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OZET

Doktora Tezi
PARABEN VE TUREVLERININ KLASTOJENiIK ETKIiLERININ
INSAN PERIFERAL LENFOSITLERINDE IN VITRO SITOGENETIK
YONTEMLERLE ARASTIRILMASI

Devrim GUZEL BAYULKEN

Anadolu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal

Danisman: Do¢.Dr. Berrin Ayaz TUOYLU
2015, 123 sayfa

Bu tez ¢aligmasinda paraben ve tlirevlerinin (metil, etil, propil, izopropil, butil,
izobiitil) genotoksik ve sitotoksik etkileri in vitro olarak insan periferal lenfosit
hiicrelerinde CBMN (sitokinez blok mikroniikleus), SCE (kardes kromatit degisimi) ve
CA (kromozom aberasyonu) yontemleri ile arastirilmistir. Insan periferal lenfositleri 24
ve 48 saat boyunca parabenin 500, 250, 100 ve 50 pg/ml ve paraben tiirevlerinin 100, 50,
25 ve 10 pg/ml’lik dozlariyla muamele edilmistir. Test maddelerinin sitotoksik etkileri
CBPI (sitokinez blok proliferasyon indeksi), Rl (replikasyon indeksi) ve MI (mitotik
indeks) degerleri ile belirlenmistir. Elde edilen veriler istatistiki agidan
degerlendirilmistir.

CBMN testinden elde edilen verilere gore tiim test maddeleri CBPI degerlerini
anlamli olarak diislirmiistiir. Paraben sadece 48 saatlik maruziyette ve en yiiksek dozda
(500 pg/ml) MN sayisin1 anlamli olarak yiikseltmigtir. Paraben tiirevleri doz ve siireye
bagli olarak MN sayisini anlamli olarak uyarmistir. Ayrica test maddeleri doza ve siireye
bagli olarak hiicre basina diisen kromozom aberasyon sayisinda (CA/hiicre) artisa neden
olmustur. Bu artig butil parabenin sadece en yiliksek dozunda (100 pg/ml) gorilmiistiir.
Mitotik indeks (MI) degerleri tiim maddeler ve dozlarda 24 ve 48 saatlik siirelerde
diismiistiir. SCE testi sonuglarina gore paraben lenfositlerde hiicre basma diisen SCE
frekansini uyarmamigstir. Paraben tiirevleri hiicre basina diisen SCE frekansini arttirmistir.
Replikasyon indeks (RI) degerlerine gdre paraben ve tiirevleri lenfosit hiicrelerinde doza
ve siireye bagli olarak diislise sebep olmustur. Tiim bu sonuglar degerlendirildiginde test
maddelerinin insan lenfosit hiicreleri tizerinde sitotoksik, klastojenik ve genotoksik etkiye
sahip oldugu sonucuna varilmustir.

Anahtar Kelimeler: Mikronukleus, Kardes Kromatid Degisimi, Kromozom Aberasyonu, Insan

Lenfositleri



ABSTRACT
PhD Thesis
INVESTIGATION OF CLASTOGENIC EFFECTS OF PARABEN
AND ITS DIFFERENTIATIONS IN HUMAN PERIPHERAL
LYMPHOCYTES IN VITRO CYTOGENETIC METHODS

Devrim GUZEL BAYULKEN

Anadolu University
Institute of Science and Technology
Department of Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Berrin Ayaz TUYLU

2015, 123 pages

In this study, paraben and its differentations (methyl, ethyl, propyl, 1sopropyl,
buthyl, 1sobuthyl) were investigated with CBMN (cytokinesis-blocked micronucleus),
SCE (sister chromatid exchange) and CA (chromosome aberration) techniques on human
peripheral lymphocytes in vitro. The cells were treated with 500, 250, 100 and 50 ug/ml
paraben and 100, 50, 25 and 10 pg/ml paraben differentations for 24 h and 48 h treatment
periods. Cytotoxic effects of test materials were determined with CBPI (cytokinesis-
blocked proliferation index), RI (replication index) and MI (mitotic index). The obtained
data were analyzed in terms of statistics.

All test materials significantly reduced CBPI values according to the data
obtained from CBMN test were shown to significantly reduced. Paraben significantly
increased the number of MN only 48 h treatment period and at the highest dose (500
pg/ml). Paraben differentations induced significantly the number of MN dose and time
dependent. Also test materials increased the number of chromosome aberrations per cell
(CA/Cell) with dose and time dependent. This increase was observed butyl paraben’s
only the highest dose (100 pg/ml). Mitotic index (MI) values decreased in all materials
and doses of 24 and 48 h. According to the SCE test results paraben didn’t stimulate the
SCE frequency of per cell in lymphocytes. Paraben differentations increased the SCE
frequency of per cell. According to the replication index (RI) values paraben and
differentations caused dose and time dependent decrease. When all the results evaluated,
it is concluded that test substances possess to cytotoxic, clastogenic and genotoxic effects

on human lymphocytes.

Keywords: Micronucleus, Sister Chromatid Exchange, Chromosomal Aberrations, Human
Lymphocytes
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1. GIRIS

Gilinlimiizde gelisen teknolojinin de etkisiyle basta gida sektorii olmak
tizere, kozmetik ve ilag endiistrisinde de her gegen giin yeni tekniklerle birlikte
gelistirilen kimyasal katki maddeleri piyasada yerini almakta ve insanlar giinliik
yasamlarinda ¢ok fazla sayida bu kimyasal maddelere maruz kalmaktadirlar.
Ozellikle son yiizyilda bir ka¢ bin kimyasal madde cesitli amaglar igin birgok
sektorde kullanilirken son yillarda bu kimyasal maddelerin ¢esitleri ve sayisi hizla
artmakta, yogun ve kontrolsiiz kullanimlarinin ¢evre ve insan saglig iizerindeki

zararli etkileri tartigmalara neden olmaktadir.

Resmi rakamlardan elde edilen verilere gore kimyasal maddelerin
kullaniminin 1930'da 1 milyon ton/yil, 1950°de 7 milyon ton/yil, 1970°de 63
milyon ton/yil, 1985’de 250 milyon ton/yil’a yiikselirken 2000’li yillarda bu
rakamin 400 milyon ton/y1l'a ulastig1 bilinmektedir (Altug ve ark. 2000).

Son yiizyilda diinya niifusunun da hizli artisiyla birlikte farkli gida
kaynaklarinin bulunmasi insanlar igin zorunlu hale gelirken, hizli endiistrilesme
ve kentlesme de hazir yiyeceklere olan talebi arttirmistir. Bu nedenle gidalarin raf
Omriiniin uzatilmasi, uzun siire bozulmadan saklanabilmeleri, gida sektoriinde
yeni katki maddelerinin aragtiritlmasi ve bulunmasi zorunlu hale gelirken, ayni
zamanda cevresel kirleticiler tarafindan kirletilmemis mevcut kaynaklarin da
verimli kullanilmasi gerekmektedir. Bu amagla piyasaya siiriilen gida katki
maddeleri, besinlerin hazirlanmasi sirasinda onlarin i¢ine ilave edilen fakat
normal olarak besinin kendi igeriginde bulunmayan maddelerdir. Tiirk Gida
Kodeksi Yonetmeligine gore gida katki maddeleri “Tek basina gida olarak
tilketilmeyen veya gida ham veya yardimcit maddesi olarak kullanilmayan, tek
basina besleyici degeri olan veya olmayan; segilen teknoloji geregi kullanilan
islem veya imalat sirasinda kalint1 veya tiirevleri mamul maddede bulunabilen,
gidanin {iretilmesi, tasnifi, islenmesi, hazirlanmasi, ambalajlanmasi, tasinmasi,
depolanmasi sirasinda gida maddesinin tat, koku, goriiniis, yap1 ve diger
niteliklerini korumak, diizeltmek veya istenmeyen degisikliklere engel olmak ve
diizeltmek amaciyla  kullanilmasina izin  verilen maddeler” olarak

tanimlanmaktadir (Boyacioglu 2002).



Gida kodekslerinde belirtilen kullanim  diizeylerinin  asilmasiyla
olusabilecek toksikolojik etkiler veya halen bir¢ok katki maddesi olarak kullanilan
kimyasalin saglik agisindan etkilerinin kesinlik kazanmamasi piyasaya stiriilen bu
katki maddeleriyle ilgili duyulan endiseyi arttirmakla birlikte, bu maddelerin
insanlarda biyolojik sistemler iizerine olumsuz etkileri olabilecegi ihtimalini de

g0z ard1 etmemek gerekmektedir.

Kullanilan bu gida katki maddeleri saglhiga zarar vermeyecek miktarda
kullanilsalar bile, zaman igerisinde uzun bir siirecte bu kimyasallarin viicutta
birikerek dokularda tahribata neden olabilecegi, dolayisiyla insan sagligini
dogrudan ya da dolayli olarak tehdit edebilecegi goz Oniinde bulundurulmasi
gereken 6nemli hususlardir. Iste bu risk nedeniyle gida katki maddeleri de dahil
olmak tizere ¢esitli maddelerin mutajenik, klastojenik, aneugenik etkileri in vivo
ve in vitro testlerle arastirilmaktadir. Yapilan bir ¢ok arastirmada gida katki
maddelerinin de iginde bulundugu pek ¢ok kimyasalin mutajenik etkileri ile

kanser olusturma riski arasinda pozitif bir iliski oldugu saptanmistir (Kaderlik ve

ark. 1992).

Bugiin ilag, gida, kozmetik endiistrisinde kullanilan her kimyasalin insan
sagligt ve g¢evreye olan etkisi bilimsel kuruluslar tarafindan ayrintili olarak
incelenmekte, insan sagligi ve cevre tlizerinde kabul edilemez Olgiide risk
tastyanlarin kullanimima yasal olarak izin verilmemektedir (Beier 1990; Sarikaya
2005).

Glinlimiizde  katki  maddelerinin  toksikolojik  degerlendirilmeleri
uluslararas1 boyutta ele alinan bir konu olup, bu degerlendirmelerde oncelikle
akut, genetik ve farmokokinetik caligmalara yer verilmekte, lireme organlarina
olan teratojenik etkileri ile ilgili subkronik denemeler, mutajenik ve kanserojenik
etkileri ile ilgili kronik arastirmalar gergeklestirilmektedir. Her yil gesitli toksisite
caligmalar1 yapilsa ve ¢ogunun saglik acisindan kullaniminin giivenli oldugu rapor
edilse bile biitiin katki maddeleri ile ilgili genotoksik seviyede ayrmtili ¢aligsma
¢ok az sayidadir (Soni ve ark. 2005, Mpountoukas ve ark. 2008; Wilma F. ve ark.
2005).



1.1. Parabenler

Piyasaya siiriilen triinlerde kullanilan koruyucu katki maddelerinin ideal
bir koruyucu katki maddesi olarak kabul gérmesi i¢in, iirliniin formiilasyonundaki
diger maddelerle uyumlu, ¢ok diisiik bir konsantrasyonda bile ¢ok genis araliktaki
mikroorganizmalara karsi etkili, toksik ve tahris edici 6zellikte olmayan, {iriinlerin
mikroorganizmalarla bozulmalarin1 Onleyerek uzun raf Omriinii saglayan
Ozelliklere sahip olmasi tercih edilmektedir. Bu Ozelliklere sahip bir koruyucu
katki maddesi olan parabenler 1920’11 yillarda ilk olarak ilaglarin igeriginde katki
maddesi olarak kullanilmaya baglamistir. Daha sonraki yillarda gida ve kozmetik
sektoriinde yerini alarak {triinlerin igerigine antimikrobiyal bir katki olarak
eklenmistir. Ozellikle kozmetik iiriinlerin %80’inde yaygin olarak kullanildiklart

bilinmektedir.

Ayrica parabenlerin ¢ok tercih edilmesinde bunlarin kimyasal stabilitesi
(genis sicaklik araligi ve ph), diisiik sistemik toksisite gOstermeleri, nispeten
giivenli kullanimlari, iiretiminin diisiik maliyette olmasi, iirlinlerin renk ve
yapisinda degisiklige sebep olmamalar1 gibi 6zellikleri gelmektedir (Soni ve ark.
2002, 2005, Terasaki ve ark. 2012).

Parabenler (Para-hidroksibenzoik asit esterleri, E 218); hidroksi benzoik
asitin homolog tiirevleridir. Bakterilerden mantarlara kadar genis bir spektrumda
etkili olan ve 6zellikle gram pozitif bakterilere karsi diger katki maddelerine gore
cok daha etkili antibakteriyel 6zellige sahip olan parabenler her gegen yil ¢ok
daha fazla tiriinlin igeriginde kullanim imkan1 bulmaktadir (Btedzka ve ark. 2014).

Antimikrobiyal bir koruyucu katki maddesi olarak gida, ila¢ ve kozmetik
sektoriinde ¢ok yaygin bir kullanim alanina sahip olan parabenler, havada stabil,
su ve asidik cozeltilerde hidroliz olmaya kars1 dayaniklidirlar. Kokusuz, tatsiz,
renksiz, toz halinde kristal formdadirlar. Kozmetik iiriinlerde de bulunan bu
koruyucu katki maddeleri, triinle birlikte insan derisi tarafindan dogrudan
emilerek kana ge¢mekte ve hiicrelerde zamana bagli olarak birikmektedir. Bu
katki maddelerinin kullanilmas1 Avrupa Birligi {iilkelerinde belirli yasalarla
kontrol altinda tutulmaktadir. Parabenlerin, koruyucu katki maddesi olarak kabul

gormesindeki diger bir etken de insanlar i¢in giivenilir olarak kullanilabilen bir



kimyasal olarak tanimlanmasindan da gelmektedir. Her ne kadar giivenilir
kategorisinde degerlendirilse de {rlinlerin igeriginde bulunmas1 gereken
maksimum miktarlar yasal olarak sinirlandirilmaktadir. Ornegin ilaglarda butil
paraben 0,04 mg, metil paraben 1,8 mg maksimum miktarlarda olmak zorundadir
(FDA 2013).

Parabenlerin diigiikk toksik etkiye sahip bilesikler oldugu bilinmesine
ragmen, bazi1 parabenlerin zayif endokrin bozucu etkilerinin oldugu, bazilarinin
kadinlarda meme kanserindeki artista potansiyel bir risk igerdigi ya da malignan
melanoma gelisimine yol acgtigi bilinmektedir (Darbre ve Harvey, 2008). Bu
endiselerin yaninda parabenlern insan hayatinin birgok sathasinda deri ve
solunum yoluyla maruziyetindeki artisin olmasi, bu bilesiklerle ilgili baz1 yasal
diizenlemelerin olusturulmasini gerekli kilmistir. Bu amacla, her paraben tiirevi
icin bireysel olarak maruziyetin maksimum konsantrasyon olarak 0,4% w/w,
piyasadaki iiriinlerdeki toplam paraben maruziyet limitinin ise maksimum 0,8%

w/w olmasina karar verilmistir (EU 2009).

Gidalarin igerigine katilacak olan katki maddelerinin maksimum
miktarlarinin belirlenmesinde ilk olarak yapilmasi gereken sey bu maddelerin
giinliik kabul edilebilir miktarlarinin (ADI) belirlenmesidir. ADI degerlerinin
belirlenmesinde toksikolojik testler kullanilmaktadir. Bu testler deney hayvanlar
tizerinde yapilir ve bu hayvanlarda yan etki olusturmayan diizey (NOAEL) tespit
edilir. NOAEL hayvanin viicut agirliginin kilogrami bagma diisen en yiiksek
miligram dilizeyindeki madde miktaridir. Bu asamadan sonra gidalarda
kullanimina izin verilebilecek miktar belirlenir. Glivenlik faktorii denilen ve
insanlar iizerinde etkisi olmayacak olan doz saptanmaya calisilir. Bu asamada
insanlarda deneyler etik nedenlerle yapilamayacagindan giivenlik faktorii 100
olarak belirlendikten sonra deney hayvanlarinda hicbir etki géstermeyen doz bu
giivenlik faktoriine boliinerek elde edilen deger insanlarin kullanabilecekleri
miktar olarak belirlenir. Yani ADI = NOAEL/100 diyebiliriz. Glinliik alinabilecek
maksimum miktar (ADI), insanin viicut agirliginin kilogrami basina diisen
miligram madde  miktar1  olarak  belirlenir. Giinlik maksimum alim=

ADIxViicut agirligr seklinde saptanir ( Renwiek 1995; Saldamli ve Uygun 2005).



Ormnegin toplam paraben tiiketiminin 60 kg'lik bir kisi i¢in 2,368 mg/ kg/
giin olmasi1 gerektigi diisiiniilmektedir. 1974 Gida Katki Maddeleri FAO/ WHO
Ortak Uzman Komitesine gore parabenin metil, etil and propil esterlerinin ADI
degerinin 0-10 mg/ kg viicut agirhi@/ giin olmasi gerektigi belirtilmistir. Bir
kisinin giinliilk ortalama paraben maruziyetinin 76 mg (1,26 mg/kg bw/day)
oldugu tahmin edilmekte, bu oranin 50 mg (0,833 mg/kg bw/day)’1 kozmetik ve
kisisel iiriinlerle, 25 mg (0,417 mg/kg bw/day)’1 farmakolojik iiriinlerle, 1 mg
(10-13 pg/kg bw/day)’1 ise gidalarin igerigi ile alinmaktadir (Soni ve ark. 2005).

Bu yasal smirlamalara ragmen giinliikk yasamda neredeyse her {iriiniin
iceriginde bulunan bu katki maddelerinin yogun bir sekilde kullanimi, insan
sagligini tehdit eden boyutlarinin neler olabilecegi konusundaki endiseleri de
beraberinde getirmektedir (Mpountoukas ve ark. 2008; Polati ve ark. 2007). Bu
nedenle bu maddelerin potansiyel toksik etkileri sadece akut ve dermal toksisite
ile smirli kalmamali; bu maddelerin insan hiicreleri iizerinde meydana
getirecekleri sitotoksik, klastojenik ve mutajenik etkileri de in vivo ve in vitro

caligmalarla daha genis bir arastirma konusu olmahidir (Kaderlik ve ark. 1992).

Gece kremleri ve losyonlar, temizlik iiriinleri, yiliz, viicut ve el kremleri,
nemlendiriciler, géz makyaj iiriinleri, sampuan, deodorantlar, sa¢ kremleri, banyo
kopiigii gibi 10.000°den fazla kozmetik {iriiniin i¢inde kullanilan parabenler, ilag
sektoriinde de dretilen ilaglarin igeriginde antimikrobiyal koruyucu olarak
kullanim alanma sahiptir. Gida sektoriinde de kullanimi yaygin olup alkollii
icecekler, dondurulmus {iriinler, ketgap, mayonez, regel, jole, marmelat, meyve
suyu gibi bir¢ok gidanin iginde koruyucu bir kimyasal olarak yaygin bir sekilde
kullanilan  katki maddeleridir. Parabenlerin kombinasyonlarmin  bireysel
parabenlerden daha etkili oldugu bilinmektedir. Viicutta metabolize edildikten
sonra insan saglig1 agisindan zararl {irtinlerinin ortaya ¢ikabilecegi bilinmektedir.
Calismalar gostermektedir ki parabenler zayif Ostrojenik etkilere ve {ireme
tizerinde yan etkilere sahip bilesiklerdir. Kozmetik yonetmeligine gore parabenler
i¢in yasal sinir tek basina bir iiriiniin i¢inde kullanilacaksa %0,4, paraben tiirevleri
ile birlikte kullanilacaksa maksimum %0,8 oraninda olmalidir. Besinlerde bu
miktar maksimum % 0,1 oraninda olmaktadir (Soni ve ark. 2005; Polati ve ark.
2007).



Parabenlerin temel olarak tiiketimi, gidalarda, kek, pasta vb. {irlinlerin
icinde % 0,03-0,06 oraninda metil ve propil paraben olarak; alkolsiiz iceceklerde
0,03-0,05% oranlarinda metil ve propil paraben olarak; krem ve macunlarda %
0,1 oraninda paraben kombinasyonlar1 seklinde; seker, jole ve konservelerde %
0,07 oraninda metil ve propil parabenin kombinasyonu olarak; tursu gibi
tiriinlerde % 0,1 oraninda paraben kombinasyonlar1 seklinde olmaktadir.
Parabenlerle ile ilgili genotoksisite arastirmalarinin 6nemli bir boliimii Ames testi
ile yapilmistir. Ayrica in vivo olarak ratlarda parabenin dozlarinin kromozom
hasart ile ilgili etkileri ilizerine ¢aligmalar da bulunmaktadir (Darbre ve Harvey
2008; Soni ve ark. 2002; Soni ve ark. 2005).

Cogu calismada parabenlerin mutajenik ve toksik etkileri olmadig:
belirtilse de son zamanlarda yapilan ¢alismalarda parabenlerin dstrojenik etkiye ve
karsinojenik potansiyele sebep olduguna dair bilgiler bulunmaktadir. Bu durum,
kozmetik iiriinlerden Ozellikle koltuk alti deodorantlar1 gibi yaygin olarak
kullanilan triinlerle g6giis kanseri riski arasinda bir iliski olma ihtimalini
diisiindiirmektedir (Darbre 2003, Darbre ve ark. 2004). Ozellikle son zamanlarda
parabenlerin Ostrojenik aktivitesi ile ilgili ¢aligmalarin artmasi, {iretici firmalarin
tirtinlerin igeriginden parabenleri ¢ikarmasina ve piyasaya siiriilen {riinlerin
lizerine paraben icermedigine dair bilgilendirici ifadeler yazmalarina neden

olmustur (Oishi 2001; Routledge ve ark. 1998).

Parabenlerin alkil gruplarindaki zincir uzunlugunun antimikrobiyal etki ile
dogru orantili oldugu bilinmektedir. Ornegin, butil paraben etil parabene gore
mikrobiyal gelisimin onlenmesinde ¢ok daha fazla etkilidir (Soni ve ark. 2005).
Kiif ve mayalara kars1 en aktif sekilde etki gosterdikleri i¢in kozmetik sektoriinde
en ¢ok tercih edilen kimyasal koruyucu bilesiklerdir. Parabenlerin biyolojik
sistemlerde birikiminin diisiik olmasi ve bu yilizden giivenilir kategorisindeki katk1
maddesi olarak kullaniliyor olmasina ragmen, cesitli in vivo ve in vitro testlerde
endokrin bozucu o6zellige sahip oldugu da bilinmektedir (Soni ve ark. 2005,
Darbre 2008). Ayrica metil, etil, propil, butil ve izobutil paraben ¢ok yaygin bir
sekilde katki maddesi olarak kullanilan parabenin esterleri olup, ¢ogunun in vivo
ve in vitro deney sistemlerinde Gstrojenik aktiviteye sahip olduklari bilinmektedir

(Routledge ve ark. 1998; Lemini ve ark. 2003). Bu 0strojenik aktivite metil



parabenden butil parabene, butil parabenden izobutil parabene, propil parabenden
izopropil parabene dogru kimyasalin yapisindaki alkil zincirinin uzunluguna bagli
olarak artmaktadir. Biitiin parabenlerin ana metaboliti p-hidroksi benzoik asittir.
Yapilan hayvan caligmalarinda parabenlerin ¢ok hizli bir sekilde gastrointestinal
sistemden kana gectikleri p-hidroksi benzoik asite doniiserek viicuttan atildigina
isaret etmektedir. Parabenler ayrica deriden de c¢ok hizli bir sekilde
emilebilmektedir (Okuba ve ark. 2001; Byford ve ark. 2002; Darbre ve ark. 2002).
Ayrica parabenlerin akciger timor dokularinda ortalama 20 ng/g konsantrasyonda

bulundugu yapilan ¢alismalarda tespit edilmistir (Darbre 2004).

