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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BIYOLOJIK CALISMALARDA KULLANILAN BAZI ONEMLI
BOYARMADDELERIN GENOTOKSISITELERININ ARASTIRILMASI

Halime GENC

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Genel Biyoloji Bilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Ozlem BARIS

Diinya ¢apinda yillik 800.000 tonun iizerinde boyarmadde tiretilmekte ve bunlarin %60-
70’ini azo boyarmaddeler olusturmaktadir. Azo boyarmaddeler basta tekstil ve gida
endiistrisi olmak tlizere bir¢ok farkli endiistride 6nemli kullanim alani1 bulmaktadirlar.
Azo boyarmaddelerin kimyasal yapisina ragmen bu boyarmaddelerin mutajenite ve

genotoksisite ¢alismalari yetersiz kalmustir.

Bu calismada, biyoloji laboratuvarlarinda kullanilan Evans blue, Orange G ve Amido
Black 10B azo boyarmaddelerinin mutajenik ve genotoksik  ozellikleri
Ames/Salmonella, E. coli WP2 ve RAPD-PCR kisa zamanl test sistemleri kullanilarak

arastirilmastir.
Yapilan caligmalar sonucunda boyarmaddelerin uygulanan konsantrasyonlarda

sitotoksik ve mutajenik etki gostermedigi ve biyoloji laboratuvarlarinda kullanilmasinda

sakincalarinin olmadig1 bulunmustur.
2014, 93 sayfa

Anahtar Kelimeler: Mutasyon, Boyarmadde, Salmonella, RAPD Analizi.



ABSTRACT

Master Thesis

GENOTOXICITY EVALUATION OF SEVERAL IMPORTANT DYESTUFF
USED IN BIOLOGICAL STUDIES

Halime GENC

Atatlirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Science of General Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ozlem BARIS

Over 800,000 tons of dyestuffs are annually produced throughout the World, of which
60-70% are azo dyes. Besides of their primary usage in the textile and food industries,
azo dyes are commonly found in many different industrial areas. Although chemical
structures of azo dyes are well known, the knowledge about their mutagenicity and
genotoxicity is insufficient.

In this study, mutagenic and genotoxic properties of Evans Blue, Orange G and Amido
Black 10B azo dyes used in biology laboratories were investigated using
Ames/Salmonella, E. coli WP2 and RAPD-PCR short-time test systems.

As a result, in application concentrations of tested dyes, cytotoxic, mutagenic and
genotoxic effects have not been determined and according to the results, these dyes can
be safely used in biology laboratories up to tested concentrations.

2014, 93 Pages

Keywords: Mutation, Dyestuff, Salmonella, RAPD Analysis.
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1. GIRIS

Insanoglu eski ¢aglardan giiniimiize kadar cesitli alanlarda boyarmaddelerini kullanmus,
gerek yasadiklar1 ortami, gerek giysilerini, gerekse kullandiklar1 aletleri renklendirme
insanoglu icin 6nemli bir ihtiyag ve kiiltiir olmustur. Renklendirme islemi i¢in farkli
zaman dilimlerinde farkli kaynaklar kullanilmistir. Renklendirme islemlerinin ilk
kaynag1 renkli topraklar olmustur. M.O. bazi uygarliklarda duvarlara ¢izilen resimlerin
bu renkli topraklarla yapildig: diisiiniilmektedir (Kogak 2011). Daha sonra bitkisel ve
hayvansal kaynakli dogal boyarmaddeler elde edilmistir. Bu dogal boyarmaddeler ilk
olarak baharat ve sebze 6zlerinden elde edilerek milattan 5000 yil 6nce Misir’da sag ve
deri, milattan 1500 y1l 6nce ise Hindistan ve Cin’de deri boyamak i¢in kullanilmistir
(Izbirak vd 1989; Newsome 1990; Onciil 2009). Orta ¢agda Tiirkler kok boya
bitkisinden (Rubia tinctorum) Tiirk kirmizist adli boyarmaddeyi elde ederek basarili bir
sekilde ipek boyamaciliginda kullanmislardir (Oztiirk 1999; Dean 2003). 1700’lii
yillarda boyarmaddeler gida {iriinlerinde kullanilmaya baslanmistir. 1800°li yillarda
dogal yollarla elde edilemeyen renklerin eldesi i¢in sentetik boyarmaddelerin {iretilmesi
i¢in calismalar baslatilmistir (Onciil 2009). Sir William Henry Perkins 1856 yilinda
siyah anilinden ilk sentetik boyarmaddeyi elde etmistir (Newsome 1990; Onciil 2009).
Boyarmaddeler giintimiizde tekstil, gida, deri, kozmetik, kagit ve matbaa endiistrilerinde
yaygin olarak kullanilmaya baglanmistir (Chequer et al. 2011; Xu et al. 2013). Bu kadar
yaygin kullanima sahip olan boyarmaddelerin dogal olarak smiflandirilmasma ve

kimyasal karakterizasyonunun yapilmasina ihtiya¢ duyulmustur.

Boyarmaddeler temel olarak dogal boyarmaddeler ve sentetik boyarmaddeler olmak
tizere ikiye ayrilmaktadirlar. Dogal ve sentetik boyarmaddeler karsilagtirildiklarinda her
ikisininde birbirleri {izerine avantaj ve dezavantajlar1 bulunmaktadir. Sentetik
boyarmaddeler dogal boyarmaddelere gore 1s1l isleme daha dayanikli, renk araligi daha
genis, renkleri daha parlak, iiretimleri daha ucuz ve i1yi ¢oziinmektedirler (Demirag ve
Altug 1990; Onciil 2009). Dogal boyarmaddeler sentetik boyarmaddelere gére daha az
toksik ve daha az alerjeniktirler (Ali vd 2007). Ayrica dogal boyarmaddelerin

renklerinde belli bir stabilite olmadig1 gézlemlenmistir. Oyle ki dogal boyarmaddelerin,



tiretildigi bitki tiirli, bitkinin yetistigi cografik alan ve mevsimsel degisikliklere gore

farkl1 tonda renkler olusturdugu bulunmustur (Onciil 2009).

Ancak gerek dogal gerekse sentetik boyarmaddelerin insan sagligina olan etkileri tam
olarak belirlenmemistir. Ozellikle gida ve tekstil boyarmaddeleri iizerine yapilan
caligmalar son zamanlarda artmig olsa da insan hayatini dogrudan etkileyen birgok
boyarmaddenin etkileri yeterince arastirlmamistir. Bu  belirsizlik  kullanimi
sinirlandirmakta veya yanlis kullanima yol agabilmektedir (Khera and Munro 1979; Ha
et al. 2013). Gegmisten giiniimiize kullandigimiz bazi boyarmaddelerin insan sagligina
mutajenik ve genotoksik etkilerinin oldugu bilinmektedir. Son yillarda yapilan
caligmalar bazi kimyasal gruplara sahip boyarmaddelerin insan sagligi tizerine olumsuz
etkiler yaptigini gostermistir. Bircok alanda kullanilan bu boyarmaddeler arasinda azo

grubu (-N=N-) igerenler biiyiik 6nem tasimaktadir (Toker 2005; Ertem 2007).

Diinya ¢apinda her yil 800 bin tondan fazla boyarmadde iiretilmektedir. Bunlarin %60-
80 ini azo boyarmaddeler olusturmaktadir (Combes and Haveland-Smith 1982; Chequer
et al. 2011). 1990’11 yillarda en az 3000 azo boyarmaddesi deri, tekstil, kagit, matbaa,
gida ve kozmetik endiistrileri tarafindan iiriin iiretiminde renk saglamak amaciyla
kullanilmigtir (Nam and Renganathan 2000; Moutaouakkil et al. 2003; Mansour et al.
2007; Chequer et al. 2011).

Azo boyarmaddeleri genel olarak tekstil endiistrisinde kullanilmasina ragmen biyolojik
calismalarda da kullanimlar1 yiiksek oranlardadir (Toker 2005). Biyolojik ¢aligmalarda
siklikla kullanilan azo boyarmaddelere bordo kirmizisi, brillant sarist -S, Krisoidin -Y,
fast sarisi, janus yesili -B, metil oranj, metil kirmizisi, oranj -Il, Sudan -R, Sudan -1,
kongo kirmizisi, orange g, amido black 10B, evans blue 6rnek verilebilir (Sabnis 2010).
Laboratuvar ¢alisanlar1 biyolojik c¢alismalarda kullanilan ve toksik etkileri bilinmeyen

bu boyarmaddelerle dogrudan etkilesim i¢inde bulunmaktadirlar.

Azo Dboyarmaddelerin  sentezinde aromatik amin olarak genellikle anilin

kullanilmaktadir (Toker 2005). Anilin etkisini agiz, solunum veya deri temasiyla



gostermekte ve insanlar igin Onemli bir protein olan hemoglobinin aktivitesini
baskilamaktadir. Anilinin insanlar iizerine etkilerinin arastirilmasi eksik kalmis, fakat
hayvanlar {lizerinde yapilan ¢alismalar anilinin dalak kanserine neden oldugunu ortaya
koymustur. Toksik Maddeler ve Hastalik Kayit Ajans1 (Agency for Toxic Substances
and Disease Registry (ATSDR)) ve Uluslararasi Kanser Arastirma Ajanst (The
International Agency for Research on Cancer (IARC))’na gore anilin kanserojen bir
madde olarak kabul edilmemektedir. Cevre Koruma Ajansi (Environmental Protection

Agency (EPA) )’na gore ise kanserojen olmasi muhtemel maddeler arasindadir.

Bazi azo boyarmaddelerin yapisina naftalen ve tiirevleri de katilmaktadir. Bu
maddelerin insanlar {izerinde kanserojen etki gosterdigine dair bir kanit
bulunmamaktadir. Ancak naftalene maruz kalmis hayvanlarda akciger ve burun
kanserlerinin gelistigi goriilmiistiir. Baz1 disi farelere giinliik belli zaman dilimlerinde
naftalen buhar1 koklatilmis ve bunun sonucunda farelerde akciger kanserinin gelistigi
gorlilmiistiir. Bir diger calismada ise erkek ve disi ratlara aymi sekilde naftalen
uygulandiginda burun kanserinin gelistigi goriilmistir. Hayvan calismalarinin
sonuglarma dayanarak Saglhik ve Insan Hizmetleri Béliimii (Department of Health and
Human Services (DHHS) ), EPA ve IARC naftalenin insanlar i¢in muhtemel kanserojen

madde oldugunu diisiinmektedir.

Azo boyarmaddelerin yapisina katilan bir diger madde de fenoldiir. Ag1z ya da solunum
yoluyla viicuda alinan fenoliin ¢ogu kan dolasimina katilmaktadir. Eger deri yoluyla
viicuda alinirsa kan dolasimina girme miktar1 daha az olmaktadir. Kisa siire havadaki
fenole maruz kalmak solunum organlarinin tahrisine, bas agrisi ve g6z yanmasina neden
olmaktadir. Yiiksek dozda fenoliin cilt ile temas etmesi durumunda ise karaciger hasari,
cilt yanmasi, koyu renkte idrar, dilizensiz kalp atist ve bazen Oliimler
gozlenebilmektedir. Fenoliin yiiksek konsantrasyonda agiz yoluyla viicuda alinmasi i¢

yanmalara ve 6liime neden olmaktadir.



Azo boyarmaddelerde kullanilan diazo tuzlarinin kanserojen olma olasili§i vardir.
Bunlara nitrobenzen, benzidin, toluidin, diaminodifenilire gibi maddeler ornek
verilebilir (Toker 2005).

Ayrica iilkemizde de T.C. Saglik Bakanligi Temel Saglik Hizmetleri Genel Miidiirliigii
tarafindan 29.12.1994 tarihinde kansere sebep olmasindan dolayr deri ve tekstil
tiriinlerinde kullanilan bazi1 azo boyarmaddelerin ve azo boyarmaddelerin igerisine
katilan aril aminlerin listesini barindiran bir genelge yaymlanmistir. Tim bu veriler goz
Oniline alindiginda, glintimiizde kullanimda olan azo boyalarin toplum saglig1 {lizerine
olan etkilerinin aragtirilmasinin basta kanser olmak {izere bir¢ok hastaliktan korunmada

en Onemli stratejilerden biri olacagi agiktir.

Bu amagcla yapilan karsinojenlerin taranmasi amacli ¢aligmalar i¢in mutajenite esas
alinmaktadir. Genetik kodun ve genetik sistemin evrensel olmasi ve karsinojenite ile
mutajenite arasindaki korelasyonun yiliksek olmast bunun en 6nemli sebepleridir (Akin

1990).

Mutajenite test sistemleri sonuglarinin gozlenebilme zamanina bagh olarak kisa ve uzun
zamanl sistemler olmak iizere ikiye ayrilir (Wickramasnghe 1979; Mortelmans and
Zeiger 2000; Zeiger et al. 2005). Cesitli deney hayvanlartyla yapilan in vivo uzun
zamanli mutajenite test sistemleri kisa zamanli mutajenite test sistemlerine gore daha
giivenilir sonuglar sunmaktadir. Fakat bircok sentetik ve dogal kimyasallarin
kontrollerinde yiiksek maliyet ve uzun zaman gerektirdigi i¢in tercih edilmemektedirler
(Wickramasnghe 1979; Gulluce et al. 2010). Uzun zamanli test sistemlerinin
dezavantajlarina sahip olmayan kisa zamanl1 test sistemleri oncii testler i¢in daha uygun

ve kabul edilebilir olmalariyla 6ne ¢ikmaktadir (Mortelmans and Zeiger 2000).

Bakteriyel testler (Ames et al. 1973a, 1973b; Maron and Ames 1983; Mortelmans and
Riccio 2000; Mortelmans and Zeiger 2000), mikrontikleus ve bitki tohumlar ile yapilan
RAPD analizleri, hiicre kiiltlirii caligmalar1 en yaygin kullanilan kisa zamanl testlere

ornek olarak verilebilir (Ozbek 2006; Karaday: 2010).



Yapilan bu c¢aligmada; azo boyarmaddelerin yukarida sayilan potansiyel mutajenik
ozellikleri goz Online alinarak, biyolojik ¢alismalarda kullanilan Amido Black 10B,
Orange G ve Evans Blue azo boyarmaddelerinin genotoksik ozelliklerinin E. coli
WP2uvrA susuyla yapilan E. coli WP2, S. typhimurium TA1535 ve TA1537 mutant
bakteri suslariyla yapilan Ames/Salmonella ve RAPD analizleri kullanilarak
arastirilmasi hedeflenmistir. Ayrica bu ¢alisma; Amido Black 10B, Orange G ve Evans
Blue boyarmaddelerinin Ames/Salmonella, E. coli WP2 ve RAPD analizleri ile yapilan
ilk genotoksisite ¢alismasi1 6zelligini tagimasi ve dogrudan arastiricilar ilgilendiren
laboratuvarlarda kullanilan boyarmaddeler ile ilgili ilk ¢alismalardan olma 6zelligini

tasimasi yonleri ile 6zgiin deger tagimaktadir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Boya ve Boyarmadde Kavram

Konugma dilinde ¢ogu kez boya ve boyarmadde kelimeleri birbiri yerine kullanilir. Bu
iki s6zclik esanlamli degildir. Cisimlerin yiizeyinin ya dis tesirlerden korunmasi ya da
giizel bir goriiniim saglanmasi icin renkli hale getirilmesinde kullanilan maddelere boya
denir. Boya bir yilizeye kuruyan yag ile birlikte firca veya boyama tabancalari ile
uygulanir. Boyanan yiizey, yagin kurumasi ile oldukc¢a kalin yeni bir tabaka ile kaplanir.
Bu islem gergekte bir boyama degil bir 6rtmedir. Boyalar uygulandiklar1 yiizeyde higbir
degisiklik yapmazlar ve kazinarak yilizeyden biiyiik parcalar halinde uzaklastirilabilirler.
Boyalar genellikle anorganik yapidadirlar. Boyarmadde ise bir materyale kendiliginden
veya uygun reaksiyon maddeleriyle afinitesi olan, renk verici maddelerdir.
Boyarmaddelerle yapilan renklendirme boyalarla yapilan renklendirme islemine
benzemez. Genellikle c¢ozeltiler veya siispansiyonlar halinde ¢esitli boyama
yontemleriyle uygulanirlar. Boyar maddelerin tamami organik yapidadir. Boyar
maddeler uygulandiklar1 cisimlerin ylizey karakterini degistirirler. Bu ylizden kazinarak

ya da herhangi bir fiziksel islem yapilarak cisimden uzaklastirilamazlar (Kogak 2011).

