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OZET

Doktora Tezi

BAZI PARABENLERIN GENOTOKSIK ETKILERININ IN VIVO VE IN VITRO
SARTLARDA KISA SURELI TEST TEKNIKLERI ILE BELIRLENMESI

Arif AYAR

Atatiirk Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Danigsman: Dog. Dr. Handan UYSAL

Bu calismada gida, kozmetik ve ila¢ sanayinde koruyucu katki maddesi olarak kullanilan bazi
parabenlerin (metilparaben, propilparaben, biitilparaben ve etilparaben) genotoksik ve sitotoksik
etkileri, in vivo sartlarda Drosophila melanogaster’de somatik mutasyon ve rekombinasyon
testi (SMART), in vitro sartlarda ise insan periferal lenfosit hiicrelerinde kardes kromatid
degisimi (KKD) ve mikroniikleus (MN) testleri ile ilk kez belirlenmeye c¢alisilmistir.

Calismamizin in Vvivo sartlarda yapilan béliimiinde, meyve sinegi olarak da bilinen D.
melanogaster’in genomunda ¢ekinik flare (fir®) ve ¢oklu kanat kili (mwh) belirleyici genlerini
tastyan iki farkli mutant soyu kullanilmistir. Bu iki mutant soy arasinda yapilan ¢aprazlamalar
sonucu elde edilen 72+4 saatlik trans-heterozigot larvalar, farkli konsantrasyonlarda (100mM,
150mM, 200mM, 250mM) parabenlerle kronik olarak beslenmistir. Ayrica etil metansiilfonat
(EMS) ile pozitif ve ¢oziicii olarak kullandigimiz distile su ile de negatif kontrol gruplarina ait
deney setleri hazirlanmistir. Bu larvalardan gelisen ergin bireylerin kanat preparatlari yapilmis
ve bu preparatlar mikroskop altinda incelenmistir. Mikroskobik incelemelerden elde ettigimiz
verilerden, tiim paraben gruplarmin yiiksek konsantrasyonlar da dahil olmak iizere genotoksik
etki gostermedigi ancak artan konsantrasyona bagli olarak toksik etki gosterip larvalarda
yasama ylizdesini azalttig1 ve ergin bireylerde ¢esitli malformasyonlara neden olduklari tespit
edilmistir.

Calismamizin in vitro sartlarda yapilan bolimiinde ise farkli konsantrasyonlardaki (125, 250,
500 ve 1000pg/mL) parabenlerin olas1 genotoksik, toksik ve mutajenik etkileri insan periferal
lenfositlerinde arastirilmistir. Bu amagla in vitro kardes kromatid degisimi (KKD) ve
mikroniikleus (MN) testleri kullanilmis ve niikleer béliinme indeksi (NBI) ile replikasyon
indeksi (RI) oranlar1 hesaplanmustir. Tiim in vitro calismalardan elde etti§imiz verilere gore,
parabenlerin KKD ve MN frekanslarin1 artirdigi ancak bu artigin 6nemli olmadigi sonucuna
ulagilmistir  (p>0,01). Bununla birlikte biitilparaben ve propilparabenin  yiiksek
konsantrasyonlarda NBI ve RI oranlarini azaltarak sitotoksik etki gosterdigi ve bu azalmanin
istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0,01) belirlenmistir.

2013, 136 sayfa

Anahtar Kelimeler: Drosophila melanogaster, genotoksisite, insan lenfosit hiicreleri, kardes
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ABSTRACT

Ph. D. Thesis

THE DETERMINATION OF THE GENOTOXIC EFFECTS VARIOUS PARABENS WITH
SHORT TERM TEST METHODS IN VIVO AND IN VITRO

Arif AYAR

Atatlirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Handan UYSAL

In this study, the genotoxic and cytotoxic effects of some parabens (methylparaben,
propylparaben, butylparaben and ethylparaben) have been examined the first time with somatic
mutation and recombination test (SMART) for Drosophila melanogaster in vivo and sister
chromatid exchange (SCE) and micronucleus (MN) tests for the human peripheral lymphocyte
cells in vitro.

During the in vivo part of our study, two different mutant species of D. melanogaster known
also as the fruit fly with recessive flare (flr®) and multiple wing hair (mwh) identifier genes in
their genomes have been used. The 72+4 hour trans-heterozygote larvae obtained by the cross-
breeding of these two mutant species have been fed chronically with parabens at different
concentrations (100mM, 150mM, 200mM and 250mM). In addition, experimental sets have
been prepared using ethyl methanesulphonate (EMS) for positive and distilled water used as a
solvent for the negative control groups. Wing preparations have been made for developing adult
individuals using these larvae and these preparations have been examined under the microscope.
The data obtained from microscopic examinations have shown that all paraben groups including
those with high concentrations show no genotoxic effect but that based on the increasing
concentration decrease the mortality in the larvae due to toxic effects and cause various
malformations in adult individuals.

Whereas during the in vitro part of our study, the possible genotoxic, toxic and mutagenic
effects of parabens with different concentrations (125, 250, 500 and 1000pg/mL) on the human
lymphocytes have been examined. To this end, in vitro sister chromatid exchange (SCE) and
micronucleus (MN) tests have been used and the nuclear division index (NDI) and the
replication index (RI) ratios have been calculated. Based on the data obtained from all of our in
vitro studies, it was determined that parabens increased the CSE and MN frequencies but that
this increase was not significant (p>0,01). In addition, it was also determined that butylparaben
and propylparaben decrease NDI and RI ratios at high concentrations there by showing
cytotoxic effect and that this decrease was statistically significant (p<<0,01).

2013, 136 pages

Keywords: Drosophila melanogaster, genotoxicity, human lymphocyte cells, micronucleus,
parabens, somatic mutation and recombination test, sister chromatid exchange
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

ADI Kabul edilebilir giinliik alim miktar1

BdS Serratlik geni

BrdU 5-bromo-2-deoksiiiridin

CAC Uluslararas1 Gida Kodeks Komisyonu

cm Santimetre

dk Dakika

DNA Deoksiribontikleik asit

EMS Etil metansiilfonat

FAO Gida ve Tarim Orgiitii

FDA Gida ve Ilag Dairesi

FBS Fetal Bovine Serum

flr3 Flare geni

g Gram

GKM Gida katki maddeleri

Ho Orijinal (null) hipotez

H, Alternatif hipotez

JECFA Gida Katkilar1 FAO/WHO Ortak Uzmanlar Komitesi
JMPR Pestisit Kalintilar1 FAO/WHO Ortak Uzman Komitesi
KCl Potasyum kloriir

kg Kilogram

KH,PO4 Potasyum hidrojen fosfat

KIF Klon indiiksiyon frekansi

KKD Kardes kromatid degigimi

LDs Bir populasyondaki bireylerin yarisini 6ldiiren doz
M Molar

mg Miligram

MEM Minimum Esansiyel Medyum

mL Mililitre

mM Milimolar

mm Milimetre
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Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi
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1. GIRIS

Teknolojinin ilerlemesiyle gida sektoriinde degisik iiretim tekniklerinin gelismesi, gida
tiriinlerinin ¢esitlenmesi, yilin her doneminde mevsimlik gidalarin tiiketilmek istenmesi,
tirtinlerde raf dmriinlin uzatilmasi gibi hususlar gida endiistrisinde kullanilan tekniklerle
birlikte gida katki maddeleri (GKM)’nin kullanimin1 da zorunlu hale getirmistir
(Yurttagiil ve Ayaz 2008).

Gidalara kimyasal madde katiliminin tarihsel gelisimi incelendigi zaman en eski katki
maddelerinin tuz ve odun tiitsiisii oldugu anlasiimaktadir. M.O. 3000 yillarinda et
tirlinlerini kiirlemede (iirlinde goriiniim, renk, tat, aroma ve lezzet gibi 6zellikleri
tyilestirmek ve dayamikliligini artirmak amaciyla uygulanan islem) tuzdan
yararlamldigi, M.O. 900 yillarinda ise tuz ve odun tiitsiisiiniin gida saklama yontemi
olarak kullanildig1 goriilmektedir. Ortacagda tuz ve odun tiitsiisline ilaveten etin rengini
olumlu yonde degistirmek ve botulizmi (evde yapilmis konserveler basta olmak iizere
toksin igeren gidalarin yenmesiyle olusan hastalik) ©onlemek amaciyla nitratin
kullanildig1, giiniimiizden yaklasik 3500 yil kadar 6nce ise Misirhilar tarafindan
renklendirme amaciyla gida boyalarimin kullanilmaya baslandigi bilinmektedir. 19.
ylizyillda baslayan endiistrilesme paralelinde GKM’nin kullaniminda da artig
baslamistir. Bu ylizyilda gidalara katilmaya baslayan benzoik asit, sodyum, karbonat ve
sakkarin gibi bircok kimyasal madde giinlimiizde de gida katkis1 olarak kullanilmaktadir
(Altug 1999). Bununla birlikte, 20. yiizyilin basinda, bitkisel, hayvansal ve mineral
kaynakli yaklagik 1000 adet kimyasal madde kullanilmakta iken, bugiin 100 000
civarinda kimyasal madde, ¢esitli amaglar icin kullanilmakta ve bu say1 her gegen yil
artmaktadir. Resmi rakamlara gore kimyasal maddelerin kullanim1 1930'da 1 milyon
ton/yil, 1950°de 7 milyon ton/yil, 1970°de 63 milyon ton/yil, 1985’de 250 milyon
ton/y1l’a yiikselirken 2000’1i yillarda bu rakam 400 milyon ton/yil'a ulagmistir (Altug vd
2000).



1.1. Gida Katki Maddeleri (GKM)’nin Tanimi

1938 yilinda yayimlanan ve halen ABD’de yiiriirliikte olan Federal Gida, Ilag ve
Kozmetik Yasasi (The Federal Food, Drug, and Cosmetic, (FD&C Act)’nda belirtilen
tanimda GKM “belirli bir amagla kullanimlar1 sirasinda dogrudan veya dolayli olarak
gidanin bileseni haline gelen veya Ozelliklerini degistiren maddeler” olarak

tanimlanmaktadir.

Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization-WHO) ve Tarim Orgiitii (Food and
Agriculture Organization-FAO)’nilin ortak c¢aligmalar1 ile olusturulmus Uluslararasi
Gida Kodeks Komisyonu (Codex Alimentarius Commission-CAC) tarafindan verilen
tanimda ise GKM,” tek basina gida olarak kullanilmayan ve gidanin tipik bir bileseni
olmayan, besleyici degeri olsun veya olmasin imalat, isleme, hazirlama, uygulama,
paketleme, ambalajlama, tagima, muhafaza ve depo asamalarinda gidalara teknolojik
amacla katilan ya da bu gidalarin i¢inde veya yan iirlinlerinde dogrudan ve dolayl
olarak bir bileseni haline gelen veya bunlarin 6zelliklerini degistiren maddeler’’ olarak

ifade edilmektedir (Altug ve Elmaci 2001).

Ulkemizde Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi’nin son olarak 29 Aralik 2011 tarihli
28157 sayilt Resmi Gazete’de yayinladigr ‘Tirk Gida Kodeksi Gida Katki Maddeleri
Yonetmeligi’nde GKM, “tek basina gida olarak tiiketilmeyen veya gidanin karakteristik
bileseni olarak kullanilmayan, besleyici degeri olan veya olmayan, teknolojik bir amag
dogrultusunda iiretim, muamele, isleme, hazirlama, ambalajlama, tasima veya depolama
asamalarinda gidaya ilave edilmesi sonucu kendisi ya da yan iirlinlerinin, dogrudan ya
da dolayl olarak o gidanin bileseni olmasi beklenen maddeler” olarak tanimlanmistir

(TGK 2011).



1.2. Gida Katki Maddelerinin Giivenli Kullamm Icin Cahsan Uluslararasi

Kuruluslar

Ik ticari amagli GKM, 1886 yilinda ABD’de tuz ve kalsiyum fosfat karisimi bir
preparat halinde iiretilmis ve ¢esni maddesi olarak piyasaya siiriilmiistiir. Bu tarihten
itibaren gelisen teknoloji ile birlikte ticari amagli GKM’nin sayist hizla artmistir. Bu
gelismeler sonucunda ortaya ¢ikan saglik problemlerindeki artis diinya saglik orgiitlerini
hareketlendirmis ve 30 Haziran 1906 tarihinde “Wiley Yasalar1” olarak bilinen “Gida ve
[lag Yasas1” yaymnlanmustir. Bu yasa, 200°den fazla madde iceren, halk saghg ve
tiikketici korumasina yonelik diinyanin kapsamli ilk yasasidir (Johnson 1982). Sahte ve
markasiz ila¢ ve gidalarin pazarlanmasini yasaklayan bu yasadan sonra, 1937 yilinda
yasal olarak pazarlanan bazi katki maddelerinin ¢ocuklari da igeren 107 kisinin 6liimiine
neden olmasiyla bu yasanin gelistirilmesi ve revize edilmesine ihtiya¢ duyulmustur. Bu
amagla, 1938 yilinda “Federal Gida, Ila¢ ve Kozmetik Yasas1” ¢ikarilmistir. Bu yasa,
halk sagligi sistemi acisindan tamamen revize edilmis ve yeni ilaglarin gilivenligini
kanitlama, uygun etiketleme ve saflifin1 saglama, gidalar i¢in standartlarin belirlenmesi,
fabrika denetimleri gibi birgok alanda “ila¢ ve Gida Idaresi” (Food and Drug
Administration; FDA) yetkili kilimmistir (Saldamli 1985). Bununla birlikte GKM’nin
giivenli kullanimi i¢in giiniimiizde daha bir¢ok kurum ve kurulus gorev yapmaktadir.

Asagida bu kurumlara bazi1 6rnekler verilmistir (Karakaya 1988);

Uluslararas1 Gida Kodeks Komisyonu (Codex Alimentarius Commission: CAC):
Birlesmis Milletler’e bagli bir kurulustur. Kurulusun gorevi diinyada gida ile ilgili
uygulamalarin saglik ve teknoloji yOniinden standartlastirilmasidir. Kurulusun bu
amagla hazirladigit “Codex Alimentarius” tiim diinya ilkeleri i¢in giivenli gida
tiretiminde referans olan 6nemli bir dokiimandir. Bu komisyonun kurulusuna giden
stireg, 1945 yilinda Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Tegkilati (FAO) ve 1948 yilinda
Diinya Saglhk Orgiiti (WHO) niin kurulmasi ile baslamustir. 1950’lerden sonra gida
giivenligi konusundaki uluslararas1 igbirligi giderek artmis ve 1961 yilinda FAO
tarafindan “Uluslararast Gida Kodeks Komisyonu” kurulmustur. Komisyon, WHO ile

isbirligi i¢inde ¢aligmalar yiirlitmiistiir. Daha sonraki yillarda da FAO ve WHO gida



giivenligini hedefleyen ortak komisyonlar kurmuslardir. iki yilda bir toplanarak,

komiteler araciligiyla gérevini yiiriiten bu komisyona bugiin 165 iilke iiyedir.

Gida Katkilar1i FAO/WHO Ortak Uzmanlar Komitesi (The Joint FAO/'WHO
Expert Committee on Food Additives: JECFA): 1956 yilindan beri gida katki
maddelerinin insan saglig1 yoniinden degerlendirilmesi i¢in toplanan FAO/WHO ortak
uzmanlar komitelerine verilen isimdir. Bu komiteler giindemlerine aldiklar1 gida katki
maddeleri icin tiim bilimsel verileri inceleyerek degerlendirmeler yapmakta ve ADI
(Kabul edilebilir giinliik alim miktar1 =Acceptable Daily Intake) degerlerini tespit
etmektedir. Komiteler ¢alismalarinda gida kontaminantlar1 ve veteriner ilaglarini da goz
Oniine alarak ADI ve MRL (Maksimum kalint1 limitleri=Maximum Residue Level)

degerlerini olusturmaktadir (Benford 2000).

Pestisit Kalintilar1i FAO/WHO Ortak Uzman Komitesi (The Joint FAO/WHO
Meeting on Pesticides Residues: JMPR): JMPR, gida friinlerindeki pestisit
kalintilarin1 degerlendiren FAO/WHO ortak kurulusu olup 1966 yilindan bu yana gérev
yapmaktadir. Gidalarin giinlilk aliminda insan sagligina zarar vermeyecek maksimum

pestisit miktarlar1 JMPR tarafindan belirlenir.

Avrupa Birligi Bilimsel Gida Komitesi (Eu - Scientific Committee on Food: SCF):
Avrupa Birligi’nin gidalarla ilgili toksikoloji, hijyen ve beslenme konularinda yetkili
komitesidir. 1974 yilinda kurulmustur. SCF, CAC, JECFA, JMPR ve FDA gibi
kuruluslarin dokiimanlarindan da yararlanarak raporlarini hazirlar. Bu raporlar Avrupa
Toplulugu’nun karar siireglerinde degerlendirilerek “Avrupa Toplulugu Direktifleri=EC
Directives” olarak uygulamaya girer. Ulkemizde de kullamlan ‘E’ kodlar1 SCF
tarafindan verilen kodlardir. Bu kodlarda her yiizli grup bir kullanim grubunu temsil
eder (100-199 aras1 renklendiriciler, 200-299 koruyucular gibi). Bununla birlikte
kullanilmasina izin verilen ve ‘E’ kodu alan bazi katki maddeleri igin birgok iilke
tarafindan sinirlamalar getirilmistir. Nitekim listelerde izin verildigi halde baz1 katki

maddelerini Amerika, Avusturya ve Avrupa kendi iilke sinirlari i¢erisinde yasaklamistir.



Birlesik Devletler Gida ve Ila¢ Dairesi (Food and Drug Administration: FDA):
Yukarida belirtilen kuruluslar igerisinde en eski kurulus tarihine sahip olanidir. 1931
yilinda kurulmustur. Her ne kadar ABD’nin ulusal kurulusu ise de diinya iilkelerinin

referans olarak kabul ettigi bir konumdadir.

Ulkemizde katki maddeleri ile ilgili olarak ilk kez 1983 yilinda Saglik ve Sosyal
Yardim Bakanligi tarafindan bir yonetmelik ¢ikarilmis ve 1984 yilinda buna ek bir
yonetmelik yiiriirliige girmistir. 1990 yilinda yine Saglik Bakanligi bu konu ile ilgili
olarak yeni bir yonetmelik ¢ikarmis ve bunu takip eden yillarda bu yonetmelige ¢esitli
eklemeler yapilmistir. Tarim ve Koy Isleri Bakanligi’nca hazirlanmis olan ve 16 Kasim
1997 tarihinde yayinlanan Resmi Gazete ile yiiriirliige giren ‘Tirk Gida Kodeksi
Yonetmeligi’ ile katki maddelerinin kullanimlart konusunda yeni diizenlemeler
getirilmigtir. S0z konusu kodekste gida katki maddeleri tanimlanmis ve bu maddelerin
‘E’ kodlar, adlari, kullanilabilecekleri gida gruplar1 ve izin verilen maksimum

miktarlari listeler halinde agiklanmustir.

Tirk Gida Kodeksi Yonetmeligi'nde 300 civarinda gida katki maddesinin ¢esitli

gidalarda degisen miktarlarda kullanilmasina izin verilmistir.

1.3. Gida Katki Maddelerinin Simiflandirilmasi

GKM’ler kullanim amaglarina gore 4 ana grupta toplanmistir. Bunlar;

1. Kaliteyi koruyarak raf émriinii uzatanlar

Antimikrobiyaller

Antioksidanlar

N

. Yapiyl, hazirlama ve pisme 6zelligini gelistirenler
e pH ayarlayicilar

e Topaklanmay1 Onleyiciler

e Emiilsifiyerler

e Stabilizorler, kivam arttiricilar, tatlandiricilar



e Mayalanmayi saglayici ajanlar
e Nem ayarlayicilar
e Olgunlagtiricilar

e Agarticilar, dolgu maddeleri, kopiik ayarlayicilar, parlaticilar

93]

. Aromayi ve rengi gelistiriciler

Cesni arttiricilar

Cesni vericiler

Renklendiriciler

4. Besin degerini koruyucu ve gelistiriciler

e Isleme sirasinda kaybolan besin 6gelerini yerine koyma (B1, B2 ve niasin)

Diyette eksik olabilecek besin 6gelerini ekleme (A ve D vitaminleri)

AB ortak mevzuatinda ise GKM 3 ana baslik altinda gruplandirilmistir.
1. Renklendiriciler
2. Tatlandiricilar

3. Renklendiriciler ve tatlandiricilar disindaki gida katki maddeleri

“Tirk Gida Kodeksi Gida Katki Maddeleri Yonetmeligi” kapsaminda, renklendiriciler
ve tatlandiricilar disinda yer alan gida katki maddelerinin fonksiyonlarinin tanimlari

asagidaki gibidir;

a) Ambalajlama gazlari: Gida maddesi kaba yerlestirilmeden Once, yerlestirilirken
veya yerlestirildikten sonra kap i¢ine verilen hava disindaki gazlardir.

b) Antioksidanlar: Yaglarin acilasmasi ve renk degisikligi gibi oksidasyonun neden
oldugu bozulmalar1 Onleyerek, gidalarin raf Omiirlerinin uzatilmasini saglayan
maddelerdir.

¢) Aroma arttiricilar: Gidanin mevcut tat ve/veya kokusunu artiran maddelerdir.

¢) Asitler: Asitligi arttiran ve/veya gidada eksi bir tat olusumunu saglayan maddelerdir.
d) Asitlik diizenleyiciler: Gidalarin asitlik veya alkaliligini degistiren veya kontrol

eden maddelerdir.



e) Emiilgatorler: Bir gida maddesinde, yag ve su gibi birbiri ile karigmayan iki veya
daha fazla fazin homojen bir karisim olusturmasini veya olusan homojen karigimin
stirekliligini saglayan maddelerdir.

f) Emiilsifiye edici tuzlar: Peynirde bulunan proteinleri ¢oziiniir hale getirerek yag ve
diger bilesenlerin homojen dagilimini saglayan maddelerdir.

g) Hacim arttiricillar: Gidalarin faydalanilabilir enerji degerini 6nemli Olciide
degistirmeden, gidalarin hacmini artiran maddelerdir.

g) Itici gazlar: Gidanin bulundugu kaptan disari ¢ikmasini saglayan hava disindaki
gazlardir.

h) Jellestiriciler: Jel olusumu ile gidada farkli bir yap1 olusturan maddelerdir.

1) Kabarticilar: Gaz olusturarak hamurun/yumurtali soslu hamurun hacmini artiran
madde veya madde karisimlaridir.

i) Kivam arttiricillar: Gidanin kivamini arttiran maddelerdir.

j) Koruyucular: Gidalarin mikroorganizmalarla bozulmalarini  Onleyerek, raf
Omiirlerinin uzatilmasini saglayan maddelerdir.

k) Kopiik olusturucular: Sivi veya kat1 gidalarda, gaz fazin homojen dagilimin
saglayan maddelerdir.

1) Kopiiklenmeyi onleyiciler: Kopiiklenmeyi azaltan veya 6nleyen maddelerdir.

m) Metal baglayicilar: Metalik iyonlarla kimyasal kompleks olusturan maddelerdir.

n) Modifiye nisastalar: Fiziksel veya enzimatik uygulamaya, asit veya alkali ile
inceltmeye veya agartmaya tabi tutulmus olsun veya olmasin yenilebilir nisastalarin bir
veya daha fazla kimyasal isleme tabi tutulmasi ile elde edilen maddelerdir.

0) Nem vericiler: Gida maddelerinin diisiik nemli ortamdan etkilenip kurumasim
Onleyen veya toz gidalarin s1vi ortamlarda ¢oziinmesini kolaylastiran maddelerdir.

0) Parlaticilar: Yaglayicilar da dahil, gidalarin dis yiizeyine uygulandiginda parlak bir
goriiniim veren veya koruyucu bir tabaka saglayan maddelerdir.

p) Sertlestiriciler: Meyve ve sebzelerin yapisint koruyan ya da dokularini sert veya
gevrek hale getiren veya mevcut jellestiriciler ile reaksiyona girerek jel olusumunu
saglayan veya giiglendiren maddelerdir.

r) Stabilizorler: Gidalarin fiziko-kimyasal durumlarini korumalarim1 saglayan; gidada
bulunan iki veya daha fazla birbiri ile karismayan fazin homojen dagiliminin

stirekliligini saglayan, gidalarin var olan renklerini koruyan veya kuvvetlendiren,



proteinler arasi ¢apraz bag olusturarak gida pargaciklarinin baglanmasinin saglanmasi
ile gidalarin baglanma kapasitelerini artiran maddelerdir.

s) Tasiyicillar: Tasiyict coziiciiler dahil olmak iizere, gida katki maddelerini ve
aromalar1 ¢ozmek, seyreltmek veya bunlarin dagilimini saglamak icin kullanilan ya da
herhangi bir teknolojik etki gostermeden gida katki maddeleri ve aromalar fiziksel
yollarla modifiye ederek, bu maddelerin teknolojik fonksiyonlarim1 degistirmeden,
uygulama ve kullanimini kolaylastiran maddelerdir.

s) Topaklanmay1 6nleyiciler: Gida parcaciklarinin birbirine yapisma egilimini azaltan
veya onleyen maddelerdir.

t) Un islem maddeleri: Hamurun islenme ve pisirilme kalitesini gelistirmek amaci ile

una veya hamura ilave edilen, emiilgatorler disindaki maddelerdir.

1.4. Koruyucu (Antimikrobiyal) Gida Katki Maddeleri

Insanlarin toplu halde yasamaya baslamalar ile birlikte gidalarin korunmasi amaciyla
giivenilir  yontemlerin  kullanilmas1  gereksinimi  ortaya ¢ikmustir.  Tarimsal
uygulamalardaki degisiklikler, dayaniksiz gidalarin diyette fazlaca yer almasi, gelismis
dagitim sistemlerindeki kontaminasyon olasiliginin artmasi, kolay ve pratik gidalara
yonelme gibi nedenler gidalari koruma tekniklerinin gelismesini zorunlu kilmistir.
Endiistride kullanilan koruma ydntemlerinin baslicalar1 1sitma, dondurma, kurutma ve
1sinlamadir. Ancak bunlarin uygulanamadigi ya da yetersiz kaldig1 durumlarda gidalara
koruyucu madde katilimi1 s6z konusu olmaktadir. Koruyucu maddeler, giday1
mikroorganizmalarin sebep oldugu bozulmalara karsi koruyarak, gidanin raf dmriinii

uzatan kimyasal maddeler olarak tanimlanmaktadir.