Kozmetikte en ¢ok metil ve propil paraben tiirevleri basta olmak tizere
yaklasik 13.200 formulasyonda (hemen her tip kozmetik iiriiniinde) paraben
denilen katki maddeleri kullanilmaktadir. Herhangi bir kokusu, rengi olmayisi,
tiriinlerde bu yonde bir degisime sebebiyet vermeyisi, diisilk maliyet, yiiksek
verimlilik ve genel kabul edilirligi ile kozmetik iiriinlerinde de yaygin tercih

edilen koruyuculardir (Ntanez ve ark. 2008).

Son zamanlarda parabenlerin saglik lizerinde olumsuz etkileri ile ilgili
yapilan ¢alismalarin da etkisiyle ¢ogu iiriinde iceriginde paraben olmadigina dair
yazilar bulunmakta ve risk boyutu iriinlerin igeriginden bu maddelerin
¢ikarilmaya baslamasindan da anlasilmaktadir. Danimarkada butil, propil, izobutil
ve izopropil parabenin kisisel bakim iiriinlerinden ve 6zellikle 3 yasin altindaki
cocuklarda kullanilan tiriinlerden ¢ikarilmasina dair yasal sinirlamalar getirilmistir

(SCCS 2011).

Diger yandan, kisisel bakim iiriinleri ve kozmetik sektoriinde ¢ok cesitli
amaglarla kullanilmakta olan kimyasal bilesiklerin say1 ve cesitce fazlaligr da
dikkat ¢ekmektedir. Bunlarin insan saglig1 acisindan test edilmesi amaciyla, her
yil cesitli toksisite caligsmalar1 yapilmaktadir. Bircogunun kullaniminin giivenli
oldugu rapor edilse de, biitiin katki maddeleri ile ilgili genotoksik seviyede
ayrintili ¢alisma sayist yeterli degildir. Bir¢ok gida katki maddesinin ise
mutajenik etkiye sahip olduguna dair ¢aligmalar ise mevcuttur. (Mpountoukas ve
ark. 2008; Wilma ve ark. 2005, Sasaki ve ark. 2002; Arslan 2004; Kaya ve
Topaktag 2007; Yilmaz 2008).



1.2. Sitogenetik Yontemler

Piyasada bulunan gesitli kimyasal maddelerin, yeni sentez edilmis olan
bilesiklerin ya da insanlar i¢in potansiyel risk tasima kapasitesi oldugu diisiiniilen
cesitli maddelerin insanlar iizerindeki genotoksik etkilerinin nasil olacaginin
arastirtlmasi kapsaminda gesitli sitogenetik testler kullanilmaktadir. Bir maddenin
mutajenik ve genotoksik potansiyeli olup olmadiginin belirlenmesinde tek bir test
sisteminin yeterli olmadigi, birkag test sisteminin birlikte kullanilmasi gerektigi
genel kabul goren bir diisiincedir. Ozellikle bireysel maruziyet dozunun
saptanmasinda kullanilan in vivo ve in vitro olarak uygulanan testlerden en ideal
olan1 2 veya daha fazla sayidaki farkli test sistemini bir arada kullanmaktir. Basta
ilaglar olmak {izere, yeni gelistirilen ve piyasaya siiriilen bilesiklerin insan sagligi
tizerindeki etkilerinin belirlenmesinde 6zellikle in vitro kosullarda insan lenfosit
kiiltiir hiicreleri ve bu hiicre kiiltiirinde de kardes kromatid degisimi (Sister
Chromatid Exchange=SCE), kromozom aberasyonu (Chromosome Aberration=
CA) ve mikroniikleus (MN) testleri gibi kisa siireli genotoksisite testleri yaygin
bir kullanim alanina sahiptirler (Albertini ve ark. 2000).

1.2.1. Sitokinez bloklama mikronukleus testi (CBMN)

Genotoksik etkinin belirlenmesinde Fenech ve arkadaslarinin uyguladig
yontemden modifiye edilen Sitokinezi-bloke edilmis mikro niikleus (CBMN)
yontemi; hiicrelerin kimyasal bir maddeye maruz kaldiktan sonra bu kimyasalin
genotoksisitesinin boyutunun tespit edilmesini saglayan ve diinya genelinde kabul
gormiis ve uygulamast devam eden bir yontemdir. CBMN ydntemi ile saptanan
mikroniikleuslar (MN) hiicrenin mitoz boliinmesi sirasinda meydana gelen, esas
¢ekirdege dahil olmayan, tam bir kromozom yada asentrik kromozom
fragmentlerinden koken alan olusumlardir. MN’lar ya klastojenlerin neden oldugu
kromozom kirigi sonucu asentrik kromozom fragmentlerinden ya da aneujenlerin
neden oldugu sentromer boliinme hatalar1 ve ig ipligi fonksiyon bozuklugu sonucu
anafaz sirasinda geri kalan tam bir kromozomdan olusurlar. MN sayisindaki artis,
cesitli ajanlarin  hiicrelerde olusturdugu sayisal ve yapisal kromozom
diizensizliklerinin indirekt gostergesi olarak degerlendirilmektedir. (Fenech ve
Morley 1985; Surrallés ve ark. 1995).



MN ilk olarak 1891°de Howell ve Jolly tarafindan insan eritrositlerinde
tanimlanmistir.  Bu yiizden “Howell-Jolly cisimcigi” olarak adlandirilmistir
(Decordier ve Kirsch-Volders 2006).

1950’ 1i yillarda bitki hiicrelerinde kromozomal hasarin tespit edilmesinde
kullanilan yontem, 1970’lerde Boller ve Schmidt tarafindan hayvan hiicrelerinde
calisilarak ilk kez mikroniikleus testi terimi kullanilmaya baglamistir. Sonraki
yillarda yapilan ¢alismalarla ¢evresel ajanlarin genotoksik potansiyellerini
belirleyen bir sistem olarak MN testi kabul gérmiistiir. Daha sonraki yillarda
Hedlle ve arkadaslar1 tarafindan kiiltiire edilmis insan lenfositlerinde, kimyasal
karsinojenleri belirlemeye yonelik bir test olarak kullanilmaya baslanmistir

(Kirsch-Volders ve ark. 2003).

Genetik hasarin bir gostergesi olan mikroniikleusun belirlenmesinde son
yillarda en ¢ok tercih edilen teknik sitokinez engelleme mikroniikleus
(CBMN) teknigi 1985’de ilk kez Fenech ve Morley tarafindan tanimlanmig
ve kromozomal hasarin belirlenmesinde hassas ve giivenilir oldugu icin diinya
genelinde bir¢ok laboratuvarda da kabul gormiistiir (Fenech ve Morley 1985).
Fenech ve Morley, hiicre kiiltiirline mitoz sirasinda sitoplazma boliinmesini
durduran aktin polimeraz inhibitorii olan sitokalasin B (Cyt-B) ilave ederek
cekirdek  boliinmesini  tamamlamis, ancak  sitoplazmik  bdliinmesini
gerceklestirememis iki ¢ekirdekli hiicreler elde etmislerdir (Fenech ve ark. 1999;
Kirsch-Volders ve ark. 2003).

CBMN teknigi, ilk olarak insan lenfosit hiicrelerinde MN’larin tespiti i¢in
gelistirilmis olsa da giiniimiizde agiz, burun, brons ve iiratelyal epitel dokularda;
timor, kemik iligi hiicresi gibi bir¢ok hiicrede uygulanmaktadir (Fenech
2000). Fakat ¢ogunlukla, farkli genetik hasar tiplerini belirlemek amaciyla kisa
zamanli insan lenfosit kiiltiirti tercih edilmektedir (Fenech ve ark. 1999). In vitro
uygulamalarda yapay uyarici ile mitoza tesvik edilen periferik kan kiiltiirii gibi
kisa ya da fibroblast deri kiiltiirii gibi uzun stireli kiiltiirler elde edilir. Kisa stireli
periferik lenfosit kiiltiirii ile yapilan sitogenetik testlerin daha hizli, ucuz, hassas,
insan biyolojisine uygun olmasi, ¢alisilan dozlarin kiigiik miktarlarda bile etkili

olmasi, kolay elde edilen ¢ekirdekli hiicrelerle ¢alismaya olanak vermesi gibi



cesitli avantajlar1 vardir. Ayrica periferal kan lenfositleri, kolay elde edilebilir
olduklarindan tarama ¢alismalarinda kullanmak i¢in uygun hiicrelerdir.

Karsinojenlere maruz kalmis bireylerde, artan kanser riskini gostermek
amaciyla bu dokulardaki morfoloji bozuklugunu, kromozom kiriklarini,
premalign degisikliklerini belirlemek igin MN testi yapilabilmektedir (Demirel
ve Zamani 2002). Mikronukleus olusumlarinin kromozomlardaki aberasyonlarin
dolayli bir gostergesi oldugu da bilinmektedir (Albertini ve ark. 2000). Ayrica,
Fenech ve ark. (1999) yaptiklar1 bir arastirmada insanlarda MN ile kanser
arasindaki iliskiyi acik¢a gdostermislerdir.

CBMN  Tekniginde, lenfosit  hiicrelerinde  hiicre  bdliinmesi
fitohemoglutinin  (PHA) ile uyarildiktan sonra ilk ¢ekirdek boliinmesini gegiren
hiicrelere, 44. saatte sitokalasin-B (cyt-B) ilave edilerek sitokinez engellenir,
ortamdaki iki ¢ekirdekli (biniikleat, bn) hiicrelerde mikronukleuslar belirlenir.
(Fenech ve Morley 1985; Norppa ve Falck 2003). Cyt-B, aktin
polimerizasyonunu inhibe eden, Helminthosporium dematiadeum’dan elde edilen
bir ekstredir. Hiicre boliinmesini, sitokinez evresinde aktin filamentlerinin ucuna
baglanarak ve aktinin polimerize olmasini engelleyerek durdurur.

CBMN tekniginde, her oOrnek icin 1000 iki c¢ekirdekli hiicredeki
mikroniikleuslar sayilir (Fenech 2000).

CBMN testi sadece mikrontikleuslarin belirlenmesini saglamaz. Ayrica;
-Niikleoplazmik kopriilerin (NPB)
-Gen amplifikasyon belirteclerinin (NBUD)
-Hiicre boliinmesi inhibisyonunun
-Niiklear boliinme indeksinin
-Nekrozis ve apoptozisin de belirlenmesini saglamaktadir (Mateuca ve ark. 2006).

Insan lenfositlerinde CBMN sonuglarmin toplandigi ve karsilastirildig
Insan Mikroniikleus Projesi (HUMN) adiyla bilinen uluslararas: bir veri bankasi
vardir. Bu veri bankasinda diinya genelinde 30’dan fazla laboratuvardan
CBMN teknigi ile ilgili yapilmis ¢alismalarin verileri toplanmaktadir (Fenech ve
ark. 2003).
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CBMN yonteminde elde edilen biniikleat hiicrelerdeki mikronukleuslar

sayarken Fenech ve ark. (2003) tarafindan Human Micronucleus Project

(HUMN) kapsaminda belirlenen sayim Kriterleri kullanilmaktadir. Bu kriterler

asagida siralanmaistir:

MN’ler morfolojik olarak tek tip olup, niikleustan daha kiigiiktiir. MN
asagidaki 6zelliklerle karakterize edilebilmektedir:

Lenfositlerdeki MN ¢ap1 ana ¢ekirdek capinin 1/16°s1 ile 1/3’ii arasindaki
degerlerdedir. MN’nin alani, ana ¢ekirdeklerin alaninin 1/256 ile 1/9° u
arasindadir.

MN’ler oval veya kiireseldir, asla dortgen olmamalidir.

MN’ler kolaylikla boya gibi artefaklardan ayrilabilirler.

MN’ler ana niikleusa bagl degillerdir.

MN’ler ana cekirdege dokunabilirler, eger sinirlar ayrilabiliyorsa ana
niikleusun tistiinde olabilirler.

MN’ler genellikle ana ¢ekirdekle ayni yogunlukta boya alirlar. Fakat

bazen ana niikleus daha koyu boyanabilir.

CBMN tekniginde iki ¢ekirdekli (biniikleat) hiicrelerinin de hesaplama kriterleri

bulunmaktadir. Bu kriterlere gore:

Hiicreler iki ¢ekirdekli olmal.

Iki cekirdekli hiicrelerdeki c¢ekirdekler bozulmamis bir cekirdek
membranina sahip olmali ve ayni sitoplazmik sinirlar iginde bulunmali.

Iki ¢ekirdekli hiicrelerdeki ¢ekirdekler yaklasik ayn1 biiyiikliikte olmalidir.
Bu niikleuslarin boyama yogunlugu da ayni olmalidir.

Iki cekirdekli hiicredeki cekirdekler niikleoplazmik koprii ile baglanmus
olabilir. Bu koprii ¢ekirdek ¢apinin 1/4 ‘tinden daha biiyiik olmamalidir.
Iki cekirdekli hiicredeki ¢ekirdekler birbirine dokunabilir. Ama
birbirlerinin iistinde olmamasi istenmektedir. Eger ¢ekirdeklerin sinirlari
belirlenebiliyorsa bu durumda hesaba alinabilir.

Sitoplazmik sinir veya iki ¢ekirdekli hiicrenin membrani bozulmamis

olmalidir. Komsu hiicrenin sitoplazmik sinirindan agik¢a ayrilabilmelidir

(Fenech ve ark. 2003).
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1.2.2. Kardes kromatid degisim testi (SCE)

Gelisen teknoloji ile iiretilen yeni kimyasal maddeler, ilaglar, gida katki
maddeleri, tarimda kullanilan ¢esitli kimyasal maddeler gibi pek cok c¢evresel
faktor canlilarin genetik yapisinda mutasyon olusturma potansiyeline sahiptir. Bu
maddelerin DNA’da olusturabilecegi hasart kromozom diizeyinde tespit etmemizi
saglayan dogrudan ve en hasssas metodlarin birisi de kardes kromatid degisimi
(SCE) analizidir.

Kardes kromatit degisimi Taylor ve arkadaslarinin 1958 yilinda bitki
mitotik kromozomlarinda (Vicia faba ve Bellenalia romana) DNA replikasyonu

konusunda yaptigi otoradyografik ¢alismalarla gozlemlemistir (Taylor 1958).

Perry ve Wolf, 1974 yilinda kromatin yapisina Giemsa boyasinin girisini
BrdU’nin kisitladigin1 gostermislerdir. Bu bilgiler dogrultusunda yeni bir teknik
gelistirerek (Fluoresans boya + Giemsa teknigi= FPG) otoradyografiye gerek
kalmaksizin gosterilebilmislerdir (Perry ve Wolf 1974).

Cin Hamster fibroblast hatlari, HeLa gibi insan hiicre hatlari, deri ve
akcigerden alinmis insan hiicreleri, fare, sican, tavsan gibi laboratuvar
hayvanlarmin ve insanlarin lenfosit kiiltiirleri gibi bir¢ok hiire tipinde SCE yaygin
olarak calisilmaktadir. Kardes kromatid degisimi c¢ogalan hiicrelerde spontan
olarak meydana gelebilmektedir. Ancak c¢esitli fiziksel ve kimyasal ajanlar
kromozom DNA’sinda meydana gelen, replikasyon sirasinda onarilamayan
hatalar SCE’nin ortaya ¢ikmasina ya da artmasina yol agmaktadir. Bu ylizden pek
¢cok mutajenik ya da karsinojenik etkileri gostermede duyarli bir parametre olarak

kabul edilmektedir.

SCE yontemi genotoksik potansiyel riski tasidigr diisliniilen cesitli
kimyasal mutajen ve karsinojenlerin genotoksik etkilerinin arastirilmasinda
kullanilan sitogenetik uygulamalardandir. Kanser gibi hastaliklarda, SCE
frekansinda artis oldugu yapilan caligmalarla bilindigi i¢in, mutajenlere maruziyet
sonucu olusabilecek hasarlarin belirlenmesinde siklikla tercih edilen bir metod
olarak kullanilmaktadir. Cesitli mutajenik maddeler alkilleyici ozellikleri ile
(mitomisin C, nitrojen mustard gibi) kromatid kiriklarin1 ve degisimlerini
indiiklemektedirler (Hagmar ve ark. 1998; Ustiindag 2004).
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SCE testinde, kromozom morfolojisinde bir degisme olmadan bir
kromozoma ait iki kromatidin homolog bélgelerindeki kirilan pargalar1 karsilikli
yer degistirdikten sonra tekrar birlestigi icin, bu test sistemi DNA’da meydana
gelen ve sonra tekrar birlesen kiriklarin tespit edilmesini saglamaktadir. Lenfosit
hiicreleri hiicre dongiisiinin GO evresinde olduklarindan, SCE testi igin
inkiibasyona alinan lenfositlerin gerekli olan iki hiicre dongisiinii geg¢irmis
olmalar1 i¢in fitohemaglutin (phytohaemaglutinin) denilen bir antijenle
boliinmeleri uyarilir. Bu sayede gerekli sayida mitotik hiicre elde
edilebilmektedir. SCE testinde hiicreler inkiibasyonun baginda bir timin analogu
olan BrdU (bromodeoksiiiridin) ile mitoz sirasinda muamele edilir. DNA sentezi
BrdU varliginda devam eder ve yeni olusan DNA’da timin yerine BrdU girer.
Boylece her bir kromatid, bir timinli ve bir de BrdU’li DNA zinciri igerir. Mitoz
sonrasinda her bir kromatid farkli bir kardes hiicreye gider. Inkiibasyonun 48.
saatine gelindiginde lenfositler ikinci mitozun metafazindadirlar. Bu noktada
ortama kolsisin eklenerek ig ipliklerinin bozulmasi saglanmaktadir. Boylece bizim
elimizde ikinci mitozunda bulunan bir kromatidi eski bir kromatidi yeni olan
kromozomlar1 igeren metafaz plaklari bulunmaktadir. BrdU’nin hiicre dongiisii
sirasinda kardes kromatidlerin arasina girmesinin ardindan, floresan 11k altinda
1sinlanip giemsa ile boyandiginda eski DNA zinciri boyanirken BrdU igeren yeni
DNA kollar1 boyayr tutamamakta ve acik renk goriilmektedir. Sonugta ikinci
mitozda kromozomun bir kolu ag¢ik iken diger kolu koyu renklidir. Ancak
kimyasal maruziyeti sonucunda DNA’da herhangi bir kardes kromatid degisimi
olmussa kollarda agikli koyulu alanlar bulunur (Natarajan 2002; Wilcosky ve
Rynard 1990).

Genotoksik bir maddeye maruz kalinip kalinmadigini belirlemek amaci ile
kullanilan ve kromozom morfolojisini degistirmeyen yalnizca parca degisim
esasina dayanan SCE yontemi, kiiglik oranlardaki maruziyetleri bile tespit
edebilecek diizeyde yiiksek bir hassasiyette oldugu i¢in ¢ok kullanilan sitogenetik
test metodlarindandir ( Hagmar ve ark. 2001).

Periferal kan lenfositleri hiicre siklusunun GO fazinda iken lenfositleri

stimule etmek amaciyla spesifik bir antijen olan fitohemagliitinin kullanilarak
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boliinmeleri saglanir. Fiksasyondan hemen dnce hiicre boliinmesini metafazin 2.

mitozunda durdurmak amaci ile kolsisin ilave edilir.

+ BrdU + Kolsisin ikinci mitoz
@ . Y .l >
24, saat 48, saat 72 saat
M1 M2

Sekil 1.1. Lenfositlerin 72 saatlik inkiibasyon siiresinin farkli agamalart.M1:1. mitoz, M2: 2. Mitoz

asamalar1 ve BrdU ile kolsisinin ilave edilmesi (Ustiindag 2004)

BrdU, kromatidlerin tek bir DNA sarmalin yapisina katilmasi sonucu
mikroskopta goriilen renk daha koyu olurken, kromatidlerin her iki DNA

sarmalinin yapisina katilmasi rengin daha agik goriilmesine neden olur.

GLI kromozot BrdLU! 1le 1. metafaz Gy BrdU ile ?_ metafar
replikasyon  kromozomu kromozomu replikasyon kromozomu
I I X 1 | |
| T 1 | I |
Gy 1.5 fam 1. Mitoz G, 2. 8 fan 2. Mitoz

Sekil 1.2. Hiicre boliinmesi esnasinda kromatidlerin farkli tonlarda boyanma mekanizmasi

(Wulf 1989)

SCE, S fazinda meydana geldiginden dolayi, DNA replikasyonu sirasinda
etkili olan ve DNA hasar1 olusturan kimyasallar SCE’leri indiikler. Bu
kimyasallar CA’larima gore daha diisiik konsantrasyonlarda SCE’lere neden
olurlar. SCE’ lerin, nokta mutasyonlari, gen amplifikasyonlar1 ve sitotoksisiteye
neden olabilecekleri bilinmektedir. Mutajen ve kanserojen oldugu bilinen
maddelere maruz kalan insan ve hayvanlarin hiicrelerinde SCE frekansinin arttig1
ve tek-gen mutasyonlarinin artig1 ile SCE frekansi arasinda dogrusal bir iliski

oldugu saptanmistir (Carrano ve ark. 1978; Albertini ve ark. 2000).

SCE frekansin1 etkileyen kiiltiir kosullar1 ile de ilgili bircok sebep

bulunmaktadir. Ornegin BrdU konsantrasyonu yiiksek dozda hiicre kiiltiiriine
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eklenirse, mitotik indekste azalmalara ve SCE frekansinda beklenenden fazla
artiglara neden olmaktadir. Kiiltlir ortaminin sicakligindaki degisimler, farkli besi
yeri kosullari, BrdU isiktan etkilendigi icin kiltiir ortammin 1siktan
korunamamasi, kolsisin konsantrasyonu gibi ¢esitli faktorler SCE frekansim

etkilemektedir.
1.2.3. Kromozom aberasyon testi (CA)

In vitro kromozom anormalligi (CA) testi, genellikle insan periferal kan
lenfosit hiicrelerinin kullanildigi, test bilesikleri tarafindan indiiklenen yapisal ve
sayisal kromozom anormalliklerin ve dolayisiyla genotoksik  risklerin
belirlemesinde  siklikla kullanilan ¢ok  hassas  yontemlerden  birisidir.
Kromozom aberasyonlari, hiicrelerin boliinmesi sirasinda kendiliginden ya da
mutajen, klastojen oldugu tahmin edilen bir ajanin etkisi ile meydana gelen
kromozom yapisi ve sayisinda meydana gelen degisikliklerdir. Bu test tekniginde,
kiiltiire alinmis periferal kan lenfositlerinde kromozomal anormallik sikliklarinin
degerlendirilmesi ile genotoksik hasarin boyutunun belirlenmesi saglanmaktadir.
Yapisal kromozom aberasyonlart iKi tipte olusur, bunlar kromozom tipi ve
kromatid tipi aberasyonlardir. Kimyasal mutajenlerin biiylik bir kismi1 kromatid
tipi aberasyonlar1 olustururken, bir kismi kromozom tipi aberasyonlari da
olusturmaktadir. Kromozom aberasyon frekans: epidemiyolojik ¢aligmalarda
siklikla kullanilan ve erken kanser riskinin teshisinde belirleyici role sahip bir
biyomarkirdir. insan populasyonlar1 {izerinde yapilan c¢alismalar, periferal
lenfositlerdeki spontan kromozomal anormallik frekanslarindaki artis ile kanser
olusumu arasinda pozitif korelasyon oldugunu ortaya koymaktadir (Cakmak 2000;
Bonassi ve ark. 2000). Bu test, insan periferal lenfositlerinin in vitro’da once
fitohemoglutinin  (PHA) ile boliinmeye tesvik edilmesi, inkiibasyonun 70.
saatinde Kolsisin veya kolsemid gibi inhibitorlerce hiicrelerin metafazda tutulmasi

esasina dayanmaktadir.

