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OZET

Bu calismada Eber Goli ve onu besleyen Akarcay iizerindeki ii¢ farkli
istasyondan elde edilen su orneklerinin muhtemel genotoksik etkilerini
belirlemek i¢in Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 suglan
kullanilarak Ames plak inkorporasyon testi yapilmistir. Su 6rnekleri XAD 4
kolondan geg¢irilerek potansiyel mutajen maddeler konsantre halde elde
edilmistir. Metabolik aktivasyon igermeyen deneylerde, TA 98 susu i¢in her
ti¢ istasyonda, TA 100 susu i¢in ise 2. ve 3. istasyonlarda mutajenik etkiye
rastlanmistir. Metabolik aktivasyon varhiginda yapilan deneylerde ise,
yalnizca 3. istasyonda g¢er¢eve kaymasi mutasyonuna neden olan mutajen
maddelerin varligi belirlenmistir. Ayrica su drneklerindeki toplam metal
konsantrasyonlart ICP (Inductively Coupled Plasma Spectrometer) ile
belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Ames test, XAD rec¢inesi, mutajenite

MUTAGENIC INVESTIGATION ON BOTH EBER LAKE AND
AKARCAY’S
WATER BY AMES SALMONELLA/MICROSOME TEST

ABSTRACT

In this study, Ames plaque incorporation test was used in order to
investigate the possibly mutagenic features of both Eber Lake and
Akarcay’s water. The water sampies were collected from 3 different
stations and tests were carried out by use TA 98 ve TA 100 strains of
Salmonella typhomurium. Water samples studied were introduced to XAD
4 column for obtaining the potential mutagenic compounds as bulk. The
experiments including non-metabolic activation showed mutagenic activitiy
in three stations for TA98 strain and in two stations for TA100 strain. When
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metabolic activation experiments were carried out, only one station showed
having mutagenic material by causing frame shift mutation. Apart from
these, total heavy mineral contents of the water studied were also
determined by ICP.

Keywords: Ames test, XAD resin, mutagenity
1. GIRIS

Nehir ve g6l sularinin kentsel ve endiistriyel kaynakli kimyasal bilesenlerle
kontamine olmasi potansiyel bir ekotoksikolojik risk olusturmaktadir.
Akarsu sedimenti sucul c¢evrelerde, biinyesinde agir metalleri barindirarak
kirleticilerin ikincil bir kaynagini olusturmaktadir [1].

Dogal ¢evrelerde mutajenlerin belirlenmesi, kanseri indiikleyebilmeleri,
gelecek nesillerde negatif genetik degisikliklere neden olabilmeleri, tireme
islevleri tizerindeki olumsuz etkileri goz oniine alindiginda son derece
onemlidir [2,3].

Ozellikle ksenobiotiklerden kaynaklanan risklerin belirlenmesi olduk¢a
glictlir. Cilinkii bu maddeler dogal ¢evrelerde, analitik belirlemeyi
gliclestiren ¢ok diisiik miktarlarda bulunmaktadirlar.

Ekolojik risk belirlenmesinde en iyi yol sucul organizmalar tizerindeki
toksisiteyi belirleyen biyolojik testler ve bakteriler tizerindeki genotoksik
etki belirleme testleridir [4].

Kimyasal olarak indiiklenen mutagenezisi belirlemede kullanilan Ames
(Salmonella/mikrozom) testi, havada, akarsu ve gollerde, igme suyundaki
kompleks karigimlarda mutajeniteyi tesbit etmek amaciyla yaygin olarak
kullanilmaktadir [1,5,6]. Bu test sisteminde, Salmonella typhimurium
bakterisinin LT2 atasal susundan in vitro mutasyonla elde edilen
Salmonella typhimurium his” mutantlari kullanilmaktadir.
Salmonella/mikrozom testi ile kimyasal maddelerin bu test suslarini his+
revertantlara doniistiirme 6zellikleri belirlenmektedir. Test suslari, histidin
mutasyonuna ek olarak farkli tipteki mutajenlere karsi duyarliliklarini
arttiran bagka mutasyonlara da sahiptirler.

