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OZET

PARABEN VE TUREVLERININ INSAN LENFOSIT DNA’SI UZERINDEKI
GENOTOKSIK ETKILERININ RAPD-PCR VE COMET TEKNIiKLERI iLE
ARASTIRILMASI

Giilsiim Handan SINAN
Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, 2017
Danisman: Dog¢.Dr. Berrin Ayaz TUYLU

Paraben ve esterleri ilag, gida, bakim ve kozmetik tiriinlerinde siklikla kullanilan
koruyucu katki maddeleridir. Genel olarak glvenli kabul edilen ancak ¢ok diisiik
seviyede Ostojenik etkiye sahip parabenlerin maling meme timoriinde metabolize
edilmemis halde tespit edilmesi bu maddelerin karsinojenik potansiyellerinin yeniden
degerlendirilmesi geregini ortaya koymustur.

Bu tez ¢alismasinda paraben ve esterlerinin (metil, etil, propil, izopropil, butil,
izobtil) insan lenfosit hiicrelerinin DNA’s1 lizerindeki genotoksik etkileri RAPD-PCR
ve Comet teknikleri ile arastiriimistir.

RAPD ydnteminde lenofosit kultiriinde 24 ve 48 saatlik uygulamalarda parabenin
500, 250, 100 ve 50 pg/ml ve paraben esterlerinin 100, 50, 25 ve 10 pg/ml’lik dozlar
kullanilmigtir. PCR’lar 10 niiklotitlik 3 rastgele primerle yapilmistir. Pareben esterlerine
maruz kalan gruplarin RAPD profillerinde kontrole gére polimorfik bantlar olustugu
yani bu maddelerin genomik stabiliteyi etkileyebilme potansiyelleri oldugu tespit
edilmistir. Olusan genomik instabilite yiizdesinin doz ve maruziyet stiresi ile iliskisini
hesaplayabilmek icin daha fazla primerle daha fazla ¢alisma yapilmasi 6nerilmektedir.

Comet testi icin izole lenfositler 1 saat sure ile parabenin 1000, 750, 500 ve
250ug/ml’lik; metil parabenin 750, 500, 250 ve 125 pg/ml’lik; etil parabenin 500, 250,
125 ve 50 pug/ml’lik; propil ve isopropil parabenin 250, 125, 50 ve 25 pg/ml’lik; batil ve
isobiitil parabenin ise 125, 50, 25 ve 10 pg/ml’lik dozlarina maruz birakilmistir. Comet
testinde comet kuyruk uzunlugunun doza ve alkil zincir uzunluguna bagli olarak artis

gosterdigi tespit edilmistir.

Anahtar Sozcukler: Insan lenfositleri, Parabenler, Comet testi, RAPD-PCR.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF GENOTOXIC EFFECTS OF PARABEN AND
DERIVATIVES ON HUMAN LYMPHOCYTE DNA WITH RAPD-PCR AND
COMET TECHNIQUES

Giilsiim Handan SINAN

Institute of Science and Technology
Department of Biology
Anadolu University, 2017

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Berrin Ayaz TUYLU

Paraben and paraben esters (methyl, ethyl, propyl, 1sopropyl, buthyl, 1sobuthyl)
are the additives frequently used in pharmaceuticals, foods, personal care cosmetics.
Detection of intact parabens which are generally regarded as safe but have weak
oestogenic effect, in the breast tumor necessitates the reassessment of the carcinogenic
potential of these substances.

In this study, genotoxic effects of paraben and esters (methyl, ethyl, propyl,
1sopropyl, buthyl, 1sobuthyl) of it, frequently used in foods, personal care cosmetics and
pharmaceuticals have been investigated in human peripheral blood lymphocytes by
using RAPD-PCR and comet assay.

In lymphocytes culture for 24 h and 48 h treatment periods 500, 250, 100 ve 50
pg/ml concentrations of paraben and 100, 50, 25 ve 10 pg/ml concentrations of paraben
esters were used in RAPD technique. 3 random primers consisted of 10-mer were used
in PCRs. Polymorphic bants have occured compared with control bands in RAPD
profiles of the cells treated with paraben esters. Thus, it has been determined that these
chemicals have potential for affecting genomic stability. But it is recommended that
more studies be conducted with more primers to calculate the relationship between the
percentage of genomic instability and the exposure doses and durations.

In comet assay for 1 hour treatment period 1000, 750, 500 ve 250ug/ml
concentrations of paraben; 750, 500, 250 ve 125 pg/ml concentrations of methyl p.;
500, 250, 125 ve 50 pg/ml concentrations of ethyl p.; 250, 125, 50 ve 25 pg/mi
concentrations of propyl and isopropyl p.; 50, 25 ve 10 pg/ml concentrations of buthyl
and isobuthyl paraben were used. Compared to controls, the comet tail length of treated
groups significantly increased with dose and alkyl chain length of parabens used.

Keywords: Human lymphocytes, Parabens, Comet assay, RAPD-PCR.
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1. GIRIS

Gelisen kimya endiistrisi ile birlikte yasami kolaylastirmak ve tiiketim {iriinlerinin
cazibesini artirmak amaciyla iretilen kimyasal madde miktar1 her gegcen giin
artmaktadir. Insanlar giinliik hayatlarinda ¢evresel ve/veya mesleki olarak farkli yollar
(oral, temas ve soluma gibi) ve gesitli iriinler ile (gida, kozmetik, bakim, temizlik
tirtinleri ve ilaglardaki katki maddeleri gibi) dogrudan; madencilik ve ulagim gibi

faaliyetler sonucunda da dolayli olarak binlerce kimyasala maruz kalmaktadir.

Yasam kalitesini artirmak, artan diinya niifusunun ihtiyaglarini kargilamak ve
hizlanan yasam kosullarina pratik ¢éziimler sunmak gibi iyi amaglara hizmet icin bile
olsa yogun ve bilingsiz kimyasal kullanim1 ekosistemin biitiin 6gelerini olumsuz olarak
etkileyebilmektedir. Ikinci diinya savasi sonrasinda artan diinya niifusunun beslenme
ithtiyaclarmi karsilamak {izere yogun pestisit ve kimyasal giibre kullanimi ile tarimsal
tiretimin artirildig1 hatta bu uygulamalarin yesil devrim olarak adlandirildig siire¢ buna
iyi bir drnektir. Az alanda ¢ok ve iyi tiriin tiretimi ile tarimda verimlilik arttirilmistir.
Ancak zamanla yogun ve bilingsiz kimyasal kullaniminin toprak ve su kaynaklarini
kirlettigi, ekosistemler ve insan saglhigi lizerinde olumsuz etkiler olusturdugu tespit
edilmistir. Artan DDT kullanim ile azalan yirtict kus popiilasyonu arasindaki iligki
gbzlemlenen ve daha sonra yapilan bilimsel arastirmalarla belirlenen ilk gevresel etkidir
(Carson, 2004). Sucul organizmalar iizerinde yapilan ekotoksikolojik arastirmalarda
yarilanma Omrii uzun pestisitlerin yogun biyobirikim ile beslenme zincirindeki tim
organizmalar1 etkiledigi ve sucul organizmalar i¢in de toksik etkileri oldugu tespit
edilmistir. Halk saglig1 agisindan degerlendirildiginde pestisitlerin sinir ve sindirim
sistemi Uzerinde toksik etkileri oldugu, pek ¢ok sentetik pestisitin genotoksik etkileri
oldugu da yapilan galigmalarla ortaya koyulmustur (Kamel ve Hoppin, 2004; TenBrook
vd. 2009).

Saglik Bakanlig1 tarafindan cikarilan ‘Cevresel Etkenlere Bagli Ortaya Cikan
Hastaliklar’ adli kitapta ¢evresel kimyasallarin (pestisitler, halojenli endiistriyel
kimyasallar, agir metallaer, organik ¢oztculer gibi) sinir, sindirim, bagisiklik ve tireme
sistemi tlizerindeki toksik etkileri ile bazi hastaliklarin olusum siireglerindeki rolleri
bildirilmistir. Norolojik ve nérodavranissal hastaliklar; deri; akciger; kardiyovaskuler
hastaliklar; sindirim sistemi hastaliklari; karaciger hastaliklar1 ve infertilite gibi
hastaliklarda c¢evresel ve/veya mesleki olarak maruz kalinan kimyasallarin cesitli

sekillerde etkili oldugu bildirilmistir. Bu kimyallardan bazilar1 bahsi gegen hastaliklarin
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olusumunda bizzat etkili iken bazilar1 hastaliga genetik yatkinligi olan kisilerde
hastaligr tetikleyicidir. Bazi kimyasallarin ise hastaligin prognozunun kétiye gitmesinde
etkili oldugu bildirilmistir. Kitapta yapilan literatlr arastirmasinda maruz kalinan
kimyasallar ve saghga etkileri genel olarak su sekilde 6zetlenebilir. Kursunun kafa ici
basincin artirdigi; arsenik, karbondisiilfiir, kursun ve manganezin bellek zayiflamasina;
organotin bilesiklerinin paraplejiye, karbondisilfur, manganez ve toluenin akut psikoz
ve ileri derecede duygusal instabiliteye; arsenigin duyusal gerilemeye, fosfor ve
poliklorin bifenillerin yiiksek dozlarmin hepatik nekroza; kursun, bakir, formaldehitin
hemolitik anemiye yol agtig1 bildirilmistir (Guler, 1994).

Kimyasallarin genetik materyal {lizerinde meydana getirdikleri etkiler genotoksik
etkiler olarak tanimlanir. Kromozom anormallikleri, gen mutasyonlari, DNA zincir
kiriklar1 gibi hasarlar1 kapsayan bu etkiler yaslanma, infertilite ve bazi multifaktoriyel
hastaliklara yol agmaktadir. Norodejeneratif bozukluklar olarak tanimlanan Parkinson
ve Alzheimer (Jeppesen vd., 2011); konjenital bir anomali olan noral tup defekti
(Aravinthan vd., 2012); tip 2 diyabet (Blasiak vd., 2004, EI-Wassef vd., 2012) ve kanser
(Slyskova vd., 2014) etiyolojisinde DNA hasari olan bazi hastaliklardir.

Kanser, bu hastaliklar arasinda diinyada ve iilkemizde sebebi bilinen oliimler
siralamasinda kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci sirada yer almasi ve
hastalarda artisin devam etmesi sebebiyle iizerinde ozellikle durulmasi gereken bir
hastaliktir. Saglik Bakanlig1 Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu tarafindan yapilan Ulusal
Kontrol Planinda (2013-2018) kanser artisinin benzer seviyede devam etmesi halinde
2030 yilina gelindiginde yillik 22 milyon yeni vakanin ortaya g¢ikmasi beklendigi
bildirilmistir. Sik rastlanan ve goriilme siklifi zaman iginde hizla artmakta olan bu
hastaligin tam ve etkin kontrolii ancak dinamik, ¢ok yonli, multidisipliner bilimsel
arastirma ve uygulamalarla miimkiin olabilecektir (Tlrkiye Kanser Kontrol Plani,
2013).

Kimyasal maddelerin genotoksik etkileri ile karsinojenik potansiyelleri arasinda
iliski pek ¢ok calismada incelenmis, karsinojen olan pek c¢ok bilesigin genotoksik
oldugu bulunmustur. Kanser risklerinin degerlendirmeleri agisindan ilaglar; ilag, gida
ve kozmetikte kullanilan katki maddeleri ve endiistriyel kimyasallarin insan sagligi
acisindan mutajenik ve karsinojenik etkilerinin arastirtlmasi 6nem kazanmistir (Collins,

2014).



Mutasyonlar, kromozomal anormallikler, DNA zincir kiriklar1 gibi DNA hasarlari
ve genomik kararsizlik genotoksisite degerlendirmesinde kullanilan biyobelirteclerdir.
Kimyasallarin genotoksisite potansiyellerini ve etki mekanizmalarin1 arastirmak
amaciyla gesitli in vivo ve in vitro test sistemleri gelistirilmistir. Farkli hasar tiplerini ve
hasar duzeylerini belirlemede faydali olan bu yontemeler genetik hasar ile hastaliklar
arasindaki iligkinin belirlenmesinde, kansere duyarliligin tayininde ve takibinin
yapilmasinda biyoizlem testleri olarak da kullanilmaktadir (Sekeroglu Z. ve Sekeroglu
V., 2011). Genotoksisite tespitinde bir testin tek basina yeterli olmadigi, en az iki test
olmak iizere bir seri test sisteminin kullanilmasmin daha faydali olacag: bildirilmistir
(Kramer, 1998).

Siklikla kullanilan genotoksisite testleri Salmonella testi (Ames testi),
mikrontikleus testi (MN), kardes kromatid degisimi testi (KKD), kromozom anormalligi
testi, somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART), comet ve RAPD-PCR
yontemleridir.

Bu c¢alismada genotoksisitesi degerlendirilen paraben ve tirevleri etkili
antimikrobiyal aktiviteleri ile genis iiriin yelpazesinde sik tercih edilen koruyucu katk1
maddeleridir (Soni vd., 2005). Katki maddeleri iriinlerin renk, koku ve yapilarinin
bozulmadan raf Omiirlerini uzatmak, niteliklerini korumak amaciyla eklenen
maddelerdir. Bu tanim ilag, gida ve kozmetik drunlerinde kullanilan katki maddeleri
icin gegerli bir tanimdir. Gida ve kozmetik Uriin formalasyonlari, igerdikleri mineraller,
uygun ortam asitligi ve nemi ile mikroorganizma iiremesi i¢in uygun ortamlardir.
Kozmetik ve gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilan katki maddelerinin bir sinifi
olan koruyucular, mikroorganizmalarin neden olabilecegi bozulmalardan urtnleri
koruyarak drunlerin raf dmriinii uzatan kimyasallardir (Calisir ve Caliskan, 2003).

Hazir paketli tiiketim {iriinlerinin hemen hepsinde kullanilan katki maddelerinin
giindelik yasamda maruz kalmman kimyasal miktarini artirmasi bu maddelerin insan
saghigina olas1 zararl etkileri hususundaki endiseleri de beraberinde getirmektedir.
Katki maddelerinin glivenli kullanimi i¢in c¢alisan uluslararast kuruluslar katki
maddeleri iiretim ve kullanimi ile standartlar olusturmaktadir. Yapilan ¢aligsmalardan
elde edilen bilimsel verileri 15181inda ADI (kabul edilebilir giinliik alim miktar1) degerleri
belirlenerek katki maddelerinin kontrol altinda kullanilmasiyla ilgili yasalara referans

olunmaktadir (Mpountoukas vd., 2008).



Uriinlerin raf 6mriinii uzatarak mikroorganizma kontaminasyonunu engellemek
icin uzun yillardir gilivenle kullanilan paraben ve tiirevleriyle ilgili son yillardaki
aragtirma ve tartismalar parabenlerin giivenirlik agisindan yeniden degerlendirilmesi
gerekliligini dogurmustur. Parabenlerin Ostrojenik etkisiyle ilgili kaygilar ile bazi
iilkelerde kullanimina smirlama getirilmistir. Ornegin Danimarka’da 3 yas alt1 bebek
{iriinlerinde paraben kullanimi yasaklanmistir (SCCS, 2011). Insanlarm maruz kaldig
paraben miktarlarinin 6l¢iildiigii ¢alismalarda paraben maruziyetinin arttigi yoniinde
sonuglar elde edilmistir (Pycke vd., 2015). Tim katki maddeleri gibi 6zellikle son
donemde yasanan tartigmalarla daha da popiiler olan parabenlerle ilgili kafa karigiklig
stirmekte iken bu bilesiklerin kanser olusum siireci ile yakindan iligkili genotoksik
etkilerinin de iyi degerlendirilmesi gerekmektedir. Parabenlerin ¢esitli yontemlerle
genotoksisite potansiyellerinin arastirildigi calismalar bulunmakta ve bu ¢alismalarda da
son ciimle olarak bu bilesiklerin farkli hiicre kilturleri ve yontemlerle daha detayli
arastirtlmasi tavsiye edilmektedir.

Aragtirmalarimiza gore parabenlerin insan periferal lenfositleri {izerindeki
genotoksik etkileri comet ve RAPD yontemleri ile c¢alisiimamistir. Bu c¢alismada sik
kullanilan paraben ve tiirevlerinin  (metilparaben, etilparaben, propilparaben
butilparaben, 1sopropilparaben isobutilparaben) insan lenfosit hiicrelerinde genotoksik
etkilerinin comet ve RAPD-PCR yontemleri ile degerlendirilmesi ve sonuglarin ilgili
makamlarla paylasilarak bu maddelerle ilgili diizenlemelere katki sunmasi

amagclanmustir.

1.1. Parabenler
Parabenler para-hidroksibenzoik asitin esterleridir. Bir asit katalizor varhiginda

parahidroksibenzoik asitin ilgili alkol (etanol, metanol, biitanol gibi) ile esterlesmesi
suretiyle elde edilirler ve ester gruplarina gore (etilparaben, metilparaben, butilparaben
gibi) adlandirilirlar. Saf haldeyken genelde renksiz, kokusuz, kicuk kristal tozu
seklindedirler (Soni vd., 2005).

Parabenler, membran transportuna ve mitokondriyal fonksiyon sirecine engel
olmak suretiyle antimikrobiyal etki gosterirler. Kuf, maya ve Gram (+) bakterilere karsi
cok etkili iken, Gram (-) bakterilere kars1 diisiik aktivite gostermektedirler (Itoh vd.,
2006).



Piyasada uzun yillardir islenmis pek ¢ok iiriinde koruyucu katki maddesi olarak
sentetik parabenler kullanilmaktadir. Bunula birlikte paraben ahududu, ¢ilek, bogiirtlen
ve Frenk iiziimii gibi baz1 gidalarda dogal olarak bulunmakta, baz1 meyve sularinda ve
saraplarda da dogal olarak olusabilmektedir (Labat vd., 2000).

Parabenler kokusuz ve renksizdir; kullanildiklar1 {iriinlerde de bu yonde bir
degisime sebebiyet vermezler. Kimyasal kararliligini asidik, notral ve hafif bazik pH’da
ve yiiksek sicaklikta korumaktadirlar. Gugli antimikrobiyal etkiye sahip ve diisiik
maliyetlidirler. Sistemik toksisite bakimindan giivenli kabul edilirler. Pareben ve
tirevleri tim bu avantajlariyla kozmetik, ilag ve gida sektoriinde tercih edilen etkili
birer koruyucu katki maddesi olarak kullanilmaktadirlar (Soni vd.,2002).

Kozmetik sektoriinde kisisel bakim ve temizlik Grinleri dahil (kremler, losyonlar,
nemlendiriciler, makyaj trtinleri, dis macunlari, sa¢ kremleri, banyo kopiigii, sampuan,
1slak mendiller, deodorant ve roll-on gibi) hemen her tir Grlinlin icinde paraben ve
tirevleri bulunmaktadir. Bu {irtinlerde en ¢ok tercih edilenler metil ve propil paraben
olmakla birlikte diger esterleri de preparatlarda tek tek ya da karisim olarak
kullanilmaktadir. Kullanim siklig1 ile ilgili en c¢oktan en aza sdyle bir siralama
yapilmistir; metilparaben, etilparaben, proilparaben, butilparaben ve benzilparaben
(Yazar vd., 2011).

Uriinler sag, duduk, yanak mukoza (oral, okiiler ve vajinal) ile temas eder.
Parabenler pH 4,5-7,5 arasinda stabilligini korur. Yiiksek sicaklikta da antimikrobiyal
aktivitelerini kaybetmediklerinden paraben iceren Griinler glivenle otoklavlanabilir (Itoh
vd., 2006).

llaglarda tek tek kullammindan ziyada kombinasyonlar1 tercih edilmektedir.
flaglarda en ¢ok tercih edilen paraben tiirevi ise propil parabenlerdir. 1990’larn
ortalarindan itibaren hem her tiir formulasyonda (anesteziklerde, haplarda, suruplarda,
enjekte edilen soliisyonlarda) kullanilmaktadir. Kullanilan konsantrasyon iirline gore
degisse de oran nadiren %1°1 geger (Soni vd., 2005). Goz ilaglarinda metil ve propil
paraben alerjen olarak tanimlanmis, kullanimina sinirlama getirilmistir (FDA,1996).

Son 50 yildan uzun siiredir ve artan oranlarda gidalarda koruyucu katki maddesi
olarak kullanilmaktadir. Islenmis gidalarda, yag, seker, kahve, meyve sulari, soslar,
hafif alkolli iceceklerde, kek, dondurma, krema, regel, jole, surup ve dondurulmus
gidalarda; 450 ile 2000 ppm arasinda degisen konsantrasyonlarda kullanilmaktadir.
Gida sektoriinde daha ¢ok metil ve propil paraben tercih edilmektedir (Wang vd., 2006).



Parabenlerin sudaki ¢Oziiniirligii ester grubundaki karbon sayisi ile ters
orantilidir. Antifungal etkisi alkil zincirinin uzunlugu ile dogru orantilidir. Ancak zincir
uzunlugu ¢oziiniirliigii azalttigr i¢in triinlerde daha ziyade kisa zincirli esterler tercih
edilmektedir. Parahidroksibenzoik asit esterlerinin karisim halinde kullanilmasi
durumunda karisimdaki esterlerin tek tek kullanimina kiyasla daha fazla koruyucu etki
elde edilir. (Sasseville, 2004; Cashman vd., 2005).

Maruz kalinan paraben miktar1 yas gruplarina ve yasam sekillerine gore degisiklik
gosterecektir ancak; dogal kaynaklarin yaninda tiiketilen pek ¢ok islenmis gida {iriind,
ilaclar ve kozmetik bakim- temizlik trtnleriyle birlikte gunluk paraben maruziyetinden
bahsedilebilir.

Gida Katilarinda FAO/WHO Uzmanlarindan Olusan Komite JECFA parabenler
icin ADI degerini; giinde viicut agirligi basina 0-10 mg/kg viicut agirhgi/ giin olarak
belirlemistir (Kirchhof vd., 2013).

AB direktifleri (95/2/EC) parabenlerin kozmetik {iriinlerde kullanilabilir en
yiiksek oranini paraben kombinasyonlar1 toplaminda %0,8 w/w olarak belirlemistir. Tek
ester icinse bu oran %0,4 w/w’dir. Parabenler hipoalerjenik etiketli driinlerde
bulunabilirler. Parabenlerin kullanimina izin verilen iilkelerde paraben sodyum
benzoatlarina da izin verilmistir. Heptil parabenin 12 ppm’i gecen miktarinin hafif
icecekler ve meyve igerikli gidalarda kullanimi FDA tarafinda yasaklanmistir.
Parabenler 6zellikle Gram (+) bakteriler ve bazi Gram (-) bakterilere karsi etkilidir.
FDA etil, metil, propil ve butil parabenin sentetik katki olarak gida Urlinlerinde
kullanimia 20 ppm’i asmayacak miktarlarda izin vermistir. Parabenlerin direk katki
maddesi olarak kullaniminda smir belirlenmisken, paketleme asamasinda paket ve
kutulardaki kullanimi1 gibi indirek uygulamalarda sinir koyulmadan izin verilmistir
(SCCS, 2010).