Kromozomal aberasyon tekniginde kolsisin eklenmesi sonucu hiicreler
metafaz asamasinda tutulmakta, bu sayede kromozomlarin kolayca
gozlenebilmesi saglanmaktadir. Cogu kimyasal madde, hiicreler DNA

replikasyonunu tamamlarken etkisini gosterirler ve kromozomal anormalliklere
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neden olurlar. Bu nedenle anormalliklerin olusumunu gozleyebilmek igin testler
yapilirken, kimyasal madde wuygulanmasindan sonra verilen siire iyi
ayarlanmalidir. Ciinkii zarar gérmiis hiicreler anormallik olusumundan sonra bir
veya iki hiicre siklusundan daha fazla yasayamazlar. Bu nedenle, genotoksik
arastirmalar, kimyasal madde uygulamasindan sonraki ilk metafazda yapilmalidir
(Celik 2003).

Periferal kan lenfositlerinde, iyonize radyasyon ve cesitli klastojenik
kimyasallar gibi ajanlar kromozom tipi aberasyonlara yol agarken, UV 1511 ve
kimyasal klastojenleri iceren ve S fazina bagli ajanlar da kromatid tipi
aberasyonlara sebep olmaktadir (Albertini ve ark. 2000).

Insan populasyonlar ile yapilan calismalardan elde edilen veriler 15181nda,
periferal lenfositlerdeki spontan kromozom anormalliklerinin frekans: ile kanser
olusumu arasinda dogru oranti oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Bu yontemle
incelenebilen yapisal aberasyonlar; kromatid kirigi, kromozom kirigi, fragment,
disentrik kromozom, halka kromozom, kardes kromatidlerin birlesmesi (sister
union), translokasyon, izokromozomdur (Hagmar ve ark. 1994; Bonassi ve ark.
1995).

a) Kromatid kirigi: Bir kromozomun iki kromatidinden yalnizca birinde
kirilma olur ve anafazda kromatidlerin kutuplara ¢ekilmesi sonucu hiicrelerden
biri defisiyensli kromozom bulundurur.

b) Kromozom kirigi: Bir kromozomun her iki kromatidinde ayni noktada
kirilma olur. Bu durumda hiicrelerin ikisi de defisiyensli kromozom bulundurur.

c) Disentrik kromozom: Kromozom kirigi meydana geldigi zaman,
sentromer  igeren  parcanin  kopuk  uclarinin  birlesmesi sonucu
disentrikkromozomlar olusur. Birbirine yakin kromozomlardaki basit kiriklarda,
kirik uglar tekrar birlesebilmekte ve kromozomlarin yeniden diizenlenmesi sonucu
iki sentromerli (disentrik) kromozomlar ortaya ¢ikmaktadir.

d) Kardes kromatidlerin birlesmesi: Kromozom kiriklarinin olustugu
durumlarda yarali kardes kromatidlerin kirik olan uglarinin birlesmesidir. Diger
bir adi sister union’ dur. Mitozun anafazinda bu kromatidler zit kutuplara

cekilirken kromozom kopriisii olustururlar. Kardes kromatidlerde birlesme,
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cogunlukla kromozom uglarinda meydana gelen terminal delesyonlar sonucunda
olusan kromozom kollar1 arasindaki karsilikli birlesmedir.

e) Halka kromozomu: Bir kromozomun iki ucunda da meydana gelen
kromozomal kopma sonucu olusan yarali uglarin birlesmesi ile halka (Ring)
kromozomlar olusur. Bu kromozomlarin kardes kromatidlerinin zit kutuplara
¢ekilmesi sonucu her bir hiicrede bir halka kromozomu bulunur (Topaktas ve
Renciizogullar1 1995).

1.3. Yapilmus Genotoksisite Calismalari

Parabenlerle ilgili simdiye kadar bir¢cok ¢alisma yapilmis olmasina ragmen
genotoksisite ile ilgili insan lenfosit hiicrelerinde in vitro bir g¢alismaya
rastlanmamustir. Paraben disinda kullanilan katki maddeleriyle ve potansiyel
genotoksik etkisi oldugu diisiiniilen maddeler ile ilgili yapilmis olan ve bizim
kullanmidigimiz  testleri igeren c¢alismalar ise literatiirde mevcuttur. Bu
calismalardan birisinde renklendirici, koruyucu, antioksidant, fungisit ve
tatlandirict olarak kullanilan 39 kimyasalin genotoksik etkisi test hayvanlarinda
karaciger, mide, kolon, bobrek, mesane, akciger, beyin ve kemik iligi dokusunda
arastirilmis ve bunlardan bazilariin sindirim sistemi organlarinda DNA’da hasara

yol actig1 saptanmustir (Sasaki ve ark. 2002).

Giliniimiizde yapilan genotoksisite ¢alismalarinin yogunlastigi pek ¢ok alan
bulunmaktadir. Ornegin piyasaya siiriilen ve her gegen giin sayis1 artan gesitli gida
katki maddelerinin genotoksik etkileri (Canimoglu ve Renciizogullar1 2006;
Sarikaya ve Solak 2003), havasal Kirletici egzos gazlarinin insanlar iizerindeki
karsinojenik etkileri (Zhang ve ark. 2007), insan kisisel bakim iiriinlerinden dis
beyazlatici olarak kullanilan tiriinlerin genotoksik etkileri (Munro ve ark. 2006)
gibi pek c¢ok alanda insan yasamini etkileyen cesitli kimyasal maddelerin
genotoksik potansiyeli ¢alisilmis olup literatiirde mevcut bulunmaktadir.

Piyasaya siiriilen ilaglarin genotoksisitesinin arastirildigi bir ¢alismada,
i¢cinde antikanser ilaglarin da bulundugu 46 ilacin genotoksisitesi rapor edilmistir.
Buna gore SCE frekansinda onemli derecede pozitif sonuglar elde edilirken,

memeli mutajenez ¢alismasinda diislik oranda pozitif sonug elde edilmistir. Bazi
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ilaglarin hem genotoksik hem de karsinojenik oldugu belirlenmistir (Snyder ve
Gren 2001).

Flukunazol denilen antifungal bir ila¢ ile insan lenfositlerinde yapilan
calismada; bu ilact kromatid, kromozom kiriklari, poliploidi, disentrik
kromozomlar, kromatid degisimleri, yapisal veya sayisal kromozom
aberasyonlarma yol agti1 tespit edilmistir. Insan lenfositlerinde bu ilacin
klastojenik ve aneujenik etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Yiizbasioglu ve ark.
2008).

Pestisitlere maruziyetin genotoksik boyutunun arastirildigi bir ¢aligmada,
CA, SCE ve MN testi birlikte uygulanmis ve bu ii¢ testte de kontrol gruplariyla
karilastirlldiginda CA, SCE ve MN frekansinda belirgin oranda artis oldugu
gozlenmistir (Ergene ve ark. 2007).

Bir antikanser ilac1 olan doxorubicin ile ilgili yapilan bir calismada CBMN
teknigi sonuglarina bakildiginda, MN frekansinda doza bagl olarak istatistiki
acidan anlamli bir artis oldugu goriilmiis; nekrotik hiicre sayisinin da arttigi
gbzlenmistir. Bu ilacin klastojenik ve anojenik etkili oldugu sonucuna varilmigtir
(Dhawan ve ark. 2003).

Sulfamethoksazol antimikrobiyal ilaciyla kiltiire edilmis insan periferal
lenfositleri kullanilarak yapilan bir arastirmada SCE ve MN frekanslari
incelenmis her iki test de DNA hasari, klastojenite ve anojenite gibi genetik
hasarlarin saptanmasini saglamaktadir. SCE ve MN frekanslarinda en yiiksek
dozlarda artis goriilmiis ve bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Abou-
Eisha 2004).

Megazol adli ilacin genotoksik etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada
mitotik indeks ve kromozom anormalligi sikliginda anlamli diizeyde artig
goriilmistiir (Nesslany ve ark. 2004).

Violasein denilen bir antibiyotikle memeli hiicre kiiltiirlerinde yapilan bir
arastirmada MN frekansinda artisa neden oldugu belirtilmistir (Andrighetti-
Frohner ve ark. 2005).

Uyku ilact olarak kullanilan kloral hidratin ¢ocuklarin periferal lenfositleri

tizerindeki etkisinin incelendigi bir caligmada, bu ilacin SCE ve MN frekansinda
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anlamli bir artisa neden oldugu ve genotoksik potansiyele sahip oldugu

bildirilmistir (Ikbal ve ark. 2004).

Borik asitin 600, 800 ve 1000 pg/ml’lik konsantrasyonlarda insan
lenfositlerinde kromatid ve kromozom kiriklari, kardes kromatid degisimi ve
poliploidi gibi anormalliklere neden oldugu ve kromozomal anormallik frekansini

doza bagli olarak artirdig1 tespit edilmistir (Arslan 2004).

Antimikrobiyal bir ilag olan enrofloksasin ve metaboliti siprofloksasin
kullanan bireye ait kiiltiirdeki insan periferal lenfositlerinde mitotik indeks
ve kromozom anormallikleri incelenmis ve kromozom anormallik frekansinda
her iki grupta da kontrole gore istatiksel olarak Onemli bir artis oldugu ve
en sik kromatid ve kromozom kiriklar1 anormalliklerinin goriildiigii bundan
da  ilaglarn  genotoksik oldugu  sonucuna  varmislardir. Kontrolle
kiyaslandiginda mitotik indekste goriilen azalma ise bu antimikrobiyalin
sitotoksik etkili oldugunu gostermektedir. Enrofloksasin ayrica SCE frekansini da
arttirdigindan bu ilacin genotoksik etkili oldugu saptanmistir (Gorla ve ark. 1999).

Loretz ve arkadaslar1 da, yaygin olarak kullanilan bazi kozmetik iiriinleri
ve igerigindeki katki maddeleri rapor ederek, bu {irlinlerin saglik agisindan

onemini tartismistir (Loretz ve ark. 2005).

Gida katki maddesi olan potasyum sorbatin genotoksik etkileri insan
lenfosit hiicre kiiltiirii tizerinde (125, 250, 500 ve 1000 pg/ml’lik dozlarda) bizim
calistigimiz testlerden olan kromozom aberasyonu, kardes kromatid degisimi,
mikronukleus testi ile de ¢alisilmigtir. Ayrica DNA hasar tespiti comet testiyle de
desteklenmistir. Kromozom aberasyonlarinin, kardes kromatid degisimlerinin ve
mikronukleus sayisindaki istatistiki olarak anlamli sekilde artis gosterdigi
goriilmiis, comet testinde de tiim dozlarda DNA hasar1 oldugu bildirimistir. Hiicre
proliferasyon indeksi ve replikasyon indeksindeki azalma ise anlamh

bulunmamistir (Mamur ve ark. 2010).

Unlarda beyazlatici olarak kullanilan potasyum bromatla ilgili yapilan bir
genotoksisite ¢alismasinda, bu maddenin 24 ve 48 saatlik periyotlardan sonra CA
ve SCE’yi indiikledigi, hiicre proliferasyon indeksinive MI (mitotik indeks)’i

azalttig1 goriilmistiir. 48 saatlik siire¢ boyunca biitiin dozlarda MN olusumunun
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meydana geldigi belirlenmis ve in vitro sonuglara gore potasyum bromatin insan
kiiltiir hiicre sisteminde Onemli bir genotoksisiteye sahip oldugu sonucuna

varilmistir (Kaya ve Topaktas 2007).

Gogiis kanserli hastalarda iyonize radyasyonun DNA hasar1 tizerindeki
etkisinin incelendigi bir ¢caligmada, CBMN testi sonuglarindan elde edilen veriler
1s181inda hiicrelerde MN frekansinda kontrol gruplariyla karsilastirildiginda ytiksek
oranda artis oldugu belirlenmistir (Fenech 2002).

Antimikrobiyal gida katki maddesi olan bifenilin, insan lenfositlerinde
yapisal anormalliklerin  olusumunu indiiklerken, sayisal anormalliklerin

olusumuna herhangi bir etkisinin olmadig gosterilmistir (Parlak 2007).

Gidalarda koruyucu olarak kullanilan bazi kimyasal maddelerin Allium
cepa tizerinde sitotoksik etkili oldugu ve kromozomal anomalilere yol actigi
gosterilmistir  (Erdogan 2008). Diger bir c¢alismada ise, bazi gida katki
maddelerinin genotoksik etkileri in vitro insan periferal kan lenfositlerinde,
kromozom aberasyon (CA), kardes kromatid degisimi (SCE), mikroniikleus (MN)
ve comet testleri kullanilarak belirlenmistir. Test maddesi olarak kullanilan katki
maddelerinin tamaminin yapisal kromozom anomalisi, kardes kromatid degisimi
ve mikroniikleus frekansini kontrole gore istatistiksel olarak anlamli sekilde
arttirdigi, komet testi sonuglarina gére de DNA hasarinin indiiklendigi

goriilmistir (Yilmaz 2008).

Bir antikanser ajani olan gemsitabinin insan lenfosit hiicreleri tizerindeki
etkilerinin incelendigi bir ¢aligmada bu maddenin kromozom aberasyonu ve
kardes kromatid degisim frekansini anlamli bir sekilde arttirdigi, replikasyon
indeksi ve mitotoik indeksi de 6nemli derecede diisiirdiigii rapor edilmistir. Bu
maddenin doza bagli olarak sitotoksik ve genotoksik etkili oldugu sonucuna

vartlmistir (Aydemir ve ark. 2005).

Bir fungusit ile lenfosit hiicrelerinde yapilan bir c¢alismada ise, bu
maddenin genotoksik ve sitotoksik etkileri ncelenmis, CA testinde anlamli artiglar
oldugu goriiliirken, MN testinde anlamli sonuglar elde edilememis, SCE testinde

ise dozdan bagimsiz artig oldugu belirtilmistir. Ayrica bu maddenin doza bagh
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olarak yiiksek dozlarda proliferasyon indeksini anlamli bir sekilde dusiirdiigii de

rapor edilmistir (Sivikova ve ark. 2013).

Yapilmis baska bir ¢alismada trans-resveratrol denilen ve iiziimde dogal
olarak bulunan ve antioksidan, antikanserojen olarak bilinen bir maddenin in vitro
sitotoksik ve genotoksik etkisi lenfosit hiicrelerinde incelenmistir. Radyasyona
bagl olarak olusan kromozom hasarinin bu maddenin tiim dozlarinda azaldig
gorilmiistir. Tim konsantrasyonlarda SCE frekans1 artarken, diisiik
konsantrasyonlar  proliferasyon ve mitotik indeks artarken, yiikske

konsantrasyonlarda bu degerlerin diistiigii belirlenmistir (Sebastia ve ark. 2013).

Kadmiyum kloriiriin lenfosit hiicreleri iizerinde genotoksik ve sitotoksik
etkisinin arastirildig1 bir ¢alismada, doza bagli olarak kromozom aberasyonlarin
arttig1, yliksek dozlarin sitotoksik etki gostererek hiicre biiylimesini inhibe ettigi

sonucuna ulasilmistir (Gateva ve ark. 2013).

Antienflamatuar ve antikarsinojenik Ozelliklere sahip oldugu bilinen
kurkumin maddesinin insan lenfosit hiicreleri iizerindeki genetik hasar boyutunun
incelendigi bir ¢aligmada, yliksek konsantrasyonlar kromozom aberasyonlarinin
indiiklendigi goriliirken, kardes kromatid degisimlerinin istatistiki olarak anlaml
cikmadig1 gozlenmisir. Bu maddenin insan lenfosit hiicreleri iizerinde genotoksik

ve sitotoksik etkili oldugu sonucuna varilmistir (Sebestia ve ark. 2012).

Kemoterapide kullanilan pemetrexed (PMX) ve cefixime (CFX) ilaglarinin
bir kombinasyonu insan lenfosit hiicreleri iizerinde genotoksik ve sitotoksik
potansiyelleri acisindan bir calismada incelenmistir. PMX + CFX’nin birlikte
kullaniminin CA, SCE ve MN testlerinde herhangi anlamli bir artisa sebep
olmadig1 goriiliirken, mitotik indeks, proliferasyon indeksi ve niikleer boliinme
indeksini anlamli bir sekilde diistirdiigli belirlenmistir. Sonug olarak bu iki ilacin
kombinasyonunun lenfosit hiicreleri iizerinde genotoksik etkiye yol a¢madigi

ancak sitotoksik etkili oldugu rapor edilmistir (Istifli ve Topaktas, 2015).

Gidalarda renklendirici olarak kullanilan tartrazin, eritrozin ve amarant’in
insan lenfosit hiicreleri lizerindeki genotoksik, sitotoksik ve sitostatik etkilerinin
incelendigi bir calismada, amarant’in ve eritrozin’in en yiiksek dozda yiliksek

genotoksik, sitotoksik ve sitostatik etkilerinin oldugu goriiliirken, tartrazainin de

21



farkli konsantrasyonlarda sitotoksik ve sitostatik etkiye sahip iken herhangi bir
genotoksik etkisinin olmadig belirlenmistir. Elde edilen veriler 1s18inda bu gida
renklendirici katki maddelerinin lenfosit hiicreleri {lizerinde potansiyel toksik

etkiye sahip olduklar1 sonucuna ulasilmistir (Mpountoukas ve ark. 2010).

Gidalarda tatlandiric1 olarak kullanilan aspartam maddesiyle ilgili olarak
Renciizogullar1 ve ark. (2004) ‘nin yaptig1 ¢alismada, 500, 1000 ve 2000 pg/ml
aspartam ile 24 ve 48 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
aspartam’in SCE olusumunu indiiklemezken, hem CA hem de MN sayisini
artirdig1 ve sitotoksik bir etkiye sahip oldugu saptanmislardir. Bu ¢aligma bizim
calismamizi destekler niteliktedir. Ciinkii SCE’de etkili olup da CA’da etki
gostermeyen ya da MN’de herhangi bir etki gostermeyen dozlarin CA’da etkili

oldugu goriilmiistiir.

Sodyum bistilfitle yapilan in vitro bir g¢alismada, bu maddenin insan
lenfosit hiicreleri tiizerinde kromozomal aberasyonlarini, kardes kromatid
degisimini ve mikroniikleus olusumunu doza bagli olarak arttigi, mitotik
aktivitenin ise doza bagl bir diisiise yol agtigi saptanmistir (Meng ve Zhang,
1992).

1.4. Parabenlerle Tlgili Yapilmis Calismalar

Methyl ve propil parabenin mutajenik etkisini incelemek icin yapilan bir
calismada, Ames testi ile Salmonella typhimurium’ un TA98, TA100, TA1535,
TA1537 suslarinda S9 enzim sistemi varligi ve yoklugunda bu maddelerin
mutajenik etkisi incelenmistir. Sonug¢ olarak herhangi bir mutajenik etkiye sahip

olmadiklar1 gériilmiistiir ( Litton Bionetics, 1974).

Propil parabenin mutajenik etkisini incelemek i¢in yapilan AMES testinde
10-2000 pg/plaka’lik dozda S9 varligi ve yoklugunda bu katki maddesinin

nonmutajenik oldugu goriilmiistiir (McCann ve ark. 1975).

Parabenlerle siganlarda yapilan bir ¢alismada bir dizi dstrojenik aktiviteye

sahip olduklar1 Routledge ve ark. (1998) tarafindan rapor edilmistir

Propil paraben ve biitil paraben ile yapilan ¢alismalarda bu maddelerin

geng erkek sicanlarda diisiik epididim ve seminal vezikiil agirligina, diisiik sperm
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liretimi ve testosteron diizeyi gibi olumsuz iireme etkilerine neden olabilecegi

belirtilmistir (Oishi 2001, 2002).

Disi siganlarin olgunlasma periyodunda bazi paraben tiirevlerinin
etkilerinin incelendigi bir calismada, parabenlerin iireme organlar1 {izerinde

histopatolojik anormalliklere yol actig1 belirlenmistir (Vo ve ark. 2010).

Okuba ve arkadaglarimin yaptigi bir c¢aligmada (2001), bazi paraben
kombinasyonlarmin ostrojenik etkisi MCF-7 hiicreleri iizerinde Gstrojen reseptor
bagimli proliferasyon testi ile incelenmistir. Sonug olarak, parabenlerin ER’ye
bagimli dstrojenik etkisinin oldugu ve bazi paraben kombinasyonlarinin hiicre i¢i
sinyal yolaginda gen ekpresyonunu etkileyebilecegi rapor edilmistir (Okuba ve
ark. 2001).

Anderson (2008) etilparaben ve metilparabenin Cin hamster yumurtalik
hiicrelerinde kromozomal aberasyonlarin artigina yol actigini rapor ederken, bu

maddelerin genel olarak mutajen olmadigini bildirmistir.

Yapilan bir ¢alismada, propil ve butylparaben’in CHO—K1 hiicrelerinde
doza bagl olarak DNA hasar1 meydana getirdigi comet testiyle Olciilmiis ve
kardes kromatid degisimi (SCE) ve kromozom aberasyonunu (CA) indiikledigi
belirlenmistir (Tayama ve ark. 2008).

Diger bir calismada, propil parabenin, memeli hiicreleri iizerindeki
sitotoksik ve genotoksik etkisi incelenmistir. Propil parabenin maymun
karacigerinden alinan hiicrelerdeki toksik etkisi i¢in 50uM -500uM (9,01 pg/ml
ile 90,1 pg/ml) araligindaki dozlari kullanilmistir. Doza bagli olarak hiicreler
tizerinde bu maddenin sitotoksik etkisinin oldugu gorilmiistiir. Hiicre
proliferasyonunda doza bagl olarak azalmaya, sitotoksik olarak da DNA’da ¢ift
iplik kiriklar1 ve oksidatif hasara sebep oldugu rapor edilmistir. Parabenlerin
genotoksik etkisi lizerine memeli hiicrelerinde daha fazla ¢alisma yapilmasinin

gerekli oldugu tizerinde durulmustur (Martin ve ark. 2010).

Bazi caligmalar parabenlerin lenfosit hiicrelerinde lizozomal enzimlerin
salgilanmasimi etkileyebilecegini (Biarati ve ark. 1994), sican hepatositlerinde
mitokondriyel fonksiyonu azalttigim1i (Nakagawa ve Moldeus 1998), CHO
hiicrelerinde DNA hasarina sebep olabilecegi (Tayama ve ark. 2008) ve
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keratinositlerde UV ile indiikklenen hasarmi etkinlestirebilecegini  6ne

stirmektedirler (Darbre ve ark. 2004).

Parabenlerin sitotoksik etkisi sigan hepatositlerinde hiicre canliligi, ATP
miktari, toplam adenin niikleotid seviyesi ve mitokondriyel membran potansiyeli
acisindan 90-360 mg/l konsantrasyon araliginda degerlendirilmistir. Sitotoksisite
60 dakikalik inkiibasyonda belirlenmis ve metil ve etil parabenin ¢ok diisiik toksik
etki gosterirken, propil ve izopropil parabenin orta derecede toksik etkili oldugu
goriilmiistiir. Butil ve izobutil parabenin ise yiiksek oranda ATP kaybima yol
acarak ve hiicrelerin % 98’ ini Oldiirerek yiiksek sitotoksik etki gosterdigi

gozlenmistir (Nakagawa and Moldeus 1998).

Propil parabenin hela hiicreleri {izerinde sitotoksik etkisinin incelendigi bir
calismada 0,22 mM (0,22 mM= 40 pg/ml) dozun IC50 degeri oldugu anlagilmistir
(Sheu ve ark. 1975).

Parabenlerin Ostrojenik aktivitesine bagli olarak yapilmis olan bir
calismada, kanser hiicreleri tiizerindeki sitotoksik etki sonuglarma gore; (1—
2)x10™* M ( Butil paraben i¢in 10™* M =19,42 ug/ml ve 2,10 M=38,85 pg/ml,
propil paraben igin 107"M= 18,02 pg/ml, 2,10 M=36,04 pug/ml)
konsantrasyonlarda biitil ve propil parabenin akciger kanser hiicrelerini
oldiirdiigii, etil ve metil parabenin ise sahip olduklart alkil grubuna bagli olarak
10 M konsantrasyonda bu hiicreler iizerinde daha diisiik toksik etki gosterdigi

goriilmistiir (Byford ve ark. 2002).

