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izmir Korfezi Sedimentlerinde Direkt Mutajenlerin Belirlenmesi*
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Abstract: Determination of direct mutagens in sediment samples of Izmir Bay. In this study, Ames'Mutagenicity test using
TA98 and TA100 strains of S. typhimurium was applied to the sediment samples obtained from inner, middle and outer parts of
Izmir Bay during the period of October-December 1995. The results of the study shows that the streams and sewer system draining
into the Bay are the source of mutagenic activity for it due to the pollutioned discharges they have. It has been observed that the
mutagenic activity was getting diluted from the inner part to the middle part of the Bay. Mutagenic activity observed in the outer part
of Izmir Bay was attributed to the pollution load of Gediz River and the effect of the discharge Area for the loads drained from inner
Bay's bottom. Statistical analysis among different parts of Izmir Bay has demonstrated meaningful differences.
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Ozet: Bu galismada, Ekim 1995-Aralik 1995 tarihleri arasinda izmir Kérfezinin ic, orta ve dis kisimlarindan segilen istasyonlardan
alinan sediment érneklerinde S. typhimurium TA 98 ve TA 100 suslari ile Ames’in mutajenite testi uygulanmistir.Test sonucuna
gore, korfezin i¢ kismina dokiilen olan dere ve kanalizasyonlar, tasidiklar! kirlilik yiki sebebi ile kérfez icin mutajenik aktivite
kaynagi teskil etmektedirler. Mutajenik aktivitenin i¢ kdrfezden orta kisma dogru seyreldigi tespit edilmistir. Dig Korfez'de tespit
edilen mutajenik aktivite, Gediz Nehri'nin tagidigi kirlilik yikiine ve Dokii sahasinin etkisine baglanmistir.izmir ig, orta ve dis korfez
kisimlari arasinda yapilan istatistik calismalarinda biytk farkliliklar bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Mutajenite, Ames Testi, genotoksisite, izmir Kérfezi, Salmonella typhimurium, sediment

*Bu galisma, “lzmir Kérfezi Sedimaninin Genotoksik Etkisinin Aragtirimasi” isimli doktora tezinin bir bélimiinii kapsamaktadir.

Girig

Akuatik ortamlarda mutajenlerin varli§i énemli bir problemdir
(Sato ve dig., 1983). Yakin zamanlarda kimyasal pollusyonun,
oOzellikle endustrilesmis bolgelerde giderek artmasi sonu-
cunda, deniz biyotasi ve insanlar (izerinde dogrudan veya
dolayli olarak toksik etkiler olusturabilecegi gérilmistir (De
Flora ve dig, 1991).

Oldukca degisik ve birbirinden farkli kimyasal yapilara
sahip olan ksenobiyotikler, bitiin diinya ylzeyinde yaygin bir
sekilde saptanabilmektedir. Ornegin bu tir kimyasal
maddelerin hi¢ kullaniimadigi Pasifik Adalar’'nda ve anne
sitinde bile PCB'ler elde edilmis ayrica balinalarin yag
dokusunda da mutajenik etkili pestisidlerin varligi tespit
edilmistir (Kotelevtsev, 1995).

Mutajenik ve kanserojenik maddelerin en 6nemli kaynag!
endustriyel ve tarimsal aktivitelerdir. Bu kaynaklardan kdken
alan ksenobiyotikler er veya ge¢ su ekosistemleri ile temas
eder.

Gemilerden deniz suyuna gegen madensel yaglar ve
diger toksik kimyasal maddeler de onemli ksenobiyotik
kaynagini olusturur. Bunun diginda, daha seyrek olmakla
beraber bazen dogal felaketler sonucunda da su
ekosistemlerine  dogal kaynaklardan  kanserojenik ve
mutajenik madde girdisi meydana gelebilmektedir.

Tdm bu faktorlerin ortak bir sonucu olarak son 10 yil
icinde tliketilen balik dokularindaki timaér olusumlarinda biyuk

artis gdzlenmektedir (GESAMP, 1991).