1.1.1. Absorbsiyon / metabolizma

Metil ve propil parabenin sagliga etkilerinin degerlendirildigi SCOGS (Select
Committee on GRAS Substances) raporunda, siganlarda, tavsanlarda, kopek, kedi ve
insanda bu parabenlerin gastrointestinal yolla absorplanip metabolize edildigi
bildirilmistir. Ne metil ne de propil paraben viicutta birikmez. Tamami degil ama
onemli bir kismi karaciger ve bdbreklerde metabolize edilir ve idrarla atilir. Idrarla

atilan metabolitler; p-hidroksibenzoikasit (pHBA), glisin, glukorinik asit ve pHBA’nin



konjugatlaridir. Parabenlerin metabolik akibeti ile ilgili tavsanlara tek doz gavaj yoluyla
verilen parabenin (0,4 veya 0,8 mg/kg); %39’u serbest pHBA, %22’si glokoronik asit
(%7 ester ve %15 eter olmak tizere), %15’i glisin ve %10’u ise silfiirik asit konjugatlari
seklinde atilmistir. Uriner atilim hizlidir ve 24 saat icinde parabenin %86°s1 temizlenir.
Doz arttik¢a atilim hiz1 diisecektir. Agizdan ayn1 dozlarda paraben verilen tavsanlarda,
24 saat icinde 0,2 ve 0,9 oraninda esterin degismeden atildigi goézlemlenmistir.
Parabendeki alkil zincir uzadikca pHBA’nin idararla atilim orani diiser. Genelde
paraben uygulamasindan 24 saat sonra parabenin %25-39’u pHBA, %25-29’u glisin
konjugatlar1 %10-18’i eter glukorinit, %5-8’i ester glukorinit, %7-12’si sulfat olarak
atilir. Bagka bir farmokinetik ¢aligmada kopeklere 50 mg/kg intraventz olarak; 1 g/kg
oral yolla paraben verilmistir. Paraben ve metabolitlerinin farkli saatlerde kanda ve
idrarda miktarlar1 dlgiilmiistiir. Intravendz uygulamadan kisa sure sonra kandan ana
maddeden ¢ok az1 kalmistir. pHBA kanda enjeksiyondan 6 saat sonra, oral yolla
verildikten ise 24 saat sonra tespit edilebilmistir. 100 mg/kg/giin paraben verilen
kopegin beyin, dalak ve pankreasinda saf ester tespit edilmisken, metabolitlerin 6nemli
bir kismi karaciger ve bobrektedir. Bir yillik bir ¢alismada yil boyunca her gin 1
g/kg/giin paraben verilen siganlarda yil sonunda birikmeye dair herhangi bir kanit
bulunamamistir. Siganlarla yapilan baska bir ¢aligmada, 1000 mg ester oral yolla
verilmistir. Gastrointestinal yoldan hizlica absorblanan parabenler farkli organlarda
esterazlar araciligi ile pHBA’lara hidrolizlenmistir. Uygulamadan 30 dakika sonra
idrarda paraben metabolitlerine rastlanmistir. 1,5 saat sonrasinda da metabolit atilimi
maksimuma ulagmis ve tekrar diislise ge¢mistir. Kandaki paraben konsantrasyonu ise
oldukga diisiiktiir (Boberg vd, 2009).

Aragtiricilar paraben detoksifikasyonun iki agamada oldugunu bildirmistir.

1. Parabenin hizli absorblanip atilimi (idrardan pHBA olarak).

2. Glukorinin, siilfo ve glisin konjugatlariyla metabolik detoksifikasyonu.

Erkek kedilere isaretli 1* C halkasi igeren parabenler oral yolla verilmis ve 24., 48.
ve 72. saatlerde hayvanlardan idrar ve feces toplanarak analiz yapilmistir. iki major
metabolit; pHBA ve p- hidroksipurik asit’e rastlanmigtir. Ve 24 saat i¢inde isaretli
parabenin %90’mn atildig1 gdzlenmistir. /n vitro calismalar karaciger ve bobrekteki
esterazlarin paraben hidrolizinde ¢ok etkili oldugunu gostermektedir (Soni vd., 2005).

Yapilan bir ¢alismada sigan hepatositlerinde propil paraben ve esteraz inhibitori

diazinon maruziyetinin hiicre oSliimiinii artirdigi ve hiicresel ATP ve total adenin



nikleotitinde azalmaya sebep oldugu bildirilmistir. Esteraz inhibidtrii varliginda propil
parabenin daha fazla toksik etki gostermesi kendisinin metabolitinden daha toksik
oldugunun kanitidir. Toksik etki bakimindan karsilastirma amaciyla yapilan bir
calismada biitil ve isobiitil parabenin, propil ve isopropil parabene gére daha toksik
oldugu; pHBA, etil ve metil parabenin ise propil parabenden daha az toksik oldugu
bildirilmistir. Metabolitler veya propil paraben kaynakli alkol tiirevleri ciddi bir toksik
etki gostermemektedir. Bu calismalar ayrica, parabenlerin Beta-esteraz grubu hepatik
karboksilesterazlarca enzimatik olarak hidroliz edildiklerini gostermektedir (Nakagawa
ve Moldues, 1998).

In vitro galismalar parabenlerin hidrolizinde karaciger ve bobrekteki esterazlarin
cok etkili oldugunu ortaya koymustur. Bando ve arkadaslar1 (1997) sigan derisinde
esteraz inhibitorii isoflulorofate varliginda ve yoklugunda paraben uygulamasi
yapmuslardir. Inhibitér olmadan uygulanan paraben miktarmdan %30’unun bozulmadan
kaldig1, inhibitdr varliginda ise paraben miktarinda énemli bir diislis olmadig tespit
edilmistir.

Gonualli bir insana 5 gun boyunca giin 2 g propil paraben verilmis, uygulanan
dozun %17,4’Uniin pHBA, %13,7’sinin serbest glisin, %3,7’sinin ise glisin konjugatlari
olarak atildig1 bildirilmistir. Atilan parabenin %551 siilfatla konjugedir. idrarda propil
paraben tespit edilmemistir. Diger bir ¢alismada 6 goniilliiye viicut agirliklarina gore
10-20 mg/kg olacak kadar propil paraben verilmis ve 60., 135., 225. dakikalarda
serumlarinda analiz yapilmistir. Olgiimlerde serumlarda pHBA tespit edilmis ancak
esteri bulunmamistir. pHBA nin da serumda bulunan maksimum seviyesi 4,5 pg/ml’dir
(Soni vd., 2005).

Son dénemde Darbre ve arkadaglar1 (2004) yaptig1 ¢alismada meme tiimoriinde
yaygin kullanilan 5 paraben tiirevini (metil paraben, etil paraben, propil paraben, bitil
ve isobiitil paraben) metabolize edilmemis olarak tespit etmislerdir. Bu bulgu bu
kimyasallarin kanser olusum siirecinde direk etkili olduklarin1 gostermemekle birlikte,
Ozellikle kozmetik sektorinde siklikla kullanilan bu kimyasallarin  viicutta
birikebilecegini dolaysiyla giivenlik a¢isindan yeniden degerlendirilmesi geregini ortaya
koymustur. Calisma ile ilgili 6zellikle kozmetik sektorii ile iligkili cevrelerden
calismanin kisithigr konusunda elestiriler gelmis ve bu arada paraben tiirevleri ile ilgili

yeni ¢aligmalar yapilmstir.



Cevresel paraben maruziyetinin belirlenmesi i¢in yapilan c¢aligmalarda tarim
alanlarinda, kanalizasyon sularinda, nehirlerde ve igme suyu kaynaklarinda ve hatta ev
tozlarinda dahi paraben varligi tespit edilmistir. Bu paraben kontaminasyonunda
sentetik parabenler disinda dogal diretilen (bazi bitkiler ve mikroorganizmalar
tarafindan) parabenlerin de katkisi oldugu hesaba katilmaktadir (Wang vd., 2012;
Yamamoto vd., 2011).

Insan viicuduna parabenler beslenme yoluyla agizdan ya da kullanilan kozmetik
ve bakim trunleriyle deriden girmektedir. Deri yolula alinan parabenler keratinosit
karboksilestrazlar aracilig1 ile metabolize edilip idrar ve safra yoluyla atilmaktadir. Agiz
ve damar i¢i uygulamalarla alinan parabenler ise sindirim sistemi ve karaciger
esterazlar1 ile metabolize edilmektedir. Yapilan g¢alismalarda metabolize edilmemis
paraben tlrevleri insan siitiinde, tirede, serum ve seminal sivida ve meme kanseri
hlcrelerinde tespit edilmistir (Frederiksen vd., 2011; Calafat vd., 2010).

Amerika’da yapilan bir ¢alismada bir yil iginde hastaneye verilen 2,548 idrar
ornegi HPLC yo6ntemi ile analizlenerek yaygin kullanilan 4 paraben tlrevi (metil-, etil-,
propil- ve bitil paraben) taramasi yapilmistir. Tarama sonucu idrar Orneklerinin
%99,1’inde metil paraben; %92,7’inde propil paraben; %42,4’Unde etil ve %47’sinde
biitil paraben tespit edilmistir. Orneklerde tespit edilen paraben miktarlar1 ile
parabenlerin kullanim yayginlig1 arasinda bir orant1 vardir (Calafat vd., 2010).

Parebenlerin plesantadan gegisinin degerlendirildigi bir ¢alismada gebe si¢anlara
giinliik 100, 200 ve 400 mg/kg dozlarinda deri alt1 enjeksiyonu yoluyla etil ve biitil
paraben uygulanmigtir. Sonra bu maddelerin amniyotik sivi, fetus ve maternal
serumdaki miktarlar1 belirlendiginde her ikisinin de plasentadan gectigi; etil parabenin
biitil parabene kiyasla daha fazla oranda bulundugu belirlenmistir (Frederiksen vd.,
2008).

Shanmugam ve arkadaglarmmin (2010), meme kanseri hiicrelerinde gaz
kromatografisi ve kitle spektrometresi (GC-MS) kullanarak paraben ve turevlerinin
varligin1 arastirdig1 calismada sirayla bitil paraben, etil paraben, propil paraben ve metil
paraben tespit edilmistir. En yiiksek oranda biitil paraben bulunmasi biitil parabenin
daha lipofilik bir karakterde olusu ve metil parabene gore daha az metabolize

edilebilmesi ile agiklanmistir.



TUmor dokularinda paraben konsantrasyonu tespitine yonelik bir diger ¢calismada
15 over kanseri 15 de iyi huylu over tiimorii dokularindan; kanser dokularinda daha

yuksek oranda paraben (metil ve propil paraben) tespit etmislerdir (Sajid vd., 2015).

1.1.2. Parabenlerle ilgili toksikolojik arastirmalar

Parabenlerin laboratuvar hayvanlarinda diisiik akut oral toksisite olusturdugu
rapor edilmistir. Akut toksiste olusturma potansiyeli paraben alkil zincir uzunlugu

artikca diiser. Bu diislis hidroliz zamaninin artisina baglanmistir (Darbre ve Harvey,

2008).

Olumciil dozlarda ataksi (kas kontrol kaybi1), merkezi sinin sisteminin
baskilanmast ve hizli 6lim gerceklesir. Yapilan ¢aligmalarda karisim haline paraben
uygulamasi toksisiteyi artirmamistir yani bu bilesenlerin sinerjistik toksisite
olusturmadigi gézlenmistir. Minimum letal doz (hayvanlarin %60-80’ini 6ldiiren doz) 5
g/kg olarak bulunmustur (Soni vd., 2005).

Faralere intravendz yolla verilen metil paraben icin LDsg 170 mg/kg, propil igin
LDsp ise 180 mg/kg bulunmustur. Fareler yaklasik metil parabenin 80 mg/kg dozunda,
propil parabenin ise 50 mg/kg dozunda paralize olmustur. Ayrica parabenlerin
kardiyovaskdler sistem Uzerine etkili iken merkezi sinir sistemi iizerine etkili olmadig1
goriilmiistiir (Soni vd., 2005).

Ito ve Hirose’nin (1987) propil parabenin proliferatif etkisini degerlendirdigi
caligmada 15 hamsterin diyetine %3 oraninda (yaklasik 3 g/kg/giin miktarda- 20 hafta
boyunca) propil paraben eklenmistir. Deney sonunda mikroskobik incelemelerde karin
veya karacigerde herhangi bir degisiklik saptanmamistir. Mesane epitelinde lezyon
goriilmemis ancak prolifetarif isaretleme indeksinde bir artis goriilmiistiir. Sicanlarda
hiicre ¢ogalmasinin artiginin gostergesi olan isaretleme indeksindeki artisin oldugu
bolge insanlarda bulunmamaktadir. Dolayisiyla bu sonuglarin insanlar Uzerine
yorumlanmasi bazi tartismalara neden olmustur.

Albino tavsanlarin tiraglanan sirt bolgelerine %10 metil veya propil paraben
iceren merhemler siiriilmiis, 48 saat i¢inde herhangi bir iritasyon gbzlenmemistir. 48
saat sonunda bobrek dokularina uygulanan ana maddelere rastlanmamistir. Parabenler
cesitli iritasyon teknikleriyle incelenmistir. Diliie edilmemis metil paraben orta derecede

iritasyon olustururken, belli oranlarda metil paraben i¢eren formulasyonlar boyle bir
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etkiye neden olmamuslardir. Etil paraben iritasyon olusturmaz. %0,2 propil ve %0,1
batil paraben igeren Uriin 0,1 ml’lik dozda 6 albino tavsanin genital mukozasina tek
seferlik uygulanmis, uygulamay1 izleyen 7 giinliik gézlemde herhangi bir iritasyon
olusmadig1 bildirilmistir (Soni vd., 2005).

Kronoik toksisiste arastirmasinda 50/RC/JCI fareler 102 haftalik %0,15; 0,5; 0,6
butil ve izobiitil paraben igeren bir diyete alinmig, kontrol grubuyla uygulama grubun
karsilastirildiginda karaciger ve yumusak dokuda tiimor olusumunda degisim olmadigi
tespit edilmistir. Farelerin gidalarina katilan izobiitil paraben dozlari %5 ve %10’lara
cikarilmig ilk iki haftada bu yiliksek dozlarda tim fareler OSlmistir. Histolojik
incelemelerde %1,25’ten yiiksek doza maruz birakilan farelerde, dalakta atrofi ve lenf
nodlar1 tespit edilmistir. Bu gruplara ¢ok odakli dejenerayon ve hepatik parankimde
nekrozlar gozlenirken, %0,6 izobitile maruz kalanlarda énemli bir lezyon olusmamistir
(Inai vd., 1985).

G0z icin olasi toksik etkilerin %0,1-0,8 konsantrasyon aralifinda paraben igeren
tirlinlerle arastirilmig, iirlinlerin pek c¢ogu herhangi bir iritasyon olusturmamisken,
birka¢1 minamal diizeyde iritasyona sebep olmustur (Soni vd, 2005).

25 hafta sure ile farelerin besinlerine %0,2, %1 ve %2 oranlariyla katilan
parabenler farelerde mikroskobik veya makroskobik bir degisme neden olmamistir
(Soni vd., 2005).

Bir dermal toksisite ¢alismasinda 3 ay siireyle her giin %0,2 metil ve propil
paraben igeren iiriin tavsanlarin viicut yiizeyinin %10’unu kapsayacak alana siirtilmiis
ve kalic1 hafif eritem ve orta diizeyde deri dokiilmeleri olusmustur. Yiiksek dozlarda
iritasyon artmistir. Bunu diginda hayvanlarda gida tiiketimi, viicut agirligi, hematolojik
veya biyokimyasal herhangi bir degisim olmamistir. Histolojik incelemede doza bagl
olarak ortadan agira dogru infilamasyon gézlenmistir (Soni vd., 2005).

Sicanlarla yapilan bir dermal toksisite ¢alismasinda, 133 hafta boyunca tiraslanan
arka bolgelerine giinlik 4,12 g/kg’lik doz uygulamasi sonrasinda siganlarin viicut
agirhiklarinda distis gozlemlenmis ancak bunun disinda baska toksisite belirtisi
goriilmemistir (Soni vd., 2005).

Parabeneler Ostrojenik aktiviteye sahip olup Ostrojen reseptorlerine baglanma
egilimindedir. Ancak dogal bir Ostrojen olan 17f-estradiol ile karsilastirildiginda bu
aktivitenin 1000 ila 1000 000 kat1 kadar daha diisiik oldugu ve alkil zincir uzadik¢a

Ostrojenik aktivite potansiyelinin de arttig1 bildirilmistir (Van Meeuwen vd., 2008).
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Kronik toksisitenin degerlendirildigi bir ¢alismada 24 sigan 96 hafta; 24 sican da
12 hafta boyunca %2 (bu oranin besinlerdeki yaklasik miktart; 0,9-1,2 g/kg/gin) ve
%8 (bu oraninin yaklasik miktar1 ise 5,52 g/kg/giin) metil ve propil paraben iceren
gidalarla beslenmislerdir. Haftalik degerlendirmede sicanlarin gida tiiketiminde
herhangi bir azalma gézlemlenmemistir. Deney sonunda hayvanlar 6ldiiriilmiis bobrek,
karaciger, dalak ve pankreas mikroskobik inceleme i¢in ¢ikarilmistir. Herhangi bir
toksik ize rastlanmamis, ¢alismada NOEL degeri 5,52 g/kg/gun olarak agiklanmistir
(Soni vd. 2005).

Propil ve biitil parabeninin endokrin bozucu etkilerinin belirlenmesi amaci ile
yapilan caligmalarda bu maddelere maruz birakilan erkek sicanlarda diisiikk sperm
Uretimi ve testosteron diizeyi gibi olumsuz ireme etkileri tespit edilmistir (Oishi, 2002).

Kopeklerle yapilan baska bir ¢alismada 0,5 -12 g/kg/glin doz araliginda metil ve
propil paraben iceren diyet bir yil kadar uygulanmis calisma sonrasinda bdobrek,
karaciger, dalak ve pankreasta toksik etki gdzlemlenmemistir. Propil paraben 4
g/kg/giin dozunda toksik etki gostermistir (Soni vd., 2005).

40 sigan ile 18 aylik bir ¢alismada 60’a 40 oraninda propil ve etil parabenin
sodyum tuzlar1 besinlere katilmistir. Hayvanlarin karigimdan aldiklart miktar 0,014
g/kg/giin’dir. Calismada uygulama ile birlikte hayvanlarin viicut agirliklarinda diisiisten
baska olumsuz bir etki bildirilmemistir (Soni vd., 2005).

Etilparabenin ylksek konsantrasyonunun (%1-2 oraninda) D. melanogaster’de
toksik etki gostererek hayat siirelerini kisalttigi, yumurta verimini diisiirdiigi,
erginlesebilen birey sayilarint 6nemli oranda disiirdiigii belirlenmis, %0,02’lik
etilparabenin konsantrasyonun ise 6strojenik aktivite gostererek tiretkenligi artirdig
bildirilmistir (Liu vd., 2014).

Parabenelerin endometiyum kanserindeki roliiniin arastirildigi tez c¢alismasinda;
endometriyum  kanserli  hastalarin  kanser dokularinda  belirlenen  paraben
konstantrasyonlar1 sagliklt kontrol grubuyla karsilagtirilinca anlamli derecede fazla
ciktig1 tespit edilen esterlerin 6zellilkle uzun alkil zincirli (propil, butil ve isobditil

paraben) paraben esterleri oldugu bildirilmistir (Dogan, 2016).
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1.1.3. Parabenlerin genotoksik etkileri ile ilgili yapilan ¢caliymalar

S.typhimurium’un TA100, TA98, TA1535 ve TA1537 suslartyla metil ve propil
parabenin mutajenik potansiyelinin degerlendirilmesi Ames test sistemi ile yapilmistir.
Modifiye bir Ames testinde S. typhimurium TA100 ve TA98 susu ve E. coli D-2 susu
kiltarlerin DMSO ile birlikte verilen propil parabenin S9 mix varhiginda da,
yoklugunda da TA100 susu hari¢ mutajenik etki gostermedigi tespit edilmistir (Soni,
2002).

Salmonella tpyhimurium’un TA98 ve TA100 suslar1 kullanilarak parabenin 5 -
100 pg/plak olma iizere 5 konsantrasyonun mutajen etkisinin AMES S9 (+) ve S9 (-)
testi ile degerlendirildigi tez ¢aligmasinda artan paraben konsatrasyonuna paralel olarak
mutajenite oraninin arttig tespit edilmistir (Aydogan, 2016).

Bacillus subtilis’le yapilan Rec deneyinde (indirek DNA hasar 6lcumuyle) S9 mix
varliginda ve yoklugunda sonuglar negatifken, E.coli ile yapilan Rec deneyinde ise
sonug pozitif olmustur (Morita vd., 1981).

Litton ve arkadaslar1 1974’de 3 farkli mutajenite testini konak kullanarak
yapmustir. Konakli deney 3 asamadan olusur; akut in vivo test, subkronik test ve bir in
vitro calisma. Akut testte; farelere oral yolla 0-5000 mg/kg metil paraben verildikten
sonra, farelere intraperitonal yoldan 2 ml S. typhimurium TA1530 susu ve S. cerevisiae
D-3 susu verilmis, hayvanlar 3 saat sonra oOldiirlilerek, peritonal sivi extrakti elde
edilmis ve bakteriler sayilarak mutajenite oranina bakilmistir. Metil parabenin 6nemli
oranda mutajeniteye ve rekombinasyon frekansinda artisa sebep olmadig bildirilmistir.
Subkronik testte 10 fareye 5 giin boyunca 0-3500 mg/kg metil paraben verilip, son
uygulamay1 takip eden 30 dakika i¢inde ayni bakteriler ayn1 yolla farelere verilmistir.
Sonugta gene kontrole gore 6nemli oranda mutajenite artis1 olmadig goriilmiistiir. /n
vitro ¢alismada 0-100 pg/ml metil paraben mikroorganizmalarin platelerine eklenmistir.
Inkiibasyon sonrasi mutantlarda kontrole gére artis olmamistir. Gene Litton ve
arkadaslar1 siganlarla yapilan deneyde 5 giinlik 0-5000 mg/kg arasinda degisen
dozlarda paraben uygulamalarinda siganlarin kemik iligi hicrelerinde kromozom
aberasyonu olusmadigi bildirilmistir. 5 giin icinde 5000 mg/kg doz alan si¢anlarin
kemik ligi hiicrelerinde mitozda diisiis tespit edilmis ve yliksek dozda subkronik
uygulamada metil parabenin mitoza engel olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Soni 2005).

CHO’de metil-, etil-, propil- ve bitil parben turevlerinin (24. ve 48. saatlarde)

kromozom aberasyon olusturup olusturmadigina bakilarak paraben tiirevleri icin tolere
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edilir dozlar1 hesaplanmistir. Maksimum tolere edilebilir dozlar; metil paraben igin 0,5
mg/ml, etil paraben icin 0,25 mg/ml, propil paraben i¢in 0,125 mg/ml ve butil paraben
icin 0,06 mg/ml olarak tespit edilmistir. Metil paraben hari¢ tiim parabenler poliploid
hiicre olusumunu %1- 3 arasinda degistirmistir. Alkil zincir uzadik¢a poliploid hiicre
olusum frekans1 artmustir. incelenen parabenler igine metil ve etil parabenin kontrole
gore (%15 ve %11 oranlarinda) kromozom aberasyonunu onemli oranda artirdigi
goriilmiistiir (Soni vd, 2002).

Tayama ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada CHO -K1 hcrelerinde,
propil ve bitilparaben maruziyetinin meydana getirdigi primer DNA hasar1 comet
yontemi ile tespit edilmis ayrica sitogenetik yontemlerle de bahsi gegen paraben
estrelerinin kardes kromatid degisim (SCE) ve kromozom aberasyonu (CA) frekansini
artirdig1 tespit edilmistir (Tayama vd. ,2008).

Martin ve arkadaslarinin (2010) Vero hiicre hattim1 kullanildigi ¢alismada 24
saatlik propil paraben maruziyetinin hiicre canliligindan ¢ok hiicre proliferasyonunu
etkiledigi; mitotoik hiicre yiizdesinde muamele edilen madde dozuna bagli olarak
azalma oldugu bildirilmistir. Genotoksik etkiler ise DNA’da ¢ift iplik kiriklar1 ve olusan
oksidatif hasar seklinde gézlemlenmis, diger parabenlerin genotoksik etkilerinin memeli
hiicreleriyle yapilacak daha fazla ¢aligma ile aydinlatilmasi {izerinde durulmustur.

Mekeer ve arkadaglart (2011) infertilite klinigine bagvuran hastalarda {iriner
paraben varligr ile serum horman seviyesi, semen kalitesi ve sperm DNA hasari
arasinda bir iligskiyi arastirdiklar1 epidemiyolojik ¢alismada hastalarin idrarlarinda metil,
propil ve biitil paraben tespit edilmistir. Secilen parametrelerden elde edilen sonuglarla
metil ve propil varligi arasinda anlaml bir iliski kurulamamus, bitil parabenin serum
horman seviyesi ve geleneksel semen Kkalite parametrelerine etki etmezken sperm
DNA’sinda hasar olusturdugu tespit edilmistir. Sperm DNA hasar1 comet yontemi ile
belirlenmistir.

Isirgan otunun paraben tarafindan indiiklenen genetik hasara karst koruyucu
etkisinin arastirildig1 tez ¢alismasinda parabenin 150 mg/kg dozuyla beslenen Albino
farelerde canli agirliklarda ve organ agirliklarinda istatistiksel acidan énemli bir azalma
olustugu, kromozomal anormallik ve MN sikliginda da énemli bir artisa neden oldugu
tespit edilmistir (Seven, 2015).