Parabenlerin endoplazmik retikulumdan bagimsiz bir mekanizmayla
homeostasiyi degistirebildigi bir calismada gosterilmistir. Bu calismaya gore
MCF-10A denilen 6liimsiizlestirilmis insan meme epitel hiicrelerinin 10° M ve
10" kadar diisiik konsantrasyonlarda biiyiime yoniinde uyarildigi belirlenmistir.
Metil paraben i¢in 152,2 ug/L, Propil paraben i¢in 18,0 ng/L ve Butil paraben i¢in
19,4 pg/L dozlar kullanilmistir (Khanna and Darbre 2013).

Metilparabenin D. melanogaster’de gelisim ve yumurta verimi iizerine
etkilerinin arastirildigi ¢calismada %2’lik metilparaben konsantrasyonunun toksik
etki gosterdigi, yumurta, larva, pupa ve erginlesebilen birey sayilarini 6nemli

oranda diisiirdiigii belirlenirken ayni calismada metilparabenin %0,02’1lik diisiik
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konsantrasyonunda bu sonuglarin tersine ostrojenik aktivite gostererek bu oranlari

artirdig1 vurgulanmistir (Wei 2009).

Parabenlerle ilgili yapilmis bir ¢alismada insan meme tiimérlerinde dlgiilen
parabenin esterlerinin, kozmetik, gida ve farmakolojik iiriinlerde bulunan paraben
tiirevlerinin bir kismmin dokularda emildigini ve parabenin metaboliti olan p-
hidroksibenzoik asite hidroliz olmadigin1 géstermektedir. Dokularda metil, propil,
biitil ve etil parabenin 12,7; 2,6; 2,3 ve 2,0 ng/g konsantrasyonlarinin, izobutil
parabenin ise 0,9 ng/g’lik konsantrasyonunun bulundugu tespit edilmistir.
Parabenlerin Ostrojenik aktivitelerinin ise alkil zincir uzunluguyla baglantil
oldugu belirtilmistir (Darbre ve ark. 2004).

Parabenlerin Saccharomyces cerevisiae ile yapilan bir ¢alismada ise zayif

Ostrojenik reseptor aktivitesine sahip olduklar1 goriilmiistir (Schultz ve ark.
2002).

Metil parabenin insanlarda deriye yiizeysel olarak uygulanmasiyla ilgili bir
caligmada, bu maddenin deri stratum korneum tabakasinda yogun miktarda

biriktigini gostermektedir (Ishiwatari ve ark. 2007).

Ayrica bagka bir ¢alismada butil parabenin konsantrasyona da bagl olarak
insan sperm DNA’sinda hasara yol a¢tigi da comet calismasiyla belirtilmistir

(Meeker ve ark. 2011).

Insanlar gevresel faktorlerin de etkisiyle dogrudan ya da dolayli olarak
cesitli kimyasallart viicutlarina almakta ve bu kimyasallarin kanserojenik ve
genotoksik risklerinin belirlenmesi insan saglig1 acisindan biiyiik bir 6neme sahip
olmaktadir. Bunu belirlemek i¢in ise kisa siireli, diisiik maliyetli genotoksisite test
sistemleri gelistirilmistir. Bu test sistemleri sayesinde ¢esitli kimyasallarin
insanlar lizerinde risk tagima potansiyeline sahip olup olmadigi, zararh etkilerinin
ne boyutta oldugu incelenebilmektedir. Kisa zamanli test sistemlerinden en yaygin
olarak kullanilanlar; kardes kromatid degisimi (KKD) (Sister Chromatid
Exchange = SCE) ve kromozom aberasyonu (KA) (Chromosomal Aberration =
CA) testleridir.

Bu ¢alismada, gida ve kozmetik sektoriinde antimikrobiyal koruyucu

olarak kullanilan: paraben ve tiirevleri; methylparaben, butylparaben,
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ethylparaben, propylparaben, 1sobutylparaben, 1sopropylparaben giinliik yasamda
bir¢cok iriiniin igeriginde antimikrobiyal koruyucu olarak kullanilan katki
maddelerinin, saglikli insan lenfositlerindeki genotoksik potansiyellerinin
arastirilmasi amaclanmistir. Bu maddelerin toksik ve bazi hiicreler tlizerindeki
genotoksik etkileri ile ilgili ¢esitli arastirmalar yapilmis olup, insan periferal
lenfositleri iizerindeki genotoksik etkileri bilinmemektedir. Insan lenfosit kiiltiiri,
in vitro test yontemlerinde, giivenirligi ve deney sonuglarinin insan sagligi
bakimindan degerlendirilme olanagi nedeniyle siklikla kullanilan bir materyaldir

(Mpountoukas ve ark. 2010).

Kullanilan katki maddeleri her ne kadar yasal sinirlarda {iriinler iginde
bulunsa da, giinlilk yasamda sadece tek bir tirlinde degil ¢ok fazla say1 ve ¢esitteki
iirinde bu kimyasallara insanlarin maruz kaldigi diisiiniiliirse bu maddelerin
genotoksik potansiyellerinin de olma ihtimali goz Oniine alinmalidir. Yapilmis
olan bu tez calismasi sayesinde genotoksisite test yontemlerinden elde edilen
veriler 1s18inda, bu antimikrobiyal katki maddelerinin insan saghigi agisindan
zararinin boyutu belirlenmeye c¢alisilmis olmaktadir. Bu sayede yaptigimiz
calismanin, genotoksik diizeyde lenfositlerle ilgili ¢alisma yapilmamis oldugu

icin, yurtrliiliikteki kisitlamalara da katki saglayacagini diisiinmekteyiz.
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2. MATERYAL VE METOD
2.1. Materyal
2.1.1. Test maddeleri

Bu calismada antimikrobiyal katki maddesi olarak kullanilan paraben ve
tiirevleri olan metil, etil, propil, butil, izopropil ve izobutil parabenin periferik
kan kiiltliriindeki genotoksisitesini tespit etmek amaci ile kromozom aberasyonlari
(CA), kardes kromatid degisimi (SCE) ve mikronukleus (MN) test yontemleri
kullanilmistir. Uygulanan test yontemleri ile CA, SCE ve MN sayilar1 saptanmig
ve boliinme indekslerini tespit etmek icin MI, RI ve CBPI oranlar1 belirlenmistir.

Pozitif kontrol olarak MMC 0,3 pg/ml lik konsantrasyonda uygulanmastir.
Elde edilen veriler ile istatistiksel olarak karsilastirilmis ve sonuglar

degerlendirilmistir.
2.1.2. Test maddelerinin genel kimyasal formiilleri

Deneyde kullandigimiz test maddelerinin adlar1 ve agik formiilleri asagida

verilmistir (Sekil 2.1- 2.7).

OH

Sekil 2.1. Paraben (4-Hydroxybenzoic acid), Kapali Formiilii: C;HsO3, Molekiiler agirlik: 138,12
g/mol
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HO

Sekil 2.2. Etil paraben (Ethyl 4-hydroxybenzoate), Kapali Formiilii: HOC¢H,CO,C,Hs, Molekiiler
agirlik: 166,17 g/mol

OCHs;
HO

Sekil 2.3. Metil paraben (Methyl 4-hydroxybenzoate), Kapali Formili: HOCzH,CO,CHj,
Molekiiler agirlik: 152,15g/mol
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OH

Sekil 2.4. Propil paraben (Propyl4-hydroxybenzoate), KapaliFormiilii: HOCsH,CO,CH,CH,CHj,
Molekiiler agirlik: 180,20 g/mol

OH

Sekil 2.5. izopropil paraben (Isopropyl 4-hydroxybenzoate), Kapali Formiil: C1oH1,03  Molekiiler
agirlik:180,2 g/mol
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O O~ CH3

OH

Sekil 2.6. Biitil paraben (Butyl4-hydroxybenzoate), KapaliFormiili: HOCgH,CO,(CH,)sCHg,
Molekiiler agirlik: 194,23 g/mol

O

O/\l/CHg

HO CHs

Sekil 2.7. izobiitil paraben(Isobutyl 4-hydroxybenzoate), Kapali Formiil: Cy;H1,03, Molekiiler
agirlik: 194,23g/mol

2.1.3. Test maddelerinin dozlar: ve hazirlanisi

Test maddelerinin dozlarini belirlerken 6ncelikle CBPI tizerindeki etkisi
incelenmis ve sitotoksik doz bulunmaya c¢alisilmigtir. CBPI (sitokinezi bloklanmig
proliferasyon indeksi) yeterli hiicre proliferasyonu ve sitotoksisiteyi gostermek

icin kullanilan bir indikatordiir. CBPI’daki bir azalma hiicre dongiisiindeki bir
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inhibisyonu ve hiicrenin proliferasyon kapasitesindeki bir kaybi yansitir. Bu
testler bazi kimyasallarin hiicrelerdeki etki mekanizmasi hakkinda énemli bilgiler

de vermektedir.

Test maddelerinin saglikli insan lenfosit hiicreleri tizerindeki sitotoksik
etkisini belirlemek icin sitotoksik doz tayini caligmalari yapilmistir. Yapilan
literatiir taramasi sonunda calisacagimiz test maddeleriyle ilgili insan lenfosit
hiicreleri lizerinde ¢alisma olmadig1 i¢in doz tayinini yaparken literatiirdeki katki
maddeleriyle yapilmis calismalar ve farkli hiicre tipleri iizerinde test maddeleriyle

calisilmig dozlar incelendi.

[k uygulamalar igin; 2000 pg/ml’den baslanarak 1000 ve 500 pg/ml'lik
doz araliginda sitotoksisite arastirilmistir. Test maddeleri ¢oziicii olarak kullanilan
DMSO iginde ¢oziilerek steril kosullarda hazirlanmistir. Pozitif kontrol (pozitif
mutajen) olan MMC maddesi 0,3 pg/ml olacak sekilde deney Oncesinde
hazirlanmig, negatif kontrol olarak da DMSO deneysel siirecte kullanilmistir.
Spontan kontrol olarak kiiltiire edilecek lenfosit hiicreleri kullanilmis ve deney
sonuclar1 bu kontrol grubu degerleriyle karsilastirilmistir. Test maddelerinin her
iki dozu da lenfosit hiicre kiiltiiriine 24 ve 48 saat olmak iizere farkl iki siirede
uygulanmistir. Deneyin 44. saatinde sitoplazma boliinmesini durdurmak amaciyla,
sitokalasin-B (cyt-B) muamelesi yapilmistir. Her bir uygulamada, hiicreler test
maddelerinin yanisira, test maddelerinin ¢oziiciisii olan DMSO ve genotoksik bir
madde olan Mitomycin C ile ayr1 ayr kiiltiire edilerek kontrol degerleri elde
edilmis ve deney sonuglari, kontrol grubu degerleriyle karsilastirilmistir. Kiiltiir
stiresi sonunda, lenfosit hiicreleri izole edilerek, boyanip, daimi preparat haline
getirilmis ve mikroskobik sayimlar gergeklestirilmistir. Sonugta paraben
tiirevlerinin sitotoksik olmayan 100 pg/ml, 50pug/ml, 25 pg/ml ve 10 pg/ml’lik
dozlar ile, parabenin 500 pg/ml, 250 pg/ml, 100 pg/ml ve 50 pg/ml’ lik dozlar
sitotoksik olmayan, hiicre proliferasyonu ¢ok diisiirmeyen ve calisilacak uygun

dozlar olarak belirlenmistir.

31



2.1.4. Kullanilan deney ekipmanlar ve kKimyasallar

Santriflij, mikroskop, inkiibatér, pH metre, flow kabin, buzdolabi,
hassas terazi, falcon tlip, mikropipet, enjektor, lam, lamel, erlen, beher, sale.
Kromozom medyumu, Sitokalasin B, MMC, kolsisin, Sorensen tamponu,

fiksatif, Giemsa, hipotonik soliisyon, nitrik asit, entellan, BrdU.
2.2. Metod
2.2.1. CBMN metodu

Fenech ve Morley tarafindan, kiif mantarlarinin metabolitlerinden
olan sitokalasin-B (Cyt-B) ile mitoz gegiren hiicrelerde sitokinezi durdurma
esasina dayanan ve bir hiicre siklusunu tamamlayan hiicrelerin biniiklear
goriinlimleriyle ayirt edilmesine olanak saglayan modifiye bir teknik
gelistirilmistir (Fenech ve Morley 1985). Mikroniikleus sayisini saptamak igin
Fenech (2000) ve Kirsch-Volders ve ark. (2003) tarafindan gelistirilen metod

modifiye edilerek kullanilmistir.
2.2.1.1. Lenfosit Kiiltiirii

Sigara igmeyen, ila¢ kullanmayan, 25 -30 yaslar1 arasinda saglikli iki erkek
bireyden steril kosullar altinda alinan kan, 2,5 ml Kromozom Medyum-B bulunan
tiplere, 6’sar damla (0,2 ml) olacak sekilde ilave edilmis ve % 5’lik CO,
inkiibatoriinde 37 °C de, toplam 72 saat inkiibasyona almmistir. Bu inkiibasyon
stireci boyunca test maddelerinin hiicrelere uygulanmasi1 sirasinda herhangi
bir kontaminasyona imkan vermemek ic¢in bu islemler hiicre kiiltiiri

laboratuvarinda steril kabinde yapilmistir.
2.2.1.2. Test maddelerinin uygulanmasi

Insan periferal lenfositlerine, belirli dozlarda hazirlanmig olan paraben ve
tiirevleri 24 ve 48 saatlik siireclerde uygulanmistir. 24 saatlik uygulama i¢in, kan
ekimi yapildiktan sonra kiiltiir siiresinin 48. saatinde, 48 saatlik uygulama i¢in
kiiltlir stiresinin baslangicindan itibaren 24 saat sonra 2,5 ml Kromozom Medyum
B igeren kiiltiir ortamina test maddelerinin hazirlanmis olan dozlar1 eklenmistir.
Maddelerin tiiplere eklenmesinin ardindan, tiipler tekrar inkiibatore konularak,

toplam kiiltiir siiresi olan 72 saat bitimine kadar 37 °C’lik CO’li inkiibatorde
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bekletilmigtir.  Kiiltiir siiresinin baslangicindan sonraki 44. saatte her tiipe
sitokinezi engelleyici bir madde olan cyt-B (6 pg/ml) ilave edilmis ve tiipler

hafifce sallanarak karismalar1 saglanmustir.
2.2.1.3. Lenfositlerin izolasyonu

72 saatlik kiiltiir siiresinin bitiminde, tiipler 1200 rpm’ de 15 dakika
santrifiij edilmis, santrifiijden c¢iktiktan sonra tiiplerdeki silipernatan kisimlar
atilmistir.  Tiplerin dibinde kalan ve hiicrelerin oldugu 0,7ml’lik siv1 iyice
karistirtlarak hiicrelerin homojen olarak dagilmalari saglanmistir. Bu islemin
ardindan deney giinii 2 saat onceden hazirlanmis olan ve 37 °C sicakliktaki
hipotonik soliisyon (% 0,4 KCI) damla damla ilave edildikten sonra tiipler
oda sicakliginda 15 dakika bekletilmistir. Siire bitiminde 1200 rpm’de 15
dakika boyunca santrifiij edilmis ve silipernatan atilmistir. Tiipiin dibindeki 0,7
ml’lik kisim pastor pipetiyle homojenize edildikten sonra, tiipler fiksasyon iglemi
icin hazir hale gelmistir. Deneyden birka¢ saat 6nce hazirlanarak buzdolabinda
bekletilen sogutulmus metanol glasiyel asetik asit karigimi1 olan fiksatif damla
damla ve Kkarnistirilarak her tiipe 6 ml olacak sekilde ilave edilmistir.
Fiksatifin eklenmesi siiresi de i¢inde olacak sekilde toplam 20 dakika tlipler oda
sicakliginda bekletilmistir. Bu siirenin sonunda 1200 rpm’de tekrar santrifiij
uygulamasina ge¢ilmistir. Santrifiij bitiminin ardindan tiiplerdeki silipernatan
atildiktan ve ¢okelti homojenize edildikten sonra tiiplere ayn1 sekilde fiksatif
ilavesi yapilmistir. Bu fiksasyon iglemi 3 defa tekrarlanmistir. Son fiksasyon
isleminin ardindan tiipteki sivinin berraklastigt ve lenfosit hiicrelerinin dipte
beyaz bir sekilde toplandigi goriilmiistiir. Ustteki siipernatan kisim dipte 0,7 ml
stv1 kalacak sekilde atilmig, dipteki hiicrelerin oldugu sivi karistirilarak preparat

yapma islemine hazir hale getirilmistir.
2.2.1.4. Preparatlarin hazirlanmasi

Tiipiin dibinde toplanan hiicreler pastor pipetiyle homojen olacak sekilde
karistirtlmistir 0,7 ml’lik sivinin bir kismi pasteur pipetiyle hassas bir sekilde
cekilip onceden hazirlanmis 6zel bir diizenege tutturularak deney giiniinden
once temizlenip, saf su i¢inde buzdolabinda saklanan lamlarin iizerine her

lamin farkli alanlarma 6 damla gelecek seklide 20 cm yiikseklikten
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damlatilarak preparasyon tamamlanmistir. Her doz icin 3 etiketli lam hazirlanmis
ve preparatlar 24 saat oda sicakliginda tizeri kapali olarak  kurumaya
birakilmistir. Preparasyonda kullanilan lamlar 2 giin 6nce 1N HNOj ile 24 saat
muamele edilmis, ardindan 30 dk musluk suyu altinda yikanarak 3 kez distile

sudan gegirilerek +4 °C de kapali bir sekilde muhafaza edilmistir.
2.2.1.5. Preparatlarin boyanmasi

Lamlar, hazirlanmis olan % 5’lik Giemsa boyasinda 12 dakika bekletilerek

boyanmustir.

% 5’lik Giemsa’min hazirlanmasi: 5 ml tampon A, 5 ml tampon B ve 5
ml Giemsa karigtirilarak tizerleri 100 ml oluncaya kadar saf su ile tamamlanmigtir
(pH=6,8). Sonra bu boya eriyigi filtre kagidi ile dik bir saleye siiziilmiistiir.
Hazirlanmis olan preparatlar salelerdeki boyalarin igerisine konularak
boyanmalar1 saglanmigtir. 12 dakikalik boyama siiresinin bitiminde preparatlar
boyadan c¢ikarilip igerisinde distile su bulunan 3 ayr1 beherden gecirilerek fazla
boyanin lamlardan akmasi saglanmis, preparatlar dik bir sekilde yerlestirilerek
kurumaya birakilmistir. Kuruyan preparatlar entellan ile kapatilarak daimi hale
getirilmistir. Entellan kuruduktan sonra (en az iki giin) bu daimi preparatlarda

mikroskobik incelemeler yapilmustir.
2.2.1.6. Mikroskobik inceleme

Hazirlanmis olan daimi preparatlar Olympus marka binokiiler 151k
mikroskobunda 40°lik objektif ile incelenmistir (10x40=400 biiyiitmede). Bu
incelemeler sirasinda her bir kisiden hazirlanan preparatlardan 1000 iki nukleuslu
(biniikleer) hiicre sayilmis, bu iki nukleuslu hiicreler icerisinden mikronukleuslu

olanlar saptanmustir.
2.2.1.7. CBPI’ min (hiicre proliferasyon indeksi) saptanmasi

CBPI hesaplanmasinda bir, iki, ii¢ ve dort nukleuslu hiicreler tespit
edilmektedir. CBMN teknigine gore hazirlanan hiicre kiiltiirlerinde lenfosit
hiicresi sitokinez Onlenerek boliindiigiinden dolayr olusan iki yeni nukleus ayni

sitoplazma icinde kalacaktir.
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CPBI'nin hesaplanmasi1 kimyasal veya fiziksel bir maddenin sitotoksik
etkisini gostermede onemli bilgiler saglar. CBPI ortalama degerleri hiicre siklusu
kinetiginin Ol¢iilmesini saglamakta ve bu Ol¢timler belli kimyasal veya fiziksel
ajanlarin sitotoksik etkileri hakkinda 6nemli verileri yansitmaktadir.

Her bir test maddesi i¢in hazirlanan preparatlardan genellikle 1000 hiicre
sayilarak, bu hiicreler arasindan mononiikleat (bir niikleuslu), biniikleat (iki
niikleuslu), triniikleat (iic niikleuslu) ve tetraniikleat (dort niikleuslu) olanlarin
orani saptanir. Bu orandan yola ¢ikarak asagidaki formiile gére CPBI hesaplanir.

CPBI=1x MI+ 2x MII+ 3x (MIII+MIV)/N

(MI: Bir niikleuslu hiicreler, MII: Iki niikleuslu hiicreler, MIII: Ug
niikleuslu hiicreler, MIV: Dort niikleuslu hiicreler ve N: Toplam hiicre
say1s1=1000) (Surrales 1995).

CBPI sonuglarina gore, kontrol gruplarinda boliinen hiicrelerin orani ile
test maddelerinin dozlarinin  uygulandigi hiicrelerdeki CBPI  oranlari
karsilastirilmistir. CBPI ‘y1 yiiksek oranda diisiiren dozlar i¢in LDso degeri
bulunurken; CBPI igin bu degerin altindaki dozlar i¢in toksik nitelemesi
yapilmustir.

Parabenin tlirevlerinde, 1000 ve 500 pg/ml’lik dozlarda hiicrelerin
stoplazmalarinin parcalandigi, cekirdeklerinin hasar gordiigii ve stoplazmali
diizgiin lenfosit hiicre sayist elde edilemedigi i¢in bu dozlar LD50 degerinin de
altinda olan toksik dozlar olarak tespit edildi. Bu nedenle bu dozlar CBPI
hesaplamasinda kullanilamadi. Ciinkii hiicre proliferasyonunu hesaplayabilmemiz
i¢in hiicre boliinmesini gecirmis olan iki c¢ekirdekli ve ¢oklu ¢ekirdekli hiicrelere
gerek duyulmaktadir. Test maddelerinin 250 ve 125 pg/ml’lik dozlari igin CBPI
hesaplandiginda spontan kontrole gére CBPI degerlerinde azalma oldugu tespit

edildi. Bu dozlar, parabenin tiirevlerinde LD50 degeri olarak belirlendi.
2.2.2. SCE ve CA metodu
2.2.2.1. Lenfosit kiiltiirii

Sigara i¢meyen, ila¢ kullanmayan, 25 -30 yaslar1 arasinda saglikli iki
vericiden steril kosullar altinda alinan kan, 2,5 ml Kromozom Medyum-B bulunan

tiplere, 6’sar damla (0,2 ml) olacak sekilde ilave edilmistir. Kan hiicrelerinin
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tiplere eklenmesinin hemen ardindan karanlik ortamda saklanan BrdU
solisyonu her tipe 10 pg/ml olacak sekilde ilave edilmistir. Tipler %5’ lik
CO; inkiibatériinde 37 °C de, toplam 72 saat inkiibasyona almmistir. Bu
inkiibasyon siireci boyunca test maddelerinin hiicrelere uygulanmasi sirasinda
herhangi bir kontaminasyona imkan vermemek i¢in bu islemler hiicre kiiltiirii

laboratuvarinda steril kabinde yapilmistir.
2.2.2.2. Test maddelerinin uygulanmasi

Insan periferal lenfositlerine, belirli dozlarda hazirlanmis olan paraben
ve tiirevleri 24 ve 48 saatlik slireclerde uygulanmistir. 24 saatlik uygulama i¢in,
kan ekimi yapildiktan sonra kiiltiir siiresinin 48. saatinde, 48 saatlik
uygulama i¢in kiltiir siliresinin baslangicindan itibaren 24 saat sonra 2,5 ml
Kromozom Medyum B igeren kiiltiir ortamina test maddelerinin hazirlanmis
olan dozlar1 eklenmistir. Maddelerin tiiplere eklenmesinin ardindan, tiipler
tekrar inkiibatore konularak, toplam kiiltlir siiresi olan 72 saat bitimine kadar
37 °C’lik CO2’li inkiibatorde bekletilmistir. Ayrica 24 ve 48 saatlik muamele
siirelerinde pozitif kontrol olarak MMC kullanilmistir. MMC tiiplere 0,3
ug/ml olacak sekilde verilmistir.