2.2. Boyarmaddelerin Ozellikleri ve Siniflandirilmasi

Bircok organik maddeden farkli olarak boyarmaddeler renk sahibidirler. Bu

ozelliklerinden dolay1 boyarmaddeler;

1) Gortilebilir spektrumdaki (400-700 nm) 15181 absorblar,

2) En az bir kromofora sahiptir,

3) Baglayici bir sisteme sahiptir,

4) Organik bilesiklerde stabilizasyonu saglayan elektron rezonansina sahiptir (Abrahart

1977).



Molekiiler yapidaki bu Ozelliklerin  herhangi biri eksilirse renkte azalma
goriilebilmektedir. Boyarmaddeler organik bilesikler olup benzen, naftalen ve antrasin
halkalar1 ile birlesmis kromofor ve okzokrom gruplarinmi igerirler. Kromofor grubu
boyarmaddelere renk oOzelligi verir. Ancak bu grubu igeren boyarmaddelerin
uygulanacagi cisme baglanma yetenegi yoktur. Bu yiizden renk mekanik yollarla
kolayca giderilebilir. Tam bir boyarmadde o6zelligi gosterebilmesi i¢in okzokrom
grubuna ihtiya¢ duyulur. Okzokrom grubu boyarmaddelerin absorbsiyonunu, baglanma

giiclinii arttirir ve ¢Oziiniirligiini etkiler (Velmurugan et al. 2011; Hassan 2014).

Kromofor grubunun kimyasal yapisina dayanarak boyarmaddeler azo, antrakinon,
trifenilmetan, heterosiklik ve polimerik olmak tizere 5’e ayrilirlar (Yang et al. 2009;
Khan et al. 2013). Ayrica boyarmaddeler uygulama o6zelliklerine gore anyonik,
katyonik, dogrudan, dispers ve reaktif olmak iizere 5 sinifta incelenebilirler. Kimyasal
yapisina gore smiflandirmada en genis yer tutan boyarmaddeler azo
boyarmaddeleriyken uygulama yontemlerine gore siniflandirmada dispers ve reaktif

boyarmaddeleridir (Ertem 2007).

2.3. Azo Boyarmaddeler

Azo boyarmaddeleri diazonyum tuzlarinin fenoller, naftoller ve aromatik aminler ile
birlesmesi sonucunda olusurlar (Toker 2005; Ertem 2007). Organik kokenli
boyarmaddelerin en 6nemli boliimiinii olusturan ve say1r bakimindan diger gruplardaki
boyarmaddelerin toplamindan fazla olan azo boyarmaddeler tekstil, gida, deri, kagit,
matbaa ve kozmetik endiistrilerinde kullanilmaktadirlar (Ahmad and Hameed 2010;
Chequer et al. 2011). Azo boyarmaddelerinin olduk¢a yaygm kullanilmasinin bes

onemli nedeni bulunmaktadir:

1) Sentezlerinin kolay olusu ve ucuz baslangi¢c bilesenlerinden elde edilebilmeleri
maliyetlerinin ucuz olmasini saglamasi
2) Molekiil iizerinde c¢esitli gruplarin kolay modifiye edilebilmesi farkli azo

boyarmaddelerin sentezine imkan olusturmasi



3) Molar absorpsiyon katsayilarinin yiiksek olmasi
4) Basta 151k ve yikama spesifikligi olmak tizere iyi degerlere sahip olmasi

5) Genis renk aralig1 sunmasi (Ertan ve Eyduran 1995; Saylam 2006; Ertem 2007).

Evans Blue: Biyoloji laboratuvarlarinda kullanilan evans blue yapisinda suramin ve
tripan blue bulunan polisulfon bir boyar maddedir.(Skowronek et al. 2000; Sharma et
al. 2004) Kan damart ve hiicre zar1 gegirgenligi ¢alismalarinda siklikla kullanilir.
Intravital boya olarak da yonetilebilir ve tasiyict molekiilii olarak serum albiimine

baglanir. Evans blue-albumin kaynasmasi;

1) Dokuda mavi renk ile dikkat ¢ekerek makroskobik olarak tanimlanabilir (Matsuda et
al. 1995).

2) Floresans mikroskobuyla incelenmis doku béliimlerinde kirmizi oto floresans ile
gozlemlenebilir (Matsuda et al. 1995; Brussee et al. 1997; Tidball et al. 1999).

3) Serum oOrnekleri veya homojenize olmus doku spektrofotometre ile Olgiilebilir

(Brown et al. 1992; Oztas et al. 1992; Hamer et al. 2007).

Evans blue ayn1 zamanda HIV girisinin ve HIV’in reseptdrlerine baglanan TNF-o nin
bir inhibitdrii olarak gorev yaparak molekiiler ¢aligmalarda da adindan

bahsettirmektedir. (Sharma et al. 2004)

Orange G: Biyolojik calismalarda kullanilan bir diger boyar madde Orange G dir.
Cogunlukla sitolojik calismalarda kullanilmakla birlikte molekiiler ¢aligsmalarda da
kullanilmaktadir. Orange g boyar maddesi Papanikolaou testinde (hiicre yayma testi)
eozin boyasiyla birlikte kullanilmaktadir. Bu test ozellikle servik kanserinin erken
teshisi i¢in 6nem tasimaktadir. Orange G aym1 zamanda elektroforezde DNA yiikleme

tamponu olarak da kullanilmaktadir. (Yiizbasioglu 2008; Sabnis 2010)

Amido Black 10B: Biyolojik ¢alismalarda kullanilan bir boya olan amido black 10b

proteinlerin boyanmasinda Comassie blue ile ayni islevi goriir. (Sabnis 2010).



2.4. Azo Boyarmaddeler ve Toksikoloji

Diinyada yilda 7x10° ton ve 100.000’in iizerinde ¢esit boyarmadde iiretilmektedir (Aksu
2005). Bunlarin yarisindan fazlasini azo boyarmaddeler olusturmaktadir (Soares et al.
2002; Ahmad and Hameed 2010; Chequer et al. 2011). Hemen hemen biitiin endiistriler
tarafindan kullanilan bu boyarmaddelerin toplam miktarimin %10-15’inin {iretim
stirecinde ¢evreye yayildigi, ekosistem, sucul yasam, insan hayati, mikroorganizmalar
ve gida zinciri iizerinde karsinojenik, mutajenik ve teratojenik etkilerinin oldugu tespit
edilmigtir (Nam and Renganathan 2000; Moutaouakkil et al. 2003; Pokhrel and
Viraraghavan 2004; Crini 2006; Mansour et al. 2007; Chequer et al. 2011; Constantin et
al. 2013; Konicki et al. 2013).

Boyarmaddelerin ter, tiikiiriik ve mide sivist ile iliski kurdugunda aromatik amin
olusturup olusturmamasi insan sagligi lizerine olumsuz etkilerinin arastirilmasinda
kolaylik saglayan kriterlerden biridir (Pielesz 1999; Pielesz et al. 2002; Chequer et al.
2011). Ciinkii aromatik aminler en iyi bilinen genotoksinlerdir. Genellikle N-oksidasyon
iceren ve hidroksilamin ve nitronyum iyonlarmin olusumuna yol agan enzim
aktivasyonlar1 aromatik aminlerin yiikksek mutajen olmasini saglar. Metabolik
aktivasyonun yaninda fotokimyasal oksidasyon da aromatik aminleri genotoksinlere
ceviren ek bir mekanizma olarak literatiirlere yerlesmistir. Isigin emilimi reaktif oksijen
tirleri gibi direkt harekete gecen nitro ve nitroso foto {irlinlerin stabilitesini
bozabilmektedir (Guerard 2012). Ekosistemi ve insan sagligini tehdit eden benzidin ve
4- bifenilamin gibi fenilaminleri aromatik aminlere 6rnek olarak verilebilir (Choudhary

1996; Chung et al. 2000; Chequer et al. 2011).

Azo boyar maddeleri agiz yoluyla alindiktan sonra anaerobik barsak floras1 ve barsak
duvarinda veya karaciger duvarinda bulunan memeli azo rediiktazlar tarafindan serbest
aromatik aminlere indirgenebilmektedirler (Umbuzeiro et al. 2005; Chequer et al.
2011). Boyle bir transformasyon rhesus maymunlarini ve insanlari igeren memeli
gruplariin biiyliik cogunlugunda meydana gelebilmektedir (Prival and Mitchell 1982).

Azo boyarmaddelerin aktivasyonu nitro ve azo rediiksiyonlarini igermektedir
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(Umbuzeiro et al. 2005). Bu yiizden bu aktivasyon siirecinde barsak florast énemli rol

oynamaktadir (Lima et al. 2007).

2.5. Mutasyonlar

Mutasyonlar genetik bilgide meydana gelen kalitsal degisiklikler olarak tanimlanirlar.
Bu terim ilk olarak Hugo de Vries tarafindan 1905 yilinda kullanilmistir (Barig 2007;
Oner vd 2009; Karaday:r 2010). Mutasyonlar evrimin hammaddesi ve biitiin genetik
varyasyonlarin kaynagidir (Greenman et al. 2006). Mutasyonlarin olmamasi
organizmalarin degisen ortam sartlarina uyum saglamasini engeller ve nesillerinin
tikenmesine yol acabilir. Diger taraftan mutasyonlar bir¢ok insan hastaligt ve
bozukluklarma neden olan zararli etkilere sahiptirler. Ozellikle kanser hastaliklarinin
ortaya ¢ikmasi ve gelismesinde onemli faktorlerden biri olarak mutasyonlar biiyiik
dikkat ¢ekmektedir (Pierce 2010; Sun et al. 2012). Etkilerinin arastirilmasi sirasinda
simiflandirma kolayligi saglamak i¢in mutasyonlar kromozom mutasyonlari ve gen

mutasyonlar1 olmak iizere 2 ana bagliga ayrilmistir (Oraler 1990; Karaday1 2010).

2.5.1. Kromozom mutasyonlari

Kromozom mutasyonlari;; kromozom yapilarinda meydana gelen kromozom yap1
mutasyonlari, kromozomlarin sayisina bir ya da daha fazla kromozom eklenmesine veya
cikarilmasimna neden olan anaploidi ve kromozomlara bir ya da daha fazla takimlar
halinde kromozomlarin eklenmesine neden olan poliploidi olmak {izere 3 ana gruba

ayrilirlar (Pierce 2010).

2.5.1.a. Kromozom yapi1 mutasyonlari

Kromozom yapt mutasyonlar1 tek bir kromozomun yapisinda meydana gelen
mutasyonlardir. Bu mutasyonlarin duplikasyon, delesyon, inversiyon ve translokasyon

olmak iizere 4 baglik altinda incelenmektedir (Baris 2007; Karaday1 2010; Pierce 2010).
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Duplikasyonlar

Duplikasyonlar, kromozomun bir kisminin kendini iki ya da daha fazla katina
cikarmasiyla olusan mutasyonlardir (Sekil 2.1). Duplike olmus bolge orijinlendigi
parcanin hemen bitisiginde ise buna tandem duplikasyon, orijinlendigi kisimla ayni
kromozom tizerinde farkli bolgede ya da farkli kromozom iizerinde ise yeri degismis
duplikasyon adi verilir. Ayn1 zamanda bir kromozom pargas: kendini ¢ogaltip 180°
donerek kromozoma yapisiyorsa bu duplikasyon c¢esidine de reverse duplikasyon adi
verilir. Bu mutasyon sonucunda genomda parca ¢ogalmasi goriiliir. Mayoz boliinmede
meydana gelen Crossing-over olayinda meydana gelen aksakliklara duplikasyonlarin
neden oldugu bilinmektedir (Mumcu 2005; Oztas 2005; Yiiksel 2005; Baris 2007; Oner
vd 2009; Karaday1 2010; Pierce 2010).

Delesyonlar

Delesyonlar bir kromozom segmentinin kaybolmasina neden olan mutasyonlardir (Sekil
2.1). Bu mutasyonlar genotipik diizeyde etki gosterdigi gibi fenotipik diizeyde de
onemli etkilere sahiptirler. Delesyonun fenotipik sonuglari kromozomun silinmis
bolgesindeki genlere baglidir. Eger silinmig bolge sentromer igeriyorsa mayoz ve mitoz
boliinmeye ugrayamayacaktir ve kopan parcanin bulundugu kromozom ortadan
kaybolacaktir. Homozigot durumdaki kromozomlarda meydana gelen delesyonlar ise
cogunlukla letaldir. Ciinkii silinmis bolgede bulunan esas genlerin biitiin kopyalar
kaybedilmigtir. Bu mutasyon sonucunda duplikasyonlarin aksine genomda parca

azalmasi goriiliir (Dilek 2004; Korkmaz 2005; Pierce 2010; Karaday1 2010).

Inversiyonlar

Inversiyonlar bir kromozom segmentinin 180° donerek tekrar koptugu yere baglandig
mutasyonlardir (Sekil 2.1). Bir kromozomun orijinal yapisina AB*CDEFG denilirse
AB+CFEDG seklinde olusan kromozom inversiyona ugramistir denilir. Inversiyonlar

sentromer bolgelerinde meydana geliyorsa perisentrik inversiyonlar (ADC*BEFG),
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sentromer bolgelerinde meydana gelmiyorsa parasentrik inversiyonlar (AB*CFEDG)
adin1 alirlar. Bu mutasyon sonucunda kromozomlarda herhangibir parca kaybi ya da
kazanimi olmadig1 halde gen dizilislerinde farkliliklar meydana gelmistir. Bu yiizden bu
mutasyonlara sahip bireylerde fenotipik etkiler belirgindir. Ayrica yakin tiirler arasinda
melezleme yapildiginda goriilen anormal sinapsis olusumlarinin bu mutasyonlar sonucu
olustugu diisiiniilmektedir (Dilek 2004; Korkmaz 2005; Mumcu 2005; Oztas 2005;
Yiiksel 2005; Baris 2007; Oner vd 2009; Karaday1 2010; Pierce 2010).

Translokasyonlar

Translokasyonlar homolog olmayan kromozomlar arasindaki segment degisimleriyle
olusan mutasyonlardir (Sekil 2.1). Translokasyon olay1 homolog kromozomlar arasinda
par¢a degisimi olan Crossing-over olayi ile karistirllmamalidir. Homolog olmayan
kromozomlar arasinda bir kromozomdan digerine parca aktarimi varsa bu olaya
nonreciprocal translokasyon denilir. AB*«CDEFG ve MN*OPQRS homolog olmayan iki
kromozom olarak disiiniildiiglinde EF segmentinin diger kromozoma yerlesmesiyle
AB+CDG ve MN*OPEFQRS kromozomlari olusur ve bu nonreciprocal translokasyonun
bir 6rnegidir. Homolog olmayan kromozomlar arasinda karsilikli parca aktarimina ise
reciprocal translokasyon adi verilmektedir. AB*CDEFG ve MN<OPQRS homolog
olmayan kromozomlar olarak diisiiniiliirse EF ve QR pargalarinin birbiriyle yer
degistirmesi( AB*CDQRG ve MN*OPEFES) reciprocal translokasyonun bir 6rnegidir.
Traslokasyonlar yeni gen olusumlarina sebep oldugu i¢in evrimsel acgidan biiyiik bir
oneme sahiptir (Dayioglu ve Dogru 1997; Kuru ve Goziikara 2001; Sagsoz vd 2001,
Dilek 2004; Korkmaz 2005; Mumcu 2005; Oztas 2005; Yiiksel 2005; Baris 2007; Oner
vd 2009; Karaday1 2010; Pierce 2010).
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Sekil 2.1. Kromozom yap1 mutasyonlari gesitlerinin gosterilmesi (Karaday et al. 2012)

2.5.1.b. Andploidi

Kromozom yapis1 mutasyonlarina ek olarak bu mutasyonlar kromozomlarin sayilarinda
degisiklige yol agarlar. Andploidi birkag¢ yolla meydana gelebilir. a) Sentromer
bolgelerinin delesyona ugramasi, b) Mayoz ve mitoz boliinmede homolog kromozomlar
veya kardes kromatidler arasinda ayrilmama durumu bu mutasyona sebep olabilir.
Andploidi mutasyonlarinin nullisomi, monosomi, trisomi, tetrasomi olmak {izere 4
¢esidi vardir (Dayioglu ve Dogru 1997; Kuru ve Goziikara 2001; Sagséz vd 2001; Dilek
2004; Korkmaz 2005; Mumcu 2005; Oztas 2005; Yiiksel 2005; Baris 2007; Oner vd
2009; Karaday1 2010; Pierce 2010).