Etil, metil, popil ve bitil parabenin 125-1000 pg/mL araliginda dort dozunun

genotoksisite potansiyelinin degerlendirildigi tez caligmasinda; insan lenfositlerinin

14



kullanildig1 in vitro deneylerde parabenlerin kardes kromotid degisimi ve MN sikligini
istatistiki olarak 6nemsiz bir oranda artirdig1 ancak; yiiksek dozlarda istatistiki olarak
anlamli oranda sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir. In vivo ¢alismalarda Drosophila
melanogaster’de somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) yapilmig

kullanilan higbir paraben dozunun genetik hasar yol agmadigi tespit edilmistir (Ayar,
2013).

1.2. Calismada Kullanilan Genotoksisite Testleri
1.2.1. Comet testi

Tek hiicre jel elektroforezi (Single Cell Gel Electrophoresis, SCGE) veya mikrojel
elektroforezi olarak da isimlendirilen Comet Testi, primer DNA hasari tespitinde

kullanilan hizli, basit, duyarli ve yaygin kullanim alanina sahip bir yontemdir.

[lk kez Rygberg ve Johanson’m 1978’de hafif alkali kosullarda hiicreleri lize
ederek DNA zincir kiriklarini belirledikleri yontem; 1984’te Ostling ve Johanson
tarafindan noétral kosullar kullanilarak modifiye edilmistir. Yontemde incelenecek
hlcreler agar ile lam Gzerine ince bir tabaka olusturulacak sekilde yayilir ve DNA’nin
serbest kalmasimi saglayacak liziz solusyonunda bir stre bekletildikten sonra
elektroforez gergeklestirilir. Elektroforez sonrasi hiicrelerin seyrini tespit edebilmek i¢in
DNA baglayict herhangi bir floresan boya ile boyama yapilarak hiicreler floresan
mikroskobu altinda incelenir. Hasarsiz DNA saglam bir bitin olarak elektroforezi
tamamladigindan kuyruk olusturmaz. Ancak hasarli DNA’da kirik uglar farkli
molekiiler agirliklara ve farkli elektrik yiiklere sahip olacaklarindan elektriksel alanda
farkli hizlarda hareket ederek testin Comet testi olarak adlandirilmasina ilham olan
kuyruklu yildiz goriiniimii olustururlar (Martin vd., 1993).

DNA’da zincir kirigina neden olan ajanlar DNA molekiiliiniin biiyiikliigiini
azaltir ve Comet testi gibi DNA zincir kiriklarint 6lgmeye yarayan yontemler de
genellikle bu prensibi esas alir. Notral kosullarda DNA ¢ift zincir kiriklari tespit
edilebilmekteyken, tek zincir kiriklarinin tespit edilebilmesi icin ¢ift sarmalin agilmasi
gerekmektedir. Bu nedenle 1988’de Singh ve arkadaslar tarafindan deney yliksek pH
kosullarinda yapilarak DNA tek zincir kiriklariin belirlenmesini saglayan alkali teknigi

gelistirilmistir. Bu teknik ayrica DNA capraz baglarinin ve tamamlanamamis ekzisyon
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tamir bolgelerinin tespitinde de kullanilmakta ve son yillardaki ¢alismalarda alkali
comet yontemi tercih edilmektedir (Tice vd., 2000).

Alkali Comet yonteminde hicreler lamlarin yiiksek veya normal erime 1s1l1 agaroz
jel ile kaplanarak hazirlanan slaytlar tizerine yayilarak incelenir. Yontemde ilk asama
incelenecek hucresel materyalin tlrine gore uygun protokollerle elde edilmesidir.
Ornegin lenfositlerle calisilacaksa lenfositlerin ficoll, lymphoprep veya histopaque gibi
ayrici kimyasallarla ile elde edilmesi, dokular ile galisilacak ise dokularin tripsin-EDTA
ile muamele edilip proteinlerin uzaklastirilmas1 gerekmektedir. Elde edilen hiicreler
diisiik erime 1s1l1 agaroz jel ile karistirilarak hazirlanan slaytlar {izerine yayilir. Bundan
sonraki asama lizis agamasidir. Lizis proteinlerin yikilarak DNA’nin serbest kalmasini
saglayacak deterjan ve tuz ihtiva eden sollisyonda iizerine hiicrelerin yayildig: slaytlarin
en az bir saat en ¢ok bir gece bekletildigi siiregtir. Lizis sonrasinda DNA’lar serbest
kaldigindan 1siktan kaynaklanacak kirilmalar1 engellemek icin ¢alisilan ortamin karanlik
olmasima dikkat edilmelidir. Alkali comet yonteminde DNA tek zincir kiriklariin da
tespit edilmesi amaclandigindan DNA sarmalinin agilmasi i¢in lamlar elektroforez
tankinda alkali (pH>13) yiriitme soliisyonunda 20 dakika bekletildikten sonra
elektroforez gerceklestirilir. Elektroforez sonrasi nétralizasyon soliisyonu ile yikanan
lamlar flirosan mikroskobunda incelemek icin DNA spesifik boyalar ile boyanarak
gorunttleme ve degerlendirme agamasina gegilir (Singh vd.,1988; Collins, 2004).

DNA’daki hasar ile géo¢ eden DNA miktar1 arasinda dogru orant1 vardir. Diistiik
DNA hasarinda tam bir kuyruk olusumu goézlenmez ancak c¢ekirdek yapisi hasarsiz
olanlara gore daha yaygin diizensiz bir goriinimde olur. Hasar arttik¢a kuyruk uzunlugu
da artar. Bu da comet testinde DNA hasariin kantitatif olarak tayin edilmesine olanak
saglamaktadir. DNA hasarimin kantitatif olarak tayin edilmesinde belirlenen hasar
skorlama cetveline gore gozle degerlendirme yapilabilmektedir. Ancak son yillarda
yayginlagsan ve daha objektif analiz olanag1 sunan yazilim programlar1 (Comet GOrntl
Analiz Programlart) kullanilarak comet kuyruk uzunlugu veya kuyruktaki DNA yuzdesi
6l¢timii yapilabilmektedir (Martin vd., 1993).

Gozle degerlendirmede hicreler hasar dizeylerine goére simiflandirilir ve
olusturulan skorlama cetvelinde genel olarak hiicreler 5 kategoriye ayrilmistir. Zarar
gormemis kuyruk olusturmamis yuvarlak hiicreler 0 olarak degerlendirilirken; DNA
hasar1 olusan hiicrelerde kuyruk uzunlugu kisadan uzuna dogru numaralandirilarak

degerlendirilir (Sekil 1.1). Deneyde olusturulan her grup icgin toplamda 100 hiicre
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sayilarak belirlenen cetvele gore skorlama yapilir. Bu yontemde 6zel bir yazilim
programina ihtiya¢ olmadigindan daha ucuzdur. Ancak kisisel alginin devreye girdigi
bu yontemde bir ¢alismadaki tiim skorlamanin ayni kisi tarafindan ve skorlamalar
arasinda ¢ok uzun zaman araliklar1 birakilmadan yapilmasi Onerilmektedir. Lamlar
incelenirken kontrol grubu dahil ¢ogu lamin kenarlarinda yerlesen DNA’larda kuyruklu
gorintl olustugundan skorlama yaparken sayim lamin orta kisimlarda yapilmalidir
(Forchhammer ve ark. 2008).

Sekil 1.1. Gorsel skorlama teknigi ile DNA larin hasar derecesine gére
siiflandirimasi

Comet goriintii analiz programlarinin kullanildig: bilgisayarli goriintti analizinde
ise mikroskop Uzerinde kapali sistem dijital kamera baglantis1 bulunmaktadir. Floresan
mikroskobunda boyanan preparatlarda belli bir bolgedeki DNA miktari, o bolgedeki
floresans yogunlugu ile dogru orantilidir. Bu prensipten hareketle comet gorintilerini
analizlemek igin Ozel olarak gelistirilen yazilim programlart aracigi ile DNA hasari;
kuyruk wuzunlugu, kuyruk DNA vyiizdesi, kuyruk momenti gibi parametrelerle

Olctlmektedir (Collins ve Oscoz, 2008).
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DNA zincir kirigr ile karakterize hasar tespitinde in vitro ve in vivo ¢alismalarda
tercih edilen Comet yontemi; DNA onarim ve antioksidan aragtirmalarinda, apoptozis
caligmalarinda, biyolojik izleme arasgtirmalar1 ve klinik c¢alismalarda da siklikla
kullanilmaktadir (Dinger, 2010).

Yasam sekilleri, beslenme ve hatta egzersizin, mesleki kimyasal maruziyetin
etkilerini izlemede bunu yaninda ¢esitli hastaliklarda artmis DNA hasarinin belirlendigi
klinik arastirmalarda da comet yontemi kullanilmaktadir (Sardas vd., 2013).

Comet yontemi cesitli sekillerde modifiye edilerek farkli arastirma alanlarinda
kullanilabilmektedir. Ornegin; hiicresel materyal in vitro olarak hidrojen peroksit veya
UV gibi genotoksik bir ajana maruz birakildiktan sonra hiicrelerde DNA onarim
kapasitesi belirlenebilmektedir. Antioksidan arastirmalarinda da genotoksik ajan
uygulanan hiicreler daha sonra antioksidan potansiyeli arasgtirilan madde ile muamele
edilirler (Gedik vd., 1992; Silva vd., 2009).

Oksidatif DNA hasarinin tespiti de comet yontemine bir basamak daha ekleyerek
yapilabilmektedir. Bu basamak lizizten sonra hiicrelerin spesifik DNA onarim
enzimleriyle inkiibe edilmesidir. Hiicreler okside olmus piirin bazlarinin belirlenmesi
icin formamidopirimidin DNA glikozilaz (Fpg) enzimi ile okside olmus pirimidin
bazlarinin belirlenmesi i¢in ise Endoniikleaz 111 (Endo 111) enzimi ile muamele edilir.
Bu endontiklezlar okside olmus hasarli bazi taniyarak o bolgede ekstra sarmal kiriklari
olustururlar ki bu ekstra sarmal kiriklari, oksidatif DNA hasarinin gostergesi olarak
degerlendirilmektedir (Collins vd., 1993; 1996).

Son yillarda gen veya dizi diizeyinde hasar belirleyebilmek amaciyla belirli DNA
dizilerine spesifik isaretli proplar kullanilarak Comet yontemi floresan in situ
hibridizasyon (FISH) teknigi ile birlestirilmis ve FISH -comet olarak adlandirilmistir
(Spivak vd., 2009).

Comet yontemi her tiir 6karyotik hiicreye uygulanabilirligi, az hiicre gerekliligi,
calisma optimize edildikten sonra nispeten kolay ve ucuz olusu, kisa siirede az hasar
seviyesini bile kalitatif ve kantitatif olgebilen hassas bir teknik olusu, radyoaktif
isaretleme gerektirmeyisi gibi avantajlari ile son dénemde in vivo ve in vitro pek ¢ok
calismada kullanilan bir genotoksisite testidir (Tice vd., 2000; Collins, 2004).

DNA hasar1 ve ¢apraz baglanma olusturdugu bilinen kimyasallarla yapilan
validasyon g¢alismasinin sonucunda da comet yonteminin DNA hasar tespitinde hassas

bir yontem oldugu bildirilmistir (Tice vd., 2000).
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Tiim avantajlarmin yaninda Comet tekniginin en ¢ok tartisilan tarafi yontemde
standart bir protokolliin olmamasidir. Yontemde lizis soliisyonun pH’s1 ve lizis slresi,
yurutme soliisyonun pH ve sicakligindan kaynaklanan degisken elektroforez kosullari

metodun hassasiyetini ve sonuglar etkilemektedir (Forchhammer vd., 2008).

1.2.1.1. Comet yéontemi ile yapilan ¢alismalar

Comet yontemi bazen tek basina bazen de diger test sistemleriyle birlikte farkl
hiicre tiplerinde pestisitler, katki maddeleri, ilaglar, dogal fenolik bilesikler gibi pek ¢ok
kimyasalin in vitro ve in vivo genotoksik veya antigenotoksik etkilerinin tespitinde

kullanilmaktadir.

Yaygin kullanilan iki pestisit olan Asefat’in ve Klorprifos™un in vivo genotoksik
etkisinin arastirildig1 ¢aligmada comet testi kullanilmistir. Pestisitlerin 6 farkli dozu 24,
48, 72 ve 96 saatlik surelerle farelere oral olarak verilmistir. Uygulamalardan sonra
farelerden alinan 16kositlerde iki pestisitin de 24 ve 48 saatlik siirelerde uygulanan tiim
dozlarinda da comet kuyruk uzunlugunun onemli derecede arttigi; 72 ve 96 saatlik
siirelerde comet kuyruk uzunlugundaki artisin diistiigii tespit edilmistir. Primer DNA
hasariin tespit edildigi bu yontem ile uzayan maruziyet stiresinde hasarli olan DNA’nin
onarildig1 yorumu yapilmistir (Rahman vd., 2002).

Kimyasallarin genotoksik etkilerinin belirlenmesinde ayni test yontemleri
kullanilsa bile uygulamanin in vivo ve in vitro yapilmasi maddelerin metabolize
edildikten sonraki genotoksisite potansiyeli ve etki mekanizmalarinin yorumlanmasi
acisindan Onemlidir. Ozkan ve arkadaslar1 (2009) asefat’in genotoksik etkilerini
belirlemek icin arastirmalarin1 insan lenfosit kalturinde in vitro kosullarda
yapmiglardir. Kiiltiire edilmis insan lenfositlerinde yapilan caligmada Asefat’in
kromozomal anormalligi, SCE ve MN frekanslarini artirdig1 ve doza bagl olarak comet
kuyruk uzunlugunu da artirdigini bildirmislerdir.

Sardas ve arkadaslar1 (1998), operasyon siresi 133 dakika olan isofluran anestezi
uygulanan hastalardan aldiklar1 lenfositlerde DNA hasarini comet yontemi ile
aragtirmiglardir. Hastalardan farkli saatlerde alinan lenfositlerde uygulamanin ilk
saatinden itibaren artis gosteren comet kuyruk uzunlugunun 3. ginde azalmaya
basladiginmi ve 5. giinde tamamen kontrol degerlerine indigini gostermislerdir. 2001
yilinda Karabiyik ve arkadaslari isofluran ve sevofluran anestezileri sonrasi farkli

zaman dilimlerinde olusan DNA hasarin1 comet yontemi ile 6l¢gmiis ve bir Onceki
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yayinla uyumlu sonuglar elde etmislerdir. Bu calismada da DNA hasarinin 60. dakikada
basladigi; 120. dakikada pik yaptig1 ve 5. giinde ortalama kontrol degerlerine indigi
goriilmiistiir. Bu degisiklikler gruplar arasinda (cinsiyet- yas) farklilik géstermemistir
(Karabiyik vd., 2001).

Periton diyaliz tedavisi goren 27 hastada muhtemel DNA hasarinin Comet test
yontemi ile aragtirildigi tez ¢alismasinda, kuyruktaki DNA yogunlugu ve comet kuyruk
uzunlugunun periton diyaliz tedavisi alan hastalarda saglikli kontrol grubuna gore
Oonemli oranda arttig1r goriilmiistiir. Ayni1 calismada, ferritin diizeyi 500°lin {izerinde
olan periton diyalizi tedavisi goren hastalarda kuyruk uzunlugunda istatistiksel olarak
anlamli artis oldugu gozlenmistir (Nas, 2011).

Tiim diinyada tartisma konusu olan, yapilan arastirmalarin sonucuna gore bazilar
yasaklanan katki maddeleri genotoksitesi en ¢ok arastirilan kimyasallardandir. Pek cok
tilkede kullanimi yasaklanan un agarticisi olan potasyum bromatin in vitro genotoksik
etkilerini, insan limfoblastoid TK6 hcrelerinde comet, mikrontikleus ve timidin kinaz
(TK) gen mutasyon testlerini kullanarak belirleyen Luan ve arkadaslar1 (2007), tek ve
¢ift zincir kiriklarini belirlemek icin hem alkali hem de nétral comet testlerini
kullanmiglardir. Uygulanan tiim test sistemlerinden elde edilen sonuglar ile bu
maddenin DNA’da hasara neden oldugu bildirilmistir.

Insan lenfositlerinde DNA hasar1 olusturdugu tespit edilen katki maddelerinden
quinolin sarist ve brillant siyahimnin etkileri Macioszek ve Kononowicz (2004)
tarafindan, antioksidan etkili etoksiquin’in etkileri Blaszczyk (2006) tarafindan
aragtirtlirken diger genotksisite testleri ile birlikte comet yontemi de kullanilmigtir.

Nillfer tohumu ekstarktinin antigenoksik etkileri H202 (25 uM) ile DNA hasari
olusturulan insan lenfosit hiicrelerinde comet yontemi kullanilarak arastirilmistir. Comet
kuyruk momenti parametresi kullanilarak niliifer tohumu ekstarktinin herhangi bir
genotoksik etki gostermedigi gibi DNA hasar olusumunu engelleyici etkisi oldugu
bildirilmistir (Yen vd., 2005).

Uzun stireli ve yogun egzersizin DNA hasarina yol agtig1 yapilan ¢alismalarda
bildirilmistir. Sardas ve arkadaslar1 (2012) yariglara katilan yogun egrersiz programina
tabi profesyonel kiirekgilerde DNA hasar1 tespitini comet kuyruk DNA yizdesi
parametresine gore belirlemislerdir. Kontrol grubu olarak segilen benden egitimi
Ogrencilerine gore kiirekcilerde comet kuyruk DNA yiizdesinin dolayisiyla DNA

hasarinin daha fazla oldugu bildirilmistir. Calismanin ikinci adiminda kiirek¢i grubuna
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60 giin siireyle antioksidan destegi (vit E 400 [U/giin) verilmistir. 60 giliniin sonunda
yeniden DNA hasar degerlendirmesi yapildiginda ilk Oliigiilen degerlere gore daha
diisiik DNA hasari tespit edilmis, E vitaminin iyi bir antioksidan olarak islev gordiigii
DNA hasarini sinirlandirdigi bildirilmistir.

Bazi1 katki maddelerinin (sitrik asit, benzoik asit, brilliant mavi ve turuncu jel gida
boyasi) 50- 500 pg/ml araligindaki 4 dozunun 1 saatlik uygulama sonucu insan sperm
hiicrelerindeki etkilerinin comet yontemi ile arastirildigi ¢alismada tiim maddelerin
uygulanan en yiiksek dozlarinda ciddi hasar olusturdugu bildirilmistir. Kullanilan
maddeler arasinda verilen madde ile olusturdugu kuyruk uzunlugu arasindaki iliskiye
dayanarak yapilan karsilastirmada in vitro sperm hdcrelerine, brilliant mavi ve turuncu
jel gida boyasinin sitrik asit ve benzoik asite gére daha fazla hasar verdigi bildirilmistir
(Pandir, 2014).

Sperm hiicrelerinde DNA hasari tespiti son yillarda infertilite arastirmalarinda
onem kazanmis bir konudur. Comet testi sperm hiicrelerinde DNA hasar oranin
tespitinde etkili bir sekilde kullanilabilir (Baumgartner vd., 2009). Mesleki kimyasal
maruziyetinin sperm DNA’s1 tizerindeki etkilerinin comet yontemi ile arastirildigi
calismalar da bulunmaktadir. Ornegin Bandirma borik asit iiretim alaninda calisan 428
isciden alman sperm Orneklerindeki DNA hasar tespiti comet yontemi ile
degerlendirilmis ve mesleki kimyasal maruziyetinin sperm DNA’sinda hasara sebep
oldugu bildirilmistir (Duydu vd., 2012).

Mesleki kimyasal maruziyeti mesleki hastaliklarin olusmasinda en Onemli
etkenlerden biri olarak yasam kalitesini diisiirmektedir. Mesleki olarak maruz kalinan
kimyasallarin genotoksik etkilerinin farkli arastirmalar ile belirlenmesi c¢alisma
kosullarinin iyilestirilmesi agisindan 6nemlidir. En az 6 ay siire ile kanser hastalarina
kemoterapi ve radyoterapi uygulayan 30 hemsire ve 30 saglik teknisyeninin
lenfositlerindeki olasi DNA hasari comet yontemi ile degerlendirilmis, kemoterapi
uygulayan hemsirelerin lenfositlerinde DNA hasart kontrol grubuna kiyasla yiiksek
bulunmustur  (p<0,001). Radyoterapi uygulayan saglik teknisyenlerinin de
lenfositlerinde DNA hasar1 kontrol grubuna kiyasla yiiksek bulunmustur (Undeger vd.,
1999).

Grover ve arkadaglart (2003) pestisit iiretiminde ¢alisan 54 iscinin l0kositlerinde
DNA hasarim1 Comet yontemi ile arastirilmistir. Yorede yasayan sosyoekonomik

diizeyleri ve yasam bigimleri iscilere benzeyen kontrol grubuyla pestisit is¢ilerinin
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DNA hasar diizeyleri karsilastirilmigtir. Comet kuyruk uzunlugu parametresinin
degerlendirildigi ¢alismada iscilerde comet kuyruk uzunlugu kontrol grubuna kiyasla
istatistiki olarak anlamli derecede uzun ¢ikmis ve ¢alisma kosullarinda maruz kalinan
pestisitlerin is¢ilerde DNA hasar1 olusturdugu bildirilmistir.

Roma-Torres ve arkadaglar1 2006 yilinda yayinladiklar1 c¢alismada, petrol
rafinerisinde c¢alisan bireylerden aldiklar1 kan Orneklerinde comet yontemini
uygulayarak DNA hasarin1 degerlendirmislerdir. Bireylerde sigara aligkanliklar1 da ayri
parametre olarak degerlendirilmistir. Is¢ilerdeki DNA hasari istatistiksel olarak anlamli
derecede yiiksek bulunmus, sigara kullanimi ile genotoksik etkiyi gosteren parametreler
arasinda anlamli bir iliski olmadig: tespit edilmistir.

Arayasiri ve arkadaslar1 (2010), Bangok’taki trafik polislerinin benzen ile 1,3
biitadien maruziyeti ve bu maruziyetin etkilerini aragtirmiglardir. Havada, polislerin kan
ve idrarlarinda benzen ile 1,3 biitadien ve metabolitlerinin taramasi yapilmis, trafik
polislerinin lenfositlerinde DNA hasar1 comet yontemi ile belirlenmistir. Ofis polisleri
ile karsilastirlldiginda trafik polislerinde artan diizeyde DNA zincir kirigi tespit
edilmistir.

Sigara kullanim1 hatta pasif i¢iciligin de insan lenfosit DNA’sinda olusturdugu
hasar calismalarinda comet yontemi kullanilmistir. Kimyasal maruziyetinin sonuglari,
maruz kalinan kimyasal miktari, maruziyet yolu ve maruz kalan kisiler arasindaki
farkliliklardan dolayr degisebilmektedir. ~ Weng ve arkadaslari (2009)  sigara
kullaniminin ~ olusturdugu DNA hasar1 ile XRCC1 (X-Ray Repair Cross-
Complementingin) geni polimorfizimi arasindaki iligkiyi arastirmistir. XRCC1 proteini
DNA tek sarmal kiriklarinin onarimi i¢in gereklidir. DNA hasar degerlendirmesinde
comet parametrelerinden kuyruk momenti kullanilmistir. XRCC1 399GIn genotipindeki
bireylerde artan DNA hasarinin gostergesi olarak comet kuyruk momentinde artis
bildirilmistir.

Comet yontemi ile FISH yonteminin bir arada kullanimi hasar olugan bolgelerin
tespitine de olanak saglamaktadir. Arutyunyan ve arkadaslar1 (2005) yaygin kullanilan
kemoterapi ilaglarindan cisplatin (cis-DDP) ve bleomisin (BLM)’in insan kan
hiicrelerinde DNA ve o6zellikle telomerler {izerinde olusturdugu hasarini tespit etmek
icin comet yontemini FISH yontemi ile kombine ederek kullanmiglardir. Telomer
spesifik proplarla yapilan comet c¢alismasinda ilk asamada comet protokolii

tamamlanmistir. Comet slaytlarina telomere 6zel proplar (1sitilmis) uygulandiktan sonra
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37 °C’de bir gece bekletilmis ve ertesi giin durulama soliisyonundan gegirilen slaytlar
SYBG boyasi ile boyanarak incelenmistir. Comet basindaki ve kuyrugundaki telomer
isaretlerine gore telomer hasar1 degerlendirilmistir. Telomer isaretlerinin kuyruk
kisminda olusu telomerin de hasar gordiiglinii gostermektedir. Sonugta bleomsinin
cisplatine gore daha fazla telomer hasar1 olusturdugu bildirilmistir.