2.2.2.3. Lenfositlerin izolasyonu

Kiiltiir stiresinin bitiminden 2 saat 6nce (yani kiiltiiriin 70. saatinde)
her tiipe hazirlanan kolsisin eriyiginden ilave edilmis (0,06 pg/ml) ve tiipler
hafifce sallanarak iyice karistirtlmistir. Hiicreler 2 saat siiresince (37 °C’de)
kolsisin ile 6n muameleye tabi tutulmustur .

On muamelenin ardindan 72. saatte tiipler 1750 rpm’de 5dk santrifiij
edilmis ve siipernatan atilmistir. Dipte kalan 1ml’lik sivi homojenize edilmisve
onceden hazirlanarak 37 °C’lik etiivde bekletilen hipotonik soliisyon (KCI %
0,4’1liik) damla damla 7 ml ilave edildikten sonra tiipler 37 °C’lik etlivde yarim
saat bekletilmistir. Stire sonunda tiipler 1200 rpm’de 15 dakika santrifiij
edilmis ve silipernatan atilmigtir. Deneyden birka¢ saat Once hazirlanarak
buzdolabinda bekletilen sogutulmus metanol glasiyel asetik asit karigimi olan
fiksatif damla damla ve karigtirllarak her tiipe 6 ml olacak sekilde ilave

edilmistir. Fiksatifin eklenmesi siiresi de iginde olacak sekilde toplam 20 dakika
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tiipler oda sicakliginda bekletilmistir. Bu siirenin sonunda 1200 rpm’de tekrar
santrifiij  uygulamasina gecilmistir. Santrifiij bitiminin ardindan tiiplerdeki
siipernatan atildiktan ve ¢okelti homojenize edildikten sonra tiiplere aym
sekilde fiksatif ilavesi yapilmistir. Bu fiksasyon islemi 3 defa tekrarlanmstir.
Son fiksasyon isleminin ardindan tiipteki sivinin berraklastigi ve lenfosit
hiicrelerinin  dipte beyaz bir sekilde toplandigi goriilmiistiir.  Ustteki
siipernatan kisim dipte 0,7 ml sivi kalacak sekilde atilmis, dipteki hiicrelerin

oldugu s1v1 karistirilarak preparat yapma islemine hazir hale getirilmistir.
2.2.2.4. Preparatlarin hazirlanmasi

Tiiplin dibinde toplanan hiicreler pastor pipetiyle homojen olacak sekilde
karistirilmistir 0,7 ml’lik sivinin bir kismi pasteur pipetiyle hassas bir sekilde
cekilip 6nceden hazirlanmis 6zel bir diizenege tutturularak deney giinlinden
once temizlenip, saf su ic¢inde buzdolabinda saklanan lamlarin lizerine her
lamin farkli alanlarna 6 damla gelecek seklide 60 cm yikseklikten
damlatilarak preparasyon tamamlanmistir. Her doz i¢in 3 etiketli lam hazirlanmis
ve preparatlar 24 saat oda sicakliginda iizeri kapali olarak  kurumaya
birakilmistir. Preparasyonda kullanilan lamlar 2 giin 6nce 1N HNOj ile 24 saat
muamele edilmis, ardindan 30 dk musluk suyu altinda yikanarak 3 kez distile

sudan gecirilerek +4 °C’de kapali1 bir sekilde muhafaza edilmistir.
2.2.2.5. Preparatlarin boyanmasi

Kuruyan preparatlardan CA ve SCE i¢in ayr1 ayr etiketlenmis olan
preparatlarin boyama islemleri ayr1 ayr1 yapilmistir.

CA denemesi i¢in boyama islemi hazirlanmis olan % 5’lik Giemsa ile 26
dk boyunca uygulandiktan sonra he preparat 3 ayr1 beherde bulunan distile sudan
gecrilip fazla boyanin lamlardan akmasi saglanmis ve preparatlar dik bir sekilde
kurumaya birakilmistir. Kuruyan lamlar daha sonra entellan ile daimi hale
getirilmis  ve mikroskobik incelemeye hazir hale getirilerek sayimlara

baslanmustir.

SCE denemesinde ise Once preparatlar 1sinlanmis ardindan boyanmustir.
Bir kromozoma ait kardes kromatidlerin farkli boyanmasini saglamak amaciyla

Speit ve Haupter (1985)’in gelistirdikleri metod modifiye edilerek kullanilmstir.
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Bu amagla bir giinliik preparatlar 1sinlama kabina konarak iizeri bir film gibi
ortiinecek seklide Sorensen tamponu denilen 1sinlama eriyigi ile kapatilmistir.
Isinlama eriyigi, 5 ml tampon A, 5 ml tampon B’den alinip bu karigimin destile su
ile 100 ml’ye tamamlanmasiyla hazirlanmistir (pH=6,8). Isinlama eriyiginin fazla
veya az olmasi kardeskromatidler arasindaki kontrast farkini 6nemli derecede
etkiledigi i¢in ince bir tabaka halinde 1sinlama eriyigi ile Ortiilen preparatlar,
karanlikta 15 cm yiikseklikten 30 W’lik 254 nm dalga boyunda 1s1k yayabilen

ultraviyole lambasi ile 30 dk 1sinlanmustir.

Sorenson tamponunun hazirlanmasi: Bu tampon eriyik tampon A ve
tampon B olmak iizere iki stok ¢ozelti halinde hazirlanmis olup bu
cozeltiler calismanin amacina uygun olarak birbirleriyle degisik miktarlarda

karistirilarak kullanilmastir.
Hazirlamisi:
Tampon A: 11,34 g KH,PO,4 250 ml saf'su iginde eritilmigir (pH=4,8).

Tampon B: 14,83 g Na;HPO,.12H,0O 250 ml saf su iginde eritilmistir
(pH=9,3).

Isinlamanin ardindan lamlar 58-60 °C sicaklikta 1XSSC soliisyonu ile 45-

60 dk muamele edilmistir.

Standart saline citrate (SSC) eriyiginin hazirlanmasi: Bu eriyik
isinlamadan sonra kardes kromatidler arasindaki kontrast farkini artirmak
amactyla kullanilmigtir. SSC eriyigini hazirlamak i¢in 11,05 g trisodyumsitrat
(CeHsNaz07.2H,0) ve 21,9 g NaCl kullanilmistir. Bu iki madde ayri ayri
kaplarda bir miktar saf su igerisinde ¢oziilmiis, daha sonra ayni kaba aktarilarak
birbirleriyle karigtirtlmig ve tizerlerine 500 ml oluncaya kadar saf su ilave
edilmistir. Hazirlanan bu stok eriyik 5xSSC’dir ve bu eriyik buzdolabinda
saklanmistir. Deneyde, bu stoktan 20 ml alip {izeri 100 ml oluncaya kadar saf su
ile tamamlanarak elde edilen 1xSSC kullanilmustir.

I1xSSC ile muamale edilen preparatlar bu bekleme siiresi sirasinda

hazirlanan ve siiziilmiis olan giemsa boyas1 ile 26 dk boyunca boyandiktan
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sonra distile su dolu beherlerden gecirilmis ve lam kurutma aparatina alinarak 1

giin kurumasi beklenmis, entellan ile kaplanarak daimi hale getirilmistir.
2.2.2.6. Mikroskobik inceleme

Hazirlanmis olan daimi preparatlar Olympus marka binokiiler 1s1k

mikroskobunda 100°liik objektif ile incelenmistir (10x100=1000 biiyiitmede).
2.2.2.7. SCE sayisimin saptanmasi

SCE sayisi, her kisinin kan Kkiiltiirine ait preparatlardan iyi dagilmis ve
ikinci mitozu geciren 25 hiicrede (2 kisiden toplam 50 hiicrede) belirlenmis, hiicre
basma diisen ortalama SCE sayis1t (SCE/hiicre) hesaplanmistir. SCE sayis1 bir
kromozomun agik boyanmig kromatidindeki koyu boyanmis parcalarin veya koyu
boyanmis kromatidindeki acik boyanmis pargalarin sayilmasiyla belirlenmistir
(Topaktas ve Speit, 1990). Ortadan bir par¢a degisimi olmus ise bu iki SCE olarak
(Sekil 2.7.a), ugtan parca degisimi olmus ise bu da bir SCE olarak
degerlendirilmistir (Sekil 2.7.b). Ancak bu incelemeler esnasinda kromatidlerin
primer bogum bdlgelerinden doniim yapip yapmadiklarina dikkat etmek gerekir.
Bu durumdaki kromozomlarda SCE yoktur (Sekil 2.7.c). Her kisinin 25 ikinci
mitoz bolinmeyi geciren hiicrelerinde SCE sayis1 belirlenmis bundan her kisi

i¢in hiicre basina diisen ortalama SCE sayis1 (SCE/hiicre) hesaplanmistir.

2 KKED 1 EED KEED Yok

Sekil 2.8. Kardes kromatid degisiminin oldugu ve olmadig1 durumun sematik olarak gdsterilmesi

(Topaktas ve Speit, 1990)
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2.2.2.8. Replikasyon indeksi (R1) saptanmasi

DNA replikasyonu {izerinde incelenen test maddelerinin etkilerini
saptamak icin Replikasyon indeksi (RI) belirlenmistir. Bunun icin tesadiifi
secilmis olan 100 hiicre incelenmistir. Bu incelemeler sirasinda gozlenen birinci,

ikinci ve liclincii metafaz devresindeki hiicreler sayilmigtir.
Bu verilerden yola ¢ikarak RI su sekilde hesaplanmustir:
RI= (1xM1+2xM2+3xM3)/100
M1: 1. Mitozdaki hiicre sayisi
M2: 2. Mitozdaki hiicre sayisi
M3: 3. Mitozdaki hiicre sayisi

Birinci, ikinci ve {gclincii metafazlar su sekilde ayirt edilmistir
(Topaktas ve Speit, 1990): Bromodeoksiuridin (BrdU), DNAmin yapisinda
bulunan deoksitimin (dT) bazinin analogu oldugu i¢in, kiiltiir tiiplerine BrdU
konuldugunda hiicre DNA'sim1 replike  ettigi  sirada (.S  fazinda) yeni
sentezlenen poliniikleotid ipliginde dT'nin yerini ortamda bulunan BrdU
alacaktir. Boyle hiicrelerin kromozomlan boyandiginda bir kromozomun her iki
kromatidi de (dT /Br dU: dT/BrdU) homojen koyu renkte boyanacaktir. Bu
hiicreler 1. mitoz boliinmeyi geciren hiicrelerdir. Birinci mitoz boliinmeyi geciren
hiicrelerden meydana gelen yavru hiicreler tekrar S fazma girdiginde (BrdU'lu
ortamda 2.S fazi) dT ihtiva eden poliniikleotid ipligine komplamenter olarak
sentezlenen yeni DNA ipliginde BrdU yer alacaktir. Bu iki poliniikleotid ipligi bir
kromozomun koyu boyanan kromatidini (dT/BrdU) olusturacaktir. BrdU'lu
iplige komplamenter olarak sentezlenen yeni iplige de BrdU girecektir ve bir
kromatidi olusturan iki poliniikleotid ipligi de BrdU ihtiva ettiginden
(BrdU/BrdU) bu kromatid ayni kromozomun agik boyanan kromatidini
olusturacaktir. Iste bu hiicrenin metafaz devresinde preparat yapildiginda,
hiicrenin tiim kromozornlarinin kromatidierinden biri koyu digeri ise acik
boyanacaktir. Bunlar da ikinci mitoz bdliinmeyi gegiren hiicrelerdir. Bu hiicreler
tekrar S fazina girdiginde (BrdU'lu ortamda 3.S fazi) 2. mitozda agik boyanan

kromatid'ten tiim poliniikleotid ipliklerine BrdU girmis olan bir kromozom
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meydana gelecektir ve bu kromozomun her iki kromatidi de agik renkte
boyanacaktir. Ikinci mitozda koyu boyanan kromatid'ten ise, bir kromatidin her
iki ipligi BrdU'lu ve diger kromatidin bir ipligi BrdU'lu diger ipligi timinli olan bir
kromozom olusacaktir. Bu kromozom boyandiginda da bir kromatidi agik renkte
bir kromatidi de koyu renkte boyanacaktir. Iste boyle hiicrelerin metafaz
devresinde preparat yapildiginda bazi kromozomlann her iki kromatidi agik
renkte, bazi kromozomlarin bir kromatidi agik diger kromatidi de koyu renkte
boyanacaktir. Bu hiicreler de 3. mitoz bdliinmeyi geciren hiicrelerdir. Bu sekilde
1., 2. ve 3. mitoz bdliinmeyi geciren hiicreler ayirt edilmis, bu hiicrelerin 100
hiicre i¢indeki sayist saptanmig, bundan da yukarida belirtilen formiile gore

RI hesaplanmustir.
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Sekil 2.9. BrdUrd’in DNA yapisina girmesi ile 1., 2. ve 3. mitoz bdliinmeyi gegiren hiicrelerin
ayirt edilmesinin sematik olarak agiklanmasi (During 1985’e gore Topaktas ve Speit
1990°den)

42



Sekil 2.10. Birinci mitoz béliinmeyi gegiren hiicrenin metafaz kromozomlari (X1000)

Sekil 2.11. ikinci mitoz béliinmeyi geciren hiicrenin metafaz kromozomlari (X1000)
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Sekil 2.12. Ugiincii mitoz béliinmeyi gegiren hiicrenin metafaz kromozomlari (X1000)

2.2.2.9. Kromozom anormalliklerinin (CA) saptanmasi

Test maddelerinin kromozom aberasyonu iizerine etkisini incelemek igin,
her bir kisiden hazirlanan preparatlardan iyi dagilmig kromozomlara sahip toplam
100 hiicre (2 kisiden toplam 200 hiicre) CA’y1 saptamak amaciyla incelenmistir.
Bu hiicreler iginde go6zledigimiz kromozom yap1 ve sayr anormallikleri
Uluslararas1 Insan Sitogenetik Adlandirma Sistemine (ISCN= International
System for Human Cytogenetic Nomenclature) uygun olarak degerlendirilmis ve
adlandirilmistir (Paz-y-Mino ve ark. 2002). Incelenen bu 100 hiicre iginde toplam
aberasyonlarin sayilip incelenen hiicre sayisina boliinmesiyle hiicre basina diisen
CA sayist  (CA/hiicre) saptanmistir. Bu calismada sayisal kromozom
anormallikleri  olusmadigi i¢in  degerlendirilmemistir. ~ Kromozom  tipi
anormallikler olarak kromozom kirigi, kromatid kirigi, sister union, disentrik

kromozom ve ring olusumlari degerlendirilmistir.
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2.2.2.10. Mitotik indeksin (Ml) saptanmasi

Mitotik indeks (MI), hiicre siklusunda metafazdaki hiicre ylizdesini verir.
Azalmis MI, hiicre siklusu ilerlemesinde inhibisyonu ve/veya proliferatif
kapasitedeki kaybi gosterir.

Test maddelerinin mitoz bdliinme iizerindeki etkilerini belirlemek
amaciyla MI degerleri saptanmistir. MI’i saptamak amaciyla her vericiye ait
preparatlarin her birinden 1000’er hiicre, toplamda 2000 hiicre incelenmis ve
bunlar arasinda mitoz boliinme geciren hiicrelerin sayisi kaydedilmistir. 2 bin
hiicre i¢inde mitoz geciren hiicrelerin orani yilizde cinsinden hesaplanarak MI

saptanmistir.
2.2.2.11. istatistiksel analiz

Mikroskobik inceleme sonucunda muameleli gruplardan elde edilen SCE,
CA, MN, CBPI, RI ve MI degerleri ile kontrol, ¢dziicii ve pozitif kontrollerin
degerleri arasindaki farkin 6nemli olup olmadigi SPSS 21 programinda One Way
Anova’da Dunnet-t testi kullanilarak istatistiksel acidan anlamliliklar:
belirlenmistir. Ayrica mikroskobik incelemelerden elde edilen sonuglar ¢izelge ve
grafikler halinde verilmistir. Istastiksel olarak degerlendirmelerde anlamlilik

degeri olarak P < 0,05; 0,01; 0,001 kullanilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Paraben ve Tiirevlerinin Mikronukleus Olusumu ve Hiicre

Proliferasyonu Uzerine Etkileri

CBMN test yonteminde spontan olarak ya da genotoksik ajanlara maruziyet
sonucunda, asentrik kromozomal fragmentlerin ya da tiim kromozomlarin hiicre
boliinmesi sirasinda, ana ¢ekirdek disinda yavru cekirdek seklinde kalmasindan
olusan mikroniikleuslar bintikleat hiicrelerdeki sayilarma gore belirlenmistir.
Mikronukleus sayisini belirlemek amaciyla her bir kisiye ait daimi preparatlarda
her kisinin, her muamele grubu ve kontrollerinde iki nukleusa sahip
(binukleat) toplam 1000 hiicre incelenmis ve bu binukleat hiicreler igerisinden
mikronukleuslu olanlar saptanmistir. Ayrica incelenen hiicrelerde toplam
mikronukleus sayis1 belirlenmistir. Her iki donérle yapilan deneylerden elde
edilen veriler 151¢inda her bir doz ve madde igin 1000 biniikleat hiicredeki MN
sayist spontan kontrolle karsilagtirilarak 24 ve 48 saatlik siirelerdeki MN
anlamlillk  degerleri  standart sapmalara bagl olarak c¢izelgeler halinde
olusturulmustur (Cizelge 3.1-7). Deney sonucu elde edilen tekli, ikili, ti¢lii ve

dortlii ¢ekirdege sahip hiicreler ve mikroniikleuslar fotograflanarak belirlenmistir
(Sekil 3.15- 18).

Hiicreler igin sitotoksik etkiyi incelemek adina sitokinezi bloke edilmis
hiicre proliferasyon indeksi (CBPI) denilen ve hiicrenin béliinme hizini 6lgen bir
degerlendirme yapilmistir. Uygulanan kimyasalin toksisite derecesi ne kadar
yiiksek ise CBPI degeri o kadar diisiik cikmaktadir. Bu tez calismasinda
inceledigimiz paraben ve tiirevlerinin meydana getirdigi MN sayilar1 ve CBPI
degerleri kontrol gruplarindan elde edilen veriler 1s181inda degerlendirilmis, SPSS
21 programinda One Way Anova’da Dunnet-t testi kullanilarak istatistiksel agidan
anlamliliklar belirlenmis, analiz sonuglarina gore spontan kontrol, pozitif kontrol,

koo

¢oOziicii kontrol ve kullanilan tiim dozlarin anlamlilik derecesi isareti ile ifade
edilerek sonuglar ¢izelgeler seklinde olusturulmustur (Cizelge 3.1-7). Ayrica test
maddelerinin lenfosit hiicreleri iizerinde MN ve CBPI degerlerine etkileri grafikler

halinde verilmistir (Sekil 3.1-14).
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Cizelge 3.1. Parabenin 24 ve 48 saatlik siirelerde insan lenfosit hiicreleri tizerindeki mikronukleus

sayis1 ve hiicre proliferasyon indeksi tizerine etkileri

Sayilan MN say1s1+SD CBPI+SD
Madde Siire Doz biniikleat (toplam MN+SD | (hiicre proliferasyon
(saat) (ng/ml) hiicre sayisi Indeksi+SD )
Spontan - 2000 6,50+2,12 1,810+0,042
DMSO 20ul 2000 7,00+0,00 1,765+0,035
MMC 0,3 2000 43,547, 77*** 1,690+0,014
50 2000 11,0+2,82 1,773+0,047
24 100 2000 11,0+4,24 1,755+0,049
Paraben 250 2000 12,0+1,41 1,432+0,045***
500 2000 6,50+0,70 1,350+0,014***
Spontan - 2000 6,50+2,12 1,810+0,042
DMSO 20ul 2000 8,50+0,70 1,737+0,024
MMC 0,3 2000 55,542,12%** 1,530+0,070**
48 50 2000 11,0+£2,82 1,650+0,028*
100 2000 10,5+0,70 1,540+0,056**
Paraben 250 2000 14,0+5,65 1,368+0,040***
500 2000 16,5+0,70* 1,302+0,031***

MMC: Mitomisin-c(Pozitif Kontrol), DMSO: Dimetilsiilfoksit (Negatif Kontrol), CBPI: Hiicre
Proliferasyon Indeksi = SD: Standart Sapma Degerleri, * , **, *** P<0,05; 0,01; 0,001 (Dunnett-t

test)
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Cizelge 3.2. Metil parabenin 24 ve 48 saatlik siirelerde insan lenfosit hiicreleri {izerindeki

mikronukleus sayis1 ve hiicre proliferasyon indeksi iizerine etkileri

Madde Siire Doz Sayilan MN sayisi+SD CBPI+SD
(saat) (ng/ml) biniikleat (toplam MN +SD | (hiicre proliferasyon
hiicre sayist Indeksi£SD )

Spontan - 2000 6,50+2,12 1,810+0,042
DMSO 20ul 2000 7,00+0,00 1,765+0,035
MMC 0,3 2000 43,547 77*** 1,690+0,014

10 2000 9,5+0,70 1,570+0,042**
Metil paraben 24 25 2000 14,0+2,82 1,539+0,029***

50 2000 16,0+2,82 1,510+0,056***

100 2000 23,0+4,24* 1,370+0,028***
Spontan - 2000 6,50+2,12 1,810+0,042
DMSO 20ul 2000 8,50+0,70 1,737+0,024
MMC 0,3 2000 55,542,12%** 1,530+0,070**

10 2000 11,5+6,36 1,492+0,060**
Metil paraben 48 25 2000 18,5+0,70* 1,424+0,007***

50 2000 20,0+5,65* 1,347+0,095***

100 2000 29,5+3,53** 1,191£0,015%**

MMC: Mitomisin-c(Pozitif Kontrol), DMSO: Dimetilsiilfoksit (Negatif Kontrol), CBPI: Hiicre
Proliferasyon Indeksi = SD: Standart Sapma Degerleri, * , **, *** P<0,05; 0,01; 0,001 (Dunnett-t
test)
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Cizelge 3.3. Etil parabenin 24 ve 48 saatlik siirelerde insan lenfosit hiicreleri iizerindeki

mikronukleus sayis1 ve hiicre proliferasyon indeksi iizerine etkileri

Sayilan MN say1si+=SD CBPI+SD
Madde Siire Doz biniikleat (toplam MN=+SD | (hiicre proliferasyon
(saat) (ng/ml) | hiicre sayist Indeksi+SD )
Spontan - 2000 6,50+2,12 1,810+0,042
DMSO 20ul 2000 7,00+0,00 1,765+0,035
MMC 0,3 2000 43,547 77*** 1,690+0,014
10 2000 10,0+1,41 1,542+0,010***
24 25 2000 12,543,53 1,491+0,034***
Etil paraben 50 2000 15,0+2,82 1,442+0,053***
100 2000 21,5+4,94* 1,385+0,050***
Spontan - 2000 6,50+2,12 1,810+0,042
DMSO 20ul 2000 8,50+0,70 1,737+0,024
MMC 0,3 2000 55,542,12%** 1,530+0,070**
48 10 2000 13,5+0,70 1,455+0,063***
25 2000 14,0+2,82 1,449+0,043***
Etil paraben 50 2000 20,5+4,94%* 1,281:0,029%**
100 2000 23,0+1,41*** 1,231+0,030***

MMC: Mitomisin-c(Pozitif Kontrol), DMSO: Dimetilsiilfoksit (Negatif Kontrol), CBPI: Hiicre
Proliferasyon Indeksi = SD: Standart Sapma Degerleri, * , **, *** P<0,05; 0,01; 0,001 (Dunnett-t

test)
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Cizelge 3.4. Propil parabenin 24 ve 48 saatlik siirelerde insan lenfosit hiicreleri izerindeki

mikronukleus sayis1 ve hiicre proliferasyon indeksi iizerine etkileri

Sayilan MN say1si+=SD CBPI+SD
Madde Stire Doz biniikleat (toplam MN +SD | (hiicre proliferasyon
(saat) (ng/ml) | hiicre sayist Indeksi+SD )