Nullisomi (2n-2) bir homolog kromozom ¢iftinin kaybolmasiyla olugan mutasyonlardir.
Nullisomi bir insanda meydana geldiginde normalde 46 olan kromozom sayis1 44’e

diiser (Pierce 2010).
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Monosomi (2n-1) tek bir kromozomun kaybolmasiyla olusan mutasyonlardir.
Monosomi bir insanda meydana geldiginde normalde 46 olan kromozom sayis1 45°¢e

diiser (Pierce 2010).

Trisomi (2n+1) tek bir kromozomun kazanilmasiyla olusan mutasyonlardir. Trisomi bir
insanda meydana geldiginde normalde 46 olan kromozom sayist 47’e ¢ikar (Pierce

2010).

Tetrasomi (2n+2) bir homolog kromozom ¢iftinin kazanilmasiyla olusan
mutasyonlardir. Tetrasomi bir insanda meydana geldiginde normalde 46 olan

kromozom sayis1 48°e ¢ikar (Pierce 2010).

2.5.1.c. Poliploidi

Kromozom takimlarinin mayoz veya mitoz boliinmede ayrilmalarinda sorun
olustugunda meydana gelen mutasyonlardir. Poliploidi otopoliploidi ve allopoliploidi

olmak tizere 2 gruba ayrilir (Pierce 2010).

Otopoliploidi biitin  kromozom takimlar1 tek bir tiirden kaynaklanmaktadir.
Allopoliploidi ise iki veya daha fazla tiirlin hibridizasyonu sonucunda meydana

gelmektedir (Pierce 2010).

2.5.2. Gen mutasyonlari

Gen mutasyonlar1 genetik materyal iizerinde bir ya da birkagc baz1 etkileyen
mutasyonlardir. Gen mutasyonlar1 baz degisimi, insersiyon ve delesyonlar olmak {izere

ti¢ gruba ayrilirlar.

DNA’da tek bir baz degisimiyle kendini gdsteren baz degisimi mutasyonlar1 gen

mutasyonlarmin en basit grubudur. Cift zincirden olusan DNA’nin tamamlayici
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ozelliginden dolayt DNA {izerinde bir baz degistiginde kars1 zincirde tamamlayicisi olan
baz da degisecektir. Boylece DNA’nin her iki zincirinde de mutasyonlu genom replike
olacaktir (Sekil 2.3.). Baz degisimi mutasyonlar1 kendi arasinda bir piirin baziyla bir
pirimidin bazi veya bir pirimidin bazi ile bir piirin bazinin yer degistirmesiyle olusan
transversiyon ve bir pirimidin baziyla bir pirimidin veya bir piirin baziyla bir piirin
bazinin yer degistirmesiyle olusan transisyon olmak {izere iki ana gruba ayrilirlar (Sekil

2.2).

Insersiyonlar genetik materyalin yapisina bir ya da daha fazla bazin eklenmesiyle olusan

mutasyonlardir.

Delesyonlar genetik materyalin yapisindan bir ya da daha fazla bazin ¢ikmasiyla olusan

mutasyonlardir.
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Sekil 2.2. Transversiyon ve transisyon tipi baz degisimi mutasyonlar1
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2.6. Gen Mutasyonlarinin Sebepleri

Gen mutasyonlarinin meydana gelmesinde iki 6nemli mekanizma gbze ¢arpmaktadir.
Bunlardan ilki DNA replikasyonu sirasinda kendili§inden meydana gelen hatalardir.
DNA’da bu hatalarin oldugu zincir bu hatay1 kendi komplementerine tasiyarak genomda
farkliliklar meydana getirir (Sekil 2.3.) (Kuru ve Goziikara 2001; Bahgeci 2007; Brown
2007; Oner vd 2009; Karaday1 2010).

...GACTTAGAAA...
...CTGAATCTTT...
...GACTTAGAAA... /
...CTGAATCTTT...
\ ...GACTTAGAAA...
...CTGAATCTTT...
...GACTTAGAAA... Mutant DNA
.......... Replikasyon Molekall
...CTGAATCTTT... e
...GACCTAGAAA...
Kalip DNA l ..CTGGATCTTT...
Molekdld ...GACCTAGAAA...
...CTGAATCTTT...
| Reolik \ ...GACTTAGAAA...
B e L ...CTGAATCTTT...
Il. Replikasyon

Sekil 2.3. Replikasyon hatalar1 sonucunda bir gen mutasyonunun ortaya ¢ikis1 (Brown
2007; Karaday1 2010)

Mutasyonlarin meydana gelmesindeki ikinci 6nemli mekanizma ise fiziksel ve kimyasal
kaynakli mutajenlerin DNA ile etkilesime ge¢mesidir. Mutajenlerden kaynaklanan
mutasyonlar ¢ogunlukla DNA’nin tek zincirinde kendisini gosterir (Sekil 2.4). Bu
mutasyonlar DNA onarim mekanizmasi tarafindan tamir edilmedigi takdirde
replikasyon dongiileri sonucunda her iki zincirde de kendilerini gosterirler (Kuru ve

Goziikara 2001; Bahgeci 2007; Brown 2007; Oner vd 2009; Karadayi 2010).
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...GACTTAGAAA...

/ ..CTGAATCTTT...

...GACTTAGAAA...
...CTGAATCTTT...
\ ...GACTTAGAAA...
...CTGAATCTTT...
GACTTAGAAA Mutant DNA
...CTGAXTCTTT... Molekiilii
] ...GACTCAGAAA...
Mutajenden Etkilenmis Mutant DNA - CTGAGTCTTT...
Niikleotit Molekilii
Kalip DNA ...GACTCAGAAA...
Molek ETGAKTETT Mutant DNA
\ Molekilii
I. Replikasyon ...GACTCAGAAA...
...CTGAXTCTTT...
Il. Replikasyon

Sekil 2.4. Mutajen maddelerin DNA molekiilii ile etkilesimi sonucunda bir gen
mutasyonunun ortaya ¢ikisi (Brown 2007)

2.6.1. Kimyasal ve fiziksel mutajenler

Mutajenler DNA veya RNA gibi hiicresel bilgi ve yonetim zincirlerinin molekiiler
yapisini degistirerek s6z konusu organizmanin dogal olarak beklenen seviyenin ¢ok
lizerinde mutasyona ugramasina sebep olan fiziksel veya kimyasal etmenler olarak
tanimlanirlar. Bu tanim mutajenler ve DNA’da hasara yol agan diger ajanlar arasindaki
farkliligr acik bir sekilde vurgulamaktadir. DNA’da hasara neden olan ajanlar DNA
zincirlerinde mutasyon yerine kiriklar olusturarak hiicrelerin 6liimiine neden olurlar

(Brown 2007; Karaday1 2010; Pierce 2010).

Mutajenler {i¢ farkli sekilde mutasyon olusturma yetenegine sahiptirler (Brown 2007):
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1) DNA ile dogrudan etkilesime gegerek replikasyonda hatalar olustururlar.
2) Hiicrede mutasyona yol agan maddelerin salgilanmasini uyararak endirekt etki
gosterirler.

3) Baz analoglar1 gibi davranarak replikasyon sirasinda hatalara neden olurlar.

2.6.1.a. Kimyasal mutajenler

Interkalasyon ajanlari: Interkalasyon ajanlari DNA’da iki bazin arasina girerek, DNA
heliksinin {i¢ boyutlu yapisin1 bozarak ve replikasyon sirasinda insersiyon ve delesyon
tipi mutasyonlara yol agarak etkilerini gostermektedirler. Bu tip kimyasal mutajenlere
ornek olarak etidyum bromid, akridin orange, proflavin ve dioksin Ornek verilebilir

(Ozbek 2006; Bahgeci 2007; Brown 2007; Oner vd 2009; Karaday1 2010; Pierce 2010).

Alkilleyici ajanlar: Alkilleyici ajanlar alkil grubunu baglama 6zelligine sahip olan
mutajenlerdir. Bu ajanlar bazlara kendi yapilarinda bulunan etil ve metil gruplarini
baglayip farkli bazlarla eslesme yapmalarini saglayarak etkilerini gostermektedirler.
Ornegin; Etil metan siilfonat guanine bir etil grubu baglayip 6-etilguanini olustururarak
timin ile bag yapmasmi saglayarak mutasyona yol agmaktadir (Ozbek 2006; Bahgeci
2007; Brown 2007; Oner vd 2009; Karaday1 2010; Pierce 2010).

Baz analoglari: Baz analoglart DNA’nin yapisina katilan bazlarla benzer yapida olan
kimyasal mutajenlerdir. DNA polimeraz bu kimyasallar1 bazlardan ayirt edemedigi i¢in
replikasyon sirasinda yeni sentezlenmis DNA molekiilleri olusturabilirler. 5-
bromourasil en iyi bilinen baz analogudur ve timinle benzer 6zelliktedirler (Sekil 2.5).
Ancak bu mutajen DNA yapisina katildiginda adenin yerine guanin ile esleserek
mutasyona yol agmaktadir (Kuru ve Goziikara 2001; Ozbek 2006; Bahceci 2007; Brown
2007; Oner vd 2009; Karaday1 2010; Pierce 2010).

Deaminasyon ajanlari: Deaminasyon ajanlari DNA’daki bazlar1 deaminasyona
ugratarak farkli bazlarla eslesmelerini saglayan mutajenlerdir. Bu durum DNA

molekiiliinde spontan olarak da meydana gelebilmektedir. Ornegin; adeninin
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deaminasyonu sonucu olusan hipoksantin timin ile eslesecegine sitozin ile esleserek
DNA molekiilinde mutasyon meydana getirir (Ozbek 2006; Bahgeci 2007; Brown
2007; Oner vd 2009; Karaday1 2010; Pierce 2010).

Tavtomerik Donasum

«GATACTAG... Tavtomerik Donusum

........ ...GABACTAG...
SRRl e pr L
l ...CTATGATC...

..GATACTAG... ...GABACTAG...
...CTATGATC... Yapiya 5-bU ..CTGTGATC...
\ g / \. GACACTAG
Kalip DNA
Molekiilii ~-GABACTAG... ..CTGTGATC...
...CTATGATC...
\ Mutant DNA
: ...GATACTAG... Molekdili
I. Replikasyon = ... ¥
..CTATGATC... Ill. Replikasyon
1I. Replikasyon

Sekil 2.5. 5-Bromourasil maddesinin tavtomerik formlar1 arasindaki farkli eslesme potansiyeli
ve baz degisimi nokta mutasyonu olusturma mekanizmasi (Brown 2007; Karaday1 2010)

2.6.1.b. Fiziksel mutajenler

UV isinlari: 260 nm dalga boyutundaki UV 1sinlant 6zellikle pirimidin bolgelerinde
dimerizasyona neden olmaktadir. Bu dimerizasyonlar g¢ogunlukla delesyon tipi
mutasyonlara neden olmaktadir (Kuru ve Goziikara 2001; Ozbek 2006; Bahgeci 2007;
Brown 2007; Oner vd 2009).

Iyonize radyasyon: Bu mutajenlere maruz kalan genomlarda yapisal kirilmalar, baz
degisimi mutasyonlari,insersiyon ve delesyon tipi mutasyonlar siklikla goriilmektedir

(Kuru ve Goziikara 2001; Ozbek 2006; Bahgeci 2007; Brown 2007; Oner vd 2009).

Sicaklik: Sicaklik uygulamalar1 seker halkasini baza baglayan f-N-glikozidik baglarin
kopmasima yol acar. Bu reaksiyon siklikla piirin bazlarmin bulundugu bolgelerde
meydana gelmektedir. Bazdan ayrilan seker ve fosfat gruplarinin da yikimi sonucunda

cift zincirli DNA yapisinda 1 niikleotidlik bir bosluk (GAP) meydana gelir. Meydana
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gelen bosluk DNA tamir mekanizmasi ile tamir edilmezse bu bdlgenin mutasyona
ugrama olasilig1 yiiksektir (Kuru ve Goziikara 2001; Ozbek 2006; Bahgeci 2007; Brown
2007; Oner vd 2009).

2.7. Gen Mutasyonlarimin Etkileri

2.7.1. Gen mutasyonlarinin genomlar iizerine olan etkileri

Niikleotid diziliminde degisime sebep olan pek ¢ok gen mutasyonu kodlanmayan
bolgelerde meydana geldigi i¢in genomun fonksiyonunu etkilemez. Bdyle mutasyonlara
sessiz mutasyon adi verilir. Ancak kodlanan bdlgelerde meydana gelen mutasyonlar

genomun fonksiyonunu Onemli derecede etkilemektedirler (Brown 2007; Karaday:

2010).

Kodlanan gen bdlgelerinde meydana gelen ve genomun fonksiyonunu degistirmeyen
mutasyonlara sessiz mutasyon ya da sinonim mutasyon adi verilir (Sekil 2.6). Bu
mutasyon sonucunda olusan kod ile mutasyona ugramadan onceki kodun olusturdugu
MRNA kodonu ayn1 aminoasidi sentezlemektedir (Bahgeci 2007; Brown 2007; Oner vd
2009).

Baz degisim mutasyonlar1 sonucunda bir aminoasidi sentezleyen kodonun bagka bir
aminoasidi sentezleyen kodona doniigmesi olayma nonsinonim mutasyon adi
verilmektedir (Sekil 2.6). Nonsinonim mutasyonlar sonucunda olusan mutant
proteindeki 1 farkli aminoasit, binlerce aminoasitten olusan proteinlerin birkag
aminoasit degisimine gosterdigi toleranstan dolayr ¢ogunlukla protein kaybina sebep

olmamaktadir (Bahgeci 2007; Brown 2007; Oner vd 2009; Karaday1 2010).

Baz degisim mutasyonlarinin neden oldugu bir diger mutasyon ¢esidi ise anlamsiz
mutasyonlardir (Sekil 2.6). Bu olguda, ilgili gen dizisindeki bir amino asidin
sentezinden sorumlu kodonda meydanda gelen bir baz degisimi mutasyonu, bu kodonun

terminasyon (stop, sonlanma) kodonuna doniismesine sebep olur. Boyle olusan
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proteinler cogunlukla fonksiyon kaybina ugramaktadir (Bahgeci 2007; Brown 2007;
Oner vd 2009).

Ayrica baz degisim mutasyonlar1 sonlanma kodonlarinda meydana gelip bu kodonlar1
aminoasit sentezleyen kodonlara c¢evirebiliyorsa bu tiir mutasyonlara anlamsiz

mutasyonlarin tersi anlaminda readthrough mutasyonlart adi verilir (Sekil 2.6).