Norodejanratif hastaliklarin gelisiminde oksidatif hasarin katkis1 oldugu One
stirilmektedir. DNA hasarimi daha spesifik olarak tayin edebilmek i¢in comet yontemi
yapilan bazi modifikasyonlarla etkili bir sekilde kullanilabilmekte 6rnegin oksidatif
hasar comet yonteminde Fpg (formamidopirimidin glikozilaz) enzimi kullanilarak tespit
edilebilmektedir. Fpg proteini oksidatif DNA baz hasarlarin1 (8-OH guanin) tayin etmek
icin kullanilmaktadir. Comet protokiiliinde lizis gerceklestirldikten sonra lamlar
elektroforeze konulmadan Once, enzim reaksiyon tamponu (pH:8) ile 3 kez yikanir.
Ayni tamponla Fpg enziminin dilisyonu yapilir ve bu enzimlerden lamlara eklenerek
uzerleri lamelle kapatilir. Daha sonra Comet testindeki elektroforez, nétralizasyon,
boyama ve degerlendirme islemleri ayni sekilde uygulanir. Baydar ve arkadaslar1 (2013)
tarafindan yapilan ¢alismada, Parkinson ve Multipl Skleroz (MS) hastalarinin periferal
lenfositlerindeki DNA hasar diizeyi, kan 6rneklerine 50 uM H»>O> ve oksidatif pirin
0zgiil DNA onarim enzimi Fpg) uygulamasindan dnce ve sonrasinda Comet yontemiyle
saptanmistir. Parkinson hastalarinin lenfositlerinde DNA hasari kontrol grubuna kiyasla
onemli sekilde artmistir. Bununla birlikte, Parkinson hastalarinin lenfositlerindeki DNA
iplik kiriklarinda H2O- ya da Fpg uygulamasi ile 6nemli artis meydana gelmemistir. MS
hastalarmin  DNA hasart kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml
bulunmamistir. MS hastalarinin  lenfositlerindeki DNA hasarinda H2O2 ve Fpg
uygulamasinin ardindan 6nemli artis gozlenmis ve bu hastalarin oksidatif DNA hasarina
duyarl olduklari ileri stiriilmiistiir.

Tozan-Beceren ve arkadaslar1 (2011) teshisi yeni koyulan 26 kolorektal kanser
hastasinin ve birinci derece yakin bireylerin (n=26) ve kontrol grubunun kan
orneklerinde DNA hasar degerlendirmesini comet yontemi ile yapmiglardir. Kolorektal
kanser hastalar1 ve birinci derece yakinlarinin periferal kan lenfositlerinde comet teknigi
uygulanmas1 sonucunda elde edilen ortalama kuyruk DNA yiizdesi degerleri kontrol
grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmistir. Bu

calismada elde edilen sonuglar kolorektal kanser teshisi konmus hastalarda ve 6zellikle
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de birinci derece yakinlarinda comet tekniginin, DNA hasarin1 belirlemede bir
biyogdsterge olarak kullanilabilecegini gostermistir.

DNA hasar tespitinde en etkili test yontemlerinden biri olarak farkli aragtirma
gruplarinca kabul géren comet yonteminin adli bilimler de kullanildig1 goriilmektedir.
Oliim sonrasi zamanin belirlenmesinde molekiiler ydntemler son yillarda siklikla
kullanilmaktadir. Siganlarla Olim zaman tayini amaciyla yapilan ¢aligmalarda
siganlardan 6lUmUnUn ardindan belli saat araliklariyla alinan kesitler notral ve alkali
comet kosullarinda incelenmistir. Degerlendirilen tiim comet parametrelerine gore 6lim
sonrasi siire arttikca bu degerlerde de lineer artis gozlenmis ve 6liim zamani tespitinde
kullanilabilecek yeni yollardan biri olabilecegi ancak daha fazla ¢aligma yapilmasinin
rutin kullanimlar igin gerekliligi tizerinde durulmustur (Zhen vd., 2006). Miteva ve
arkadaslarinin (2009) yaptiklar1 bir ¢alismada adli bilimlerde 6nemli baska bir konu
olan cinsel saldir1 zamanini belirlemede sperm hiicrelerindeki siireye bagli DNA
degradasyounun molekiiler bir saat olarak kullanilip kullanilamayacagini arastirmistir.
DNA degradasyonu belirlemede comet yontemini kullanmiglardir. Zaman bagli artan
comet kuyruk uzunlugu comet yonteminin saldir1 zaman tayininde faydali molekiiler
markir olabilecegini diigiindlirmiis olmakla birlikte rutin uygulamalarda kullanim i¢in

daha biiyiik 6lcekli arastirmalara ihtiya¢ oldugu bildirilmistir.

1.2.2. RAPD-PCR yontemi

DNA dizilerinin in vitro kosullarinda gogaltilmasi esasina dayanan Polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR); hassas ve spesifik bir tekniktir. Genel olarak g¢ogaltilmasi
hedeflenen bir DNA bolgesinin uygun bir primerle DNA sentezinin gergeklestirilmesi
esasma dayanir. Molekiiler biyolojinin uygulama ve arastirma alanlarinda 6nemli
kolayliklar ve ilerlemeler saglayan devrim niteligindeki PCR teknolojisi; Klinikte
hastalik tan1 veya yatkinlik potansiyelinin belirlenmesinde, adli tipta iz miktardaki
biyolojik 6rneklerden dahi DNA profillerinin elde edilerek vakalarin aydinlatilmasinda,
ilag {iretim ve arastirmalarinda ve bitki biyoteknolojisi gibi pek ¢ok alanda

kullanilmaktadir (Klug ve Cummins, 2003).

PCR temelli gelistirilen molekiiler belirtecler genetik ¢esitliligin belirlenmesinde
onemli kolayliklar saglamistir. Bu belirteglerden biri de 1990 yilinda Willams ve
arkadaglarinin rastgele primerleri kullanarak uyguladiklart PCR yontemi ile elde

ettikleri rastgele cogaltilmis DNA profilidir. RAPD-PCR olarak adlandirdiklar bu
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yontemde hedef genom hakkinda bilgiye ihtiya¢ duyulmaz. Her PCR uygulamasinda tek
primer olmak tizere rastgele segilen 10 bazlik primerler kullanilir (Beceril vd., 1999;
Atienzar vd., 2002).

RAPD-PCR yontemi gelistirildikten kisa slire sonra genetik cesitlilik, tiirler
arasindaki iligkiler, popiilasyon yapist gibi birgok farkli konunun arastirilmasinda
yaygin bir sekilde kullanilir hale gelmistir. RAPD-PCR tekniginde DNA polimorfizmi
rastgele primerlerle yapilan PCR sonrasi elektroforezde olusan bant profillerine gore
belirlenir.  Orneklerin DNA profillerini olusturan bantlardaki sayisal degisiklikler
niikleotid dizilim farkini yani polimorfizmi yansitmaktadir. Bdylece belirlenen
polimorfizmler genetik iligkilerin belirlenmesinde filogenetik arastirmalarda Onemli
kolayliklar saglamistir (Atienzar vd., 2002). RAPD-PCR teknigi taksonomi
calismalarinin yani sira pestisit direngli genlerin belirlenmesi ¢alismalarinda da
kullanilmigtir (Atienzar ve Jha, 2006).

Ilk olarak genetik haritalama, taksonomi ve filogenetik calismalarda polimorfizmi
belirlemek icin kullanilan RAPD metodu, daha sonra genotoksisite ve karsinojenez
calismalarda da kullanilmaya baslanmistir. Genetik materyalde olusan hasar sonucu
primer baglanma bolgelerindeki degisiklikler de RAPD profillerinde degisimlere yol
acabilmektedir (De Wolf vd., 2004).

Genotoksik ajanlar genetik materyal lizerinde etkili olup DNA ifadesini dogrudan
veya dolayl olarak etkiler, genomik kararsizliga sebep olurlar. RAPD profillerindeki
bant say1 ve yogunluk degisimleri delesyon, insersiyon, notka mutasyonlar ve
kromozomlarin yeniden diizenlenmesinden kaynaklanan genetik degisiklikler sebebi ile
olabilmektedir. Bunun yaninda fiziksel veya kimyasal ajanlarin olusturduklari DNA
hasarlar1 da primer baglanma bolgelerini degistirip farkli RAPD profilleri olusmasina
neden olacaktir. Bu nedenle genotoksik etkilerin belirlenmesinde in vitro sistemler
kullanilarak optimize edilmis RAPD yontemi baslangi¢ i¢in iyi bir tarama teknigi olarak
kabul edilmektedir (Becerril vd., 2001).

1.2.2.1. RADP-PCR yontemi asamalari

RAPD-PCR yontemi igin standart bir protokol olmadigindan kullanilan her hiicre
tipi igin optimizasyon yapilmasi gerekmektedir. Yontemin tiim asamalarinda
optimizasyonu deneyin tekrar edilebilirligini ve dolayisiyla saglikli sonuglara ulagsmay1

saglayacaktir (Szulc vd., 2012).
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RADP-PCR yo6nteminin agsamalar1 genel olarak;

1. Hucresel materyalden DNA izolasyonu.

2. lIzole edilen DNA’da miktar ve kalite tayini.

3. Genomik DNA’nin rastgele segilen primerlerle optimal sartlarda PCR

reaksiyonlarinin gergeklestirilmesi.

4. Elde edilen PCR drnlerinin uygun agaroz jelde yaruttlmesi.

5. Elektroforezle olusan RAPD bantlarinin UV altinda goriiniir hale gelmesini

saglayacak boyalarla boyanmasi.

6. RADP bantlarinin degerlendirilmesi seklindedir (Kumar ve Gurusubramanian,

2011).

Ik asama incelenecek hiicresel materyalden uygun yontemlerle DNA izolasyonu
ve sonra da elde edilen DNA’da miktar ve kalite tayinidir. Iyi kalitede izole edilen
DNA’lar ile PCR optimizasyonu c¢alismalarinda; uygun DNA konsantrasyonun
belirlenmesi de 6nemlidir. Ciinki farkli DNA konsantrasyonlariyla yapilan PCR’lar
sonrasinda farkli RAPD profilleri olusabilmektedir. Becerril ve arkadaglarinin (2001)
yaptig1 ¢alismada RAPD-PCR’da DNA miktar1 artirdiginda elektroforezde 3 yeni bant
gozlemlenmistir. Bu noktada basvurulacak kriter uygun konsantrasyon igin tekrarlanan
RAPD profillerinde stabil bantlarin elde edilebilmesidir.

PCR en basit haliyle hicrede meydana gelen DNA replikasyonunun in vitro
sartlarda gerceklestirilmesi olarak tanimlanmaktadir (BlyUkleyla, 2012). PCR
reaksiyonun gergeklestirilebilmesi igin kisa DNA pargalari olan primerlere ihtiyag
vardir. RAPD primerleri rastgele secilen primerler olmakla birlikte segilen primer
dizilerinde GC oraninin en az %50 olmasi -tim PCR uygulamalarinda oldugu gibi-
reaksiyon etkinligini artiracaktir.

PCR reaksiyonu temel olarak ii¢ asamada gerceklesir.

1. Cift sarmal halindeki kalip DNA’nin yiiksek 1sida denatiirasyonu,

2. Primerlerin tamamlayici olan bolgeler ile birlesmesi,

3. Tamamlayic1 diziyle birlesen primerin yapistigi zincirin karsiligimin Taq

polimeraz enzimi aracilig1 ile uzamas.

Bu ii¢ asamal1 dongii daha sonra bir¢ok kez tekrar edilmekte ve her tekrarda iirtin

yaklasik iki kat1 artmaktadir (Culcu, 2007; Buyukleyla, 2012).
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PCR reaksiyonun optimizasyonunda sadece kalip DNA’nin kalitesi ile
konsantrasyonu degil; primer, deoksintkleotid trifosfatlar (dANTP); Tag DNA polimeraz
enzimi ile reaksiyonda kullanilan tampon ve ¢ozeltilerin de konsantrasyonu 6nemlidir.
Kullanilan tiim materyallerin konsantrasyonlar1 birbirleriyle iliskilidir. Ornegin Tagq
DNA polimeraz enzim gereksinimi kullanilan kalip DNA veya primere gore degisebilir.
Yiiksek primer konsantrasyonu primerlerin yanlis baglanmasina ayrica primer-dimer
olusumuna neden olmaktadir. Tavsiye edilen primer konsantrasyonunu 0,1-0,5 uM’dur.
PCR Urilinlerinin spesifikligi acisindan dNTP’lerin de diisiik konsantrasyonlarda
kullanim1 6nemlidir. Tag DNA polimeraz enziminin optimal olarak ¢alisabilmesi i¢in
gerekli olan MgCl; konsantrasyonu 0,5-2,5 mM olmalidir. MgCl, konsantarsyonun az
olmasi bant olusmamasina neden olabilirken, fazla olmasi ise istenmeyen bantlarin
olusmasina neden olabilir (Y1lmaz ve Devran 2003).

Reaksiyonun gerceklestigi asamalardaki sicaklik ve siireler de PCR iiriin
olusumunu etkilemektedir. Denatiirayon agamasi i¢in 95 °C’de 2 dakika ¢ogu zaman
yeterlidir. Primerin komplementer diziye baglanmasi i¢in tam bir baglanma 1s1s1 vermek
uygun degildir. Ancak baglanma 1sis1 kullanilan primerin erime 1sisinin (Tm)
hesaplanarak genellikle Tm degerinin 5 °C asagisi alinarak belirlenir. Primerdeki G ve
C sayisi artikga Tm derecesi de artar ve asagidaki formiil ile hesaplanir;

Tm=4(G+C)+2(A+T)

RAPD i¢in segilen primerler igin genel olarak diisiik baglanma 1s1s1 (32-36 °C)
tercih edilmektedir. Yeni zincirin uzatilma islemi asamasi ise Tag DNA polimeraz
enziminin iyi ¢alistig1 72 °C’de yapilmaktadir. Her dongiide geometrik olarak ¢ogaltilan
PCR fiiriinleri i¢in dongii sayis1 25-40 aras1 olarak belirlenir (Dieffenbach vd., 1993).

PCR tamamlandiktan sonra elde edilen {iriinler agaroz jel kullanilarak
elektroforezle ayristirilir ve DNA zincirleri ethidyum bromiir ile boyanarak ultraviyole
151tk kaynaginda floresans vererek goriiniir hale getirilir. Agaroz jel elektroforezide,
DNA molekiillerinin ayrigmasinda kullanilan agaroz yogunlugu yiiriitilecek DNA
fragmanlar1 (baz sayis1) goz oniinde bulundurularak ayarlanmalidir (Culcu, 2007).

Elektroforez sonrast RADP bant profillerinin degerlendirilme agsamasinda, kontrol
gruplar1 ile madde muameleli gruplarin profilleri karsilastirilir ve polimorfizmi temsil
edebilecek bir skorlama yapilir. Skorlamada orneklerin RAPD profillerinde kontrol
grubunun bant profili ile karsilastirildiginda tespit edilen her farklilik (bant kayb1 ya da

yeni bir bant olusumu) “1” olarak degerlendirilir ve polimorfik bant sayis1 hesaplanir.
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Kontrole gore farklilik gézlemlenmeyen profil “0” olarak degerlendirilir. Genotoksisite
tespiti i¢in yapilan RAPD yonteminde arastirmacilarin sonuglart farkli yollarla dile
getirdikleri goriilmektedir. Baz1 arastiricilar madde muamelesi ile bant profillerindeki
degisimi-olusan polimorfizmi- gentoksik etkinin gostergesi olarak kabul etmistir (Noel
ve Rath, 2006). Baz1 ¢aligmalarda ise kontrole gore polimorfizim yiizdesi hesaplanarak
sonug verilmistir (Liu vd., 2007). Genotoksik etkinin degerlendirilmesinde genomik
kalip stabilite (GKS yzdesi) kayb1 da kullanilan diger bir yontemdir. Kontrol 6rneginin
GKS yuzdesi 100 olarak kabul edilir. Madde uygulanan érnekler icin GKS yuzdesi;

GKS (%) = 100 - 100.(a/n)
formiili ile hesaplanir. “a” degeri her bir 6rnekteki belirlenmis olan polimorfik bant
sayisint, “n”” degeri de kontroldeki toplam bant sayisini ifade etmektedir.

Iyi optimize edilen bir RAPD yontemi diger yontemlerde karsilastirildiginda
kormozomal diizeyde tespit edilemeyen mindr degisimlerin dahi tespit edebilmesiyle
daha hassas olarak degerlendirilebilir. Buna ek olarak RADP-PCR hedef genom
hakkinda on bilgi gerektirmeyisi, rastgele primerlerle c¢alisip kisa siire sonug
alimabilmesi, direk DNA dizisi lizerindeki degisimleri yansitabilmesi ve nispeten ucuz
olmast gibi pek c¢ok avantajiyla tercih edilen bir yontem olmakla birlikte bazi
dezavantajlar1 da vardir (Gupta ve Sarin, 2009).

Yontemde PCR sartlar1 hassas oldugundan dongii ve reaksiyon kosullart profilleri
etkileyebilmekte bu da deneyin tekrar edilebilirligini gliclestirmektedir. Ayrica
yontemde diisiik sicakliklarda baglanma sicakligina sahip GC igerigi yiiksek primerler
tercih edildiginden RAPD ile taranan bdlgeler ¢cogunlukla GC bakimindan zengin
bolgelerdir ve bakimdan da tiim genom Orneklenmemektedir. Cok sayida RAPD
bantlar1 elde edebilmek i¢in diisiik baglanma sicakligi kullanilmasinin sahte
amplikonlar1 olusturabilecegi bildirilmistir (Atienzar ve Jha, 2006).

Son dénemde teknolojilerinden toksikolojide yaygin ve etkili kullanalim alani
olan mikroarray yontemi uygulamalari ile RAPD yoOnteminin hikmind yitirip
yitirmeyecegi tartisilsa da RAPD-PCR yontemi ¢ok daha ucuz olusuyla hala caziptir
ancak bunu disinda RAPD belirtecleri ile mikroarray ve SNP’lerin aksine kodlanmayan
bolgeler dahil tiim genom taramasi yapilmaktadir. RAPD yonteminde ayni anda
degisimlerin belirlenip klonlanabilmesi de onu hala diger test sistemleri i¢inde popiiler

kilan 6zelliklerinden biri olarak bildirilmistir (Atienzar ve Jha, 2006).
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1.2.2.2. RAPD-PCR yédntemi ile yapilan genotoksisite ¢calismalart

Literatirde RAPD belirteglerinin; ¢esitli sekilde maruz kalinan dogal veya
sentetik kimyasalin in vivo ve in vitro olarak genotoksisite tespitinde, ayrica
ekotoksikolojik biyoizleme calismalarinda ve genomik kararsizlik ile kanser tiirleri
arasindaki iligkilerin  belirlendigi  arastirmalarda yaygin olarak  kullanildig:
goriilmektedir. Mutajen oldugu bilinen ajanlarla yapilan ¢alismalarla RAPD yonteminin
diger yontemler kadar etkili oldugu hatta bazi ¢alismalarda mindr degisimlerin dahi
RAPD belirtecleri ile tespit edilebildigini ortaya koymustur (Castano ve Becerril, 2004).

Becerril ve arkadaslar1 (1999) balik hiicrelerinde farkl: siire ve konsantrasyonlarda
Mitomycin-C’nin olusturdugu DNA hasarlarinin belirlenebilmesi amaciyla yaptiklar
calismada RAPD-PCR yontemini kullanarak MMC’nin genotoksik etkileri RAPD
profilleri ile de gosterilebilmistir.

Bakirin farkli konsantrasyonlarinin su piresinde (Daphnia magna) genotoksik
etkisini belirlemek amaciyla yapilan ¢aligmada rastgele secilen 5 primerle RAPD-PCR
yontemi uygulanmig, maddenin uygulandigi her konsantrasyonunda maruz birakilan
gruplardan elde edilen bant profillerinde kontrol grubuna goére sayisal degisimler ve
bant yogunluklarinda degisimler tespit edilmistir (Atienzar vd., 2001).

Midye larvalarinda 4-n-Nonilfenol ve 17-f estradiol maddelerinin farkli
konsantrasyonlarinin 8 giinliik uygulamasi: sonucu DNA iizerindeki etkiyi belirlemek
icin yapilan c¢alismada RAPD belirtegleri secilmis ve uygulama i¢in 8 primer
kullanilmistir. PCR’1 yapilan 6rneklerde 6zellikle 5 primerin kontrol grubuna kiyasla
farkli bant profilleri olugturdugu dolayistyla bu maddelerin midye larvalarinda genomik
kararsizliga yol agtig1 rapor edilmistir (Atienzar vd., 2002).

Siklofosamid ve dimetoat’in genotoksik etkilerinin RAPD belirtegleri ile
degerlendirildigi calismada Zebra baliklari 4 giin siire ile bu maddenin ti¢ farkli
konsantaryonuna maruz birakilmistir. 6 primer ile yapilan RAD-PCR yoOnteminde
Ozellikle bir primerden elde edilen profiller dikkat gekicidir. Bu primere ait RAPD
profilinde kontrol grubunda olan ancak madde uygulanan gruplarin hemen higbirinde
olmayan bir bant tespit edilmistir (Zhiyi ve Haowen, 2004).

Literatiirde c¢evresel kirleticilerin 6zellikle agir metallerin genotoksik etkilerinin
iyi birer biyoindikatori olarak kullanilan bazi bitki tiirlerinde de (Allium cepa, Hordeum
vulgare, Arabidopsis thaliana, Glycine max, Vicia faba, ve Zea mays gibi) RAPD

belirteclerinin etkili bir sekilde kullanildig1 goriilmektedir.

29



Liu ve arkadaslar1 genotoksik hasara yol agtigi farkli sitogenetik yontemler ile
ortaya koyulan kadmiyumun 2005 yilinda hardal bitkisi; 2007 yilinda da ¢eltik DNA’s1
tizerindeki hasarint RAPD belirteglerini kullanarak tespit etmislerdir. Her iki ¢calismada
da 12 farkli primer ile kurulan PCR’lar sonucu kadmiyumun farkli konsantrasyonlarina
6 giin silireyle maruz birakilan hardal bitkisinden ve maruziyet siiresi 8 giin olan
celtiklerden elde edilen RAPD profillerinde kontrol gruba gore farkli bant profilleri elde
edilerek genomik kararsizligin hardal bitkisinde %44’lere; celtikte ise %66’ lara kadar
¢iktig bildirilmistir (Liu vd., 2005; Liu vd.,2007).

Cenkgi ve arkkadaslar1 (2009) fasulye fidelerinde (Phaseolus vulgaris) bir haftalik
civa, bor, krom ve c¢inkonun 150 ppm ile 350 ppm’lik dozlarina maruziyetin
olusturacagi genotoksisiteyi belirlemek amaciyla RAPD belirteglerini kullanmislardir.
13 OPB primeri ile yapilan PCR’lardan elde edilen RAPD profilleri kontrol grubu
kiyaslanarak degerlendirilmistir. Madde uygulamalarinin primer baglanma bdlgelerinde
neden oldugu degisimler olarak yorumlanan farkli RAPD profilleri elde edilmistir.