Spontan - 2000 6,50+2,12 1,810+0,042
DMSO 20ul 2000 7,00+0,00 1,765+0,035
MMC 0,3 2000 43,547, 77*** 1,690+0,014

10 2000 15,0+£2,82 1,425+0,035%**
Propil paraben | 24 25 2000 15,0+1,41 1,328+0,087***

50 2000 19,0+5,65 1,335+0,049***

100 2000 23,5+4,94* 1,303%0,066***
Spontan - 2000 6,50+2,12 1,810+0,042
DMSO 20ul 2000 8,50+0,70 1,737+0,024
MMC 0,3 2000 55,542,12%** 1,530+0,070**

10 2000 17,0+£1,41* 1,25540,035***
Propil paraben | 48 25 2000 17,0+2,82* 1,307+0,053***

50 2000 23,0+4,24** 1,245+0,091***

100 2000 26,5+4,94*** 1,150+0,070***

MMC: Mitomisin-c(Pozitif Kontrol), DMSO: Dimetilsiilfoksit (Negatif Kontrol), CBPI: Hiicre
Proliferasyon Indeksi = SD: Standart Sapma Degerleri, * , **, *** P<0,05; 0,01; 0,001 (Dunnett-t

test)
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Cizelge 3.5. izopropil parabenin 24 ve 48 saatlik siirelerde insan lenfosit hiicreleri {izerindeki

mikronukleus frekanslar ve hiicre proliferasyon indeksi iizerine etkileri

Sayilan MN say1s1+SD CBPI+SD
Madde Siire Doz biniikleat (toplam MN £SD | (hiicre proliferasyon
(saat) (ng/ml) | hiicre sayist Indeksi+SD )
Spontan - 2000 6,50+2,12 1,810+0,042
DMSO 20ul 2000 7,00+0,00 1,765+0,035
MMC 0,3 2000 43,547, 77*** 1,690+0,014
10 2000 14,0+£7,07 1,512+0,017**
Izopropil 24 25 2000 18,0+4,24 1,405+0,077***
paraben 50 2000 22,0+4,24* 1,362+0,067***
100 2000 23,542,12* 1,22440,053***
Spontan - 2000 6,50+2,12 1,810+0,042
DMSO 20ul 2000 8,50+0,70 1,7374+0,024
MMC 0,3 2000 55,54£2,12%** 1,530+0,070**
48 10 2000 13,0£1,41 1,43540,063**
Izopropil 25 2000 17,5+2,12** 1,332+0,144**
paraben 50 2000 15,5+3,53* 1,335+0,077**
100 2000 27,542,12%** 1,100£0,070***

MMC: Mitomisin-c(Pozitif Kontrol), DMSO: Dimetilsiilfoksit (Negatif Kontrol), CBPI: Hiicre
Proliferasyon Indeksi = SD: Standart Sapma Degerleri, * , **, *** P<0,05; 0,01; 0,001 (Dunnett-t
test)
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Cizelge 3.6. Butil parabenin 24 ve 48 saatlik siirelerde insan lenfosit hiicreleri tizerindeki

mikronukleus frekanslar1 ve hiicre proliferasyon indeksi iizerine etkileri

Sayilan MN say1si+=SD CBPI+SD
Madde Siire Doz biniikleat (toplam MN +SD | (hiicre proliferasyon
(saat) (ng/ml) | hiicre sayist Indeksi+SD )
Spontan - 2000 6,50+2,12 1,810+0,042
DMSO 20ul 2000 7,00+0,00 1,765+0,035
MMC 0,3 2000 43,547, 77*** 1,690+0,014
10 2000 12,5+3,53 1,475+0,035%**
Butil paraben | 24 25 2000 14,0+2,82 1,357+0,017***
50 2000 25,0£2,82** 1,377+0,063***
100 2000 35,544,94%** 1,152+0,002*%**
Spontan - 2000 6,50+2,12 1,810+0,042
DMSO 20ul 2000 8,50+0,70 1,737+0,024
MMC 0,3 2000 55,542,12%** 1,530+0,070**
48 10 2000 16,0+4,24 1,365+0,021%**
Butil paraben 25 2000 18,5+6,36 1,277+0,010%**
50 2000 32,0+£5,65** 1,220+0,014***
100 2000 44,0+£4,24*** 1,080+0,070***

MMC: Mitomisin-c(Pozitif Kontrol), DMSO: Dimetilsiilfoksit (Negatif Kontrol), CBPI: Hiicre
Proliferasyon Indeksi = SD: Standart Sapma Degerleri, * , **, *** P<0,05; 0,01; 0,001 (Dunnett-t

test)
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Cizelge 3.7. izobutil parabenin 24 ve 48 saatlik siirelerde insan lenfosit hiicreleri iizerindeki

mikronukleus frekanslari ve hiicre proliferasyon indeksi {lizerine etkileri

Sayilan MN say1s1+SD CBPI+SD
Madde Siire Doz biniikleat (toplam MN £SD | (hiicre proliferasyon
(saat) (ng/ml) | hiicre sayisi Indeksi+SD )
Spontan - 2000 6,50+2,12 1,810+0,042
DMSO 20ul 2000 7,00+0,00 1,765+0,035
MMC 0,3 2000 43,5£7,77*** 1,690+0,014
24 10 2000 12,0+4,24 1,466+0,118**
[zobutil 25 2000 17,5+4,94 1,495+0,041**
paraben 50 2000 22,0+4,24* 1,447+0,060**
100 2000 21,543,53* 1,211+0,083***
Spontan - 2000 6,50+2,12 1,810+0,042
DMSO 20ul 2000 8,50+0,70 1,7374+0,024
MMC 0,3 2000 55,54£2,12%** 1,53040,070**
48 10 2000 17,0£1,41* 1,46340,066*
izobutil 25 2000 17,041,41% 1,382+0,138*
paraben 50 2000 22,0+7,07** 1,22740,173**
100 2000 25,0+1,41** 1,07540,035***

MMC: Mitomisin-c(Pozitif Kontrol), DMSO: Dimetilsiilfoksit (Negatif Kontrol), CBPI: Hiicre
Proliferasyon Indeksi + SD: Standart Sapma Degerleri, * , **, *** P<0,05; 0,01; 0,001 (Dunnett-t

test)
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Tez calismast sonucu paraben ve tiirevlerinin elde edilen CBPI degerleri
incelendiginde doz artisina bagl olarak CBPI degerlerinde tiim maddelerde diisiis
oldugu ve bu diisiisiin spontan kontrolle karsilastirildiginda istatistiki olarak

anlamli oldugu belirlenmistir (Cizelge 3.1-7).

Yapilan ¢alisma sonucunda test madelerinin hiicre proliferasyon indeksi ve
mikronukleus olusumu iizerindeki etkileri incelendiginde paraben maddesinin 24
ve 48 saatlik maruziyet sonunda en yiiksek iki dozda negatif ve spontan kontrole
gore CBPI degerlerini P< 0,001°e¢ gore ¢ok anlamh bir sekilde diisiirdiigii, alt
dozlarda ise 24 saatte CBPI’da bir diisiis olmadigi, 48 saatlik maruziyette ise 100
png/ml’lik dozda P<0,01’e gore anlamli, 50 pg/ml’lik dozda P< 0,05’e gore
istatistiki anlamli sonuglar oldugu belirlenmistir. Yani bu madde yliksek dozlarda
kisa siireli maruziyette CBPI’y1 ¢ok anlamli bir sekilde diisiiriirken, uzun siireli
maruziyette yine yiiksek dozlar ¢ok anlamli, alt dozlar da daha diisilk ama yine
anlamli sonuglar vermistir diyebiliriz. Bu durum paraben maddesinin lenfosit
hiicreleri {izerinde uzun siireli maruziyette sitotoksik etki gosterdiginin kaniti

olduguna isaret etmektedir.

Paraben’in tiirevi olan diger tiim test maddelerinde CBPI 24 ve 48 saatlik
maruziyet siirelerinde tiim kontrol degerlerine gore diislis gostermistir. Bu durum
istatistiksel olarak degerlendirildiginde hemen hemen tiim test maddelerinde
P<0,001’e gore yiiksek anlamlilik elde edilmistir. Pozitif kontrol olarak
kullandigimiz MMC maddesi ise 48 saatte CBPI’da P<0,01’e gore anlamli

sonuglar vermistir.

Ornegin, etil, propil ve butil parabenin tiim dozlar1 24 ve 48 saatlik
maruziyette CBPI degerlerini p<0,001’e gore yiiksek derecede anlamli bir sekilde
diisiirmiistiir. Metil parabenin ilk ili¢ dozu her iki maruziyet siiresinde de
p<0,001’e gore anlamli sekilde CBPI’y1 disiiriirken, en diisiik dozu da her iki

maruziyet stiresinde P<0,01’e gore anlaml1 sonuglar vermistir.

Izopropil parabenin 24 saatlik maruziyette ilk ii¢c dozunda p<0,001’e gore
CBPI’y1 anlamli olarak diisiirmesi, 48 saatllik maruziyette ise son {i¢ dozunun P<
0,05’e gore CBPI’y1 anlamli olarak diisiirmesi bu maddenin kisa siireli

maruziyette yiiksek dozlarda daha sitotoksik etkiye sahip olduguna isaret
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etmektedir. Ama genel anlamda tiim dozlar her iki maruziyet siiresinde de lenfosit

hiicreleri iizerinde sitotoksik etki gdstermistir.

Izobutil parabende ise ilk doz her iki siire sonunda da p<0,001’e¢ CBPI’y1
anlamli diistirmiis, son ii¢ doz ise 24 saatlik stirede P<0,01’e gore anlaml1 degerler
verirken, 48 saat sonunda son iki dozun P< 0,05’e gore anlamli degerler verdigi

gorilmiistiir.

CBPI sonuglarin1 degerlendirdigimizde butil, etil ve propil parabenin
lenfosit hiicreleri lizerinde tiim dozlarda ve maruziyet slirelerinde MMC’den de
yiiksek sitotoksik etkiye sahip oldugunu sdyleyebiliriz. Bu maddeleri, metil
paraben sitotoksik etki degeri agisindan takip ederken, izopropil ve izobutil
paraben ile paraben sitotoksik agidan en son siralarda yer almaktadir diye bir

yorum yapabiliriz.

CBMN testi sonuglarini biniikleat hiicrelerden elde edilen MN sayilari
acisindan degerlendirdigimizde, 24 saatteki maruziyette paraben maddesi spontan
ve negatif kontrol degerleriyle karsilastirildiginda elde edilen MN sayist her ne
kadar artmis gibi goriilse de bu artis istatistiki ag¢idan anlamli diizeyde
goriilmemistir. 48 saatlik maruziyette ise Sadece parabenin en yiiksek dozunda P<

0,05’e gore anlamli MN artis1 oldugu belirlenmistir.

24 saatlik maruziyette metil, etil ve propil paraben sadece en yiiksek doz
olan 100 pg/ml’ lik dozda MN sayisin1 P< 0,05’e gore anlamli olarak arttirirken,
48 saatlik maruziyette propil paraben tiim dozlarda farkli anlamlilik derecelerinde
MN sayisini arttirmistir. Metil paraben 48 saatte en yiiksek ti¢ dozda, etil paraben
ise en yiiksek iki dozda istatistiki agidan farkli anlamliliklarda degerler vermis ve

MN say1sin1 arttirmastir.

Butil paraben, her iki maruziyet siiresinde de MN sayisinda anlamli artisa
yol acmigtir. 100 pg/ml’lik dozda her iki siirede de p<0,001’e gore yiiksek
derecede anlamli, 50 pg/ml’lik dozda her iki siirede de p<0,01’e gore onemli

derecede anlamli degerler vermistir.

Izopropil ve izobutil paraben 24 saatte 100 ve 50 ug/ml’lik dozlarda P<

0,05’e gore anlamli bulunurken, 48 saatte izobutil tiim dozlarda farkli
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anlamliliklar, izopropil son doz disinda tiim dozlarda farkli anlamlilik degerleri

vererek MN sayisini arttirmistir.

Tiim bu sonuglar degerlendirildiginde kisa siireli maruziyette genel olarak
sadece en yiiksek dozda MN sayisi artarken, uzun siireli maruziyette her
maddenin farkli doz araliklarinda mn sayisi artisinda daha fazla anlamli degerler
goriilmiis ve uzun siireli maruziyette test maddelerinin lenfosit hiicreleri tizerinde
genotoksik etkisinin daha da yiiksek olabilecegi sonucuna varilmistir. Tiim test
maddeleri i¢inde ise butil parabenin lenfosit hiireleri lizerinde doz artigina bagh
olarak genotoksik hasarin bir gostergesi olan MN olusumunu yiiksek derecede
uyararak diger maddelerden daha anlamli sonuglar verdigini gérmekteyiz. Test
maddelerini  kendi arasinda CBPI ve MN  sonuglar1  agisindan
degerlendirdigimizde CBPI’daki azalmaya bagli olarak test maddelerinin
sitotoksik etkileri agisindan butil=propil=etil > metil>izobutil >paraben seklinde
bir siralama yapabiliriz. MN sayisindaki artis ve genotoksik etki agisindan
degerlendirdigimizde ise butil >izobutil >propil >izopropil >etil >metil >paraben

seklinde bir siralama yapabiliriz.

Sekil 3.15. Tek ¢ekirdekli, iki ¢ekirdekli, ti¢ ¢ekirdekli ve dort ¢ekirdekli hiicreler (400x)
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Sekil 3.16. iki cekirdekli (biniikleat) hiicreler (1000x)

Sekil 3.17. ki mikronukleuslu biniikleat hiicre (1000x)
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Sekil 3.18. Mikroniikleus igeren ve igermeyen biniikleat hiicreler (400x)

3.2. Paraben ve Tiirevlerinin Kromozom Aberasyonu ve Mitotik indeks

Uzerine Etkileri

Kromozom aberasyon (CA) testi kiiltiire alinmig insan periferal kan
lenfositlerinde kromozomal anormallik frekansinin belirlenmesinde kullanilan ve
genotoksik maddelere maruziyeti ya da maruziyetin biyolojik etkilerini
degerlendirerek genetik hasarin boyutunu saptayan hassas bir yontemdir. Yapisal
degisimler, kromozomal anormallik teknigi kullanilarak, mitotik metafaz
kromozomlarinda degerlendirilir. Kromozom aberasyon testi kapsaminda
degerlendirilen diger bir metod da mitotik indeksin belirlenmesidir. Mitotik
indeks degerlerindeki diisiis sitotoksisitenin bir gostergesidir. Kromozom
aberasyon testi kapsaminda metafaz asamasindaki kromozomlarda 5 tip anomali
degerlendirilmis ve iki vericiden elde edilen verilere gore toplam anomaliler
tablolarda verilmis, hiicre basina diisen kromozom aberasyonlar1 ve mitotik indeks

degerleri istatistiksel olarak degerlendirilerek belirlenmistir (Cizelge 3.8 -14).
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Cizelge 3.8. Parabenin 24 ve 48 saatlik maruziyette kromozom aberasyonu ve mitotik indeks

uizerine etkisi

Aberasyonlar

Madde Siire Doz Hiicre CA/hticre+ MI+SD
(saat) | (ug/ml) | Sayist | K| K7 | S | DS SD
U
Spontan - 200 - 17 1 1 0,095+0,021 | 3,30+0,42
DMSO 20ul 200 1 13 7 5 0,130+0,014 | 2,75+0,35
MMC 0,3 200 27 | 117 |5 11 0,800+0,070 | 1,70+0,14**
*k*k
50 200 1 |18 [11]4 0,170+0,014 | 2,10+0,14**
24 100 200 8 |41 [18]6 0,365+0,007 | 1,25+0,21**
Paraben *
250 200 21 | 45 16 | 11 0,475+0,106 | 0,85+0,07**
*
500 200 20 [56 [21|20 0,590+0,169 | 0,60£0,14**
* *
Spontan - 200 - 17 1 1 0,095+0,021 | 3,30+0,42
DMSO 20ul 200 3 17 2 7 0,160+0,014 | 2,60+0,42
MMC 0,3 200 34 1183 |10 | 10 1,185+0,035 | 1,50+0,14
*k*k
50 200 3 |27 203 0,285+0,007 | 1,70+0,14%*
48 100 200 7 149 [25]3 0,440+0,028 | 1,40+0,14**
Paraben * *
250 200 19 | 46 20 | 10 0,475+0,205 | 0,80+0,14**
* *
500 200 1539 [22]15 0,45540,176 | 0,50+0,14**

*

*

MMC: Mitomisin-c(Pozitif Kontrol), DMSO: Dimetilsiilfoksit (Negatif Kontrol), CBPI: Hiicre
Proliferasyon Indeksi + SD: Standart Sapma Degerleri, * , **, *** P<0,05; 0,01; 0,001 (Dunnett-t

test)
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Cizelge 3.9. Metil parabenin 24 ve 48 saatlik maruziyette kromozom aberasyonu ve mitotik indeks

lizerine etkisi

Aberasyonlar CA/hiicre MI+SD
Madde Siire Doz Hiicre | K° K” |SU | D | R|£SD
(saat) (ng/ml) | Sayist S
Spontan - 200 - 17 1 1 -1 0,095+0,021 | 3,30+0,42
DMSO 20ul 200 1 13 7 5 |-10,130+0,014 | 2,75+0,35
MMC 0,3 200 27 117 | 5 11 | - | 0,800+0,070 | 1,70+0,14
24 Fkk F%k
10 200 1 25 8 3 -1 0,185+0,007 | 2,10+0,28
Metil *%
paraben 25 200 6 32 7 7 -1 0,260+0,155 | 1,60+0,00
**kk
50 200 26 39 18 18 | 2| 0,515+0,049 | 1,15+0,21
** **kk
100 200 30 80 22 25| 1| 0,790+0,113 | 1,40+0,14
**k*k **kk
Spontan - 200 - 17 1 1 -1 0,095+0,021 | 3,30+0,42
DMSO 20ul 200 3 17 2 7 -1 0,160+0,014 | 2,60+0,42
MMC 0,3 200 34 183 | 10 10 | - | 1,185+0,035 | 1,50+0,14
48 Fkk
10 200 3 35 14 2 -1 0,270+0,028 | 1,60+0,14
Metil *%
paraben 25 200 4 43 23 3 1 0,365+0,134 | 1,30+0,00
* **
50 200 20 48 26 18 | - | 0,560+0,084 | 1,10+0,70
*k*k **
100 200 18 36 12 15 | - | 0,405+0,035 | 1,00+0,28
** **

MMC: Mitomisin-c(Pozitif Kontrol), DMSO: Dimetilsiilfoksit (Negatif Kontrol), CBPI: Hiicre
Proliferasyon Indeksi + SD: Standart Sapma Degerleri, * , ** *** P<(,05; 0,01; 0,001 (Dunnett-t
test)
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Sekil 3.22. Metil parabenin Mitotik Indeks iizerine etkisi
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Cizelge 3.10. Etil parabenin 24 ve 48 saatlik maruziyette kromozom aberasyonu ve mitotik indeks

lizerine etkisi

Aberasyonlar CA/hiicre MI+SD
Madde Siire Doz Hicre | K’ K> |S | D | R| £SD
(saat) (ng/ml) | Sayisi U |S
Spontan - 200 - 17 1 1 -1 0,095+0,021 | 3,30+0,42
DMSO 20ul 200 1 13 7 |5 |-]0,130+0,014 | 2,75+0,35
MMC 0,3 200 27 117 |5 |11 - | 0,800+0,070 | 1,70+0,14
24 *xk *%
10 200 2 29 6 |7 |-10220+0,056 | 2,65+0,07
25 200 6 53 7 |20 |-10,430+0,113 | 2,50+0,14
Etil *
paraben 50 200 8 54 16 |5 |-|0,415+0,007 | 1,95+0,21
* **
100 200 21 60 19 |14 | - | 0,570+0,183 | 1,55+0,49
** **
Spontan - 200 - 17 1 |1 |-]0,095+0,021 | 3,30+0,42
DMSO 20ul 200 3 17 2 |7 |-10,160+£0,014 | 2,60+0,42
MMC 0,3 200 34 183 | 10 | 10 | - | 1,185+0,035 | 1,50+0,14
48 *kKx
10 200 2 28 17 |7 |- 0,270£0,056 | 2,45+0,49
Etil 25 200 4 49 16 | 15 | - | 0,420+0,254 | 1,55+0,35
paraben *
50 200 19 43 27 | 12 | - | 0,505+0,190 | 1,85+0,63
*
100 200 20 61 13|18 |2} 0,520+0,197 | 0,75+0,35
**

MMC: Mitomisin-c(Pozitif Kontrol), DMSO: Dimetilsiilfoksit (Negatif Kontrol), CBPI: Hiicre
Proliferasyon Indeksi = SD: Standart Sapma Degerleri, * , **, *** P<0,05; 0,01; 0,001 (Dunnett-t
test)
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Sekil 3.23. Etil parabenin hiicre bagina diisen kromozom aberasyonu iizerine etkisi
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Sekil 3.24. Etil parabenin Mitotik Indeks iizerine etkisi
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Cizelge 3.11. Propil parabenin 24 ve 48 saatlik maruziyette kromozom aberasyonu ve mitotik

indeks tizerine etkisi

Aberasyonlar

Madde Siire Doz Hiicre K |K |[S |D CA/hiicre MI£SD
(saat) (ng/ml) | Sayisi ’ » U |S +SD
Spontan - 200 - 17 |11 1 0,095+0,021 | 3,30+0,42
DMSO 20 ul 200 1 [13|7 |5 0,130+0,014 | 2,75+0,35
MMC 0,3 200 27 |11 |5 |11 0,800+0,070 | 1,70+0,14**
7 *k*k
24 10 200 - 185 |11 0,170+0,014 | 2,27+0,17
Propil 25 200 2 (2419 |5 0,205+0,021 | 2,30+0,56
paraben 50 200 11 |42 | 25| 8 0,435+0,120 | 1,454+0,21**
**
100 200 7 |57]21]19 0,52540,106 | 1,25+0,35**
**
Spontan - 200 - 17 |11 1 0,095+0,021 | 3,30+0,42
DMSO 20 ul 200 3 |17(2 |7 0,160+0,014 | 2,60+0,42
MMC 0,3 200 34|18 |10 | 10 1,185+0,035 | 1,50+0,14
3 **k*k
10 200 1 (28|17 |5 0,255+0,007 | 2,30+0,14*
48 *k
Propil 25 200 6 |45 |13 |6 0,350+0,056 | 2,02+0,38**
paraben *xK
50 200 6 42 | 18 | 13 0,395+0,035 | 1,30+0,14**
*k*k *
100 200 2 [ 64|19 |8 0,465+0,007 | 0,95+0,07**

**kk

*

MMC: Mitomisin-c(Pozitif Kontrol), DMSO: Dimetilsiilfoksit (Negatif Kontrol), CBPI: Hiicre
Proliferasyon Indeksi = SD: Standart Sapma Degerleri, * , **, *** P<0,05; 0,01; 0,001 (Dunnett-t

test)
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Sekil 3.25. Propil parabenin hiicre bagina diisen kromozom aberasyonu iizerine etkisi

N

Ml

[EnY

v

3,5
3
2,5
|
15 24
m 48
0,
0
50 25 10

spontan DMSO MMC 100
Dozlar (ng/ml)