Salmonella/mikrozom testi, bakteri DNA’s1 ile etkilesime girerek
mutasyona neden olan ajanlarin, insanlar ve diger tiirler igin de potansiyel
mutajenler olabilecegi varsayimimi ve mutajenite ile karsinojenite
arasindaki korelasyonu temel almaktadir.
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Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) ve Poliklorobifeniller (PCB)
cevresel kirleticiler zincirinin en 6énemli halkalarimi olustururlar. PAHlar
fosil yakatlarin ve diger organik materyallerin yanmasi veya sicakta erimesi
sonucunda olusurlar. PCB’ler ise g¢evrenin, endiistriyel kaynakli devamli
kirleticileridir. PAH ve PBC’ler baslica, karacigerde yerlesmis Faz I ve Faz
Il enzim sistemleri tarafindan metabolize edilir. PAH’lar ve PCB’lerin,
oksidasyon basamaklarinda, toksisite, karsinojenite ve mutajeniteye neden
olan reaktif ara trtinlere doniistiikleri saptanmistir [7,8,9].

Salmonella/mikrozom testinde kullandigimiz, TA 98 susu, cergeve
kaymasi mutasyonuna sahip olup, TA 100 susu baz degisimi mutasyonu
icermektedir [10]. Cergeve kaymasi mutasyonu, bir veya daha fazla
niikleotidin DNA’ya eklenmesi veya ayrilmasi sonucu meydana gelir.
Kodon dizilimi degistigi i¢in ¢erceve kaymasi mutasyonu tamamen
fonksiyonsuz bir proteinle sonug¢lanabilir. Baz degisimi mutasyonlar ise,
bir niikleotidin digeriyle yer degistirmesi sonucu DNA diziliminin tek bir

pozisyonda degistigi mutasyonlardir.

Salmonella/mikrozom testinde deneye ek olarak karaciger enzimleri
bakteri hiicreleriyle inkiibe edilmek yoluyla bu enzim sistemlerinin etkisi
belirlenebilir. '

Eber Goli, Afyon iline bagli Cay, Sultandagi ve Bolvadin ilgeleri
arasindadir. Denizden 965 m yiikseklikte ve 124.74 km? yiiz6lgiimiindedir.
Golu besleyen en 6nemli kaynaklar Afyon vadisinden gelen Akarcay ile
Taskoprii caylanidir. Akargay, yillardir Afyon yerlesim bélgesi ile
sanayinin evsel ve kanalizasyon atik sularini, Afyon Seker Fabrikasi
desarjini, Alkoloid ve Avsar Emaye Fabrikasi atiklarimi tagimistir. Ayrica
Cay, Bolvadin, Eber Belediyeleri ve gol c¢evresindeki koylerin
kanalizasyon atiklar1 Eber G6liine desarj edilir.

Bu c¢alismada Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 suslari, Eber
Golii ve onu besleyen Akargay tizerindeki {i¢ farkl istasyondan elde edilen
su  orneklerinin  genotoksik  karakterlerini  belirlemek  amaciyla
kullanilmigtir. Su 6rnekleri XAD 4 kolondan gegirilerek potansiyel
mutajen maddeler konsantre halde elde edilmistir. Su 6rneklerindeki
toplam metal konsantrasyonlari ICP (Inductively Coupled Plasma
Spectrometer) ile belirlenmistir. »
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Salmonella typhimurium Test Suslari

Bu deneyde, Prof. Dr. Bruce N. Ames ve arkadaglari tarafindan Salmonella
typhimurium 1LT2 atasal susundan in vitro mutasyonlarla gelistirilmis
TA98 ve TA100 suslart kullanmilmistir. Bu suslar, Dr. B. N. Ames
(University of California, Berkley, CA, USA)’den temin edilmistir. Bu iki
sus, Ames testi igin gereken orjinal mutasyonlara ek olarak olusturulan bir
kisim 6zellikler ile baz degisimi ve g¢ergceve kaymasi mutajenlerine karsi
daha duyarli hale getirilmistir.