Sucul makrofitler de ozellikle agir metal arastirmalarinda siklikla kullanilan
biyoindikatorlerdir. Sucul makrofitlerden H. verticillata ve C. demersum’dan 96 saatlik
agir metal maruziyeti sonrasi izole edile DNA’lar rastgele secilen 30 primer ile
cogaltilmig ve elde edilen RAPD profilleri degerlendirilmistir. Gupta ve Sarin (2009)
tarafindan yapilan bu calismada kadmiyum, civa ve bakira maruz birakilan bitki
gruplarinin RAPD profilleri ile kontrol gruplarla karsilastirildiginda goriilen sayisal ve
yogunluk farkliliklar ile ve genomik kalip kararlilik yiizdeleri hesaplanmistir. Calisilan
30 primerden yalniz 7’si ile kullanilabilir bantlar elde edilmistir. RAPD profilinde
polimorfik bantlar (OPB-20 ve OPG-10 primerleriyle elde edilen) seklinde kendini
gosteren hasarli bolgelerin genomda bilinen bir gen olup olmadiginin arastirilmasi igin
dizileme (SCAR analizi) asamasinda ge¢ilmistir. Polimorfik bantlar jelden uygun kitler
aracili1 ile elde edilip bir vektdrde klonlanmistir. Klonlanan fragmanin dizi analizi
3700 ABI Prizm sekans cihazinda gergeklestirilmistir. Elde edilen diziler benzerlik
analizi i¢cin BLAST programinda taranmistir. RAPD primerine 10 bazin eklendigi
toplam 20 nikleotitlik SCAR primeri tasarlanmis ve PCR gegeklestirilmistir. Sucul
makrofitlerin tiim genomun c¢alisilmadigi 2009°da elde edilen dizi mevcut veri
tabaninda bilinen bir gen bolgesi ile ¢akigmamastir.

Noel ve Rath’in (2006), Mus musculus ile in vivo yaptiklar1 ¢alismada hayvanlar
24, 48, 72, 96, 120, 144 ve 168 saat sirelerle glnlik 60 mg/kg EMS’ye, intraperitonal
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olarak giinliik 60 mg/kg EMS’ye maruz birakilmistir. Uygulama sonunda elde edilen
RAPD profillerinde uygulamanin 48. saatine kadar genetik hasarin olusmadigini, ancak
72, 96, 120, 144ve 168 saatlik EMS maruziyeti olan gruplardan elde edilen bant
profillerindeki degisimlerin oldugu bildirilmistir. Bu degisimler uzun siiren madde
maruziyeti sonucu olusan genetik hasar olarak yorumlanmustir.

Uzonur ve arkadaglari1 (2007) tarafindan ¢evresel kirliligin ~ Mytilus
galloprovincialis tiirii miyde genomu iizerindeki etki incelenmistir. Midyeler kirlilik
orant ¢oktan aza siralanan; Maramara Denizi, Saroz Korfezi ve Ege Denizi’'nden
toplanmigtir. Her {i¢ bdlgen toplanan ayni tiir midyelerden elde edilen DNA
orneklerinin OPB-18 primeri ile yapilan PCR sonucu olusturulduklart RAPD profilleri
degerlendirilmistir. Uygun bir model organizma se¢imi ile sucul sistemde bioizleme
caligmalar1 i¢in RAPD-PCR’1n ucuz, kolay ve faydali bir yontem oldugu bildirilmistir.

Guida ve arkkadaslarinin (2010) cevresel Kkirleticilerin genotoksik etkilerini
dolayli yoldan inceledikleri ¢alismada da RAPD belirtecleri kullanilmistir. Kirlilige
maruz kalan grup olarak sehrin ¢opliigiine yakin yerlesim yerlerinde yasayan; kontrol
grubu olarak da boyle bir kirleticiden uzak nispeten temiz yerlerde yasayan hamile
kadinlardan alinan amniyon sivist Paracentrotus lividus embriyolarina uygulanmistir.
Kirleticilerle kontamine amniyon sivisi uygulana embriyolarda kontrol grubuna gore
farkli RAPD profilleri tespit edilmis. Polimorfik bantlardan dizileme analizi yapilip
BLAST veri tabanindan kirleticileri hedefi olan bolge Strongylocentrotus purpuratus
16sin zipper kinaz bolgesi ile %98 oraninda benzerlik gostermistir.

RAPD-PCR yobntemi igin yapilan bir optimizasyon c¢alismasinda hastane atik
sular1 igeren ortamda biiyiitiilen soganin (Allium cepa) kok meristem htcrelerinden elde
edilen DNA’lar rastgele primerle ¢ogaltilarak elde edilen RAPD profilleri, temiz ortam
yetistirilen sogan kok meristem hiicrelerinin RAPD bant profili karsilastirilmistir.
Aragstiricilar RAPD yontemini ekotoksikolojik ¢aligmalarda kullanigh bir yontem olarak
rapor etmisglerdir (Szulc vd., 2012).

El-Nahas ve arkadaslar1 (2011) tarafindan, genetigi degistirilmis (GD) Japon
bildircin eti tiikketiminin toksik ve genotksik etkilerinin belirlendigi calismada MN testi
ile RAPD profilleri birlikte degerlendirilmistir. Deney hayvani olarak Isvec farelerinin
kullanildig1 ¢alismada GD et Urlin ile beslenen grupta RAPD profilleri kontrol grubuna
gore farkli ¢ikmis ve MN verileriyle uyusan bu sonuglara dayanarak GD bildircinin

genotksik etkili oldugu bildirilmistir.
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Literatiirde 6zellikle diger genotoksisite test sistemleri kullanilarak antioksidan ve
antigenotoksisite aragtirmalarinin da yapilabildigi goriilmektedir. Antigenotoksisite
aragtirmalarinda  RAPD yontemi de kullanilmistir. Saad ve arkadaslart (2009),
kemoterapik bir ajan olan cisplatinin siganlardalarda olusturdugu genotoksik etkilere
kars1 reaktif oksijen siipiiriicii etkisi bilinen iiziim ¢ekirdegi proantosiyanidin 6ziinlin
koruyucu potansiyelini arastirdiklart calismada RAPD yontemini kullanmislardir.
Calismada kontrol gruplarmin disinda sadece cisplatin uygulanan bir grup ve hem
cisplantin hem de iiziim ¢ekirdegi proantosiyanidin 6ziintin uygulandigi gruplardan
izole edilen DNA’lar 4 primer kullanilarak ¢ogaltilmis ve elde edilen RAPD profilleri
degerlendirilmistir. Cisplatinin genotoksik etki gdstererek bant profillerini degistirdigi,
cisplatin ile tiziim ¢ekirdegi proantosiyanidin 6ziiniin birlikte uygulandigi gruptaki bant
profillerinin ise madde uygulanmayan kontrol grubunun RAPD profiline ¢ok yakin
oldugu belirlenmigtir. Dolayisiyla iiziim c¢ekirdegi proantosiyanidin 6ziinlin DNA
hasarina kars1 koruyucu etkisi literatiirle uyumlu olarak RAPD y0Ontemi ile de teyit
edilmistir.

Qari (2010) tarafindan yapilan ¢alismada Costus speciosus (hint bas zencefili)
bitkisinin dziitiiniin genotoksik ve antigenotoksik etkilerini arastirildigi ilk olarak bir tiir
zencefil olan bu bitkinin 6zitinin Allium cepa kék meristem hticrelerinde herhangi bir
genotoksik etki olusturmadigi RAPD yontemi kullanilarak tespit edilmistir.
Antigenotoksik etkilerin arastirildig1 ikinci asamada sogan bitkisi calisma gruplarina
ayrilmistir. Bunlar madde uygulanmayan grup (kontrol), DNA hasar1 olusturdugu
bilinen EMS ile muamele edilen grup; EMS ile birlikte ile birlikte C. speciosus 0zutl ile
muamele edilen gruptur. 4 primerle kurulan PCR’lar ile yapilan bu ¢alismada EMS ile
birllikte zencefil bitki oziitiiniin uygulandigi grubunu bant profilinin sadece EMS
uygulana grubun aksine kontrol grubuna yakin bulunmus ve C. speciosus 0zt
antigenoksik olarak bildirilmistir.

Akgol’in (2010) yuksek lisan tezinde Sabinene’in insan periferal lenfositlerinde
24 ve 48 saatlik maruziyet sonucu olusturudugu genotoksik etkisi, RAPD-PCR
(Randomly Amplified Polymorphic DNA) metoduyla 10 primer kullanilarak
belirlenmistir. Sabinene’nin en yiksek doz ve uygulama suresinde kontrol ile
karsilastirildiginda farkli bantlarin olusumuna neden oldugu bildirilmistir.

Biiyiikleyla’nin (2013) doktora tezinde sodyum metabilsiilfitin 3 dozu 24 ve 48

saat surelerle muamele edilen insan periferal lenfosit hicrelerinin  genomik
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DNA'’sindaki olasi genotoksik etkileri degerlendirmek igcin RAPD-PCR yoOntemi
kullanilmigtir. Uygulanan hem tiim doz ve siirelerde sodyum metabilsilfitin genomik
kalip stabilitesini kontrol grubuna gore 6nemli oranda degistirdigi tespit edilmistir.

Benzo [a] piren, etil metan sllfanat ve mitomisin —C' nin genotoksik etkileri insan
periferal lenfositlerinde RAPD teknigi kullanilarak arastirildigi ¢alismada maddelere
maruz birakilan hiicrelerin RAPD profilleri ile kontrol grubu arasinda bant yogunlugu,
bant artis ve azalis1 gibi farliliklar gézlenmistir (Culcu, 2007).

DNA onarimi, genomik kararsizlik ve apoptozis birbirleriyle etkilesen olaylar
oldugundan, her biri karsinojenezde ¢ok 6nemli role sahiptir (Ekmekgi vd., 2008).
RAPD yontemi kanser arastirmalarinda da genomik degisikliklerin belirlenmesinde;
malign hicrelerdeki genomik kararsizliklar: belirlemek icin de fayda saglar (Atienzar ve
Jha, 2006).

Losemi hastalarinda RAPD-PCR yontemi ile yapilan bir tarama g¢aligmasinda
rastgele secilen primelerden OPA9 primeri ile belirlenen DNA polimorfizminin tanida
kullanilabilir nitelikte oldugu bildirilmistir (Saleh, 2010).

Papadopoulos ve arkadaslar1 (2002) meme kanseri olan hastalarda RAPD-PCR
teknigini uygulamis ve kanserli hucrelerin profillerinde %44°1Uk bir farklilik tespit
etmislerdir.

Ong ve arkadaglarinin (1998) akciger kanseri tanisi alan hastalarda genomik
kararsizligin belirlenmesi i¢in 7 rastgele segilen primerle yaptiZi RAPD-PCR
calismasinda genomik kararsizligin %15 ile %75 arasinda degistigi ama 6zellikle bir
primerde bu yiizdenin 95’e kadar ¢iktig1 belirlenmistir. Neticede RAPD belirteclerinin
akciger kanseri vakalarinda genomik kararsizligi belirlemede etkili olabilecegi
bildirilmistir.

Misra ve arkadaslar1 (1998) beyin tiimoriinde genomik kararsizligit RAPD profilde
kaybolan ve olusan yeni bantlarin varligiyla belirlemislerdir. Singh ve Roy (2001)
meme kanseri hiicrelerinde 1270 bg’lik yeni bir bir bant olusumunu tiimor dokularinin
%81 in var oldugunu gene RAPD-PCR teknigi ile belirlemislerdir

Yapilan galismalarla cilt kanserlerindeki (Ribeiro vd.,2004) ve erkek ¢ocuklarda
dogumsal bir bozukluk olarak goriilen hipospadiasli hasta gruplarindaki (Alsulaimani
vd., 2011) genomik kararsizlik da RAPD-PCR yontemi ile basarili bir sekilde tespit

edilmistir.

33



Kaptan’in (2013) yaptigt tez c¢alismasinda kanserli hiicre genomundaki
kararsizligin belirlenmesi RAPD-PCR teknigi uygulanmistir. Meme ve endometrium
kanserli hastalarin parafine gomiilii doku ve kan oOrneklerinden 6 farkli primer ile
Yapilan PCR’lar sonrasi elde edilen RAPD profilleri degerlendirilmistir. Kullanilan
primerleden OPA9’un kanserli hiicrelerde normal hiicrelere kiyasla farkli RADP
profilleri olusturudugu, RAPD yonteminin kanserli hiicrelerde genomik kararsizligin

tespitinde etkili bir test sistemi oldugu bildirilmistir.
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2. MATERYAL METOD
2.1. Materyal

Paraben ve tiirevlerinin genotoksik etkilerini incelemek amaciyla yapilan bu in
vitro ¢alismada insan periferal kan kiiltiiri ve izole lenfositler kullanilmistir. Kullanilan
periferik kan, alkol, sigara ve siirekli ila¢ kullanmayan, saglikli iki dondrden temin

edilmistir.

2.1.1. Kullanilan deney ekipmanlari ve kimyasallar

Santriftj, floresan mikroskop, inkubatér, pH metre, su banyosu, flow kabin,
buzdolabi, hassas terazi, falcon tiip, mikropipet, enjektor, lam, lamel, erlen, beher,
yatay ve dikey sale, elektroforez tanki, 1.5 ml ependorf tiipii, jel goriintiile sistemi,

mikrodalga firin, nano-drop spektormetre.

Kromozom medyumu (Biochrom), Histopaque 1077 (Sigma), RPMI-1640
(Sigma), DMSO, NaCl, KCI, NaOH, , Etidyum Bromide, Triton-X 100, EDTA,
Trizma Base (Sigma), HMA (Sigma), LMA (Sigma), Fosfat tampon (PBS) tabletleri,
fenol-kloroform, SDS, proteinaz K, etanol (saf), borik asit, trypan blue, H.O2, EMS,
dNTP mix, (sigma), MgCI2 (sigma), 10 X Taq Polimeraz (sigma), 6X Loading Dye

Solution (Fermentas), Oligonikeotid primerler (Biolegio, Research Genetics).

Kullanilan 10 niikleotidlik primerlerin 5°—3’ yoniindeki niikleotid siralar1, her bir

primerin G+C yiizdesi ve baglanma sicakligi tablo 2.1’de gosterilmistir.

Tablo 2.1. PCR amplifikasyonu igin kullanilan primerlerin niikleotid dizileri, G+C

yiizdesi ve baglanma sicakliklar

Primerler Primer dizisi (5°—3°) G+C Baglanma Sicakhigi
Yizdesi (°C)
PM6 GGTGACGCAG 70 34
PM7 GGGTAACGCC 70 34
OPA?2 TGCCGAGCTG 70 34
PM1 GTCCCGACGA 70 34
PM2 ACCGCGAAGG 70 34
PM3 TGCGCCCTTC 70 34
PM5 AGGGCGTAAG 60 32
PM8 CCCGTCAGCA 70 34
PM10 CTGCGCTGGA 70 34
OPA5 AATCGGGCTG 60 32

Genotoksiksik etkileri degerlendirilen kimyasallar ve agik formiilleri asagidaki

Sekil 2.1-7’de verilmistir.
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OH

Sekil 2.1. Paraben (4-Hydroxybenzoic acid)

O
/@/LLOI"RCHB
HO

Sekil 2.2. Etil paraben (Ethyl 4-hydroxybenzoate)

O
OCH3;
HO

Sekil 2.3. Metil paraben (Methyl 4-hydroxybenzoate)
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OH

Sekil 2.4. Propil paraben (Propyl4-hydroxybenzoate)

OH

Sekil 2.5. [zopropil paraben (Isopropyl 4-hydroxybenzoate)

O O~ -CHa3

OH

Sekil 2.6. Butil paraben(Butyl4-hydroxybenzoate)
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O/\l/CHg

CH
HO 3

Sekil 2.7. [zobiitil paraben (1sobutyl 4-hydroxybenzoate)

2.1.2. Comet testinde kullanilan soliisyonlar
Fosfat tamponu (PBS)

1 tane PBS tableti 200 ml distile suda ¢ozullr ve +4° C’de saklanir.

Lizis ¢Ozeltisi

NaCl .........c....... 146,1 ¢

EDTA ... 3729 900 ml dH.0
TriS. e 12¢g pH=10

Hazirlanan stok lizis tercihen koyu renkli sisede +4° C’de koyu renkli sisede
saklanir. Deneyden once her 100 ml ¢6zelti igin 1 mL Triton X ve 10 mL DMSO ilave
edilir.

Elektroforez tamponu
Na:EDTA ....... 0,747g 21t dH20
NAOH ........... 24q pH > 13

+4° C’de saklanur.

Notralizasyon tamponu
Tris............ 4,8456 ¢ } pH=7.5
+4° C’de saklanur.

Diisiik erime 1s1l1 agaroz jel

0,07 gr diisiik erime 1s1l1 agar
10 ml PBS
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Boyama ¢ozeltisi

5mg EtBr ve 50ml dH>O ile stok ¢ozelti hazirlanir. +4° C’de saklanir. Boyama

yapilacagi zaman 1:4 oraninda distile su ile diliisyon yapilir.

Lamlarin agaroz ile kaplanmasi

0,75g yiiksek erime 1s1l1 agaroz 100ml dH20’da ¢oziiliir. Lamlar rodajli kisminin
yarisina kadar agaroza batirilir. Altlar1 silinerek kurumaya birakilir. Kuruduktan sonra

numaralandirma yapilarak ¢alisma evvelinde hazir hale getirilir.

2.1.3. RAPD-PCR yonteminde kullanilan soltsyonlar
Stok Tris Cozeltisi:

500mM Tris pH: 8.0 'e HCI ile ayarlanir.

Stok EDTA c¢ozeltisi:
500mM EDTA (Etilendiamin —tetra asetik asit disodyum tuzu), 5M NaOH (Sodyum
Hidroksit ) ile pH:8.0 'e ayarlanir.

TBE tamponu:

54 g Trisma base

27,5 g Borik Asit 800 ml distile suda ¢oziiliir, 1000 ml’ye tamamlanir
20ml 0,5 M EDTA

2.2. Metod
2.2.1. Kan orneklerinin alinmasi

Alkol, sigara ve siirekli ila¢ kullanmayan, saglikli 25-30 yaslarinda iki donérden

steril sartlarda heparinize olarak alinan kan alinmaistir.

2.2.2. Comet testi

Genotoksisite tespitinde kullanilan comet tesitinde DNA hasar gostergesi DNA
zincir kiriklaridir.  Apoptozdan kaynaklanan DNA fragmantasyonun sonuglari

etkilememesi i¢in comet testi yapilacak hiicrelerde madde uygulamasi sonucu en az
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%80 canlilik oranin bulundugu dozlarin tercih edilmesi gerekmektedir. Bunun igin
lenfositler izole edildikten sonra comet testi igin uygulanabilir dozlarin se¢imi igin

tripan mavisi testi yapilmaistir.

2.2.2.1. Lenfosit izolasyonu, madde uygulamasi ve doz taramast

1. 12mP’lik falkona Histopaque 1077 ve lzerine de esit miktarda kan eklenir.
400g.’de 30 dakika santrifiij yapilir.

2. Santrifiij sonrasi lenfosit tabakas1 dikkatlice toplanip yeni bir falkona alinir.
3. Lenfositlerin iizerine 6 ml PBS eklenerek 250g.’de 10 dakika santrifiij yapilir.

4. Santrifiij sonrasi siipernatan ¢ekilerek lizerine 3 ml PBS eklenir, pipetaj yapilir

ve 250¢.’de 10 dakika santrifiij yapilir.
5. Yikama asamasi olan 4. basamak tekrarlanir.
6. Santifiij sonrasi lenfositler Iml RPMI 1640 eklenerek diliie edilir.

Yapilan litaratiir arastirmasi sonucu test maddelerinin denenecek doz araligi 50
pg/ml ile 1000 pg/ml olarak belirlenmistir. Paraben ve tiirevleri DMSO’da ¢6ziilmiistiir.
Dolayistyla calismamizda spontan ve 50 pM’lik H20: pozitif kontrol disinda DMSO

kontrolii de bulunmaktadir.
Madde maruziyeti icin 1ml’lik ependorf tliplere ;
150 pl RMPI 1640 icinde dilue edilen lenfosit,
95 ul RPMI 1640,
5 ul madde

eklenerek 37° C’de 1 saatlik inkiibasyon yapilmustir. inkiibasyon sonrasi lenfositlerde

canlilik tespiti i¢in tripan mavisi testi yapilmaistir.
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2.2.2.2. Tripan mavisi ile canlilik testi

Lenfosit hiicrelerinde canlilik tespitinde yaygin olarak kullanilan negatif yiiklii bir
boya olan tripan mavisi hiicre membrani zarar gérmiis canli olmayan hiicreler tarafindan
absorblanir ve mikroskop altindaki incelemede 6lii hiicreler mavi ile boyanmig olarak

canli hiicrelerden kolaylikla ayrit ediliriler.

Hiicre siispansiyonu 1:1 oraninda %0,4’liik tripan mavisi boyasi ile seyreltilip ve
bu seyreltilen siispansiyondan alinip thoma lamina yayilmis ve 151k mikroskopu altinda

hiicreler sayilmistir. Canli hiicre yiizdesi agsagida gosterilen sekilde hesaplanmistir.
Canl1 Hiicre (%) = (Canli Hiicre / Toplam Hiicre) x 100

Her test maddesi icin 1 saatlik maruziyet sonrast %80’den fazla canliligin oldugu
en yiiksek doz ilk doz kabul edilip diger ii¢ doz bir 6ncekinin yaris1 olacak sekilde

hesaplanmustir.

2.2.2.3. Izole lenfositlerde comet yontemi uygulanisi

Histopaque 1077 kullanilarak izole edilen lenfosit hiicreleri paraben ve
tirevlerinin belirlenen dozlart ile 37° C’de 1 saat inkUbe edildikten sonra lenfositler,
diisiik erime 1si1l1 agarla karnistirllmis ve Onceden yiiksek erime 1sili agarla kaplanan
lamlara yayilip lameller kapatilmis +4°C’de lam tizerinde bir tabak olusturmalarina
olanak saglanmistir. 20 dakika sonra buzdolabindan c¢ikarilan lamlarin iizerinden
dikkatlice lameler kaldirilmis, icerisinde soguk liz soliisyonu bulunduran ve 1siktan
etkilenmemesi i¢in folyo ile sarili salelere dizilmistir. Hiicreler +4°C’de 1 gece lizise

birakilmstir.

Ertesi gilin lizis soliisyonundan c¢ikarilan lamlar comet elektroforez tankina
dizilmis alkali elektroforez tamponu icinde DNA denatiirasyonu igin 20 dakika
bekletilmistir. Bu siire sonunda 6zel comet tankinda soguk ve karanlik bir ortamda 25
Volt; 300 Amper; 25 dakika siiren elektorforez gerceklestirilir. Lizis ile serbestlesen
DNA 1s18a karst duyarli oldugundan madde uygulamasi disinda ilave kiriklar
olusmamasi i¢in islemlerin karanlik ortamda gerceklestirilmesi 6nemlidir. Yiiriitme
islemi bitiminde tanktan ¢ikarilan lamlar soguk noétralizasyon ¢ozeltisinde karanlikta 5
dakika bekletildikten sonra soguk suya daldirilip ¢ikarilma tizere yikanmis ve serin

karanlik bir ortamda kurutulmustur.
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Tamamen kuruyan lamlar EtBr ile boyanip floresan mikroskobunda incelenerek
her lamdan rastgele 50 gorintu (iki dondrden toplamda 100 hicre gorintusu olacak
sekilde) 40X biiyiitmede fotograflanarak arsivlenmistir.

Analizler aym kisi tarafindan Comet Gériintii Isleme ve Analiz Programi Sistemi
Programi (BAB Bs 200 Pro) kullanilarak yapilmstir.

Program bir analizde 21 parametreye gore sonuclar verebilmektedir. Calismada
ise yaygin kullanilan parametrelerden DNA hasari ile dogru orantili olarak artan kuyruk

uzunlugu (um) degerlendirilmistir.

2.2.2.4. Istatistik

Calismamizda uygulama gruplarmin sonuglart spontan ile karsilastirilmak
suretiyle SPSS 21 programinda Dunnet t test kullanilarak istatistiksel agidan

anlamliliklar belirlenmistir.

2.2.3. RAPD- PCR yontemi

RAPD-PCR yonteminde paraben ve tiirevlerinin 24 ve 48 saatlik uygulamalarinin
kiiltiire edilen insan lenfosit DNA’s1 iizerine etkileri arastirilmistir. Toplam 72 saatlik
lenfosit hiicre kiiltiirii tamamlandiktan sonra ilk olarak kiiltiire edilen hiicrelerden DNA
izolasyonu, sonra RAPD primerleri ile PCR’lar1 yapilmis ve son olarak da elde edilen
PCR iiriinleri elektroforezle yiiriitiiliip goriintiilenmesi yapilarak elde edilen RAPD

profilleri degerlendirilmistir.

