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EGRELTI OTU ILE BESLENEN INEKLERDEN ELDE EDILEN
§ﬁTﬁN MUTAJENIK AKTIVITESI OZERINDE CALISMALAR

Ersin Istanbulluoglu* Taner Pamukgu** Mahir Pamukgu***

Studies on Mutagemc Activity of Milk from Cows Fed Bracken
Fern

Summary: Mutagenicity of the milk of bracken fern fed cows were
determined by two different bacterial test systems using Salmonella typhimurium
(TAy8, TA100) and Bacilius subtilis (174, 457T) strains.

Four organic solvent cxtract fractions of milk were prepared from bracken
fern or normal diet fed cows and tested for mutagenicity.

The chloroform—methanol fractior. from bracken fern fed cows demonstrated
mutagenic amztyfm both TAro0 and 45T strains.

Ozet: Egreltz otu ve normal _yemle beslenmis ineklerden-elde edilen siitlerin
mutajenik aktiviteleri Salmonella typhimurium ( TA98, TA100) ve Bacillus sub-
tilis (174, 45T) suglanindan yararlaniarak iki farkly test sistemiile incelendi.

Siit drneklerinin gikartuminda dort farkly organik eritici kullamldr. E§-
relti otu ile beslenen hayvanlarn siitlerinin kloroform—metanol ¢ikartimy hem
TA1roo hemde 457 igin mutajentk bulundu.

’
Giris

Mutajenik ve dolayist ile karsinojenik karakterdeki kimy asal

maddelerin (organik veya inorganik) tanimlanmasinda veya taran-
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masinda ¢esitli bakteriycl test sistemleri son yillarda ¢ok vaygin olarak
kullanilmaktadir (1, 5, 7, 11). Bu yontemlerin basit ve ckonomik ol-
masi, kisa zamanda sonug vermesi klasik yontemlere (yedirme dency-
leri gibii tercih edilmelerinin baslica nedenleridir. Bakteriycl muta-
jenite test sistemlerinin ilki 1971 yiinda Ames ve ark. (1) tarafindan
geligtirilmis olup yéntem, histidin ve biotin oksotrof olan gesitli Sal-
monella typhimurium mutantlarinin mutajenik maddeler tarafinddn
prototrofik suglar haline donustiiriilmesi esasina dayanmaktadir. Ames
ve arkadaglart daha sonraki yillarda yaptiklan caligmalarda diigiik
konsantrasyonlardaki mutajenik maddelere bile duyarli olan Sal.
typhimurium mutantlart elde etmiglerdir (4). Ayrica, besi yerlerine
memcli karaciger enzim sistemleri ilave edilerek kendileri degilde
metabolizma iiriinleri mutajenik olan maddeleri saptamak miimkiin
olmustur (2, 4).

Sal. typhimurium mutantlarinin yani sira tiriptofan oksotrof
olan E.coli ve Rec-Bacillus subtilis suglarida ayni amag icin gesitli
araguirmacilar tarafindan kullamilmistir (6, 7, 11).

Bakteriyel mutajenite test sistemleri ile gen yamsinda kimyasal
maddeler (organik ve inorganik) tarafindan olusturulabilen “Bese
pawr subtitution”, “Frame shift”, “hisertion ve deletion”, tipi mutasyonlar
kolaylikla saptanilabilir (5).

Egrelti otu (Bracken fern, Pteridium aquilinum) iilkemizin bil-
hassa Karadeniz bolgesinde yaygin olarak bulunan bir bitki tiirii olup
hayvanlar i¢in karsinojenik aktiviteye sahip oldugu ¢esitli aragtirma-
alar tarafindan agiklanmigtic (12, 14). Pamukgu ve ark. (13) egrelti
otu ilc beslencn ineklerden clde edilen siitlerin karsinojenik ve muta-
Jjenik maddeler tapdiklarin deneyscl gahsmalarla ortaya koymuslar-
dir.