Sekil 3.26. Propil parabenin Mitotik indeks iizerine etkisi
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Cizelge 3.12. izopropil parabenin 24 ve 48 saatlik maruziyette kromozom aberasyonu ve mitotik

indeks tizerine etkisi

Aberasyonlar
Madde Siire Doz Hiicre K |K” |S | D | R| CA/hiicre MI£SD
(saat) (ng/ml) | Sayisi ’ U |sS +SD
Spontan - 200 - 17 1 1 - 1 0,095+0,021 | 3,30+0,42
DMSO 20ul 200 1 |13 7 |5 |-10,130+£0,014 | 2,75+0,35
MMC 0,3 200 27 | 117 |5 |11 |- | 0,800+0,070 | 1,70+0,14
24 o Hok
10 200 2 |52 |10]|9 |- |0,365+0,021 | 2,00+0,14
Izo- kel
propil 25 200 9 |64 13 | 15 | - | 0,505+0,007 | 1,45+0,49
paraben * *k
50 200 17 | 64 15| 24 | - | 0,600+£0,240 | 1,05+0,21
*x —_—
100 200 26 | 48 29 | 23| 1| 0,635+0,035 | 1,45+0,07
*x *ok
Spontan - 200 - 17 1 1 - 1 0,095+0,021 | 3,30+0,42
DMSO 20ul 200 3 |17 2 |7 |-10,160+£0,014 | 2,60+0,42
MMC 0,3 200 34183 |10 | 10 | - | 1,185+0,035 | 1,50+0,14
48 *kk
izo- 10 200 - 43 [3 [- |-10230+0,056 |2,00+0,56
propil *
paraben 25 200 4 |44 |6 |5 |-]0,295£0,106 | 1,30+0,56
-
50 200 16 | 54 27 | 15| - | 0,585+0,106 | 0,95+0,21
* *ok
100 200 13 [ 57 [ 1317 | 1]0,505+0318 | 0,70+0,14
—

MMC: Mitomisin-c(Pozitif Kontrol), DMSO: Dimetilsiilfoksit (Negatif Kontrol), CBPI: Hiicre
Proliferasyon Indeksi = SD: Standart Sapma Degerleri, * , **, *** P<0,05; 0,01; 0,001 (Dunnett-t
test)
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Sekil 3.27. izopropil parabenin hiicre basina diisen kromozom aberasyonu iizerine etkisi
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Sekil 3.28. izopropil parabenin Mitotik Indeks iizerine etkisi
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Cizelge 3.13. Butil parabenin 24 ve 48 saatlik maruziyette kromozom aberasyonu ve mitotik

indeks tizerine etkisi

Aberasyonlar
Madde Siire Doz Hiicre | K° K> | SU | D | R| CA/hiicre MI£SD
(saat) (ng/ml) | Sayist S +SD
Spontan - 200 - 17 1 1 - 10,095+0,021 | 3,30+0,42
DMSO 20ul 200 1 13 7 5 |-10,130+£0,014 | 2,75+0,35
MMC 0,3 200 27 117 |5 11 | - | 0,800+0,070 | 1,70+0,14
24 Fkk F%k
10 200 6 52 9 8 |-10,375+0,162 | 1,67+0,31
**
Butil 25 200 5 28 5 3 1] 0,210+0,014 | 1,55+0,07
paraben Fkk
50 200 22 37 14 3 - | 0,380+0,042 | 1,25+0,07
**kk
100 200 40 |81 8 9 |-10,690+0,226 | 0,85+0,07
** **kk
Spontan - 200 - 17 1 1 - 10,095+0,021 | 3,30+0,42
DMSO 20ul 200 3 17 2 7 |-10,160+£0,014 | 2,60+0,42
MMC 0,3 200 34 183 | 10 10 | - | 1,185+0,035 | 1,50+0,14
48 Fkk
10 200 - 46 12 7 - | 0,325+0,063 | 1,30+0,14
**k%
Butil 25 200 2 43 14 |7 |-10,330+0,169 | 1,00+0,14
paraben Fkk
50 200 15 45 17 6 - | 0,415+0,190 | 1,20+0,14
**kk
100 200 38 62 - 2 |-10,510+0,197 | 0,45+0,07
* **kk

MMC: Mitomisin-c(Pozitif Kontrol), DMSO: Dimetilsiilfoksit (Negatif Kontrol), CBPI: Hiicre
Proliferasyon Indeksi = SD: Standart Sapma Degerleri, * , **, *** P<0,05; 0,01; 0,001 (Dunnett-t
test)
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Cizelge 3.14. izobutil parabenin 24 ve 48 saatlik maruziyette kromozom aberasyonu ve mitotik

indeks tizerine etkisi

Aberasyonlar
Madde Siire Doz Hiicre | K° K> |S | D | R| CA/hiicre MI£SD
(saat) (ng/ml) Sayisi U |sS +SD
Spontan - 200 - 17 1 1 -1 0,095+0,021 | 3,30+0,42
DMSO 20ul 200 1 13 7 |5 |-10,130£0,014 | 2,75+0,35
MMC 0,3 200 27 117 |5 |11 |- | 0,800+0,070 | 1,70+0,14
24 Fkk *k
10 200 4 31 9 |7 |-10,255+0,021 | 2,40+0,14
**
Izobutil 25 200 11 32 20 | 6 | - | 0,345+0,049 | 1,70+0,00
paraben *k
50 200 17 54 21 |18 | 1| 0,555+0,091 | 1,35+0,07
* *k*k
100 200 10 34 29 | 12 | - | 0,425+0,261 | 1,20+0,14
* **
Spontan - 200 - 17 1 1 -1 0,095+£0,021 | 3,30+0,42
DMSO 20pl 200 3 17 2 |7 |-1]0,160+0,014 | 2,60+0,42
MMC 0,3 200 34 183 (10 | 10 | - | 1,185+0,035 | 1,50+0,14
48 Fkk
10 200 1 29 3 |- - | 0,165+0,007 | 1,95+0,21
*
Izobutil 25 200 2 36 8 |10 | - | 0,280+0,098 | 1,30+0,70
paraben * ok
50 200 5 47 5 |8 |-10,325+0,035 | 0,85+0,35
** **
100 200 3 52 12 |2 | -|0,345+0,021 | 0,80+0,14
** **

MMC: Mitomisin-c(Pozitif Kontrol), DMSO: Dimetilsiilfoksit (Negatif Kontrol), CBPI: Hiicre
Proliferasyon Indeksi + SD: Standart Sapma Degerleri, * , **, *** P<0,05; 0,01; 0,001 (Dunnett-t
test)

78




CA/Hiicre
o
()]

o

1,2
1
0,8
m24
0,4 m 48
50 25 10

spontan DMSO MMC 100
Dozlar (ng/ml)

Sekil 3.31. izobutil parabenin hiicre basina diisen kromozom aberasyonu iizerine etkisi

N

Ml

m24

(O}

w48

[Eny

v

3,5
3
2,5
1,
O, i l
0
MMC 100 50 25 10

spontan DMSO
Dozlar (ng/ml)

Sekil 3.32. izobutil parabenin Mitotik Indeks iizerine etkisi

79



24 saatlik maruziyette Mitotik indeks (MI) degerlerini inceledigimizde
paraben ve metil parabenin ilk ii¢ dozunda p<0,001’e gore yiiksek anlamlilikta MI
degerlerinde kontrol grubuna gore diistisler goriiliirken, paraben 48 saatte de ayni1
anlamlilik, metil paraben ise tiim dozlarda p<0,01’e gére MI diisiisiinde anlamlilik

gostermistir (Cizelge 3.8- 3.9.).

Etil ve propil paraben sadece en yiiksek iki dozda p<0,01’e gore MI
degerlerini anlamli bir sekilde diisiiriirken, propil parabenin metil parabene gore
tim dozlarda ve yiiksek anlamlilik degerlerinde MI’i diistirdiigii belirlenmistir
(Cizelge 3.9-3.11).

Izopropil ve izobutil paraben 24 saatte tiim dozlarda aym degerlerde
anlamli MI diistislerine yol acarken, 48 saatlik maruziyette farkli ama yine anlaml

MI diisiisleri sergilemislerdir (Cizelge 3.12-3.14).

Diger maddelerden farkli olarak butil parabenin her iki maruziyet
stiresinde ve hemen hemen tiim dozlarda diger paraben ve tiirevlerinden daha
yiiksek anlamlilikta ( p<0,001) MI degerlerinde diisiise yol actig1r goriilmektedir
(Cizelge 3.13.). Bu sonuglart inceledigimizde hiicreler iizerinde butil parabenin
mitotik inhibisyon etkisi yaparak sitotoksik bir etkiye sahip oldugu
sOylenebilmektedir. Test maddelerinden elde edilen sonuglara bakildiginda tiim
maddelerde ve tiim dozlarda da 6zellikle 48 saatlik maruziyette daha diisiik MI
degerlerinin elde edilmesi maddelerin siireye de bagli olarak hiicre boliinmesini
engelleyici yani sitotoksik bir etkiye sahip olduklarini disiindiirmektedir.
Maddelerimiz mitotik indeksteki azalma acisindan maruziyet siiresine de bagl
olarak butil > paraben > metil > izobutil > propil > izopropil > etil paraben gibi

sitotoksik etki siralamasina sokulabilir.

Hiicre basina diisen kromozom aberasyonlarini degerlendirdigimizde;
parabenin 24 saatte 100 pug/ml’lik dozda p < 0,05’e gore anlamli sonuglar verdigi
gorlliirken 48 saatlik maruziyette ilk ii¢c dozda bu derecede anlamli sonuglar
verdigi belirlenmistir. Diger paraben tiirevleri 24 saat icin genel olarak
incelendiginde en yiiksek ilk iki dozda farkli anlamlilik degerlerinde hiicre basina
diisen kromozom aberasyonunu arttirmistir. Bu anlamlilik i¢in metil> izopropil>

propil> etil> butil> izobutil seklinde bir siralama yapabiliriz. 48 saatlik
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maruziyette ise etil parabende istatistiki bir anlamli artig goriilmezken, Propilde
tim dozlarda 24 saate gore cok daha yiiksek anlamlilikta kromozom aberasyon
artis1 oldugu dikkat cekmektedir. Paraben 48 saatte 24 saate gore daha alt dozlarda

da anlamli sonuglar vermistir ( p<0,05).

48 saatlik maruziyet sonucunda butil parabenin sadece en yiiksek dozda
p<0,05’e¢ gore kromozom aberasyonlarinda anlamli artis yol agtigi goriiliirken,
izobutil parabenin ise doz artisina bagl olarak kromozom aberasyonundaki artis

acisindan butil parabenden daha etkili oldugu s6ylenebilir (Cizelge 3.13- 3.14.)

Izopropil paraben ise kisa siireli maruziyet olan 24 saatte doza bagl olarak
anlamli bir sekilde kromozom aberasyonunu arttirirken, uzun siireli maruziyette
sadece 50 pg/ml’lik dozda p<0,05’c gore anlamli bir artis gostermistir (Cizelge
3.12.).
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Sekil 3.33. Kromatid kirig1 (1000x)
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Sekil 3.34. Kromatid kirig1 (1000x)

Sekil 3.35. Kromatid kirigi (1000X)
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Sekil 3.36. Disentrik kromozom (1000x)

Sekil 3.37. Disentrik kromozom (1000x)
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Sekil 3.38. Sister union (1000x)

Sekil 3.39. Kromozom kirigi (1000x)
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Sekil 3.40. Kromozom kirig: (1000x)

Sekil 3.41. Halka (ring) kromozom (1000x)
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Sekil 3.42. Sister Union (1000x)

3.4. Paraben ve Tiirevlerinin Kardes Kromatid Degisimi (SCE) ve
Replikasyon Indeksi (RI) Uzerine Etkileri

Yapilmis olan deneysel ¢aligmalardan elde edilen veriler olan hiicre basina
diisen SCE degerlerinin yiizdesi ve replikasyon indeksi degerlerinin istatistiksel
sonuglar1 tiim maddelerin 24 ve 48 saatlik maruziyetleri ile birlikte ¢izelgeler ve
sekiller halinde verilmistir (Cizelge 15-21) (Sekil 3.43-3.60)

Sonuglart inceledigimizde; test maddelerinin 24 ve 48 saatlik siirelerde
hiicreler iizerinde replikasyon indeks degerlerinde doza ve siireye bagli olarak
anlamli distislere sebep oldugu goriilmektedir. Bu durum maddelerimizin hiicre
siklusunda sentez sathasinda etki gostererek sitotoksik etkili olabileceklerini
diistindiirmektedir. Hiicrelerde gozlenen toplam kardes kromatid degisimlerinin
anlamliligimi inceledigimizde; 24 saatlik maruziyette paraben’in 50 pg/ml’lik
dozu, metil parabenin 100 ve 50 pg/ml’lik dozlari, etil parabenin 25 pg/ml,
izobutil parabenin ise en yiiksek ve en diisiik dozlar1 olan 100 ve 10 pg/ml’lik
dozlarinda toplam SCE sayisinda istatistiki bir anlamlilik oldugu goriilmiistiir.
Propil, izopropil ve butil paraben ise kardes kromatid degisim frekansi agisindan

anlamsiz bulunmustur. 48 saatlik maruziyette ise paraben disindaki diger
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maddelerin farkli dozlarinda anlamli degerlere rastlanmistir. Metil 25 pg/ml, etil

100, 50 pg/ml, propil 25 pg/ml, izopropil 100 pg/ml, butil 100, 50, 25 pg/ml ve

izobutil parabende 100 pg/ml’lik dozda anlamli sonuglar elde edilmistir.

Cizelge 3.15. Parabenin 24 ve 48 saatlik maruziyette lenfosit hiicreleri iizerinde

diisen SCE frekansi ve replikasyon indeksi degerlerine etkileri

hiicre basina

RI+SD
Madde Siire Doz Hiicre Sayis1 | SCE/Hiicre+SD | (replikasyon
(saat) (ng/ml) (%) indeksi+SD )
Spontan - 50 4,25+0,35 2,70+0,28
DMSO 20ul 50 5,75+0,35 2,20+0,07
MMC 0,3 50 41,042,82%** 1,90+0,14*
24 50 50 7,75+0,70 1,65+0,14**
Paraben 100 50 9,50+2,47 1,68+0,50**
250 50 6,87+3,71 1,854+0,07*
500 50 6,37+0,88 1,834+0,09*
Spontan - 50 4,25+0,35 2,70+0,28
DMSO 20ul 50 6,75+0,35 2,37+0,10
MMC 0,3 50 47,0£3,53*** 1,70+0,07***
48 50 50 6,00+1,06 1,65+0,07%**
100 50 6,87+3,00 1,45+0,07***
Paraben 250 50 5,50+0,00 1,56+0,00%**
500 50 6,87+0,88 1,60+0,14***

MMC: Mitomisin-c(Pozitif Kontrol), DMSO: Dimetilsiilfoksit (Negatif Kontrol), CBPI: Hiicre
Proliferasyon Indeksi = SD: Standart Sapma Degerleri, * , **, *** P<0,05; 0,01; 0,001 (Dunnett-t

test)

Paraben SCE sayisinda artista herhangi bir etki gostermezken, replikasyon

indeksindeki disiiste kontrol gruplariyla karsilastirildiginda istatistiksel agidan

anlamli sonuglar vermekte, bu anlamlilik degeri 48 saatlik maruziyette daha

yiiksek olmaktadir (P<0.001).
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Cizelge 3.16. Metil parabenin 24 ve 48 saatlik maruziyette lenfosit hiicreleri iizerinde hiicre

bagina diisen SCE frekans1 ve replikasyon indeksi degerlerine etkileri

RI£SD
Madde Siire Doz Hiicre Sayis1 | SCE/Hiicre+SD | (replikasyon
(saat) (ng/ml) (%) indeksi+SD )
Spontan - 50 4,25+0,35 2,70+0,28
DMSO 20ul 50 5,75+0,35 2,20+0,07
MMC 0,3 50 41,0£2,82*** 1,9040,14*
24 10 50 8,12+1,23 2,55+0,07
Metil paraben 25 50 10,12+3,71 2,11£0,01*
50 50 11,25+0,70* 1,77+0,17**
100 50 13,25+1,06** 1,82+0,17**
Spontan - 50 4,25+0,35 2,70+0,28
DMSO 20ul 50 6,75+0,35 2,37+0,10
MMC 0,3 50 47,0£3,53*** 1,70+£0,07***
48 10 50 8,3740,53 2,3120,09
25 50 10,87+0,88 1,85+0,07**
Metil paraben 50 50 16,87+4,77** 1,65+0,07***
100 50 12,50+2,12* 1,65+0,14%**

MMC: Mitomisin-c(Pozitif Kontrol), DMSO: Dimetilsiilfoksit (Negatif Kontrol), CBPI: Hiicre
Proliferasyon Indeksi + SD: Standart Sapma Degerleri, * , **, *** P<0,05; 0,01; 0,001 (Dunnett-t

test)

Metil parabenin SCE sayisindaki artis1 24 ve 48 saatlik maruziyette en

diisiik doz disinda tiim dozlarda anlamli sekilde arttirdigi goriilmektedir.

Replikasyon indeks degerleri ise 48 saatlik maruziyet siiresinde daha yiiksek

anlamlilikta olmak iizere her iki maruziyet siiresinde de ilk ii¢c dozda anlamli bir

sekilde diismiistiir.
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Cizelge 3.17. Etil parabenin 24 ve 48 saatlik maruziyette lenfosit hiicreleri lizerinde hiicre bagina

diisen SCE frekans1 ve replikasyon indeksi degerlerine etkileri

RI+SD
Madde Siire Doz Hiicre Sayis1 | SCE/Hiicre+SD | (replikasyon
(saat) (ng/ml) (%) indeksi+SD )
Spontan - 50 4,25+0,35 2,70+0,28
DMSO 20ul 50 5,75+0,35 2,20+0,07
MMC 0,3 50 41,0£2,82*** 1,90+0,14*
24 10 50 10,50+2,12* 2,42+0,10*
Etil paraben 25 50 13,62+0,53** 1,90+0,14**
50 50 11,50+£2,47* 1,93+0,04**
100 50 15,6+1,59** 1,70+£0,07***
Spontan - 50 4,25+0,35 2,70+0,28
DMSO 20ul 50 6,75+0,35 2,37+0,10
MMC 0,3 50 47,0£3,53*** 1,70+£0,07***
48 10 50 11,62+1,59* 2,30+0,14
25 50 13,37+£2,65** 1,95+0,07**
Etil paraben 50 50 15,75+£0,70** 1,69+0,07***
100 50 17,75+£0,35*** 1,70+0,14***

MMC: Mitomisin-c(Pozitif Kontrol), DMSO: Dimetilsiilfoksit (Negatif Kontrol), CBPI: Hiicre
Proliferasyon Indeksi = SD: Standart Sapma Degerleri, * , **, *** P<0,05; 0,01; 0,001 (Dunnett-t

test)

Etil paraben her iki maruziyet siiresinde SCE frekansini metil parabene

gore tiim dozlarda arttirmistir. Replikasyon indeks degelerinde ise anlaml

diistisler goriilmiistiir.
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Cizelge 3.18. Propil parabenin 24 ve 48 saatlik maruziyette lenfosit hiicreleri iizerinde hiicre

bagina diisen SCE frekansi1 ve replikasyon indeksi degerlerine etkileri

RI+SD
Madde Siire Doz Hiicre Sayis1 | SCE/Hiicre+SD | (replikasyon
(saat) (ng/ml) (%) indeksi+SD )
Spontan - 50 4,25+0,35 2,70+0,28
DMSO 20ul 50 5,75+0,35 2,20+0,07
MMC 0,3 50 41,042,82%** 1,90+0,14*
24 10 50 11,0+1,06 2,45+0,07
Propil paraben 25 50 11,75+3,18 2,34+0,22
50 50 12,5043,18 2,13+0,32
100 50 12,50+4,24 1,62+0,17**
Spontan - 50 4,25+0,35 2,70+0,28
DMSO 20ul 50 6,75+0,35 2,37+0,10
MMC 0,3 50 47,0£3,53*** 1,70+£0,07***
48 10 50 10,62+3,35 2,29+0,01
25 50 16,0+£1,06* 2,17+0,24
Propil paraben 50 50 12,37+4,77 1,97+0,31*
100 50 14,62+5,48 1,48+0,25**

MMC: Mitomisin-c(Pozitif Kontrol), DMSO: Dimetilsiilfoksit (Negatif Kontrol), CBPI: Hiicre
Proliferasyon Indeksi = SD: Standart Sapma Degerleri, * , **, *** P<0,05; 0,01; 0,001 (Dunnett-t
test)

Propil paraben SCE sayisinda anlaml bir artig1 24 saatte gostermezken, 48
saatte sadece 25 pg/ml’lik dozda gdstermistir. Replikasyon indeks degeleri ise 24
saatte en yiiksek dozda, 48 saatte 100 ve 50 ng/ml’lik dozlarda diisiis gostermistir.
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Cizelge 3.19. izopropil parabenin 24 ve 48 saatlik maruziyette lenfosit hiicreleri iizerinde hiicre

bagina diisen SCE frekans1 ve replikasyon indeksi degerlerine etkileri

RI+SD
Madde Sire poz Hiicre Sayis1 | SCE/Hiicre+SD (replikasyon
(saat) (ng/ml)
(%) indeksi=SD )
Spontan - 50 4,25+0,35 2,70+0,28
DMSO 20ul 50 5,75+0,35 2,20+0,07
MMC 0,3 50 41,042,82%** 1,90+0,14*
24 10 50 7,87+2,65* 2,20+0,14
izopropil paraben 25 50 11,12+3,35* 1,98+0,25
50 50 13,8740,88** 2,19+0,01
100 50 15,6241,59** 1,78+0,39*
Spontan - 50 4,25+0,35 2,70+0,28
DMSO 20ul 50 6,75+0,35 2,37+0,10
MMC 0,3 50 47,0£3,53*** 1,70+£0,07***
48 10 50 7,62+0,88 2,02+0,31%
25 50 8,37+2,65 1,90+0,00**
Izopropil paraben 50 50 12,87£1,94** 2,05+0,07*
100 50 13,50£0,35** 1,56+0,12**

MMC: Mitomisin-c(Pozitif Kontrol), DMSO: Dimetilsiilfoksit (Negatif Kontrol), CBPI: Hiicre
Proliferasyon Indeksi = SD: Standart Sapma Degerleri, * , **, *** P<0,05; 0,01; 0,001 (Dunnett-t

test)

Izopropil parabenin hiicreler iizerinde gosterdigi sitotoksik etki 48 saatlik

maruziyette anlamlilik gosterirken; kardes kromatid degisimi iizerinde doz ve

slireden bagimsiz olarak farkli anlamliliklar gostermektedir.
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Cizelge 3.20. Butil parabenin 24 ve 48 saatlik maruziyette lenfosit hiicreleri lizerinde hiicre

bagina diisen SCE frekans1 ve replikasyon indeksi degerlerine etkileri

RI+SD
Madde Siire Doz Hiicre Sayis1 | SCE/Hiicre+SD | (replikasyon
(saat) (ng/ml) (%) indeksi+SD )
Spontan - 50 4,25+0,35 2,70+0,28
DMSO 20ul 50 5,75+0,35 2,20+0,07
MMC 0,3 50 41,042,82%** 1,90+0,14*
24 10 50 16,6242,65** 2,37+0,03
Butil paraben 25 50 17,50+3,18** 2,00+0,00
50 50 19,8742,65** 1,79+0,62*
100 50 23,0£3,53*** 1,324+0,10**
Spontan - 50 4,25+0,35 2,70+0,28
DMSO 20ul 50 6,75+0,35 2,37+0,10
MMC 0,3 50 47,0£3,53*** 1,70+£0,07***
48 10 50 14,8741,94** 2,25+0,35
25 50 18,62+0,53*** 2,10+0,00
Butil paraben 50 50 22,50+0,35%** 1,52+0,53**
100 50 26,25+1,76*** 1,20+0,00**

MMC: Mitomisin-c(Pozitif Kontrol), DMSO: Dimetilsiilfoksit (Negatif Kontrol), CBPI: Hiicre
Proliferasyon Indeksi = SD: Standart Sapma Degerleri, * , **, *** P<0,05; 0,01; 0,001 (Dunnett-t

test)