2.2.3.1. Lenfosit kiiltiirii ve madde uygulamast

Alkol, sigara ve siirekli ila¢ kullanmayan, saglikli iki dondrden steril sartlarda
heparinize olarak alinan kan, Sml Kromozom Medyum-B bulunan tiiplere, 12' ser damla
(0,2 ml) ilave edilerek ve steril kosullara sahip, 37 oC de, toplam 72 saat inkiibe
edilmistir.

Insan periferal lenfositleri 24 ve 48 saat boyunca parabenin 500, 250, 100 ve 50
ug/ml ve paraben tlirevlerinin 100, 50, 25 ve 10 pg/ml’lik dozlariyla muamele
edilmistir. Kan hiicreleri medyum igerisindeyken 24 saatlik muamele ic¢in kiltirin 48.
saatinde; 48 saatlik muamele icin kultlrin 24. saatinde tiiplere test maddeleri eklenerek

toplam 72 saat 37 °C’de inkiibasyona birakilmastir.
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2.2.3.2. Lenfosit kiiltiiriindeki besi yerinin uzaklastiriimasi

Kiltiir stiresinin bittigi 72. saatte her bir tiip 1200 rpm’de 15 dakika santrifiij
edilip, santriflij sonrasi siipernatan atilmistir. Tiiplere 1ml PBS ilave edilip hafifce
vortekslendikten sonra ve 1200 rpm’de 15 dakikalik bir santrifiij daha yapilmis ve
supernatan atilmistir. Boylece ortamdaki besi yeri uzaklastirilmigtir. Tiipiin dibindeki

hlcrelerin Uzerine 300 pl PBS eklenmistir.

2.2.3.3. Lenfositlerden DNA izolasyonu

PBS' li hiicre stispansiyonundan 250 pl alip iizerine 500 ul liziz buffer (%10 SDS,
1 M NaCl, 10 mg/ml Proteinaz K, 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA pH: 8,0) ilave
edilerek vortekslenip 37°C de bir gece inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi drnek
tizerine esit hacim fenol-kloroform eklenerek 2500 rpm’de 2 dakika santrifiij edilmis ve
ustteki berrak faz yeni steril DNA tiiplerine alinmigtir. Bu asama {ist faz berraklasana
kadar 2 ya da 3 kez tekrar edilmistir. Uzerine 1 ml absolute etil alkol eklenen tipler
14.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatan atilarak alkol uzaklastirildiktan
sonra islem %70’lik etil alkol ile tekrarlanmistir. Pelet steril kosullarda kurutulduktan

sonra 30 pl steril distile suda ¢oziilmiistiir.

2.2.3.4. DNA konsantrasyon ve kalite tayini

Arastirmada elde edilen DNA 6rneklerinde miktar ve kalite tayini Nanodrop ND—-
1000 spektrofotometre cihazi kullanilarak gerceklestirilmistir. DNA konsantrasyonunu
260nm.’deki absorbans degerinde ng /ul cinsinden veren Nanodrop cihazinda 260/280
nm’lerdeki absorbans oranm1 DNA/RNA’nin saflik derecesini gostermektedir. Ideal

sartlarda saf DNA 6rnekleri igin bu oranin 1,8 olmasi beklenmektedir.

DNA miktarin1 degerlendirirken spektrometrik 6l¢iimleri teyit amaciyla %0,8’lik
agaroz jelde 100 V akim hiziyla 40 dakika elektroforezde yiiriitiilen 6rnekler UV altinda
goriintiilenmistir.

[zole edilen DNA orneklerinden:;

M1xV1=M2xV2

formiilii kullanilarak son konsantrasyon 2 ng/uL olacak sekilde steril distile su ile

diliisyonlar yapilmistir.
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2.2.3.5. RAPD-PCR reaksiyonu

Son diliisyonu yapilan DNA o6rnekleri ile tabloda baz dizilimleri ve %G+C
oranlar1 verilen rasgele secilmis primerlerin her biri ile PCR reaksiyonlar
gerceklestirilmistir. PCR reaksiyonu icin 6rnekler 0,5 ml propilen tiplerde dH20; 10x
Taqg Buffer; MgCI2 (25 mM); dNTP mix (2 mM); Primer (5 pmol) ve DNA (2 ng/uL)
kullanilarak flow kabinde buz iizerinde hazirlanmistir.

Hazirlanan DNA o6rneklerinin amplifikasyonu ThermalCycler cihazinda Tablo

2.2.”de belirtilen sicaklik, sure ve dongulerde gergeklestirilmistir.

Tablo 2.2. Uygulanan PCR Program:

islem Sicakhik (°C) Siire Déngii Sayist
On denatiirasyon 95 5sn 1
Denatlirasyon 92 55sn

Primer baglanma 33-34 1dk 40
Uzama 72 2 dk

Son uzama 72 7 dk 1
Sogutma 4 0

2.2.3.6. Agaroz jel elektroforezi

PCR oOrneklerinin yiratulmesi igin 0,5 X TBE ¢ozeltisi ile hazirlanan %1,8’lik
agaroz jel ve yatay konumda elektroforez kullanilmistir. Jeller etidyum bromir (5
ug/ml) ile boyanmistir. PCR 6rneklerinden 10 pL alimip 3 pL 6X DNA loading dye ile
kanigtirilmis ve jeldeki kuyucuklara yiiklenmistir. Her bir jele es zamanli olarak DNA
katilmamis negatif kontrol ile birlikte muamele edilmis 6rneklerin DNA’lar1 ve 100

bg¢’lik DNA markirt da yiiklenmigtir. PCR Urtnleri 150 voltta 1 saat ylrGtilmustiir.
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2.2.3.7. PCR Urunlerinin jelde gériuntilenmesi

Jeller UV transliiminator lizerinde goriintiillenmistir. Jellerin fotograflar1 Uvitec

Biolab UV Photomer jel dokiimantasyon cihaziyla ¢ekilmistir.

2.2.3.8. Elde edilen RAPD profillerinin degerlendirilmesi

Elde edilen RAPD profillerinde test gruplari kontrol gruplariyla karsilastirilarak
olusan yeni bantlar ve kaybolan bantlar i¢in skorlama yapilmistir. Skorlama yapilirken
orneklerin RAPD profilindeki gozlenen her farklilik (bant kaybi ya da yeni bir bant
Olusumu) “1” olarak hesaplanmig, farkliligin gozlenmedigi profil “0” olarak

degerlendirilmistir.
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3. BULGULAR

3. 1. Comet Testi Sonuclari

Comet testinde genotoksik hasarin saglikli bir sekilde degerlendirilebilmesi igin
madde uygulamasinda hiicrelerin canlilik yilizdesinin en az %80 oldugu dozlar tripan
mavisi testi ile belirlenmistir. Degerlendirilmesi planlanan doz araliginda her test
maddesi i¢in 1 saatlik maruziyet sonrasi %80’den fazla canliligin oldugu en yiiksek doz
ilk doz kabul edilip diger ii¢ doz bir 6ncekinin yaris1 olacak sekilde hesaplanmistir ve

konsantrasyonlar Tablo 3.1’deki gibi belirlenmistir.

Tablo 3.1. Test Maddelerinin Comet Testinde Uygulanacak Dozlar

Test Maddesi Comet Testinde Uygulanacak Dozlar (ug/ml)
Paraben 1000 750 500 250
Metil P. 750 500 250 125
Etil P. 500 250 125 50
Propil P. 250 125 50 25
isopropil P. 250 125 50 25
Butil P. 125 50 25 10
isobiitil P. 125 50 25 10

Paraben ve tilirevleri icin yapilan litaratiir taramasinda uygulanacak dozlarda iist
sinir 1000 pg/ml olarak belirlenmistir. 1 saatlik uygulama sonucunda sitotoksisite
potansiyellerindeki farklilik comet testinde uygulanacak dozlarin da buna paralel olarak
farkli belirlenmesini gerektirmistir. 1000 pg/ml’lik dozda sadece paraben igin %80°den
fazla canliligin oldugu; alkil zincir uzadikg¢a belirlenen en yiiksek dozun diistiigli tespit
edilmistir. Bu sonuglara gore sitotoksisite potansiyeli agisindan isobutil ve isobditil

paraben> isopropil ve propil paraben > etil paraben > metil paraben > paraben seklinde

bir siralama yapilabilir.
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Tablo 3.2. Parben Ve Tiirevierine 1 Saatlik Maruziyet Sonucunda Insan Lenfositlerinde

Olusan Ortalama Kuyruk Uzunlugu

Test Maddesi Doz (ug/ml) Ortalama kuyruk uzunlugu (um)
+SD
Spontan 4,19 0,32
DMSO 20 pl/ml 4,32+0,24
H202 50 uM 43,88+0,14"
Paraben 125 4,34+0,26
250 4,89+0,19
500 5,62+1,24
1000 10,93+0,91*
Metil Paraben 125 7,48+1,84
250 6,52+0,43
500 11,98+1,20*
750 17,18+1,62*
Etil Paraben 50 6,80+0,92*
125 7,56+0,05*
250 7,60+0,09*
500 11,24+0,25*
Propil Paraben 25 5,70£0,13
50 18,37+0,90*
125 17,63+1,79*
250 31,99+0,88*
izopropil Paraben 25 7,93+0,02*
50 9,42+1,30*
125 15,02+0,38*
250 19,62+1,13*
Bitil Paraben 10 5,24+0,25
25 6,94+0,36*
50 7,59+0,10*
125 27,59+1,08*
Izobiitil Paraben 10 5,93+0,22
25 6,10+0,36
50 8,69+0,04*
125 30,31+1,61*

* Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (t testi)

Comet testinde DNA hasar1 arttik¢a kirilmalara baglh olarak kuyruk uzunlugu
artmaktadir. Parben ve tlrevleri ile 1 saatlik maruziyet sonucunda insan lenfositlerinde
olusan ortalama kuyruk uzunlugu Tablo 3.2’de gosterilmistir.

Test maddelerimizin ¢oziiciisii olan DMSO’nun spontana ¢ok yakin kuyruk
uzunlugu degeri ile kullanilan dozda genotoksik olmadigi tespit edilmistir. Paraben ve
tiirevlerinin, kuyruk uzunlugunu spontana goére tiim dozlarda ve genel olarak doza bagl
olarak arttirdig1 goriilmiistiir. Bununla birlikte paraben i¢in bu artis en yiiksek doz olan

1000 pg/ml’lik uygulamada istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Metil parabende
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en yiiksek iki doz olan 750 ve 500 pg/ml’lik dozlarda istatistiki olarak anlamli sonuglar
elde edilmisken, etil parabenin tiim dozlarinda anlamli sonuglar elde edilmistir. Etil
parabenin tiim dozlarmin olusturdugu kuyruk uzunluklari istatistiki olarak anlamli
cikmistir. Propil parabenin 50 pg/ml’lik dozu bir {ist doz olan 125 pg/ml’lik dozdan ¢ok
az farkla daha fazla kuyruk uzunluguna sebep olarak paraben ve tiirevleri i¢inde doz
cevap iligskisinde paralelligini bozmus gibi goériinmekle birlikte iki dozun olusturduklari
kuyruk uzunluklar1 birbirine yakindir ve istatistiki olarak en diisiik doz hari¢ 50, 125 ve
250 pg/ml’lik diger dozlarda anlamli sonuglar elde edilmistir. Propil paraben ile ayn
dozlarda uygulanan Izopropil parabenin doza bagli kuyruk uzunlugunu artirdig
gorilmiis ve tiim dozlarinda istatistiki olarak anlamli sonuclar elde edilmistir. Biitil
paraben ve izobdtil paraben’in daha diisiik baslangi¢ dozlar1 olmalarina ragmen paraben
ve tlirevleri igerisinde en uzun kuyruk uzunluklarina sebep olduklar1 ve dolayisiyla daha
fazla DNA hasarma sebep olduklar1 gorilmistiir. BUtil parabenin 25, 50 ve 125
ug/ml’lik dozlarinda, izobiitil parabenin ise 50 ve 125 pg/ml’lik dozlarinda istatistiki
anlamlilik tespit edilmistir.

Comet testi i¢in maddelerin genotoksisite potansiyellerini karsilagtirirken
uygulanan dozlarin farkli oldugu hesaba katildiginda hepsi ic¢in ortak doz olan 125
Mg/ml’lik dozunda DNA hasar gostergesi olan en yiiksek kuyruk uzunlugunu izobiitil ve
biitil parabenin olusturdugu sonra sirayla; propil ve izopropil paraben, etil paraben,
metil paraben ve paraben’in olusturudugu goriilmektedir. Sitotoksisitesi ile paralel

olarak alkil zincir arttik¢a genotoksisite potansiyelinin de arttig1 sdoylenebilir.

3.2. RAPD-PCR

Maruziyet siirelerinin bitiminde kiiltiirden izole edilen DNA’larin amplifikasyonu
icin 10 primer kullanilmis ancak tiim maddeler i¢in amplifikasyona {i¢ primer ile devam
edilmistir. Ciinkii kullanilan bu primerlerden bir kismi ile amplifikasyon
gerceklesmemis bazilar1 ise RAPD-PCR test sisteminde genotoksisiteyi belirlemede

kullanigsiz bantlar vermistir.

Kullanilan 10 niikleotidlik primerlerin 5’—3” yoniindeki niikleotid siralari, her bir

primerin G+C yiizdesi ve baglanma sicakligi tablo 3’ te gdsterilmistir.
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Tablo 3.3. PCR amplifikasyonu icin kullanilan primerlerin niikleotid dizileri, G+C
ylzdesi ve baglanma sicakliklart

Primerler Primer dizisi (5°—3°) G+C Baglanma Sicakhig
Yilzdesi (°C)

PM6 GGTGACGCAG 70 34

PM7 GGGTAACGCC 70 34

OPA?2 TGCCGAGCTG 70 34

Secilen primerlerle ile gerceklestirilen PCR’lar neticesinde sponton ve negatif
kontrol o6rneklerinin RAPD profillerinde PM6 primeri ile yaklasik 600 ile 900 bg
blylkligiinde iki bant; PM7 primeri ile yaklasik 550, 850 ve 1000 bg biiyiikliigiinde ii¢
bant; OPA2 primeri ile ise yaklasitk 450 ve 1600 bg biiyilikliigiinde iki bant elde
edilmistir (Sekil 3.1.-3.7).

Kiiltiire edilmis lenfositler hiicrelerinde paraben ve esterleri ile 24 ve 48 saat
muamele edilen o6rneklerle kontrol 6rneklerinin bant porfilleri karsilastirilarak
degerlendirme yapilmistir. Kontrol grubu profiline gore test maddesi muameleli
gruplarin profillerinde olusan her yeni bant ve kaybolan bant i¢cin 1 degeri verilerek
polimorfik bant sayilari tablolarda (Tablo 3.4.- 3.10) verilmistir. Paraben ve esterlerine
maruz birakilan lenfosit kiiltlirlerinin segilen primerlerle yapilan PCR’lar1 sonucu
polimorfik bantlar Urettikleri yani paraben ve esterlerinin maruziyetinin genetik hasar

olusturarak genomik stabiliteyi etkiledikleri tespit edilmistir.

3.2.1. Paraben uygulanan orneklerin PM 6, PM 7, ve OPA 2 primerleri ile
gerceklestirilen RAPD-PCR sonuglar:

Parabenin 50- 500 pl/ml dozlari ile 24 ve 48 saat muamele edilen orneklerle
kontrol 6rneklerinin bant porfilleri sekil 3.1’de polimorfik bant sayilar ise tablo 3.4’de

gosterilmistir.
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PM 6 PRIMERI
1. Don6r 2. Donor

3 4 5 6 7 8 910 11 1213

T cwawwy vYTYev
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PM 7 PRIMERI
1. Don6r 2. Donor

5 7 & o 10 11 1213 M12 346678 910111213

v o - (9]
L 1 L1 [ T Ll L
_ e e e - e g —

OPA 2 PRIMERI
1. Dondor 2. Donor

12 3 45 6 7 8 9 10 111213

-
——
—
—

-—

M: Marker (yukaridan asagiya dogru 3000, 2500, 2000, 1500,1200, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300,
200 ve 100 bg); 1: Spontan, 2: DMSO, 3: EMS 0,1 pl/ml 4: Paraben 50 pg/ml , 5: Paraben 100 pg/ml, 6:
Paraben 250 pg/ml, 7: Paraben 500 pg/ml, 8: DNA yok (negatif kontrol), 9: EMS 0,1 pl/ml, 10: Paraben 50
pg/ml, 11: Paraben 100 pg/ml, 12: Paraben 250 pg/ml, 13: Paraben 500 pg/ml

Sekil 3.1. 24 ve 48 saatlik paraben maruziyeti sonucu PM6, PM7 ve OPA2 primerleri
ile elde edilen RAPD profilleri
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Tablo 3.4. Iki donériin PM6, PM7 ve OPA2 primerleri ile elde edilen RAPD
profillerinde kontroldeki bant sayilari ve paraben muameleli gruplarin
kontrolle kiyaslanmasi sonucunda elde edilen polimorfik bant sayilart

24 Saatlik Muamele 48 Saatlik Muamele
Primer | KBS” EMS 50 125 250 500 EMS 50 125 250 500

0.1 pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/mi | 01 pg/ml | pg/ml | pg/ml | po/ml
ul/ml ul/ml

N PM6 2 0 2 1 1 2 0 2 0 0 3

) _

Eo=lpwr |3 0 1 2 2 1 0 2 2 2 1

o< 2

— X o | OPA2 2 1 1 0 1 2 2 1 2 2

o PM6 2 0 2 2 2 1 0 2 2 2 2

o) _

co=pwr |3 0 0 3 3 1 2 2 2 2 2

a<g o

o X o | OPA2 2 1 0 0 1 1 1 0 0 0 1

*KBS: Kontroldeki bant sayisi

PM6 primeri ile yapilan PCR sonucunda iki donérde de yaklagik 600 ve 900
b¢’lik bantlar elde edilmistir. ilk donériin lenfosit kiiltiiriinin RAPD profilinde 24
saatlik maruziyet degerlendirildiginde parabenin 50 pg/ml’lik dozunda yaklasik 550 ve
1350b¢ biiyiikligiinde iki yeni bant; 125 ve 250 pg/ml’lik dozlarinda 1350 bg
biiyiikliigiinde bir yeni bant; 500 pg/ml’lik dozunda ise 1350 ve 1000 bg biiytikliigiinde
iki yeni bant olustugu goriilmiistiir. Ayrica 250 pg/ml’lik paraben dozunda 600 bg
biiyiikliigiindeki bantin yogunlugunun azaldig: gériilmiistiir. ilk donériin 48 saatlik
maruziyet sonucu dozlarin RAPD profilleri degerlendirildiginde 50 pg/ml’lik paraben
dozunda 1200 ve 1350 bg biiyiikliigiinde iki yeni bant; 500 pg/ml’lik dozunda ise 1350,
2000 ve 2200 be biiytikliigiinde 3 yeni bant olustugu goriilmiistiir. 48 saatlik 250 pg/ml
paraben maruziyetinde de 600 bg biiyiikliiglindeki bantin yogunlugunun azaldigi
goriilmiistiir. Tkinci dondriin 24 ve 48 saatlik paraben maruziyetinde uygulanan tiim
dozlarin profillerinde 1350 ve 1550 bg¢ biiyilikligliinde iki yeni bant olustugu
gorilmiistiir.

PM?7 primeri ile yapilan PCR’lar sonucunda iki dondrde de yaklasik 1000, 850 ve
550 b¢’lik bantlar elde edilmistir. Ik dondriin lenfosit kiiltiiriiniin RAPD profilinde 24
saatlik maruziyette parabenin 50 pg/ml’lik dozunda yaklagik 1350bg biiyiikliigiinde bir
yeni bant; 125 ve 250 pg/ml’lik dozlarinda 700 ve 1350 bg biyiikliigiinde iki yeni bant;
500 pg/ml’lik dozunda ise 1350 bg biiyiikliigiinde bir yeni bant olustugu, 850 bg

bityiikliigiindeki bantin ise kayboldugu goriilmiistiir. Ik donériin 48 saatlik maruziyet
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sonucu dozlarin RAPD profilleri degerlendirildiginde 50 pg/ml’lik paraben dozunda
1350 be biiyiikliigiinde bir yeni bant olustugu, 850 b¢’lik bantin kayboldugu; ; 125 ve
250 pg/ml’lik dozlarinda 700 ve 1350 bg biiyiikliigiinde iki yeni bant; 500 pg/ml’lik
dozunda ise 1350bg biiyiikliigiinde 1 yeni bant olustugu goriilmiistiir. Ikinci dondriin 24
saatli 100, 250 ve 500 pg/ml’lik paraben maruziyetinde 1350 ve 1550 bg¢’lik iki yeni
bant olustugu ve 600 bg¢’lik bantin kayboldugu goriilmiistiir. 48 saatlik 50 ve 125
pug/ml’lik paraben maruziyetinde 1350 ve 700 bg’lik iki yeni bant olustugu; 250 ve 500
ng/ml’lik paraben dozlarinda ise 600 ve 1000bg’lik iki bantin kayboldugu goériilmiistiir.

OPAZ2 primeri ile yapilan PCR’lar sonucunda iki dondrde de yaklasik 1550 ve 450
b¢’lik bantlar elde edilmistir. Ilk donériin lenfosit kiiltiiriiniin RAPD profilinde 24
saatlik maruziyette parabenin 50 pg/ml’lik dozunda yaklasik 600 bg biiyiikliigiinde bir
yeni bant olustugu; 250 pg/ml’lik dozunda 1550 bg biiyiikliigiindeki bantin kayboldugu;
500 pg/ml’lik dozunda ise 1250 ve 600 bg¢ biiyiikligiinde iki yeni bant olustugu
goriilmiistiir. [k dondriin 48 saatlik maruziyet sonucu dozlarin RAPD profilleri
degerlendirildiginde 50 pg/ml’lik paraben dozunda 600 bg biiyiikliigiinde bir yeni bant
olustugu, 125 ve 250 pg/ml’lik dozlarinda 1250 ve 600 bg biiyiikliigiinde iki yeni bant
olustugu goriilmiistiir. Ikinci dondriin 24 saatlik 500 pg/ml’lik paraben maruziyetinde
1250 bg’lik bir yeni bant olustugu; 48 saatlik 500 pg/ml paraben maruziyetinde ise 1600
b¢’lik bantin kayboldugu goriilmiistiir.

3.2.2. Metil Paraben uygulanan érneklerin PM 6, PM 7, ve OPA 2 primerleri ile
gerceklestirilen RAPD-PCR sonuglar
Metil parabenin 10- 100 pl/ml dozlar ile 24 ve 48 saat muamele edilen 6rneklerle
kontrol 6rneklerinin bant porfilleri sekil 3.2°de polimorfik bant sayilar1 ise tablo 3.5°de

gosterilmistir.
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PM 6 PRIMERI

1. DONOR 2. DONOR
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PM 7 PRIMERI

1. DONOR 2. DONOR

M 2 3 4056 7 85 g 01213

= - ‘ et
~ RN W

OPA2 PRIMERI

1. DONOR 2. DONOR

5 6 789 10 11 12 13

—
-
__-------_- o S G e WP

M: Marker (yukaridan asagtya dogru 3000, 2500, 2000, 1500,1200, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300,
200 ve 100 bg); 1: Spontan, 2: DMSO, 3: EMS 0,1 pl/ml 4: Metil p.10 pg/ml , 5: Metil p 25 pg/ml, 6: Metil p

50 pg/ml, 7: Metil p 100 pg/ml, 8: DNA yok (negatif kontrol), 9: EMS 0,1 pl/ml, 10: Metil p 10 pg/ml, 11:
Metil p 25 pg/ml, 12: Metil p 50 pg/ml, 13: Metil p 100 pg ml /

Sekil 3.2. 24 ve 48 saatlik metil paraben maruziyeti sonucu PM6, PM7 ve OPA2
primerleri ile elde edilen RAPD profilleri
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Tablo 3.5. [ki donériin PM6, PM7 ve OPA2 primerleri ile elde edilen RAPD
profillerinde kontroldeki bant sayilart ve Metil paraben muameleli gruplarin
kontrolle kiyaslanmasi sonucunda elde edilen polimorfik bant sayilar

24 Saatlik Muamele 48 Saatlik Muamele
Primer | KBS" | EMS 10 25 50 100 EMS 10 25 50 100
01 | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/mt | 01 | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
pl/ml ul/ml
PM6 2 0 0 1 1 2 0 0 0 1 1
=§ o= PM7 3 0 2 2 2 1 0 2 2 2 2
85§
IS0 s OPA2 2 1 1 1 1 2 1 1 2 1 3
PM6 2 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1
E 0= PM7 3 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1
85 %
N S OPA2 2 1 0 0 0 1 1 0 0 0 1

*KBS: Kontroldeki bant sayisi

PM6 primeri ile yapilan PCR sonucunda iki dondrde de yaklasik 600 ve 900
b¢’lik bantlar elde edilmistir. Ilk dondriin lenfosit kiiltiiriiniin RAPD profilinde 24
saatlik maruziyet degerlendirildiginde metil parabenin 25 ve 50 pug/ml’lik dozunda
yaklasik 1250 bg biiyiikliigiinde yeni birer bant olustugu goriilmiistiir. ilk dondriin 48
saatlik maruziyet sonucu dozlarin RAPD profilleri degerlendirildiginde 10 pg/ml’lik
dozda 600 bg¢’lik bantin yogunlugunda azalma oldugu; 50 pg/ml’lik dozda 600 bg’lik
bantin kayboldugu; 100 pg/ml’lik dozunda ise 500 bg¢ biiyiikliiglinde bir yeni bant
olustugu goriilmiistiir. Ikinci dondriin 24 saatlik metil paraben maruziyetinde uygulanan
tim dozlarin profillerinde 1350 bg¢ biiyiikliigiinde yeni bir bant olustugu; 48 saatlik
uygulamalarda ise 50 pg/ml’lik dozda 600 bg¢’lik bantin yogunlugunda azalma; 25, 50
ve 100 pg/ml’lik dozlarda ise 1350 bg¢ biiyiikligiinde yeni bir bant olustugu
gorilmistir.