Bu gahgmanin amaci, cgrelti otu ile beslenmis incklerden elde
edilen sitlerin mutajenik aktivitelerini iki farkli bakteriyel test sistemi
ile incelemecktir.

Materyal ve Metod

Baklert suglart: Sal. typnimurium TAg8 ve TA1ioco suslarn Dr.
M.Pamukgu (Wisconsin, U.S.A.) ve B.subtilis 17A ve 45T suslar Dr,
Kada (Mishima, Japonya)’dan saglandi. Salmonella suglar1 %1 maya
¢tkarumi igeren nutrient broth (Difco, U.S.A.) besi yerinde iiretildik-
ten sonra 0.8 ml.miktarinda agz1 vida kapakl steril sigclere dagitildi;
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ve iizerlerine 0.07 ml. Dimethylsulfoxide (Aldrich Chemical, U.S.X))
ilave edilerek kullanilincaya kadar —70°C de muhafaza edildi. B
subtilis suglar1 igeriginde %1 ct ¢ikartimu (Difco, U.S.A.), %1 neopep-
ton (Difco, U.S.A.) ve % 0.5 tuz bulunan siv1 besi yerinde iirctildik-
ten sonra 3 ml. miktarinda iginde 1 ml. % 50’lik gliserin bulunan steril

-vida kapakl §1§clere dagitilarak kullamlincaya kadar —/0°C de sak-
landu.

" Test ortamlar: Sal.typhimurium TAg8 ve TAroo suslari igin
_test ortamlar1 Ames ve ark. (4) gore hazirlandi. B.subtilis suglar: igin

test ortamlar: ise Kada (10) tarafindan bildirilen yonteme gore ha-
zirlands,

Mutajenite lestleri : TAg8 ve TAroo Sal. typhimurium suglan
Ames ve ark. (4) bildirdigi yénteme gére mutajenite testlerine tabi
tutuldu. Ust katmaninda TAg8 ve TA100 suglarini igeren ¢ift katmanl
agar plaklarma siit gikarum &rnekleri otomatik pipet yardimu ile
damlatma (50 mikro.l. miktarinda) seklinds uygulandi. Inokiile edi-
len petri kutular1 37°C de 36 saat etiivde birakildi. Negatif kontrol
olarak egrelti otu yedirilmemis hayvanlarin siitlerinden elde cdilen
gikartimlar kullanildi. Pozitif test kontrol olarakta 9, o.1 lik 2 (2-
Furyl)—3—(5-Nitro—2-Furyl) Acrylamide emdirilmis kagit disklerden
yararlanildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda gerek test, gerckss kontrol
plaklarinda olugan his" revertant kolonilerin sayilar1 ayn ayn sayila-
rak belirlendi. Kontrollere oranla 2 kat veya daha fazla his* koloni
olusumuna neden olan gikartimlar mutajenik olarak kahul edildi:

Rec Assay testlerinde, Rect ve Rec™ B.subtilis suglarinin 24 saat-
lik buyyon kiiltirlerinden steril igne uglu ozeler yardimi ile” agar
plaklar: iizerine aralarinda 45 derccelik bir agt olusacak sckilde (kesi-
sen uglar birbirine degmeyecek sckilde) ayrn ayri ekimler yapildi. 1ki
warkli susun olusturdugu a1 kogesine siit ¢tkartim rneklerinin emdi-
rildigi (50 mikro.l. miktarinda) kagit diskler (6 mm. gapinda) ayn
ayn yerlestirildi. Tim agar plaklar 4-4°C de 6 ‘saat bekletildikten
sonra 37°C dc 12-18 saat inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda
tesekkiil eden inhibisyon zonlar1 dlgiilerek degerlendirildi. Rec Assay
testlerinde kontrol olarak yine % o.1 lik 2—(2-Furyl)-3-(5-nitro-2—
Furyl) Acrylamide kullanildt (8, g, 10).

