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IZMIR iCKORFEZi SEDIMENTININ AMESTESTI ILE
MUTAJENIK ACIDAN INCELENMESI

EGUZ,Yigit
Yiiksek Lisans Tezi, Su Uriinleri Temel Bilimler Ana Bilim Dah

Tez Danismani: Do¢.Dr. Meltem BOYACIOGLU

Izmir kérfezi sucul canlilari ile birlikte Ege Bolgesinin en énemli ekosistemlerinden
biridir.Sahip oldugu liman ile, hem ticari hemde turistik agidan onemli kentler
arasindadir.Insan sagligindan sorumlu olan ve gevresel etkileri bulunan kimyasal
maddelerin belirlenmesi g¢evre ve saglik agisindan 6nemi bilinmektedir. Sucul
ortamlardaki g¢evre kirliliginin, 6zellikle de mutajen ve kanserojen maddelerle
olusan kirlenmenin insan sagligi tizerindeki etkileri 6nemli bir arastirma konusudur.
Dolayisiyla kisa siireli biyolojik arastirma yontemlerinin, molekiiler kimyasal
analiz yontemleri ile birlestirilmesi gerekmektedir. Cevresel orneklerde toksik
maddelerin ac¢iga ¢ikarilmast konusunda pratik ve gecerli bir yontem olan Ames
testi giincelligini koruyan en 6nemli genotoksisite testlerinden biridir.

Cesitli kimyasal maddeler, ¢evresel kirleticiler, sedimentler ve atik sularin,Ames
testi ile mutajenite potansiyellikleri arastirilabilmektedir. Bu nedenle Izmir Ig
Korfez’e ait 6 istasyona ait sediment orneklerinde 4 konsantrasyonda Ames’ in
mutajenite testi; Salmonellatyphimurium TA98 ve TA100 hatlar1 kullanilarak,
direkt mutajenlerin belirlenmesi amaciyla S9’ suz olarak uygulanmustir.

Ames testi sonuglarma gore 6 istasyonun ozellikle (Ist.3) Turan bolgesi’nin
(tersanenin oldugu yer) mutajenik ve toksik etki altinda oldugu ve (ist.6) Bostanl
bolgesinde yogun toksik etki altinda oldugu belirlenmistir. Turan bolgesi hem base-
pairve hemde frame shift mutajenlerin, Bostanli bolgesi ise frame shift
mutajenlerin etkisi altindadir.

Anahtar Kelimeler: Ames Testi, Salmonellatyphimurium, Izmir Kérfezi,
Sediment






ABSTRACT

RESEARCH OF MUTAGENIC EFFECTS IN SEDIMENTS OF
INNER IZMIR BAY WITH AMES TEST

EGUZ, Yigit
MSc in Faculty of Fisheries, Department of Hydrobiology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Meltem BOYACIOGLU

Izmir bay is one of the most important ecosystems of the Aegean Region together
with aquatic creatures. Izmir port, it is among the important cities both commercialy
and touristically. Identifying chemicals responsible for human health and
environmental impacts is known to be important for the environment and health.
The effects of environmental pollution in aquatic environments, especially pollution
caused by mutagen and carcinogenic substances, on human health are animportant
research topic. In the name of the short-term biological research methods, molecular
chemical analysis methods should be combined. Ames test, a practical and valid
method for exposing toxic substances in environmental samples, is one of the most
important genotoxicity tests that maintains its up-to- date testing.

Various chemicals, environmental pollutants, sediments and waste water, ames test
can investigate the potential of mutagenite. Therefore, mutagenite testing of Ames
in 4 concentration in samples belonging to 6 stations belonging to the Inner Bay of
Izmir; Salmonellatyphimurium was applied without S9 for the purpose of
determining direct mutagens using the TA98 and TA100 lines.

According to the results of theAmes test, 6 stations were found to have mutagenic
and toxic effects,especially in Turan region (Sti.3) and( Sti.6) in Bostanli region.
The Turan region is under the influence of both base-pair and frame shift mutagens,
while Bostanli region is under the influence of frame shift mutagens.

Keywords: AmesTest ,Salmonellatyphimurium,Bay of Izmir, Sediment
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ONSOZ

Sucul ortamlardaki kirlilik ve 6zellikle de mutajen ve kanserojen maddelerle olusan
kirlenmenin insan saglig1 lizerindeki etkileri giiniimiizde 6nemli bir arastirma
konusudur.Ames testi giincelligini koruyan en onemli genotoksisite testlerinden
biridir.Cesitli kimyasal maddeler, gevresel kirleticiler, sedimentler ve atik sular,
Ames testi ile mutajenite potansiyellikleri arastirilabilmektedir.Yapilan bu
calismada Ames Mutajenite Testi ile Izmir I¢ Korfezi sedimenti mutajenik agidan
incelenmistir.
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1. GIRIS