Non-sinonim
Mutasyon
ATA
| I
ile
T Anlamsiz Readthrough
Sinonim Mutasyon Mutasyon
Mutasyon TAA TTA
| S [ |
GGA
f) stop leu

gly

l

ATGGGCAAATATAGCATTCCATAAAAATATATA
met gly lys tyr ser ile pro stop

Sekil 2.6. Baz degisimi nokta mutasyonlarnin genom {iizerine olan etkileri (Brown
2007)

Gen mutasyonlarinin diger grubunu olusturan insersiyon ve delesyonlar genomun
fonksiyonu iizerinde 6nemli etkilere sahiptirler. Bu mutasyonlarin en iyi bilinen etkisi
genomun yapisina bazlarin eklenmesi ya da ¢ikmasi sonucunda gen bolgelerindeki
okuma siras1 degismektedir. Bu olaya cerceve kaymasi adi verilir ve olusan iiriin

orjinalinden tamamen farklidir (Sekil 2.7).

Delesyon ve insersiyonlarin tamami ¢erceve kaymasi mutasyonuna sebep

olamamaktadir. Gen bdlgesine 3 veya 3’iin kat1 seklinde baz ekleniyor ya da ¢ikiyorsa
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cerceve kaymasi mutasyonlart meydana gelmemekte bunun yerine olusan mutant
proteinde bir ya da birden ¢ok aminoasit fazlaligi veya azlig1 olusmaktadir (Sekil 2.7).
Boyle meydana gelen bir mutasyon c¢erceve kaymasi mutasyonlarma gore genom

fonksiyonlarini daha az etkilemektedir.

Uc Niikleotit Delesyonu

...lATG.GGchATlAGC.ATTlCCAlTAAlAAATATATA...
met gly tyr ser ile pro stop

/

...IATG'GGC.AAA_TAT_AGC_ATT.CCA_TAAIAAATATATA...
met gly lys tyr ser ile pro stop

\ Bir Niikleotit Delesyonu (Cerceve Kaymasi)

...IATGlGGA.AAT.ATA.GCAlTTC.CAT.AAA.AAT.ATAI...
met gly asn ile ala phe his lys asn ile

Sekil 2.7. insersiyon/Delesyon tipi gen mutasyonlarmin genom iizerine olan etkileri
(Brown 2007)

2.7.2. Gen mutasyonlarinin mikroorganizmalar iizerine olan etkileri

Bakteri ve maya gibi mikroorganizmalarda meydana gelen gen mutasyonlari bu
canlilarin baz1 6zelliklerini kaybetmesi ile sonuclanmaktadir. Bu mikroorganizmalarin
detayli fenotipik Ozelliklerinin incelenmesi yerine farkli besiyerlerinde gelisebilme
ozelliklerine gore siniflandirmalar, 4 temel kategorinin olusmasiyla sonug¢lanmistir

(Kuru ve Géziikara 2001; Brown 2007; Oner vd 2009; Karaday1 2010).

1. Mikroorganizmalarin belirli gen bolgelerinde meydana gelen mutasyonlar bu canlilar
mutasyona ugrayan gen bolgelerinin iirlinii bakimindan disartya bagimli duruma
getirmektedir. Oksotrofluk olarak tanimlanan bu durumdaki mikroorganizmalarin

bulunduklar1 ortamda hayatta kalabilmeleri i¢in ilgili genin {irlinlerinin besiyeri
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ortaminda bulundurulmasi gerekmektedir. calismalarimizda kullandigimiz E. coli
WP2uvrA mutant bakterisi triptofan oksotrofluguna, Salmonella typhimurium TA1535
ve TA1537 mutant bakteri suslari ise histidin/ biyotin oksotrofluguna 6rnek olarak
verilebilmektedir. Bu suslarin yabanil formlar1 yani gen iriinii olarak disa bagimli
olmayan formalarina ise prototrof ad1 verilmektedir.

2. Gen mutasyonlar1 ¢evresel sartlara bagli olarak mutasyonlarin meydana gelmesine
olanak saglayabilmektedir. Istya bagimli mutant mikroorganizmalar bu mutasyona sahip
oldugu bilinen organizmalardir. Bu mikroorganizmalar diislik 1sida normal hayatlarina
devam edebilmektedirler. Ancak 1s1 yiikseldik¢e hayatlarini devam ettirememektedirler.
Sonug¢ olarak meydana gelen mutasyonun protein stabilitesini olumsuz etkiledigi ve
mutant bireylerdeki proteinlerin orijinal bireylere goére daha hassas oldugu goriisii
benimsenmektedir.

3. Gen mutasyonlarinin mikroorganizmalar lizerine bir diger etkisi inhibitorlere karsi
direngli mutantlarin ortaya ¢ikmasimi saglamaktir. E. coli bakterisinin streptomisine
kars1 diren¢ saglamasi bu duruma en iyi ornektir. Mikroorganizmanin bir proteininde
meydana gelen mutasyondan dolay1 streptomisinin bakteri hiicresine ulagmasinin
engellenmesi bu olayin mekanizmasini agiklamaktadir.

4. Mikroorganizmalarin promotor bolgelerinde ve gen isleyisini diizenleyen bolgelerde
meydana gelen mutasyonlar ilgili genin {riiniiniin siirekli olarak sentezlenmesini

saglamaktadir.

2.7.3. Gen mutasyonlarinin gelismis organizmalar iizerine olan etkileri

Basta insan olmak iizere bircok okaryotik canliyr kapsayan gelismis organizmalar,
mutasyonlarin endirekt etkilerinin gozlenebilmesi i¢in idealdirler. Bu canlilarin biiyiik
cogunlugu somatik ve germ hiicrelerini biinyelerinde bulundurmaktadirlar. Gen
mutasyonlarinin bu hiicrelerden hangisinde meydana geldigi bu mutasyonun etkisini
tarif etmede en Onemli kriterlerden biridir. Mutasyon somatik hiicrelerde meydana
geliyorsa bu durumdan sadece mutasyonu tasiyan birey etkilenmektedir. Ancak
mutasyon germ hiicrelerinde meydana geliyorsa gelecek nesillere aktarilma olasilig

yiiksektir (Kuru ve Géziikara 2001; Brown 2007; Oner vd 2009).
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Cok hiicreli gelismis canlilardaki mutasyon etkileri fonksiyon kaybi ve fonksiyon
kazanimi olmak tizere 2 grupta incelenebilmektedir. Fonksiyon kaybi mutasyonlarin
neden oldugu en yaygin etkidir. Bunun mekanizmasi mutasyon sonucunda bazi
proteinlerin etkilerinin tamamen kaybolmasidir (Brown 2007). Fonksiyon kazanimi ise
mutasyonlarin neden oldugu nadir etkilerden biridir. Bu olayin esasi organizmanin
mutasyona ugramasiyla daha once sentezleyemedigi proteinleri sentezleyebilme 6zelligi
kazanmasidir. Boyle bir mutasyonun hiicre dongiisiinde rol oynayan bir veya birden
fazla gen bolgesinde meydana gelmesi hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasina yani kansere

neden olabilmektedir (Brown 2007).

2.8. Mutajenite Arastirmalarinda Kullanilan Test Sistemleri

Giinlik hayatta karsimiza c¢ikan dogal ve sentetik kimyasallar genotoksik ve
karsinojenik etkilere sahip olma potansiyeline sahiptirler. Buna dayanarak Karadayi
(2010) “Genotoksik ve Kkarsinojenik Ozelliklere sahip kimyasallarin  olumsuz
etkilerinden korunma kimyasal maddelerin tespiti, tanilanmasi ve etkilerinin
arastirilmasi ilkelerine dayanmaktadir.” seklinde goriis bildirmistir. Bylece maddelerin
genotoksik ve karsinojenik Ozelliklerini saptayabilmek i¢in en uygun yontem deney
hayvanlartyla uzun zamanda yapilan in vivo ¢alismalardir. Uzun zamanli test sistemleri
mutajenite ve kanser calismalar1 gibi hassas durumlarda kullanilmas1 en uygun testler
olup oncii teslerde uygulanmasi kullanish degildir (Petek 1999; Ozbek 2006). Bu
nedenle kimyasal maddelerin karsinojenik ve mutajenik etkilerini inceleyebilmek i¢in
kisa zamanl test sistemleri gelistirilmistir. Bu sistemlerin, kisa zamanda sonug
vermeleri, ekonomik olmalart ve Oncii testler i¢in kullanighh olmalart 6nemlerini
arttirmaktadir (Mortelmans and Zeiger 2000; Ozbek 2006). Ancak kisa zamanli test
sistemlerinde pozitif sonu¢ gosteren kimyasallar uzun zamanli test sistemleri ile

calisilarak sonug teyit ettirilmelidir.
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2.8.1. Sitogenetik yontemler

Genetik materyale yiiksek derecede zarar veren ajanlarin arastirilmasinda yapisal
kromozom bozuklugu (CA), kardes kromatid degisimi (SCE) ve mikroniikleus (MN)

testleri kullanilmaktadir.

2.8.1.a. Yapisal kromozom bozuklugu testi (CA: Chromosome Aberration)

Bu test sistemi andploidi, poliploidi ve kromozom-kromatid kopmalarindan
kaynaklanan mutasyonlarin incelenmesinde kullanilir. Yapilan uygulamada test
maddesine maruz birakilan Orneklere ardindan kolsisin eklenerek kromozomlarin

boliinme sirasinda metafaz safthasinda kalmasi saglanir (Korkmaz 2005).

2.8.1.b. Kardes kromatid degisimi testi (SCE: Sister Chromatid Exchange)

Bu test genellikle DNA kirilmalarina dayanan hasarlarin tespiti i¢in kullanilmaktadir.
Bu testte meydana gelen kirilmalar DNA onarim merkezini harekete gecirerek, kardes
kromatitler arasinda homolog pargalar yer degistirir. Ardindan ¢esitli boyama

islemlerinden gegirilerek incelenirler (Albanesi et al. 1999; Korkmaz 2005).

2.8.1.c. Mikroniikleus testi (MN)

Hiicrelerin mitoz béliinmeleri sonucunda ortaya ¢ikan mikroniikleuslar hiicrenin esas
cekirdegine dahil olmayan sentromeri bulunmayan kromozom parcgalarindan ya da
kromozomun kendisinden kdken alan olusumlardir. Kimyasal uygulamalar sonucunda
MN frekansindaki artis hiicrede kromozom mutasyonlarinin fazlaliginin gostergesidir

(Fenech 1993; Demirel ve Zamani 2002).

Bu test sistemi sitogenetik hasarlarin belirlenmesinde daha fazla hiicrenin sayilmasina

olanak saglama ve istatistiksel olarak daha kabul edilebilir sonuglar1 ortaya koyma
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Ozellikleri bakimindan arastiricilar tarafindan yaygin bir sekilde kullanilir (Fenech

1993; Demirel ve Zamani 2002).

2.8.2. Mikrobiyal yontemler

Genellikle bakteriyel mutasyon test sistemlerinin kullanildig1 mikrobiyal yontemler gen
mutasyonlar1 ile alakali dogal veya sentetik kimyasallarin mutajenik potansiyelini
belirlemek i¢in en 6nemli kisa zamanli test sistemleri olarak bilinirler (Ames et al.
1973a, 1973b; Maron and Ames 1983; Mortelmans and Riccio 2000; Mortelmans and
Zeiger 2000). Bakterilerin basit besiyerlerinde kolay ve hizli bir sekilde tiremeleri, kisa
hayat devirlerinin olmast ve bunlarla yapilan testlerin ucuz, hizli ve pratik olmasi gibi
ozellikler bu baslik altinda incelenecek olan testlerin avantajlarindandir (Mortelmans

and Zieger 2000).

Aragtiricilar  tarafindan en ¢ok tercih edilen mikrobiyal testlere Saccharomyces
cerevisiae ile uygulanan maya delesyon testi, Salmonella typhimurium mutant bakteri
suslariin kullanildigit AMES/Salmonella test sistemi, Escherichia coli mutant bakteri
susunun kullanildi E. coli WP2 test sistemi 6rnek verilebilir (Mortelmans and Riccio

2000; Mortelmans and Zeiger 2000; Kirpnick et al. 2005).

2.8.2.a. Maya delesyon testi (Yeast DEL Assay)

Intrakromozomal test sistemleri iginde yer alan maya delesyon (DEL) testi
uygulamasinin kolay olmasi ve sonuglarinin giivenilir olmasindan dolay1 yaygin olarak
kullanilan bir testtir. Bu ¢alismada kullanilan mutant bireylerin mutajenite oranlarini
arttirmak icin DNA zincir kiriklarina neden olan maddeler iyonizan 1sinlar, alkilleyici
ajanlar, oksidatif stres ve sicaklik soku kullanilabilmektedir. Bu test sistemi karsinojen
maddelere karsi diger kisa zamanli test sistemlerinden daha c¢ok duyarhidir. Bu
ozelliginden dolay1 kisa zamanda {ine kavusmus ve zirai atiklar, cevresel kirleticiler ve
farmositikler gibi bircok maddenin genotoksisite calismalarinda kullanilmaya

baglanmistir (Brennan and Schiestl 2004; Kirpnick et al. 2005).
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Bu test sistemi Saccharomyces cerevisiae’nin genomundaki his3 operonuna pRS6
plazmidinin  yerlestirilmesiyle histidin  yoniinden inaktive edilmesi esasina
dayanmaktadir. Boylelikle ¢alismada kullanilan organizma histidin bakimindan oksotrof

hale getirilmistir.

Maya delesyon test sisteminde en yaygin kullanilan maya susu S. cerevisiae RS112’dir.
Bu organizma hem adenin hemde histidin oksotrofisi gostermektedir (Brennan and

Schiestl 2004; Kirpnick et al. 2005).

2.8.2.b. Ames/Salmonella test sistemi

Ames/Salmonella test sistemi Dr. Bruce Ames ve Dr. Maron tarafindan 1970’li yillarda
gelistirilmistir. Bakteriyel geri mutasyon esasina dayanan bu test uygulama kolayligi ve
testin kabul edilirligi bakimindan biiyliik 6neme sahiptir. Bilim diinyasina sunuldugu
anda kullanimi verdigi sonuclarin giivenilir olmasindan dolayr hizla yayilmaya

baglamistir (Mortelmans and Zeiger 2000).

Giiniimiizde en ¢ok Amerika ve Japonya’da kullanilan bu test Salmonella typhimurium
LT2 atasal bireyler in vitro kosullarda mutasyona ugratilarak histidin oksotrofuna
doniistiiriilmiistiir. Bu test kullanilarak yapilan mutajenite ¢aligmalarinin temel,
uygulanan kimyasalin bakteri susunda bulunan his mutasyonunu geri mutasyona
ugratmasidir. BoOylece bakteri suslar1  oksotrof formdan prototrof forma
doniismektedirler. Boyle bir etkiye sahip olan kimyasal i¢in mutajenik etkiye sahiptir
denilebilir (Shamberger et al.1979; Rosin and Stich 1978-1979; Alekperov et al. 1986;
Victorin et al. 1987).

Ames test sisteminde kullanilan Salmonella typhimurium bakteri suslarinin genetik

ozellikleri;

Histidin mutasyonu: Ames test sisteminde kullanilan farkli bakteri suslari, histidin gen

bolgesinin farkli yerlerinde ve farkli Ozellikte mutasyonlar meydana getirilerek
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olusturulmuslardir. Baz degisimi nokta mutasyonu ya da ¢er¢eve kaymasina neden olan
delesyon ve insersiyon mutasyonlariyla bakteriler histidin bakimindan prototrofken
oksotrof forma doniistiiriilmiislerdir. Boylelikle etkisinin belirlenmesi i¢in uygulanan

kimyasallarin hangi ¢esit mutasyonla etki ettigi belirlenebilecektir.