Kanserojen  ve  mutajen  maddelerin  dnemli
o6zelliklerinden biri, ¢ok diistik konsantrasyonlarda bile etkili
olabilmeleridir. Mevcut kimyasal yontemlerle dokularda
bulunan bu tlir maddelerin kimyasal yapilarinin analitik sekilde
tespiti mimkun degildir.Kimyasal yontemlerle bu maddelerin
tespit edilmesi mimkiin olmadigi icin, biyolojik yéntem ve
indikatér canlilarin dokularinda kanserojen ve mutajen madde
taramasi esasina dayanan yontemler dnem kazanmistir.

insan besini olarak énemli bir yere sahip olan sucul
organizmalarda da biylk odl¢lide kanserojen ve mutajen
maddeler bulundugu i¢in, bu maddelerin genotoksik etkilerinin
izZlenmesi insan saglidi agisindan blylk 6nem arz etmektedir
(Kotelevtsev ve Stepanova, 1995).

Cevremizde bulunan ve biyolojik etkileri henliz
bilinmeyen milyonlarca sentetk ve dogal maddenin,
kanserojenik potansiyel agisindan test edilmesi saglik
acisindan gereklidir. Ancak laboratuar hayvanlari ile yapilan
kanserojenite deneyleri hem cok pahali hem de ¢ok zaman
almaktadir.Bu nedenle, canli hayvan deneyleri yerine
kimyasal maddelerin kanserojenik potansiyellerini dlgebilmek
icin son yillarda birok in vitro test sistemi gelistiriimistir. Kisa
zaman icinde sonuglanan bu testlerle, kimyasal maddelerin
belirli genetik &zelliklerde olusturdugu sonuglara yol agip
agmadiklari dlglilmekte ve elde edilen sonuglarla maddelerin
kanserojenik potansiyelleri arasinda iligkiler kurulmaktadir.
Kisa zamanl testlerden olan Salmonella/mikrozom testi
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etkinligi, ucuz olmasi ve hizli uygulanabilirligi nedeniyle yaygin
olarak kullanilan ve iyi sekilde karakterize edilmis bir testtir.
Dr. Bruce Ames ve arkadaglari tarafinda gelistirimis olan bu
testtin  kanserojenik maddeleri tespit etme konusundaki
hassasiyeti oldukga yiiksektir (TUBITAK, 1985).

izmir Kérfezi giderek artan bir sekilde kirlenmigtir. Kent
nifusunun hizli bir sekilde artmasi, gesitli sanayi kollarinin
yogun faaliyetleri ve kapasitesi giderek artan bir ihracat
limanina sahip olmasi sebebiyle ¢ok cesitli kimyasal atik
kérfez igin aritilmaksizin ve kontrolsiz bir sekilde desar]
edilmistir. Son 20 yil iginde cesitli aragtirma kurumlari izmir
Korfezindeki ekosistem bozuklugunu gerek tir gesitliliginin
azalmasi gibi biyolojik agilardan gerekse deniz suyunda,
sedimentte ve gesitli deniz canllarinin dokularinda bulunan
agir metal ve pestisit gibi kirleticilerin igerigindeki degisim ve
nutrient dengesindeki bozukluklar gibi kimyasal agilardan ele
almiglardir. (Koray ve dig., 1992; Uysal ve Parlak, 1992; Koray
ve dig., 1999; Tiirkoglu ve Parlak, 1999). Ancak, izmir Kérfe-
z’'ndeki mutajen maddeleri tespit etmek amaciyla herhangi bir
calisma yapilmamis ve bdylece izmir Kérfezi sedimanlarinin
mutajen ve kanserojen etkisi heniiz belirlenememistir.

Bu nedenle, izmir Korfezi gibi ok cesitli kirlilik tipine
maruz kalan kapall koy ve korfezlerde sedimanlarin
genotoksik olup olmadiginin belirlenmesi hem biyolojik agidan
hem de halk saghgi agisindan biiylik dnem tasimaktadir.

Bu amagla, izmir Kérfezi'nin ig, orta ve dis kismindan
kirlilik derecesine gbre daha sik istasyonlardan sediment
ornekleri alinarak mutajenik olup olmadidi Ames testi
uygulanarak saptanmaya caligiimigtir.

Materyal ve Yontem

ic Korfez'in i¢, orta dis kisimlarindan 50 m araliklarla alinan
sediment omekleri Aralik 1995 tarihinde, E.U Su Uriinleri
Fakiitesi ve O.D.T.U. Cevre Mihendisligi Bolimii ve
TUBITAK tarafindan yiriitilen YDABCAG-45 No'lu Proje
olarak desteklenen calismalari sirasinda toplanmistir (Sekil 1).

T e

Sekil 1. izmir Kérfezi haritas!.