Sucul ortamlardaki g¢evre kirliliginin, 6zellikle de mutajen ve kanserojen
maddelerle agiga c¢ikan kirlenmenin insan sagligi iizerindeki etkileri dnemli bir
aragtirma konusudur. Ancak su ortamlarinda organik kimyasal maddelerin tam
olarak tespit edilmesi, organik maddelerin kompleks molekiil yapisi sebebiyle
imkansiz olmamakla beraber, olduk¢a zor ve pratik olarak miimkiin olmayan bir
konudur. Diger taraftan bugiine dek saptanabilmis kirleticiler baz alinarak bunlarin
belli ortamlarda aranmasi, o ortamin kirlilik ve toksisite durumunun 6n goriilmesi
icin pratik bir yontem olusturur. Dolayisiyla kisa siireli biyolojik arastirma
yontemlerinin, molekiiler kimyasal analiz yontemleri ile birlestirilmesi, ¢evresel
orneklerde toksik maddelerin acgiga ¢ikarilmasi konusunda pratik ve gegerli bir
yontem olusturur (Shuetzle and Lewtas, 1986). Cesitli kimyasal maddeler Ames
testi ile incelenebilmektedir (Grifoll et al., 1990). Insan beslenmesinde &nemli bir
yeri olan akuatik organizmalarda bulunan karsinojenik ve mutajenik yapilarin
genetik etkilerinin izlenmesi insan saglig agisindan olduk¢a 6nemlidir (Kotelevtsev
and Stepanova, 1995). Cevremizde bulunan ve biyolojik etkileri heniiz bilinmeyen
milyonlarca sentetik ve dogal maddenin, kanserojenik ve mutajenik agidan test
edilmesi saglik agisindan gerekli olmakla beraber, laboratuvar hayvanlar ile
yapilan kanserojenite deneylerinin hem ¢ok pahali olmalar1 hem de ¢ok zaman
almalar1 nedeniyle bu deneyleri gerceklestirmek zordur.Denizlerin taban kismini
kaplayan sediment tabakasi, sucul ortamdaki kirliligin ge¢misini anlamak ve
gelecekteki durumu hakkinda yorum yapabilmek i¢in uygun belirleyicilerdir (Atgin
et al., 2000). Bir¢ok zararli toksik maddenin gesitli taginim sekilleri ile (dogrudan

kati/s1v1 desarji, karadan



drenaj, atmosferik c¢okeltiler, gemicilik faaliyetleri v.s) sediment, icinde
depolandigr  bilinmektedir. Giiniimiizde kimyasallar herkesin yasaminin
vazgecilmez bir parcasi haline gelmistir. Tehlikeli kimyasallar; sagliga, giivenlige
ve ¢evreye akut veya kronik zarar veya hasar verebilen kimyasallardir. Diinyada
bilinen 5 ila 7 milyon farklh tiirde kimyasal bulunmaktadir. Her yil Diinyada,
tarimda kullanilan kimyasal maddeler, gida katki maddeleri, ilaglar, enerji
tiretiminde kullanilan yakitlar, kimyasal tiiketim maddeleri, vb. dahil en az 400
milyon ton kimyasal madde iiretilmektedir. Bu kimyasal maddelerden 5000 —
10.000°ni ticari kimyasal madde tiirii tehlikeli, 150 — 200 ¢esidi de kanserojen
oldugu bilinmektedir. Her y1l 1200 yeni kimyasal madde iiretilmekte ve bunlar bir

sekilde piyasaya arz edilmektedir. (Anonim-2017).

[zmir kérfezi barindirdig: sucul canlilar ile birlikte Ege bdlgesinin en énemli
ekosistemlerinden birini olusturmaktadir ve sahip oldugu liman ile hem ticari hem
de turistik agidan iilkemizin 6nemli liman kentlerindendir. Son yillarda yapay
kimyasal iiretiminin ve kullanimmnin hizli bir bi¢imde artmasiyla, sucul
ekosistemler cesitli kirleticilere maruz kalmis ve kirlilik giderek artmistir ayrica
giderek artan kent niifusu,yogun sanayi faaliyetleri, kapasitesi artan kent limani ve

bu sebeple aritilmadan korfeze kontrolsiiz desarj devam etmektedir.

[zmir I¢ Korfezi’nde2000 yilinda agilmis olan (Biiyiik Kanal Projesi)
aritma tesisinden bu yana, kompleks bir karisim olan sedimentin kirlilik durumu
mutajenik agidan incelenmemistir. izmir korfezi sedimentinin mutajenik yapistyla
ile ilgili ilk ¢alisma Boyacioglu tarafindan 1999 yilinda BAP projesi ile birlikte
doktora tezi olarak yapilmis ve bu ¢alismalardan sonra birka¢ genotoksik galisma
daha yapilmistir; (Boyacioglu, 2004); (Boyacioglu et al.,2011); (Arslan et

al.,2010).Izmir Korfezi ile ilgili ekotoksikolojik ¢alismalar oldukga azdir. 2000


http://www.baskentsaglik.com/kimyasal-risk-etmenler)-(23.10.2017

Yilinda Artma Tesisi’ nin c¢alismaya baslamasindan bu yana sedimentin

mutajenitesi incelenmemistir.

1999 yilinda yilinda M. Boyacioglu tarafindan sedimentte Ames testi ile
mutajenite ¢alismasi yapilmus; I¢ korfez, Orta ve Dis kérfez’ e oranla daha
mutajenik bulunmustur. Sucul ortamlardaki ¢evre kirliliginin 6zellikle kanserojen
maddelerle agiga c¢ikan kirlenmenin insan sagligi iizerindeki etkileri 6nemli bir
arastirma konusu haline gelmistir. Bununla birlikte kisa siireli biyolojik aragtirma
yontemlerinin, molekiiler kimyasal analiz yoOntemleri ile birlestirilmesi
gerekmektedir. Cevresel drneklerde toksik maddelerin agiga ¢ikarilmasi konusunda
pratik ve gegerli bir yontem olan Ames testi giincelligini koruyan en onemli
genotoksisite testlerinden biridir. Cesitli kimyasallarin, ¢evresel Kkirleticilerin,
sedimentin ve atik sularin Ames testi ile mutajenik olup olmadiklar
arastirilabilmektedir.Diinyada ve iilkemizde su kaynaklarinin ve ekosistemlerin
onemi giin gegtikce daha iyi anlagilmaktadir. Bugiin diinyanin pek ¢ok tilkesinde
sucul sistemler monitoring ¢alismalarla devamli olarak izlenmektedir.