Salmonella typhimurium bakteri suslari1 ile yapilan ¢alismalarda bu bakterilerin his

operonunda bulunan mutasyonlarin yeri ve mutasyon etki bigimleri belirlenmistir

(Cizelge 2.1).

rfa mutasyonu: Gram negatif bakterilerde bulunan hiicre duvarmin lipopolisakkarit
tabakasini kodlayan genlerde meydana getirilen mutasyonlar sonucunda lipopolisakkarit
tabakanin kismen ya da tamamen kaybolmasi saglanmigtir. Bunun amaci uygulanan
kimyasalla bakteriyi maksimum diizeyde karsi karsiya birakmaktir (Mortelmans and
Zeiger 2000).

uvrB mutasyonu: Bu mutasyon DNA onarim sistemindeki kesip ¢ikarma islemi goren
uvrB geninin delesyonu ile olusmustur. Mutajenlerin etkisinin ortaya ¢ikarilmasinda test
duyarliliginin arttirillmasimi  saglar. uvrB geninin delesyonu sirasinda biyotin ve
nitrorediiktaz enzimini kodlayan gen bolgeleri de delesyona ugramistir. H vitamini
olarak da adlandirilan biyotin testin yapildigi ortama eklenmek zorundadir.
Nitrorediiktaz enzimi ise birgok nitro grubu mutajen i¢in aktivasyon olanagi sagladigi
icin kullanilacak kimyasal bu 6zellikteyse ortama bu enzimin katilmasi1 gerekmektedir

(Mortelmans and Zeiger 2000).

R faktorii: Test suslarina mutajenlere kars1 hassasiyet kazandirilmasi i¢in amfisilin
direnglilik geni tasiyan pkM 101 plazmidi eklenmis ve TA97, TA98 ve TA100 mutant
bakteri suslar1 elde edilmistir. TA97 ile TA1537, TA98 ile TA1538 ve TA100 ile
TA1535 suslar arasinda mutajenik 6zgiillik bulunmaktadir. R faktorii bulunduran
bakteri suslar1 orijinal formlara oranla mutajen maddelere daha hassas oldugu

belirtilmistir (Mortelmans ve Zeiger 2000). Oksidatif mutajenlerin tespiti igin
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gelistirilen TA102 susu da yapisinda tetrasiklin direnclilik geni tasiyan pAQ1 plazmiti
tasimaktadir (Sawai et al. 1998; Mortelmans and Zeiger 2000).

Cizelge 2.1. Ames/Salmonella test sisteminde yaygin olarak kullanilan histidin
oksotrofu mutant bakterilerin genetiksel 6zellikleri

Sus Histidin LPS | Onarim |pKM | Mutasyo- Belirlenebilen Bilesik
Mutasyonu 101 nun Gruplan
Niteligi
TA1535 | His G46 rfa | AuvrB - AT—-GC Baz degisimi nokta
Transisyon | mutasyonuna  sebep
olan mutajenler
TA1537 | His C3076 rfa | AuvrB - C....C Cergeve kaymasina
yanina +1 sebep olan mutajenler
TA1538 | His D3052 rfa | AuvrB - CG....CG | Cer¢eve  kaymasina
yanindan sebep olan mutajenler
-1
TA97 His D6610 rfa | AuvrB + CCC Cergeve kaymasina
yanina +4 | sebep olan mutajenler
TA98 His D3052 rfa | AuvrB + CG Cerceve  kaymasina
yanindan -1 | sebep olan mutajenler
TAL100 | His G46 rfa | AuvrB + AT—-GC Baz degisimi nokta
Transisyon | mutasyonuna  sebep
olan mutajenler
TA102 | pAQl His| rfa | AuvrB - GC ochre | Oksidantlar, X 1sinlari,
G428 A his AT U.V., mitomisin C ve
kinonlar...
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2.8.2.c. Escherichia coli WP2 test sistemi

Bakteriyel geri mutasyon test sistemlerinden bir digeri ise1976 yilinda Green ve Muriel
isimli arastiricilar tarafindan kimyasal maddelerin mutajenik etkilerinin arastirilmasi

icin gelistirilen E. coli WP2 test sistemidir (Green and Muriel 1976).

Bu test sisteminde E. coli bakterisinin suslari kullanilmaktadir. Arastirmalar bu test
sisteminde kullanilan bakteri suslariin trpE geninde AT baz degisimi nokta mutasyonu
tagidigin1 gostermistir. Test suslarinda meydana gelen bu mutasyon ochre (anlamsiz,
non-sense) mutasyonun meydana gelmesine sebep olarak test suslarini triptofana karsi

oksotrof hale getirmistir (Mortelmans and Riccio 2000).

Ayrica E. coli WP2uvrA test susunda triptofan mutasyonuna ek olarak uvrA mutasyonu,
E. coli WP2(pKM101) susunda pKM101 plazmiti ve E. coli WP2uvrA (pKM101) test
susunda ise hem UVrA mutasyonu hem de pKM101 plazmiti bulunmaktadir. Yeni nesil
olarak adlandirilan bu bakteri suslarina ek olarak eklenen her bir 6zellik o susun testteki

giivenirligini arttirmaktadir (Mortelmans and Riccio 2000).

2.8.3. PCR (Polymerase Chain Reaction) temelli yontemler

PCR 1993 yilinda Dr. Kary Mullis tarafindan kesfedilmistir. PCR’1n kesfi molekiiler
biyoloji alaninda devrim olarak sayilmis ve kesfedildigi zamandan bu yana evrim,
klinik tip, adli tip, patojen tespiti gibi ¢esitli aragtirma alanlarinda kullanilmistir. Daha
sonra RAPD(random amplified polymorphic DNA), AP-PCR(arbitrarily primed PCR)
ve DAF(DNA amplification fingerprinting) gibi yeni PCR temelli metodlar
gelistirilmistir. Bu {i¢ metod genetik haritalama, taksonomi ve filogeni ¢aligmalarinda

yar1 belirleyici olarak rol oynayan metodlardir (Atienzar and Jha 2006).



31

2.8.3.a. RAPD (random amplified polymorphic DNA)

Kisa zamanli mutasyon test sistemlerinden biride PCR temelli ve Williams et al. (1990)
ve Welsh and McClelland (1990) tarafindan gelistirilen random amplified polymorphic
DNA (RAPD) analizidir. RAPD tekniginde az miktarda ve diisiik kalitede DNA’ya
ihtiyag duyulmasi, cabuk sonu¢ vermesi ve ucuz olmast teknigin Onemli
avantajlarindandir (Yildirnm ve Kandemir 2001; Temizkan ve Arda 2004). Bu

avantajlarindan dolay1 RAPD analizi;

1) Genetik gesitlilik ¢aligmalarinda polimorfizm saptanmasinda (Grayson et al. 2000;
Atienzar and Jha 2006).

2) Soyagaci ¢alismalarinda (Atienzar and Jha 2006).

3) Genetik haritalarin olusturulmasinda (Atienzar and Jha 2006).

4) Canli gesitlerini tanilamada (Atienzar and Jha 2006).

5) Bocek direng genlerinin tespitinde (Atienzar and Jha 2006).

6) Genotoksisite ve karsinogenez ¢alismalarinda kullanilmaktadir (Cenkci et al. 2009;
Atienzar and Jha 2006).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Calismada kullanilan boyarmaddeler

Calismada biyoloji laboratuvarlarinda kullamlan Amido Black 10B(Sigma-Aldrich®),
Orange G(Sigma-Aldrich®) ve Evans Blue (Sigma-Aldrich®) boyarmaddeleri
kullanilmistir. Bu boyarmaddeler uygun ¢oziiciide farkli miktarlarda ¢oziilmiis ve bir
sonraki basamakta tohumlarda ve koklerde etkileri hem gorsel hem de deneysel olarak

degerlendirilmistir.

3.1.2. Calismada kullanilan mutant bakteri suslari

Bu calismada kullanilan Salmonella typhimurium TA1535 (ATTC® Numarast: 29629)
ve TA1537 (ATTC" Numarast: 29630) mutant bakteri suslart ATTC® (The American
Type Culture Collection—Georgetown University, Bacteria Department, Washington,
U.S.A.)’den; Escherichia coli WP2uvrA (ATTC® Numarast: 49979) mutant bakteri susu
da LGC Standarts (Middlesex, U.K.)’tan temin edilmistir.

3.1.3. Calismada kullanilan bitki tohumu

Calismada kullanilan ayni tiire ait 32T83 kodlu musir tohumlar1 Atatiirk Universitesi

Ziraat Fakiiltesinden temin edilmistir.

3.1.4. Pozitif mutajenler ve kimyasal maddeler

Mutajenite deneylerinde pozitif kontrol olarak kullanilan mutajenik ajanlar:
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Sodyum azid (NaN3) : Sigma-Aldrich®’ten
9-Aminoakridin (9-AA) : Merck®’ten
N-Metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidin (MNNG) : ABCR GmbH & Co. KG® ’den

temin edilmistir.

Bakteriyel mutajenite uygulamalarmin ¢esitli asamalarinda kullanilan kimyasal

maddeler:

D-glukoz (dekstroz) : Ox0id™’ten
Nutrient Broth No.2 : Oxo0id™’ten
Nutrient Agar : Difco™ dan

Bacto Agar : Difco™ dan
L-triptofan : Merck® ten
Magnezyum siilfat : Merck®’ten
Potasyum fosfat dibasic : Merck®’ten
D-biyotin : Sigma-Aldrich®’ten
L-histidin HCI : Sigma-Aldrich®’ten
Kristal viyole : Sigma-Aldrich®’ten
Sodyum kloriir : Sigma-Aldrich®’ten
Sodyum fosfat monobasic : Sigma-Aldrich®’ten
Sodyum fosfat dibasic : Sigma-Aldrich®’ten
Sitrik asit monohidrat : Sigma-Aldrich®’ten
Amonyum sodyum fosfat dibasic tetrahidrat : Sigma-Aldrich®’ten temin
edilmistir.

Bitkiden DNA izolasyonu i¢in kullanilan kimyasal maddeler:

Trizma base : Sigma-Aldrich®’ten
EDTA : Sigma-Aldrich®’ten
Sodyum klortir : Sigma-Aldrich®’ten

- merkaptoetanol : Sigma-Aldrich®’ten
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Polivinilpirolidon (PVP) : Sigma—AIdrich®’ten
Setil trimetil amonyum bromiir (CTAB) : Sigma-Aldrich®’ten
Fenol: Kloroform: izoamil alkol : Sigma-Aldrich®’ten
TE Buffer : Sigma-Aldrich®’ten
Sodyum dodesil siilfat : Fluka® dan
Kloroform: izoamil alkol : Fluka® dan temin
edilmistir.

RAPD-PCR analizi i¢in gerekli olan kimyasal maddeler:

Taq DNA Polimeraz : Sigma-Aldrich®’ten

10X PCR Buffer without MgCl, : Sigma-Aldrich®’ten

dNTPs : Sigma-Aldrich®’ten

MgCl, : Sigma-Aldrich®ten temin
edilmistir.

3.1.5. RAPD-PCR analizinde kullamlan primerler

RAPD-PCR analizinde kullanilan primerler invitrogen™ den temin edilmistir (Cizelge
3.1).

Cizelge 3.1. RAPD-PCR analizinde kullanilan primerler

Primerin ad1 Baz Dizilimi Referans

OPA2 5’-TGCCGAGCTG-3° Gajera et al. 2014
OPA3 5’-AGTCAGCCAG-3’ Gajera et al. 2014
OPAG 5’-GGTCCCTGAC-3’ Erturk et al. 2012
OPB4 5’-GGACTGGAGT-3’ Cenkci et al. 2009
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3.1.6. Calismada kullanilan alet ve cihazlar

Buzdolabi : Arcelik, TURKIYE, 8190NF

Calkalamali Inkiibator : Zhicheng, CHINA, ZHWY-200B

Derin Dondurucu : Nuaire, U.S.A., -86 Ultralow Freezer, SN PO7K-476316-
PK

Hassas Terazi : Mettler Toledo, CHINA, AL204

Inkiibator : Binder, GERMANY, BD53

Manyetik Karistirict : Niive, TURKIYE, MK-418, SN 05-1083

Mikrodalga Firin : Argelik, TURKIYE, MD592

Mini Karistirici 1 IKA, U.S.A., M51, SN 03017581

Otoklav : Hirayama, JAPAN, HVE 50, SN 030787253

Saf Su Cihazi : GFL, GERMANY, 2004

Sicak Su Banyosu : Memmert, GERMANY, 854

Steril Kabin : Esco, SINGAPORE, AC2-4E1

Spektrofotometre : Shimadzu, JAPAN, RC 232C

pH Metre : Hanna, PORTUGAL, HI 9321, SN 396202

Vortex tIKA, US.A., MS2

Qiaxcel Advenced : Qiagen, USA

Termal dongii cihazi : Sensequest labcycler, GERMANY

Santrifiij : Hettich, GERMANY

3.1.7. Cozeltiler ve besiyerleri

Minimal glukoz agar (MGA): Mutajenite deneylerinde temel alt besiyeri ve modifiye
edilerek test organizmalarinin histidin, biyotin ve triptofan oksotrofilerini arastirmak

i¢in kullanilmustir.
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Igerik 1000 ml’de
Agar 15 or
%10’luk D-glukoz ¢ozeltisi 50 ml
Vogel-Bonner (VB tuzlar1) medyum E (50x) 20 ml

Hazirlanisi:
15 g agar 930 ml distile su icerisine katilmis ve olusan ¢ozelti 121°C’de 30 dakika

otoklavlanarak steril edilmistir. Bu islemin ardindan, ¢6zeltiye daha once steril edilen
Vogel-Bonner (VB tuzlar1) medyum E (50%) ve %10’luk D-glukoz ¢ozeltisi eklenmis,
steril kabin icerisinde hafif¢e calkalamak suretiyle iyice karigmasi saglanmistir. Besiyeri
uygun dokme 1sisina geldiginde petri kaplarina dokiilmiistiir. Bu besiyeri oda
sicakligindaki steril ortamlarda muhafaza edilmelidir (Mortelmans and Zeiger 2000;

Karaday1 2010).

%10’luk D-glukoz c¢ozeltisi: MGA Dbesiyerlerinin (alt agar) hazirlanmasinda

kullanilmastir.
Icerik 1000 ml’de
D-glukoz (Dekstroz) 100 g

Hazirlanisi:
Bu ¢ozelti 100 g D-glukoz 700 ml distile su igerisine katilarak manyetik karistirict ile

iyice ¢Oziilmiis ve son hacmi distile su ile 1000 ml’ye tamamlanmistir. Bu islemden
sonra 50 ml’lik hacimlerde cam siselere aktarilan ¢ozelti 121°C’de 20 dakika
otoklavlanarak steril edilmis ve +4°C’de saklanmistir (Mortelmans and Zeiger 2000;
Karaday1 2010).

Vogel-Bonner (VB tuzlari)) medyum E (50x): MGA (alt agar) besiyerlerinin

hazirlanmasinda kullanilmistir.
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Igerik 1000 ml’de
Magnezyum siilfat (MgSO4) 8,79
Amonyum sodyum fosfat dibasic tetrahidrat (NaNH4HPO4 + 4H20) 175¢g
Potasyum fostaf dibasic (K2HPO4) 500 ¢
Sitrik asit monohidrat (HOC(COOH)(CH2COOH)2 + H20) 100 g

Hazirlanisi:

Yukarida belirtilen maddeler, 6nceden sicakligi 50°C’ye ayarlanmis olan 650 ml distile
su igerisine sirasiyla eklenmistir. Manyetik karistirici yardimiyla tamamen ¢dziinmesi
saglanan bir maddenin ardindan digerinin eklenmesi suretiyle hazirlanan ¢ozeltinin son
hacmi, distile su eklenerek 1000 ml’ye tamamlanmistir. Bu islemden sonra 20 ml’lik
hacimlerde cam deney tiiplerine aktarilan ¢ozelti 121°C’de 30 dakika otoklavlanarak
steril edilmis ve karanlikta oda 1sisinda saklanmistir (Mortelmans and Zeiger 2000;
Karaday1 2010).

Histidin/Biyotin cozeltili top agar: S. typhimurium suslariyla yapilan mutajenite
deneylerinde uygulanan test materyalinin, test bakterilerinin ve diger kimyasallarin

homojen olarak etkilesimini saglamak amaciyla kullanilmistir.