Koruyucularin  antimikrobiyal 6zellikleri; maddenin antimikrobiyal spektrumu,
kimyasal ve fiziksel Ozellikleri, konsantrasyonu, etki sekli, gidanin bilesimi, islem
sartlar, pH’s1 ve depolama sicaklig1 gibi faktorlere baglidir. Kimyasal maddenin ¢ok
farkli tipteki mikroorganizmalarin hepsi {izerine etkin olmasi miimkiin degildir.
Antimikrobiyal maddeler mikroorganizmalarin biiylimelerini durdurucu

(bakteriyostatik, fungistatik) ya da onlar 6ldiiriicti (bakteriosidal, fungisidal, sporosidal)



etki gosterebilmektedir. Bazi kimyasal maddelerin ¢ok diisiik miktarlar1 bazi
mikroorganizmalar tarafindan besin maddesi olarak kullanilabilmektedir. Ancak bu
miktarlar diger mikroorganizmalar {izerinde inhibe edici etki gosterebilmekte veya daha
yiiksek diizeyleri bazi mikroorganizmalari 6ldiirebilmektedir (Kilcast and Subramaniam
2000). Antimikrobiyal maddenin kimyasal aktivitesi, yani gidanin bilesenleri ve gida
katkilar1 ile reaksiyona girmesi antimikrobiyal aktivitesinde azalmaya neden olmaktadir.
Ayrica bu kimyasal reaksiyonlar sonucunda gidada istenmeyen bazi degisimler de
olusabilmektedir. Temel gida bilesenlerinin disinda gidanin yapisinda dogal olarak
olusan bazi bilesikler de antimikrobiyal etkiye sahip olabildikleri gibi, gidada kullanilan
antimikrobiyal madde {iizerinde sinerjistik veya antagonistik etki gosterebilmektedir
(Singh 1994). Antimikrobiyal maddenin etkinligi, gida iirlinlerinin 6zellikleri ile de
yakindan iligkili olup, yukarida da belirtildigi gibi, gidanin pH’s1 veya gida bilesenleri
ile reaksiyonlar bu aktiviteyi etkilemektedir. Pek c¢ok koruyucunun aktivitesi asidik
gidalarda artmaktadir. Siv1 gidalarda koruyucu maddeler mikroorganizmalarla daha iyi
temas edebilmektedir. Bu nedenle kati gida pargalarinin i¢inde bulunan
mikroorganizmalar kimyasal maddelerin etkilerinden daha iyi korunurlar. Genellikle
gidanin sicakliginin artmasi, kimyasal maddelerin mikroorganizmalar iizerindeki
etkisini de artirmaktadir. Sicaklik mikroorganizmalarin optimum sicaklifina yakin ise
antimikrobiyal madde etkisini tam olarak gosterememekte, sicaklik mikroorganizmanin
optimum gelisme sicakliginin iizerinde ise koruyucunun etkinligi de artmaktadir (Kogak

2006).

Kimyasal koruyucular, mikroorganizmalar1 bir¢ok mekanizma ile etkilemektedir.
Bunlar; proteinlerin denatiirasyonu, enzimlerin inhibisyonu, DNA’nin, hiicre ¢eperinin
ya da sitoplazmik membranin tahrip edilmesi veya degistirilmesi, hiicre duvari
sentezinin baskilanmasi ya da esansiyel metabolitlerle rekabet seklinde olabilmektedir

(Bruel and Coote 1999).

Koruyucular meyve-sebze iirlinlerinde, et ve et iirlinlerinde, su iiriinlerinde, siit
tirtinlerinde, margarinlerde, hububat iiriinlerinde ve alkollii igecekler gibi pek ¢ok gida

uriniinde kullanilmaktadir.
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1.5. Gidalarda Kullanilan Koruyucu Katki Maddeleri

Gidalarda sik¢a kullanilan koruyucu katki maddeleri ve ‘E’ kodlar1 asagida

listelenmistir. Bunlar;

a) Asetik asit ve asetatlar

e Asetik asit (E 260)

e Potasyum asetat (E 261)

e Sodyum asetat (E 262)

e Kalsiyum asetat (E 263)

b) Benzoik asit ve tuzlari

e Benzoik asit (E 210)

e Sodyum benzoat (E 211)

e Potasyum benzoat (E 212)

e Kalsiyum benzoat (E 213)

¢) Sorbik asit ve tuzlari

e Sorbik asit (E 200)

e Sodyum sorbat (E 201)

e Potasyum sorbat (E 202)

e Kalsiyum sorbat (E 203)

d) Propionik asit ve tuzlari

e Propionik asit (E 280)

e Sodyum propionat (E 281)

e Kalsiyum propionat (E 282)

e Potasyum propionat (E 283)

e) Parabenler (Para-hidroksibenzoik asit esterleri)
e FEtil p-hidroksibenzoat (E 214)

e Sodyum etil p-hidroksibenzoat (E 215)
e Propil p-hidroksibenzoat (E 216)

e Sodyum propil p-hidroksibenzoat (E 217)



Metil p-hidroksibenzoat (E 218)
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Sodyum metil p-hidroksibenzoat (E 219)

Biitil p-hidroksibenzoat

f) Kiikiirt dioksit ve siilfitler

Kiikiirt dioksit (E 220)

Sodyum siilfit (E 221)

Sodyum hidrojen siilfit (E 222)
Sodyum metabisiilfit (E 223)
Potasyum metabistilfit (E 224)
Potasyum siilfit (E 225)
Kalsiyum hidrojen siilfit (E 227)
Potasyum bisiilfit (E 228)
Sodyum thiostilfat (E 539)

g) Nitrit ve Nitratlar

Potasyum nitrit (E 249)
Sodyum nitrit (E 250)
Sodyum nitrat (E 251)
Potasyum nitrat (E 252)

g) Koruyucu gazlar

Karbondioksit
Etilen oksit
Propilen oksit
Karbonmonoksit

Ozon

h) Antibiyotikler

Nisin (E 234)

Natamisin (E 235)

1) Diger koruyucular

Tiyabendazol (E 233)
Formik asit ve formatlar

Formaldehit
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e Hekzametilen tetramin

e Borik asit (E 284)

e Sodyum tetraborat (E 285)

e Difenil (E 230)

e Orto-fenil fenol (E 231)

e Sodyum orto-fenilfenol (E 232)

e Kalsiyum disodyum etilen-diamin-tetra-asetat (E 385)
e Disodyum etilendiamin-tetra-asetat (E 386)

e Lisozim (E 1105)

1.6. Parabenler (Para-hidroksibenzoik asit esterleri)

Parabenler, para-hidroksibenzoik asidin esterleridir ve paraben ismi de buradan
gelmektedir. Parabenler gida, kozmetik ve ilag endiistrilerinde koruyucu olarak yaygin
bicimde kullanilan bir grup kimyasaldir. Raf omriinii uzatici olarak kullanilan bu
bilesikler, aslinda bakteri ve mantarlar1 yok edici Ozelliklerinden dolay1 tercih
edilmektedir (Neves et al. 2009). En ¢ok kullanilan parabenler; metilparaben (E218),
etilparaben (E214), propilparaben (E216) ve biitilparabendir. Bunlardan bagka
izobiitilparaben, izopropilparapen, benzilparapen ve parabenlerin tuz formlar1 da

bulunmaktadir.

Parabenler, kokusuz, renksiz olup ugucu degildirler. Genis antimikrobiyal etki
spektrumuna sahip olmalari, kullanimlariin giivenli olmasi, diger ajanlara gore daha az
iritasyon yapmalari, daha az toksik olmalari, daha az oranda duyarliliga yol agmalar1 ve
genis pH aralifi icinde stabil kalabilmeleri nedeniyle ideal bir koruyucu olarak

tanimlanmiglardir.

Soni et al. (2005)’e gore parabenlerin kullanim alanlart;
° Gida endiistrisinde; Salata soslari, mayonez, hardal, ket¢ap, dondurulmus gidalar,

sebzeler, regeller ve meyve sulari
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° Ilag sanayinde; Krem-merhem seklindeki ilaglar, géz, kulak ve burun damlalari,
rektal-vajinal ilaglar, bandajlar, lokal anestezik ilaglar, antibiyotikler, kortikosteroidler,
lokal anestezikler, vitaminler, antihipertansifler, diiiretikler, insiilin, heparin ve bazi
kemoterapoétik ajanlar

° Kozmetik sektoriinde; Fondoten, pudra, goz fari, maskara, makyaj temizleyiciler,
ruj, oje, nemlendirici losyon ve kremler, dis macunu, dis tozu ve temizleyicileri, glines
yaglari, cilt temizleyicileri, terlemeyi Onleyici deodorantlar, sabunlar, sampuanlar ve

tiras jelleri.

Parabenlerin kimyasal formiilii, Sekil 1.1°de gosterilmistir. Sekil 1.1°deki R; metil, etil,

propil veya biitil gibi alkali gruplar1 temsil etmektedir.

[ Re— -
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Sekil 1.1. Parabenlerin kimyasal formiilii

Parabenler, kiif ve mayalara kars1 ¢ok etkili iken, gram (-) bakterilere karsi diisiik
aktivite gostermektedirler. Unlu mamiillerde (kekler, ekmek kabugu, dolgu malzemeleri
vb.), hafif iceceklerde, balikta, aroma ekstraktlarinda, meyve iiriinlerinde, jelatin, regel,
jel, malt ekstraktlarinda, zeytinde, tursuda, salata soslarinda, suruplarda ve sarapta

siklikla kullanilir.

Parabenlerin tamamina yakin kisminin ticari sekli toz haldedir. Kokusuz olup hidroliz
reaksiyonlara kargi dayaniklidir. Parabenlerin sudaki ¢oziiniirligli ester grubundaki
karbon sayisi ile ters orantili, antifungal etkisi ise alkil zincirinin uzunlugu ile dogru

orantilidir. Ancak zincir uzunlugu ¢oziiniirliigii azalttig1 i¢in kisa zincirli esterler tercih
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edilmektedir. Yapilan arastirmalar parabenlerin karisim halinde kullanilmasi durumunda
karisimdaki esterlerin tek tek kullanimina kiyasla daha fazla antifungal etki gosterdigini

ortaya koymustur.

FDA, metil ve propilparabenleri gidalarda %0,1 oranina kadar kullanildiklarinda
giivenli olarak tanimlamaktadir. Metil ve propilparaben karisimi (3:1), %0,03-0,06
oraninda mayasiz iretilen unlu mamullerde, metil ve propilparaben karisimi (2:1)
%0,03-0,05 oraninda karbonatli i¢ceceklerde de koruyucu olarak kullanilabilir. Bunlarin
disinda sucuk ve sosis gibi iriinlerde kiiflenmeyi 6nlemek amacr ile kiliflar %3,5°lik
propilparaben c¢ozeltisine daldirilir. Yine etil ve metilparaben gida ambalaj

materyallerinde antimikotik olarak kullanilabilmektedir.

Calismamizda kullandigimiz parabenlerin ‘E’ kodlar1 ve kimyasal yapilar1 asagida

siralanmastir.

1.6.1. Metilparaben (E-218):

e Diger isimleri: Nipagin M, metil-p-hidroksibenzoat, metil parahidroksibenzoat,
metil 4-hidroksibenzoat.

e Kimyasal formiilii: CsHsO5 (Sekil 1.2)

e Molekiil agirhgr: 152,15g/mol

e e -
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Sekil 1.2. Metilparabenin kimyasal formiilii
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1.6.2. Etilparaben (E-214):

e Diger isimleri: Nipagin A, etil-p-hidroksibenzoat, etil parahidroksibenzoat, etil 4-
hidroksibenzoat.

e Kimyasal formiilii: CoH;00; (Sekil 1.3)

e Molekiil agirhgr: 166,17g/mol

Sekil 1.3. Etilparabenin kimyasal formiili
1.6.3. Propilparaben (E-216):

e Diger isimleri: Nipasol M, propil-p-hidroksibenzoat, propil parahidroksibenzoat,
propil 4-hidroksibenzoat.
e Kimyasal formiilii: C;oH;,0; (Sekil 1.4)

e  Molekiil agirhgr: 180,2g/mol

e /4.55
Hoo 7

Sekil 1.4. Propilparabenin kimyasal formiili
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1.6.4. Biitilparaben:

e Diger isimleri: Nipabiityl, biitil-p-hidroksibenzoat, biitil parahidroksibenzoat, biitil
4-hidroksibenzoat.

e Kimyasal formiilii: C,;H;40;5 (Sekil 1.5)

e  Molekiil agirhgi: 194,227g/mol

0
|

f,f"ﬁ‘ﬁxh ~L0—C,H,

PN éfﬁ’
HO -

Sekil 1.5. Biitilparabenin kimyasal formiilii
1.7. Genetik Toksikoloji

Ik olarak 1927°de X 1sinlarinin Drosophila’da mutasyon oranlarin1 normalden 15 000
kat daha fazla arttirdigim1 belirleyen Miiller’in ¢alismalar1 ile baglayan genetik
toksikoloji bugiin, gelisen teknoloji ile artan risk ve analiz yontemlerine bagli olarak en

Oonemli aragtirma dallarindan biri haline gelmistir (Cavas 2004).

Toksikolojinin bir alt dali olan genetik toksikoloji, organizmanin normal biyolojik
isleyisi sirasinda veya kimyasal, fiziksel ve biyolojik etkenlere bagli olarak hiicrelerin
DNA molekiillerinde meydana gelen degisiklikleri inceleyen bir bilim dalidir (Choy
2001; Young 2002; Vural 2005). “Genetik toksisite” ya da “genotoksisite”; ¢ekirdek,
kromozom ve DNA yapisinda meydana gelen DNA eklentileri, DNA kiriklari, gen
mutasyonlari, kromozom yapist anormallikleri ve andploidi gibi hasarlar1 kapsayan

genel bir terimdir. DNA veya genomun kopyasinin ¢ikarilmasini saglayan enzimlerle
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etkilesime giren ve mutasyona neden olan genotoksik maddelerin DNA’da hasar
meydana getirmesi veya bazi degisimlere yol agmasi ise “genotoksik etki” olarak

tanimlanmaktadir (Zeiger 2004).

Bir genotoksisite test yonteminde olmasi istenen temel 6zellikleri sdyle siralayabiliriz;

e Uygulama agisindan basit olmasi,

e Genetik hasarlar1 belirlemede etkin olmasi,
e Hizli sonug vermesi,

e Ekonomik a¢idan ucuz olmasi,

e Analiz i¢in az sayida 6rnegin yeterli olmasi.

Genetik toksikoloji testlerinde ana hedef DNA molekiilii oldugundan, herhangi bir
organizmadan elde edilen sonucglar ayn1 zamanda insan saglig ile ilgili olarak ortaya
cikabilecek problemlerin tahmininde de kullanilabilmektedir. Bu nedenle bir tiirde DNA
hasar1 olusturdugu bilinen bir kimyasal maddenin, diger tiirlerde de benzer etkiler
gosterebilecegini sOylemek miimkiindiir. Bugiin genotoksik etkilerin incelenmesi amaci
ile mikroorganizmalar, bdcekler, bitkiler ve omurgali hayvanlar iizerinde

uygulanabilecek 200’den fazla kisa siireli test metodu bulunmaktadir.

1.7.1. Genetik toksikolojide kullanilan baz test teknikleri

Genetik toksisite ya da genotoksisite testleri 1920’lerden beri kullanilmaktadir. Bu
tarthten giliniimiize kadar mutajenik ve genotoksik maddelerin karsinojenik
potansiyellerini 6lgebilmek icin bir¢ok genotoksisite testi gelistirilmistir. Bu testler,
cesitli mekanizmalarla dogrudan ya da dolayli olarak genetik materyalde meydana gelen
hasarlar1 saptamak amaciyla gelistirilmis in vitro ve in vivo testlerden olusmaktadir
(Vural 2005). In vitro mutajenite testlerinde genotoksik etkisi arastirilacak olan madde,
deney hayvanindan veya insandan alinan dokulara belli konsantrasyonlarda uygulanir.

Bu testlerin in vivo testlerden farki, test edilen kimyasalin canliya degil ondan alinan
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dokuya dis ortamda uygulanmasidir. Genotoksisite testleri ile mutajenlerin
tanimlanmasi, insanda risk tayininin yapilmasi ve bu maddelere gereksiz maruziyetin
Onlenmesi genetik toksikolojinin baslica amaglarini olusturmaktadir. Genellikle kisa
stireli mutajenite testleri tarama amaclh kullanilirken, memeli testleri insanda risk tayini

icin kullanilmaktadir (Young 2002).

Insan kaninda bircok farkli hiicre tipi bulunmasma ragmen kromozom veya DNA ile
ilgili ¢aligmalar genellikle ¢ekirdekli lenfosit hiicreleri ile yapilmaktadir. Periferik kan
kiiltiiri yontemi olarak bilinen bu yontem, kisa siirede istenilen sayida hiicrenin
incelenebilmesi, kiiltiir siiresinin kisa olmasi1 ve elde edilen kromozom preparatlarinin
diger yontemlerle elde edilenlerden daha kaliteli olmasi nedeniyle tercih edilmektedir
(Rooney and Czepulkowski 1986; Oztas 2000; Basaran 2003). Periferik kan kiiltiir
yontemi, bugiin basta tibbi genetik (Chu et al. 2006) olmak tizere onkoloji (Eisenthal et
al. 2006), genetik toksikoloji (Rodeiro et al. 2006), biyokimya (Bukowska 2004),
hematoloji (Saigo et al. 1999), immiinoloji ve parazitoloji (Franca-Botelho et al. 2006;
Hu et al. 2006) gibi pek ¢ok tip ve biyoloji alaninda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Yapilan arastirmalar sonucu, bilesiklerin genotoksik etkisinin saptanmasinda bir testin
tek basma yeterli olmadigi, bu nedenle bilesiklerin genotoksik ya da mutajenik
aktivitesinin belirlenmesinde bir seri test sisteminin kullanilmasi gerektigi sonucuna
ulagilmistir (Houk 1992). Siklikla kullanilan genotoksisite testleri arasinda Allium testi
(Levan 1938), Salmonella testi (Ames et al. 1975), mikroniikleus testi (MN) (Mac
Gregor et al. 1987), kardes kromatid degisimi testi (KKD) (Latt et al. 1981), tek hiicre
jel elektroforezi (SCGE) (Fairbairn et al. 1995) ve somatik mutasyon ve rekombinasyon

testini (SMART) (Graf et al. 1984) siralayabiliriz.

Mikroniikleus, kardes kromatid degisimi ve somatik mutasyon ve rekombinasyon
testlerini in vivo ve in vitro olarak deneylerimizde kullandigimiz i¢in, bu bolimde her

bir test teknigine ait tarihge ve isleyis mekanizmalariyla ilgili detaylar verilecektir.
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1.7.1.a. Kardes kromatid degisimi (KKD) testi

In vitro mutajenik c¢aligmalar iginde yaygin olarak kullanilan sitogenetik test
tekniklerinden birisi kardes kromatid degisimi (KKD) metodudur. KKD, kromozom
morfolojisinde bir degisme olmadan, bir kromozoma ait iki kromatidin homolog
bolgelerindeki kirilan pargalarin karsilikli yer degistirdikten sonra tekrar birlesmesi ile
olugsmaktadir (Latt et al. 1981; Sardas and Karakaya 1990). Bu kromozomal degisiklik
Pery and Thomson (1984)’a gore, ilk kez 1957 yilinda Taylor tarafindan tanimlanmaistir.
Kromozomlarin radyoaktif timidin (3H-TdR) varliginda bir defa kendilerini
eslemelerine ve sonraki replikasyonda da izotopun yoklugunda kendilerini eslemelerine
izin verilmigtir. Otoradyografik uygulamadan sonra, DNA’min semikonservatif
eslenmesi sonucunda, her bir kromozomun sadece bir kromatidinin isaretlendigi
goriilmiistiir. Bu isaretleme sonucunda kardes kromatidler arasinda simetrik degisimler
gozlenmis ve bu degisimler “kardes kromatid degisimi=KKD” (sister chromatid

exchange=SCE) olarak adlandirilmustir.

Latt tarafindan 1973’te uygulanan yontemde, timidin analogu olan BrdU (5-bromo-2-
deoksitiridin) iki replikasyon dongiisinde bulunacak sekilde kiiltiir ortamina
eklenmistir. BrdU varliginda devam eden DNA sentezi sirasinda yeni olusan DNA’da
timin yerine BrdU girer. Boylece her bir kromatid, bir timinli ve bir de BrdU’li DNA
zinciri igerir. Mitoz sonrasinda her bir kromatid farkli bir kardes hiicreye gider.
BrdU’nin hiicre dongiisii sirasinda kardes kromatidlerin arasina girmesinin ardindan,
floresan 151k altinda 1sinlanip Giemsa ile boyanarak kardes kromatidlerdeki kiriklar
goriiniir hale getirilmistir (Natarajan 2002). Boyama sonrasinda, tek bir DNA zincirinde
yer degistirme olmus kromatid, her iki DNA zincirinde de yer degistirme olmus
kromatide gore daha parlak floresan verir. Yapilan incelemede, bir kromatid iki tane
BrdU igeren DNA zinciri tasidigi igin agik renk, digeri bir timinli bir de BrdU’li DNA
zinciri tasidigr i¢in koyu renkli gozlenir (Perry and Wolff 1974). Bu sekilde kardes

kromatidlerdeki degisimler belirlenmektedir.
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I¢ veya dis etkenlerin etkisiyle hiicre DNA’sindaki degisikliklere bagli olarak meydana
gelen KKD’lerin olus mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Bir¢cok arastirici
tarafindan degisik modeller 6ne siirlilmiistiir. Bu modellerden giiniimiizde en ¢ok kabul

goreni Loveday and Latt (1978) tarafindan one siiriilen modeldir (Sekil 1.6).
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Sekil 1.6. KKD olusum mekanizmasinin sematik gosterimi (Loveday and Latt 1978)
*1-Timin i¢eren kalip DNA ve timin yerine BrdU alinarak sentezlenen koplementer DNA,

2-Her bir dublekste tek zincir kirig1 olugmasi ve zincirlerin krosing-over sonucu kardes DNA dubleksinin
zinciri ile birlesmesi,

3-Sentezin ilerlemesi ile timin ve BrdU igeren heterodubleks zincirlerin olusmasi,

4-Molekiiliin krosing-over noktasi etrafindaki rotasyonu ile X formunun meydana gelmesi,
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Sekil 1.6. (devam)

*5- Molekiiliin krosing-over noktasi etrafindaki rotasyonu ile olusan X formunda enine kirilmanin

meydana gelmesi,

6- Krosing-over noktasinda kirilmalarla olusan kirik pargalarin birbirleri ile degil de kardeslerinin
pargalar1 ile birlestirilmesi sonucu ayni dubleks iizerinde timin, digerinde BrdU igeren bdlgelerin
olugmasi,

7- Ortamda BrdU mevcutken 2. replikasyonun gergeklesmesi ve sadece BrdU igeren koplementer
zincirlerin sentezlenmesi,

8- Her iki zincirinde BrdU igeren bolgelerin soluk, her iki zincirinde timin veya bir zincirinde BrdU,
digerinde timin iceren bolgelerin koyu boyanmasi sonucu KKD gozlenmesi,

o —— |
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Sekil 1.6. (devam)

*9- Molekiiliin krosing-over noktasi etrafindaki rotasyonu ile olusan X formunda boyuna kirilmanin
meydana gelmesi,

10- Krosing-over noktasinda kirilmalarla olusan kirik pargalarin birbirleri ile degil de kardeslerinin
parcalari ile birlestirilmesi sonucu ayni dubleks iizerinde timin, digerinde BrdU igeren bolgelerin
olusmasi,

11- Ortamda BrdU mevcutken 2. replikasyonun gerceklesmesi ve sadece BrdU iceren koplementer
zincirlerin sentezlenmesi,

12- Her iki zincirinde BrdU igeren bolgelerin soluk, her iki zincirinde timin veya bir zincirinde BrdU,
digerinde timin i¢eren bélgelerin koyu boyanmasi sonucu KKD gézlenmesi.

KKD olusumu {izerinde etkili olabilen pek ¢ok faktér mevcuttur. Bunlar, kiiltlirlere
eklenen BrdU miktar1 (Rodriquez-Reyes and Morales 2003) ve antikoagiilant tiirii
(Tucker et al. 1993), inkiibasyon sicakligi (Carrona and Natarajan 1988), ortamin pH’s1
(Tanriverdi 1991) gibi kiiltiir faktorleri ve viral enfeksiyonlar (Kurvink et al. 1978),
sigara-alkol kullanimi (Lazutka et al. 1992; Tang et al. 1999), yas (Ganguly 1995),
cinsiyet (Anderson et al. 1986) ve kalitsal hastaliklar (Aledo et al. 1989; Sonmez 1992)
gibi biyolojik faktorler olmak iizere baslica iki grup altinda toplanabilirler. Ayrica ilag
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kullanimi, beslenme sekli, fiziksel (UV ve X 1sinlar1) veya kimyasal ajanlara (pestisitler,
insektisitler ve petrol irlinleri) maruziyet gibi faktorlerin de KKD frekansimni

etkileyebildigi belirtilmistir (Kelsey et al. 1990; Baysal et al. 2003).

Kimyasal ajanlar sonucu olusan mutajenitenin ve sitogenetik cevabin gdsterilmesinde,
siklikla KKD testi kullanilmaktadir. KKD testinin uygulandigi bir¢ok c¢alisma
arasindaki tutarlilik bu yontemi her gecen giin daha gecerli kilmaktadir (Bayel 2006).

1.7.1.b. Mikroniikleus (MN) testi

Mikroniikleus teknigi; ¢esitli kimyasal maddelerin ve fiziksel ajanlarin, memelilerde
klastojenik ve andjenik aktivitelerinin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan bir test
teknigidir (Kirsch-Volders et al. 1997; Cicchetti et al. 1999). Mikroniikleuslar ilk olarak
1886 yilinda Howell tarafindan anemik kedilerin kirmizi kan hiicrelerinde gézlenmistir.
1901°de Jolly yaptig1 ¢alismalarla mikroniikleusun varligini dogrulamistir. Bu nedenle
mikroniikleuslar hematolojide “Howell-Jolly cisimleri” olarak bilinirler (Anwar et al.
1994). Fenech (2000)’e gore mikroniikleuslar, hiicre boliinmesi sirasinda anafazda geg
kalan kromozom materyalinden veya ig ipliklerinden ayrilarak kutuplara gé¢ edemeyen
kromozomlardan meydana gelmektedir. Telofazda ayri kalmis kromozomlar ve
fragmentlerin etrafinda ¢ekirdek zar tesekkiil etmekte ve boylece ana niikleustan daha

kiiciik yapida olan mikrontikleuslar olusmaktadir (Sekil 1.7).

Mikrontikleus test sistemi, memelilerdeki test sistemleri arasinda en ekonomik ve en
kisa siireli yontem olmasi nedeniyle genetik toksikoloji ¢alismalarinda ¢ok genis bir
kullanim alanmna sahiptir (Emecen ve Unlii 1995). 1973’te Heddle tarafindan
mikroniikleus yonteminin sican kemik iligine uygulanmasiyla memelilerdeki
kromozomal hasarlar belirlenmeye baslanirken ilk kez 1976 yilinda Countryman ve

Heddle tarafindan insan lenfositlerinde uygulanmistir (Peace and Succop 1999).
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Sekil 1.7. MN olusum mekanizmasinin gematik gosterimi (Fenech 1993)

Mikroniikleusun degerlendirilecegi hiicrelerin, uygulama sonrasi birinci mitozlarini
gecirmis ve ikinci bir boliinmeye baslamamis olmasi istenmektedir. Bu da 1985°te
Fenech ve Morley tarafindan, kiif mantarlarinin metabolitlerinden biri olan sitokalasin-
B adli aktin polimeraz inhibitorii bir maddenin kiiltiire eklenerek niikleer bdliinmeyi
durdurmaksizin, sitoplazma boliinmesini bloke etmesiyle gerceklestirilmistir (Fenech
and Morley 1985; Falck et al. 1997). Bu sayede biniikleat hiicreler kolaylikla tespit
edilebilmekte ve kiiltiirdeki tek mitoz geciren hiicrelerdeki mikroniikleuslar
degerlendirilerek teknigin duyarliligi biiyiik olgiide artirilmistir (Peace and Succop
1999; Cavallo et al. 2005).

KKD testinde oldugu gibi, sigara ve alkol kullanimi (Maffei et al. 2002), yas (Thierens
et al. 1996), cinsiyet (Barale et al. 1998), ¢esitli kronik ve enfeksiyonal hastaliklar,
yagsam tarzi, ilaglar ile fiziksel ve kimyasal ajanlara maruziyet (Neri et al. 2003;

Pelevina et al. 2005) gibi faktorler mikroniikleus olusumunu etkilemektedir.

Mikroniikleus yontemi baslica; lenfositler, eritrositler, kemik iligi, dil, damak,
dudaklarin i¢ kismu, idrar kesesi, brong epitelyumu gibi teknik acidan miimkiin olan tiim

dokulara uygulanabilir (Tucker and Preston 1996). Ancak periferal lenfositlerde
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mikroniikleus uygulamasi ile hedef doku toksisitesiyle birlikte total viicut maruziyeti de

degerlendirilebilmektedir (Fenech 1993).