Gergeklestirilen bu arastirma ile I¢ korfez sedimentinin Ames testi (TA98
ve TA 100 S. typhimurium) ile mutajenitesinin 19 yil sonra tekrar ¢alisilmasi
amaclanmistir. Elde edilen mutajenite sonuglari,ilk yapilan mutajenite ¢alismast ile

karsilagtirilmasi yapilarak 19 yil sonraki durum ortaya konulmaya ¢aligildi.



2. ARASTIRMA BOLGESI
Arastirma Bolgesinin Tamitim

[zmir Korfezi, Tiirkiye’nin Ege Denizi kiyisinda yer almakta ve 38°25'—
38°42" kuzey enlemleri ile 29°25°-27°10" dogu boylamlar1 arasinda bulunmaktadir.
Toplam uzunlugu 64 km olup yaklasik 500 m? yiizey alanina sahiptir. Izmir
Korfezi’nin Karaburun Yarimadasi ile Gediz Deltas1 arasindaki kisim Kuzeybati-
Gilineydogu dogrultusundaki kisim “Dis Korfez” olarak adlandirilirken, Dis
Korfez’in bitisinden Yenikale Feneri’ne kadar olan bolim “Orta Korfez” ve

Yenikale Feneri'den sonraki kisim ise “I¢ Kérfez” olarak adlandiriimaktadir.

Izmir ilinin yer aldig1 I¢ Korfez’in kuzey kesimleri Karsiyaka’nin batisina
dokiilen Gediz Nehri’nin tasidigi aliivyonlarin birikmesi sonucu bir donem
siglasmis ve Izmir Liman1 dolma tehlikesi ile kars1 karsiya gelmistir. 1886 yilinda
bu nehrin yatagi degistirilip, Dis Korfez’e kanalize edilmistir. Bdylece gittikce
siglasan I¢ Korfez’in dolma riski kismen de olsa dnlenmistir. Kérfez’in en genis ve
derin kismimi Dis Kérfez olusturur, I¢ ve Orta Korfez’de derinlik dogudan batiya
dogru giderek artmaktadir. I¢ Korfez’in en derin yeri ise 21m civarindaki orta
kismudir. 1960’11 yillardan itibaren hizla kirlenen I¢ Korfez, Biiyiik Kanal Projesi
ile devreye giren aritma tesisi dncesinde Akdeniz’deki kirligin en yogun oldugu
bolgelerden biriydi. Bolgede biriken organik maddeler, hidrokarbonlar, metal ve
patojen organizmalar estetik ve saglik acisindan yiiksek derecede tehdit
olusturmaktaydi. Su kalitesini etkileyen bu temel Kkirleticilerin %50’si sanayi
atiklarindan, %15’1  yagmurlardan, %10’u nehirlerden, %10’u tarimsal
kaynaklardan ve %15°1 diger sebeplerden kaynaklanmaktaydi. Korfez’in alici

ortami sehrin dogu ve kuzey bolgesindeki yogun sanayilesme ve niifusun hizla



artmasi ile birlikte endiistriyel ve evsel atiklarini 6n plana ¢ikarsa da, Korfez’in
ekolojik durumunu belirleyen bir ¢ok dogal ve insan kaynakli madde atiklari
bulunmaktadir. Izmir Biiyiiksehir Belediyesi (IBB) 2012 Final Raporu’nda bu
kaynaklar asagidaki gibi siralanmustir:

d Korfez ¢evresinde yasayan niifusun yarattigi evsel atik sulardan kaynaklanan

yiikler,

b) Izmir ili ve ¢evresinde yerlesik endiistri kuruluslarinin atik sularinin getirdigi

yiikler,
0 Korfeze ulasan dereler ve Gediz Nehri'nin getirdigi yiikler,
d) Kentsel alana ve Korfez’in toplama havzasina diisen yagislarin getirdigi ytikler,

e) Korfez’in su toplama havzasindaki tarimsal etkinlikler sonucunda olusan yiizey
ve drenaj sularinin getirdigi tarimsal miicadele ilaglari, yapay ve dogal giibre

yiikleri,

f) Liman ve marina faaliyetleri ile deniz trafiginden kaynaklanan yiikler,
g Atmosferden Korfez yilizeyine gelen yiikler,

h) Taban sedimentlerinden su siitununa gegen yiikler,

) Acik denizle olan madde alisverisi (IBB Final Raporu, 2012).