Siit gikartimlarimn hazrlanmas: : Gerek egrelti otu gerckse normal
yemle beslenmis ineklerden clde edilen siitler liyofilize edilerek (Virtis,
Uni-trap Model 10— 100) siit tozu haline getirildi. Her érnekten 200
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g. 500 ml. steril distile su iginde 37°C de 10 dakika devaml karigtir1-
larak eritildi. Elde edilen siviya 1.5 1. metanol (Merck) ilave edilerek
lyice kangtinldiktan sonra, karigim 1500 dev. /dak 15 dakika santrisiij
cdildi. Her 6rnegin santri:iij ¢okeltileri (iist sivilar: atildiktan sonra)
ayrt ayr1 500 ml. lik balonlara toplanip mctanol ile iki de.a yikandi.
Ikinci yikamadan sonra gézelti kaba filitrc kagidindan: siiziilerek par-
tikiil kismu ayrildi. Elde edilen siiziintii sivist birinci metanol gikartim
swist ile birlegtirilerek 400 ml. miktarina diisiinceye kadar diisiik ba-
sing altinda evapore edildi. Konsantre sivi pentan (Merck) ile 3 deia
¢tkartima tabi tutuldu. Su faz1 ayrilarak kalan pentan rezidiileri diigiik
basing altinda uguruldu. Elde edilen siv1 dietil eter (Merck) ile g defa
gikartima tabi tutuldu (Cikartim-1). Son ¢ikartimdan sonra su fazi
ayrilarak pH s1 9,5 oluncaya kadar NH*OH ilave edildi; daha sonra
da ikinci bir eter gikartimina tabi tutuldu (Gikartim~2). Her iki ¢ikar-
tim s1vist ayr ayn silika jel (Sigma, U.S.A.) doldurulmus kolanlardan
(1,5 X 40) gegirildi. Eritici olarak klorofom ve klorofom-metanol
(1:1) kullanild:.

~

Bulgular ve Tartigma

Test sonuglar1 Tablo — 1 ve Tablo - 2 de 6zetlenmistir.

Farkli eter ¢ikartimlarindan klorofom ve klorofom-metanol
eritkenleri ile elde edilen 4 siit fraksiyonunun mutajenik aktiviteleri
TAg8, TA1oo ve 17A, 45T bakteriyel test suglan ile 6lgiildii. Biitiin
fraksiyonlar Sal.typhimirium TAg8 ve B.subtilis 17A icin negatif
bulundu. Egrelti otu ile heslenmis ineklerden elde edilen siitlerin her
iki gikartimindaki CHCl;/ MeOH fraksiyonlart TA100 ve 45T sus-

Tablo 1. Bakteriycl mutajenite test sonuglar:. ’

Test Materyali S.typh. B.subt.
TAq8 TA1o0 17A 45T
Egrelti otu yedirilmis inek siitii
Cikartim—1 . s
a) Eter—1,CHCI, — — - . —
b) Eter—r1,CHCL /McOH 11* 35 — 4
Cikartim—2 . )
a) Eter—II,CHCI, 14 38 —_— +
b) Eter—II,CHCI, /MeOH 13 205 — 4+ 4-
2—(2—Furyl)—3—(5—nitro-—2—
Furyl)Acrylamide 200 305 L RN

* Revertant koloni sayilarim géstermektedir.
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Tablo 2. Normal yemle beslenmiy incklerden elde edilen siit
¢ikartimlarinin bakteriyel mutajenite test sonuglars.

Test Materyali S-typh. B.subt.
TAg8 TA100 17A 45T
Normal yem yedirilmis inek siitii
Cikartim—1 .
a) Eter—1,CHCl, — — —_ —
b) Eter—1,CHClL,/ McOH 6 7 — -—
Cikartim—2
a) Eter—II,CHCI, 7 6 — —
b) Eter—II,CHCIl,/McOH 8 8 — —

larina kargt mutajenik aktivite gosterdiler. Kloroform fraksiyonlarinda
cok diisiik sayida his* koloni elde edilmesi ve ayni durumun Rec-
Assay denemclerinde de goriilmesi, aktif maddenin bir kisminin kio-
voformla yikama sirasinda kolondan disari atildigi izlenimini ver-
mektedir. 2 nolu eter ¢ikartimmmin 1.den daha kuvvetli mutajenik
aktivite gostermesi gikartimin yiiksek pH da (9,5) daha iyi oldugunu
ortaya koymaktadir. Yaptifimz 6n galismalar sirasinda mikrosomal
aktvatére (S—-g) gereksinim olmadanda mutajenik aktivitenin mey-
dana geldigini saptadifimiz i¢in, test ortamlarma S-9 ilave cdilme-
mistir, ’