1.7.1.c. Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART)

In vivo mutajenite testlerinde deney hayvanlarina mutajenik etkisi arastirilacak madde
belli konsantrasyonlarda ve gesitli yollarla (beslenme, enjeksiyon vb.) verilmektedir. Bu
testler genellikle bocek ve memeliler kullanilarak yapilmaktadir. Boceklerle yapilan
genotoksisite testlerinden en yaygin olan1 genetik yapisi ¢ok iyi bilinen Drosophila ile

yapilan somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART)’dir.

Son yillarda siklikla kullanilan SMART, cesitli kimyasal maddelerin mutajenik ve
rekombinojenik aktivitelerinin saptanmasi igin olduk¢a uygun ve etkili bir in vivo test

sistemidir (Graf et al. 1984).

Drosophila, ozellikleri yoniinden mutajen ve karsinojen maddelerin uygulanma ve
izlenmesi acisindan uygun bir canlidir. Drosophila; irklarmin kiigiik yapili olusu,
kiiltliriiniin kolay yapilmasi, yasam dongiisiiniin kisa olusu, ¢ok sayida yavru vermesi,
az sayida kromozoma sahip olmasi, besin gereksinimlerinin basit ve dogadan eldesinin
kolay olmasi nedeniyle genetik caligsmalarda kullanilan ekonomik bir okaryotik

organizmadir.

SMART’1n avantaji, mitotik rekombinasyonlarin ve mutasyonlarin etkilerini fenotipte
gosterebilmesidir. Isaret genlerinin trans-heterozigot sineklerde bulunmasi ve
kullanilmast genotoksik denemede bu ozelliklerin gozlenmesi, ¢alismanin yontem
olarak kolay ve ucuz bir yol oldugunu gostermektedir. Mutasyon ve karsinojen
etkilenme sonucu olusan Olgiimleri yapmak Drosophila somatik hiicrelerinde, diger
organizmalara gore de kolaydir. Bu test, metot olarak hazirlanan materyalin saklanmasi
ve hazirlanmasi1 yoniinden {stlinlik saglar. F; neslinde mutajenik etkilerin

gbzlenmesiyle kimyasal maddelerin organizmay1 ne oranda etkiledigi belirlenebilir.
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Drosophila ile yapilan bu in vivo test yontemi, mikroorganizmal in vitro ve memeli in
Vivo genotoksisite test sistemleri arasinda baglanti olusturabilir (Frei and Wiirgler
1996). SMART, nokta mutasyonu, delesyon, translokasyon, mitotik rekombinasyon ve
kromozom kaybi veya ayrilmama gibi, belirli kromozom aberasyonlarinin genetik
sonuglarinin genis yelpazesinin saptanmasina izin verir (Graf et al. 1984, Graf et al.

1996, Graf et al. 1998).

SMART, g6z ve kanat benek testi olmak iizere iki cesittir. Her ikisi de erken
embriyonik gelisim sirasinda hiicre gruplarinin (imajinal disk) ayrilmasi esasina
dayanmaktadir. Bunlar, larval gelisimleri esnasinda yetigskin sine§in viicut yapisina
farklilagincaya kadar, mitotik olarak cogalirlar (Graf et al. 1996, Graf et al. 1998).
Somatik sistem cok sayida avantaj sunmaktadir. Testi yapabilmek i¢in sadece bir
generasyon gereklidir. Kanat ve g6z gibi iki iyi bilinen somatik doku tek bir sinekte ¢ok
sayida hiicrenin (bir kanatta yaklasik 25 000 hiicre, bir goézde de yaklasik 800
ommatidium) analizine izin verir. Bu hiicrelerin sayimi kolay ve hiicre belirleyicileri
giivenilirdir (Graf and Wiirgler 1996). Yaklasik 30 yil 6nce kanat hiicre belirleyicileri
multiple wing hair (mwh), ve flare (flr®)’in kullanimi gelistirilmistir (Graf et al. 1984).
Kanat benek testinde, beneklerin farkli tipleri farkli genetik mekanizmalar nedeniyle
ortaya ¢ikmaktadir. Tekli benekler, nokta mutasyon, delesyon ve iki isaret geni (mwh ve
flr®) arasindaki mitotik rekombinasyonla olusurken, ikili benekler 3. kromozomun
sentromeri ve flr® geni arasindaki somatik rekombinasyon sonucu olusmaktadir (Sekil

1.8).
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Sekil 1.8. Somatik mutasyon ve rekombinasyonlarin olusum mekanizmalarinin sematik
gosterimi

GKM’ler her ne kadar mikrobiyolojik bozulmay1 onleme ve dayanikliligi artirma,
besleyici degeri koruma, teknolojik islemlere yardimei olma, renk, goriinis, lezzet ve

koku gibi duyusal 6zellikleri diizeltme gibi amaclar dogrultusunda kullaniliyorlarsa da
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bu maddeler gelisigiizel, tiiziik dis1 ve siirekli olarak ozellikle duyarli risk gruplari
tarafindan kullanildiklarinda egzama, astim, bas agrisi, alerjik kasintilar, ishal, bulanti,
kusma, rinit, hiperaktivite, asirt duyarlilik gibi ¢esitli rahatsizliklara yol agmaktadirlar
(Adams and Mahan 1984; Arslan 2004; Saldamli ve Uygun 2005). Tiiketilen gidalarla
birlikte her giin ¢esitli katki maddelerinin viicut icerisine girdigi diisiiniildiigiinde,
sagliga zarar vermeyecek dozda kullanilsalar dahi, bu maddelerin bir siire sonra viicut
icerisinde birikerek insan sagligi i¢in tehlikeli olabilecek miktarlara ulasabilecekleri ve
dokularda gesitli hasarlar meydana getirebilecekleri goz ardi edilmemelidir (Sarikaya ve

Solak 2003).

Bugiin gida, ilag, kozmetik, tarim ve endiistride kullanilan her kimyasal maddenin insan
saglig1 ve cevreye olan etkisi basta Diinya Saglik Orgiitii olmak iizere bircok ulusal
saglik kurulusu tarafindan ayrintili olarak incelenmekte, insan saglig1 ve ¢evre tizerinde
kabul edilemez o6l¢iide risk tasiyanlarin kullanimina izin verilmemektedir (Yurttagiil
1993; Karakaya 2011). Bununla birlikte kullanilmasina izin verilen GKM’nin stirekli

olarak alindigin zaman toksik etkiler gosterdikleri de bir gergektir.

Son yillarda cesitli kimyasal maddelerin insan genomunda mutasyonlara sebep olup
olmadiklarinin ortaya ¢ikarilmasinda, in vitro ortamda insan lenfosit kiiltiiriiyle yapilan
kisa siireli genotoksisite testlerinden kardes kromatid degisimi (KKD) ve mikrontikleus
(MN) testleri ile in vivo ortamda D. melanogaster ile yapilan SMART yaygin olarak

kullanilmaktadir.

Bu calismada, gidalarda koruyucu katki maddesi olarak kullanilan parabenlerin olasi
genotoksik etkilerinin, kiiltiire alinmig insan periferal lenfositlerinde kardes kromatid
degisimi (KKD), mikroniikleus (MN) testi ve D. melanogaster’de SMART olmak iizere

IN Vivo ve in vitro yontemlerle belirlenmesi amaglanmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Matthews et al. (1956) fare, sican ve kopeklerle yaptiklart akut ve kronik toksisite
calismalar1 sonucunda parabenlerin ¢ok diisiik oranda toksisite gosterdiklerini ve
gidalarda koruyucu madde olarak gilivenli bir sekilde kullanilabileceklerini

belirtmisglerdir.

Ishidate and Odashima (1977) i¢inde gida katki maddelerinin de bulundugu 134 farkl
kimyasal maddenin genotoksik etkisini Cin hamster fibroblast hiicrelerinde arastirmis
ve bunlardan potasyum benzoat ve sodyum benzoatin kromozom aberasyonu testinde

pozitif sonug verdigini bulmuslardir.

Tohda et al. (1980) benzoik asitin insan kani lenfosit hiicrelerinde 30mM’lik

konsantrasyonda sitotoksik etkili oldugunu belirtmislerdir.

Hasegawa et al. (1984) sorbik asit ve onlarin sodyum ve potasyum tuzlarinin Cin
hamster V79 hiicrelerinde kardes kromatid degisimi, kromozomal anormallik ve gen

mutasyon frekanslarini arttirdigini bulmuslardir.

Ishidate et al. (1984) benzoik asitin genotoksik etkilerini Salmonella/mikrozom testi ve
in vitro Cin hamster fibroblast hiicrelerini kullanarak yaptiklari ¢alisma sonucunda,

benzoik asitin her iki testte de zayif genotoksik etki gosterdigini belirtmislerdir.

Cin hamster V79 hiicrelerinde yapilan in vitro ¢alismalarda, sodyum nitritin negatif

genotoksik etkili oldugu gézlenmistir (Budayova 1985).

Sodyum nitritin 265 ve 530pg/mL’lik dozlari ile yapilan in vitro testlerde, bu maddenin
BSC-1 ve HeLa hiicrelerinde kromozomal anormallik frekansini 6nemli oranda artirdigi

belirlenmistir (Luca et al. 1987).
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Zeiger et al. (1987) benzoik asitin Salmonella typhimurium’un TA97, 98, 100, 1535 ve
1537°1ik suslarinda 5000pg/petri konsantrasyonu iizerinde sitotoksik etki gosterdigini

tespit etmislerdir.

Mukherjee et al. (1988) sorbik asitin kardes kromatid degisimi ve mikroniikleus
frekansin1  sadece  yiiksek  konsantrasyonlarda, sodyum nitritin  ise  tiim

konsantrasyonlarda arttirdigini saptamislardir.

Munzner et al. (1990) potasyum sorbat ve sodyum sorbatin genotoksik etkisini ames
testi, Cin hamster ovaryum hiicrelerinde HGPRT (hipoksantin guanin fosforibozil
transferaz) ve sicanlarda kardes kromatid degisim testi ile yine Cin hamster kemik iligi
hiicrelerinde mikroniikleus testlerini kullanarak arastirmiglardir. Her iki kimyasal
maddenin de in vitro testlerde herhangi bir genotoksik etki gdstermedigini, in vivo
testlerde ise bu maddelerin taze hazirlanmis eriyiklerinin hicbir klastojenik etki
gostermemesine ragmen, bekletilmis eriyiklerde klastojenik etkilerinin varligini tespit

etmislerdir.

Schlatter et al. (1992) koruyucu katki maddelerinden potasyum sorbat, sodyum sorbat
ve 4,5-epoksi-2-heksenoik asitin olast genotoksik etkilerini somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi ile arastirdiklar1 ¢alisma sonucunda, sadece 4,5-epoksi-2-heksenoik
asitin zayif genotoksik etkiye sahip oldugunu, potasyum sorbat ve sodyum sorbatin ise

genotoksik etki gdstermedigini tespit etmislerdir.

Meng and Zhang (1994) sodyum bisiilfitin insan lenfosit hiicrelerinde kromozomal
anormallik, kardes kromatid degisimi ve mikroniikles olusumunu artirdigini

bulmuslardir.

Drosophila melanogaster ile yapilan ¢alisma sonucunda, koruyucu katki maddelerinden
metil lireanin genotoksik etki gostermedigi, sodyum nitritin ise 36mM konsantrasyonda

zay1f genotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir. Bununla birlikte metil lirea ve sodyum
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nitritin birlikte uygulanmasi sonucunda genotoksik etkinin O6nemli derecede arttig1

belirtilmistir (Guzman-Rincon et al. 1998).

Parabenlerin bir dizi dstrojenik aktiviteye sahip oldugu ilk olarak sicanlarda, Routledge

et al. (1998) tarafindan rapor edilmistir.

Ferrand et al. (2000) gida katki maddelerinden sorbik asit ve potasyum sorbatin HeLa
hiicreleri ve plazmid DNA’larinda mutajenik ve genotoksik etkisinin olmadigini

bulmuslardir.

Parabenlerin Ostrojenik aktivitesi ile ilgili olarak yapilan in vitro c¢aligmalarda
parabenlerin Ostrojen reseptorlerine baglandigi ve bu reseptorlerle kontrol edilen genleri

aktive ettigi gosterilmistir (Okubo et al. 2001).

Renciizogullar: et al. (2001) sodyum metabisiilfitin Allium cepa kok ucu hiicrelerinde

mitotik anormallikleri artirdigini ve mitotik indeksi diigiirdiigiinii saptamislardir.

Propilparaben ve biitilparaben ile yapilan c¢alismalar sonucunda bu maddelerin geng
erkek siganlarda diistik epididim ve seminal vezikiil agirligina, diisiik sperm iiretimi ve
testosteron diizeyi gibi olumsuz tlireme etkilerine neden olabilecegi belirtilmistir (Oishi

2001, 2002).

39 farkli gida katki maddesinin genotoksik etkisininin aragtirildigi bir bagka calisma
sonucunda; 7 gida boyasinin (amarant, allura kirmizisi, kokkin, tartrazin, eritrosin,
floksin ve rose bengal), 2 antioksidan gida katki maddesinin (biitillenmis hidroksianisol
ve biitillenmis hidroksitoluen), 3 fungisitin (bifenil, sodyum fenilfenol ve tiyabendazol)
ve 4 gida tatlandiricisinin (sodyum siklamat, sakkarin, sodyum sakkarin ve suklaroz)
farelerin sindirim sistemi organlarinda DNA hasar1 meydana getirerek genotoksik etki

gosterdigi bildirilmistir (Sasaki et al. 2002).
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Aktag et al. (2003) yaptiklar1 bir ¢alismada sitrik asit ve benzoik asitin fare karacigeri
tizerine toksik etkilerini incelemislerdir. 10 giin siire ile bu maddelerin uygulanmasiyla
tim deney gruplarinda karacigerde kromatin yikimi, vakuollii ve camsi sitoplazmali
hepatositler, hepatositler igerisinde kollajen fibrillerde artis seklinde nekrotik
degisikliklere rastlamislardir. Ayrica karaciger enzimlerinden biri olan iirikazin
aktivitesi kontrole gore tiim gruplarda artarken, katalaz aktivitesinde istatistiksel olarak

Oonemli bir artis gézlenmemistir.

Parabenlerde, Ostrojenik aktivitenin ester yan zincirinin biiylikligline paralel olarak
arttig1 ve en diisiik aktivitenin metilparaben, en yiiksek aktivitenin ise izobiitilparabende

oldugu goriilmiistiir (Darbre et al. 2003).

Sarikaya ve Solak (2003) Drosophila’da somatik mutasyon ve rekombinasyon testi ile
benzoik asidin olasi genotoksik etkilerini incelemiglerdir. Arastirma sonucunda, bu
maddenin tiim dozlarda (50, 75 ve 100mM) Drosophila’da mutasyona sebep oldugu,

ayrica yasam siiresini kontrole gore 6nemli dl¢iide kisalttig1 bildirilmistir.

Borroto et al. (2003) antimikrobiyal ajan olarak kullanilan 2-furil-1-nitroetan ile
yaptiklar1 ¢caligmada bu koruyucu katki maddesinin farelerde mikroniikleus olusumunu

indiiklemedigini belirtmislerdir.

Avrupa Gida Giivenligi Resmi Otoritesi’nin (The FEuropean Food Safety
Authority=EFSA) 2004 yilinda yapmis oldugu risk degerlendirmesinde, metilparabenle
yapilan yeni ¢aligmalarda tavsanda giinlik 300mg/kg viicut agirligi dozunun ve
kemiricilerde 550mg/kg viicut agirligi dozunun fetiis iizerinde herhangi bir toksisiteye

yol agmadig1 bildirilmistir.

Bitkiler aleminde p-hidroksibenzoik asit (paraben) ve tiirevlerinin arpa, cilek, siyah
liziim, seftali, havug, sogan, mango gibi bitkilerde de dogal olarak bulundugu

bilinmektedir (Viitanen et al. 2004).
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Borik asitin 600, 800 ve 1000ug/mL’lik konsantrasyonlarda insan lenfositlerinde
kromatid ve kromozom kiriklari, kardes kromatid degisimi ve poliploidi gibi
anormalliklere neden oldugu ve kromozomal anormallik frekansini doza bagli olarak

artirdig1 tespit edilmistir (Arslan 2004).

Avrupa Komisyonu Tiiketici Uriinleri Bilimsel Komitesi’nin (Ec Scientific Committee
On Consumer Products) 2005 yil1 risk degerlendirmesinde sicanlar, kopekler ve fareler
tizerinde yapilmig akut, subakut ve kronik toksisite ¢aligmalarina gore parabenlerin
toksik, karsinojenik, genotoksik ve teratojenik olmadigi ve tiim parabenler i¢in giinliik
alim miktar1 (ADI) degerinin 10mg/kg oldugu kabul edilmistir. Bu degerlendirmede
parabenlerin dokularda birikmedigi ve ester baginin kirilarak yogun bir bicimde

metabolize oldugu bildirilmistir.

Kogak (2005) sitrik asitin in vivo genotoksik etkisini Tinca tinca (Pisces: Cyprinidae)
eritrositlerinde mikroniikleus testi ile arastirmistir. Arastirici sitrik asitin 200, 300 ve
400pg/mL’lik dozlarmi kullanmis ve uygulama gruplarinin tamaminda mikroniikleus

olusumunun kontrole gbre 6nemli oranda arttigini belirlemistir.

Sarikaya and Cakir (2005) sodyum nitrit, sodyum nitrat, potasyum nitrit ve potasyum
nitratin genotoksik etkilerini Drosophila’da somatik mutasyon ve rekombinasyon testini
kullanarak arastirmiglardir. Arastirma sonucunda, ¢alisilan dort katki maddesinin de 50,

75 ve 100mM’lik konsantrasyonlarda genotoksik etkiye sahip olduklari tespit edilmistir.

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

etkisinin olmadig1 gosterilmistir (Parlak 2007).

Blaszczyk and Skolimowski (2007) antioksidan gida katki maddesi olarak kullanilan
etoksiguinin, 1-250uM uygulama gruplarinda DNA hasarin1 kontrole gore Onemli

oranda artirdigini belirlemislerdir.
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Yapilan bir bagka arastirmada borik asit, sitrik asit, potasyum sitrat, sodyum benzoat ve
sodyum sitratin genotoksik etkileri Allium cepa kok ucu hiicrelerinde incelenmistir.
Calisilan katki maddelerinin tiimii mitotik boliinmeyi azaltirken anormal hiicre
frekansin1 doza bagl olarak artirmistir. Katki maddeleri anafaz kopriilerine, C-mitoza,
geri kalmis kromozomlara, mikroniikleus olusumuna ve ¢esitli kromozom kiriklar ile

yapiskan uglara neden olmustur (Tiirkoglu 2007).

Kayraldiz and Topaktas (2007) sican kemik iligi hiicrelerinde sodyum metabistilfitin
olast genotoksik etkisini aragtirdiklar1 ¢alisma sonucunda, bu koruyucu katki
maddesinin kromozom ve kromatid tipi kirilmalara, kardes kromatid degisimlerine ve

fragment olusumuna neden oldugunu tespit etmislerdir.

Sircar et al. (2007) tarafindan yapilan bir ¢caligmada, havug koklerinde 800png/g kadar
paraben oldugu bulunmustur. Bu bulgulardan yola ¢ikilarak parabenlerin bitkilerde
bakteriyel veya mantar enfeksiyonlarina karsi ortak bir savunma iiriinii olarak fonksiyon

gosterdigi bildirilmistir.

Anderson (2008) etilparaben ve metilparabenin Cin hamster yumurtalik hiicrelerinde
kromozomal aberasyonlar1 artirmasina karsin genel olarak mutajen olmadigini ifade
etmistir. Ayn1 yazar parabenlerin alerjik biinyeli kisiler disinda herhangi bir yan

etkisinin olmadigini da vurgulamistir.

Parabenlerle yapilan bir arastirma sonucunda, tiim paraben tiirlerinin Ostrojenik
aktiviteye sahip olduklar1 ancak bu aktivitenin dogal bir dstrojen olan 17f3-estradioliin
aktivitesinden 1000 ila 1000 000 kati1 kadar daha diisiik oldugu bildirilmistir (Van
Meeuwen et al. 2008).

Potasyum sorbat, sodyum benzoat ve potasyum nitratin insan periferal kan hiicrelerinde

hicbir sitotoksik etki gdstermedigi sadece potasyum sorbat ve sodyum benzoatin yiiksek
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konsantrasyonlarda zayif sitostatik ve genotoksik etki gosterdigi belirtilmistir

(Mpountoukas et al. 2008).

Renciizogullar1 et al. (2008) antimikrobiyal bir madde olan bifenilin, insan
lenfositlerinde hem kromozom hem de kromatid tipi yapisal anormalliklere sebep
oldugunu ve kromozomal anormalliklerin frekansini1 kontrol grubuna gore tiim dozlarda

(10, 30, 50 ve 70pg/mL) 6nemli oranda artirdigini belirlemislerdir.

Sodyum propiyonat, potasyum propiyonat ve kalsiyum propiyonatin genotoksik
etkilerinin Allium cepa hiicrelerinde incelendigi bir bagka ¢alisma sonucunda, tiim bu
katkir maddelerinin kromozomal anormalliklerin frekansini artirdigi ve mitotik indeksi

diisiirdiigii belirlenmistir (Tiirkoglu 2008).

Yavuz-Kocaman et al. (2008) antimikrobiyal bir madde olan potasyum metabisiilfitin
insan lenfositlerinde 25, 50, 100 ve 200ug/mL’lik konsantrasyonlarda kromozomal
anormalliklerin frekansin1 kontrol grubuna goére Onemli diizeyde arttirdigini

belirtmislerdir.

Yilmaz (2008) gidalarda siklikla kullanilan sitrik asit, fosforik asit, benzoik asit ve
kalsiyum propiyonatin in vitro genotoksik etkilerini insan periferal lenfositlerinde
arastirmis ve calisilan katki maddelerinin tiimiiniin kromozomal anormallik, kardes
kromatid degisimi ve mikroniikleus frekanslarin1 kontrole gore istatistiksel olarak

onemli oranda artirdigin1 tespit etmistir.

Yilmaz et al. (2008) gidalarda antioksidan katki maddesi olarak kullanilan sitrik asit ve
benzoik asitin genotoksik etkilerini Allium sativum kok wucu hiicrelerinde
arastirmislardir. Sitrik asite maruz kalan A. sativum kok ucu hiicrelerinde mitotik
indekste kontrole gére bir azalma gdzlenirken bir¢ok kromozomal anormalliklere sebep

oldugu da tespit edilmistir. Bununla birlikte benzoik asitin de A. sativum kok
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hiicrelerinde kromozom aberasyonlarini artirip mitotik indeksi Onemli oranda

diisiirdiigii belirlenmistir.

Metilparabenin D. melanogaster’de gelisim ve yumurta verimi {izerine etkilerinin
arastirildig1 calismada %2’lik metilparaben konsantrasyonunun toksik etki gdsterdigi,
yumurta, larva, pupa ve erginlesebilen birey sayilarimi O6nemli oranda diisiirdiigi
belirlenirken ayni c¢alismada metilparabenin %0,02°lik diisiik konsantrasyonunda bu
sonuglarin tersine Ostrojenik aktivite gostererek bu oranlari artirdigi vurgulanmigtir

(Wei 2009).

Parabenlerin bitkilerde oldugu gibi bakterilerde, boceklerde, ar1 siitlinde ve disi
kopeklerin vajinal salgilarinda da dogal olarak bulundugu yapilan arastirmalarla

belirlenmistir (Dweck 2011).

Aubert et al. (2012) Sprague-Dawley sicanlart ile yaptiklart g¢alisma sonucunda
metilparaben, propilparaben ve biitilparabenin agiz, deri ve deri alt1 gibi ¢esitli yollarla
yapilan uygulamalarla memeli organizmalar iizerinde zararli bir etki verecek oranda
plazmada birikmedigi, emilimlerinin ¢ok iyi oldugu ve tamamen zararsiz kiiclik

metabolitlere parcalandiklari sonucuna varilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu ¢alismada, parabenlerin omurgali ve omurgasiz olmak tizere iki farkli organizmanin
somatik hiicreleri iizerinde olas1 genotoksik etkileri arastirilmistir. Bu amagla, D.
melanogaster’de somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) ve Kkiiltiire
alimmis insan periferal lenfosit hiicrelerinde kardes kromatid degisimi (KKD) ile

mikrontikleus (MN) testleri kullanilmistir.

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan organizma

Calismamizin ilk bolimiinde parabenlerin olast genotoksik etkileri SMART ile
Drosophila melanogaster’de arastirilmistir. D. melanogaster, c¢lirimiis meyvelerin
izerinde beslenip iireyen yaklasik 3-4mm uzunlugunda Diptera takimina ait yabanil tip
(wild type = w.t.) bir sinek tiirtidiir (Sekil 3.1). Larvalar1 genellikle fermente meyveler
tizerinde gelistiginden “sirke sinegi” veya “meyve sinegi” olarak da taninan bu tiir, ilk
kez 1910 yilinda Thomas Morgan tarafindan genetik arastirmalarda kullanilmaya
baslanmistir. Bugiin ise Ozellikle genotoksisite ¢alismalarinda en sik kullanilan

Okaryotik model organizma halini almistir.

Bu calismada, D. melanogaster’in mwh ve flr® soylari kullamlmustir. Bu hatlar Akdeniz
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii’nden temin edilmis ve
boliimiimiiz Genetik Arastirma Laboratuari’nda standart Lewis besin ortaminda (Lewis
and Bacher 1968) (Cizelge 3.1), Drosophila igin ideal yasama kosullarinda (25+1°C ve
%60 bagil nem) kiiltiire alinmigtir. Normal metabolik aktiviteye sahip bu tiirlerin

genetik yapisi asagidaki gibidir (Lindsley and Zimm 1992).

e mwh/ mwh
e fIr¥/In(3LR)TM3, BdS
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Sekil 3.1. D. melanogaster’in Oregon R soyu (yabanil tip) erkek ve disi bireyleri D:
Denge organi

Cizelge 3.1. Drosophila Lewis besin ortaminin igerigi

MADDE MADDE MIKTARI
Agar agar 9¢g
Toz seker 60g
Bira mayasi 19¢
Misir unu 50g
Propionik asit 3,5mL
Saf su 565mL

3.1.1.a. Drosophila melanogaster’in sistematigi

Alem: Animalia (=Hayvanlar alemi)
Sube: Arthropoda (=Eklem bacaklilar). Kitinden yapilmis bir dis iskeletleri vardir ve

tiyeleri eklemlidir.
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Alt sube: Mandibulata-Antennata. Bu alt subeye dahil olan hayvanlar antenli olup
mandibullar iyi gelismis ve kuvvetlidir. I¢c kisminda sert disler bulunur.

Sinif: Insecta-Hexapoda (=Bocekler- Alti bacaklilar). Viicut; bas, govde ve abdomen
olmak lizere ii¢ kisma ayrilir. Toraks bolgesinin {i¢ segmentli olmasi ve her gogiis
segmentinde bir ¢ift bacagin bulunmasi ile taninirlar. Ikinci (mesotoraks) ve iiiincii
(metatoraks) gdgiis segmentlerinden birer ¢ift kanat ¢ikar. Basta bir ¢ift anten ve bir ¢ift
bilesik gz bulunur.

Alt simf: Pterygota (=Kanatli bocekler). Meso ve metatoraksta hareketli kanatlar
tasirlar.

Ust takim: Mecopteroidea-Panorpoidea (=Uzun kanatlilar). Arka kanatlari korelme
egilimi gosterir.

Takim: Diptera (=Iki kanatllar). Gogiis bolgesinden bir ¢ift kanat ¢ikar. Metatorakstaki
ikinci ¢ift kanatlar halter ad1 verilen topuz seklinde bir denge organina doniigsmiistiir.