2.2 Kimyasallar

Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler asagidaki treticilerden satin
almmistir:

Nutrient broth, bacto agar (Oxoid), ampisilin trihidrat, B-nicotinamid
adenin dintikleotid fosfat (B-NADP), 3 metilkolantren, kristal viyolet,
sodyum klorid (Sigma), amberlit XAD-4, dimetilstilfoksit (DMSO), 4-
nitro-o-fenilendiamin (NPD) (Aldrich), sodyum azid (SAZ), magnezyum
klorid, potasyum klorid, potasyum fosfat, sitrik asit monohidrat, sodyum
amonyum fosfat, sodyum dihidrojen fosfat, disodyum hidrojen fosfat
(Merk).

2.3. Su Ornekleri

Calismamizda kullanilan su 6rnekleri Ocak 2004 de 3 adet istasyon
belirlenerek Eber Golii ve goli besleyen Akarcay’dan alimnmustir (Sekil 1).
Calismamizda her bir istasyondan 4.5 litre su Ornegi alinmustir. Su
ornekleri kaba partikiillerinden uzaklastirilmak amaci ile cam filtre
kullamilarak siiziilerek 18 °C’de saklanmistir.

30730 31700
1 1

38700

38745

Sekil 1. Orneklerin alindi1 istasyonlar
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2.4. Su Orneklerinden Céziinmiis Organik Maddelerin Ekstraksiyonu

Su orneklerindeki ¢ozlinmils organik maddelerin ekstraksiyonu her 6rnek
icin 4,5’er litre suyun ayrt ayri, cam kolonlarda (15 mm x 150 mm)
paketlenmis olan XAD 4 recineden gegirilmesiyle gergeklestirilmistir.
XAD 4 reginenin hazirlanisi ve kolonun paketlenmesi Junk ve
arkadaslarina gore yapilmistir [11]. Kolondaki organik maddelerin
elisyonu 5 ml/dak hizda 300’er ml diklorometan (CH,Cl,), aseton
(CH;COCH;), ve metanol (CH,OH) ile yapilmistir [11,12].Coziiciiler
ucurulduktan sonra kalan tortu 10 ml DMSO igerisinde ¢oziilmiis (alinan
su ornegi 450 kez konsantre edilmistir, daha sonra dilusyonu yapilarak
farkli konsantrasyonlardaki dozlar (Su érneginin ekstrakti x10° R xlO"l, x10°
2 x107, x10'4) hazirlanmuistir.

2.5. Test Maddelerinin Sitotoksik Etkilerinin Saptanmasi

Kullanilan test maddelerinin test bakterileri icin 6ldiiriicii dozunun
saptanmast amaciyla top agara 0.1 ml bakteri kiltirdt ve 0.1 ml su
orneginin degisik konsantrasyonlart eklenmistir. Tiipteki karisim NA
plaklarma dokiilerek plaklar 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmis,
inkiibasyondan sonra plaklardaki koloniler sayilmis ve kontrol plaklari ile
karsilagtirilmistir. Buna gore ekstraksiyonu yapilan su orneklerinin
denenen dozlarinda (Su &rneginin ekstrakti x10°, x10", x10™, x107, x10"4)
sitotoksik etkiye rastlanilmamigtir. Deneylere bu dozlar kullanilarak devam
edilmistir.

2.6. Ames Testinin Yapihsi

Test prosediirit Maron ve Ames’de belirtilen sekilde, plak inkorporasyon
metodu kullanilarak metabolik aktivasyonsuz olarak uygulanmigtir [10].

Su 6mekleri DMSO igerisinde ¢oziildiikten sonra diliisyonu yapilmis ve
artan dozajdaki 5 farkli konsantrasyonda olmak {iizere deneylerde
kullanilmugtir. Igerisinde 2 ml iist agar bulunan deney tiiplerine 0.1 ml test
bilesigi, 0.2 ml histidin-biyotin ¢6zeltisi ve 0.1 ml gecelik bakteri kiiltiirii
(1-2x 10° bakteri/ml) eklenmistir. S9’lu deneylerde top agar igerisine 500
ul S9 karisimi ilave edilmistir. fyice calkalandiktan sonra 37 °C’de 1sttilmus
MGA plaklar tizerine dokiiliip, yiizeye tamamen yayilmasi saglanmistir.
15 dakika bekletildikten sonra 37 °C’de 48-72 saat inkiibasyona
birakilmistir. Deneyler her bir doz i¢in 3 ayri plak olarak yiiriitiilmiis ve her
deney 2 kez tekrar edilmistir. Deneylerde her bir plaktaki revertant
kolonilerin  sayisinin aritmetik ortalamasi almmis ve sonuglarin
degerlendirilmesi  SPSS  istatistiksel —programinmin  Student-t  testi
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kullanilarak, deney sonuglari her doz i¢in ayri ayrt ¢oziici kontrolle
karsilastirilarak yapilmistir.