Butil parabenin SCE frekansi lizerindeki etkisinin diger maddelere gore

tim doz ve siirelerde yiiksek anlamlilikta oldugu goriilmektedir. Replikasyon

indeksi tizerinde ise her iki maruziyet siiresinde de sadece en yliksek iki dozda

anlamli sonuglar elde edilmistir.
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Cizelge 3.21. izobutil parabenin 24 ve 48 saatlik maruziyette lenfosit hiicreleri {izerinde hiicre

bagina diisen SCE frekans1 ve replikasyon indeksi degerlerine etkileri

RI+SD
Madde Siire Doz Hiicre Sayis1 | SCE/Hiicre+SD | (replikasyon
(saat) (ng/ml) (%) indeksi+SD )
Spontan - 50 4,25+0,35 2,70+0,28
DMSO 20ul 50 5,75+0,35 2,20+0,07
MMC 0,3 50 41,042,82%** 1,90+0,14*
24 10 50 10,37+0,53* 2,67+0,03
izobutil paraben 25 50 10,50+2,47* 2,35+0,00
50 50 12,50+£2,82** 2,10+0,07
100 50 15,25+1,41** 1,60+0,14**
Spontan - 50 4,25+0,35 2,70+0,28
DMSO 20ul 50 6,75+0,35 2,37+0,10
MMC 0,3 50 47,0£3,53*** 1,70+£0,07***
48 10 50 8,75+0,35 2,67+0,17
25 50 12,12£1,23** 2,22+0,03
Izobutil paraben 50 50 15,12+1,59*** 1,85+0,14**
100 50 16,25+1,41*** 1,43+0,16***

MMC: Mitomisin-c(Pozitif Kontrol), DMSO: Dimetilsiilfoksit (Negatif Kontrol), CBPI: Hiicre
Proliferasyon Indeksi = SD: Standart Sapma Degerleri, * , **, *** P<0,05; 0,01; 0,001 (Dunnett-t

test)

Izobutil paraben de doz ve siireye bagli olarak SCE frekansinda anlaml

artiglara sebep olurken, replikasyon indeks degerlerinde doz ve siireye bagli olarak

farkli anlamlilikta sonuglar vermistir. Hiicreler iizerindeki sitotoksik etkisi doza ve

siireye bagli olmustur.
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Sekil 3.57. Kardes kromatid degisimleri gozlenen metafaz hiicreleri (1000x)

Sekil 3.58. Kardes kromatid degisimleri g6zlenen metafaz hiicreleri (1000x)
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Sekil 3.59. Kardes kromatid degisimleri gozlenen metafaz hiicreleri (1000x)

Sekil 3.60. Kardes kromatid degisimleri gézlenen metafaz hiicreleri (1000x)
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4. TARTISMA-SONUC

Glinlimiizde insanlarin giinlilk yasamlarinda ve c¢alisma kosullarinda
genotoksik ajanlara, mutajenik ve Kkarsinojenik maddelere maruz kalmadan
yasamalar1 pek miimkiin olmamaktadir. Gelisen teknoloji ile de birlikte iiretilen
ilaglar, yeni kimyasal maddeler, gida katki maddeleri, tarimda kullanilan kimyasal
bilesikler canlilarin genetik yapisin1 etkileyici potansiyele sahiptirler. Bu
potansiyel riskin arastirilmasinda da ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Genetik
materyalde olusan hasari1 kromozom diizeyinde tespit etmemizi saglayan ve ¢ok
yaygin olarak kullanilan yontemler arasinda, kimyasal maddelerin insan kan
lenfositlerindeki etkilerini aragtirmakta kullanilan kromozom aberasyonu (CA),
kardes kromatid degisimi (SCE) ve sitokinezi bloke edilmis mikroniikleus
yontemi (CBMN) gibi diinya genelinde kabul gormiis test sistemleri
bulunmaktadir (Meng ve Zhang 1992).

Son yillarda ilag, gida, kozmetik endiistrisinde kullanilan her kimyasalin
insan sagligi ve g¢evreye olan etkisi farkli test sistemleri ile ayrintili olarak
incelenmekte, insan sagligi ve cevre ilizerinde kabul edilemez Olgiide risk

tasiyanlarin kullanimina izin verilmemektedir (Beier 1990; Sarikaya 2005).

Bu tez calismasinda gida, ilag ve kozmetik sektorii gibi ¢esitli alanlarda
yaygin olarak kullanilan baz1 koruyucu katki maddelerinin insanlarda herhangi bir
genotoksik etkiye sahip olup olmadiginin insan periferal lenfositlerinde
kromozom anormalliklerini (CA), kardes kromatid degisimini (SCE), iki
nukleuslu hiicrelerde mikronukleus olusumunu (MN) artirip artirmadigi

arastirilarak anlasilmaya calisilmistir.

Kullandigimiz test maddelerinden paraben ve tiirevleriyle ilgili simdiye
kadar yapilmis cesitli calismalar mevcut olup bu calismalar daha ¢ok bu katki
maddelerinin Ostrojenik ve farkli hiicre hatlarinda sitotoksik potansiyellini
belirlemeye yoneliktir. Ornegin, bir calismada bazi paraben kombinasyonlarinin
ostrojenik etkisi MCF-7 hiicreleri lizerinde Ostrojen reseptor bagimli proliferasyon
testi ile incelenmistir. Sonug¢ olarak, parabenlerin ER’ye bagimli Ostrojenik
etkisinin oldugu ve bazi paraben kombinasyonlarinin hiicre i¢i sinyal yolaginda

gen ekpresyonunu etkileyebilecegi rapor edilmistir (Okuba ve ark. 2001).
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Diger bir calismada, propil parabenin, memeli hiicreleri iizerindeki
sitotoksik ve genotoksik etkisi incelenmistir. Hiicre proliferasyonunda doza bagh
olarak azalmaya, sitotoksik olarak da DNA’da cift iplik kiriklar1 ve oksidatif
hasara sebep oldugu rapor edilmistir. Parabenlerin genotoksik etkisi iizerine
memeli hiicrelerinde daha fazla calisma yapilmasinin gerekli oldugu iizerinde

durulmustur (Martin ve ark. 2010).

Parabenlerin mutajenik etkisi ile ilgili bir ¢alismada, Propil parabenin
mutajenik etkisini incelemek igin yapilan AMES testinde 10-2000 pg/plaka’lik
dozda S9 varligi ve yoklugunda bu katki maddesinin nonmutajenik oldugu

goriilmustiir (McCann ve ark. 1975).

Propyl parabenin hepatosit hiicrelerinde sitotoksik etkisi arastirilmis ve
0,2-2,0 mM dozlarda propyl parabenin hiicrelerin dliimiine yol agtig1, sitotoksik
etkili oldugu gorilmiistiir (Nakagawa ve Moldeus 1998).Yapilmis bir paraben
calismasinda (propyl) hela hiicreleri ile yapilan sitotoksisite caligmasinda, 0,22

mM dozun IC50 degeri oldugu anlasilmistir ( Sheu ve ark. 1975).

Parabenlerin 0Ostrojenik aktivitesine bagli olarak yapilmis olan bir
calismada, kanser hiicreleri iizerindeki sitotoksik etki sonuglarina gore; (1-
2)x10~* M konsantrasyonlarda biitil ve propil parabenin akciger kanser hiicrelerini
oldiirdiigi, etil ve metil parabenin ise sahip olduklar1 alkil grubuna bagl olarak
10 M konsantrasyonda bu hiicreler iizerinde daha diisiik toksik etki gosterdigi
goriilmistir (Byford ve ark. 2002). Yapilmis olan bu ¢alismada kullanilan dozlar
ve sitotoksik etki dilizeyr bizim calismamizda kullandigimiz paraben ve
tirevlerinin etkilerini destekler niteliktedir, ¢linkii bizde de butil parabenin en

etkili madde oldugu yapmis oldugumuz testlerle belirlenmistir.

Parabenlerin si¢anlarda yapilan bir calismada ise bir dizi Ostrojenik

aktiviteye sahip olduklar1 Routledge ve ark. (1998) tarafindan rapor edilmistir.

Propil paraben ve biitil paraben ile yapilan calismalarda geng erkek
sicanlarda diisiik epididim ve seminal vezikiil agirligina, diisiik sperm tiretimi ve
testosteron diizeyi gibi olumsuz iireme etkilerine bu maddelerin neden olabilecegi

belirtilmistir (Oishi 2001, 2002).
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17 paraben tilirevinin Ostrojenik aktivitesinin arastirildigi bir calismada
parabenlerin ¢ogunun ¢in hamster ovaryum hiicrelerinde (CHO-K1) &strojenik
etkiyi indiikledigi ve 6zellikle butil parabende fare karaciger enzimlerinde 6nemli
derecede azalmaya yol agtig1 belirlenmistir. Ayrica 6strojenik aktivitenin de alkil

gruplartyla baglantili oldugu sonucuna varilmistir (Watanabe ve ark. 2013).

Genel olarak katki maddelerinin insanlar tizerindeki genotoksik, sitotoksik
etkilerini incelemekte lenfosit hiicreleri tercih edilmekte ve bu alanda da bizim de
tez calismasinda kullandigimiz test ydntemleri uygulanmaktadir. Ornegin,
yapilmis bir gida katkist ¢alismasinda bu maddenin uzun vadede insanlar
tizerindeki genotoksik ve sitotoksik etkileri bizim de kullanmig oldugumuz 3 test
sistemi ile incelenmistir. Test sonuglarina gére bu maddenin her g test sisteminde
de istatistiki olarak anlamli artisa yol agtigi ve hiicreler lizerinde genotoksik etkili

oldugu goriilmiistiir (Y1lmaz 2008).

Tez siireci boyunca yapilan deney sonuglarini inceledigimizde paraben ve
tiirevlerinin genel olarak tiim doz ve maruziyet siirelerinde CBMN testinde hiicre
proliferasyon indeksini diisiirdiigii, CA testi sonuglarina gore de mitotik indeks
degerlerinde de doza da bagl olarak istatistiki olarak anlamli diisiisler oldugu
belirlenmistir. Bu agidan bu katki maddelerinin sitotoksik potansiyele sahip

oldugu sonucuna varilabilmektedir.

CBMN testi hiicre proliferasyon indeksi degerlerini inceledigimizde
paraben ve tiirevlerinin, spontan ve negatif kontrol grubuyla karsilastirildiginda
lenfosit hiicreleri tiizerinde sitotoksik etkili oldugu, mikronukleus sayilari
acisindan degerlendirdigimizde 24 saatlik maruziyette paraben ve tiirevlerinin
ozellikle yliksek dozlarda MN sayisinda artisa yol acgtifi, bu artisin 48 saatlik
maruziyette daha da arttif1 ve daha alt dozlarda da goriildiigii ve istatistiksel
acidan da degerlendirildiginde bu sonuglarin anlamh ¢iktig1 goriilmektedir. Sonug
olarak paraben ve tlirevlerinin lenfosit hiicreleri lizerinde doza ve siireye bagl

olarak genotoksik etkili oldugu sonucuna varabiliriz.

Farkli hiicre kiiltlirleri iizerinde yapilmig olan ¢aligmalar sitotoksik ve

genotoksik etki agisindan bizim ¢alismamizi destekler niteliktedir.
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Ornegin, Parabenlerden propil parabenin bulundugu bir calismada kullanilan
doz araliklar ve sitotoksik etkinin anlamli ¢iktig1 goriilmiis ve bu ¢alismanin da
bizim c¢alismamizi destekler nitelikte oldugu anlasilmistir. Calismada propil
parabenin ve butillendirilmis hidroksi anisol (BHA) denilen antioksidan katki
maddesinin maymun bobrek hiicre hattindaki sitotoksik etkileri, DNA hasar
potansiyeli, gen ekspresyon degisiklikleri arastirilmis ve bu iki katki maddesinin
de oksidatif strese bagli olarak hiicre dongiisiinii engelledigi ve DNA ¢ift zincir
kiriklarina yol actig1 goriilmiistiir. Ozellikle birlikte kullanildiklarinda tek basina
kullanimlarina gore c¢ok daha yiiksek sitotoksik etki gosterdikleri sonucuna
vartlmistir (Martin ve ark. 2014). Bu ¢alismada kullanilan dozlar 50, 200, 400 ve
500uM araliginda olup bizim kullanidigimiz dozlara yakindir ve sitotoksik etki

acisindan ¢alismada kullanidigimiz doz araliina paralellik géstermektedir.

Propyl parabenin hepatosit hiicrelerinde sitotoksik etkisinin arastirildig: bir
bagka calismada 0,2-2,0 mM (0,2 mM= 36,04 ug/ml’ye, 2 mM= 360,4 pg/ml)
dozlarda propyl parabenin hiicrelerin % 88’inin 6limiine yol agtigi, sitotoksik
etkili oldugu goriilmiistiir. izole edilmis olan rat mitokondrilerine butil parabenin
(0,05; 0,10 ve 0,25 mM [9,8; 19 ve 49 ug/ml]) dozlar1 uygulandiginda ise
dordiincii basamak oksijen tiiketim oranini artirdigit ve iiglincli basamak
oksidasyon hizini ise inhibe ettigi goriilmistiir (Nakagawa and Moldeus, 1998;
Nakagawa ve ark., 1999). Bu calisma her ne kadar lenfosit hiicreleri tizerinde
uygulanmis olmasa da sitotoksik etki agisindan degerlendirildiginde bizim
calismamiz1 destekleyicidir. Ozellikle butil parabenin kullandigimiz dozlarda doza
bagimli olarak diger maddelerden daha etkili oldugu sonucuna vardigimiz
diisiiniiliirse bu c¢alismada kullanilan dozlar da bizim c¢alismamiz ile benzer

araliklardadir.

Insan lenfosit hiicreleri ile yapilmis ve gida katki maddelerinin genotoksik
ve sitotoksik etkilerinin arastirildigi  bagska c¢alismalar da literatiirde
bulunmaktadir. Ornegin gidalarda renklendirici olarak kullanilan tartrazin,
eritrozin ve amarant’in insan lenfosit hiicreleri tizerindeki genotoksik, sitotoksik
ve sitostatik etkilerinin incelendigi bir ¢alismada, amarant’in ve eritrozin’in en
yiiksek dozda yiiksek genotoksik, sitotoksik ve sitostatik etkilerinin oldugu

goriillirken, tartrazainin de farkli konsantrasyonlarda sitotoksik ve sitostatik etkiye
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sahip iken herhangi bir genotoksik etkisinin olmadig1 belirlenmistir. Elde edilen
veriler 1s1ginda bu gida renklendirici katki maddelerinin lenfosit hiicreleri
lizerinde potansiyel toksik etkiye sahip olduklar1 sonucuna ulasilmistir
(Mpountoukas ve ark. 2010). Bu ¢alisma da 6zellikle yiiksek dozlarda paraben ve
tirevlerinde  goriilen  sitotoksik ~ ve  genotoksik  potansiyel  acidan

degerlendirildiginde bizim ¢alismamizla paralellik gostermektedir diyebiliriz.

Gidalarda tatlandirict oalrak kullanilan aspartam maddesiyle ilgili olarak
Renciizogullar1 ve ark. (2004) ‘nin yaptig1 calismada, 500, 1000 ve 2000 pg/ml
aspartam ile 24 ve 48 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
aspartam’in SCE olusumunu indiiklemezken, hem CA hem de MN sayisin
artirdig1 ve sitotoksik bir etkiye sahip oldugu saptanmislardir. Bu ¢alisma da
bizim ¢alismamiza benzer sonuglara sahip olup, SCE’de etkili olup da CA’ da etki
gostermeyen ya da MN’de herhangi bir etki gostermeyen dozlarin CA’da etkili
oldugu goriilmiistiir.

Hiicre siklusunda metafaz evresindeki hiicre yilizdesini veren MI’ in
azalmasi hiicre siklusu ilerlemesinin inhibe edildigini veya proliferatif
kapasitedeki kaybi gostermektedir. Herhangi bir kimyasal veya fiziksel etkenin,
hiicre dongiisiinlin engellenmesi sebebiyle hiicrenin mitoza gegememesi, ATP
seviyesinin diismesi ve enerji liretim merkezinin zorlanmasi, hiicre dongiisiine
0zgii proteinlerin/enzimlerin inhibisyonu ile DNA sentezinin inhibisyonu veya
1g ipliklerinin olusumlarmin inhibisyonu seklindeki, antimitotik aktivitesi

sonucu mitotik indekste diisiisler gézlenebilir (Yiizbasioglu ve ark. 2006).

Mitotik indeks degerleri karsilastirildiginda paraben ve tiirevlerinin tim
dozlarda ve maruziyet siirelerinde metafaza giren hiicre sayisin1 énemli oranda
azaltarak lenfosit hiicreleri iizerinde sitotoksik etki gosterdigini sdyleyebiliriz.
SCE testinde belirlenen hiicre proliferasyon (replikasyon) indeks degerlerindeki
diistisler i1le CA testi sonuglarina gore belirlenen mitotik indeks degerlerindeki
azaliglar istatistiki olarak anlamli olup maddelerin lenfosit hiicreleri {izerinde
onemli derecede sitotoksik etkili olduguna isaret etmektedir. Bu agidan her iki test

sisteminde de maddeler sitotoksik etki acidan birbirlerini destekler niteliktedir.
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Mitotik indeksin doz ve siireye bagli olarak azaldig: ilaglarla ilgili baska
calismalar da mevcuttur. Viral enfeksiyonlar ve bazi tiimdrlerin tedavisinde
kullanilan bir kanser ilac1 olan gemcitamine, insan periferal lenfositlerinde tim
dozlarda mitotik indeksi anlamh diizeyde diisiirerek sitotoksik etki gostermistir

(Aydemir ve ark. 2005).

Bu tez ¢aligmasmin genotoksik analiz kisminda kullanilan diger bir test
olan kromozom aberasyon (CA) testi mutajen ve kanserojenlerin insanlar
tizerindeki, genotoksik risklerini belirlemede kullanilan en hassas yontemlerden
biridir. Kromozom aberasyonlar1 DNA diizeyindeki zararin bir sonucu olarak
ortaya ¢ikmakta ve CA’daki artig klastojenitenin bir gostergesi olup, bu durum

baz1 genetik hastaliklar1 ve kanser riskini artirmaktadir.

Paraben ve tlirevlerindeki kromozomal aberasyonlari inceledigimizde
genel olarak degerlendirildiginde tiim test maddelerinin  kromozomal
aberasyonlarda artisa sebep oldugu ve en ¢ok goriilen aberasyonun kromatid
kiriklar1 oldugunu sdyleyebiliriz. Kromozom aberasyonlarinda goriilen bu artis
maddelerin lenfosit hiicreleri {izerinde klastojenik etkisinin bir sonucudur. Bu
sonuglar degerlendirildiginde yiiksek konsantrasyonlardaki madde muamelesinin
insan periferik kan kiiltirinde CA frekansin1 anlamli olarak arttirabilecegini

diistindiirmektedir.

Lenfosit hiicrelerinde mikronukleus olusumu klastojenik veya aneujenik
nedenli olabilmektedir. CA testinde kullanilan konsantrasyonlarda goriilen
klastojenik etki, MN testinde goriilen MN sayisi ile baglantili olarak hem
aneugenik hem de klastojenik etki testlerin sonuglarinin birbiriyle uyumlu

olduguna isaret etmektedir.

Tez ¢aligmasinda kullanilan diger bir yontem de kardes kromatid degisimi
(SCE) olup, SCE ¢ogalan hiicrelerde spontan olarak da meydana gelebildigi gibi,
cesitli fiziksel ve kimyasal ajanlarin DNA’da meydana getirdigi, replikasyon
sirasinda onarilamayan hatalar sonucu da meydana gelebilmektedir. SCE
sitogenetik ¢aligmalarda genotoksik ajanlara maruziyetin ve klastojenik etkinin bir
gostergesi olarak bilinen cok hassas biyolojik bir indikatordiir. Bir kimyasalin

SCE frekansinda artisa neden olmasi, onun replikasyon mekanizmasini
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etkileyerek DNA hasar1 olusturabildiginin gostergesidir. DNA’nin hasarina neden
olan pek c¢ok ajanin SCE sikligini artirdigi bilinmektedir. Bu nedenle pek c¢ok
mutajen ya da karsinojen Ozellige sahip faktorlerin belirlenmesinde duyarl bir
parametre olarak kabul edilmektedir. Incelenen test maddelerinin DNA
replikasyonu {izerindeki etkisi replikasyon indeksinin (RI) (Proliferasyon

indeksi=PI) saptanmasi yoluyla bulunmustur.

SCE testi sonu¢larimiza gére maddelerimiz replikasyon indeks degerlerini
doza ve siireye bagl olarak diisiirmekte ve bu diisiise bagh olarak maddelerin
replikasyon silirecini  baskilayarak onemli derecede etki gosterdikleri
goriilmektedir. Hiicre basina diisen SCE sayisinda da paraben ve propil paraben
disinda tiim paraben tiirevlerinde doza bagli olarak Onemli derecede artis
goriilmektedir. Calismamizda test ettigimiz farkli konsantrasyonlardaki paraben
ve tlirevleri tarafindan indiiklenen SCE frekansindaki anlamli artig bu
kimyasallarin hiicresel DNA replikasyonu ile etkilesime girdigini ve DNA
hasarina yol agtigin1 gostermektedir. Sonug olarak hem SCE artisi hem de RI
azalis1 bu maddelerin sitotoksik ve genotoksik potansiyellerine isaret etmektedir.
Test maddelerimizle ilgili lenfosit hiicreleri iizerinde yapilmis bir g¢aligma
bulunmamakla birlikte farkli katki maddeleriyle ilgili SCE testi ile yapilmis

caligmalar ise literatiirde mevcuttur.

Gida katki maddesi olarak kullanilan potasyum sorbatin genotoksik etkileri
insan lenfosit hiicre kiiltiirii tizerinde (125, 250, 500 ve 1000 pg/ml’lik dozlarda)
bizim c¢alistigimiz testlerden olan kromozom aberasyonu, kardes kromatid
degisimi, mikronukleus testi ile ¢alisilmistir. Ayrica DNA hasar tespiti comet
testiyle de desteklenmistir. Kromozom aberasyonlarinin, kardes kromatid
degisimlerinin ve mikronukleus sayisindaki istatistiki olarak anlamli sekilde artig
gosterdigli goriilmiis, comet testinde de tiim dozlarda DNA hasar1 oldugu
bildirilmistir (Mamur ve ark. 2010). Bu c¢alismadaki pozitif anlamlilik ve
genotoksik etki, katki maddeleriyle ilgili olarak birden fazla test Sisteminin
korelasyon gostermekte olduguna isaret ederken, bizim c¢alismamizda da
kullanilan bu ii¢ test yonteminin ¢alistigimiz katki maddelerinin genotoksik ve
sitotoksik potansiyellerinin belirlenmesinde birbirlerini destekleyici ozellikte

olmasi agisindan énemlidir.
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Testlerin sonuclar1 karsilastirmali olarak degerlendirildiginde, kromozom
anormalliklerindeki artisin, klastojenitenin bir gostergesi olup, bunun da genetik
hastaliklar1 ve kanser riskini attirdigi; SCE frekansinin yiiksek siklikta oldugu
hiicrelerin saptanmasinin,  mutajenik ve karsinojenik ajanlarin klastojenik
potansiyelinin belirlenmesinde hassas bir  gosterge oldugu; mikronukleus
testinin de genotoksik ya da genotoksik olmayan kimyasallar1 saptamada
kullanilan bir metod oldugu dikkate alindiginda tez siiresi boyunca uygulanan
tim testlerde istatistiki olarak anlamli sonuglarin elde edilmis olmasi
kullandigimiz test maddelerinin saglikli insan lenfosit hiicreleri {izerinde
sitotoksik ve genotoksik potansiyellerinin oldugunun gostergesidir. Bu sonuglar
neticesinde test edilen tiim maddelerin uzun siireli ve yogun kullaniminin insanlar

tizerinde risk olusturabilecegini diisiinmekteyiz.
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