Yukarida ilk iki maddede belirtilen evsel ve endiistriyel kirleticilerin
Oonemini anlamak adina, Korfez’e akmakta olan sanayi atiklarinin tamami, evsel
atiklarin ise %70’1 antilarak, Cigli civarindan Orta Korfez’e verilmesi

saglamaktadir. Biiylik Kanal Projesi kapsaminda 2000 y1li itibari ile devreye giren



bu Aritma sistemi; Azot (N) ve Fosfor (P) gibi besin elementlerinin de aritilabildigi
biyolojik bir sisteme sahiptir. (IBB, 2016)Bu izleme calismalari, Korfez’deki asirt
iretkenligin (6trofikasyon) ne derece Onemli oldugunu ve besin elementi
konsantrasyonlarnin Dis Koérfez’den Orta ve I¢ Korfez'e dogru arttigini, bu
durumun da karasal girdilerden kaynaklandigin1 agik¢a gostermistir. 2000 yili
basinda Biiyiik Kanal Aritma Tesisi’nin devreye girmesinden sonra Orta ve Ig¢
Korfez'de fiziksel, kimyasal ve biyolojik degisiklikler s6z konusu olmustur. 1997-
2007 yillar1 arasinda yapilan ve sedimentteki civa (Hg), kadmiyum (Cd), krom (Cr),
kursun (Pb), bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) konsantrasyonlari Ol¢lilmiis, metal
seviyelerinde biiyiikk bir degisim goriilmemistir. Dis ve Orta Korfez’de oSlgiilen
degerler genellikle Akdeniz Background degeri seviyesinde kalirken i¢ Kérfez’de
Hg, Pb, Cr ,Cu ve Zn Akdeniz’de verilen zemin (background) seviyelerinin iistiinde

sonuglar bulunmustur (Whitehead et al., 1985).

2009 yilinda toplanmis sediment orneklerinde yapilan krom (Cr), mangan
(Mn), kursun (Pb), ¢inko (Zn), bakir (Cu) ve arsenik (As) olglimlerinde daha ¢ok
antropojenik kaynaklardan geldigi ifade edilmektedir. USEPA’nin Sayisal
Sediment Kalite Ydnergesi’ne gore Izmir I¢ Korfez’ini genellikle Cu, As, Ni, Cr,
Pb ile agir Zn ile orta derecede kirli oldugu gériilmiistiir (Atalar et al.2013). Izmir

I¢ Korfezi'ne akan derelerin de kirlilik yiikii tasidig: bilinmektedir (Yegane, 2001).
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PASAPORT

Sekil 1. izmir I¢ kérfezinden segilen 6 istasyon

Ornek alman istasyonlar izmir i¢ korfez bolgesinden segilmis Turan Iskele,

Alsancak liman1 ve Karsiyaka gibi yogun bolgeleri kapsamaktadir. (Sekill).

Tablo1. Sediment Ornekleri Alian Istasyonlar ve Koordinat Bilgileri

Ist 1 38°27°34,93” K 27°9° 0,05 D
ist2 38° 26’ 59,197 K 27°9° 35,85 D
ist 3 38°27° 18,17 K 27° 824,23 D
ist4 38°26°23,14” K 27° 7 47,88° D
Ist5 38°25° 11,88 K 27° 712,07’ D
ist 6 38° 26° 41,56 K 27° 636,26 D




3. MATERYAL ve METOD

Sediment Orneklerinin izmir i¢ kérfez’ den Toplanmasi:

Arastirma Projesi kapsaminda 6 istasyondan toplanmis olan sediment
ornekleri bu ¢alismada kullanilmistir.Sedimentler Van-Veen Grap ile sediment
ylizeyinden alinmis cam kavanozlara konularak buzlukta tutulmus, laboratuvara

getirildikten sonra freeze dry yontemi ile kurutularak saklanmaistir.

Istasyonlardan toplanan sediment &rnekleri 63 pm gz acikliginda
elendikten sonra drnekler 2 gram olarak tartilip tiiplere alind1.Uzerlerine hegzan,
kloroform, aseton(1:1:1) karisimi ilave edilip vorteks yardimu ile karistirildi.Bu
islemden sonra sogutmali santrifijde +4°C ‘'de santrifiij yapilarak ve
slipernatantlar1 ayrilmig ve daha sonra, solventli kisim evaporatoérde ugurulup,
tiipte kalan organik materyal DMSO ile ¢oziiliip, mutajenite (Ames testi)
caligmasina hazir hale getirilmistir. Mutajenite testinde S. typhimurium 'un TA98
ve TA100 mutant suglar1 kullanilmig olup suslarin genetik yapilarinin kontrolii
Maron ve Ames’in (1983) yontemine gore yapilmistir. Sediment Ornekleri

(17/SUF/013 no'lu proje kapsaminda alinmustir.

Kullanilan Kiiltiir Ortam ve Cozeltilerin Hazirlanmasi

Calismalarimizda kullanilan kiiltiir ve ¢ozeltiler Maron ve Ames'e (1983) gore
hazirlanmistir.

Histidin -Biotin Ampisilin Ortam

Kullanim1 :Genotip kontrolii
Agar:15¢
Distile su : 910 mi

50 X VB Tuzlar : 20 ml
%40 Glikoz 50 ml

Steril HistidinHCI :10 ml



Steril BiotinCozeltisi : 6 ml

Steril AmpisilinCozeltisi : 3.15 ml

Nutrient-Agar Ortam
Kullanimi : Mutasyon deneyi
NutrientBroth : 8 ¢
NaCl:5¢g

Agar: 159

Distilesu : 1000 ml

Kullanilan maddeler kapta ¢oziiliip 20 dakika siire ile 121°C'de otoklavda steril
edildi.