Icerik 1000 ml’de
Agar 69
Sodyum kloriir (NaCl) 60

Hazirlanisi:
6 g agar ve 6 g NaCl 900 ml distile su igerisine katilmis, olusan ¢ozelti 121°C’de 30

dakika otoklavlanarak steril edilmis ve oda sicakliginda saklanmistir. Deneyde
kullanilmadan 6nce ¢ozelti, mikrodalga firinda ¢oziilmiis ve igerisine 100 ml 0,5 mM

Histidin/Biyotin ¢ozeltisi eklenmistir (Mortelmans and Zeiger 2000; Karaday1 2010).
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Triptofan cozeltili top agar: E. coli bakteri susuyla yapilan mutajenite deneylerinde
uygulanan test materyalinin, test bakterilerinin ve diger kimyasallarin homojen olarak

etkilesimini saglamak amaciyla kullanilmistir.

Igerik 1000 ml’de
Agar 69
Sodyum kloriir (NaCl) 69

0,5 mM Triptofan ¢ozeltisi 100 ml

Hazirlanisi:
6 g agar ve 6 g NaCl 900 ml distile su igerisine katilmis, olusan ¢ozelti 120°C’de 30

dakika otoklavlanarak steril edilmis ve oda sicakliginda saklanmistir. Deneyde
kullanilmadan 6nce ¢ozelti, mikrodalga firinda ¢oziilmiis ve igerisine 100 ml 0,5 mM

triptofan ¢ozeltisi eklenmistir (Mortelmans and Riccio 2000; Karaday1 2010).

0,5 mM Histidin/Biyotin cozeltisi: Bu ¢ozelti S. typhimurium suslari ile yapilan
mutajenite deneylerinde; histidin ve biyotin oksotrofu olan test bakterilerinin birkag kez
boliinmesine olanak saglayarak, bu bakterileri mutajen ajanlara karsi daha hassas

kilmak i¢in kullanilmistir.

Igerik 1000 ml’de
D-Biyotin 124 mg
L-Histidin 96 mg

Hazirlanisi:

Yukaridaki maddeler kaynama sicakligina getirilmis olan 1000 ml distile su icerisine
katilarak manyetik karistirict ile iyice ¢oziilmiistiir. 0,45 uM membran filtre kullanilarak
steril edildikten sonra +4°C’de saklanmistir (Mortelmans and Zeiger 2000; Karadayi
2010).
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0,5 mM Triptofan c¢ozeltisi: Bu ¢ozelti E. coli susu kullanilarak yapilan mutajenite
deneylerinde; triptofan oksotrofu olan test bakterilerinin birka¢ kez bdliinmesine olanak

saglayarak, bu bakterileri mutajen ajanlara karsi daha hassas kilmak i¢in kullanilmistir.

Icerik 1000 ml’de
L-Triptofan 102 mg

Hazirlanisi:
102 mg L-Triptofan kaynama sicakligina getirilmis olan 1000 ml distile su igerisine

katilarak manyetik karistirict vasitasiyla iyice ¢oziilmiistiir. 0,45 pM membran filtre
kullanilarak steril edildikten sonra +4°C’de saklanmistir (Mortelmans and Riccio 2000;
Karaday1 2010).

0,1 mM Sodyum fosfat tamponu (SFT) (pH: 7,4): Mutajenite deneylerinde reaksiyon
ortamimin pH dengesini saglamak, test materyali, mutajen ve bakteri hiicreleri

arasindaki etkilesimi kolaylagtirmak amaciyla kullanilmigtir.

Icerik 1000 ml‘de
A Cozeltisi: 1000 ml distile su igerisinde 11,9 g sodyum fosfat monobasic 120 ml

(NaH2PO4) ¢oziilmesiyle hazirlanir.
B Cozeltisi: 1000 ml distile su igerisinde 12,6 g sodyum fosfat dibasic 880 ml
(Na2HPO4) ¢oziilmesiyle hazirlanir.

Hazirlanisi:

A ve B ¢ozeltileri yukarida belirtilen miktarlarda karistirilmis ve olusan yeni ¢ozeltiye
gerektiginde A ¢ozeltisi eklenerek pH: 7,4 degerine ayarlanmistir. Bu islemin ardindan
20 ml hacimdeki cam deney tiiplerine aktarilan c¢ozelti 121°C’de 30 dakika
otoklavlanarak steril edilmis ve karanlikta oda 1sisinda saklanmistir (Mortelmans and

Zeiger 2000; Karaday1 2010).
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Nutrient broth (NB): Test bakterilerinin canlandirilmasinda ve gecelik kiiltiirlerinin

hazirlanmasinda kullanilmastir.

Icerik 1000 ml’de
Oxoid nutrient broth No:2 23 ¢

Hazirlanisi:

23 g Nutrient broth kaynama sicakligina getirilmis olan 1000 ml distile su igerisine
katilarak manyetik karistirict ile ¢6zlilmiistiir. Hazirlanan ¢6zelti 10 ml hacimdeki cam
tiiplere aktarildiktan sonra 121°C’de 30 dakika otoklavlanarak steril edilmis ve +4°C’de
saklanmigtir (Mortelmans and Zeiger 2000; Karaday1 2010).

Nutrient agar (NA): Canlandirilan test bakterilerinden tek kolonilerin elde edilmesi ve
E. coli mutant bakterileri irkimin uvrA mutasyonunu ile S. typhimurium mutant

bakterilerinin rfa ve uvrB mutasyonlarinin genetik kontrolii igin kullanilmustir.

Igerik 1000 ml’de
Difco nutrient agar 28 ¢

Hazirlanisi:

28 g Nutrient agar kaynama sicakligma getirilmis olan 1000 ml distile su igerisine
katilarak manyetik karistirict ile ¢oziilmiistiir. Hazirlanan ¢ozelti 121°C’de 30 dakika
otoklavlanarak steril edildikten sonra dokme 1sisina geldiginde petri kaplarina
dokiilmiistiir. Bu besiyeri oda sicakligindaki steril ortamlarda muhafaza edilmistir

(Mortelmans and Zeiger 2000; Karaday1 2010).

%0,1’lik Kristal viyole c¢ozeltisi: rfa mutasyonu tasiyan mutant S. typhimurium

bakterilerinin genetik kontrolii i¢in kullanilmistir.
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Icerik 100 ml’de
Kristal viyole 100 mg

Hazirlanisi:

100 mg kristal viyolenin 100 ml distile su igerisinde ¢oziilmesiyle hazirlanmistir. Elde
edilen ¢ozelti 151k gecirmeyen siselere konularak +4°C’de saklanmigtir (Mortelmans and

Zeiger 2000; Karaday1 2010).

%0,01°lik Biyotin ¢ozeltisi: Biyotin oksotrofu olan S. typhimurium bakterilerinin

genetik kontrolii i¢in kullanilmistir.

Icerik 100 ml’de
D-Biyotin 10 mg

Hazirlanisi:

10 mg D-biyotinin kaynama sicakligindaki 100 ml distile su icerisinde ¢oziilmesiyle
hazirlanmistir. Elde edilen ¢ozelti 0,45 uM membran filtre kullanilarak steril edildikten
sonra +4°C’de saklanmistir (Mortelmans and Zeiger 2000; Karaday1 2010).

%0,5’lik Histidin ¢ozeltisi: Histidin oksotrofu olan S. typhimurium bakterilerinin

genetik kontrolii i¢in kullanilmistir.

icerik 100 ml’de
L-Histidin 500 mg

Hazirlanisi:
500 mg L-histidinin kaynama sicakliindaki 100 ml distile su igerisinde ¢oziilmesiyle

hazirlanmistir. Elde edilen ¢ozelti 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edildikten
sonra +4°C’de saklanmistir (Mortelmans and Zeiger 2000; Karaday1 2010).
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%0,4’liik Triptofan cozeltisi: Triptofan oksotrofu olan E. coli bakterilerinin genetik

kontrolii i¢in kullanilmistir.

Icerik 100 ml’de
L-Triptofan 400 mg

Hazirlanist:
500 mg L-triptofanin kaynama sicakligindaki 100 ml distile su igerisinde ¢oziilmesiyle

hazirlanmistir. Elde edilen ¢ozelti 0,45 uM membran filtre kullanilarak steril edildikten
sonra +4°C’de saklanmistir (Mortelmans and Riccio 2000; Karaday1 2010).

DNA Ekstraksiyon tamponu: RAPD-PCR yonteminde musir bitkilerinin kokiinden
DNA izole etmek i¢in kullanilmistir.

Igerik 100ml’de
Trizma 0,24g
EDTA 4,65¢
Sodyum klortir 2,929
SDS 29
B- merkaptoetanol 29
PVP 19

Hazirlanisi:

Icerikteki kimyasal maddelerin (B- merkaptoetanol harig) 100 ml distile su igerisinde
coziinmesiyle elde edilmistir. Elde edilen ¢ozelti 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak
steril edildikten sonra oda sicakliginda saklanmistir. Uygulamaya baslanacagi zaman bu

¢ozeltinin igerisine 2 ml - merkaptoetanol katilarak kullanilir (Baris 2004).
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3.2. Yontem

3.2.1. Mutajenite arastirmalarinda kullamlan mutant bakterilerin genetik

ozelliklerinin kontrolii

3.2.1.a. Histidin/Biyotin gereksinimi

Ames deneylerinde kullanilan S. typhimurium TA1535 ve TA1537 mutant bakteri
irklarmin histidin ve biyotin oksotrofilerinin kontrolii amaciyla yapilan bir testtir.
Gecelik kiiltiirleri hazirlanan bakteriler MGA, histidinli MGA (1000 ml MGA+8 ml
%0,5’1ik Histidin ¢ozeltisi), biyotinli MGA (1000 ml MGA+8 ml %0,01’lik Biyotin
¢ozeltisi) ve histidinli/biyotinli MGA (1000 ml MGA+8 ml %0,5’lik Histidin ¢6zeltisi +
8 ml %0,01°lik Biyotin ¢ozeltisi) besiyerlerine ekilmistir. 37°C’de 24 saat inkiibasyon
siiresinden sonra besiyerlerindeki bakterilerin {ireme durumlart kontrol edilmistir.
Yapilan bu testin sonucunda sadece histidinli/biyotinli MGA besiyerinde iireme
goriilmesi test mikroorganizmalarinin histidin ve biyotin oksotrofu oldugunu gdsterir

(Mortelmans and Zeiger 2000; Karaday1 2010).

3.2.1.b. Triptofan gereksinimi

E. coli WP2 deneylerinde kullanilan E. coli WP2uvrA mutant bakterinin triptofan
oksotrofilerinin kontrolii amaciyla yapilan bir testtir. Gecelik kiiltiirleri hazirlanan
bakteriler MGA ve triptofanlt MGA (1000 ml MGA+8 ml %0,4’liik Triptofan ¢ozeltisi)
besiyerlerine ekilmistir. 37°C’de 24 saat inkiibasyon siiresinden sonra besiyerlerindeki
bakterilerin iireme durumlart kontrol edilmistir. Yapilan bu testin sonucunda sadece
triptofanli MGA besiyerinde iireme goriilmesi test mikroorganizmalarinin triptofan

oksotrofu oldugunu gésterir (Mortelmans and Riccio 2000; Karaday1 2010).
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3.2.1.c. uvrA ve uvrB mutasyonlari

Kullanilan test organizmalarindan E. coli mutant bakteri irki uvrA, S. typhimurium
irklar1 ise UvrB mutasyonu tasimaktadir. Bu test kullanilan mikroorganizmalarinin
ultraviyole 1sinlara kars1 duyarlilik gostermesi ilkesine dayanarak yapilmistir. Gecelik
kiiltiirleri hazirlanan bakteriler NA besiyerine tiim ylizeye yayilacak bicimde ekilmistir.
Steril kabin icinde kapaklari acilan petrilerin yarisi UV 1sinlarini gecirmedigi i¢in
aliiminyum folyo ile kapatilmis ve 30 watt giiciindeki UV lambas1 altinda 10 saniye
boyunca 1sinlara maruz birakilmistir. Daha sonra petrilerin kapaklar1 kapatilarak
37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmis ve bu siirenin sonunda bakterilerin iireme
durumlar1 kontrol edilmistir. Yapilan bu testin sonucunda UV isginlarina maruz kalan
bolgede iiremenin olmaylp maruz kalmayan bdlgede {iremenin olmasi test
mikroorganizmalarinin UVrA ve uvrB mutasyonlarimi tasidiklarinin  bir kanitidir

(Mortelmans ve Riccio 2000; Mortelmans and Zeiger 2000; Karaday1 2010).

3.2.1.d. rfa mutasyonu

Ames deneylerinde kullanilan S. typhimurium TA1535 ve TA1537 mutant bakteri
irklariin rfa mutasyonu tasidiklarini kontrol etmek amaciyla yapilan bir testtir. Gecelik
kiltlirleri hazirlanan bakteriler nutrient agar besiyerine tiim ylizeye yayilacak sekilde
ekilmislerdir. Daha sonra steril disklere 10 pl %0,1°lik kristal viyole c¢o6zeltisi
emdirilmis ve bakterilerin ekildigi besiyerlerinin ortasina yerlestirilmislerdir. 37°C’de
24 saat inkiibasyona birakilmig ve bu siirenin sonunda bakterilerin {ireme durumlari
kontrol edilmistir. Yapilan bu testin sonucunda petrilerin ortasinda bulunan disklerin
cevresinde bulunan seffaf zon test mikroorganizmalarinin rfa mutasyonu tasidiginin bir

kanitidir (Mortelmans and Zeiger 2000; Karaday1 2010).

3.2.2. Kendiliginden geri donen koloni sayilarinin belirlenmesi

Kiiltiirlerin canlandirilmasi sirasinda spontan olarak meydana gelen mutasyonlar kiiltiir

icindeki oksotrof formda olan bakterileri prototrof forma g¢evirebilmektedir. Bu nedenle
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calisma sonuglarinda herhangi bir sapmanin meydana gelmesini Onlemek icin
kendiliginden geri donen koloni sayilarimin saptanmasi gerekmektedir. Bu kontrol
amagh c¢alismada Ames/Salmonella testi igin, 45°C sicakliginda 2 ml eritilmis
histidin/biyotin ¢6zeltili top agar i¢eren deney tiiplerinin her birine gecelik bakteri
kiiltiirlerinden (0.D.540-0,1-0,2) 100 pl ilave edilir ve iyice karistirildiktan sonra MGA
besiyerli petrilere dokiiliir, petri ylizeyine iyice yayilmast saglanir ve 37°C’de 48 saat
inkiibasyona birakilir. WP2 testi i¢in ise 45°C sicakliginda 2 ml eritilmis triptofan
coOzeltili top agar igeren deney tiiplerinin her birine gecelik bakteri kiiltiirlerinden
(0.D.540-0,1-0,2) 100 ul ilave edilir ve iyice karistirildiktan sonra MGA besiyerli
petrilere dokiiliir, petri yiizeyine iyice yayilmasi saglanir ve 37°C’de 48 saat
inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon siiresinin sonunda olusan koloniler sayilarak
kendiliginden geri donen koloni sayilari belirlenmis olur (Mortelmans and Riccio 2000;
Mortelmans and Zeiger 2000; Karaday1 2010).