Alt takim: Brachycera (=Sinekler-Kisa antenliler). Larvada agiz c¢engelleri bulunur.
Pupa, igciincii larva evresinden kalma bir deri ile sarilir. Antenleri ¢ok kisadir ve
birbirinden farkl1 sekilleri olan segmentlerin birlesmesiyle meydana gelmistir. Ugiincii
anten segmenti ya sadece u¢ kili tasir (arista) ya da bu segmenti izleyen anten
segmentleri birbiriyle kaynasarak kamg1 olusturur.

Familya: Drosophilidae (=Sirke sinekleri-Meyve sinekleri). Ciiriimekte olan
meyvelerin ve bazi tath sivilarin (meyve suyu, sarap, sirke, bira v.s) kokusuna pozitif
kemotaksi gosterirler. Ayrica, bitki 6z sular, digkilar ve mantarlar i¢inde de
gelisebilirler.

Cins: Drosophila. Oldukga kiigiiktiirler. Ev sineginin 1/3°1 kadardirlar.

Tiir: Drosophila melanogaster

3.1.1.b. Drosophila melanogaster’in hayat dongiisii

D. melanogaster’de gelisim tam baskalasim (holometabol) seklindedir. Ergin olmadan
once D. melanogaster embriyosu sirasiyla ii¢ larva, prepupa ve pupa evrelerini gegirir.
Déllenmeden yaklasik 22-24 saat sonra yumurtadan larva (1. larva evresi) cikar. Iki deri

degisiminden sonra (2. ve 3. larva evreleri) 6nce prepupa daha sonra pupa meydana
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gelir (Sekil 3.2). Yumurtadan ergin bireyin olusmasi i¢in gecen siire, yaklasik 9-10
giindiir. D. melanogaster’in hayat dongiisii ve omiir uzunlugu sicaklik (Sorensen and
Loeschcke 2002; Sinclair and Roberts 2005; Ayar et al. 2009, 2012), beslenme (David
et al. 1975; Fred and Timothy 1997; Askin et al. 2007), popiilasyon yogunlugu,
ciftlesme, radyasyon, nem (Clark and Rockstein 1964; Unlii and Bozcuk 1979) gibi
faktorler tarafindan farkli sekilde etkilenmektedir.

yumurta

.,»fk'-.

1. larva evresi

g

-

2. larva evresi

% AT a7 r .:,
NSl VR

3. larva evresi
Sekil 3.2. D. melanogaster’in hayat dongiisii (Anonymous 2012a)
3.1.2. In vitro cahismalar i¢in donor se¢cimi ve kan orneklerinin alinmasi

Calismamizin ikinci boliimiinde in vitro test tekniklerinden insan kani lenfosit
hiicrelerinde yapilan kardes kromatid degisimi (KKD) testi ve mikroniikleus (MN) testi
kullanilmustir. In vitro olarak yapilan ¢alismalarin timiinde materyal olarak sigara ve

alkol kullanmayan, yakin zamanda enfeksiyon hastaligi gecirmemis, X 111 gibi
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herhangi bir fiziksel ajana maruz kalmamis, 23-25 yaslarinda saglikli erkek ve

kadinlardan alinan periferik kan kullanilmistir.

3.1.3. Kullanilan kimyasal maddeler

Calismamizda olas1 genotoksik etkilerini arastirdigimiz parabenler (metilparaben,
propilparaben, etilparaben ve biitilparaben) Sigma-Aldrich sirketinden temin edilmistir.
Ayrica arastirmamizda kullandigimiz kimyasal maddeler, Cizelge 3.2°de toplu halde

verilmigtir.

Cizelge 3.2. Kullanilan kimyasal maddeler

TEST TEKNIiGi KiMYASAL MADDE FiRMA ADI

Drosophila besiyeri Carolina Bio.

Supp.
Agar agar Merck
Dietil eter Merck
Propionik asit Merck
Gliserol Merck
SMART Kloral hidrat Merck
Arap zamki Sigma
Etil metansiilfonat Sigma
Sodyum hidroksit Merck
Entellan Merck
Kromozom medyumu (Cizelge 3.3) Biochrom
Kolsisin Gibco
Potasyum klortir Merck
Glasiyal asetik asit Sigma
Sodyum kloriir Merck
Metanol Sigma
5-bromo-2-deoksiiiridin (BrdU) Sigma
Sodyum hidrojen fosfat Fluka
KKD ve MN Potasyum dihidrojen fosfat Fluka
Sodyum sitrat Merck
Sitokalazin B Sigma
Giemsa boyast Merck
Hoechst 33258 boyasi Sigma

Immersion yag1 Merck
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Cizelge 3.3. Kromozom medyumunun her 100ml’sinde bulunan madde ve miktarlari

MADDE MADDE MIKTARI
Minimum Esansiyel Medyum (MEM) 85mL
Fetal Bovine Serum (FBS) 15mL
Heparin 2500U
Penisilin G (sodyum tuzu) 7500U
Streptomisin siilfat Smg
Fitohemaglutinin L 0,25mg
Askorbik asit 0,50mg
Glutatyon rediiktaz 0,50mg
3.2. Yontem

3.2.1. In vivo somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART)

Model organizma olarak Drosophila’nin kullanildigi testler arasinda son yillarda
olduk¢a popiiler olan testlerden birisi de, nokta mutasyon, delesyon, kromozom
bozuklugu ve mitotik rekombinasyonun tespit edilmesine olanak saglayan somatik
mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART)’dir. SMART diger testlerle
karsilagtirildiginda, daha hizli, giivenilir ve ekonomik olmasi nedeniyle oldukca
avantajlidir. Ayrica SMART, kimyasal maddelerin somatik hiicrelerde olusturdugu
mutasyonun genetik olarak olg¢lilmesinde daha dogru sonuglar vermesi bakimindan da

oldukga tistlin bir yontemdir.

Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi, g6z benek testi ve kanat benek testi olmak
tizere iki cesittir. Bu testler, hiicre gruplarinin diizenlendigi ilk embriyonik gelisim
donemini temel almaktadir. Uygun isaret genlerinin heterozigotlugunun kaybini temel
alarak gelistirilmis olan bu testler, larvanin imajinal disklerinde mitotik olarak ¢ogalan

biiyiik hiicre gruplarini hedef alir. Imajinal diskler, larval gelisim sirasinda mitozla
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cogalir ve metamorfoz ile ergin bireyin kanat, goz, bacak gibi farkli viicut yapilarini
olusturur (Sekil 3.3). Eger bu imajinal disk hiicrelerinin herhangi birinde genetik bir
degisiklik olursa, bundan sonraki ogul hiicrelere de bu degisiklik aktarilarak mutant
hiicre gruplar1 (klonlar) olusur. Bu genetik degisiklik fenotipte goézlenebilen bir
degisiklige neden olursa, klonlar ergin sinegin kanatlarinda ve gozlerinde mutant hiicre
benekleri olarak ortaya c¢ikar. Kimyasal maddelere maruz birakilan sineklerde
indiiklenmis klonlarin toplam sayisi, uygulanan kimyasalin toplam genotoksik aktivitesi
ile ilgili sayisal sonuglar verirken, klonlarin tipi, klon olusumunda rol oynayan
mutasyonal mekanizmalar1 ortaya ¢ikarir (Graf et al. 1984; Guzman-Rincon and Graf

1995).

LARVA ::> METAMORFOZ ]’:> ERGIN BIREY

. Agiz parcalan

Antenler
Gazler

Halter argdm

Kanatlar

Genital organlar

Sekil 3.3. D. melanogaster’de imajinal diskler ve olusturduklart viicut kisimlari
(Anonymous 2012b)

Bu ¢alismada, D. melanogaster’de kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi ya
da diger adiyla kanat benek testi kullanilmistir. Sekil 3.4’de Drosophila kanat somatik

mutasyon ve rekombinasyon testi sematik olarak gosterilmistir.
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DROSOPHILAKANAT SOMATIK MUTASYON VE REKOMBINASYON TESTI

mwh =+ + + 3 +

A B

——— s B —
+

mwh  + + H + BdS

Yumurta toplanmasi (8 saat)

J

7244 Saatlik Trans-heterozigot Larvalara
Madde Uygulamasi

J

Elde Edilen Ergin Bireylere Ait Kanat
Preparatlarinin Hazirlanmasi

mwh + + mwh + +
ff—=0 E i; 0
d} L) . {h Cﬂ [,I . EP
+ + BdsS + 3 +
(Serrat kanat) (Normal kanat)
Kanatlarin Mikroskopta incelenmesi
Nokta mutasyon, delesyon veya Somatik rekombinasyon
somatik rekombinasyon
Kiiciik tek tip Biiyiik tek tip Biiyiik tek tip ikiz klonlar
mwh klonlar mwh Klonlar Jir3 klonlar
(1-2 hiicre) (>2hiicre)

Sekil 3.4. Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testinin sematik
gosterimi
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Kanat benek testi i¢in fenotipte gézlenebilen iki uygun isaret geni kullanilmaktadir. Bu
belirleyici genlerden flare (flr®, 3-38,8) geni, kanatlardaki normal diiz ve uzun killar
yerine, korelmis, nokta seklinde kil olusturmaktadir. flr3 geni homozigot halde iken
embriyonik evrede letal etki gostermektedir. Dolayisiyla ergin  bireyler
olusamamaktadir. Hem bireyleri flr® geninin embriyonik letal etkisinden korumak, hem
de rekombinasyonu baskilamak i¢in dengeleyici TM3 kromozomu kullanilmaktadir.
Diger bir belirleyici gen olan mwh (multiple wing hair=¢oklu kanat killari, 3-0,3) geni,
kanat killarinin ayni hiicreden ii¢ veya daha fazla sayida ¢ikmasi seklinde kendini
gostermektedir. Normal kanatlarin kenarlar1 diizgiin bir sekilde iken, BdS genini tasiyan
bireylerde kanat kenarlar1 diizgiin olmayip testere disi seklindedir (Graf and Wiirgler
1996) (Sekil 3.5).

Serrat Kanat Normal Kanat

Sekil 3.5. D.melanogaster’de serrat ve normal kanatli bireyler

Belirleyici olarak kullamlan mwh, flr® ve BdS genleri Drosophila’min en biiyiik
kromozomu olan {igiincii kromozom {izerinde bulunmaktadir (Sekil 3.6). Belirleyici
genler arasindaki mesafenin uzak olmasi, rekombinasyon ve mutasyonlarin biiyiik

aralikta incelenmesi agisindan avantaj saglamaktadir.
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Sekil 3.6. Belirleyici genlerin ii¢lincli kromozom lizerindeki yerlesimleri

Bu c¢alismada, ¢aprazlamalar sonucunda elde edilen trans-heterozigot larvalar
kullanilarak degerlendirmeler yapilmigtir. Bu c¢aprazlamalarin genotipik gdsterimi

asagidaki gibidir;

e 33 mwh/mwh X flr¥In(3LR) TM3, BdS 2 ¢

Yapilan c¢aprazlamada flr® stoklarmin disi bireylerinin tercih edilmesinin nedeni,

yumurta veriminin, mwh stoklarinin disilerine gore daha yiiksek olmasidir.

Dengeleyici-heterozigot  bireylerde ¢ok sayidaki inversiyonlar nedeni ile
rekombinasyonlar engellenmistir (Schaik and Graf 1991). Kanat killarinda beklenen
somatik mutasyonu belirlemek amact ile kanatlar ayrilarak mikroskop altinda
taranmistir. Boylece, mutasyon ya da mitotik rekombinasyon sonucu heterozigotlugun
kaybedilmesi ile ortaya c¢ikan mutant hiicre klonlar1 arastirllmigtir. Mutant hiicre
klonlari farkli benek gruplarma ayrilarak kaydedilmistir. Tekli benekler mwh veya flr®
fenotipinde iken, ikiz benekler mwh ve flr® fenotiplerini birlikte tasimaktadir. Tekli
benekler arasinda 1-2 hiicreli olanlar kiigiik tekli benek olarak isimlendirilirken 3 ve
daha fazla sayida hiicre gruplarindan olusan beneklere ise biiyiik tekli benekler
denilmektedir. Ayrica, somatik hiicrelerde genetik degisikligin indiiksiyon zamani ve
beneklerin biiytlikliigli arasinda pozitif bir iliskinin oldugu belirtilmektedir. Eger
mutasyon, hiicre boéliinmesinin yogun oldugu erken donemde olursa, bu mutant
hiicreden koken alan hiicreler daha fazla ve daha biiyiik benekler igerecektir (Guzman-

Rincon and Graf 1995). Istatistik analizlerde kanat beneklerinin icerik ve biiyiikliigiine
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gore siniflandirilmast (kiigiik tekli benek, biiyiik tekli benek ve ikiz benek) ile
olusturulan veriler kullanilmaktadir (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. Cesitli kanat benek tipleri (10x40)

*a: mwh genotipindeki kiigiik tekli benek b: mwh genotipindeki biiyiik tekli benek, e: flr® genotipindeki
biiyiik tekli benek, d: Tkiz benek

3.2.1.a. Caprazlama icin birey secimi

Trans-heterozigot larvalarin elde edilmesi igin flare disiler 4’er saat araliklarla virgin
iken toplanmis ve yeni bir besin ortamina alinmistir. Yeterince virgin disi birey
toplandiktan sonra uygulamalarin yapilacagi trans-heterozigot larvalarin elde
edilebilmesi igin her sisede 40 mwh erkek, 40 flare disi olacak sekilde ¢aprazlamalar
yapilmistir. Oogenezin ger¢eklesmesi icin erkek ve disi bireyler en az bir giin siire ile

ayni ortamda birakilmistir. Uygulama yapilacak olan larvalarin ayni evrede olabilmesi
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icin oogenezi gerceklestirmis olan bireylerin 8 saat boyunca yeni bir besin ortamina
almarak bu siire boyunca yumurta birakmalari saglanmistir. Aynmi1 bireyler yumurta

toplama iglemi icin defalarca kullanilmistir.
3.2.1.b. Paraben cozeltilerinin hazirlanmasi ve deney gruplarina uygulanmasi

Calismamizda kullandigimiz parabenlerin sudaki ¢6ziiniirliigiiniin olduk¢a az olmas1 ve
¢oziicli olarak kullanilan organik maddelerin Drosophila’ya zarar vermesinden dolay1

oncelikle parabenlerin suda ¢oziinebilir tuz formlar1 olusturulmustur (Sekil 3.8).

x 14
) 0

5 + NaOH E> )—@—O— Na + H.0
O 0

Sekil 3.8. Parabenlerin tuz formuna doniistiirtilmesinin kimyasal gosterimi

Calismamizda ilk olarak parabenlerin D. melanogaster larvalar tizerindeki LDsg (bir
populasyondaki bireylerin yarisim1 24 saatte oldiiren doz) dozlari belirlenmistir. Bu
amagla farkli konsantrasyonlarda (100mM, 150mM, 250mM, 300mM ve 500mM)
hazirlanan paraben ¢o6zeltilerinden 5mL alinarak igerisinde 1,5gr hazir Drosophila
besini (Drosophila Instant Medium) bulunan kiiltiir tiiplerine 100’er larva konulmus ve
larvalardan ergine doniisebilen bireyler sayilmistir. Her bir deney 3’er kez tekrar
edilmistir. Sonugta parabenlerin D.melanogaster larvalarinda LDsy dozu yaklasik olarak
300mM olarak tespit edilmistir. SMART uygulamalarinda LDsy dozundan daha diisiik
olan 100mM, 150mM, 200mM ve 250mM konsantrasyonlar kullanilmistir. Bu amacla
parabenlerin 100mM, 150mM, 200mM, 250mM’lik ¢ézeltileri hazirlanmis ve yukarida
anlatildig1 sekilde 72+4 saatlik larvalara uygulama yapilmistir. Ayrica hem pozitif etil
metansiilfonat (EMS) hem de negatif (distile su) kontrol gruplarina ait deney setleri

hazirlanmustir.
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3.2.1.c. Ergin bireylerin toplanmasi ve kanat preparatlarinin hazirlanmasi

Uygulama ortaminda parabenlere maruz birakilan larvalardan, pupa evresini takiben,
cikan ergin bireyler giinliik olarak, eterle bayiltilarak toplanmis ve kanat preparatlarin
hazirlamak i¢in bu bireyler %70’lik etil alkole konularak +4°C’de buzdolabinda
muhafaza edilmistir. Daha sonra bu bireyler kanat morfolojilerine gére normal kanath
(trans-heterozigot mMwh/flr’) ve serrat kanatli (dengelenmis heterozigot mwh/TM3, BdS)
olarak iki gruba ayrilmistir. Bunlardan normal fenotipe sahip (mwh/flr’) olan kanatlar,
hem mutasyon, hem de rekombinasyon sonucu olusan mutant klonlari igermesine
karsin, serrat kanatlar (Mwh/TM3, BdS), dengeleyici kromozomun rekombinasyonu
baskilamasi nedeniyle sadece mutasyon sonucu olusan klonlar1 igermektedir (Zordan et
al. 1994). Bu nedenle, her iki fenotipteki kanatlarin da preparatlart ayri ayr1 hazirlanarak

degerlendirilmistir.

Kanat preparatlarini hazirlamak i¢in Negishi et al. (1988) ve Schaik and Graf (1991)’in
calismalarinda kullandiklar1 “Faure soliisyonu” hazirlanmistir (Cizelge 3.4). Kanat
preparatlar1 hazirlanirken ¢ukur lam iizerine faure soliisyonundan bir iki damla
konulmustur. Distile suya alinmis olan her bir sinek, faure soliisyonu damlatilmis ¢ukur
lama alinmistir. Binokiiler mikroskop altinda ince uclu pens ile kanatlar viicuda
baglandig1 yerden tutularak kanat {izerindeki killara ve kanada zarar verilmeyecek
sekilde viicuttan 6zenle ayrilmistir. Her bir bireyin kanadi ayrildiktan sonra ayni bireye
ait kanatlar lam {izerine uygun araliklarla yerlestirilmistir. Lam {izerine yeterince kanat
cifti (96 adet) yerlestirildikten sonra preparatlar kurumasi i¢in tozsuz bir ortamda bir
glin bekletilmistir. Preparatlar kuruduktan sonra lamlara bir iki damla entellan
damlatilarak hava kabarcigi kalmayacak sekilde Ttizeri lamel (24x60mm) ile
kapatilmistir. Bu sekilde hazirlanan preparatlar, musluk suyunda yikanarak 11k

mikroskobunda killarin goriilmesini engelleyen safsizliklar temizlenmistir.
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Cizelge 3.4. Faure soliisyonunun igerigi

MADDE MADDE MIiKTARI
Gam arabik 30g
Gliserol 20mL
Kloral hidrat 50g

Distile su 50mL

3.2.1.d. Kanat preparatlarinin mikroskobik analizi

Temiz bir sekilde hazirlanmis olan kanat preparatlart 10X40 biiylitmede 151k
mikroskobunda incelenmistir. Kanatlarin incelenmesinde, kolaylik olmasi agisindan

kanatlar Sekil 3.9°daki gibi A, B, C, C', D, D' ve E sektorlerine ayrilmustir.

*
)
&N

fid

Normal kanat Serrat kanat

Sekil 3.9. Normal ve serrat kanat fenotiplerine ait sektorler (10x10)

Kanatlarin mutant klon tasiyip tasimadigini incelemek i¢in, hem dorsal hem de ventral
ylizeydeki hiicre tabakalar1 ayr1 ayr1 incelenmistir. Kanat yiizeyindeki her bir sektor ayri
ayr1 taranarak mwh ve/veya fl r® mutant klonlar sayilarak kayitlar1 tutulmustur. Sayimda

kayitlar1 tutulan mutant klonlar asagidaki gibidir;

e Kiigiik tek tip klon (1-2 mwh hiicre)
e Biiyiik tek tip klon (> 3 mwh veya > 4 flr®hiicre)

e ikiz klon (mwh ve flr® hiicrelerin ikisini de yan yana iceren klonlar)
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Bu simiflandirmanin biyolojik a¢idan anlamli oldugu Graf et al. (1984) tarafindan
gosterilmistir.  Siniflandirmada  kiigiik tek tip klonlar yalnizca mwh hiicrelerden
olusmaktadir. Varyasyonla olusan ve flr® gibi gériinen hiicreleri mutantlardan ayirmak
icin sayima 4’den daha fazla sayidaki flr® hiicreler dahil edilmistir (Graf et al. 1984).
Biiyiik tek tip klonlar ise 3 veya daha fazla mwh ya da flr® mutant hiicrenin olusturdugu
klonlardir. Ikiz klonlar, mwh ve flr® hiicreler ayni klon igerisinde dagilmis olarak
bulundugu durumda olusan klonlardir. ikiz klon, mwh ve flr® hiicrelerin yan yana iki
ayr1 klon olarak bulunmasiyla da olusabilir. Ancak, yan yana bulunan mwh ve flr®

klonlarin arasindaki yabanil tip trikomlarin sayisi ii¢ii gegmiyorsa ayni klon igerisinde

degerlendirilerek ikiz klon denilmektedir.
3.2.1.e. Klon indiiksiyon frekansimin hesaplanmasi

Kronik uygulamada, her hiicrede ve her hiicre boliinmesindeki indiiksiyon frekansi

asagidaki formiille hesaplanmaktadir (Szabad et al. 1983).

= — x 10°
f=%c

Bu denkleme gore, sadece mwh klonlari géz oniine aldigimizda, denklemdeki “f” mwh
klonlarin indiiksiyonunun ortalama frekansini, “n” goézlenmis olan toplam mwh klon
sayisint, “N” analiz edilmis olan kanat sayisim1i ve “C” bir kanat iizerindeki
incelenebilecek hiicre sayisin1 gostermektedir. Bir kanat lizerinde incelenebilecek hiicre
sayisinin Onceki ¢aligmalarla 24 400 oldugu bilinmektedir (Wiirgler and Vogel 1986).
Caprazlamalar sonucunda olusan trans-heterozigot larvalardan gelisen bireyler, kanat
bakimindan normal ve serrat kanat olmak iizere, iki farkli fenotipte gdzlenmektedir.
Serrat kanatlara sahip bireylerde bulunan dengeleyici kromozomun varligi, bu
kromozom pargasi iizerine yerlestirilmis dominant mutant bir gen olan Serrate (Ser)
sayesinde tespit edilebilmektedir. Dengeleyici kromozomun (TM3) rekombinasyonu

baskilamas1 nedeniyle bu fenotipe sahip bireylerde gdzlenen mutant klonlar, sadece
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mutasyon sonucu meydana gelmektedir. Boylece, serrat kanatli bireylerden elde edilen
verilerle normal kanath bireylerden elde edilen verilerin karsilastirilmasiyla ¢alismada
kullanilan ajanin mutajenik ve/veya rekombinojenik etkileri ayr1 ayr1 tespit

edilebilmektedir (Vogel 1992; Frei and Wiirgler 1996).

3.2.1.f. SMART ile elde edilen sonuglarin istatistiksel analizi

SMART ile elde edilen sonuglarin istatistiksel analizi Microsta bilgisayar programu ile
degerlendirilirken orijinal (null) hipotez (Hp)’de uygulamalar ile kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak fark olmadig1 varsayilmistir. Alternatif hipotez (H,)’de ise uygulama
grubundaki indiiklenen mutasyon oraninin kontrol grubundan m defa daha fazla oldugu
varsayillmistir. Orijinal ve alternatif hipotezlerin hesaplanmasiyla ortaya ¢ikan sonuglar
pozitif (+), zayif pozitif (z), onemsiz fark (i) ve negatif (-) olarak gosterilmistir (Cizelge
3.5) (Selby and Olsen 1981; Frei and Wiirgler 1988).

Cizelge 3.5. Orijinal ve alternatif hipotezlerin degerlendirilmesi

H, (Alternatif)
HIPOTEZLER
KABUL(1-B) RED(f)
KABUL ONEMSIZ FARK (i) NEGATIF (-)
H, (1-0) P=(1-a)(1-B)= 1-0-B + o P=(1-a)p= f-af
(Nul) — peD POZITIF (+) ZAYIF POZITIF (z)

(o) P=a(1-B)= a- ap P=af
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3.2.2. In vitro kardes kromatid degisimi (KKD) testi

Periferik kan Kkiiltiirleri iizerinde uygulamis oldugumuz KKD yonteminde, hiicre
kiiltiirtiniin yapilmasi ve preparatlarin hazirlanmasi Evans (1976) ve Perry and Thomson

(1984)’un metotlarina uygun olarak yapilmustir.

3.2.2.a. Kullanilan c¢ozeltiler ve tamponlar

Yapilan 6n denemeler ve mevcut literatiir bilgileri dogrultusunda KKD ve MN testleri
icin uygun paraben konsantrasyonlari 125, 250, 500 ve 1000ug/mL olarak
belirlenmistir. Bu dozlarin daha {istiindeki konsantrasyonlarda (1250, 2000 ve
3000pug/mL) arastirma igin yeterli hiicre ¢ogalmasi saglanamamistir. Her uygulama i¢in

paraben ¢ozeltileri ayr1 ayr1 ve taze hazirlanarak kullanilmistir.

¢ Etil metansiilfonat (EMS) ¢ozeltisi

Calismamizda pozitif mutajen olarak kullanilan EMS %50’lik etil alkolde hazirlanmis

ve kiiltiir tiiplerine son konsantrasyonu 0,7ug/mL olacak sekilde ilave edilmistir.

e 5-bromo-2-deoksiiiridin (BrdU) cozeltisi

30,7mg toz BrdU 10mL distile suda ¢éziilerek stok BrdU hazirlanmustir (102M). Stok

¢ozelti aliiminyum folyo ile sarilarak -20°C’de saklanmustir.

e Hipotonik cozelti

0,5592gr KClI tartilarak 100mL distile suda ¢oziilmiistiir. Konsantrasyonu 0,075M olan

KCl ¢ozeltisi, kullanilmadan 6nce etiivde 37°C’ye kadar 1sitilmustir.
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o Tespit (fiksatif) ¢ozeltisi

1 o6lcek glasiyal asetik asitin lizerine 3 Olgek metanol eklenerek iyice karistirilmistir.
Soliisyon her kullanim i¢in taze olarak hazirlanmistir. Kullanmadan 6nce buzdolabinda

(+4°C’de) sogutulmustur.

e Hoechst (Bisbenzimid) fluoresan boya cozeltisi

Stok Hoechst 33258 boyasi, distile su ile son konsantrasyonu 2,5mg/mL olacak sekilde

hazirlanmistir. Sise aliiminyum folyo ile sarilarak +4°C’de saklanmustir.

o 2xSSC cozeltisi

1,74gr NaCl, 100mL distile suda ¢oziilmiigtiir. Ayrica 0,882gr sodyum sitrat 100mL
distile suda ¢oziilmiistiir. Her iki soliisyondan esit hacimlerde alinmis ve karistirilmistir.

Soliisyonun pH’s1 sitrik asitle 7,2 olacak sekilde ayarlanmstir.

e Giemsa boya ¢ozeltisi

SmL giemsa boyas1 95mL pH 6,8’lik sdranson tamponu i¢ine ilave edilerek 100mL’ye
tamamlanmistir. Uzerinin yag1 kurutma kagidi ile alinmus ve oda sicakliginda muhafaza

edilmistir.

e Soranson tamponu

A soliisyonu: 4,537gr KH,PO,4 500mL distile suda ¢oziilmiistiir.
B soliisyonu: 5,935gr Na,HPO4 500mL distile suda ¢oziilmiistiir.
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A soliisyonundan bir miktar alinmis, pH 6,8’e gelinceye kadar B soliisyonu eklenerek 2

sollisyon karigtirilmistir.

e Fosfat tamponu (PBS) (pH:7)

8gr NaCl, 0,2gr KCI, 0,2gr KH,PO4 ve 2,32gr Na,HPO,4 alinmis ve 1 litre distile suda

¢Oziilmiistiir. Cozelti oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

e Mc IIVaine tamponu

Mc Ilvaine tamponu 2 tampondan olugmaktadir:
Tampon A : 0,1M anhidroz sitrik asit soliisyonu (19,2gr/L)
Tampon B : 0,2M anhidroz Na,HPOj soliisyonu (28,4gr/L)

Tampon A’dan 8mL, tampon B’den 92mL alinmis, pH’s1 sitrik asit ile 7,1°e ayarlanmis

ve olusan stok ¢ozelti +4°C’de saklanmuistir.