Minimal Glikoz Agar Ortam
Kullanimi : Mutasyon deneyi
Agar:15¢g

DistileSu : 930 ml

50 X VB Tuzlar1 : 20 ml

%40 Glikoz : 50 mli

NutrientBroth Sivi Kiiltiir Ortama :
Kullanimi: Bakterilerin Uretimi
OxoidNutrientBroth No2 : 5 ¢

Distile Su: 200 ml
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Histidin /Biotin ortamm
Kullanim1 :Histidin Gereksinimi Kontrol Deneyi
Agar : 15 g Distile Su: 914 ml

50XVB Tuzlar1 : 20 ml

%40 Glikoz : 50 ml
Steril Histidin HC1 Cozeltisi : 10 ml

Steril Biotin Cozeltisi : 6 ml

Yumusak Agar ortami:
Agar:6g

NaCl:5¢

Distile Su : 1000 ml

Cozelti hazirlanip 121°C'de otoklavda 20 dakika steril edildi.

Sodyum-azid Cozeltisi:
Kullanimi : Pozitif Kontrol

1.5 pg petri Na-Azid olmak iizere distile suda ¢oziilerek kullanildi. S9 karigimi
gerektirmeyen kimyasal 0-4°C'de saklandi.

Biotin Cozeltisi:

Kullanimi: Genotip Kontolii

d-biotin : 13mg

Distile Su: 100 ml

Hazirlanip 20 dakika siire ile 121°C'de otoklavda steril edildi.
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Vogel-Bonner Tuzlar::

Kullanimi : Minimal Glikoz Agar plaklarinda

MgS0O4.7H20 :10 g

Sitrik Asit Monohidrat :100 g

K2HPO4: 500 g

NaHNH4(POsH20): 175 g

Distile Su: 670 ml

Maddeler yazildiklar sira ile sicak suya eklendi. Daha sonra hacim 1 litreye
tamamlandi. Bundan sonra daha biiyiik bir kaba konularak 20 dakika 121°C'de

otoklavda steril edildi.

0.5 mM Histidin/Biyotin Cozeltisi:

Kullanimi: Mutasyon deneyi ( 100 ml yumusak agara 10 ml olarak)

d-biotin ( F.W : 247.3) : 30.9 mg

I-histidinHCI ( F.W :191.7) 24 mg

Distile Su: 250 ml

Ampisilin Cozeltisi:

Kullanimi :Genotip Kontrol Plaklarinda

AmpisilinnTrihidrat : 0.8 g

0.02 N NaOH : 100 ml
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Cozelti hazirlanip 0-4 °C'de saklandi.

Ames Testinde Kullanilan Bakteri Suslari:

Mutajenite testinde S. #yphimurium’'un TA98 ve TA100 mutantsuslart
kullanilir. Suglarin marker kontrolleri; Maron ve Ames’in (1983) yontemine gore
yapilir. Genetik yapilar tablo 1 de verilmistir. Bakteriler master-plate seklinde
ampisilinli ortamda ve ayrica DMSO’lu bir sekilde -80°C de saklanir.

S. typhimurium’un TA 98 ve TA 100 Suslarinin Gen Yapilari

AuvrB: DNA’nin kesme-onarma tamir mekanizmasindan sorumlu uvrB
genindeki delesyon durumu. Bu kisimda normalde uvrB+, chl+ ve bio genleri
bulunmaktadir. uvrB geni kesme onarmada gorevli bir enzimi kodlamaktadir.
Dolayistyla bu enzimin yoklugu mutant susu degisik mutajenlere kars1 daha

hassas hale getirmektedir.

rfa: Bu mutasyon hiicre yiizeyinde bulunan lipopolisakkarid ortiisiinii
zayiflatarak, normal hiicrelere giremeyecek kadar biiylik molekiillerin, test

bakterilerine girebilmelerini saglar.

his G 46 : Bu mutasyon histidin biyosentezinde gorevli bir enzimi kodlayan

gende 16sin kodonu yerine prolin kodonun gelmesine neden olur.

his D 3052 : his D+ geni histidinol dehidrogenaz enzimini kodlamaktadir.
his D 3052 mutasyonu (-1) ¢er¢eve kaymasi tipinde bir mutasyon olup nukleotid
eksikligi his D- geni i¢inde 8 kere tekrarlanan bolgesindedir. Bu nedenle bu sus
daha ziyade ¢evgeve kaymasi tipi mutasyonlara sebep olan

mutajenik/kanserojenik kimyasallarla his+ hale doniistiiriilmektedir.
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R-faktor+ :Ampisilin direnglilik geni tasiyan, hiicrede ¢ok sayida bulunan bir
plazmid. Bu plazmidin hiicrede bulunusu bu hiicrelerde normalde bulunan ve hata
frekansi yliksek olan “error-prone” DNA onarim yolunun aktivasyonuna ve bu
nedenle de kimyasallarin etkisiyle veya spontan olan mutasyonlarin artmasina

neden olmaktadir.

Ames Testinde Kullamilan Bakteri Suslarinin Genetik Yapilarimin Kontrolii

Ames/Salmonella/mikrozom testinde kullandigimiz bakteri suslarinin
(TA98 Ve TA100) genetik yapilarinin kontrolii deneyde calismalar oncesinde

asagida belirtildigi sekilde yapilir.

Histidin Amino Asidi Gereksinimi Kontrolii

S.typhimurium TA98 his D3052, (his-) mutasyonu ve TA100 his G46 (his-)
mutasyonunun varligini kontrol igin test suslar1 12-16 saatlik oksoid nutrient broth

No:2 i¢inde biiytitiiliirler.