3.2.3. Pozitif mutajenlerin ve test materyallerinin uygulama konsantrasyonlarinin

belirlenmesi

Bu calismada E. coli WP2uvrA mutant bakteri susu i¢in MNNG, S. typhimurium
TA1535 mutant bakteri susu i¢in NaN3, S. typhimurium TA1537 mutant bakteri susu
icin ise 9-AA maddesi pozitif mutajen olarak kullanilmistir. Yapilan mutajenite
deneylerinden elde edilecek sonuglarin saglikli degerlendirilebilmesi icin pozitif
mutajen uygulamalarindan 48 saat sonra petrilerde 300-700 geri donen koloni
gozlenmesi gerekmektedir. Bu sonuclar1 saglamak i¢in ¢esitli pozitif mutajen ¢ozeltileri
hazirlanmis ve iizerlerine test mikroorganizmalar1 uygulanmistir. Bu calismada ames
testi i¢in 45°C sicakliginda 2 ml eritilmis histidin/biyotin ¢ozeltili top agar kullanilirken
WP2 testinde 45°C sicakliginda 2 ml eritilmis triptofan ¢ozeltili top agar kullanilmistir.
2 ml top agar igeren tiiplerin her birine gecelik bakteri kiiltiirtinden 100 pl, 50 ul degisik
dozlarda hazirlanmis pozitif mutajen madde katilir ve MGA besiyeri igeren petrilere
dokiilerek iyice yayilmasi saglanir. 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilir ve bu siirenin

ardindan koloni sayilarina bakilarak uygun doz belirlenir.
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Ayrica mutajenite c¢alismalarina baslamadan ©nce boyarmaddelerin belirlenen
dozlarinin test mikroorganizmalar1 iizerine etkilerinin gozlenilmesi gerekmektedir. Bu
amagcla dozlar belirlenen boyarmaddelerin her bir mutant bakteri susu i¢in sitotoksisite
caligmalar1 yapilmistir. Bu ¢alismalarda gecelik bakteri kiiltiirleri her bir petriye 1000
bakteri diisecek sekilde diliie edilmistir. igerisinde 45°C sicakliginda 2 ml eritilmis
histidin/biyotin ¢ozeltili top agar bulunan deney tiiplerinin her birine 100 pul gecelik
bakteri kiiltiiriinden ve dozlar1 belli olan boyar madde ¢ozeltileri eklenir. Bu karisim NA
besiyeri petrilerine dokiiliir ve iyice yayilmasi saglanir. Bu test sisteminde test
materyallerinin uygulandigi petrilerdeki koloni sayilarinin yorumlanabilmesi igin
negatif kontrole ihtiya¢ duyulmaktadir. Negatif kontrol gruplarinin tek farki igine test
maddesinin eklenmemesidir. NA besiyerlerine ekilen test ve negatif kontrol gruplari
37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilir ve bu siirenin ardindan test grubundaki koloni
sayilar1 negatif gruptaki koloni sayilariyla karsilagtirilarak sitotoksik etkilerinin olup
olmadig1 belirlenir. Negatif kontroldeki koloni sayisinin %80’inden daha az koloni
gelismesine olanak saglayan test maddesi konsantrasyonlar1 sitotoksik olarak
tanimlanmis ve c¢aligmalarda kullanilmamistir (Edenharder and Griinhage 2003;

Karaday1 2010).

3.2.4. Test suslarimin saklanmasi ve gecelik kiiltiirlerin hazirlanmasi

Test mikroorganizmalarmin uzun siire saklanmalar1 belli yontemler uygulanarak
-87°C’de  dondurulmalartyla miimkiindiir. Genetik 6zellikleri  belirlenen test
organizmalar1 NB besiyeri icinde belli oranda c¢ogaltilirlar. Daha sonra bu bakteri
kiiltiirlintin icerisine son hacmi %10 olacak sekilde gliserol eklenir, vorteks yardimiyla
lyice karigmasi saglanir ve 1 ml hacimde boliinerek steril ependorf tiiplerine konulur.

Bu tiipler -87°C’de uzun siireli olarak saklanirlar.

Esas ¢alismada kullanilacak olan gecelik kiiltiirler, -87°C’de saklanan stoklardan NB
besiyerine inokiilasyon yapilarak 37°C’de 120 rpm hizda 11-14 saat galkalamali

inkiibasyona birakilarak hazirlanilirlar. Inkiibasyon siireleri dolan Kkiiltiirler deney
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zamanina kadar karanlikta ve oda 1sisinda bekletilirler (Mortelmans and Riccio 2000;

Mortelmans and Zeiger 2000; Karaday1 2010).

3.2.5. Mutajenite deneyleri

S. typhimurium mutant bakteri suslari ile yapilan mutajenite deneylerinde; sirasiyla 100
ul, 80 ul, 60 pl, 40 pl, 20 pl test materyali, pozitif kontrol i¢in kullanilmak iizere 50 pl
test susuna 6zel mutajen madde, 500 pl SFT, 100 pl gecelik bakteri kiiltiirii 45°C
sicakliginda 2 ml eritilmis histidin/biyotin ¢ozeltili top agar iceren deney tiiplerine
konulmus iyice karigmasi saglanarak MGA besiyeri petrilerine yiizeye homojen
yayilacak sekilde dokiilmistir. 37°C’de 48 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda
petrilerdeki koloni sayilar1 sayilarak yorumlanmistir (Mortelmans and Zeiger 2000;

Karaday1 2010 ).

Ames/Salmonella testi ig¢in tanimlanan mutajenite deney protokollerinin tamami top
agar i¢inde kullanilan histidin/ biyotin ¢dzeltisi yerine triptofan ¢ozeltisi kullanilarak E.
coli WP2 test sistemi i¢in de uygulanabilir niteliktedir (Mortelmans and Riccio 2000;
Karaday1 2010).

Bu caligmalarin negatif kontrolleri test materyalinin yerine ayn1 miktarda bu materyalin
¢oziiclislinlin eklenmesiyle, pozitif kontrolleri ise test materyalinin yerine ayni miktarda
kullanilan bakteri susuna spesifik olan mutajen madde c¢o6zeltisinin eklenmesiyle

hazirlanmstir.

3.2.6. Sonuglarin degerlendirilmesi

Mutajenite ¢alismalarindan elde edilen sonuglarin degerlendirilmesinde Mortelmans and
Zeiger (2000) tarafindan Onerilen “standard plate incorporation” yontemi kullanilmigtir
(Mortelmans and Zeiger 2000). Bu calismada her bir 6rnegin mutajenite sonuglari

caligmanin negatif kontrolleri ile kiyaslanarak % mutasyon oranlar1 hesaplanmustir.
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Test materyallerinin her bir dozu i¢in mutajenik indeks; deney grubunda sayilan koloni
sayist ortalamasinin negatif kontroldeki koloni sayis1 ortalamasma boliinmesiyle
hesaplanmistir. Buna gore sonucta deney gruplarinda meydana gelen ortalama koloni
sayis1 negatif kontroldeki ortalama koloni sayisinin en az 2 kati ise test materyalleri
mutajenik olarak degerlendirilmistir (Vargas et al. 1993; Varella et al. 2004; Evandri et
al. 2005; Santos et al. 2008; Gulluce et al. 2010; Karaday1 2010).

3.2.7. RAPD-PCR yonteminde kullanilan bitki tohumlarinin yiizey sterilizasyonu

Sterilizasyon, mikrobiyal yasamin tiim formlarinin fiziksel ya da kimyasal yontemler
uygulanarak tamamen yok edilmesi islemidir (Ozyurt 2000). Sterilizasyon olaymda
bitkinin yapisal ozellikleri, eksplantin cinsi, ¢alismanin amaci, kullanilan maddenin
ozellikleri ve uygulama siiresi gibi ¢ok cesitli faktorler etkili oldugundan; hangi bitki
icin hangi yontemin, hangi maddenin, hangi konsantrasyonda ve ne kadar siireyle
uygulanmas1 gerektigi, ancak kapsamli arastirmalarla ortaya konabilmektedir (Tort
1997). Calismada kullanilan misir tohumlarinin yiizey sterilizasyonlari Cenkci et al.
(2009) sterilizasyon protokoliinde kiiciik degisiklikler yapilarak uygulanmistir. Bu

protokole gore:

a) Tohumlar 1 dk boyunca etanol i¢inde calkalanir.
b) Tohumlar 5 dk boyunca %10’luk sodyum hipoklorit(camasir suyu) c¢ozeltisiyle
muamele edilir.

¢) Uzerinde dezenfektan bulunan tohumlar steril distile su ile 3-4 kez yikanur.

3.2.8. RAPD-PCR yonteminde kullanilan bitki tohumlarinin ¢cimlendirilmesi

Onceden steril edilmis ve cam petri boyutuna uygun kesilmis kurutma kagitlar1 steril
cam petrilere yerlestirilmistir. Daha sonra steril edilen misir tohumlari her petriye 10’ar
tane yerlestirilerek 5 doz halinde hazirlanmis olan boyarmadde ¢ozeltileri uygulanmis
ve 5 giin boyunca ¢imlenmeye birakilmistir. Bu ¢imlenme siiresi igerisinde petriler

diizenli olarak kontrol edilerek su seviyesinin stabilitesi saglanmistir.
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3.2.9. RAPD-PCR yonteminde kullanilan bitki koklerinin DNA izolasyonu

PCR tekniginin uygulanabilmesi uygun miktar ve kalitede DNA’1n izole edilmesiyle
miimkiin olmaktadir. Ancak yiiksek polisakkarit i¢erigine sahip bitki tiirlerinde kaliteli
DNA elde edilmesi olduk¢a zor oldugundan dolayr protokoldeki biitiin basamaklar
titizlikle takip edilmelidir. Bitkilerin DNA izolasyonu protokolii olarak Barig (2004)
esas alimmistir. Elde edilen DNA’larin  kalitesi spektrofotometre Olctimleriyle
belirlenmistir. Buna goére 2 pul DNA soliisyonu 998 pl Tris-EDTA soliisyonuyla
karistirilarak spektrofotometrede O.D.260 ve 0.D.280 o6lctimleri yapilmistir. DNA
Ol¢timlerinin O.D.260/0.D.280 oraninin 1,2-1,8 arasinda ¢ikmasi DNA’nin maksimum
saflikta oldugunu ifade etmektedir. Bu isleme ek olarak DNA’larin saflig1 etidyum

bromid varliginda agaroz jel elektroforezinde de incelenmistir (Baris 2004).

3.2.10. Bitki koklerinden elde edilen DNA’larin RAPD-PCR Analizleri

Bes farkli primer kullanilarak yapilan RAPD uygulamalarinda kullanilan her bir
kimyasal ve fiziksel islemler Cenkci et al. (2009)’un metodu baz alinarak optimize
edilmistir. Caligmada kontaminasyonu en aza indirgemek icin steril ekipmanlar
kullanilmistir. Her bir primer i¢in igerisinde DNA 6rnegi bulundurmayan bir kontrol

grubu kullanilmistir.

3.2.10.a. RAPD-PCR bilesenleri ve kosullari

RAPD-PCR calismasi her bir 6rnek icin 19 pl reaksiyon hacmiyle gerceklestirilmistir.

PCR reaksiyon bilesenleri;

e ddH20 (13wl
e 10X PCR Buffer without MgCl; 1wl
e MgCl; 2wl



e dNTPs
e Taq DNA polimeraz

e Primer
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10,5
20,5l
|

RAPD-PCR dongii kosullar1 40 dongii olacak sekilde termal dongii cihazinda

yapilmugtir.

o On denatiirasyon 94°C’de
o Denatiirasyon 94°C’de
o Baglanma 38°C’de
J Uzama 72°C’de
J Sonlanma 72°C’de

3dk
1dk
1dk 40 dongt
1,5
7dk

3.2.10.b. RAPD-PCR analizinde kullamlan primerlerin hazirlanmasi

Kullanilan primerler firmanin 6nerdigi miktarda sulandirilmis ve bunlar stok soliisyon

olarak kullanilmistir. Calisma soliisyonlar ise stok soliisyonundan 25ul alinip 475 pl su

ile karistirilarak elde edilmistir.

3.2.10.c. RAPD-PCR iiriinlerinin goriintiilenmesi

PCR fiiriinlerinin goriintiilenmesinde QIAXCEL Advenced cihazindan yararlanilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Mutajenite Arastirmalarinda Kullanilan Mutant Bakterilerin Genetik

Ozelliklerinin Kontrolii

4.1.1. Histidin/Biyotin gereksinimi

S. typhimurium TA1535 ve TA1537 bakteri suslar1 kullanilarak histidinli, biyotinli,
histidin/biyotinli ve hem histidinsiz hem de biyotinsiz MGA besiyeri petrilerine yapilan
ekimler sonucunda test organizmalarmin histidin ve biyotin oksotrofu oldugu

gosterilmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. S. typhimurium TA1535 ve TA1537 suslarinda {ireme i¢in histidin/biyotin
gereksiniminin gosterilmesi

4.1.2. Triptofan gereksinimi

E. coli WP2uvrA bakteri suslar1 kullanilarak triptofan igeren ve triptofan igermeyen
MGA besiyerlerine yapilan ekimler sonucunda test mikroorganizmalarinin triptofan

oksotrofu oldugu gosterilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. E. coli WP2uvrA susunda iireme i¢in triptofan gereksiniminin gosterilmesi

4.1.3. uvrA ve uvrB mutasyonlari

E. coli WP2 ve S. typhimurium bakteri suslarinin NA besiyerine ekilip 10 s kadar UV
1sinina maruz birakildigir deney sonucunda test organizmalarindan E. coli WP2 bakteri
suglarin uvrA ve S. typhimurium bakteri suslarinin uvrB mutasyonlarina sahip

olduklar1 gosterilmistir (Sekil 4.3.).

Sekil 4.3. Test suslarinin uvrA ve uvrB mutasyonlarini tagidiklarinin gosterilmesi
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4.1.4. rfa mutasyonu

S. typhimurium TA1535 ve TA1537 bakteri suslart kullanilarak NA besiyerlerine
yapilan ekimler sonucunda test organizmalarinin rfa mutasyonuna sahip olduklari

gosterilmistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. S. typhimurium TA1535 ve TAI1537 suslarinda rfa mutasyonunun
gosterilmesi

4.2. Kendiliginden Geri Donen Koloni Sayilarinin Belirlenmesi

Spontan mutasyonlardan kaynaklanan kendiliginden geri donen koloni sayilar1 her bir

test susu i¢in belirlenmistir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. Mutant bakteri suslarinin kendiliginden geriye donen koloni sayilari

Mutant Bakteri Susu Kendiliginden Geriye Déonen Koloni
Sayis1 (Ortalama + S.D.)
E. coli WP2uvrA 8,5+2,42
S. typhimurium TA1535 22,5+1,87
S. typhimurium TA1537 6,83 £2,31

4.3. Pozitif Mutajenlerin ve Test Materyallerinin Uygulama Konsantrasyonlarinin

Belirlenmesi

Pozitif mutajenlerin en iyi sonug verdigi dozu saptayabilmek i¢in yapilan optimizasyon

calismalar1 sonucunda uygulama konsantrasyonlart MNNG, sodyum azid ve 9-AA igin

strastyla 1 pg/petri, 1 pg/petri ve 40 pg/petri olarak belirlenmistir.

Test maddelerinin 6nceden belirlenen dozlarinin sitotoksik etkilerinin bulunmadigi

belirlenmistir.

4.4. Boyarmadde Cézeltilerinin Mutajenik Ozellikleri

AB, OG ve EB boyarmaddeleri ile yapilan Ames/Salmonella ve E. coli WP2 testlerinin

hi¢birinde uygulanan dozlarda mutajenik etki gézlemlenmemistir.
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400 -
350 A
300 -
B Pozitif Kontrol
250 A
B Negatif Kontrol
200 -
= AB
150 -
mOG
100 A
50 - mEB
0 - S, BN, ENm, BESn, = 3 :
Kontrol ~ 20ul 40ul 60pl 80ul 100ul
Grubu

Sekil 4.5. AB, OG ve EB boyarmaddelerinin S. typhimurium TA1535 bakteri susu iizerine olan
mutajenik etkileri (Pozitif kontrol: 1 pg/petri NaN3 ve Negatif kontrol: 50 ul/petri DMSO).