Sonuglarin degerlendirilmesi Vargas ve arkadaslarimin kriterlerine gore
yaptlmustir [13].

2.7. Total Metal iceriklerinin Belirlenmesi

Su 6rneklerine uygulanan mutajenite testine ilave olarak, mutajenite
testinin sonuglarini degerlendirmeye katkis1 olacag: diistiniilerek 6rneklerin
total metal icerikleri, Selguk Universitesi’nde ICP spektrometre cihazi
kullanilarak 6rnekler 3 kez analiz edilip ortalama degerleri = SD Tablo
1’de gosterilmistir.

Tablo 1. Su numunelerinin agir metal analiz sonuglari

istasvon | TOPLAM AGIR METAL ICERIKLERI (ppm)
1303 YOI | Avitmetik Ortalama = SD
Al Cu cd Pb Ni Cr

| 0,00022 | 0,009061 | 0,000579 | 0,006412
: ) ) £3x10° | £56x10° | £12x107 | +8x10°®
5 0,001202 | 0,011505 |0,017152 | 0,005046
: i ) +7x10° | £51x107 | +14x10° | +21x10°
3 ) ] 0,002368 | 0,012394 | 0,009475 | 0,006954
: £7x10° | £14x10° | £5x10° | +£19x10°

2.8. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Sonuglar, solvent kontroldeki revertant koloni sayisi ile deney
petrilerindeki revertant koloni sayilarinin SPSS istatistiksel programi
Student-t testi ile karsilastirilmasi ile degerlendirilmistir. Sonuglar farkl
zamanda uygulanan iki ayn deneyden elde edilen alti petrideki koloni
sayilarinin ortalamasidir. Deney petrilerindeki koloni sayilarindan kontrol
petrilerindeki koloni sayilar ¢ikarilmig, aralarindaki istatistiksel olarak
anlamli farkliliklar mutajenitenin kaniti olarak kabul edilmistir. Revertant
koloni sayisindaki doza bagli artiglar da mutajenitenin bir diger kanitidir
[1,14].
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3. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismanin amaci Eber Golu suyunun mutajenik maddelerle potansiyel
kontaminasyonunun Ames (Salmonella/mikrozom) mutajenite sistemi ile
aragtirtlmasidir. Calismalar plak inkorporasyon yontemi kullanilarak
metabolik aktivasyonlu ve metabolik aktivasyonsuz olarak yiiritilmiistiir.
Deneylerde kullanilan TA 98 susu ¢erceve kaymasi mutasyonu, TA 100
susu ise baz degisimi mutasyonu icermektedir. Daha 6nce yapilan pek ¢ok
ekotoksikolojik ¢alismada TA 98 susunun gevresel kirleticilere karst TA
100 susuna oranla daha hassas oldugu belirtilmistir [5,6,15]. Bu ¢aligmanin
sonuclar1 da bu bulguyu destekler niteliktedir.

Su orneklerinden elde edilen ekstraktlarda sitotoksik  etkiye
rastlanmamistir. Her bir istasyondan elde edilen 6rneklerin diliisyonu
yapilmis ve artan dozda 5 farkli konsantrasyon olarak uygulanmaistir.

Metabolik aktivasyon icermeyen deneylerde 6rneklerdeki revertant koloni
sayis1 kontrolle karsilagtirildiginda, TA 98 susu icin her {i¢ istasyonda da
mutajenik etkiye rastlanmistir. Bu etki bazi dozlar i¢in solvent kontrolle
yapilan karsilagtirma sonucunda ortaya ¢ikan istatistiksel agidan anlaml bir
fark olarak gozlenmis, aymi zamanda her ii¢ istasyonda da koloni
sayisindaki doza bagh artig olarak da ortaya cikmustir. TA 100 susu igin
ise, metabolik aktivasyonsuz ortamda mutajenik etki 2. ve 3. istasyonlarda
gozlenmistir (Tablo 2).