Ardindan HISTIDIN/BIOTIN plaklari ile biotin igeren minimal glukoz-agar
icinde ayr1 ayr ¢izgi ekimi yapilir. Histidin/biotin plaklarinda biiylime

gdzlenirken minimal glukoz-agarda biiyltime olmaz.
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rfa Mutasyonu Kontrolii

Bu mutasyon bakteri hiicre duvarinin incelmesine neden olan mutasyondur.
Varligi 1 mg/ml kristal viyole ile kontrol edilir. Bunun i¢in oksoid nutrient broth
No:2’de bir gecede iiretilen bakterilerden 0.1 ml alinarak 2 mI’lik erimis yumusak
agara ilave edilir. Calkalanarak nutrient agar plaklarinin tizerine dokiiliir. 10
dkagarin donmas1 beklendikten sonra plagin ortasina 0.6 cm ¢apinda steril
Watmann No:l1 filtre kagid1 diski yerlestirilir. Bunun tizerine 10 pl 0.001’lik
kristal viyole konulur. 15 dk beklendikten sonra plaklar ters gevrilerek 37°C’lik
inkiibatdrde bir gece inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda bakteri biiyiimesinin

olmadigi disk ¢evresi dlgiiliir.
AuvrB Mutasyonu Kontrolii

Bu mutasyonun varlig1 ultraviyole 1sinlamasi ile kontrol edilir. Bu amagla
oksoid broth No:2’de biiyiitillen S.typhimurium yabanil tip TA98/TA100
suslarindan nutrient agar plaklarina c¢izgi ekimi yapilir. Plaklarin kapaklar
agilarak ¢izgi ekimin yaris1 plastik bir kapakla kapandiktan sonra 15 W giiciindeki
bir u.v.
lambasi ile karanlikta 33 cm yliksekten 8 saniye siire ile 1sinlanir. Isinlamadan
sonra plagin kapag: kapatilir ve plaklar ters cevrilerek etiivde 37°C’de 24 saat
enkiibe edilir. Kullanilan doz, yabanil tip S.&yphimurium’u o6ldiiremeyecek
diizeyde oldugu icin, kapatilmayan kisimlarda biiyiime gézlenmez. Buna karsin

mutantsuslarin plastikle kapatilan kisminda biiytime gozlenir.
R-Diren¢ Faktorii (RF) Kontrolii

Test bakterilerindeki plasmid varligin1 saptamada S.typhimurium TA98 ve
TA100 susu ile yabanil tipin oksoid broth No:2’de hazirlanan bir gecelik kiiltiirt,

ayn1 ampisilinli MGA plaklarma ¢izgi ekimi yapilir.
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Plaklar 37°C’de 12-24 saat siire ile inkiibe edilir. Bakterilerin biiyiimesi kontrol
edilir. Mutant suslar plasmid igerdikleri i¢in ampisilinli ortamda biiylime gosterir

(Yani koloni olusur).
Kendiliginden Geriye Doniis Sikhiginin Kontrolii

Deneyimizde S.typhimurium TA98 ve TA100 suslarinin genetik yapilarinin
kontroliine ek olarak bu suslarin MGA’da belirli sinirlar i¢inde uyarilmadan
(herhangi bir mutajen madde konulmadan) doniismesi test edilir.Bunun i¢in de
nutrient broth’ta 12-24 saat siire ile 37°C’de biiyiitiilen bu bakterilerden 0.1 ml
alinarak 45°C’de tutulan histidin/biotin igeren yumusak agarli tiiplere eklenir,
tiipler vortex ile galkalanir. Minimal glukoz agar plaklarina dokiiliir. Eklenen
agarin homojen yayilmasi igin plaklara sekiz ¢izdirilir, ters ¢evrilerek daha once
379C’de ayarlanan inkiibatdre yerlestirilir. Inkiibasyonun 48 saat ile 72 saat
sonrasinda plaklarda goriilen koloniler sayilarak his+ revertantlarin sayisi

belirlenir.

Ames-test —
Negative SPONTAN
kontrol REVERTANTS

TESTBILESIGI  pnoToksisiTE

TAYINI

Positive TEST CONTROLU
kontrol

&
&

Sekil 2. Ames test genel prosediirii
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Mutajenite Testinin Uygulanmasa :

Top agar: % 0.6likagar ve % 0.5 Nacl otoklavda sterilize edilip 100 ml.
Miktarda oda sicakliginda saklanir. Deneyde kullanilmadan oOnce 1sitilarak
sivilastirilan top agara 10 ml. Miktarinda steril 0.5 mM L- histidin. HCI/ 0.5 mM
biyotin soliisyonu eklenir. 45C de tutulan top agar tiiplere 2 ser ml olarak dagitilip
deneyde deneyde boylece kullanilir. Top agara konulan ¢ok az miktarda ki histidin/
biyotin karisimi plaklar iizerine ekilen yaklasik 108 bakterinin 2-4 boliinme siiresi

gecirebilecegi kadar onlarin his'genotiplerini kompense eder.

Agar Plaklan:
Mutasyon testi i¢in kullanilan MGA plaklarinda 30 ml lik Vogel-Bonner

medium E i¢inde %1.5Bacto-Difco agar ve %2 lik glikoz karigimi bulunur.