200 -

180 -

160 -

140 A M Pozitif Kontrol
120 - B Negatif Kontrol
100 - = AB

80 -

60 B OG

10 | WEB

20 -

0 - : o = s . L =s l!7
Kontrol Grubu 20pl 40ul 60ul 80ul 100ul

Sekil 4.6. AB, OG ve EB boyarmaddelerinin S. typhimurium TA1537 bakteri susu iizerine olan
mutajenik etkileri (Pozitif kontrol: 1 pug/petri NaN3 ve Negatif kontrol: 50 pl/petri DMSO).
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200
180 -
160 -
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120 - m Negatif Kontrol
100 -
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0 s { s i es—
Kontrol 20pl 40ul 60ul 80ul 100ul
Grubu

Sekil 4.7. AB, OG ve EB boyarmaddelerinin E. coli WP2uvrA bakteri susu ilizerine olan
mutajenik etkileri (Pozitif kontrol: 1 ug/petri NaN3 ve Negatif kontrol: 50 pl/petri DMSO).

4.5. Boyarmaddelerin Cimlenme Uzerine Etkileri

Sekil 4.8. Misir tohumlarinin negatif kontrolii (1 giinliik)
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Sekil 4.9. Misir tohumlarinin pozitif kontrolii 1 (1 giinliik)

Sekil 4.10. Misir tohumlarinin pozitif kontrolii 2 (1 giinliik)
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Sekil 4.11. OG’ye maruz kalmis misir tohumlari 1 (1 giinliik)

Sekil 4.12. OG’ye maruz kalmis misir tohumlari 2 (1 giinliik



59

Sekil 4.13. OG’ye maruz kalmis misir tohumlari 3 (1 giinliik)

Sekil 4.14. OG’ye maruz kalmis misir tohumlar1 4 (1 giinliik)
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Sekil 4.15. OG’ye maruz kalmis misir tohumlari 5 (1 giinliik)

Sekil 4.16. AB’ye maruz kalmis misir tohumlar1 1 (1 giinliik)
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Sekil 4.18. AB’ye maruz kalmig misir tohumlari 3 (1 giinliik)
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Sekil 4.20. AB’ye maruz kalmis misir tohumlart 5 (1 giinliik)
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Sekil 4.22. EB’ye maruz kalmis misir tohumlar1 2 (1 giinliik)
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Sekil 4.24. EB’ye maruz kalmis misir tohumlar1 4 (1 giinliik)
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Sekil 4.26. Misir tohumlarinin negatif kontrolii (5 giinliik)
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Sekil 4.27. Misir tohumlarinin pozitif kontrolii 1 (5 giinliik)

Sekil 4.28. Misir tohumlarinin pozitif kontrolii 2 (5 giinliik)
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Sekil 4.29. OG’ye maruz kalmis misir tohumlari 1 (5 giinliik)

Sekil 4.30. OG’ye maruz kalmis misir tohumlari 2 (5 giinliik)
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Sekil 4.31. OG’ye maruz kalmis misir tohumlari 3 (5 giinliik)

Sekil 4.32. OG’ye maruz kalmis misir tohumlari 4 (5 giinliik)



69

Sekil 4.33. OG’ye maruz kalmis misir tohumlari 5 (5 giinliik)

Sekil 4.34. AB’ye maruz kalmig misir tohumlari 1 (5 gilinliik)
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Sekil 4.35. AB’ye maruz kalmig misir tohumlar: 2 (5 giinliik)

Sekil 4.36. AB’ye maruz kalmig misir tohumlart 3 (5 giinliik)
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Sekil 4.38. AB’ye maruz kalmis misir tohumlar1 5 (5 giinliik)
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Sekil 4.40. EB’ye maruz kalmis misir tohumlar1 2 (5 giinliik)
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Sekil 4.42. EB’ye maruz kalmis misir tohumlari 4 (5 giinliik)
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Sekil 4.43. EB’ye maruz kalmis misir tohumlar1 5 (5 giinliik)

4.6. Boyarmaddelerin RAPD profilleri

[bp]  marker NK PK ABal ABs2 ABs3  ABa4 ABaS

500 —

Peak Size

400 —

00—

200 —

Sekil 4.44. AB boyarmaddesinin OPA2 primeri i¢in RAPD goriintiisii
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Sekil 4.45. AB boyarmaddesinin OPA3 primeri i¢in RAPD goriintiisii
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Sekil 4.46. AB boyarmaddesinin OPA6 primeri i¢in RAPD goriintiisii
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Sekil 4.47. AB boyarmaddesinin OPB4 primeri i¢in RAPD goriintiisii
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Sekil 4.48. EB boyarmaddesinin OPA2 primeri i¢in RAPD goriintiisii
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Sekil 4.49. EB boyarmaddesinin OPA3 primeri i¢in RAPD goriintiisii

[BP]  marker NK EBcl EBc2 EBc3  EBc4  EBCS
o50p 2000 —
2000
1500
1
300
700
800
& so0
w
-
"
L4
o 400
200
200

Sekil 4.50. EB boyarmaddesinin OPAG6 primeri i¢in RAPD goriintiisii
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Sekil 4.51. EB boyarmaddesinin OPB4 primeri i¢cin RAPD goriintiisii
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Sekil 4.52. OG boyarmaddesinin OPA2 primeri i¢gin RAPD goriintiisii
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Sekil 4.53. OG boyarmaddesinin OPA3 primeri i¢in RAPD goriintiisii
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Sekil 4.54. OG boyarmaddesinin OPAG6 primeri i¢gin RAPD goriintiisii
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Sekil 4.55. OG boyarmaddesinin OPB4 primeri i¢in RAPD goriintiisii
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5. TARTISMA ve SONUC

Azo boyarmaddelerin toksik etkileri, cogunlukla mutajeniteleri, hem boyarmaddenin
kendisinden hemde arilamin ve serbest radikaller gibi metabolitlerinden
kaynaklanabilmektedir (Collier et al. 1993; Weisburger 1997; Chequer et al. 2011). Azo
boyarmaddelerinin kimyasal yapisinda anilin, naftalen, fenol, nitrobenzen, benzidin ve
toluidin gibi mutajenik etki gosterebilme potansiyeli olan maddelerin bulundugu

bilinmektedir (Toker 2005).

Azo boyarmaddeler yapisindaki azo grubunun sayisina gére monoazo, diazo ve poliazo
olmak iizere tice ayrilirlar (Toker 2005; Ertem 2007). Calismada kullanilan AB ve EB
boyarmaddeleri diazo grubu azo boyarmaddelerin icerisinde yer alirken OG monoazo

grubu azo boyarmaddelerin igerisinde yer alir.

Yukaridaki sebeplere dayanarak daha 6nce Ames/ Salmonella, E. coli WP2 ve RAPD
analizlerinin yapilmadig1 bilinen diazo AB, EB ve monoazo OG boyarmaddeleri bu

calismada kullanilmastir.

Calismada Ames/Salmonella ve E. coli WP2 kisa zamanli testleri; kullanilan test
suslarinin model organizmalardan elde edilmeleri, kisa zamanda sonuca ulagtirmalari,
bircok kimyasal maddenin mutajenitesinin ¢alisilmasina olanak saglamalari, insan viicut
sicakligryla ayn1 sicaklikta gelisiyor olmalari bakimindan tercih edilmistir (Ames et al.

1973b; Mortelmans and Zeiger 2000; Zeiger et al. 2005).

Calismada kullanilan bir diger kisa zamanl test olan RAPD analizi ise arastirilacak
genomun bilgisine ithtiya¢ duyulmamasi, az DNA konsantrasyonuna ihtiya¢ duyulmasi,
ucuz olmasi ve primer uzunlugunun kisa olmasi ve G, C miktarinin az olmasi gibi
Ozellikleri bakimindan genotoksisite ve mutajenite c¢aligmalarinda  siklikla

kullanilmaktadir (Atienzar and Jha 2006) Ames ve WP2 bakteriyel testlerinin aksine,
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test maddelerinin Okaryotik bir genomda nasil etkiler dogurabilecegini arastirmasi

yoniinden 6nem arz etmektedir.

Calismanin ilk asamasinda AB, OG ve EB boyarmadde dozlarimi belirlemek icin
kullanim protokolleri ve literatiirde belirtilen en yiiksek konsantrasyondan baslayarak
uygun ¢ozeltilerin bu referans doza gore hazirlanmasi tercih edilmistir (Godlewska et al.
2012). Her bir boyarmadde i¢in 10 mg/ml olacak sekilde bir stok ¢ozelti hazirlanmis ve
deneylerde bu ¢o6zeltini uygun konsantrasyonlart uygulanmistir. Yine en uygun
konsantrasyonun belirlenmesi maksadiyla hazirlanan stok boya ¢ozeltileri ile S.
typhimurium TA1535, TA1537 ve E. coli WP2uvrA bakteri suslari ve 32T83 kodlu

misir tohumlarinin tizerindeki sitotoksisite uygulamalart yapilmaistir.

Calismanin ikinci asamasinda biyolojik calismalarda kullanmilan AB, OG ve EB
boyarmadde c¢ozeltilerinin E. coli WP2uvrA, S. typhimurium TA1535 ve TA1537

mutant bakteri suglari tizerine olan mutajenik etkileri arastirilmistir.

Calismada kullanilan bakteri suslarinin histidin veya triptofan operonlarinda meydana
getirilen mutasyonlarin tipleri boyarmaddelerin meydana getirecegi mutasyonlarin
mekanizmalarini agiga ¢ikarmak i¢in yardimci olmaktadir. Buna dayanarak, ¢alismamiz
kapsaminda boyarmaddelerin mutajenik 06zelliklerini belirlemek amaciyla yapilan
mutajenite testlerinde S. typhimurium TA1535, TA1537 ve E. coli WP2uvrA bakteri

suslar1 kullanilmastir.

S. typhimurium TA1535 bakteri susu histidin operonunun ilk sirasinda yer alan hisG gen
bolgesinde HisG46 adi verilen transisyon tipi baz degisimi nokta mutasyonu
tagimaktadir (Mortelmans and Zeiger 2000; Karaday1 2010; Karaday: et al. 2012). Bu
bilgiye dayanarak S. typhimurium TA1535 bakteri susu ile yapilan Ames/ Salmonella
testinde mutajenik Ozellik gosteren etken maddelerin transisyon tipi baz degisimi

mutasyonu meydana getirdigi dngdrillmektedir.
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S. typhimurium TA1537 bakteri susu ise HisC3076 adi verilen ve histidin
biyosentezinden sorumlu his C gen bolgesinde 1 baz eklenmesiyle meydana gelen
insersiyon mutasyonu tasimaktadir. Bu olay c¢ergeve kaymasi mutasyonu ile
sonug¢lanmaktadir (Mortelmans and Zeiger 2000; Karaday1 2010; Karaday1 et al. 2012).
Bu bilgiye dayanarak S. typhimurium TA1537 bakteri susu ile yapilan Ames/
Salmonella testinde mutajenik 6zellik gosteren etken maddelerin delesyon mutasyonu

meydana getirdigi ongorilmektedir.

E. coli WP2uvrA bakteri susu triptofan operonunda bulunan ve triptofan sentezinde
onemli role sahip olan trpE geninde A=T baz ciftinde transversiyon tipi baz degisimi
mutasyonu tasidigr  bilinmektedir. Bu olay triptofan gen bdlgesinde ochre
mutasyonunun meydana gelmesiyle sonuclanmaktadir (Mortelmans and Riccio 2000;
Karaday1 2010). Bu bilgiye dayanarak E. coli WP2uvrA bakteri susu ile yapilan E. coli
WP2 testinde mutajenik Ozellik gosteren etken maddelerin baz degisimi nokta
mutasyonu meydana getirdigi ongoriilmektedir.. Yine bu organizmadaki degisimden
etkilenen baz ¢iftinin S. typhimurium TA1535tekinden (G=C) farkli olmas1 (A=T), bu
test sistemine oksidatif strese yol agan mutajenleri de belirleme o6zelligini

kazandirmaktadir.

Calismanin {i¢iincli asamasinda RAPD-PCR analizi i¢in temin edilen izogenik misir
tohumlar1 AB, OG ve EB boyarmaddelerine maruz birakilarak ¢imlenmesi saglanmistir.
Cimlenen misirlarin koklerinden DNA izole edilerek RAPD-PCR analizi uygulanmaistir.
Sonuglar incelendiginde bazi yan bant profillerinin ortaya ¢iktigi, ancak bu olusumlarin
istatistiksel olarak degerli olmadig1 ve herbir primere ait temel bant profillerinin sabit

kaldig1 gozlemlenmistir.

Azo boyarmaddelerin mutajenitesinin ya boyanin kendisinden ya da boyarmaddenin
yapisinda bulunan metabolitlerinden kaynaklandigi yukarida belirtilmistir. Cok giiglii
bag yapilarina sahip olan azo boyarmaddeler kolay kolay kendilerini olusturan
kimyasallara parcalanamazlar ve bu 6zellik onlara yikama, sicaklik ve 151k gibi etkilere

kars1 daha stabil 6zellik kazandirir. Ekici et al. (2001) bazi azo boyarmaddelerin
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metabolitlerinin stabilitesi hakkinda caligmalar yapmistir. Yapilan calismalarda hem
aktif camur hem de igerisinde sadece su bulunan 2 sistem hazirlanmig ve sonug olarak

akuatik sistemde boyarmadde metabolitlerinin stabilitesi yiiksek ¢ikmistir.

Sonug olarak;

1. Boyarmaddelerin yapilan sitotoksisite ¢alismalarinin sonucunda uygulama
konsantrasyonlarinin sitotoksik etkilerinin olmadig1 belirlenmistir.

2. S. typhimurium TA 1535 ve TA 1537 suslariyla yapilan Ames/Salmonella kisa
zamanlt test sisteminin sonucunda uygulanan boyarmadde konsantrasyonlarinin
mutajenik etkiye sahip olmadigi belirlenmistir. Test suglarimin olusturulduklar
mutasyon ¢esitlerine dayanarak arastirilmasi yapilan boyarmaddelerin baz degisimi
nokta mutasyonuna ve delesyona yol agmadigini sdylenebilir.

3. E. coli WP2uvrA bakteri susu ile yapilan E. coli WP2 kisa zamanl test
sisteminin sonucunda Ames testini destekler nitelikte sonuglar elde edilmistir. Elde
edilen sonuglara ve test organizmasinin olusturuldugu mutasyon ¢esidine dayanarak
arastirilmasi yapilan boyarmaddelerin oksidatif stres yoluyla mutasyona neden olmadigi
seklinde agiklanabilir.

4. Okaryotik bir organizma olan misirin koklerinden elde edilen DNA ile yapilan
RAPD analizi sonucunda elde edilen bant profillerinde sapmalar olmadig1 belirlenmis
ve prokaryot organizmalarla yapilan Ames/Salmonella ve E. coli WP2 test sistemleriyle
paralel sonuglar elde edilmistir.

5. Uygulama konsantrasyonlart misir tohumlari tizerine uygulanarak ¢imlenmeye olan
etkileri incelenmis ve ¢imlenmeyi olumsuz etkileyen bir durumla karsilasilmamastir.

6. Uygulanilan kisa zamanli test sistemlerinin mevcut literatiirlerde kimyasal ve
mutajen madde calismada en iyi sonuglar veren metodlar oldugu bilindigi i¢in bu
boyarmaddelerin  calisilmasinda  kullanilmalart  en uygun metodlar olarak
distintiilmiistiir.

7. Bu calismada kullanilan kisa zamanli test sistemlerinin tamamen steril maddeler
tizerinde yapiliyor olmasi, kullanilan boyarmaddelerin yapisini tehdit edici herhangi bir

unsurun bulunmamasi, kullanilan boyarmaddelerin sadece su ile ¢oOziilmiis olmasi
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onlarin yapilarinda bulunan kimyasallarin ayrilmasini engellemistir. Bu sebepten dolay1
kullanilan boyarmaddelerin kendi bagina mutajenik etki yapmadigi belirlenmistir.

8. Biyolojik caligmalarda kullanilan bu boyarmaddelerin uygulama
konsantrasyonlarinin {i¢ kisa zamanli test sisteminde sonuclarinin mutajenik etkiye
sahip olmadiginin bulunmasiyla bu boyarmaddelerin kullanilmasinda toksisite ve

mutajenite acisindan herhangi bir sakinca goriilmedigi diistiniilmektedir.
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