3.2.2.b. Hiicre Kkiiltiiriiniin yapilmasi ve preparatlarin hazirlanmasi

1) Steril hiicre kiiltiir tiiplerine (cellstar) dnceden hazirlanmis ve 37°C’ye getirilmis
besiyerinden (Kromozom Medyum B) 6mL konulmustur.

2) Her tiipe 12 damla (0,5mL) kan damlatilmistir.

3) Daha sonra her tiipe 6 damla (0,25mL) BrdU ¢o6zeltisi eklenmistir.

4) Tiiplerdeki kiiltiirlere belirlenen konsantrasyonlarda (125, 250, 500 ve 1000pug/mL)
hazirlanan paraben ¢ozeltilerinden 0,25mL ilave edilmis ve iyice karigmalari
saglanmustir.

5) Tiplerin iizeri aliiminyum folyo ile sarilarak 37°C’lik etiivde 72 saat inkiibasyona
birakilmustir.

6) Inkiibasyonun baslangicindan 70 saat sonra her tiipe 5 damla kolsisin eklenmistir.
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7) Tipler tekrar etiive konarak (37°C’de) 2 saat daha beklenmistir.

8) 72 saatin sonunda etlivden ¢ikarilan tiipler 1000rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.

9) Santrifiij islemi sonrasi slipernatant pastor pipeti ile atilmigtir.

10) Tiiplerde kalan ¢okeltinin (pellet) tizerine 5-6mL hipotonik ¢ozelti yavas yavas
eklenmis ve diplerde tortu kalmamasi i¢in iyice karistirilmstir.

11) Hipotonik ¢ozelti eklenen tiipler 37°C’ye ayarlanmus etiivde 25 dk bekletilmistir.

12) Siire sonunda tiipler 1000rpm’de tekrar 10 dk santrifiij edilmis ve siipernatant ayni
sekilde atilmistir.

13) Siipernetant atildiktan sonra tiiplerde kalan pelletler iizerine, taze olarak hazirlanmis
soguk tespit ¢ozeltisinden 7mL vortekslenerek yavas yavas ilave edilmis ve 1000rpm’de
10 dk santrifiij islemine alinmistir. Santrifiij isleminden sonra pipetle siipernetant kismi
atilmustir.

14) Son basamak tiiplerdeki goriintii iyice berrak oluncaya kadar ortalama 2-3 kez
tekrarlanmustir.

15) Tiiplerdeki siipernetant son olarak atilmis ve kalan pellet pastdr pipetiyle pipetaj
yapilarak karistirilmistir.

16) Pipetle ¢ekilen pellet, iizerine protokol numarasi yazilmis ve soguk (+4°C) tespit
cozeltisi icerisinde bekletilen lamlara yaklasik 20-25cm yiikseklikten damlatilmistir.
Damlalarin birbirinin {izerine gelmeden lama iyice yayilmasina dikkat edilmistir.

17) Bu sekilde hazirlanan preparatlar giin 15181 gérmeyecek sekilde boyanmak iizere 3

giin kurumaya birakilmstir.

3.2.2.c. Preparatlarin boyanmasi ve daimi preparatlarin hazirlanmasi

1) 3. giiniin sonunda iyice kuruyan preparatlar 15 dk PBS ¢ozeltisi igerisinde
bekletilmistir.

2) 100mL PBS ¢ozeltisi icerisine son konsantrasyonu 0,5mg/mL olacak sekilde Hoechst
33258 fluoresan boyasindan konulmustur. Preparatlar bu ¢ozelti i¢inde 25 dk karanlik
bir ortamda bekletilmistir.

3) Daha sonra preparatlar i¢lerinde Mc IIVaine tamponu bulunan salelere koyulmustur.
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4) Salelerden cikartilan preparatlar bir tepsiye dizilmis ve iizerlerini ortecek sekilde Mc
[IVaine tamponu dokiilerek lamellerle kapatilmistir.

5) Bu sekilde hazirlanan preparatlar ultraviyole lamba altinda (366nm) 60 dk UV 1s1nina
maruz birakilmustir..

6) Daha sonra, preparatlar musluk suyu altinda iyice yikanarak igerisinde 2xSSC
coOzeltisi bulunan salelere dizilmis ve 65°C’ye ayarlanmis su banyosunda 60 dk
bekletilmistir.

7) Preparatlar tekrar su ile yikanmis ve 13 dk Giemsa boyasinda bekletilmistir.

8) Siire sonunda preparatlar tekrar musluk suyundan gecirilerek oda sicakliginda ve
karanlik ortamda kurumaya birakilmistir.

9) Kuruyan lamlar entellan kullanilarak lamel ile kapatilmis ve incelemeye hazir daimi

preparatlar hazirlanmistir.

3.2.2.d. Mikroskobik inceleme

Hazirlanmis olan daimi preparatlar, Boeco marka trinokiiler 11k mikroskobunda
immersiyon objektifi ile incelenmistir (10x100=1000 biiylitmede). KKD sayisi, her
kisinin kan kiiltiiriine ait preparatlardan iyi dagilmis ve ikinci mitozu geciren 25 metafaz
plaginda (4 kisiden toplam 100 metafaz plagi) saptanmistir. BrdU’dan dolay1 ikinci
mitozun metafaz asamasindaki hiicrelerin kromozomlarinda kromatidler farkl
boyanacaktir (Sekil 3.10.a). Koyu boyanan kromatidde acik, a¢ik boyanan kromatidde
ise koyu renk olarak goriinen kisimlar KKD degerlerini yansitmaktadir. KKD sayilari
hesaplanirken parga degisimlerinin kromozomlarin hangi kisimlarindan oldugu dikkate
alinmistir. Kromozomlarin uglarindan bir parca degisimi olmus ise bu bir KKD (Sekil
3.10.b), ortalarindan parca degisimi olmus ise bu iki KKD (Sekil 3.10.c) olarak
sayilirken, kromatidlerin sentromerden gecis gosterdigi bolgeler (Sekil 3.10.d) KKD

olarak degerlendirilmemistir.
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Sekil 3.10. KKD’lerin sayilmasinda esas alinan kriterler
*a: KKD yok, b: 1 KKD, c: 2 KKD, d: KKD yok

Ayrica parabenlerin DNA replikasyonu {iizerindeki etkilerini saptamak amaci ile
replikasyon indeksi (RI) hesaplanmistir. Bu hesaplama igin rastgele secilmis 100
metafaz plagi icerisinden birinci, ikinci ve liglincii metafaz evresindeki plaklar ayrilarak
sayilmis ve kaydedilmistir (Sekil 3.11). Bu verilerden yola ¢ikarak Ri asagidaki formiil

kullanilarak hesaplanmustir.
Ri = (1 xM1+2x M2+ 3xM3)/100

(M1: 1. Mitozdaki hiicre sayisi; M2: 2. Mitozdaki hiicre sayisi; M3: 3. Mitozdaki hiicre

say1si)
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Sekil 3.11. 1., 2. ve 3. mitoz boliinmeyi geciren hiicrelerin ayirt edilmesinin sematik
olarak gosterimi

1. mitoz boliinmeyi geciren hiicrelerin kromozomlar1 boyandiginda, kromozomun her
iki kromatidinin de homojen koyu renkte (Sekil 3.12), 2. mitoz boliinmeyi gegiren
hiicrelerin kromozomlar1 boyandiginda tiim kromozomlarinin kromatidlerinden birinin
koyu digerinin ise agik renkte (Sekil 3.13), 3. mitoz béliinmeyi geciren hiicrelerin
kromozomlar1 boyandiginda ise bazi kromozomlarin her iki kromatidinin ag¢ik renkte,
bazi kromozomlarin bir kromatidinin agik, diger kromatidinin de koyu renkte (Sekil
3.14) olmaktadir. KKD caligmalarinda bu metafaz plaklarindan 2. mitoz bdliinmeyi

gecirmis hiicreler tercih edilmektedir.
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Sekil 3.12. Birinci mitoz boliinmeyi gegiren hiicreye ait kromozomlar (10x100)

Sekil 3.13. ikinci mitoz bdliinmeyi gegiren hiicreye ait kromozomlar (10x100)
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Sekil 3.14. Ugiincii mitoz béliinmeyi gegiren hiicreye ait kromozomlar (10x100)

3.2.3. In vitro mikroniikleus (MN) testi

Mikroniikleus sayisin1 saptamak i¢in Fenech (2000) ve Kirsch-Volders et al. (2003)

tarafindan gelistirilen metod modifiye edilerek kullanilmistir.

3.2.3.a. Kullanilan cozeltiler ve tamponlar

¢ FEtil metansiilfonat (EMS) ¢ozeltisi

Caligmamizda pozitif mutajen olarak kullanilan EMS %50’lik etil alkolde hazirlanmis
ve kiiltiir tiiplerine son konsantrasyonu 0,7pg/mL olacak sekilde ilave edilmistir.
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e Hipotonik cozelti

0,5592gr KCI tartilarak 100mL distile suda ¢oziilmiistiir. Konsantrasyonu 0,075M olan

KCl ¢ozeltisi kullanilmadan once etiivde 37°C’ye kadar 1sitilmistir.

o Tespit (fiksatif) ¢ozeltisi

1 olgek glasiyal asetik asitin iizerine 3 6l¢ek metanol eklenerek iyice karistirilmustir.
Soliisyon her kullanim i¢in taze olarak hazirlanmis ve kullanmadan 6nce buzdolabinda

(+4°C’de) sogutulmustur.

e Giemsa boya cozeltisi

3mL giemsa boyas1 97mL pH 6,8’lik séranson tamponu i¢ine ilave edilerek 100mL’ye
tamamlanmustir. Uzerinin yag1 kurutma kagidi ile almmistir. Cozelti oda sicakliginda

muhafaza edilmistir.

e Soéranson tamponu

A soliisyonu: 4,537gr KH,PO4 500mL distile suda ¢oziilmiistiir.
B soliisyonu: 5,935gr Na,HPO,4 500mL distile suda ¢oziilmiistiir.

A soliisyonundan bir miktar alinmis, pH 6,8’e gelinceye kadar B soliisyonu eklenerek 2

sollisyon karigtirilmistir.
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3.2.3.b. Hiicre Kkiiltiiriiniin yapilmasi ve preparatlarin hazirlanmasi

1) Steril hiicre kiiltiir tiiplerine (cellstar) 6nceden hazirlanmig ve 37°C’e getirilmis
besiyerinden (Kromozom Medyum B) 6mL konulmustur.

2) Her tiipe 12 damla (0,5mL) kan damlatilmastir.

3) Tiiplerdeki kiiltiirlere belirlenen konsantrasyonlarda (125, 250, 500 ve 1000pg/mL)
hazirlanan paraben ¢ozeltilerinden 0,25mL ilave edilmis ve iyice karigmalari
saglanmistir.

4) Tiipler 37°C’lik etiivde 72 saat inkiibasyona birakilmistir.

5) Inkiibasyonun baslangicindan 48 saat sonra sitokalazin-B’den son konsantrasyonu
3ug/mL olacak sekilde tiim kiiltiir tiiplerine eklenmistir.

6) Tiipler tekrar etiive konarak (37°C’de) 72 saatlik inkiibasyon siiresinin tamamlanmasi
beklenmistir.

7) 72 saatin sonunda etiivden ¢ikarilan tiipler 1000rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.

8) Santrifiij islemi sonrasi siipernatant pastor pipeti ile atilmustir.

9) Tiiplerde kalan c¢okeltinin (pellet) {lizerine 5-6mL hipotonik ¢ozelti yavas yavas
eklenmistir.

10) Hipotonik ¢ozelti eklenen tiipler 37°C’ye ayarlanmis etiivde 25 dk bekletilmistir.

11) Siire sonunda tiipler 1000rpm’de tekrar 10 dk santrifiij edilmis ve siipernatant ayn
sekilde atilmistir.

12) Siipernetant atildiktan sonra tiiplerde kalan pelletler {izerine, taze olarak hazirlanmis
soguk tespit ¢ozeltisinden 7mL vortekslenerek ilave edilmis ve 1000rpm’de 10 dk
santrifiij islemine alinip olusan siipernetant pastor pipeti ile ¢ekilerek atilmistir.

13) Son basamak tiiplerdeki goriintii iyice berrak oluncaya kadar ortalama 2-3 kez
tekrarlanmugtir.

14) Tiiplerdeki siipernetant son olarak atilmis ve kalan pellet pastor pipetiyle pipetaj
yapilarak karistirilmistir.

15) Pipetle ¢ekilen pellet, lizerine protokol numarasi yazilmig ve soguk (+4°C) tespit
cozeltisi icerisinde bekletilen lamlara yaklagik 20-25cm yiikseklikten damlatilmistir.
Damlalarin birbirinin iizerine gelmeden lama 1yice yayilmasina dikkat edilmistir.

16) Bu sekilde hazirlanan preparatlar boyanmak iizere 3 giin kurumaya birakilmistir.
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3.2.3.c. Preparatlarin boyanmasi ve daimi preparatlarin hazirlanmasi

1) 3. giinilin sonunda iyice kuruyan preparatlar 15 dk Giemsa boyasinda bekletilmistir.
2) Siire sonunda preparatlar musluk suyundan gegirilerek oda sicakliginda kurumaya
birakilmistir.

3) Kuruyan lamlar entellan kullanilarak lamel ile kapatilmis ve incelemeye hazir daimi

preparatlar hazirlanmistir.

3.2.3.d. Mikroskobik inceleme

MN saymmi Countryman and Heddle (1976) tarafindan ortaya konan kriterlere gore

yapilmistir. Bu kriterler;

e MN capinin esas ¢ekirdegin 1/3’inden kii¢iik olmasi,

e Boya alma yogunlugunun esas ¢ekirdek ile ayni olmasi,

e MN’lerin asil ¢cekirdege bagl veya bitisik olmamasi,

e Sadece sitokinezi bloke edilmis ¢ift ¢ekirdekli hiicrelerdeki MN’lerin sayilmasi

esaslarini kapsamaktadir (Fenech 2000; Demirel ve Zamani 2002).

Hazirlanmis olan daimi preparatlar Boeco marka trinokiiler 1sik mikroskobunda
incelenirken 6nce 10’luk objektifte saha tespiti yapilmis (Sekil 3.15) daha sonra 40’lik
objektif ile hiicreler tek tek sayilmistir.

Bu incelemeler sirasinda her bir kisiden hazirlanan preparatlardan 1000 adet iki
niikleuslu (biniikleer) hiicre sayilmis, bu iki niikleuslu hiicreler igerisinden

mikroniikleuslu olanlar saptanmis ve kaydedilmistir.
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B & <

Sekil 3.15. MN testi mikroskobik inceleme sahas1 genel goriiniimii (10x10)

Ayrica parabenlerin sitotoksik etkilerini belirlemek amaciyla aym kisiden hazirlanan
preparatlardan 1000 hiicre sayilmis ve bu hiicreler arasindan bir, iki, iic ve dort
niikleuslu olanlarin orani saptanmustir (Sekil 3.16 ve Sekil 3.17). Bu orandan yola
cikarak Niikleer Boliinme Indeksi (NBI) hesaplanmistir (Fenech 2000). Hesaplama

asagidaki formiile gore yapilmistir.
NBI = (1 XN1+2XxN2+3xN3+4xN4)/1000

(N1: 1 ntikleuslu hiicre sayisi; N2: 2 niikleuslu hiicre sayisi; N3: 3 niikleuslu hiicre

sayist; N4: 4 niikleuslu hiicre sayisi)
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e

A b

Sekil 3.16. Bir (a) ve iki (b) niikleus igeren hiicreler (10x100)

®s

a b

Sekil 3.17. Ug (a) ve dért (b) niikleus iceren hiicreler (10x100)

3.2.4. KKD ve MN testleri ile elde edilen sonuclarin istatistiksel analizi

Calismalarimizdan elde ettigimiz KKD, MN, RI ve NBI degerleriyle ilgili istatistiksel
analizler i¢in, SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) 13.0 programi

kullanilmigtir. Elde edilen verilerin distile su kontrol ve uygulama gruplar1 arasinda
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karsilastirilmas: i¢in tek degiskenli varyans analizi (ANOVA) ve Tukey testleri

uygulanmistir.

3.2.5. Mikrofotografi

SMART, KKD ve MN testleri ile ilgili fotografik islemler, Genetik Arastirma
Laboratuvari’nda bulunan Boeco marka (BM-180/T/SP) trinokiiler mikroskoba bagli
dijital fotograf makinesiyle (5,0 Megapiksel), D.melanogaster’in ergin bireylerine ait
fotograflar ise Nikon marka (SMZ-10) stereo mikroskoba bagl dijital fotograf
makinesiyle (5,0 Megapiksel) ¢ekilmistir. Ayrica fotograf ¢ekiminde kullanilan Slgekler

resimler ile birlikte verilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu arastirmada, gidalarda koruyucu katki maddesi olarak kullanilan ¢esitli parabenlerin
genotoksik etkili olup olmadig1 in vivo olarak D. melanogaster’de somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi ve in vitro olarak kiiltiire alinmig insan periferal lenfositlerinde

kardes kromatid degisimi ile mikroniikleus testi kullanilarak belirlenmeye caligilmistir.

4.1. Trans-heterozigot Larvalar icin Hayatta Kahs Oranlarimn (Larval Mortalite)

Belirlenmesi

Calismalarimizda ilk olarak parabenlerin (etilparaben, biitilparaben, metilparaben ve
propilparaben) D. melanogaster larvalar1 tizerindeki LDsy (bir populasyondaki
bireylerin yarisim1 24 saatte oldiiren doz) dozlar1 belirlenmistir. Bu amacla Bo6lim 3’te
anlatildigr gibi her paraben icin ayri ayr1 deney setleri olusturulmus ve farklh
konsantrasyonlarda (100mM, 150mM, 250mM, 300mM ve 500mM) hazirlanan
paraben ¢ozeltileri Drosophila larvalarina uygulanmistir. Sonugta D. melanogaster ‘in
72+4 saatlik trans-heterozigot larvalarinda tiim parabenler i¢cin LDsy dozu 300mM
olarak tespit edilmistir. Hem larvalar i¢in hayatta kalis oraninin belirlenmesinde hem de
SMART uygulamalarinda LDsy, dozundan daha diisiik olan 4 farkli uygulama dozu
(100mM, 150mM, 200mM ve 250mM) kullanilmistir. Caligsmalarimizda, genotoksik
etkileri arastirilan parabenlerin disinda, negatif kontrol grubu i¢in parabenlerin ¢oziiciisii
olan distile su, pozitif kontrol grubu icin de mutajenik etkisi iyi bilinen etil

metansiilfonat (EMS) kullanilmastir.

Deneylerimize baslarken, 6ncelikle D. melanogaster’in dmwh ve Qflr® mutant
soylarina ait bireylerin ¢aprazlanmalar1 ile elde edilen trans-heterozigot larvalar
kullanilarak onlar i¢in hayatta kalis oranlar1 (larval mortalite) belirlenmistir. Bu amacla
etil, biitil, metil ve propilparabenin farkli konsantrasyonlarmni (100mM, 150mM,
200mM ve 250mM) igeren uygulama gruplarina ve pozitif kontrol grubu olarak secilen

etil metansiilfonat (EMS) igeren besiyerlerine 100’er larva konulmustur. Bu larvalardan
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erginlesebilen ve Olen bireyler sayilmis ve distile su kontrol grubundan elde edilen

verilerle istatistiki olarak karsilastirilmistir (Cizelge 4.1).

Elde edilen veriler incelendigi zaman, distile su kullanilarak hazirlanan negatif kontrol
grubunda hayatta kalan larva sayis1 %98 iken ImM EMS kullanilarak hazirlanan pozitif
kontrol grubunda bu oran %85’dir. Negatif ve pozitif kontrol gruplar1 arasindaki fark
istatistiki olarak p<0,05 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Parabenler icin hayatta kalis
oranlar ise; etilparaben uygulama grubunda 100mM, 150mM, 200mM ve 250mM
konsantrasyon i¢in sirastyla %98; %92; %85 ve %80, biitilparaben uygulama grubunda
%95; %91; %87 ve %74, metilparaben uygulama grubunda %95; %90; %78 ve %70 ve
propilparaben uygulama grubunda %90; %84; %79 ve %63 olarak tespit edilmistir
(Cizelge 4.1). Yine parabenler i¢in en toksik etki %63 hayatta kalis oraniyla 250mM
propilparaben uygulama grubunda gozlenmistir (p<0,05).

Cizelge 4.1°de belirtilen hayatta kalis oranlar1 incelendigi zaman, paraben uygulama
gruplarimin tiimiinde konsantrasyon artigina paralel olarak bu oranin azaldigi, mortalite
oraninin ise arttig1 goriilmektedir. Bu veriler, parabenler i¢in ¢oziicli olarak kullanilan
distile su (negatif kontrol grubu) ile karsilastirildigi zaman, yalnizca etilparabenin
100mM’lik konsantrasyonu digindaki tim uygulama gruplarinda sonuglar istatistiki

olarak p<0,05 diizeyinde anlaml1 olmustur.

Tiim uygulama gruplarindan elde edilen bulgularin kendi aralarinda ve kontrol grubuyla
karsilagtirilmalar1 sonucu elde edilen toksisite siralamasinin etilparaben < biitilparaben

< metilparaben < propilparaben seklinde oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.1. Farkli konsantrasyonlarda parabenlere maruz kalan trans-heterozigot
larvalarin hayatta kalis ve mortalite oranlari

Uygulama Konsantrasyon Larva Sayis1  Mortalite = Hayatta Kals
Gruplan (mM) Orani (%) Orani (%)
Kontrol (Distile su) - 100 28 0g?
EMS 1 100 15¢ 859
150 100 8¢ 92°¢
200 100 15¢ 85¢
250 100 20° 80°
Biitilparaben 100 100 5P 95°
150 100 9°¢ 91°¢
200 100 13¢ 87¢
250 100 26" 74"
Metilparaben 100 100 5° 95°
150 100 10° 90°
200 100 22°¢ 78¢
250 100 308 708
Propilparaben 100 100 10° 90°
150 100 16° 844
200 100 21° 79¢
250 100 37" 63"

*[statistiksel degerlendirmeler grup ici ve gruplar arasi yapilmistir. Aym siitunda farkli harflerle
gosterilen degerler P<0,05’¢ gore 6nemlidir.

Calismalarimiz sirasinda yiiksek konsantrasyonlarda (200 ve 250mM) uygulanan
parabenlerin muhtemel toksik etkilerinden kaynaklanan malformasyonlu bireyler de
elde edilmistir. Larvalardan gelisen ergin bireylerin bazilarimin bu malformasyonlari
kanat, abdomen veya halter organi gibi tek bir viicut bolgesinde (Sekil 4.1) bazilarinin
da tiim bu malformasyonlar1 bir arada tasidiklar1 goriilmiistiir (Sekil 4.2). Bununla
birlikte yliksek konsantrasyonda parabene maruz birakilan bazi larvalarin pupa evresine
gecemedigi (Sekil 4.3), baz1 erginlesen bireylerin de negatif kontrol grubu bireylerinden
viicut biiyiikliigii bakimindan oldukea kiigiik oldugu belirlenmistir (Sekil 4.4).
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1 mm

1 mm

Sekil 4.1. Yiiksek konsantrasyonda parabene maruz kalmis larvalardan gelisen
bireylerde gozlenen kanat malformasyonlari
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Sekil 4.2. Yiiksek konsantrasyonda parabene maruz kalmis larvalardan gelisen, birden
fazla malformasyonu bir arada tastyan bireyler

*a:kivrik kanat anormalligi, b: halter organinin bir tanesinin hi¢ olusmamasi, ¢: bacak eklemlerinin eksik
olusu, d: abdomen anormalligi

Sekil 4.3. a: yabanil tip larva, b: yiiksek konsantrasyonda parabene maruz kalmis ve
pupa evresine gecememis larva
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Sekil 4.4. a: yabanil tip ergin birey, b: yliksek konsantrasyonda parabene maruz kalmis
kiigiik viicut yapisina sahip ergin birey

4.2. Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART) ile Elde Edilen
Bulgular

Somatik mutasyon ve rekombinasyon testinin  yapilabilmesi i¢in, farkh
konsantrasyonlarda dort farkli paraben uygulamasi sonucunda ergin bireylerden elde
edilen normal (mMwh/flr®) ve serrat kanat (mwh/TM3) fenotipine ait kanat preparatlari
151tk mikroskobunda 400X biiylitme ile incelenmistir. Gozlenen kanat benekleri
siniflandirilarak sayilmis ve kontrol grubundan elde edilen verilerle karsilastirilmak
lizere cizelgeler olusturularak kaydedilmistir (Cizelge 4.2-4.6). Ayrica incelenen
preparatlarda, herhangi bir benek tipini tagimayan (Sekil 4.5) yabanil tip kanat ile tiim
parabenler i¢in gozledigimiz, kiigiik tek tip (Sekil 4.6), biiyiik tek tip (Sekil 4.7 ve Sekil
4.8) ve ikiz benekleri (Sekil 4.9.a ve 4.9.b) tasiyan kanatlara ait fotograflar ¢ekilmistir.



(10x4

Sekil 4.6. Kiiciik tek
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Sekil 4.7. Biiyiik tek tip mwh mutant klon (10x40)

Sekil 4.8. Biiyiik tek tip flr® mutant klon (10x40)
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Sekil 4.9.a fIr® ve mwh mutant klonlar birlikte tastyan ikiz klon (10x40)

Sekil 4.9.b flr® ve mwh mutant klonlar: birlikte tastyan ikiz klon (10x40)
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4.2.1. Etil metansiilfonat (EMS) uygulamasi sonucu SMART ile elde edilen
bulgular

Caligmalarimizda literatiir bilgileri dogrultusunda pozitif kontrol grubu olarak segilen
EMS’nin ImM konsantrasyonu kullanilmigtir. Segilen bu konsantrasyonun daha
tizerindeki uygulamalarda toksik etkinin son derece yiiksek oldugu ve hi¢ canli birey
elde edilemedigi gozlenmistir. Bu nedenle kanat preparatlarinin hazirlanabilmesi i¢in
ImM EMS uygulamasinda hem yeterli sayida yasayabilen birey elde edilmis hem de

genotoksik etki gdzlenmistir.

SMART ile elde edilen bulgular incelendigi zaman, EMS uygulama grubuna ait
larvalardan gelisen ergin bireylerin kanatlarinda tiim klon tiplerinde kontrol grubuna
gore sayisal olarak artis gdzlenmistir. Kontrol grubunun normal kanat fenotipinde kiiciik
tek tip, bilylik tek tip, ikiz, toplam mwh ve toplam klon frekanslari sirasiyla 0,15; 0,03;
0,01; 0,18 ve 0,19 iken bu oranlar EMS uygulama grubunda sirasiyla 0,61; 0,38; 0,24;
1,05 ve 1,23 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.2).

Serrat kanat fenotipinde kiiciik tek tip, biyiik tek tip, toplam mwh ve toplam klon
frekanslar1 sirasiyla 0,11; 0,01; 0,13 ve 0,13 iken EMS pozitif kontrol grubunda bu
oranlarin 0,56; 0,27; 0,81 ve 0,81’¢ kadar yiikseldigi belirlenmistir. Klon frekanslarinda
gozlemlenen tiim bu artiglar istatistiksel olarak pozitif (+) sonu¢ vermistir. Serrat kanat
fenotipinde TM3 dengeleyici kromozomunun varliginda flr® mutasyonu olusmadigindan

ikiz klon meydana gelmemektedir (Cizelge 4.2).