Metabolik aktivasyon varliginda yapilan deneylerde ise, yalnizca 3.
istasyonda g¢er¢eve kaymasi mutasyonuna neden olan mutajen maddelerin
varhig@i belirlenmistir. 2. ve 3. istasyonlarda S9’suz ortamda baz degisimi
mutasyonuna neden olan maddelerin bu etkilerinin metabolik aktivasyon
varliginda ortadan kalktig1 gézlenmistir (Tablo 2).

3 numarali numunenin alindig1 bolge, Eber Goli'ne dokiilen Akargay Cay1
tizerindedir. Bu bélgenin, seker ve alkoloid fabrikalarina yakin bir bolge
olmasi nedeniyle kirlilik yiikiiniin fazla oldugu distniilmekteydi. Elde
edilen sonuglar bu goriisii destekler niteliktedir.

2 numarali numune ise Akargay Cayi’nin gol agzina yakin bir bolgesinden
alinmistir. Her iki sus tizerinde de mutajenik etkiye agirlikli olarak 2 ve 3
numarali numunelerin alindigi istasyonlarda rastlanmistir. 1 numarali
numunenin alinmis oldugu istasyon ise Eber Golu {izerindedir.

Elde edilen bulgular, yapilan metal analizlerinin sonuglari ile de paralellik
gostermektedir. 2 ve 3 numarali istasyonlarda ozellikle kursun agir
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metalinin 1 numarali istasyona gore daha yofun olarak bulundugu

goriilmustiir.

Tablo 2. Istasyonlara bagli olarak revertant koloni sayilar:

. TA98 (ort+ st.h.) TA100 (ort+ st.h.)
Ornekler 30 30" 39 397
10° 49+4 4% 30+8.4 136£11.0 117+24.2
S |10 43+9 3% 29423 138+12.0 123£30.8
g | 107 42:+6.2% 31+4.1 143+7.7 137+24.3
=107 3648.5 33+6.3 146£22.6 | 140+33.1
10* 33197 28431 14348.5 1344287
100 48+8 3+ 30+4.4 199427.0* | 140+38.3
g | 1ot 34274 20584 | 1553267 | 142426
g |10? 32+112 19£6.5 13948.6 130+19.5
f IOj 3645 3% 21482 142483 138+31.4
10 37£13.4 18+7.1 138+17.1 136+38.9
RS 47+6.0% 30463 194+10.6* | 137+23.2
S | 10" 34+8.1 2910.1 | 153+233 136£18.3
g | 107 38+11.2 21+7.6 158+8.7 131+10.3
" 10j 35£12.1 3343.7 14372 127+14.6
10 3546 4% 28493 146£9.6 124+21.4
DMSO 2633+4,8 | 24.6£32 | 14454224 | 128.493
NPD (20 ug/petri) 819+5.8
2AF (10 pg/petri) 689+11.7 607+20.4
SAZ (1.5 pg/petri) 653.5+35.7

* Solvent Kontrole gére p<0.005 diizeyinde énemli (Student-t testi)

Tim bu sonuglar gostermektedir ki, Eber Gélii’niin suyu, Akargay Cay1
cevresinde yogunlasmis olan endiistriyel bélgelerin ¢ay igerisine birakmisg
oldugu kirleticilerle kirlenmektedir. Bu kirliklik Akar¢ay’in suyunda daha
yogun olarak gozlenirken, ¢aym tasidigi suyun Eber Golii’nii beslemesi
nedeniyle gol suyunun kirlilik yiikii de giin gegtikge artacaktir. Ames
(Salmonella/mikrozom) mutajenite sistemi, mutajenik bilesenlerin varligini
belirlemede bir 6n degerlendirme olarak ele alinmaktadir. Ileride yapilacak
calismalarda, diger kisa zamanli' test sistemleri ile bu bulgularn
desteklenmesi ve uzun bir zaman diliminde elde edilen sonuglarin
degerlendirilmesi amactyla mevsimsel Orneklemeler yapilmasi yararl
olacaktir.