Mutasyon Testi (“Plate incorporation™ ) :

Bu test bakterileri, ekstrakt madde veya kimyasal madde (denenecek olan),ve
S9 karigtmimin topluca top agar icinde karistirildiktan sonra MGA {izerine
yayilmalarindan ibarettir. iginde 2 ml’ lik histidin ve biyotin katilmis top agar
bulunan ve 45C lik su banyosunda tutulan tiiplere 0.1 ml 12-16 saatlik bakteri
kiiltiirti, 0.1 ml veya daha az miktarda mutajenik potansiyelini bilmek istedigimiz
madde ve 0.5 ml S9 karisimi1 konulur. Elle ¢alkalanir ve bekletilmeden daha once
37°C de 1sitilmis olan MGA plaklarina dokiiliir. Plaklar 37° C de 48 saat tutulur ve

His+ koloniler sayilir.
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Orneklerin S. typhimurium TA98 ve TA 100 ile Test Edilmesi:

Sediment 6rneklerine ait petrilerde: [MGA ortamli agar da DMSO’
lu Ornek+His/ Biotin soliisyonu (Sadece uyarici olarak ve spontan

kontrollerin iireyecegi kadar 200 pL) + Bakteri (100 pL )

Spontan kontrol petrilerinde: ( MGA ortamli agar iginde +His/ Biotin
soliisyonu (Sadece uyarici olarak ve spontan kontrollerin iireyecegi kadar 200 uL)

+ Bakteri (100 pL))]

Pozitif kontrol petrilerinde: (MGA ortamli agar da +His/ Biotin soliisyonu

(Sadece uyarici olarak ve spontan kontrollerin iireyecegi kadar 200 puL) + Bakteri

(100 uL))] + TA98 ve TA100 icin mutajen oldugu bilinen bir kimyasal ( Orn:

Sodyum azid).
Negatif kontrollerdeki petrilerde :

MGA ortamli agar da +His/ Biotin soliisyonu (Sadece uyarici olarak ve
spontan kontrollerin iireyecegi kadar 200 pL) + Bakteri (100 puL))]+ Sediment
ekstraktlarinin ¢6ziildiigii ve orneklerin en yiiksek konsantrasyonundaki madde
miktart Orn:DMSO ( Dimetil siilfoksit).Bu denemeler her iki bakteri igin ayr1 ayr1
(TA100 ve TA98) 3 paralel olarak yapilir. 48-72 Saat sonra drneklerin koloni
sayilar pozitif ve negatifler ile karsilagtirilarak sonuglarin mutajeniteyi gosterip
gostermedigi kontrol edilir (Sekil 2). Ornegin; Her iki bakteri iginde ayr1 ayri
yapilan ¢alismalar sonucunda, her konsantrasyonun 3 paralel petrideki koloni
sayilar1 sayilir ortalamasi alinir ve Negatif kontrol sayisini yaklasik olarak 2 kati
geciyor ise zayif mutajenite, 10 kati1 kadar gegiyor ise mutajen, 100 kati kadar

geciyor ise giiclii mutajen, 1000 katin1 geciyorsa ¢ok giiclii mutajen olarak
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seklinde ifade edilmektedir ve verilerin istatistikleri yapilarak grafik ve tablolar

seklinde sonug raporlar1 yazilir (Maron andAmes 1983) ve (Dugan et al., 1990).
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Tablo 2. SPSS programi ile yapilan istatistik sonuglarina gére TA 98 susuna ait konsantrasyonlarin
revertant koloni sayilari negatif kontroliin revertant koloni sayilari ile karsilastiriimast.

TA98 NK? 125 ug 250 pg 375 ug 500 ug | A-Kr**
IST-1 23,6£3,21 | 35+£2 19,66+4,04 17,66+4,1 21+0 NM
IST-2 23,6£3,21 | 33,3+6,5 34,3455 27455 20+5 NM
IST-3 23,6+3,21 | 639,33+120* | 402,6+20,5* | 391,66+£9,5* | 0+0 M
IST-4 23,6£3,21 | 26+3 28,33+3,78 26+3 23+3 NM
IST-5 | 23.6+3.21 | 2043 26+1 20334351 | 24+2 NM
IST-6 23,6£3,21 | 22+6,08 19,33+3,51 18+1 7,6+5,6% | TOX

olmadan (S9’ suz olarak ) Ames testinde His+ spontan olarak iireyen koloni

sayilarinin TUKEY analizi (*) (p<0.005) olarak gosterilmistir.

*]¢ Korfez'e ait sedimentlerin mutajenitesinin metabolik aktivasyon sistemi

A-Cr:Ames kriteri, SM: Gii¢lii mutajen; M: Mutajen WM: Zayif mutajen ;

NM:Mutajenik degil Tox; Toksik

a NegatifKontrol: DMSO Spontan iireyen koloni sayisi: 32-38(tablodaki degerlerden

¢ikarilmamustir.)

Pozitif kontrolde iireyen koloni sayis1 (Mitomycin-C 0.5ug/plate): Ureme yok
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Tablo 3.SPSS programu ile yapilan istatistik sonuglarina goére TA 100 susuna ait
konsantrasyonlarin revertant koloni sayilar1 negatif kontroliin revertant koloni sayilari ile
karsilastiriimasi.

TA100 | Negatif K. | 50 mg 100 mg 150 mg 200 mg A-Kr**

iST-1 | 180,6%1,5 | 109173 | 117+1,5 | 10414 100,6+6,6 NM

iST-2 | 180,6=1,5 | 117%10 13545 112<11 121+2.88 NM

IST-3 180,6+1,5 | 54+9,29 4743,05 67+15,3 79+7,23 TOX

IST-4 180,6+ 137+11,26 | 124+£3,6 110,33+£9,9 | 110,33+14,43 | NM

IST-5 | 180,6£1,5 | 171£16,04 | 114£11,5 | 109+5,1 118+7.81 NM

IST-6 180,6+1,5 | 107,3+11,5 | 83,33+0,5 | 97,334+5,85 | 81,66+8,5 TOX

*[¢ Korfez'e ait sedimentlerin mutajenitesinin metabolik aktivasyon sistemi olmadan
(S9’ suz olarak) Ames testinde His+ spontan olarak iireyen koloni sayilarinin TUKEY

analizi (*) (p<0.005) olarak gosterilmistir.