Sediment Ornekleri icin Van Veen Grab &rnekleyici
kullanilarak ylzey tabakasindan yaklasik 2 cm metal spatl
ile toplanmis ve polietilen torbalarda, buzluk iginde,

laboratuara getirildikten sonra da +4°C’de buzdolabinda
saklanmistir.

Laboratuara getirilen sediment 6rnekleri cam petrilerde
+60°C'de etlivde kurutulduktan sonra porselen havanda
dovilip ince toz haline getirilmiglerdir. Ornekler 0.1 gram
olarak tartildiktan sonra steril teflon tiiplere alinip Gzerlerine 1
ml hekzan, kloroform, aseton (1:1:1 viv:v ) karisimindan ilave
edilerek vorteks karigtirict yardimi ile kanigtinlmigtir. Bu
islemden sonra SIGMA 3K sogutmali santrifiljde +4°C'de,
5600 g'de 10 dakika slre ile santriifiijlenerek slipernatant
etiketlenmis steril bir tipe alinmistir. Bu islem 3 defa
tekrarlandiktan sonra sediment ekstraktlarinin organik solventi
ucuruldu ve her 6mek tiiplu liyofilize edilmigtir. Liyofilize
ekstraktlar test uygulanincaya kadar buzdolabinda +4°C'de
saklanmistir. (Kotelevtsev, 1995).

Ames testinde kullanilan S. typhimurium’'un TA98 ve
TA100 mutant suslari Dr. Bruce Ames'den (University of
California/ Berkeley-USA) saglanmistir.

Ames/Salmonella testinde kullanilan bakteri suslarinin
(TA 98 ve TA 100) genetik yapilarinin kontroli deneyde
calismalar oncesinde asagidaki sekilde (Maron ve Ames
1983)'e gdre yapilmigtir.

-Histidin amino asidi gereksinimi kontroll

-Uvr B mutasyonu kontroll

-rfa mutasyonu kontrol

-R-Direng faktorii (RF) kontroli

Ayrica

-Kendiliginden geriye donts sikliginin kontrolii

-Negatif kontrolleri yapilmistir.

-Pozitif kontroller olarak TA 98 igin daunomisin 6.0 Mg/plate
ve TA 100 igin Na azid 1.5 mg/plate kullaniimistir.

Calismalarimizda kullanilan kiltir ve ¢ozeltiler Maron ve
Ames (1983)e gdre hazirlanmistir. Bakteriler liyofilize sekilde
ve ampisilinli petrilerde  buzdolabinda saklanmis ve
kullanilacaklari zaman Oxoid broth no:2'de uretilmislerdir.

Deneyde kimyasal test bileseni olarak kullandigimiz
kérfez sediment &rneklerinin kuru ekstraktlarinin - Gzerine
DMSO'dan 1 ml eklenerek iyice karstirilip ¢oziilmesi
saglandiktan sonra her bir érnek 0.1, 1, 10 mg seyrelmeleri
ucerli paraleller halinde hem TA 98 ve hem de TA 100 suslari
ile ( S9'suz olarak ) teste tabi tutulmustur.

Bulgular

izmir i¢ Korfezine ait, 1. kisimda 9, 2. Kisimda 14 ve 3.
kisimda 14 istasyondan, Orta Korfez'e ait 9 istasyon ve Dig
Korfez'e ait 14 istasyondan alinan sediment drneklerinde S.
typhimurium TA98 ve TA100 ile vyapilan mutajenite
calismasinda elde edilen koloni sayilarinin ortalamasi alinmig
ve sonuglar Sekil 2, Sekil 3, Sekil 4, Sekil 5, ve Sekil 6'da
DMSO spontan kontrole gére ylizde olarak ifade edilmis.

1. kisma ait sediment Orneklerinde, S. typhimurium
TA100 ile yapilan mutajenite ¢alismasinda, konsantrasyon
arttikca koloni sayisinda da DMSO spontan kontroltin iki
katina yakin koloni sayisi elde edilmis ancak S.typhimurium
TA 98 ile yapilan mutajenite ¢alismasinda ise DMSO spontan
kontrole yakin sonuglar elde edilmistir (Sekil 2).
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Sekil 2. izmir ¢ kérfez |.kisim sediment drneklerinde S. typhimurium TA98
ve TA100 suslarinin revertant koloni sayilari.
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Sekil 3. izmir I¢ kdrfez 2.kisim sediment drneklerinde S. typhimurium TA98
ve TA100 suslarinin revertant koloni sayilari.
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Sekil 4. izmir I¢ kdrfez 3.kisim sediment drneklerinde S. typhimurium TA98
ve TA100 suslarinin revertant koloni sayilari.