~ Sal. typhimurium testlerinden clde ettigimiz sonuglar Pamukgu
ve ark. (12, 13) bulgularini dogrulamaktadir. Rec Assay sistzmi Sal.
typhimurium sistemi kadar mutajenik aktiveteye kars duyarl bulun-
mugtur. Rec Assay sistemi hazilamg bakimindan daha kolay Sal.
typhimurium sistemi isc daha kantitatif sonuglar veren sistemler ola-
rak belirlenmistir.,

Ekosistem’dcki mutajen maddelerin hiicre DNA’st iizerine olan
zararh etkileri sonucu insan ve hayvanlarda gesitli tiir kanscrlerle te-
ratojenik bozukluklar meydana gelmektedir. Cesitli bitkilerin, sente-
tik maddelerin (polycylic hydrocarbon’lar gibi..), endiistriyel artik-
larin, kozmetiklerin, bazi ilaglarin (nitrofuran’lar) mutajenik ve tera-
tojenik etkiye sahip olduklart son yillarda yapilan aragirmalar sonucu
ortaya konmustur (3, 10). ”

fnsan ve hayvanlar daha gencl bir deyimle menicliler igin muta-
jenik ve karsinojenik olan maddeclerin tammlanmasinda son yillara
kadar cesitli giiglitklerle karsilagilmigtir. Yedirine deneylerinin pahal
ve zaman alici olmasi nedeniyle mutajenik veya karsinojenik 6zcllik-
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lere sahip maddeler hakkindaki bilgiler gogunlukla epidemiyolojik
¢alismalardan elde edilmekte idi; fakat son on yil iginde bilhassa Ames
ve arkadaslarinin énciilitk cttigi ¢alismalarla hem ucuz hemde kisa
zamanda sonug veren ¢esitli yontemler geligtirilmigtir (5). Tarama
testleri olarak kullanilan sistemlerle, ortaya konan mutasyon tiirleri
Tablo-3’de gosterilmigtir.

Bu testlerde mutajenik maddcler veya bunlarin metabolitleri
prokaryotik hiicrelerin veya cukaryotik hiicrelerin kromozomlarinda
yaralama veya onarim iglemleri ile mutasyonlara neden olmaktadirlar.

/
Tablo 3. Mutajenik aktivitenin saptanmasinda kullamlan test sistemleri.

Nokta DNA veya kro- Kromozomal
Organizma [test sistemi mutasyonlar mozom onarimi mutasyonlar

A) Prokaryotikler
Sal. typhimurium
E.coli
B.subtilis
S.cerevisiae

B) Eukaryotikler
Tungi
Drosophila
Mikrontklous test
Sperm morf®lojisi

b+

+H4++ 4+
+ 4+ 4-H

Bugiin birgok iilkede kurulan mutajenite test laboratuvarlarmn- -
da ekosistemdc bulunan, insan ve hayvanlar i¢in biiyiik olasilikla mu-
tajenik ve karsinojenik olan maddeler Tablo — g’de gésterilen testlerin
biri veya birkagt ile incelenmekte ve bu testlerde miisbet sonug veren
ornekler yedirme deneylerine tapi tutularak karsinojenik karakterleri
incelenmektedir. Ulkemizde de bu tiir galigmalar yapacak bir labora-
tuvarin vakit gecirilmeden kurulmasimin insan ve hayvan saghg yo-
niinden faydah olacag: kanisindayiz.
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