PM7 primeri ile yapilan PCR sonucunda iki donoérde de yaklasik 550, 850 ve 1000
b¢’lik bantlar elde edilmistir. ik donériin lenfosit kiiltiiriinin RAPD profilinde 24 ve 48
saatlik maruziyet degerlendirildiginde metil parabenin tiim dozlarinda yaklasik 1350 ve
700 be biiyiikliigiinde yeni iki bant olustugu goriilmiistiir. ikinci dondriin 24 saatlik 50
pg/ml metil paraben maruziyeti sonunda RAPD profilinde 1250 bg’lik yeni bir bantin
olustugu; 48 saatlik tiim metil paraben uygulamalarda ise 1250 bg¢ biiyiikliigiinde yeni

bir bant olustugu gorilmiistir.
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OPA2 primeri ile yapilan PCR’lar sonucunda iki dondrde de yaklagik 1600 ve 450
b¢’lik bantlar elde edilmistir. ilk donériin lenfosit kiiltiiriinin RAPD profilinde 24
saatlik maruziyette metil parabenin 10 pg/ml’lik dozunda yaklasik 700 bg
blyiikliglinde; 25 pg/ml’lik dozunda 900 bg¢ biiylkliigliinde 50 ve 100 pg/ml’lik
dozlarinda ise 600 bg biiyiikliigiinde birer yeni bant olustugu goriilmiistiir. Ilk donériin
48 saatlik maruziyet sonucu dozlarmn RAPD profilleri degerlendirildiginde 10 pg/ml’lik
paraben dozunda 1600 bg¢’lik bant kayboldugu; 25 pg/ml’lik dozunda 600 ve 1200 bg
bliyiikliiglinde iki yeni bant; 50 pg/ml’lik metil 700 bg biiyiikliigiinde yeni bir bant; 100
ug/ml’lik dozunda ise 1200, 100 ve 600 bg’lik ii¢ yeni bant olustugu goériilmiistiir. Ikinci
donorde sadece 48 saatlik 50 pg/ml metil paraben uygulamasinda 1600 bg¢’lik bantin

kayboldugu ve tek dozda polimorfizm olustugu gorilmiistiir.

3.2.3. Etil Paraben Uygulanan Orneklerin PM 6, PM 7, ve OPA 2 Primerleri ile
Gergeklestirilen RAPD-PCR Sonugclar

Etil parabenin 10- 100 pl/ml dozlari ile 24 ve 48 saat muamele edilen 6rneklerle
kontrol drneklerinin bant porfilleri sekil 3.3’de polimorfik bant sayilar1 ise tablo 3.6.’de

gosterilmistir.
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PM 6 PRIMERI
1. DONOR 2. DONOR

9 10 11 12 13
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PM 7 PRIMERI
1. DONOR 2. DONOR

M1 2 3 4 586 7 g g 10 1112 13 M12 34 5678 9 10 1112 13

OPA 2 PRIMERI
1. DONOR 2. DONOR

St

S

- -

!m- D &P S D
—

—

M: Marker (yukaridan asagtya dogru 3000, 2500, 2000, 1500,1200, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300,
200 ve 100 bg); 1: Spontan, 2: DMSO, 3: EMS 0,1 pl/ml 4: Etil p.10 pg/ml , 5: Etil p 25 pg/ml, 6: Etil p 50
pg/ml, 7: Etil p 100 pg/ml, 8: DNA yok (negatif kontrol), 9: EMS 0,1 pl/ml, 10: Etil p 10 pg/ml, 11 Etil p 25
pg/ml, 12: Etil p 50 pg/ml, 13: Etil p 100 pg/ ml

Sekil 3.3. 24 ve 48 saatlik etil paraben maruziyeti sonucu PM6, PM7 ve OPA2
primerleri ile elde edilen RAPD profilleri
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Tablo 3.6. [ki donériin PM6, PM7 ve OPA2 primerleri ile elde edilen RAPD
profillerinde kontroldeki bant sayilari ve etil paraben muameleli gruplarin
kontrolle kiyaslanmasi sonucunda elde edilen polimorfik bant sayilar

24 Saatlik Muamele 48 Saatlik Muamele
Primer | KBS" | EMS | 10 25 50 100 EMS | 10 25 50 100
0.1 pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | 0.1 pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
ul/ml ul/ml
PM6 2 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1
=§ o= | PM7 3 0 2 1 3 3 0 1 2 2 1
o =
o<
o & | OPA2 2 1 2 2 1 2 3 0 0 0 2
PM6 2 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1
E o= | PM7 3 0 2 4 3 4 1 1 1 1 1
o 0O =
Q<2
~ s | OPA2 2 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0

*KBS: Kontroldeki bant sayis1

PM6 primeri ile yapilan PCR sonucunda iki dondrde de yaklasik 600 ve 900
b¢’lik bantlar elde edilmistir. ilk dondriin lenfosit kiiltiiriinin RAPD profilinde 24
saatlik maruziyet degerlendirildiginde etil parabenin 10 ve 25 pg/ml’lik dozunda
yaklasik 600 bg biiyilikliiglindeki bantin yogunlugunda belirgin azalma goriilmiistiir. 48
saatlik etil paraben uygulamasinda tiim dozlarda dozda 600 bg¢’lik bantin kayboldugu
goriilmiistiir. Ikinci dondriin 24 ve 48 saatlik etil paraben maruziyetinde uygulanan tiim
dozlarin profillerinde 1350 bg biiyiikliigiinde yeni bir bant olustugu goriilmiistiir.

PM7 primeri ile yapilan PCR sonucunda iki donorde de yaklasik 550, 850 ve 1000
b¢’lik bantlar elde edilmistir. ilk donériin lenfosit kiiltiiriinin RAPD profilinde 24
saatlik maruziyet degerlendirildiginde etil parabenin 10 pg/ml’lik dozunda yaklasik
1350 ve 1550 bg biiyiikligiinde iki yeni bant olustugu; 25 pg/ml’lik dozunda 700, 1350
ve 1550 bg biiyiikliigiinde {i¢ yeni bant olusurken 550 ¢’lik bantin kayboldugu; 50
png/ml’lik dozunda 1350 ve 1550 bg’lik iki yeni bant olusurken 550 bg’lik bantin
kayboldugu; 100 ug/ml’lik dozunda ise 1000 ve 550 bg’lik bantlarin kaybolup 1350 ve
1550 be¢’lik iki yeni bant olustugu goriilmiistiir. 48 saatlik maruziyetlerde 10 ve 25
ng/ml’lik dozlarda 1350 bg lik birer yeni bant olusurken; 50 pg/ml’lik dozda 550 bg’lik
bantin kayboldugu; 100 pg/ml’lik dozunda ise 1350 bg¢ biiyiikliigiinde bir yeni bant
olustugu goriilmiistiir. Ikinci dondriin 24 saatlik 50 pg/ml metil paraben maruziyeti
sonunda RAPD profilinde 1000 ve 550 b¢’lik bantlarin kayboldugu; 25 ug/ml’lik dozda
1350 bg’lik bir; 50 ve 100 pug/ml’lil etil paraben dozlarinda ise 1550, 1350 ve 700 b¢’lik

Uc yeni bantin olustugu gorilmiistiir. 48 saatlik tim metil paraben uygulamalarda ise 10
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ve 100 pg/ml’lik dozlarda 1350 b¢’lik bir; 25 ve 50 pg/ml “lik dozlarda ise 1350 ve 700
be’lik iki yeni bant olustugu goriilmiistiir.

OPAZ2 primeri ile yapilan PCR’lar sonucunda iki donérde de yaklagik 1600 ve 450
b¢’lik bantlar elde edilmistir. ilk dondriin lenfosit kiiltiiriiniin RAPD profilinde 24
saatlik maruziyette metil parabenin 10 pg/ml’lik dozunda yaklagik 1200 ve 600 bg
biyiikliigiinde iki; 25 pg/ml’lik dozunda 1200 ve 550 bg biiyiikliginde iki; 50
pg/ml’lik dozunda 1000b b¢’lik bir ve 100 pug/ml’lik dozunda ise 1000 ve 600 b¢’lik iki
yeni bant olustugu goriilmiistiir. 48 saatlik etil paraben maruziyetinde yalniz 100 pg/ml
dozunda 1200 ve 600 bg’lik iki yeni bant olustugu goriilmiistir. 100 pg/ml’lik
dozlarinda ise 600 bg biiyiikliigiinde birer yeni bant olustugu goriilmiistiir. Ikinci
donorde ise etil paraben maruziyetinin herhangi bir polimorfizim olusturmadigi

gorilmistir.

3.2.4. Propil paraben uygulanan érneklerin pm 6, pm 7 ve opa 2 primerleri ile

gerceklestirilen RAPD-PCR sonuglar:

Propil parabenin 10- 100 ul/ml dozlar1 ile 24 ve 48 saat muamele edilen
orneklerle kontrol 6rneklerinin bant porfilleri sekil 3.4.’de polimorfik bant sayilari ise

tablo 3.7.” de gosterilmistir.

58



PM 6 PRIMERI
1. DONOR 2. DONOR

5 6 7 8 9 1011 12 13

PM 7 PRIMERI
1. DONOR 2. DONOR

M1 2 3 458 7 881 111213

e
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OPA 2 PRIMERI
1. DONOR 2. DONOR

213
M 1 2 3-4 5 67 8 9 10 11 1213 : sl e s 9 10 11 12 13

Eﬂ -

M: Marker (yukaridan asagtya dogru 3000, 2500, 2000, 1500,1200, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200
ve 100 bg); 1: Spontan, 2: DMSO, 3: EMS 0,1 pl/ml 4: Propil p.10 pg/ml , 5: Propil p 25 pg/ml, 6: Propil p 50
pag/ml, 7: Propil p 100 pg/ml, 8: DNA yok (negatif kontrol), 9: EMS 0,1 pl/ml , 10: Propil p 10 pg/ml , 11:
Propil p 25 pg/ml, 12; Propil p 50 pg/ml, 13: Propil p 100 pg/ ml

Sekil 3.4. 24 ve 48 saatlik propil paraben maruziyeti sonucu PM6, PM7 ve OPA2
primerleri ile elde edilen RAPD profilleri

59



Tablo3.7.  [ki donériin PM6, PM7 ve OPA2 primerleri ile elde edilen RAPD
profillerinde kontroldeki bant sayilari ve propil paraben muameleli gruplarin
kontrolle kiyaslanmasi sonucunda elde edilen polimorfik bant sayilar

24 Saatlik Muamele 48 Saatlik Muamele
Primer | KBS" EMS 10 25 50 100 EMS 10 25 50 100
0,1 pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/mi | 0.1 pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
ul/ml ul/ml
PM6 2 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0
=§ Q= PM7 3 0 0 2 2 1 0 0 2 2 3
598
o o & | OPA2 2 1 0 1 0 2 3 0 1 2 1
PM6 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
:§ a = | PM7 3 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
28 E
~N O & | OPA2 2 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0

*KBS: Kontroldeki bant sayis1

PM6 primeri ile yapilan PCR sonucunda iki donérde de yaklasik 600 ve 900
b¢’lik bantlar elde edilmistir. ilk donériin lenfosit kiiltiiriinin RAPD profilinde 24
saatlik maruziyet degerlendirildiginde propil parabenin 10, 25 ve 50 pg/ml’lik
dozlarinda yaklasik 600 bg biiyiikliigiindeki batin kayboldugu goriilmiistiir. 48 saatlik
propil paraben uygulamasinda 10 ve 25 pg/ml’lik dozlarinda 600 bg’lik bantin
kayboldugu ve 900 bg’lik bantlarin da yogunlugunda azalma goriilmiistiir. ikinci
donorin 48 saatlik propil paraben maruziyetinde 50 ve 100 pg/ml’lik dozlarda 900
b¢’lik bantin yogunlugunda azalma goriilmiistiir.

PM7 primeri ile yapilan PCR sonucunda iki donérde de yaklasik 550, 850 ve 1000
b¢’lik bantlar elde edilmistir. ilk dondriin lenfosit kiiltiiriiniin RAPD profilinde 24
saatlik maruziyet degerlendirildiginde propil parabenin 25 pg/ml’lik dozunda yaklagik
1350 ve 750 bg bulydkligiinde iki yeni bant; 50pg/ml’lik dozunda 1350 ve 1550 bg
biiyiikliigiinde iki yeni bant; 100 pug/ml’lik dozunda 1350 bg¢’lik yeni bir bant olustugu
gorilmistiir. 48 saatlik maruziyetlerde 25 ve 50 ug/ml’lik dozlarda 1350 bg lik birer
yeni bant olusurken 850 bg¢’lik bantin kayboldugu goriilmiistiir. 100 pg/ml’lik dozda
550 ve 850 bg’lik bantlarin kayboldugu 750 bg¢’lik yeni bir bantin olustugu goriilmiistiir.
Ikinci donoriin 48 saatlik 50 pg/ml propil paraben maruziyeti sonunda RAPD profilinde
550 bg’lik bantin kayboldugu goriilmiistiir.

OPA2 primeri ile yapilan PCR’lar sonucunda iki dondrde de yaklasik 1600 ve 450
b¢’lik bantlar elde edilmistir. ilk donériin lenfosit kiiltiiriinin RAPD profilinde 24
saatlik maruziyette propil parabenin 25 pg/ml’lik dozunda yaklasik 1200 bg
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blylkligiinde yeni bir bant olustugu; 100 ng/ml’lik dozunda 700 bg biiyiikliigiinde yeni
bir bant olusurken 1600 bg’lik bantin kayboldugu goriilmiistiir. 48 saatlik propil paraben
maruziyetinde 25, 50 ve 100 pg/ml’lik dozlarda 1600 bg¢’lik bantin kayboldugu bunu
yaninda 50 pg/ml’lik dozda yarica 700 bg’lik yeni bir bant olusutgu goriilmiistiir. ikinci
donorde ise propil parabeninin 24 ve 48 saatlik 100 pg/ml’lik dozunda 1600 b¢’lik

bantin kayboldugu goriilmistiir.

3.2.5. isopropil paraben uygulanan érneklerin pm 6, pm 7 ve opa 2 primerleri ile

gerceklestirilen RAPD-PCR sonuglar:

Isopropil parabenin 10- 100 pl/ml dozlar ile 24 ve 48 saat muamele edilen
orneklerle kontrol drneklerinin bant porfilleri sekil 3.5.” de polimorfik bant sayilar1 ise

tablo 3.8.” de gosterilmistir.

61



PM 6 PRIMERI
1. DONOR 2. DONOR

8 9 10 11 12 13

BN o] p—

PM 7 PRIMERI
1. DONOR 2. DONOR

OPA 2 PRIMERI
1. DONOR 2. DONOR

g8 9 10 111213 10 11 12 13

M: Marker (yukaridan asagiya dogru 3000, 2500, 2000, 1500,1200, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300,
200 ve 100 bg); 1: Spontan, 2: DMSO, 3: EMS 0,1 pl/ml 4: isopropil p 10 pg/ml, 5: Isopropil p 25 pg/ml, 6:
Isopropil p 50 pg/ml, 7: isopropil p 100 ug/ml, 8: DNA yok (negatif kontrol), 9: EMS 0,1 ul/ml , 10:
Isopropil p 10 pg/ml , 11: Isopropil p 25 pg/ml, 12: isopropil p 50 pg/ml, 13: isopropil p 100 ug/ mi

Sekil 3.5. 24 ve 48 saatlik isopropil paraben maruziyeti sonucu PM6, PM7 ve OPA2
primerleri ile elde edilen RAPD profilleri
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Tablo 3.8. [ki donériin PM6, PM7 ve OPA2 primerleri ile elde edilen RAPD
profillerinde kontroldeki bant sayilar: ve isopropil paraben muameleli
gruplarin  kontrolle kiyaslanmast sonucunda elde edilen polimorfik bant

sayilart
24 Saatlik Muamele 48 Saatlik Muamele
Primer | KBS" EMS 10 25 50 100 EMS 10 25 50 100
0.1 pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/imt | 0.1 pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
ul/ml ul/ml
PM6 2 0 0 1 1 1 0 0 0 0 1
20 .= PM7 3 0 0 1 0 1 0 2 2 0 1
55§
S 5 | OPA2 2 1 0 0 0 2 1 0 1 0 1
PM6 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1
=la) = PM7 3 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
555
~N &5 | OPA2 2 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0

*KBS: Kontroldeki bant sayis1

PM6 primeri ile yapilan PCR sonucunda iki dondrde de yaklasik 600 ve 900
b¢’lik bantlar elde edilmistir. ilk donériin lenfosit kiiltiiriinin RAPD profilinde 24
saatlik maruziyet degerlendirildiginde isopropil parabenin 25 ve 50 ng/ml’lik dozlarinda
sirastyla yaklasik 1000 ve 1100 bg biiyiikliigiinde iki bantin olustugu goriilmiistiir. 48
saatlik isopropil paraben uygulamasinda 25 pg/ml’lik dozda 600 bg’lik bantin
yogunlugunda azalma oldugu 100 pg/ml’lik dozda 700 bg¢’lik yeni bir bant olustugu
goriilmiistiir. Ikinci dondriin 24 saatlik isopropil paraben maruziyetinde 50 ve 100
pg/ml’lik dozlarda 600 bg’lik bantin yogunlugunda azalma goriilmiistiir.

PM7 primeri ile yapilan PCR sonucunda iki donorde de yaklasik 550, 850 ve 1000
b¢’lik bantlar elde edilmistir. ilk donériin lenfosit kiiltiiriinin RAPD profilinde 24
saatlik maruziyet degerlendirildiginde isopropil parabenin 25 pg/ml’lik dozunda 850
b¢’lik bantin kayboldugu; 100 pg/ml’lik dozunda 700 bg’lik yeni bir bant olustugu
gorilmistiir. 48 saatlik maruziyetlerde 10 ve 25 pg/ml’lik dozlarda 1350 bg ve 700
b¢’lik ikiser yeni bant; 100 pg/ml’lik dozda 750 bg¢’lik yeni bir bantin olustugu
goriilmiistiir. Ikinci dondriin 24 saatlik 100 png/ml isopropil paraben maruziyeti sonunda
RAPD profilinde 550 b¢’lik bantin kayboldugu; yaklasik 1450 ve 1700 bg¢’lik iki yeni
bant olustugu; 48 saatlik 50 pg/ml isopropil paraben maruziyeti sonunda ise 550 b¢’lik
bantin kayboldugu goriilmiistiir.

OPAZ2 primeri ile yapilan PCR’lar sonucunda iki dondrde de yaklasik 1600 ve 450
b¢’lik bantlar elde edilmistir. ilk donériin lenfosit kiiltiiriinin RAPD profilinde 24
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saatlik maruziyette isopropil parabenin 100 pg/ml’lik dozunda yaklagik 550 bg
biiyiikliigiinde yeni bir bant olustugu; 48 saatlik maruziyet sonrasi ise 25 pg/ml’lik
dozda 1350 bg biiyiikliigiinde yeni bir bant olustugu; 100 ug/ml’lik dozda ise 1600
b¢’lik bantin kayboldugu goriilmiistiir. Ikinci dondrde ise propil parabeninin 24 saatlik

50 ve 100 pg/ml’lik dozlarinda 1350 bg’lik yeni bir bantin olustugu goriilmiistiir.

3.2.6. Butil paraben uygulanan 6rneklerin pm 6, pm 7, ve opa 2 primerleri ile
gerceklestirilen RAPD-PCR sonuglar:

Butil parabenin 10- 100 pl/ml dozlar ile 24 ve 48 saat muamele edilen 6rneklerle
kontrol drneklerinin bant porfilleri sekil 3.6.’da polimorfik bant sayilari ise tablo 3.9.’da

gosterilmistir.
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PM 6 PRIMERI
1. DONOR 2. DONOR

9 10 1112 13

4 5 6 ¥ 8 B8 1011 12 13

S3g=.~® g~

RN W

PM 7 PRIMERI
1. DONOR 2. DONOR

M1 2 3 45 6 78 9101 12 13

gERF=ae Segww

- —

OPA 2 PRIMERI
1. DONOR 2. DONOR

5 68 ¥ 8 8 10 11 12 13 » 7T % % 1011 1T 13

M: Marker (yukaridan asagiya dogru 3000, 2500, 2000, 1500,1200, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400,
300, 200 ve 100 bg); 1: Spontan, 2: DMSO, 3: EMS 0,1 pl/ml 4: Bitil p.10 pg/ml, 5: Bdtil p 25 pg/ml,
6: Butil p 50 pg/ml, 7: Bdtil p 100 pg/ml, 8: DNA yok (negatif kontrol), 9: EMS 0,1 pl/ml, 10: Butil p
10 pg/ml, 11: Batil p 25 pg/ml, 12: Biitil 50 pg/ml, 13 Bitil p 100 pg/ ml

Sekil 3.6. 24 ve 48 saatlik butil paraben maruziyeti sonucu PM6, PM7 ve OPA2
primerleri ile elde edilen RAPD profilleri
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Tablo3.9.  [ki donérin PM6, PM7 ve OPA2 primerleri ile elde edilen RAPD
profillerinde kontroldeki bant sayilart ve biitil paraben muameleli gruplarin
kontrolle kiyaslanmasi sonucunda elde edilen polimorfik bant sayilar

24 Saatlik Muamele 48 Saatlik Muamele
Primer | KBS" EMS 10 25 50 100 EMS 10 25 50 100
01 | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | 01 | pg/ml | po/ml | pg/ml | pg/iml
ul/ml ul/ml
PM6 2 0 1 1 1 0 0 2 0 1 0
=§ Q= PM7 3 0 2 2 1 1 0 3 4 3 2
o 0O &=
8%%
o s OPA2 2 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0
PM6 2 0 0 0 1 1 0 0 1 1 1
=§ o= PM7 3 0 2 2 1 1 1 1 0 1 1
=
83%
N S OPA2 2 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0

*KBS: Kontroldeki bant sayisi

PM6 primeri ile yapilan PCR sonucunda iki donérde de yaklasik 600 ve 900
b¢’lik bantlar elde edilmistir. ilk donériin lenfosit kiiltiiriinin RAPD profilinde 24
saatlik maruziyet degerlendirildiginde biitil parabenin 10 ve 50 pg/ml’lik dozunda 600
b¢’lik bantin kayboldugu; 25 pg/ml’lik dozunda ise 900 bg¢’lik bantin kayboldugu; 100
ng/ml’lik dozunda 600 b¢’lik bantin yogunlugunda azalma goriilmiistiir. 48 saatlik biitil
paraben uygulamasinda 10 pg/ml’lik dozda 1200 ve 1600 bg¢’lik iki yeni bantin
olustugu; 25 ve 100 pg/ml’lik dozunda 600 bg¢’lik bantin yogunlugunda azalma oldugu;
50 pg/ml’lik dozda 600 b¢’lik bantin kayboldugu gériilmiistiir. Ikinci dondriin 24 saatlik
bitil paraben maruziyetinde 50 ve 100 pg/ml’lik dozlarda ayrica 48 saatlik 25, 50 ve
100 pg/ml’lik dozlarinda da 550 bg¢’lik yeni birer bant olustugu goriilmiistiir.