Ayrica Cizelge 4.2 incelendiginde normal kanat fenotipinde kontrol grubuna ait KiF
degeri 0,71 iken bu degerin EMS uygulama grubunda 4,30’a, serrat kanat fenotipinde
ise bu degerin 0,51°den 3,32’ye ¢iktig1 goriilmektedir. Tiim bu verilerden EMS’nin D.
melanogaster’de oldukca yiiksek bir genotoksik etkiye sahip oldugu sonucuna

ulagilmistir.



Cizelge 4.2. EMS uygulamasi sonucunda Drosophila kanat benek testi ile elde edilen bulgular

- . Biiyiik tek tip Klon
Uygulama Kanat Kuc(lilfztikﬁtclfe;d on klon ikiz klon TOpll?lI: anh Toplam klon indiiksiyon
Gruplari Sayisi (m=2) (>2 hiicre) (m=5) (m=2) (m=2) frekans
(mM) ™) (m=5) (KIF)
No  Fr. D No Fr D No Fr. D No Fr D No Fr D  (10°hiicre)
NORMAL KANAT (mwh/flr®)
Kontrol 80 12 (0,15) 2 (0,03) 1 (0,01) 14 (0,18) 15 (0,19) 0,71
1 EMS 80 49  (0,61) + 30 (0,38) + 19 (0,24 + 84 (1,05 + 98 (1,23) + 4,30
SERRAT KANAT (mwh/TM3)
Kontrol 80 9 (0,11) 1 (0,01) * 10 (0,13) 10 (0,13) 0,51
1 EMS 80 44  (0,56) + 21 (0,27) + 65 (0,81) + 65 (0,81) + 3,32

No: Klon sayisi, Fr: Frekans, D: Istatistik sonuglarin gdsterimi (Frei and Wiirgler 1995), +: pozitif: -: negatif, i: énemsiz fark, m: ¢arpim faktorii, "+ TM3 dengeleyici

kromozomunun varhginda flr® mutasyonu olusmadigindan ikiz klon meydana gelmemektedir. Olasilik diizeyi: a==0,05

8L
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4.2.2. Metilparaben uygulamasi sonucu SMART ile elde edilen bulgular

Calismamizda  genotoksik  etkilerini  arastirdiZimiz  maddelerden  birincisi
metilparaben’dir. SMART ile elde edilen bulgular incelendiginde, farkl
konsantrasyonlarda (100mM, 150mM, 200mM ve 250mM) metilparaben uygulamasi
sonucunda olusan kii¢iik tek tip, biiyiik tek tip, toplam mwh ve toplam klon tiplerinin
tiimiinde sayisal olarak artis gézlendigi ancak bu artiglarin istatisitiksel olarak dnemsiz

(1) oldugu goriilmektedir (p>0,05).

Kontrol grubunun normal kanat fenotipinde kiiciik tek tip, biiyiik tek tip, ikiz, toplam
mwh ve toplam klon frekanslari sirasiyla 0,15; 0,03; 0,01; 0,18 ve 0,19 iken bu oranlar
en yliksek metilparaben uygulama grubunda (250mM) sirasiyla 0,18; 0,08; 0,01; 0,25 ve
0,26 olarak belirlenmistir. Serrat kanat fenotipinde ise kiiclik tek tip, biiyiik tek tip,
toplam mwh ve toplam klon frekanslari sirasiyla 0,11; 0,01; 0,13 ve 0,13 iken 250mM
metilparaben uygulama grubunda bu oranlarin 0,56; 0,27; 0,81 ve 0,81°e yiikseldigi
belirlenmistir. Ancak klon sayisindaki bu artislarin istatistiksel olarak hicbir uygulama
grubunda pozitif deger kazanmadigi negatif (-) ya da Onemsiz sonug¢ (i) verdigi

gozlenmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3°de KIF degerleri incelendiginde normal kanat fenotipinde ilk uygulama
grubu hari¢ (100mM) diger tiim uygulama gruplarinda kontrol grubuna gore artis
oldugu ve bu degerlerin 0,61; 0,76; 0,92 ve en yliksek uygulama grubu olan 250mM’da
1,02 oldugu bulunmustur. Serrat kanat fenotipinde ise KIF degerleri sadece son iki
uygulama grubu olan 200 ve 250mM uygulama gruplarinda 0,56 ve 0,61 olarak
hesaplanmustir. Bu degerler kontrol grubu icin 0,51 olan KIF degerine gore artis

gostermistir. Ancak bu artis istatistiksel olarak p>0,05 diizeyinde dnemsizdir.

Metilparaben uygulamasi sonucu normal kanat ve serrat kanatlarda meydana gelen tim
klonlardan elde edilen veriler incelendigi zaman, bu maddenin konsantrasyon artigina
bagh olarak toksik etkili oldugu (Sekil 4.1-4.4 ve Cizelge 4.1) ancak genotoksik etki
gostermedigi (Cizelge 4.3) anlagilmaktadir.



Cizelge 4.3. Farkli konsantrasyonlarda metilparaben uygulamasi sonucunda Drosophila kanat benek testi ile elde edilen bulgular

Uygulama Kanat Kuililjztellkﬁtclfe;don Buyl(li(ztflli(ictig)klon Iz{r}nz l{lg)n Topll?ll:)lanh Tol()r?I: ;()lon indlii<ll((;;ly0n
Gruplari Sayisi (m=2) (m=5) (m=2) frekans
(mM) ™) No Fr. D No Fr. D No Fr. No Fr. D No Fr. D (1(%1;)“)
NORMAL KANAT (mwh/flr?)
Kontrol 80 12 (0,15) 2 (0,03) 1 (0,01) 14 (0,18) 15 (0,19) 0,71
1 EMS 80 49  (0,61) + 30 (0,38) + 19  (0,24) 84 (1,05 + 98 (1,23) + 4,30
100 80 10 (0,13) - 2 (0,03) i 0  (0,00) 12 (0,15 - 12 (0,15) - 0,61
150 80 11 (0,14) - 2 (0,03) i 2 (0,03) 15 (0,190 i 15 (0,190 i 0,76
200 80 14 (0,18) i 4 (0,05) i 2 (0,03) 18 (023) i 20 (0,25) i 0,92
250 80 14 (0,18) i 6  (0,08) i 1 (0,01) 20 (0,25 i 21 (0,26) i 1,02
SERRAT KANAT (mwh/TM3)
Kontrol 80 9 (0,11) 1 (0,01) * 10 (0,13) 10 (0,13) 0,51
1 EMS 80 44 (0,56) + 21 (027) + 65 (0,81) + 65 (0,81) + 3,32
100 80 7 (0,09) - 0 (0,00 i 7 (0,090 - 7 (0,09 - 0,35
150 80 8 (0,10) i 0 (0,00 i & (0,100 - & (0,100 - 0,40
200 80 10 (0,13) i 1 (0,01) i 11 (0,14 i 11 (0,14) i 0,56
250 80 9 (0,11) i 3 (0,04) i 12 (0,15 i 12 (0,15 i 0,61

No: Klon sayis1, Fr: Frekans, D: Istatistik sonuglarin gosterimi (Frei and Wiirgler 1995), +: pozitif; -: negatif, i: onemsiz fark, m:
*: TM3 dengeleyici kromozomunun varliginda flr® mutasyonu olusmadigindan ikiz klon meydana gelmemektedir. Olasilik diizeyi: a=p=0,05

carpim faktori,

08
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4.2.3. Propilparaben uygulamasi sonucu SMART ile elde edilen bulgular

Calismamizda genotoksik etkili olup olmadigini arastirdigimiz maddelerden ikincisi
propilparaben’dir. 100mM, 150mM, 200mM ve 250mM olmak {izere 4 farkli
konsantrasyonda propilparaben uygulamasi sonucunda olusan hem normal hem de
serrat kanat fenotipine ait klon frekanslar1 ve bu verilerin kontrol grubuyla istatistiksel

olarak karsilagtirilmasi Cizelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.4’te goriildigii gibi normal kanat fenotipinde propilparaben uygulamasi
sonrasinda olusan kii¢iik tek tip klon tipinde en diisiik uygulama grubu (100mM) harig
tiim uygulama gruplarinda sayisal olarak artis gézlenmistir. Bu artiglar kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir (P>0,05). Serrat kanat
fenotipinde ise sadece 250mM’lik uygulama grubunda sayisal artis gdzlenmis ancak bu
artis da isatistiksel olarak Onemsiz (i) bulunmustur. Toplam mwh ve toplam klon
frekanslar1 incelendiginde ise normal kanatlarda sadece 200 ve 250mM’lik uygulama
gruplarinda, serrat kanatlarda ise sadece 250mM’lik uygulama grubunda sayisal artig
gozlenmistir. Kontrol grubunun normal kanat fenotipinde toplam mwh ve toplam klon
frekanslar1 sirastyla 0,18 ve 0,19 iken bu oranlar en yiiksek propilparaben uygulama
grubunda (250mM) sirastyla 0,29 ve 0,31 olarak belirlenmistir. Serrat kanat fenotipinde
ise hem toplam mwh hem de toplam klon frekanslar1 kontrol grubu i¢in 0,13 iken,

250mM propilparaben uygulama grubunda 0,18 olarak tespit edilmistir.

Propilparaben uygulama grubunda da tipki metilparabende oldugu gibi klon sayis1 ve
konsantrasyon artist arasinda pozitif bir korelasyon gozlenmekle birlikte bu artislar
istatistiki olarak p>0,05 diizeyinde 6nemsiz bulunmustur. Uygulama gruplart hem
normal hem de serrat kanat fenotipi icin 6nemsiz (i) ya da negatif (-) sonu¢ vermistir
(Cizelge 4.4). Elde edilen tiim veriler incelendiginde, propilparabenin de konsantrasyon
artisgtna bagl olarak toksik etki gosterdigi (Sekil 4.1-4.4 ve Cizelge 4.1) ancak
genotoksik etkili olmadig1 gézlenmistir (Cizelge 4.4).



Cizelge 4.4. Farkli konsantrasyonlarda propilparaben uygulamasi sonucunda Drosophila kanat benek testi ile elde edilen bulgular

Uyeulama Kanat Kllg:(lili 2teilku tclfe;(lon Buyl(li(ztflli(i ct;[;)klon it(r;z l{lso)n Topla(lrl:1 r:v;;] klon TOI():]II: 2k)lon in dIi?ll((;?yon
Gruplari Sayisi (m=2) (m=5) frekansi
(mM) ™) No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D a égfllhi)re)
NORMAL KANAT (mwh/flr?)
Kontrol 80 12 (0,15) 2 (0,03) 1 (0,01) 14 (0,18) 15  (0,19) 0,71
1 EMS 80 49  (0,61) + 30 (0,38) + 19 (0,24) + 84 (1,05) + 98 (1,23) + 4,30
100 80 9 (0,11) - 2 (0,03) i 1 (0,01) i 12 (0,15 - 12 (0,15) - 0,61
150 80 13 (0,16) i 0 (0,00 - 1 (0,01) i 14 (0,18) i 14 (0,18) i 0,71
200 80 18 (0,23) i 4 (0,05 i 2 (0,03) i 20 (0,25) i 24 (0,30) i 1,02
250 80 20 (0,25) i 3 (0,04) i 2 (0,03) i 23 (0,29) i 25 (0,31) i 1,17
SERRAT KANAT (mwh/TM3)
Kontrol 80 9 (0,11) 1 (0,01) * 10 (0,13) 10 (0,13) 0,51
1 EMS 80 44 (0,56) + 21 (0,27) + 65 (081) + 65 (081) + 3,32
100 80 9 (0,11) i 0 (0,00 i 9 (0,11) i 9 (0,11) i 0,46
150 80 7 (0,09) - 1 (0,01) i g8 (0,100 - g8 (0,100 - 0,40
200 80 8 (0,10) i 2 (0,03) i 10 (0,13) i 10 (0,13) i 0,51
250 80 11 (0,14) i 3 (0,04) i 14 (0,18) i 14 (0,18) i 0,71

No: Klon sayisi, Fr: Frekans, D: Istatistik sonuglarm gosterimi (Frei and Wiirgler 1995), +: pozitif; -: negatif, i: 6nemsiz fark, m: carpim faktori,
" TM3 dengeleyici kromozomunun varliginda flr® mutasyonu olusmadigindan ikiz klon meydana gelmemektedir. Olasilik diizeyi: a=p=0,05

(4
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4.2 4. Biitilparaben uygulamasi sonucu SMART ile elde edilen bulgular

Calismamizda genotoksik etkilerini arastirdigimiz maddelerden {igiinciisii biitilparaben
olup 4 farkli konasntrasyonda uygulanmasi sonucu elde edilen SMART verileri Cizelge

4.5’de gosterilmistir.

Biitilparaben uygulamasi1 sonrasinda normal kanat fenotipinde olusan kiigiik tek tip,
biiyiik tek tip, ikiz, toplam mwh ve toplam klon frekanslar1 kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda yalnizca kontrol grubu i¢in 0,03 olan biiytik tek tip klon frekansinin
250mM uygulama grubunda 0,04 oldugu tespit edilmistir. Diger klon frekanslarinda ise
herhangi bir degisiklik meydana gelmemistir. Bu degerlere gore kontrol ve deney
gruplar1 arasinda ya negatif (-) ya da 6nemsiz (i) fark vardir. Serrat kanat fenotipinde ise
ozellikle 200 ve 250mM’lik uygulama gruplar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda
kiigtik tek tip klon frekansinin 0,11°den 0,15’¢; toplam mwh klon frekansinin ve toplam
klon frekansiin da 0,13’den 0,16’ya yiikseldigi goriilmiistiir. Ancak bu da isatistiksel

olarak 6nemsiz (i) bulunmustur (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5°de normal kanat fenotipi i¢in klon indiiksiyon frekansi siitunu incelendigi
zaman, 10’ hiicre basina 0,71 olan KiF degerinin en yiiksek uygulama gruplarinda (200
ve 250mM) degismedigi; serrat kanat fenotipinde ise bu frekansin kontrol grubunda
0,51 iken aynmi uygulama gruplar1 (200 ve 250 mM) i¢in 0,56 ve 0,66’ya kadar
yiikseldigi tespit edilmistir.

Biitilparaben uygulamasi sonucu elde edilen tiim veriler incelendigi zaman, bu
maddenin konsantrasyon artisina bagli olarak metilparaben ve propilparaben kadar
olmasa da toksik etkili oldugu (Sekil 4.1-4.4 ve Cizelge 4.1) ancak genotoksik etkinin
olmadigi (Cizelge 4.5) belirlenmistir.



Cizelge 4.5. Farkli konsantrasyonlarda biitilparaben uygulamasi sonucunda Drosophila kanat benek testi ile elde edilen bulgular

Uyeulama anat Kug:(lilj Zteilkﬁtclfeiclon Buy?fztflli(i z;[;)klon ngz :lg)n Topla(lrl:1 Tv;;] klon To;()r::u: 2k)lon in dIii(ll((;?yon
Gruplari Sayisi (m=2) (m=5) frekans
(mM) ™) No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D (légfllili)re)
NORMAL KANAT (mwh/flr®)
Kontrol 80 12 (0,15) 2 (0,03) 1 (0,01) 14 (0,18) 15 (0,19) 0,71
1 EMS 80 49  (0,61) + 30 (0,38) + 19 (0,24 + 84 (1,05 + 98 (1,23) + 4,30
100 80 9 (0,11) - 1 (0,01) i 0 (0,00 1 10 (0,13) - 10 (0,13) - 0,51
150 80 8 (0,10) - 1 (0,01) i 1 (0,01) i 10 (0,13) - 10 (0,13) - 0,51
200 80 12 (0,15) i 2 (0,03) i 1 (0,01) i 14 (0,18) i 15 (0,19) i 0,71
250 80 11 (0,14) i 3 (0,04) i 0 (0,00 i 14 (0,18) i 14 (0,18) i 0,71
SERRAT KANAT (mwh/TM3)
Kontrol 80 9 (0,11) 1 (0,01) * 10 (0,13) 10 (0,13) 0,51
1 EMS 80 44 (0,56) + 21 (0,27) + 65 (0,81) + 65 (0,81) + 3,32
100 80 9 (0,11) i 0  (0,00) i 9 (0,11) i 9 (0,11) i 0,46
150 80 10 (0,13) i 0  (0,00) i 10 (0,13) i 10 (0,13) i 0,51
200 80 10 (0,13) i 1 (0,01) i 11 (0,14) i 11 (0,14) i 0,56
250 80 12 (0,15) i 1 (0,01) i 13 (0,16) i 13 (0,16) i 0,66

No: Klon sayisi, Fr: Frekans, D: Istatistik sonuglarm gosterimi (Frei and Wiirgler 1995), +: pozitif; -: negatif, i: 6nemsiz fark, m: c¢arpim faktorii,
*: TM3 dengeleyici kromozomunun varhiginda flr® mutasyonu olusmadigindan ikiz klon meydana gelmemektedir. Olasihik diizeyi: a=p=0,05
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4.2.5. Etilparaben uygulamasi sonucu SMART ile elde edilen bulgular

Calismamizda  genotoksik  etkilerini  arastirdiZimiz  maddelerin  sonuncusu
etilparaben’dir. Etilparaben uygulamasi sonrasinda normal kanat fenotipi i¢in, kontrol
ve uygulama gruplan birbiriyle karsilastirildigi zaman, kullanilan konsantrasyonlarin
higbirisinde incelenen klon tiplerine ait herhangi bir artis olmamustir. Yalnizca serrat
kanat fenotipinde 6zellikle 200 ve 250mM’lik uygulama gruplarinda kiigiik tek tip,
toplam mwh ve toplam klon frekanslarinda kiigiik bir artis gézlenmistir. Soyle ki kiigiik
tek tip 0,11°den 0,14’e, toplam mwh ve toplam klon frekansi da 0,13’den 0,15’¢
ylkselmistir. Ancak bu artis da isatistiksel olarak 6nemsiz (i) bulunmustur (Cizelge

4.6).

Etilparabene bagli olarak ne normal ne de serrat kanat fenotipinde genotoksik etkinin
gbstergesi olan pozitif (+) fark gdzlenmemistir. incelenen klon tiplerinin tiimiinde
istatistiki olarak ya negatif (-) ya da onemsiz (i) fark bulunmustur. Bu durum Cizelge
4.6’da klon indiiksiyon frekansi siitununda da goriilmektedir. Etilparaben uygulama
gruplarinda hem normal hem de serrat kanat fenotipinde, tiim klon tiplerinden elde
edilen verilere gore hesaplanan KIF degerleri normal kanat fenotipinde negatif kontrol
grubunda 0,71 iken etilparaben uygulama grubunda sirasiyla 0,25; 0,25; 0,51 ve 0,66;
serrat kanat fenotipinde ise kontrol grubunda 0,51 iken uygulama gruplarinda sirasiyla

0,30; 0,40; 0,56 ve 0,61 olarak tespit edilmistir.

Larvalarin hayatta kalis oranlarina (larvadan ergine gelisebilen bireylerin) ve onlardan
gelisen ergin bireylerin kanatlarinin ¢esitli klonlar bakimindan incelenmesinden sonra
parabenlerin toksisite siralamasinin propilparaben > metilparaben > biitilparaben >

etilparaben seklinde oldugu belirlenmistir.



Cizelge 4.6. Farkli konsantrasyonlarda etilparaben uygulamasi sonucunda Drosophila kanat benek testi ile elde edilen bulgular

Uyeulama anag Kuc(lilj ;ehkﬁ::lll‘)e;don Buy?fztflli(i z;[;)klon Ii(rlnz :lg)n Topla(lrnn Tv;;] klon To;()r::u: 2k)lon in dIii<ll((;?yon
Gruplari Sayisi (m=2) (m=5) frekans
(mM) ™) No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D a égfllhi)re)
NORMAL KANAT (mwh/flr®)
Kontrol 80 12 (0,15) 2 (0,03) 1 (0,01) 14 (0,18) 15  (0,19) 0,71
1 EMS 80 49  (0,61) + 30 (0,38) + 19 (0,24) + 84 (1,05 + 98 (1,23) + 4,30
100 80 4 (0,05) - 1 (0,01) i 0 (0,00 i 5  (0,06) - 5  (0,06) - 0,25
150 80 4 (0,05) - 1 (0,01) i 1 (0,01) i 5  (0,06) - 6 (0,08 - 0,25
200 80 8 (0,10) - 2 (0,03) i 1 (0,01) i 10 (0,13) - 11 (0,14 - 0,51
250 80 11 (0,14) i 2 (0,03) i 0 (0,00 i 13 (0,16) i 13 (0,16) i 0,66
SERRAT KANAT (mwh/TM3)
Kontrol 80 9 (0,11) 1 (0,01) * 10 (0,13) 10 (0,13) 0,51
1 EMS 80 44 (0,56) + 21 (0,27) + 65 (0,81) + 65 (0,81) + 3,32
100 80 6 (0,08) - 0  (0,00) i 6 (0,08 - 6 (0,08 - 0,30
150 80 8 (0,10) i 0  (0,00) i g8 (0,100 - g8 (0,10) - 0,40
200 80 10 (0,13) i 1 (0,01) i 11 (0,14) i 11 (0,14) i 0,56
250 80 11 (0,14) i 1 (0,01) i 12 (0,15) i 12 (0,15) i 0,61

No: Klon sayisi, Fr: Frekans, D: Istatistik sonuclarin gosterimi (Frei and Wiirgler 1995), +: pozitif; -: negatif, i: 6nemsiz fark, m: carpim faktorii,
*: TM3 dengeleyici kromozomunun varliginda flr® mutasyonu olusmadigindan ikiz klon meydana gelmemektedir. Olasilik diizeyi: a=$=0,05
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4.3. Kardes Kromatid Degisimi (KKD) Testi ile Elde Edilen Bulgular

Dort farkli dondrden alinan kanlarla hazirlanan periferik kan kiiltiirlerine farkl
konsantrasyonlarda (125, 250, 500 ve 1000ug/mL) paraben (metil, propil, etil ve
biitilparaben) ve EMS uygulamasi sonucu elde edilen kardes kromatid degisimi (KKD)
frekanslar1 ve replikasyon indeksi (RI) verileri Cizelge 4.7-4.10’da sunulmustur. Ayrica
tim uygulama gruplarinin negatif kontrol grubuyla karsilastirilmasit sonucu olusan
istatistiksel veriler de ayni ¢izelgelerde verilmistir. KKD frekanslari tespit edilirken, her
bir dondrden 25 adet olmak iizere toplam 100 adet ikinci mitozu gegirmis metafaz plagi
incelenmistir. Ri igin ise her bir dondrden rastgele se¢ilmis 100 adet olmak iizere
toplam 400 metafaz plag1 incelenmis ve ortalama RI degeri hesaplanmustir. Ayrica
ikinci mitoz boliinmeyi geciren hiicrelerin kromozomlarmin mikroskobik incelemeleri
sirasinda elde edilen kardes kromatid degisimlerine ait fotograflar, Sekil 4.10-4.12°de

verilmistir.
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Sekil 4.10. Insan periferal lenfositlerinde distile su kontrol grubuna ait kardes kromatid
degisimi (10x100)
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Sekil 4.11. insan periferal lenfositlerinde EMS uygulama grubuna ait kardes kromatid
degisimi (10x100)
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Sekil 4.12. Insan periferal lenfositlerinde paraben uygulama grubuna ait kardes
kromatid degisimi (10x100)
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4.3.1. Metilparaben uygulamasi sonucu KKD testi ile elde edilen bulgular

Insan periferal lenfosit hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda (125, 250, 500 ve
1000pg/mL) metilparaben uygulamasi sonucu elde edilen ortalama KKD miktarlari
sirastyla 4,66+0,48; 4,75+0,44; 4,80+0,52 ve 4,89+0,61 iken, bu oranlarin pozitif
kontrol grubunda 25,96+2,31 negatif kontrol grubunda ise 4,68+0,46 oldugu tespit
edilmistir (Cizelge 4.7). Ikinci mitozu gecirmis metafaz plaklari igerisindeki minimum-
maksimum KKD frekanslarina bakildiginda en yiiksek frekansin 8-36 ile EMS pozitif
kontrol grubuna ait oldugu goriilmektedir (Sekil 4.11). En diisiik minimum-maksimum
KKD frekansina ise 0-6 ile negatif kontrol grubunda rastlanmistir. Uygulama
gruplarinda ise bu deger, 125pug/mL metilparaben uygulama grubunda 0-7 ve
1000pug/mL uygulama grubunda 4-9 olarak bulunmustur (Cizelge 4.7 ve Sekil 4.10).

Cizelge 4.7 incelendigi zaman, en diisiik konsantrasyona sahip metilparaben uygulama
grubu (125pg/mL) disinda tiim uygulama gruplarinda ortalama KKD frekansinin
artmasina ragmen bu sonuclarin negatif kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel
olarak 6nemsiz oldugu goriilmiistiir (p>0,01). Sadece EMS pozitif kontrol grubundan

elde edilen veriler istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,01).

Caligmamizda, mitoz 1, mitoz 2 ve mitoz 3’ gegiren metafaz plagi sayilarinin
hesaplanmasiyla elde edilen replikasyon indeksi (RI) degeri parabenlerin sitotoksik olup
olmadigini belirlemek amaciyla kullanilmistir. Bu hesaplamada sitotoksik etki gdsteren
paraben uygulama gruplarinda, mitoz 1 (M;)’de kalip mitoz 2 (M,) ve mitoz 3 (M3)’e
gecemeyen metafaz plaklarinin sayisal olarak artis gosterdigi goriilmistiir. Cizelge
4.7°de metilparabenin RI iizerine etkisi incelendigi zaman, en diisiikk konsantrasyona
sahip metilparaben uygulama grubu (125pg/mL) disinda tiim gruplarda diisiisiin oldugu
goriilmiistiir. Soyle ki, RI oranlar1 metilparaben uygulama gruplarinda sirasiyla
2,48+0,36; 2,38+0,40; 2,32+0,18 ve 2,24+0,29 iken, pozitif kontrol grubunda bu oran
2,25+0,21, negatif kontrol grubunda ise 2,41+0,18 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.7).
Elde edilen tiim RI degerleri negatif kontrol grubuyla istatistiki olarak

karsilastirildiginda hi¢bir uygulama grubunda sonu¢ anlamli bulunmamaistir (p>0,01).
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Cizelge 4.7. Farkli konsantrasyonlarda metilparaben uygulamasi sonucu insan periferal
lenfosit hiicrelerinde olusan KKD ve RI degerleri

Uygulama Konsantrasyon Min.- ~ Ortalama Reipr::ik;(ss);on
Y8 YOI Max. KKDSayin M; M, M; .

Gruplan (ng/mL) KKD LS.H (RD
ol +S.H.

Distile su - 0-6 4,68+£0,46 58 118 224 2,41+0,18

EMS 0,7 8-36  25,96+2,31* 80 140 180 2,25+0,21

Metilparaben 125 0-7 4,660,483 50 110 240 2.48+0,36

250 1-8 4,75£0,44 64 122 214  2.38+0,40

500 3-7 4,80+0,52 61 150 189  2.32+0,18

1000 4-9 4,89+0,61 90 124 186  2,24+0,29

KKD:Kardes kromatid degisimi; S.H.:Standart hata; Min:Minimum; Max:Maksimum; M;:Mitoz 1;
M,:Mitoz 2; M;:Mitoz 3; *:Gruplar arasindaki fark p<0,01 diizeyinde dnemlidir.