AKU-Fen Bilimleri Dergisi 7(1) 222 AKU-Journal of Science 7(1)



Eber Golii ve Akargay I. H. CIGERCI, R. LIMAN. H. M. KUTLU, G. AYDOGAN, M. KONUK

4. KAYNAKLAR

1. Vargas V.M.F., Migliavacca S.B., Melo, A.C., Horn R.C., Guidobono R.H., S4
Ferreira I.C.F., Pestana M.H.D., Genotoxicity Assessment In Aquatic
Environments Under The Influence Of Heavy Metals And  Organic
Contaminants, Mutat. Res. 490, 141-158, (2001)

2. Czyz A., Szpilewska H., Dutkiewicz R., Kowalska W., Biniewska-Godlewska
Wegrzyn G., Comparison Of The Ames Test And A Newly Developed Assay
For Detection Of Mutagenic Pollution Of Marine Environments, Mutat. Res.,
519, 67-74, (2002).

3. Kataoka H., Hayatsu T., Hietsch G., Steinkellner H., Nishioka S., Narimatsu, S
Nasmiiller, S Hayatsu, Identification Of Mutagenic Heterocyclic Amines (IQ,
trp-P-1 And A_C) In The Water Of The Danube River, Mutat. Res., 466, 27—
35, (2000).

4. Filipic, M., Toman, M.J., Ecotoxicological Studies Using Modified Ames
Bioassay, Water Sci. Technol., 34, 1-7, (1996).

5. Mamber S.W., Kolek B., Brookshire K.W., Bonner D.P., Fung-Tomc J.,,
Activity Of Quinolones in The Ames Salmonella TA102 Mutagenicity Test
And Other Bacterial Genotoxicity Assays, Antimicrob., (1993).

6. Park J.H., Lee B.J., Lee S.K., Kim K., Lee K.H., Che J.H., Kang K.S., Lee Y.S.,
Genotoxicity Of Drinking Water From Three Korean Cities. Mutat. Res., 466,
173-178, (2000).

7. Aring E., Sen A., Hepatic Cytochrome P4501A And 7-Ethoxyresofurin-O-
Deethylase Induction In Mullet And Common Sole As A Indicator Of Toxic
Organic Pollution In Izmir Bay, Turkey, Marine Environmental Research, 48,
147-160, (1999).

8. Aring E., Sen A., Bozcarmutlu A., Cytochrome P4501A And Associated Mixed
Function Oxidase Induction In Fish As A Biomarker For Toxic Carcinogenic
Pollutants in Aquatic Environment, Pure Appl. Chem., 72:(6), 985-994, (2000).

9. Singer B., Gerunberger D., Metabolic Activation And Carcinogens And
Mutagens Moleculer Biology Of Mutagens And Carcigonens, Plenum: New
York, 97-102, (1983).

10. Maron D., Ames B.N., Revised Methods For Salmonella Mutagenicity Test,
Mutat. Res., 113, 173-215, (1983).

11.Junk G.A., Svec H.J., Vick et R.D., M.J. Avery, Contamination Of Water By
Synthetic Polymer Tubes, Environ. Sci. Technol., 8:(13), 1100-1106, (1974).

12. Monarca S., Feretti D., Colivignarelli C., Guzzella L., Zerbini 1., Bertanza G.,
Pedrazzani R., The Influence Of Different Disinfectants On Mutagenicity And
Toxicity Of Urban Wastewater, Water Res., 34, 42614269, (2000).

13. Vargas V.M.F., Motta V.E.P., Henriques J.A.P., Mutagenic Activity Detected
By The Ames Test in River Water Under The Influence Of Petrochemical
Industries, Mutat. Res., 319, 31-45, (1993).

14. Mortelmans K., Zeiger E., The Ames Salmonella/Microsome Mutagenicity
Assay. Mutation Research, 455, 29-60, (2000).

15. Cerna M., Pastorkoved A., Smid J., Dobia§ L., Rossner P., The Use Of YG
Bacterial Strains For The Monitoring Of Drinking Water Mutagenicity.
Toxicology Letters, 96, 335-339, (1998).

AKU-Fen Bilimleri Dergisi 7(1) 223 AKU-Journal of Science 7(1)