A-Cr:Ames kriteri, SM: Giiclii mutajen; M: Mutajen; WM: Zayif mutajen ;
NM:Mutajenik degil; Tox; Toksik.

a Negatif Kontrol: DMSO Spontan iireyen kolonilerin sayisi: 165-218 (tablodaki
degerlerden c¢ikarilmamastir.)

Daunomycine (6.0 pg/plaka) ile aktivasyon yapilan revertant kolonilerin sayisi: 47-68
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5. TARTISMA ve SONUC
S. typhimurium TA98 ile yapilan ¢calismada;

Turan Bolgesi’ nde (3. Istasyon) mutajenite gdzlenmistir ¢iinkii S.
typhimurium TA98 ile yapilan mutajenite ¢alismasinda revertant koloni sayilari
negatif kontroldeki revertant koloni sayisini 10 kat asmistir (Ames’ in mutagenite
kriterinde bahsedildigi gibi, Dugan et al., 1990) (p>0,005) (Tablo 1; Sekil 2). Bu
mutajenite nin Turan bolgesinde bulunan tersaneye ait atiksulardan kaynaklandigi
ve atiksularin Kirlilik yiikii tasidigi diisiiniilmektedir.Yine Turan bdlgesinden alinan
(3. istasyona ait)sediment 6rneginin en yiiksek konsantrasyonda da (500 pg)S.
typhimurium TA 98 susunun iirememesi konsantrasyon yiikseldikge sedimentin bu
bakteri i¢in toksik oldugu anlamaina gelmektedir.

Istasyon1,2,4,5 ait sediment 6rneklerinde TA98 S. typhimurium ile yapilan

caligmalarda ise mutajenite gézlenmemistir (Tablo 1, Sekil 2). Bostanli Bolgesi
(Istasyon6’da) ise konsantrasyon yiikseldikce koloni sayis1 diismiis hatta en
yiiksek konsantrasyonda sediment TA98 i¢in toksik olmustur (P > 0.005) (Dugan

et al., 1990) (Tablo 1; Sekil 2) .

Boyacioglu’nun (1999) yilinda yapmis oldugu mutajenite ¢alismasindaki sonuglar,
bu calisma ile karsilastinldiginda; Turan Bolgesi’nde (3. Istasyon) S.typhimurium
TA98 susuna cevap veren mutajenlerin, 1999 yilindan bu giine ¢ok fazla arttigi,
hatta Bostanl1 Bélgesi’ nde (ist.6” da) ise toksik etki gézlenmesi; Bostanli deresinin

getirdigi kirlilik yiikii ve Turan Bolgesinden Tersaneye ait
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kirlilik yiikli sedimentin akinti ile siirliklenerek Bostanli Bolgesinde toksik etki

gostermesi seklinde agiklanabilir.

S. typhimurium TA100 ile yapilan ¢alismada;

TA100 susu ile yapilan ¢alismada 6 Istasyona ait tiim konsantrasyonlarin
revertant koloni sayilar1 negatif kontroliin altinda bulunmus 6zellikle Turan ( ist.3).
ve Bostanli’'ya (Ist. 6) ait sediment orneklerinin 500 pg’lik en yiiksek
konsantrasyonlarinda revertant koloni sayilari negatif kontroliin hemen hemen
yarisina diistiigli gozlenmistir. Tiim konsantrasyonlarda Ames’ in mutajenite
kriterine gore toksik etki gbzlenmistir.(P > 0.005) (Dugan et al., 1990) (Table 2;
Figure 2).

Boyacioglu’nun (1999) yilinda TA 100 S. typhimurium ile yapmis oldugu
mutajenite  ¢aligmasindaki ~ sonuglar, bu ¢alisma ile  karsilastirildiginda;
S.typhimuriumTA100 susuna cevap veren mutajenlerin 6 istasyon sedimentinde de

mutajenik karekterden toksik karaktere dondiigii gézlenmistir (Dugan et al., 1990).

Sonug olarak; izmir I¢ Kérfezi’ nden 6 istasyondan alinan sediment
orneklerinde S9’ suz olarak direkt mutajenlerin belirlenmesi i¢in; Ames testi
uygulanmis ve sedimentte depolanan mutajenik 6zelligi olan maddelerin varlig
belirlenmeye ¢alisilmistir. Ames testi sonuglarina gore 6 istasyonun 6zellikle Turan
bolgesi’nin mutajenik ve toksik etki altinda oldugu ve Bostanli bdlgesinin de
Bostanlt Deresi Turan Bélgesinden tahminen akinti ile siiriiklenen kirlilik yiikii ile
yogun toksik etki altinda oldugu belirlenmistir. Turan bdlgesi hem base- pairve
hemde frame shift mutajenlerin, Bostanli bolgesi ise frame shift mutajenlerin etkisi

altindadir.
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Biiyiik kanal projesi ile temizleme siirecine giren Izmir korfezi’ nde hem
toksik hem de genoktoksik etkilerin izlenmesi son derece dnemlidir.Ayrica sucul
ekosistemlerin genotoksik ve toksik agilardan da korunmalar1 gerektigi ¢evre ve

insan saglig1 agisindan 6nemli bir konudur.
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