4.3.2. Propilparaben uygulamasi sonucu KKD testi ile elde edilen bulgular

Calismamizda kullandigimiz parabenlerden bir digeri olan propilparabenin insan
periferal lenfosit hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda (125, 250, 500 ve 1000pg/mL)
uygulanmasi sonucunda elde edilen ortalama KKD miktarlar sirasiyla 4,69+0,61;
4,77£0,61; 4,81£0,66 ve 5,04£0,70 iken bu oranlar pozitif kontrol grubunda
25,96+2,31, negatif kontrol grubunda ise 4,68+0,46 olarak tespit edilmistir (Cizelge
4.8). Ikinci mitozu gegirmis metafaz plaklar1 igerisindeki KKD frekanslarina
bakildiginda en yiiksek minimum-maksimum KKD oranina 8-36 ile EMS pozitif
kontrol grubunda rastlanmigtir. Bununla birlikte pozitif kontrol grubunu, 4-13’liik
oranla en yiiksek konsantrasyondaki (1000pug/mL) propilparaben uygulama grubunun
izledigi belirlenmistir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8 incelendigi zaman, propilparabenin tiim konsantrasyonlarda KKD

frekansimi artirdigl goziikmektedir. Ancak bu artisin tiim propilparaben uygulama
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gruplan i¢in negatif kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak &nemsiz

(p>0,01) oldugu, sadece EMS uygulama grubunun anlamli sonug¢ verdigi gézlenmistir

(p<0,01).

Propilparabenin sitotoksik etkisini belirlemek amaciyla hesapladigimiz replikasyon
indeksi (RI) oranlar1 incelendiginde, propilparabenin uygulanan tiim konsantrasyonlarda
negatif kontrol grubuna gore, 1. mitozda kalan metafaz plagi sayisini artirarak 3. mitoza
gecebilen metafaz plagi sayismi ve dolayistyla Ri oranini diisiirdiigii ve sitotoksik
etkinin gozlendigi belirlenmistir (Cizelge 4.8). Ri oranlar1 propilparaben uygulama
gruplarinda sirasiyla 2,39+0,44; 2,31+0,25; 2,26+0,25 ve 1,91+0,12 iken, EMS pozitif
kontrol grubunda bu oran 2,25+0,21, negatif kontrol grubunda ise 2,41+0,18 olarak
tespit edilmistir (Cizelge 4.8). Propilparaben uygulamasi sonucu elde edilen RI oranlari,
negatif kontrol grubuyla karsilastirildiginda sadece son konsantrasyonda (1000pg/mL)
elde edilen farkin anlamli (p>0,01) oldugu, EMS grubu da dahil diger tim uygulama

gruplarindan elde edilen farklarin ise 6nemsiz oldugu (p<0,01) belirlenmistir.

Cizelge 4.8. Farkli konsantrasyonlarda propilparaben uygulamasi sonucu insan periferal
lenfosit hiicrelerinde olusan KKD ve RI degerleri

Uygulama Konsantrasyon Min.-  Ortalama ReipI::ll::(Ss};OD
grgu lart ( /mL)y Max. KKD Sayis1 M; M, M; (Ri)
p ne KKD +S.H.
+S.H.
Distile su _ 0-6 4,68+0,46 58 118 224  2,41+0,18
EMS 0,7 8-36  25,96+2,31* 80 140 180  2,25+0,21
Propilparaben 125 1-5 4,69+0,61 74 96 230 2,39+0,44
250 1-8 4,77+0,61 59 158 183  2,31+0,25
500 3-7 4,81+0,66 76 144 180  2,26+0,25
1000 4-13 5,04+0,70 155 126 119 1,91+0,12*

KKD:Kardes kromatid degisimi; S.H.:Standart hata; Min:Minimum; Max:Maksimum; M;:Mitoz 1;
M,:Mitoz 2; M;:Mitoz 3; *:Gruplar arasindaki fark p<0,01 diizeyinde 6nemlidir.
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4.3.3. Biitilparaben uygulamasi sonucu KKD testi ile elde edilen bulgular

Farkli konsantrasyonlarda (125, 250, 500 ve 1000pg/mL) biitilparaben uygulamasi
sonucunda elde edilen ortalama KKD frekanslar sirasiyla 4,65+0,36; 4,71+0,42;
4,70+0,48 ve 4,77+0,56 iken, bu oranlar pozitif kontrol grubunda 25,96+2,31, negatif
kontrol grubunda ise 4,68+0,46 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.9). Ayrica Cizelge
4.9’da minimum-maksimum KKD frekansi oranlarina baktigimizda en yiiksek frekans
araliginin 8-36 ile EMS uygulama grubuna, en diisiik frekans araliginin ise 0-6 ile
distile su kontrol grubuna ve biitilparabenin 125pug/mL uygulama grubuna ait oldugu
goriilmektedir. Uygulama gruplar iginde en yliksek KKD frekanst 3-7 ile 1000pg/mL

grubunda gozlenmistir.

Cizelge 4.9 incelendigi zaman, biitilparabenin en diigilk konsantrasyonlu (125pg/mL)
uygulama grubu hari¢ tiim konsantrasyonlarda KKD frekansini arttirdigi goriilmiistiir.
Ancak uygulama gruplart ve EMS pozitif kontrol grubundan elde edilen verilerle
negatif kontrol grubuna ait veriler istatistiksel olarak karsilastirildigi zaman, sadece
EMS uygulama grubundan elde edilen sonucun p<0,01 diizeyinde anlamli oldugu

gozlenmistir.

Cizelge 4.9°da biitilparabenin RI iizerine etkisi incelendigi zaman, 125 ve 250pg/mL’lik
uygulama gruplar1 hari¢ diger tim gruplarda negatif kontrol grubuna gore diisiisiin
oldugu ve sitotoksik etkinin gozlendigi tespit edilmistir. Bu diisiisiin 1. mitozda kalan
metafaz plagi sayisinin artip 3. mitozu gegiren metafaz plagi sayisinin diismesinden
kaynaklandig1 belirlenmistir. RI oranlar1 biitilparaben uygulama gruplarinda sirasiyla
2,45+0,35; 2,41+0,31; 2,334+0,23 ve 2,284+0,33 iken, pozitif kontrol grubunda bu oran
2,25+0,21, negatif kontrol grubunda ise 2,41+0,18 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.9).
Ayrica, uygulama gruplari icin elde edilen tiim RI degerleri negatif kontrol grubuyla
karsilagtirildigr zaman sonuglarin tiim uygulama gruplarinda istatistiki olarak dnemsiz

(p>0,01) oldugu gozlenmistir.
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Cizelge 4.9. Farkli konsantrasyonlarda biitilparaben uygulamasi sonucu insan periferal
lenfosit hiicrelerinde olusan KKD ve RI degerleri

Uygulama Konsantrasyon Min.- = Ortalama Reipli:ilz;:s);on
gg ; ) Ly Max. KKD Sayim M; M, M; -
ruplar (mg/mL)  gp  iSH (R)
+S.H.

Distile su ) 0-6  4,684046 58 118 224  2.41+0,18
EMS 0,7 8-36  2506+2,31* 80 140 180  2,25+0.21

Biitilparaben 125 0-6  465+036 59 101 240 3 45:035
250 2.6 4712042 52 131 217 241031

500 1-8  470+0,48 64 140 196  2,33+0,23

1000 37 4774056 79 130 191  2,28+0,33

KKD:Kardes kromatid degisimi; S.H.:Standart hata; Min:Minimum; Max:Maksimum; M;:Mitoz 1;
M,:Mitoz 2; M;:Mitoz 3; *:Gruplar arasindaki fark p<0,01 diizeyinde 6nemlidir.

4.3.4. Etilparaben uygulamasi sonucu KKD testi ile elde edilen bulgular

Calismalarimizda kullandigimiz parabenlerden sonuncusu olan etilparabenin hazirlanan
periferik kan Kkiiltlirlerine farkli konsantrasyonlarda (125, 250, 500 ve 1000pg/mL)
uygulanmasi sonucunda elde edilen ortalama KKD frekanslari sirasiyla 2,55+0,35;
2,46+£0,29; 2,48+0,24 ve 2,39+0,38 iken bu oranlar pozitif kontrol grubunda
25,96+2,31, negatif kontrol grubunda ise 4,68+0,46 olarak tespit edilmistir (Cizelge
4.10). Bununla birlikte minimum-maksimum KKD frekanslarna bakildig1 zaman, en
yiiksek frekans araliginin EMS uygulama grubunda (8-36), en diisiik frekans araliginin
(0-5) ise etilparaben uygulama grubunun 125pg/mL’lik konsantrasyonuna ait oldugu
(Cizelge 4.10) belirlenmistir. Etilparabenin en yiliksek uygulama grubu olan
1000pg/mL’de ise bu aralik 1-7 olarak bulunmustur.

Cizelge 4.10 incelendigi zaman, etilparaben uygulama grubunun en yiiksek

konsantrasyonu (1000pg/mL) hari¢ tiim uygulama gruplarinda KKD frekansinda artisin



94

oldugu goziikmektedir. Ancak yapilan istatistiki hesaplamalar sonucunda EMS pozitif
kontrol grubu hari¢ diger tiim uygulama gruplarindan elde edilen verilerin istatistiksel

olarak 6nemsiz oldugu goriilmiistiir (p>0,01).

Ayrica Cizelge 4.10’da RI verileri incelendiginde, etilparabenin en yiiksek
konsantrasyonu (1000pg/mL) harig ilk ii¢ uygulama grubunda (125, 250 ve 500pug/mL)
RI oranmin kontrol grubuna gore yiiksek oldugu diisiiriicii etkisinin olmadig1 ve
sitotoksik etkinin olugsmadig1 belirlenmistir. Soyle ki, RI oranlar1 etilparaben uygulama
gruplarinda sirastyla 2,55+0,35; 2,46+0,29; 2,48+0,24 ve 2,39+0,38 iken pozitif kontrol
grubunda bu oran 2,25+0,21, negatif kontrol grubunda ise 2,41+0,18 olarak tespit
edilmistir (Cizelge 4.10). Tiim uygulama gruplarindan elde edilen RI verilerinin distile
su kontrol grubundan elde edilen RI degeriyle karsilastirilmasi sonucu yine diger iig
paraben uygulama grubunda oldugu gibi, istatistiksel olarak anlamli sonug¢ elde

edilememistir (p>0,01).

Cizelge 4.10. Farkli konsantrasyonlarda etilparaben uygulamasi sonucu insan periferal
lenfosit hiicrelerinde olusan KKD ve RI degerleri

Uygulama Konsantrasyon Yin- LIl Reipri:ikefs);on
e yon Max. ggpSayim M; M, M :
Gruplan (ng/mL) KKD (RI)
+S.H.
+S.H.
Distile su - 0-6 4,68+0,46 58 118 224  2,41+0,18
EMS 0,7 8-36 2596+2,31* 80 140 180 2,25+0,21
Etilparaben 125 0-5 4,60+0,33 36 108 256  2,55+0,35
250 0-7 4,64+0,38 50 116 234  2,46+0,29
500 1-6 4,68+0,46 49 111 240 2,48+0,24
1000 1-7 4,70+0,48 50 144 206  2,39+0,38

KKD:Kardes kromatid degisimi; S.H.:Standart hata; Min:Minimum; Max:Maksimum; M;:Mitoz 1;
M,:Mitoz 2; M3:Mitoz 3; *:Gruplar arasindaki fark p<0,01 diizeyinde 6nemlidir.
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4.4. Mikroniikleus (MN) Testi ile Elde Edilen Bulgular

Dort farkli dondrden alinan kan ile hazirlanan periferik kan kiiltiirlerine farkl
konsantrasyonlarda (125, 250, 500 ve 1000pg/mL) ¢esitli paraben (metil, propil, etil ve
biitilparaben) ve EMS uygulamasi sonucu elde edilen mikroniikleus (MN) frekanslar ve
niikleer boliinme indeksi (NBI) verileri Cizelge 4.11-4.14’de sunulmustur. Ayrica tiim
uygulama gruplarinin negatif kontrol grubuyla karsilastirilmasi sonucu olusan
istatistiksel veriler de ayni ¢izelgelerde belirtilmistir. MN frekanslar elde edilirken her
bir donérden 1000 adet olmak tizere dort farkli dondrden toplam 4000 adet biniikleuslu
hiicre, NBI i¢in ise her bir dondrden rastgele se¢ilmis 1000 hiicre incelenmistir. Ayrica
mikroskobik incelemeler sonucunda elde edilen mikroniikleus tagimayan biniikleuslu
hiicrelere ait fotograflar Sekil 4.13’de, mikroniikleus tasiyan biniikleuslu hiicrelere ait

fotograflar ise Sekil 4.14 ve 4.15’de gosterilmistir.

Sekil 4.13. Mikroniikleus tasimayan biniikleuslu hiicreler; a)10x100, b)10x40 biiyiitme
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Sekil 4.14. Tek mikroniikleus (MN) tasiyan biniikleuslu hiicreler (10x40)
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Sekil 4.15. a) Cift mikroniikleus (MN) ve b) ii¢ mikroniikleus (MN) tagiyan biniikleuslu
hiicreler (10x100)

4.4.1. Metilparaben uygulamasi sonucu MN testi ile elde edilen bulgular

Farkli konsantrasyonlarda (125, 250, 500 ve 1000ug/mL) metilparaben uygulamasiyla
elde edilen ortalama MN miktarlar sirastyla 0,225+0,62; 0,325+0,62; 0,475+0,62 ve
0,500+0,40 iken, bu oranlarin pozitif kontrol grubunda 2,575+1,31, negatif kontrol
grubunda ise 0,275+0,62 oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.11). Biniikleuslu hiicreler
igerisinde tespit edilen MN frekanslarinda meydana gelen artis ayni zamanda uygulanan
maddenin de genotoksik etkisini belirlemektedir. Metilparaben uygulamasi sonrasi
incelenen bintikleuslu hiicreler igerisindeki MN frekanslarina bakildiginda, sadece EMS
pozitif kontrol grubunda 3’lii MN’lar gozlenmistir. Buna karsin metilparaben uygulama
gruplarinda ise son iki uygulama grubunda (500 ve 1000pug/mL) 2’11, diger gruplarda
(125 ve 250pg/mL) ise tekli MN’larin oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11 incelendiginde, en diisiik konsantrasyona sahip metilparaben uygulama
grubu (125pg/mL) disinda tiim uygulama gruplarinda (250, 500 ve 1000pg/mL)
ortalama MN sayisinin artmasina ragmen bu sonucglar negatif kontrol grubuyla

karsilastirildiginda istatistiksel olarak p>0,01 diizeyinde dnemsiz bulunmustur. Sadece
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EMS pozitif kontrol grubundan elde edilen veriler istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (p<0,01).

Caligmamizda ayrica, parabenlerin olast sitotoksik etkilerini belirlemek amaciyla
niikleer boliinme indeksi (NBI) degerleri hesaplanmistir. Bu deger 1, 2, 3 ve 4 niikleusa
sahip hiicrelerin sayilip toplam hiicre sayisina boliinmesiyle elde edilmistir. Sonucta
sitotoksik etki gosteren paraben uygulama gruplarinda 1 niikleuslu hiicre sayisinin artip
2, 3 ve 4 niikleuslu hiicre sayisimnin diisiis gosterdigi belirlenmistir. Cizelge 4.11°de
metilparabenin NBI iizerine etkisi incelendigi zaman, 125 ve 250 pg/mL’lik uygulama
gruplarinda negatif kontrol grubuna yakin, 500 ve 1000pg/mL’lik uygulama gruplarinda
ise negatif kontrol grubundan daha diisiik degerler tespit edilmistir. Soyle ki, NBI
oranlar1 metilparaben uygulama gruplarinda sirasiyla 1,58+0,14; 1,55+0,32; 1,47+0,31
ve 1,44+0,18 iken, pozitif kontrol grubunda bu oran 1,48+0,18, negatif kontrol
grubunda ise 1,53+0,12 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.11). Elde edilen tiim NBI
degerleri negatif kontrol grubuyla karsilastirildiginda higbir uygulama grubunda sonug

anlamli bulunmamastir (p>0,01).

Cizelge 4.11. Farkli konsantrasyonlarda metilparaben uygulamasi sonucu insan
periferal lenfosit hiicrelerinde olusan MN ve NBI degerleri

I.ngelenen Bin'i.ikleuslu Ortalama gﬁl:ilgfl‘:ll‘e
Uygulama Konsantrasyon Blnu{deuslu o F—Iucrgler MN Sayisi indeksi
Gruplan (ug/mL) Hiicre I¢indeki MN +S.H. .
Sayisi Frekanslari (%) (NBI)
H @ @ 5.1
Distile su - 4000 9 1 - 0,275+0,62  1,53+0,12
EMS 0,7 4000 71 10 4  2,575+1,31* 1,4840,18
Metilparaben 125 4000 9 - - 0,225+0,62  1,58+0,14
250 4000 13 - - 0,325+0,62  1,55+0,32
500 4000 15 2 - 0,475+0,62  1,47+0,31
1000 4000 18 1 - 0,500+0,40  1,44+0,18

MN:Mikroniikleus; S.H.:Standart hata; *:Gruplar arasindaki fark p<0,01 diizeyinde 6nemlidir.
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4.4.2. Propilparaben uygulamasi sonucu MN testi ile elde edilen bulgular

Caligmalarimizda kullandigimiz propilparabenin insan periferal lenfosit hiicrelerine
farkli konsantrasyonlarda (125, 250, 500 ve 1000pug/mL) uygulanmast sonucunda elde
edilen ortalama MN miktarlar1 sirasiyla 0,375+1,19; 0,500+0,40; 0,475+0,62 ve
0,525+1,19 iken bu oranlar pozitif kontrol grubunda 2,575+1,31, negatif kontrol
grubunda ise 0,275+0,62 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.12). Incelenen biniikleuslu
hiicreler igerisindeki MN frekanslarina bakildiginda sadece EMS pozitif kontrol grubu
ve en yiiksek konsantrasyondaki (1000ug/mL) propilparaben uygulama grubunda 3’li
MN goriildiigii, diger uygulama gruplarinda ise sadece tekli MN’larin oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12. Farkli konsantrasyonlarda propilparaben uygulamasi sonucu insan
periferal lenfosit hiicrelerinde olusan MN ve NBI degerleri

I.ngelenen Biniikleuslu Ortalama gﬁli!g:f;l‘e
Uygulama Konsantrasyon Blnu!-(leuslu . .Hucre.ler MN Sayisi indeksi
Gruplari (ug/mL) Hiicre I¢indeki MN +S.H. .
Sayisi Frekanslari (%) (NBI)
H @ © +S.H.
Distile su - 4000 9 1 - 0,275+0,62 1,53+0,12
EMS 0,7 4000 71 10 4 2,575+1,31* 1,48+0,18
Propilparaben 125 4000 15 - - 0,375+1,19 1,50+0,25
250 4000 20 - - 0,500+0,40  1,44+0,29
500 4000 19 - - 0,475+0,62 1,25+0,21%*
1000 4000 16 1 1 0,525+1,19  1,20+0,21*

MN:Mikroniikleus; S.H.:Standart hata; *:Gruplar arasindaki fark p<0,01 diizeyinde 6nemlidir.

Cizelge 4.12 incelendigi zaman, propilparabenin tiim konsantrasyonlarda MN miktarini
artirdigr goziikmektedir. Ancak bu artigin tiim propilparaben uygulama gruplari igin
negatif kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak 6nemsiz (p>0,01)

oldugu, sadece EMS uygulama grubunun anlamli sonug verdigi gdzlenmistir (p<<0,01).
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Ayrica, 1, 2, 3 ve 4 niikleuslu hiicrelerin sayilmasiyla hesaplanan niikleer béliinme
indeksinin (NBI) propilparabenin tiim konsantrasyonlarinda negatif kontrol grubuna
gore diistiigli ve stotoksik etki gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.12). NBI oranlari
propilparaben uygulama gruplarinda sirasiyla 1,50+0,25; 1,444+0,29; 1,254+0,21 ve
1,20+£0,21 iken, EMS pozitif kontrol grubunda bu oran 1,48+0,18, negatif kontrol
grubunda ise 1,53+0,12 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.12). NBI oranlari istatistiksel
olarak negatif kontrol grubuyla karsilagtirildiginda sadece son iki konsantrasyonda (500
ve 1000pg/mL) anlamli sonug verdigi gozlenmistir (p>0,01). EMS grubu da dahil diger
tim uygulama gruplarindan elde edilen veriler istatistiksel olarak Onemsiz sonug

vermistir (p<<0,01).

4.4.3. Biitilparaben uygulamasi sonucu MN testi ile elde edilen bulgular

Farkli konsantrasyonlarda (125, 250, 500 ve 1000upg/mL) biitilparaben uygulamasi
sonucunda elde edilen ortalama MN miktarlar1 sirasiyla 0,250+0,64; 0,300+0,40;
0,300+0,70 ve 0,425+0,47 iken, bu oranlar pozitif kontrol grubunda 2,575+1,31, negatif
kontrol grubunda ise 0,275+0,62 olarak tespit edilmistir. incelenen biniikleuslu hiicreler
icerisindeki MN frekanslarina bakildiginda sadece EMS pozitif kontrol grubunda 3’lii
MN gorildiigii diger tiim uygulama gruplarinda ise tekli MN’larin oldugu belirlenmistir
(Cizelge 4.13). Tekli MN’larin sayilar1 kontrol grubunda 9, uygulama gruplarinda ise

10-17 arasinda degismis ve artis gdstermistir.

Cizelge 4.13 incelendiginde, biitilparabenin en diisiikk konsantrasyonlu (125pug/mL)
uygulama grubu hari¢ tiim konsantrasyonlarda MN frekansini arttirdigi belirlenmistir ve
sirastyla  0,300+0,40; 0,300+0,70 ve 0,425+0,47 bulunmustur. Ancak uygulama
gruplarina ait sonuglar EMS pozitif kontrol grubu ve negatif kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda sadece EMS uygulama grubunun anlamli sonug verdigi gézlenmistir

(p<0,01).
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Cizelge 4.13. Farkli konsantrasyonlarda biitilparaben uygulamasi sonucu insan periferal
lenfosit hiicrelerinde olusan MN ve NBI degerleri

Incelenen Biniikleuslu ) (21ama gﬁl;g:]e;l;
Uygulama Konsantrasyon Blnu!.(leuslu c ?—Iucrtiler MN Sayis1 indeksi
Gruplari (ng/mL) Hiicre Icindeki MN +S.H. ;
Sayisi Frekanslar (%) (NBI)
H_ @ B +5-H
Distile su - 4000 9 1 - 0,275+0,62 1,5340,12
EMS 0,7 4000 71 10 4 2,575+1,31* 1,48+0,18
Biitilparaben 125 4000 10 - - 0,250+0,64  1,55+0,21
250 4000 12 - - 0,300+£0,40  1,46+0,25
500 4000 12 - - 0,300+£0,70  1,46%0,16
1000 4000 17 - - 0,425+0,47 1,28+0,34*

MN:Mikroniikleus; S.H.:Standart hata; *:Gruplar arasindaki fark p<0,01 diizeyinde 6nemlidir.

Biitilparabenin NBI iizerine etkisi incelendiginde 125pg/mL’lik uygulama grubu harig
diger tiim gruplarda (250, 500 ve 1000pg/mL) negatif kontrol grubuna gore diisiisiin
oldugu ve sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.13). NBI oranlar,
biitilparaben uygulama gruplarinda sirasiyla 1,55+0,21; 1,46+0,25; 1,46+0,16 ve
1,28+0,34 iken, pozitif kontrol grubunda bu oran 1,48+0,18, negatif kontrol grubunda
ise 1,53+0,12 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.13). Tiim uygulama gruplarina ait NBI
degerleri, negatif kontrol grubuyla karsilastirildiginda sadece biitilparabenin en yiiksek
konsantrasyonunda (1000pug/mL) sonug istatistiksel olarak anlamli (p<0,01), diger tim

uygulama gruplarinda ise anlamsiz (p>0,01) bulunmustur.

4.4.4. Etilparaben uygulamasi sonucu MN testi ile elde edilen bulgular

Calismalarimizda kullandigimiz parabenlerden sonuncusu etilparabendir. Dondrlerden
almarak hazirlanan kan kiiltiirlerine farkli konsantrasyonlarda (125, 250, 500 ve
1000pug/mL) etilparaben uygulanmasi sonucunda elde edilen ortalama MN degerleri

strastyla 0,175+0,25; 0,225+0,47; 0,225+0,75 ve 0,350+0,28 iken bu oranlar pozitif
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kontrol grubunda 2,575+1,31, negatif kontrol grubunda ise 0,275+0,62 olarak tespit
edilmistir (Cizelge 4.14). incelenen biniikleuslu hiicreler igerisindeki MN frekanslarina
bakildiginda sadece EMS pozitif kontrol grubunda 3’li MN goriildigi diger tim
uygulama gruplarinda ise tekli MN’larin oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.14).

Etilparaben uygulama gruplarindan elde edilen veriler pozitif ve negatif kontrol
gruplarindan elde edilen verilerle istatistiksel olarak karsilastirildiginda, diger paraben
gruplarinda oldugu gibi sadece EMS uygulama grubunun anlamli sonu¢ verdigi

gozlenmistir (p<0,01) (Cizelge 4.14).

Ayrica Cizelge 4.14 incelendiginde, uygulama gruplarma ait NBI oranlar1 negatif
kontrole yakin bulunmustur. NBI oranlari, etilparaben uygulama gruplarinda sirasiyla
1,60+0,21; 1,58+0,33; 1,59+0,14 ve 1,54+0,25 iken pozitif kontrol grubunda bu oran
1,48+0,18, negatif kontrol grubunda ise 1,53+0,12 olarak tespit edilmistir (Cizelge
4.14).

Cizelge 4.14. Farkli konsantrasyonlarda etilparaben uygulamasi sonucu insan periferal
lenfosit hiicrelerinde olusan MN ve NBI degerleri

I'ngelenen Bin.i.ikleuslu Ortalama ll;lﬁliilgle;l;
Uygulama Konsantrasyon Bmu!'deuslu - ¥-Iucre.ler MN Sayis1 indeksi
Gruplari (ng/mL) Hiicre Icindeki MN +S.H. g
Sayisi Frekanslari (%) (NBI)
Hm @ B +S-H.
Distile su - 4000 9 1 - 0,275+0,62  1,53+0,12
EMS 0,7 4000 71 10 4 2,575+1,31* 1,48+0,18
Etilparaben 125 4000 7 - - 0,175+0,25  1,60+0,21
250 4000 9 - - 0,225+0,47  1,58+0,33
500 4000 9 - - 0,225+0,75  1,59+0,14
1000 4000 4 - - 0,350+0,28  1,54+0,25

MN:Mikroniikleus; S.H.:Standart hata; *:Gruplar arasindaki fark p<0,01 diizeyinde 6nemlidir.
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Insan periferal lenfositlerinde in vitro olarak yaptigimz calismalar sonucunda, higbir
paraben grubunun genotoksik etkiye sahip olmadigi sonucuna ulasilmistir. Hem KKD
hem de MN testleri sonucunda elde ettigimiz verilere gore; parabenlerden o6zellikle
propilparabenin KKD ve MN frekanslarini arttirdigi ancak bu artigin istatistiksel olarak
anlamsiz oldugu belirlenmistir (p>0,01). Bununla birlikte parabenlerin olas1 sitotoksik
etkilerini belirlemek amaciyla arastirdigimiz replikasyon indeksi (RI) ve niikleer
boliinme indeksi (NBI) degerlerini inceledigimizde &zellikle propilparaben ve
biitilparabenin yiiksek konsantrasyonlarda bu degerleri diisiirdiigii ve sitotoksik etki

gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.12 ve 4.13).
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5. TARTISMA ve SONUC

Gida sanayinde kullanilan birgok gida katki maddesinin toksik etkili olup olmadigi
bilim diinyasinda halen tartisilmaktadir. Gidalara uygulanan maddelerin miktar1 ve buna
maruz kalan insanlarin sayisi goéz Oniine alindiginda bu konunun Onemi agikca
anlagilmaktadir. Bu nedenle bilim adamlar yillardir birgok gida katki maddesinin olas1
klastojenik, mutajenik ve genotoksik etkilerini in vivo ve in vitro test yontemleriyle

belirlemeye ¢aligmaktadirlar.

