisini insan lenfosit
kiiltiirlerinde incelemislerdir. Kardes Kromatid Degisim (SCE) frekanslarn
degerlendirilen 44 verici ile kontrol gruplar arasinda denenen ii¢ dozda (10, 15, 20
pg/ml), istatistiksel acidan anlamli bir fark gormemislerdir. Calismamizda
kullandigimiz 100 pg/plak ve altindaki dozlarda herhangi bir toksik ve mutajenik

etkiye rastlanmamistir.

Ulkemizde bitki gelisim diizenleyicilerin kullanimi gesitli sorunlardan dolay:
yeterince yaygin degildir. Ancak yine de belirli alanlarda basariyla kullanilmaktadir.
Bu alanlarin baginda ortii alti sebzeciligi gelmektedir. Ozellikle domates ve
patlicanda partenokarpik meyve tutumunu saglamak amaciyla yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu amagla eskiden 2,4-D kullanilirken; bu gelisim diizenleyicinin
insan saglhigina zararli oldugu iddialar1 sebebiyle yasaklanmis ve yerine 4-CPA ve
BNOA kullanilmas1 tavsiye edilmistir. Bu hormonlarin piyasada satilan ticari
formlarinda etken madde olarak 4-CPA 14 g/I; BNOA ise 50 g/l

konsantrasyonlarinda bulunmaktadir (Ertekin 1997).
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Bitki gelisim diizenleyicilerin kullaniminda en 6nemli konu, bunlarin insana,
cevreye ve hayvanlara zarar vermeyecek diizeyde ve hasattan belirli bir siire 6nce
kullanilmasidir. Bu ilaclar genelde ¢ok diisitkk dozlarda etkili olduklarindan ¢ok
disiik diizeyde kullanilirlar. Ancak daha yiikksek dozlarda veya gidada kalinti
miktarin yiliksek olmasina neden olacak sekilde, bitkiye uygulama zamanina dikkat
edilmeden kullanilirsa, hem bitki, hem cevre ve dolayli olarak da insanin zarar
gormesi s6z konusu olur.

2,4-D’ nin insan saghgina etkileri, davranis ve sekil bozukluklari, genetik
yapida bozukluklar ve sinir sisteminde olusturdugu bozukluklar olmak iizere
siniflandirilabilir (Ertekin, 1997).

2,4-D ile ilgili; memeli hayvanlar ve kuslar iizerinde yapilan ¢aligmalarda
canli agirlik bagina 100-300 mg 2,4-D verilince ani oliimlerin olustugu, canli agirhik
basina 10 mg’in iizerindeki dozlarda ise dogum ve iireme kusurlarinin meydana
geldigi bildirilmistir. Ayrica kadinlarda endometriois yani karin iginde tiimoére yol
acabildigi iddia edilmistir. Bazi arastiricilar Vietnam Savagi sirasinda, agacglarin
yapraklarimi dokmek amaciyla verilen 2,4-D’nin, savas sonrasinda bu maddeyle
temas eden insanlarda dogum bozukluklar1 ve tiimor vakalarinin arttign ileri
siiriilmiistiir (Rhimakii ve ark. 1982).

Bitki gelisim diizenleyiciler yeterli dozda ve tam zamaninda uygulanirsa
insan saghigl acisindan pek zararli olmamaktadir. Ancak asir1 doz ve zamansiz
yapilan uygulamalar nedeniyle bitki gelisim diizenleyiciler, meyvelerin iizerinde
kalint1 birakmasindan dolay1 zararl olabilmektedir. Ote yandan uygulama esnasinda
dikkatsizlik sonucu sdzkonusu maddeleri goz, cilt vs.’ye temas1 bazi1 akut etkiler
olusturabilmektedir (Ertekin 1997).

Ulkemizde hormon kullanimi heniiz istenilen seviyede olmamasia karsilik
mevcut uygulamalarda da bircok olumsuz durumla karsilasiimaktadir. Bunlar
genellikle yetistiricilerden kaynaklanan ve yanlis uygulamalara dayanan
olumsuzluklardir. S6z konusu yanlis uygulamalar baslica su baghklar altinda
toplamak miimkiindiir:

e Ne kadar cok uygulama yaparsam (1 yerine 2 veya daha fazla uygulama) o
kadar iyi sonug alirim diisiincesi

e Uygulama zamanini tam tespit edememe veya buna pek dnem vermeme
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® Doz ayarlamasinda yeterince hassas olamama veya dozu ne kadar artirirsam o
kadar iyi etki eder mantig1

e Alistign ve sonucunu gordiigii hormonu ne pahasina olursa olsun temin edip
uygulama

e FEkonomik kaygiyla asirn doz kullamm (Ozellikle etilenle meyve
olgunlastirilmas1 amaciyla)

e Teknik bilgileri yetersiz kisilerin tavsiyeleri

e Gereksiz yere ve hi¢cbir nedene dayanmayan aleyhte propagandalar

e Uygulama esnasinda gereken duyarlilign gostermeme (Akgiil 2006)

Bitki gelisim diizenleyicilerin olusturduklar1 saglik ve cevresel riskler,
kullanim oran ve siklig1 yaninda, aktif maddeye baglhdir. Bu yonii ile tarimsal ilaglar
ile mukayese edilemeyecek cesitliligi olan bitki gelisim diizenleyicilerin, insan
saghigr ve cevresel riskleri tarim ilaglarimin ¢ok gerilerindedir. Ancak konunun
tilkemizde giindeme getirilmesi, hatali bir sekilde diger tarim ilaglarinin Oniine
gecirilmekte ve daha biiyiik risk grubu olan tarim ilaclar geri plana atilmaktadir.
Kesin olarak bilinmesi gereken, tarim ilaglarinin yanlis kullaniminin doguracagi

riskin, hormonlardan daha fazla oldugudur (Akgiil 2006).

Sonu¢ olarak; arastirmamizda denemis oldugumuz bitki gelisim
diizenleyiciler, deneme dozlarinda mutajenik bir aktivite gostermemistir. Bu
hormonlar, genellikle diisiik dozlarda uygulandiklari zaman verim alinabilen
maddelerdir. Bunun yami sira hormonlarin sebep oldugu olumsuz durumlar yiiksek
oranda bilingsizlikten kaynaklanmaktadir. Tam bilin¢lendirme calismalar1 yapilmali
ve bu konuyla ilgili teknik eleman sayisi1 arttirllmalidir. Hormonlarin gelisigiizel
piyasa sartlarinda satilmasi simirlandirilmali ve kontrol altina alinmalidir. insanlik
icin yeni gidalar elde etme, kaliteli ve daha iri meyve ve sebzeler tiretme bakimindan

faydali olabilen bu giicii kontrol altinda tutmak yine insanoglunun yararina olacaktir.
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