ORTA KORFEZ
180 -
5 140
E 120 4
£ 100+
- = = TAgS
B o O TAIDD
g 40 4
A
20 1
o L
DS 1 rrg 10 g 100 g
Zpontan KONSANTRASYONLAR

Sekil 5. izmir Orta kérfez sediment dmeklerinde S. typhimurium TA98 ve
TA100 suslarinin revertant koloni sayilari.
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Sekil 6. izmir Dis kdrfez |.kisim sediment émeklerinde S. typhimurium TA98
ve TA100 suslarinin revertant koloni sayilari.

2. Kisma ait bulgularda ise TA98'e ait koloni sayisi
DMSO spontan kontrolin 1.5 katina yakinken, TA100 ile
yapillan galismada ise spontana yakin koloni sayisi elde
edilmistir (Sekil 3). 3.kisma da TA98 ile yapilan galismada
koloni sayisi 100 mg’'da DMSO spontan kontroliin istiinde
bulunurken, TA100 ile yapilan calismada 1 mg'da DMSO
spontanin Gzerinde iken 10 ve 100 mg’lik konsantrasyonlarda
revertant koloni sayisi DMSO spontan yiizdesinin altina
dusmustar.

izmir Kérfezi Orta kisma ait 9 istasyonda S. typhimurium
TA 98 ve TA 100 ile yapilan mutajenite calismasinda 10 mg
ile 100 mg'lik konsantrasyonlarda revertant koloni sayisi
DMSO spontaninin biraz Ustlinde artis gostermistir.

izmir Korfezinin dis kismina ait 14 istasyondan alinan
sediment Orneklerinde S. fyphimurium TA 98 ve TA 100
yapilan mutajenite calismasinda 10 mg DMSO spontandan
biraz fazla bulunmus 100 mg da diisme gozlenmistir.

izmir i Kérfez'in 1. 2. ve 3. Kisimlarina ait istasyonlar
arasinda S. typhimurium TA 98 susu igin, tek yonli ANOVA ve
multiple range testi uygulanmistir.Bu sonuca gére ¢ kérfez'in
3 kisminin da birbirleri ile ve DMSO spontan kontrol grubu ile
anlaml farklihga sahip oldugu tespit edilmistir.(Fcal (3.167)
43.244>Ftab (3.167) 2.6, P<0.00).

S. typhimurium TA100 icin, istasyonlar arasi yapilan
One-Way ANOVA testi sonucuna gére ise 1. Kisim, 2., 3..
kisimla ve DMSO spontan kontrol grubuna gore farklilik
gostermektedir.Ancak 2. ve 3. Kisimlar kendi aralarinda farkli
olduklari halde DMSO spontan kontrol grubu ile istatiksel
acidan O6nemli bir fark gdstermemektedir (Fcal (3.167)
16.491>Ftab (3.167) 2.6, P<0.00).

izmir i¢, Orta ve Dig Kérfez kisimlarina ait istasyonlar
arasinda yapilan One-Way ANOVA ve multiple range testi
uygulanmis ve bu sonuca gore S. typhimurium TA 98 susu
igin i¢, Orta ve Dis Kérfezin sonuglar DMSO spontan kontrol
grubu ile istatistik acidan farklilik géstermektedir. Orta ve Dig
kisimlar birbirleri ile farkiilik gdstermezken DMSO spontan
kontrol grubu ile farkllik gostermektedir (Fcal (3.258)
33.913>Ftab (3.258) 2.6, P<0.00).TA 100 susu igin i¢ Kérfez,
Orta ve Dis Korfez ile istatiksel agidan farklilik gdstermekle
beraber DMSO spontan kontrol degeri ile farkllik
gostermemektedir. Ancak Orta ve Dig kisimlar birbiri ile
farklilik gostermezken DMSO spontan kontrol grubu ile
farklilk gostermektedir (Fcal (3.258)30.770>Ftab (3.258)2.6,
P<0.00).
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Tartigma ve Sonug

Bu galismada amag suda ¢éziinmeyen ve sediment iginde
depolanan mutajen 0Ozelligi olan materyalin  varligini
saptayarak Izmir Korfezinin kirliligi hakkinda veri elde
etmektir. Elde edilen veriler degerlendirildiginde, 1.Kisimda
Salmonella typhimurium TA100 ile 2.Kisimda TA 98 ile
yapilan mutajenite calismasinda zayif kanserojenite tespit
edilmistir.