PM7 primeri ile yapilan PCR sonucunda iki donoérde de yaklasik 550, 850 ve 1000
b¢’lik bantlar elde edilmistir. ilk donériin lenfosit kilturinin RAPD profilinde 24
saatlik maruziyet degerlendirildiginde biitil parabenin 10 pg/ml’lik dozunda 1350 bg
biiyiikliigiinde yeni bir bant olusurken 900 bg’lik bantin kayboldugu; 25 pg/ml’lik
dozunda 700 ve 1450 bg¢’lik iki yeni bant olustugu goriilmistiir. 50 pg/ml’lik doz 1450
b¢’lik yeni bir bant olustugu; 100 pg/ml’lik dozda 550 bg¢’lik bantin kayboldugu
gorilmistiir. 48 saatlik maruziyetlerde 10, 25 ve 50 pg/ml’lik dozlarda 1450 bg ve 1650
b¢’lik ikiser yeni bant olusurken 900 bg¢’lik bir bantin kayboldugu ayrica 25 pg/ml’lik
dozda ekstra 700 bg¢’lik bir bantin daha olustugu goriilmiistir. 100 pg/ml’lik dozda
1450 ve 1650 bg’lik iki yeni bantin olustugu goriilmiistiir. Ikinci dondriin 24 saatlik 10,
25, 50 ve 100 pg/ml bditil paraben maruziyeti sonunda RAPD profilinde yaklasik 1350
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b¢’lik yeni birer bant olustugu; ayrica 10 ve 25 pg/ml dozlarinda 550 bg¢’lik bantin
kayboldugu; 48 saatlik 10 ve 100 pg/ml dozlarinda 1350 bg’lik yeni birer bant
olusurken 50 pg/ml biitil paraben maruziyeti sonunda ise 550 b¢’lik bantin kayboldugu
gorilmistir.

OPA2 primeri ile yapilan PCR’lar sonucunda iki dondrde de yaklagik 1600 ve 450
b¢’lik bantlar elde edilmistir. ilk donériin lenfosit kiiltiiriinin RAPD profilinde 24
saatlik maruziyette batil parabenin 100 pg/ml’lik dozunda 1600 bg¢’lik bantin
kayboldugu; 48 saatlik 10 pg/ml maruziyeti sonrasi ise 1350 bg biiyiikliigiinde yeni bir
bant olustugu goriilmiistiir. ikinci dondrde ise biitil parabenin 24 saatlik 50 ve 100
png/ml’lik dozlarinda ayrica 48 saatlik 50 pg/ml’lik dozunda 1350 bg’lik yeni bir bantin

olustugu gdrilmiistir.

3.2.7. Isobiitil paraben uygulanan érneklerin pm 6, pm 7, ve opa 2 primerleri ile

gerceklestirilen RAPD-PCR sonuglar

Isobiitil parabenin 10- 100 pl/ml dozlar ile 24 ve 48 saat muamele edilen
orneklerle kontrol 6rneklerinin bant porfilleri sekil 3.7” de polimorfik bant sayilar ise

tablo 3.10.” da gosterilmistir.
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PM 6 PRIMERI
1. DONOR 2. DONOR

9 10 11 12 13

PM 7 PRIMERI
1. DONOR 2. DONOR

M1 2 34567 8 9 10 111213 5§ 6 78 9 10 1M 1213

OPA 2 PRIMERI
1. DONOR 2. DONOR

8 9 10 1112 13

M: Marker (yukaridan asagiya dogru 3000, 2500, 2000, 1500,1200, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300,
200 ve 100 bg); 1: Spontan, 2: DMSO, 3: EMS 0,1 pl/ml 4: Isobiitil p.10 pg/ml, 5: Isobiitil p 25 pg/ml, 6:
Isobiitil p 50 pg/ml, 7: Isobiitil p 100 pg/ml, 8: DNA yok (negatif kontrol), 9: EMS 0,1 pl/ml, 10: Isobiitil p
10 pg/ml , 11: Isobiitil p 25 pg/ml, 12: Isobitil 50 pg/ml, 13: isobiitil p 100 pg/ ml

Sekil 3.7. 24 ve 48 saatlik Isobiitil paraben maruziyeti sonucu PM6, PM7 ve OPA2
primerleri ile elde edilen RAPD profilleri
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Tablo 3.10. [ki dondriin PM6, PM7 ve OPA2 primerleri ile elde edilen RAPD
profillerinde kontroldeki bant sayilart ve isobiitil paraben muameleli gruplarin
kontrolle kiyaslanmasi sonucunda elde edilen polimorfik bant sayilar

24 Saatlik Muamele 48 Saatlik Muamele
Primer | KBS” EMS 10 25 50 100 EMS 10 25 50 100
01 | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/mt | 01 | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
ul/ml ul/ml
PM6 2 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0
=§ Q= PM7 3 0 0 0 1 1 1 1 1 2 1
o 0O &=
o< o
o s OPA2 2 2 1 1 1 0 0 4 1 2 1
PM6 2 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0
=§ o= PM7 3 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1
=
a<g 2
N S OPA2 2 1 0 0 1 2 0 0 0 1 0

*KBS: Kontroldeki bant sayis1

PM6 primeri ile yapilan PCR sonucunda iki donérde de yaklasik 600 ve 900
b¢’lik bantlar elde edilmistir. ilk donériin lenfosit kiiltiiriinin RAPD profilinde 24
saatlik maruziyet degerlendirildiginde isobiitil parabenin 25 pg/ml’lik dozunda 600
b¢’lik bantin kayboldugu; 48 saatlik 10 pg/ml isobiitil paraben uygulamasinda 1350
b¢’lik yeni bir bantin olustugu; 100 pg/ml’lik dozda ise 600 b¢’lik bantin yogunlugunda
azalma oldugu goriilmiistiir. Ikinci dondriin 24 saatlik 25 pg/ml isobiitil paraben
maruziyetinde 600 bg¢’lik bant kayboldugu; 50 ve 100 pg/ml’lik dozlarinda ise 550
b¢’lik yenir birer bant olusurken 600 bg’lik bant yogunlugunun azaldig1 goriilmiistiir.

PM7 primeri ile yapilan PCR sonucunda iki donorde de yaklasik 550, 850 ve 1000
b¢’lik bantlar elde edilmistir. ilk dondriin lenfosit kiiltiiriiniin RAPD profilinde 24
saatlik maruziyet degerlendirildiginde isobiitil parabenin 50 pg/ml’lik dozunda yaklagik
650 bg biiytikliigiinde; 100 pg/ml’lik dozunda yaklagik 750 bg’lik yeni birer bant
olustugu goriilmiistiir. 48 saatlik maruziyetlerde 10, 25 ve 50 pg/ml’lik dozlarda 1350
b¢’lik yeni birer bant olustugu; 50 ve 100 pg/ml’lik dozlarda 800 bg’lik yeni birer
bantin olustugu goriilmiistiir. Ikinci dondriin 24 saatlik 50 pg/ml ve 48 saatlik 10, 25,
50 ve 100 pg/ml’lik dozlardaki isobditil paraben maruziyeti sonunda RAPD profilinde
yaklasik 1350 bg¢’lik yeni bir bant olustugu; goriilmiistiir.

OPAZ2 primeri ile yapilan PCR’lar sonucunda iki donérde de yaklagik 1600 ve 450
b¢’lik bantlar elde edilmistir. ilk donoriin lenfosit kilturinin RAPD profilinde 24
saatlik 10 pg/ml’lik isobiitil paraben maruziyeti sonrasinda yaklagik 1000 bg
bliytikliglinde; 25 ve 50 pg/ml’lik dozlarda ise 550 bg¢ biiytlikliiglinde yeni birer bant
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olustugu goriilmiistiir. 48 saatlik 10 pg/ml isobiitil paraben maruziyeti sonrasi ise 550,
700, 900 ve 1000 bg biiytikliigiinde dort yeni; 25 pg/ml’lik dozda 1000 bg’lik yeni bir;
50 pg/ml’lik dozda 550 ve 1000 b¢’lik iki yeni; 100 pg/ml’lik dozda ise 550 bg
biiyiikliigiinde yeni bir bant olustugu gériilmiistiir. ikinci dondrde ise bitil parabenin 24
saatlik 50 ve 100 pg/ml’lik dozlarinda ayrica 48 saatlik 50 pg/ml’lik dozunda 1200
b¢’lik yeni birer bantin olustugu; 24 saatlik 100 pg/ml’lik dozunda ayrica 1000 bg
bliytikliikte bir bantin daha olustugu goriilmiistiir.
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4. TARTISMA SONUC

Yasamin her alaninda artan kimyasal ylikiin ekolojik dengeye olumsuz etkileri
oldugu ve kimyasallarin bazi kronik hastaliklarin olusumunda etkili oldugu bilimsel
olarak kanitlanmistir (Giiler, 1994; Carson 2004; Backhaus vd., 2012). Direk veya
indirek yollarla; isteyerek veya istemeyerek kimyasal kullaniminin / maruziyetinin
kaginilmaz oldugu giiniimiiz kosullarinda, kimyasal maddelerin glvenli Gretim ve
tiiketim siireglerinin olusturulabilmesi gerekmektedir. Bu da kimyasallarin insan ve
cevre sagligl iizerine zararli etkilerinin bilimsel aragtirmalarla ortaya koyulmasina
baghdir. Klinik toksikoloji, ekotoksikoloji, genetik toksikoloji gibi alt dallar1 olan
toksikoloji bilimi yeni teknolojik olanaklarla ©nemli gelismeler kaydetmistir.
Toksikoloji bu kimyasallarin hangi doz ve kosullarda hangi etkileri olusturduklarini ve
etki mekanizmalarini arastirmakla kalmaz, risk yonetim sistemlerinin gelistirilmesine de
olanak saglamaktadir. Bilimin 1s1g1nda elde edilen verilerle glivenli oldugu kabul edilen
pek ¢ok iriiniin piyasadan toplatilmasi veya heniiz iiretim asamasindaki tirtinlerin tespit
edilen zararlar1 sebebi ile piyasa hi¢ sunulmamasina olanak saglar. Ayni1 zamanda risk
yonetim sisteminin agsamalarindan olan verilerin ilgili kurumlara ve halka arz1 ile ticari
veya siyasi saptirmalarin yol agtig1 kafa karisikligima sebep olan bilgi kirliliginin de
onune gecilecektir.

Giinlik yasantimizda g¢evresel maruziyetin disinda kullanmay1 tercih ettigimiz
hazir gidalarla; bakim, temizlik ve kozmetik trtinleriyle ve ilaglarla birlikte mecburen
tiikkettigimiz katki maddeleri de en ¢ok tartisilan maddelerdendir.

Bu calismada antimikrobiyal koruyucular olarak pek c¢ok firiinde siklikla
kombinasyon halinde kullanilan paraben ve esterleri etil; metil; propil, butil ve
isoformlar1 isopropil ve isobiitil parabenin genotoksisite potansiyellerini belirlemek
amaciyla in vitro comet ve RAPD-PCR testleri yapilmustir.

Parabenler yiiksek antimikrobiyal etkinlikleri ve hizli metabolize edilerek c¢ok
diisiik toksik risk tasimalar1 sebebi ile glivenli kabul edilen katki maddelerinden olmakla
birlikte diisiik seviyede de olsa Ostojenik etki gosterdikleri bilinmektedir. Ozellikle
Darbre ve arkadaslarinin (2004) meme tiimoriinde metabolize edilmemis halde tespit
ettikleri paraben tirevleri ile kanser ve xenodstojenler tartismalarinda paraben de yerini
almistir.

Bundan sonraki ¢alismalarda da saglikli dokulara kiyasla kanserli dokularda daha

yiiksek oranda metabolize edilmemis paraben tiirevi tespit edilmistir (Shanmugam vd.,
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2010; Barr vd., 2012; Sajid vd., 2015; Dogan, 2016). Sadece bu veriyle kanser ve
parabenler arasinda direk iliski kurmak cok saglikli olmamakla birlikte; alkil zincir
uzadik¢a artan lipofilik Ozellikleriyle birikme egilimi ve Ostorejenik aktivitesi artan
tirevlerin genetik stabiliteye de etkili olabilegini ve tiim bu etkilerin birlikte
degerlendirilmesi geregi vurgalanarak Ostorejenik etki mekanizmasinin ve genotoksik
etkilerin de ayrintili olarak ¢alisilmasi 6nerilmektedir (Darbre ve Harvey, 2008).

Parabenlerin 6stojenik etkinligi dogal dstrojene gore oldukga diisiik olmakla (Van
Meeuwen vd., 2008) birlikte yapilan bazi ¢alismalarda endokrin bozucu etkiler
gosterdigi de tespit edilmistir (Wei 2009; Oishi 2002).

Bu bulgu bu kimyasallarin kanser olusum siirecinde direk etkili olduklarini
gostermemekle birlikte, Ozellikle kozmetik sektoriinde yaygin olarak kullanilan bu
kimyasallarin  viicutta birikebilecegini dolaysiyla giivenlik agisindan yeniden
degerlendirilmesi geregini ortaya koymustur.

Parabenlerle 6zellikle piyasada sik kullanilan esterleriyle yapilan genotoksisite
calismalarina farkli sonuglar elde edildigi gériilmektedir. Ornegin AMES testleriyle
yapilan ¢alismalardan metil propil paraben maruziyetinin farkli suslarla yapilan
deneylerde S. typhimurium’un TA100 susu hari¢ mutajenik etki gdstermedigi (Soni
vd.,2002); TA98 ve TA100 suslari ile yapilan baska bir ¢alismada ise parabenin artan
konsantrasyonu ile mutajenik etkisinin arttig1 tespit edilmistir (Aydogan, 2016).

In vivo olarak yapilan bir ¢alismada giinlik 5000 mg/kg’a ulasan dozlarda
paraben uygulamalarinda dahi ratlarin kemik iligi hiicrelerinde kromozom aberasyonu
olusmadigi bildirilmistir CHO hiicrelerinde metil-, etil-, propil- ve batil paraben
tdrevlerinin bizim bulgularimizla ortiisen sekilde alkil zincir uzadik¢a poliploid hiicre
olusum frekansinm artirdig1 ve kontrol grubunda gére kromozom aberasyonunu 6nemli
oranda artirdig1 goriilmistiir (Soni vd., 2002).

CHO —K1 hiicrelerinde yapilan bagka bir ¢aligmada da propil ve biitil paraben
maruziyetinin etkileri comet; SCE ve CA testleri ile degerledirildiginde doza bagli DNA
hasar1 olustugu ve SCE ve CA frekansinin arttig1 tespit edilmistir (Tayama 2008).

Vero hiicre hattinda 24 saatlik propil paraben maruziyetinin hiicre canlilifindan
cok hiicre proliferasyonunu etkiledigi; mitotoik hiicre yizdesinde doza bagli olarak
azalma oldugu; oksidatif hasar seklinde belirlenen genotoksik etkilerin yaninda bu tez
caligmasinda kullanilan alkali comet yontemi ile yapilan uygulamada da calismamizin

bulgulariyla 6rtiisen DNA’da ¢ift iplik kiriklar1 oldugu rapor edilmistir (Martin 2010).
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Yapilan ¢alismalarda metabolize edilmemis paraben tlirevlerine serum ve seminal
stvida tespit edilmistir (Frederiksen vd., 2011). Buna paralel bir ¢calismada sadece {iriner
paraben varlig1 degil etkileri de arastirilmistir. Tespit edilen biitil seviyesiyle birlikte
comet yontemi ile tayin edilen sperm DNA hasariin da arttig1 tespit edilmistir (Mekeer
vd., 2011).

Genotoksisite tespitine yonelik ¢alismalarda en az iki test sisteminin
degerlendirmeye alinmasi tavsiye edilmektedir. Bu ¢alismada da paraben ve esterlerinin
genotoksik potansiyelini belirlemek icin izole edilen lenfositlerde 1 saatlik madde
maruziyeti sonucunda Comet testi ve kultiire edilen lenfositlerde ise 24 ve 48 saatlik
madde maruziyeti sonunda RAPD testi uygulanmistir. Comet testi primer DNA
hasarinda zincir kiriklarinin tespitinde kullanildig1 i¢in maruziyet siiresinin de kisa
tutulmasi tavsiye edilmektedir (Brendler-Schwaab vd., 2005). Degisen maruziyet siiresi
hesaba katilarak ve litartiirde comet ve diger sitogenetik yontemlerle birlikte RAPD
yonteminin de kullanildig1 yayinlarda (Jin vd., 2009) oldugu gibi comet testinde RAPD-
PCR’da uygulanan dozlardan daha yiiksek dozlar uygulanmistir. Comet testinin
uygulanmasindan once deneyde sitotoksisiteden kaynakli DNA hasarinin sonucu
etkilememesi i¢in Tripan mavisi testi ile canlilik testi yapilmistir. Comet testinde test
maddelerinin de farkli dozlarda uygulandigi goriilmektedir. Zira yapilan tripan mavisi
testiyle 1000 pg/ml olarak belirlenen baglangic dozu (litaratiir taramasiyla belirlenen
doz arahiginda %80 canliligin oldugu en yiiksek doz) sadece paraben igin
kullanilabilmis, litartiirle uyumlu olarak alkil zincir uzadikga sitotoksisitenin arttigi
dolayisiyla %80 canliligin siirdiigii baslangic dozunun paraben turevlerinde distiigi
gortlmektedir. Paraben igin doz araligi 1000- 250 pg/ml iken; metil paraben icin 750-
125 pg/ml; etil paraben icin 500- 50 pg/ml; propil ve isopropil paraben icin 250- 25
pg/ml; bdtil ve isobdtil icinse 125- 10 pg/ml olarak belirlenmistir. Comet testinde
genotksisite belirteci olarak, kullanilan yazim programindaki parametrelerden yaygin
kullanilan comet kuyruk uzunlugu segilmis ve gene litariirle uyumlu olarak sitotoksisite
potansiyelinde oldugu gibi alkil zincir uzadik¢a genotoksik hasar olusturma
potansiyelinin arttig1; biitil ve izoformu isobdtilin en yiiksek genotoksisite potansiyeli
gosterdigi tespit edilmistir. Comet testi ile elde edilen sonuglara gdre paraben ve
esterlerinin doza bagl kuyruk uzunlugunu artirdig: tespit edilmistir.

RAPD-PCR yontemi rastgele primerler kullanilmasi, yiiksek hassasiyeti gibi

avantajlar1 yaninda tekrar edilebilir sonuglarin elde edebilmek i¢in tiim PCR
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kosullarinin iyi optimizasyonun sart oldugu yontemdir. RAPD-PCR yapilacak primerler
rastgele secilir ancak genotoksisiteyi tespite yonelik RAPD uygulamalarinda galismaya
devam edebilmek icin polimorfik, tekrar elde edilebilir PCR urunleri elde etmek
gerekmektedir (Atienzar vd., 2001). RAPD-PCR yodntemi kalitatif bir yontem olarak
kabul edilerek daha spesifik yontemlerle desteklenmesi tavsiye edilmis olmakla birlikte,
test maddelerinin genomik kararlik iizerindeki etkilerini, maddelerin etkisiyle yeni
olusan veya kaybolan bantlar1 ifade etmek icin genomik kalip stabilitesi yiizdeleri
hesaplanmaktadir. Ancak saglikli bir genomik stabilite hesabi yapabilmek igin
kullanilan primerle uygun sayilarda bant elde edilmesi gerekmektedir. Bu calismada
kullanilan primerlerle kontrol gruplarinda az sayida bant elde edilmistir. Ayrica ilk
asamada uygulanan 10 primer setinden yalnizca 3 tanesi ile RAPD-PCR igin
kullanilabilir polimorfik bantlar elde edildiginden degerlendirilen primer sayisi da
genomik stabilite yiizde hesabi yapilmasi igin yeterli goriilmemistir. Ancak litaratiirde
madde uygulamasi sonucu genotoksisite gostergesi olarak sadece kontrol gruplarina
gore uygulama gruplarinda olusan polimorfik RAPD profillerinin sunuldugu calismalar
da bulunmaktadir (Noel ve Rath, 2006). Bu ¢alismada da RAPD profillerinde test
gruplar1 kontrol gruplariyla karsilastirilarak olusan yeni bantlar ve kaybolan bantlar igin
1 degeri verilerek skorlama yapilmistir. RAPD PCR neticesinde tiim paraben
uygulamalarinda kontrol profillerine gore polimorfik bantlar gézlemlenmistir. Kaybolan
bantlar, olusan yeni bantlar veya bant yogunluklarinin degisimi primer baglanma
bolgelerinde madde maruziyetine bagh bir hasar olustugu gostermektedir (Castaiio ve
Becerril, 2004). Bu ¢alismaya gore paraben ve tiirevlerinin bir genetik hasar gostergesi
olarak genomik stabiliteyi etkiledigi sdylenebilir. Ancak RAPD-PCR yodnteminde daha
fazla bant olusturan primerlerin belirlenerek daha fazla bolegeyi de tarayabilmek i¢in
primer sayisimi artirarak daha ayrintili caligmalarin yapilmasi ve RAPD yonteminin
hasassiyetinin ve etkinliginin artirilmasi gerekmektir.

Bu calismaya paralel insan lenfosit kiltlriinde sitogenetik yontemlerle genetik
hasarin tespitine yonelik iki calismadan ilkinde insan lenfositlerinin kiiltiirline etil,
metil, popil ve butil parabenin 125-1000 pg/mL dozlart uygulanmistir. Deneylerde
parabenlerin Kardes kromotid degisimi ve MN sikligin istatistiki olarak onemsiz bir
oranda artirdigi ayrica in vivo calismalarda Drosophila melanogaster’de somatik
mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) yapilmis kullanilan higbir paraben dozunun

genetik hasar yol agmadigi tespit edilmistir (Ayar, 2013).
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Diger caligmada ise insan lenfosit kiltlrinde parabenin 500- 50 pg/ml ve
tarevlerinin (etil-, metil- propil-, isopropil-, bitil- ve isobutil paraben) 100- 10 pg/ml’lik
dozlarin kullanilmis, bizim ¢alismamizla uyumlu doza ve alkil zincir uzunluguna bagh
olarak MN; CA ve SCE frekanslarinda artis tespit edilmistir (Bayiilken, 2015).

Yapilan caligmalarda paraben maruziyeti sonrasinda serbest paraben seviyelerinin
idrarda yiiksek kanda ise disiik oldugunu gorulmektedir (Smith vd., 2012). Bu da
paraben tirevelerine maruziyetin yiksek oldugunu ancak iyi metabolize edildiklerinin
bir kanitidir. Ancak son yillarda yapilan calismalarda 6zellikle kanser dokularinda
metabolize edilmemis paraben esterlerinin tespiti, giinlik yasamda kullandigimiz pek
cok iirinde bulunan bu maddelere kii¢lik dozlarda da olsa kronik bir maruziyetin varlig
alkil zinciri uzadik¢a lipofilik karakteri artran bu maddelerin yag dokularinda
birkiminin miimkiin oldugunun bir gostergesidir. Bu maddelerin zayif Ostojenik
etkilerinin yaninda literatlirdeki pek c¢ok c¢alismayla uyumlu olarak bizim de elde
ettigimiz sonuglara gore genotoksik potansiyelleri oldugu da hesaba katilmalidir. Ayrica
yapilan ¢alismalarda parabenlerin plesantadan gecebildigi (Frederiksen vd., 2008) tespit
edildiginden Ozellikle hassas gruplarin igeriginde bu maddeleri bulunduran iiriinleri
daha dikkatli kullanmasi onerilir. Tim bu veriler 1s18inda kanaatimizce Danimarka’da
3 yas altt bebekler ig¢in {iretilen iiriinlerde paraben kullaniminin yasaklanmasi

yayginlastirilmasi gereken sinirlamalardan biridir.
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