icme suyunda Tabor ve Loper (1981); Kronberg ve dig.
(1991), belediyelere ait atik sularda ve endUstriel atik sular da
Pancorbo ve dig. (1987) bulunan mutajen maddelerin ortaya
cikariimasi igin oldukga énemli girisimler yapmuslardir. Ancak
sedimentlerdeki mutajen maddelerin agiga ¢ikarilmasi ile ilgili
calismalar ¢cok daha azdir (Oishi ve Takahasi, 1987).

Suzuki ve digerleri (1982); Samoiloff ve digerleri (1983)
maddelerin kimyasal yapilari ile mutajenik etkileri arasinda bir
korelasyon kurmaya galistiklari zaman boyle bir baglantinin
olmadigini ortaya gikarmislardir

Daha once vyapilan ik calismalarda TA 98 susun
gecerliliginin ispat edilmis olmasi nedeniyle Abe ve dig. (1989)
su ortamindan siklikla izole edilebilen kimyasal maddelerin
Salmonella/ mikrozom testi Uzerindeki etkilerini ortaya
clkarmak icin yapilan bir calismada oncelikli olarak S.
typhimurium'un TA 98 susu kullaniimigtir (Akemi ve Urano,
1994).

Su desarjlarinda birikime ugrayan kimyasal maddelerin
biyik bir kismi hidrofobik ¢zellikte olup ve bunun sonucu
olarak da sedimentlerde birikime ugramaktadir (Furlong ve
digerleri, 1988). Bu tir kimyasal maddelerin bir kismi
hidrofobik olmalarinin diginda bakteriyal pargalanmaya karsi
da direngli olduklari icin sedimentlerde ve biotalarda oldukca
yiksek konsantrasyonlara ulasabilmektedir (Alexander ve
dig., 1991). Alexander ve dig. (1991), Detroit nehrinde
gerceklestirdikleri mutajenite ¢alismasinda tespit ettikleri
mutajen maddeler arasinda organoklorlu pestisidler, agir
metaller,  poliklorirlii  bifeniller,  polisiklik  aromatik
hidrokarbonlar sayilabilir.

Brezilya'daki S&o Paulo Cevre Kurulusu CETESB dogal
sularin kalitesini tayin etmek igin Salmonella Mutajenite
calismasini kullanmaktadir. 1998'de su kirliliginin mutajenik
etkilerinin tamami ve siniflandirmasi igin harcanan bu gabanin
sonucu olarak standardize metot olarak, Salmonella
mutajenite galismasi Sao Paulo State Water Quality
Monitoring Programda resmen ve sistematik olarak kabul
edilmiglerdir (Umbuzerio, 2001).

S6zii edilen bu program siresince, son 20 yilda 1000
ornekten daha fazla 6rnek incelenmis olup 137 pozitif 6rnekte
30.000 revertant/ | (1 petri bagina 30000'nin Ustlinde) geckin
koloni gdézlenmigtir. S. typhimurium TA 98 susu TA 100'den
daha hassastir ve Mutajenitenin % 79'u S9'suz olarak bu sus
ile tespit edilmistir.Mutajenik cevabin bir siniflandiriimasi
yapllarak halkin daha iyi bilgilendiriimesi saglanmistir. S6yle
ki:<500 disik mutajenite, 500-2500 orta mutajenite, 2500-
5000 yliksek mutajenite, >5000 (revertant/esdeger) ekstrem
mutajenite olarak siniflandirmislardir (Umbuzerio, 2001).

izmir ic Korfez |. Kisma ait sediment érneklerinde S.
typhimurium TA 100 ile yaptigimiz calismada en disuk
konsantrasyondan baglamak (izere zayif ta olsa mutajenite
gozlenmistir.

izmir I Kérfez 1. Kisma ait sediment érneklerinde ise
sadece TA 98 en ¢ok 100 mg da mutajenik cevap vermistir.

izmir ¢ Korfez Ill. Kisima ait sediment rneklerinde ise
her iki suslada DMSO spontana yakin degerler bulunmus
olmasi i¢ Korfez I. ve Il. Kisimdaki kirliligin dis kdrfezde
seyreldigi distincesini kuvvetlendirmektedir.
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