Son yillarda cesitli kimyasal maddelerin insan genomunda mutasyonlara sebep olup
olmadiklarinin ortaya ¢ikarilmasinda, in vitro ortamda insan lenfosit kiiltiiriiyle yapilan
kisa siireli genotoksisite testlerinden kardes kromatid degisimi (KKD) ve mikrontikleus
(MN) testleri ile in vivo ortamda Drosophila melanogaster ile yapilan somatik
mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) yaygin olarak kullanilmaktadir.
Calismamizda da, gidalarda koruyucu katki maddesi olarak kullanilan parabenlerin olasi

genotoksik, mutajenik ve sitotoksik etkileri bu test yontemleri kullanarak arastirilmstir.

Calismamizda kullandigimiz parabenler (metilparaben, propilparaben, biitilparaben ve
etilparaben), gidalarda koruyucu olarak kullanilan antimikrobiyal katki maddeleridir.
Literatiirde antimikrobiyal 6zellikte koruyucu gida katki maddeleriyle ilgili yapilmis
pek cok calisma mevcuttur. Ancak bizim ¢aligmamizda kullandigimiz parabenler, daha

once D. melanogaster’de ya da insan kani lenfosit hiicrelerinde hig ¢alisgilmamustir.

Deneylerimizden elde ettigimiz verilere gore, parabenlerin D. melanogaster larvalarinda
yiiksek konsantrasyonlarda toksik etki gosterdigi ve hayatta kalis oranlarini diistirdiigii
(Cizelge 4.1) ancak genotoksik etki gostermedikleri tespit edilmistir (Cizelge 4.2-
Cizelge 4.6). Arastirmamizda, trans-heterozigot larvalarla yapilan mortalite testlerinde,
distile su kullanilarak hazirlanan negatif kontrol grubunda hayatta kalan larva sayisi
%98 iken 1mM EMS kullanilarak hazirlanan pozitif kontrol gruplarinda bu oran
%85°dir. Negatif ve pozitif kontrol gruplar arasindaki fark istatistiki olarak p<0,05
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diizeyinde onemli bulunmustur. Parabenler i¢in hayatta kalis oranlar1 tiim uygulama
gruplarinda 100mM, 150mM, 200mM ve 250mM konsantrasyon i¢in sirasiyla
etilparaben’de %98; %92; %85 ve %80, biitilparaben’de %95; %91; %87 ve %74,
metilparaben’de %95; %90; %78 ve %70 ve propilparaben’de %90; %84; %79 ve %63
olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.1). Parabenler i¢in en toksik etki, %63 hayatta kalig
oraniyla 250mM propilparaben uygulama grubunda gézlenmistir (p<0,05).

Elde edilen bu sonuglara gore, kullanilan tiim parabenler konsantrasyon artigina paralel
olarak D.melanogaster’in 3. evre larvalarinda yasama yiizdesini Onemli Olgiide
diistirmstiir. Bu etkinin genotoksik olarak degil, farkli toksik etkiler meydana getiren
mekanizmalar sonucunda oldugunu diisiinmekteyiz (Cizelge 4.1). Yapilan bir
arastirmada, parabenlerin toksik etki mekanizmasinin, oksidatif fosforilizasyon sonucu
meydana gelen mitokondriyal depolarizasyon ve ATP enerjisinin hizla tiikenmesiyle
membran gegirgenligindeki degisikliklerin ortaya ¢ikardigi etkiler oldugu agiklanmistir
(Soni et al. 2001). Bununla birlikte, bes farkli koruyucu katki maddesi (propilparaben,
metilparaben, fenoksietanol, benzil alkol ve etilheksil gliserin)’nin apoptotik, nekrotik
ve genotoksik etkilerinin insan deri fibroblast hiicrelerinde in vitro olarak arastirildigi
calisma sonucunda, bu maddelerin hiicreleri apoptoza ve nekroza sokarak benzer

sitotoksik etkiler gosterdikleri bildirilmistir (de Carvalho et al. 2012).

Yapilan bagka bir arastirmada, yine gidalarda koruyucu katki maddesi olarak kullanilan
benzoik asitin, D. melanogaster larvalarinda olasi toksik etkileri arastirilmustir.
Arastirma sonucunda, 72+4 saatlik trans-heterozigot larvalara S0mM, 75mM ve 100mM
konsantrasyonlarda uygulanan benzoik asitin konsantrasyon artisina bagl olarak
larvalarda yasama ylizdesini azalttig1 tespit edilmistir. Kontrol grubunda %98 olan
yasama ylizdesinin, benzoik asit uygulama gruplarinda konsantrasyon artigina paralel
olarak sirasiyla %72, %60 ve %40’lara kadar distiigii belirlenmistir (Sarikaya ve Solak
2003). Bu sonuglar, bizim deneylerimizden elde ettigimiz sonuclar ile paralellik

gostermektedir.
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Giinliik olarak ¢esitli gida maddeleri ile birlikte alinan parabenlerin giivenilirliklerinin
degerlendirilmesi amaciyla, degisik zamanlarda Avrupa Birligi’nin yetkili kurumlari
tarafindan risk degerlendirmeleri yapilmaktadir. Avrupa Komisyonu Gida Maddeleri
Bilimsel Komitesi’nin (The Scientific Committee on Food=SCF) 1994 yilinda yapmis
oldugu risk degerlendirmesinde, in vitro ve in vivo mutajenite testleri ile etil, metil,
propil ve biitilparabenin genotoksik etki gostermedigi bildirilmistir. Ancak kesin olarak
ispatlanmamis olmasina ragmen, Ozellikle biitilparaben ve propilparabenin fetiis
tizerinde bazi anomalilere yol agtiklar1 ve bu nedenle teratojenite caligsmalarinin

yenilenmesine ihtiya¢ oldugu bildirilmistir.

Metilparabenin D. melanogaster’de gelisim ve yumurta verimi {izerine etkilerinin
arastirildigr bir baska calismada, %?2’lik metilparaben konsantrasyonunun toksik etki
gosterdigi, yumurta, larva, pupa ve erginlesebilen birey sayilarini 6nemli oranda
disiirdiigti  belirlenirken, ayn1 c¢alismada metilparabenin = %0,02°1ik  diistik
konsantrasyonunda bu sonuglarin tersine Ostrojenik aktivite gostererek yumurta
verimini arttirdigi vurgulanmigtir (Wei 2009). Calismamizda 6zellikle yiiksek
konsantrasyonlarda paraben uygulamasi sonucunda benzer sonuglarla karsilasilmistir.
Kontrol grubuna gore, tiim paraben uygulama gruplarinda D.melanogaster’in
yumurtadan ergine gelisim siiresi uzamis, larvalardan erginlesebilen birey sayisinda
diisiisler olmus ve erginlesebilen bireyler arasinda bir¢gok malformasyonlu bireylere
rastlanilmistir  (Sekil 4.1-4.3). Ayrica, Ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda,
erginlesebilen bireylerin viicut biiyiikliiklerinin kontrol grubu bireylerine gore oldukca

kiiciik oldugu da gozlenmistir (Sekil 4.4).

Terasaki et al. (2009) paraben ve klorlu paraben tiirevlerinin sucul organizmalardaki
akut toksik etkilerini belirlemek i¢in, Daphnia magna’da immobilizasyon testi ve Vibrio
fischeri’de biyoliiminesans inhibisyonu testleri ile farkli parabenlerin diisiik etkili olsa
da toksik olabilecekleri sonucuna varmislardir. Yapilan caligmalarla, parabenlerin
hiicresel diizeyde, lizozomal enzimlerin salgilanmasini inhibe ederek hiicre fonksiyon
bozukluklarina (Bairati et al. 1994) ve mitokondriyal disfonksiyona (Nakagawa and

Moore 1999) neden olabilecekleri gosterilmistir. Caligmamizin  sonucunda
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D.melanogaster’in yasama yiizdesinde konsantrasyon artisina bagli olarak meydana

gelen azalmanin bu tiir etkiler sonucu olabilecegini diisiinmekteyiz.

Avrupa Gida Giivenligi Resmi Otoritesi’nin (The European Food Safety
Authority=EFSA) 2004 yilinda yapmis oldugu risk degerlendirmesinde, metilparabenle
yapilan yeni caligmalarda tavsanda giinlik 300mg/kg viicut agirligi dozunun ve
kemiricilerde 550mg/kg viicut agirligi dozunun fetiis lizerinde herhangi bir toksisiteye
yol agmadig bildirilmistir. Avrupa Komisyonu Tiiketici Uriinleri Bilimsel Komitesi’nin
(Ec Scientific Committee On Consumer Products=SCCP) 2005 yili risk
degerlendirmesinde ise si¢anlar, kopekler ve fareler lizerinde yapilmis akut, subakut ve
kronik toksisite caligmalarina gdre parabenlerin toksik, karsinojenik, genotoksik ve
teratojenik olmadigr bildirilmis ve tiim parabenler icin giinliik alim miktar1 (ADI=
Acceptable daily intake) degerinin 10mg/kg oldugu kabul edilmistir. Bu
degerlendirmeye gore, parabenlerin ester baglarinin kirillarak yogun bir bi¢imde
metabolize olduklar1 ve dokularda birikmedikleri bildirilmistir (SCCP 2005). Fisher et
al. (1999) tarafindan yapilan arastirmalar sonucunda parabenlerin NOAEL degeri (No
observable adverse effect level = Higbir yan etkinin gozlenemedigi en yiiksek doz)
2mg/kg/glin olarak tespit edilmis ve bu deger, Tiiketici Giivenligi Bilimsel Komitesi
(Scientific Committee on Consumer Safety=SCCS) tarafindan da kabul edilmistir. Bu
tarihten sonra konu ile ilgili pek ¢ok arastirma yapilmis ve bazi paraben tiirlerinin toksik
olabilecegi yoniinde de bulgular elde edilmistir. Ancak ayni komitenin yayinladigi son
bildiride de (SCCS 2010) parabenler icin daha once belirlenen NOAEL degerlerinin
giivenilir oldugu, toksik etkilerin ancak NOAEL degerinin ¢ok daha yiiksek oranlarda

kullanildig1 zaman meydana gelebilecegi belirtilmistir.

Literatiirde gida katki maddelerinin zararli olup olmadigina iliskin pek ¢ok c¢alisma
mevcuttur. Bu ¢aligmalarin neticesinde, giivenilir oldugu diisiiniilen birgok maddenin
aslinda tehlikeli oldugu sonucuna varilmis ve ¢esitli gida kuruluslar ile bu sektorde
calisan ve bu maddelere dogrudan maruz kalanlar ile gida maddelerini kullanarak
dolayli olarak alan kisiler bu konularda uyarilmistir. Ornegin, 39 farkli gida katki

maddesinin genotoksik etkisininin arastirildigi calisma sonucunda; 7 gida boyasinin
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(amarant, allura kirmizisi, kokkin, tartrazin, eritrosin, floksin ve rose bengal), 2
antioksidan maddenin (biitillenmis hidroksianisol ve biitillenmis hidroksitoluen), 3
fungisitin (bifenil, sodyum fenilfenol ve tiyabendazol) ve 4 gida tatlandiricisinin
(sodyum siklamat, sakkarin, sodyum sakkarin ve suklaroz) farelerin sindirim sistemi
organlarinda DNA hasar1 meydana getirerek genotoksik etki gosterdigi bildirilmistir

(Sasaki et al. 2002).

Calismamizin in vivo olarak yapilan ikinci kisminda, parabenlerin genotoksik etkileri
D.melanogaster’de somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) ile
arasgtirtlmistir. Bu deneylerden elde edilen verilere gore, dort farkli konsantrasyonda
(100mM, 150mM, 200mM ve 250mM) uygulanan parabenlerin higbiri genotoksik etkili
bulunmamaistir (Cizelge 4.2-4.6).

Deneylerimizde kullandigimiz parabenlerden, metilparaben uygulamasi sonucunda
olusan kiigiik tek tip, biiyiik tek tip, toplam mwh ve toplam klon tiplerinin tiimiinde
sayisal olarak artis gézlendigi, ancak bu artislarin p>0,05 diizeyinde istatisitiksel olarak
onemsiz (i) oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.3). Calismamizda kullandigimiz
parabenlerden propilparaben uygulamasi sonrasinda, normal kanat fenotipinde olusan
kiigiik tek tip klon tipinde en diisiik uygulama grubu (100mM) hari¢ tiim uygulama
gruplarinda sayisal olarak artis gozlendigi, ancak bu artisin kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak 6nemli olmadigi bulunmustur (P>0,05). Serrat
kanat fenotipinde ise sadece 250mM’lik uygulama grubunda sayisal artis goézlenmis
ancak bu artis da isatistiksel olarak 6nemsiz (i) bulunmustur (Cizelge 4.4). Bir diger
paraben grubu olan biitilparaben uygulamasi sonrasinda, normal kanat fenotipinde
olusan kiigiik tek tip, biiyiik tek tip, ikiz, toplam mwh ve toplam klon frekanslar1 kontrol
grubuyla karsilastirildiginda yalnizca, kontrol grubu icin 0,03 olan biiyiik tek tip klon
frekansinin 250mM uygulama grubunda 0,04 oldugu tespit edilmistir. Diger klon
frekanslarinda ise herhangi bir degisiklik meydana gelmemistir (Cizelge 4.5).
Deneylerimizde kullandigimiz son paraben grubu olan etilparaben uygulamasi
sonrasinda, normal kanat fenotipi i¢in, kontrol ve uygulama gruplar1 birbiriyle

karsilagtirildigt zaman, kullanilan konsantrasyonlarin higbirisinde incelenen klon
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tiplerine ait herhangi bir artis olmamuistir. Yalnizca serrat kanat fenotipinde 6zellikle 200
ve 250mM’lik uygulama gruplarinda kii¢iikk tek tip, toplam mwh ve toplam klon
frekanslarinda kii¢iik bir artis gézlenmistir. Ancak bu artis da isatistiksel olarak dnemsiz

(1) bulunmustur (Cizelge 4.6).

Aubert et al. (2012)’un Sprague-Dawley sicanlar1 ile yaptiklar1 ¢alisma sonucunda
metil, propil ve biitilparabenin memeli organizmalar {izerinde zararl bir etki verecek
oranda plazmada birikmedigi, emilimlerinin ¢ok iyi oldugu ve tamamen zararsiz kiigiik
metabolitlere parcalandiklari sonucuna varilmistir. Calismamizda elde ettigimiz veriler
1518inda, parabenlerin genotoksik etki goOstermemesinin nedenlerinden birinin de
yukaridaki ¢alismada belirtildigi gibi uyguladigimiz parabenlerin D. melanogaster’in
sindirim sistemi tarafindan kolayca emilimlerinin gergeklestirilip zararsiz kiiciik
metabolitlere par¢alanmalar1 ve organizmada biriktirilmeden disar1 atilmalari1 oldugunu

diisiinmekteyiz.

Literatiirde, koruyucu gida katki maddelerinin genotoksisitesi ile ilgili olarak kanat
benek testi kullanilarak yapilan ¢ok az calismaya rastlanmistir. Bu caligmalardan
birisinde, sodyum nitrit, sodyum nitrat, potasyum nitrit ve potasyum nitrat gibi
koruyucu gida katki maddelerinin, 25, 50, 75 ve 100mM’lik konsantrasyonlarda
genotoksik etkileri, D. melanogaster’de SMART ile arastirilmistir. Arastirma
sonucunda, 50, 75 ve 100mM’lik konsantrasyonlarda tiim uygulama gruplarinda kiigiik
tek tip, biiylik tek tip, toplam mwh ve toplam klon sayilarinda artiglarin oldugu ve bu
artiglarin da istatistiksel olarak pozitif (+) sonug¢ verdigi belirlenmistir. En diisiik
uygulama grubu olan 25mM’lik konsantrasyonda ise elde edilen bulgular ya negatif (-)
ya da Onemsiz (i) olarak degerlendirilmistir. Bununla birlikte, tiim bu maddelerin
karisimlarindan elde edilen uygulama grubunda, 25mM konsantrasyon da dahil tiim
konsantrasyonlarda genotoksik etkinin gozlendigi tespit edilmistir (Sarikaya and Cakir
2005). Ayrica, tim bu maddelerle yapilan Omiir uzunlugu deneylerinde, Ozellikle
75mM’lik konsantrasyonda, D. melanogaster’in ergin bireylerinde ortalama omiir
uzunlugunun kontrol grubuna goére 6nemli oranda kisaldig1 belirlenmistir (Sarikaya et

al. 2006). Yine, gida katki maddesi olarak kullanilan g¢esitli gida boyalarmnin da
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(tartrazin, amarant, sunset yellow, ponceu 4R, black pn, brilliant blue, pea gren ve
quinolin yellow) Omiir uzunlugunu hem disi hem erkek popiilasyonlarinda 6nemli

Olciide kisalttig1 tespit edilmistir (Uysal ve Semerdoken 2011; Semerddken 2012).

Schlatter et al. (1992)’un koruyucu katki maddelerinden potasyum sorbat, sodyum
sorbat ve 4,5-epoksi-2-heksenoik asitin olast genotoksik etkilerini SMART ile
arastirdiklar1 ¢calisma sonucunda, sadece 4,5-epoksi-2-heksenoik asitin zayif genotoksik
etkiye sahip oldugu, potasyum sorbat ve sodyum sorbatin ise genotoksik etki
gostermedigi belirlenmistir. D. melanogaster ile yapilan bir diger ¢alisma sonucunda,
koruyucu katki maddelerinden metil iirea genotoksik etki gostermezken sodyum nitritin
36mM konsantrasyonda zayif genotoksik etki gdsterdigi, metil iirea ve sodyum nitritin
birlikte uygulanmasi sonucunda ise genotoksik etkinin Onemli derecede arttig1
belirlenmistir (Guzman-Rincon et al. 1998). Bir diger ¢alismada, gidalarda koruyucu
katki maddesi olarak kullanilan benzoik asitin olasi genotoksik etkisi yine D.
melanogaster’de SMART ile arastirilmistir. Arastirma sonucunda, 72+4 saatlik trans-
heterozigot larvalara 50mM, 75mM ve 100mM konsantrasyonlarda uygulanan benzoik
asitin konsantrasyon artigina bagl olarak kanatlarda gozlenen toplam mutasyon oranini
kontrol grubuna gore artirdigr goézlenmistir (Sarikaya ve Solak 2003). Calismamizda
kullandigimiz parabenler (para-hidroksibenzoik asit), benzoik asitin tiirevlerinden birisi
olmasina karsin, daha yliksek konsantrasyonlarda (100mM, 150mM, 200mM ve
250mM) bile genotoksik etki gdzlenmemistir. Ayrica, yapilan literatiir taramalarimizda,
benzoik asitin genotoksik olmadigina dair birgok ¢alisma da bulunmaktadir (McCann et
al. 1975; Ishidate et al. 1984; Nakamura et al. 1987; Zeiger et al. 1987). Bu literatiir

bilgileri bizim ¢alismamiz ile de paralellik gostermektedir.

Graf et al. (1989) aralarinda sodyum nitrit gibi koruyucu gida katki maddelerinin de
bulundugu 30 adet kimyasal maddeyi D. melanogaster’de SMART ile genotoksik
acidan degerlendirmistir. Kronik beslenme sonrasinda sodyum nitrit, 72,5 mM’hk

konsantrasyonda genotoksik etkili bulunmustur.
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Koruyucu o6zellikteki katki maddelerinin disinda, yine gidalarda katki maddesi olarak
kullanilan gida boyalarindan tartrazinin genotoksik etkisi Drosophila’da SMART ile
Niraj et al. (1989) tarafindan arastirilmis ve tartrazinin hem mutajenik hem de
rekombinojenik etkiye sahip oldugu saptanmistir. Bagka bir calismada, 5 farkli gida
boyasinin (amarant, patent blue, karminik asit, indigotin ve eritrosin) olas1 genotoksik
etkileri yine D. melanogaster’de SMART ile arastirilmistir. Arastirma sonucunda,
karminik asit ve indigotinin negatif (-), eritrosinin ise Onemsiz (i) genotoksik etkiye
sahip oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte, 25mg/mL’lik konsantrasyonda patent
blue, 12,5, 25 ve 50mg/mL’lik konsantrasyonlarda ise amarantin pozitif (+)

genotoksisite gosterdigi tespit edilmistir (Sarikaya et al. 2012).

Calismamizin son boliimiinde, in vitro sartlarda kiiltiire edilmis insan periferal lenfosit
hiicrelerinde, kardes kromatid degisimi (KKD) ve mikroniikleus (MN) genotoksisite
testleri ile yaptigimiz deneyler negatif sonuc verse de, yiiksek konsantrasyonlarda
replikasyon indeksi (Cizelge 4.8) ve niikleer boliinme indeksi (Cizelge 4.12 ve 4.13)
oranlarinda anlamli diisiisler belirlenmistir. Ornegin distile su negatif kontrol grubunda
2,41+0,18 olan replikasyon indeksi oraninin propilparabenin en yiiksek uygulama
grubunda (1000pg/mL) 1,89+0,12ye kadar diistiigii tespit edilmistir (Cizelge 4.8). Yine
aym1 madde, distile su negatif kontrol grubunda 1,53+0,12 olan niikleer boliinme
indeksini 500pg/mL uygulama grubunda 1,25+0,21°e, 1000pg/mL uygulama grubunda
ise 1,20+0,21’e kadar diislirmiistiir. Tim bu verilerin p>0,01 diizeyinde istatistiksel
olarak anlamli oldugu ve Ozellikle propilparabenin yiiksek konsantrasyonlarda

genotoksik olmasa da sitotoksik etki gosterebilecegi sonucuna ulagilmistir.

Kisa siireli genotoksisite testleri olarak bilinen ve herhangi bir kimyasal maddenin
genotoksik olup olmadiginin belirlenmesinde kullanilan metodlarlardan birisi olan
kardes kromatid degisimi, kromozomlarda yapisal degisimle sonuglanmayan, replike
olan kromozomlarda, kromatidler arasinda homolog bolgelerin karsilikli degisimi olarak
tanimlanmaktadir (Carrona and Natarajan 1988; Tucker et al. 1993). Yapilan birgok
aragtirma ile mutajen ve kanserojen oldugu bilinen maddelere maruz kalan insan ve

hayvan hiicrelerinde, kardes kromatid degisimi frekansinin arttigi ve nokta
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mutasyonlarinin artis1 ile de kardes kromatid degisimi frekansi arasinda dogru orantili
bir iligkinin oldugu saptanmistir (Perry and Evans 1975; Carrano et al. 1978; Albertini
et al. 2000). Benzer bir iliskinin, kardes kromatid degisimi frekansinin artisiyla in vivo
timorlerin olusumu arasinda da oldugu bildirilmistir (Cheng et al. 1981). Ayrica,
yapilan pek cok arastirmayla, kardes kromatid degisimi frekansinda meydana gelen
artiglarin, kalict DNA hasarinin da birer gostergesi oldugu vurgulanmigtir (Palitti et al.
1982; Aksoy et al. 2006; Yiizbasioglu et al. 2008).

Kisa siireli genotoksisite testlerinden bir digeri olan mikroniikleus testinde, kimyasal
madde uygulamasi sonucunda meydana gelen mikroniikleuslarin, hiicrenin mitoz
boliinmesi sirasinda ortaya c¢ikan ve esas ¢ekirdege dahil olmayan, asentrik kromozom
fragmentlerinden ve/veya ig ipliklerinden ayrilarak kutuplara gé¢ edemeyen tam bir
kromozomdan olustuklar1 belirlenmistir (Fenech 2000). Fenech (2000)’e gore telofazda
ayr1 kalmis kromozomlar ve/veya fragmentlerin etrafinda ¢ekirdek zar tesekkiil etmekte
ve boylece ana niikleustan daha kii¢iik yapida mikroniikleuslar olugsmaktadir. Romagna
(1993) yaptig1 arastirma sonucunda, mikroniikleuslarin varliginin in vivo ve in vitro
genotoksik ajanlarin potansiyellerini agiklamada 6nemli rol oynadigini tespit etmistir.
Chauhan and Sundararaman (1990) mikroniikleus tasiyan hiicrelerin, sonraki mitotik
boliinmelerde poliploid ve andploid hiicrelere ve bunun sonucunda da mutasyona neden
olabileceklerini belirtmislerdir. Mamur (2009)’a gére mikroniikleuslu hiicrelerin orant,
kullanilan  kimyasal maddenin andjenik (kromozomlarin anafazda kutuplara
gidememesinden kaynaklanan, kromozom sayisinda hata meydana getiren etki) ve/veya
klastojenik (DNA/kromozom yapisinda hasara yol acan etkiler) etkisini gostermektedir.
Yapilan arastirmalar sonucunda, biiylik mikroniikleusun, bir kromozom kaybindan
kaynaklanan andjenik etkiyi, kii¢iilk mikroniikleusun ise genetik materyal kaybini

gosterdigi tespit edilmistir (Zengin et al. 2011).

Literatiirde, farkli koruyucu gida katki maddelerinin olasi genotoksik, toksik ve
mutajenik etkilerinin arastirildigi bir¢cok arastirma mevcuttur. Bu maddelerden birisi
olan bifenil ile yapilan bir ¢aligma sonucunda, maddenin artan konsantrasyona bagl

olarak kardes kromatid degisimi, kromozom anormalligi ve mikroniikleus frekanslarini
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negatif kontrol grubuna goére 6nemli oranda artirarak genotoksik, replikasyon indeksi ve
niikleer boliinme indeksi oranlarmi da Onemli oranda diisiirerek sitotoksik etki
gosterdigi belirlenmistir (Parlak 2007). Bu c¢alismada saptanan kardes kromatid
degisimi ve mikroniikleus sayisindaki artisin bifenilin  klastojenik etkisinden
kaynaklanabilecegi belirtilmistir. Bazi arastiricilar, klastojenik etkilerin ortaya
¢ikmasinda hiicrede bulunan topoizomeraz II (giraz) enziminin 6énemli rol oynadigini
tespit etmislerdir (Burden and Osheroff 1998; Miiller and Kasper 2000; Lynch et al.
2003). Burden and Osheroff (1998) baz1 kimyasal maddelerin memeli topoizomeraz 11
enziminin DNA kirilma ve yeniden birlesme siklusunu bozdugunu, bu maddelerin ya
enzimin katalitik etkisini yok ettiklerini ya da DNA ile gorevli enzimler arasindaki
normal olan gecici ayrilmalari devamli kilarak DNA’da ¢ift iplik kiriklarma sebep
olduklarin1 bildirmislerdir. Ayrica bagka arastiricilar da c¢esitli gida koruyucu
maddeleriyle yapmis olduklar1 ¢aligmalarinda, bu maddelerden bazilarinin kromozom
aberasyonlarin1 ve kardes kromatid degisimini uyardigini, bazilarinin da uyarmadigini
saptanmuglardir. Ornegin Basler et al. (1987) propiyonik asitin genotoksik aktivitesini
arastirmak tizere, SOS kromotesti, Salmonella/mikrozom testi, E.coli tamir testi, in vitro
kardes kromatid degisimi testi ve in vivo mikroniikleus testlerini uygulamislardir.
Yapilan tiim testler negatif sonu¢ vermis ve bu sonuglara gore aragtirmacilar, propiyonik
asitin mutajenik olmadigina karar vermislerdir. Vernole et al. (1988) benzoik asitin
potasyum tuz formlarmnin insan periferal lenfositlerinde kardes kromatid degisimi ve
kromozom aberasyonu iizerine etkilerini arastirmiglar ve sonugta benzoik asitin kardes

kromatid degisimi ve kromozom aberasyonu oranlarini artirmadigini1 bulmuslardir.

Baska bir calismada, yine antimikrobiyal katki maddelerinden olan sodyum propiyonat,
potasyum propiyonat ve kalsiyum propiyonatin genotoksik etkileri, Allium cepa kok ucu
hiicrelerinde incelenmistir. Calisilan katki maddelerinin 1000, 1500, 2000, 2500 ve
3000ug/mL’lik konsantrasyonlar1 24, 48 ve 72 saat siire ile Allium cepa kok ucu
hiicrelerine uygulanmistir. Sonug olarak, tim katki maddelerinin Allium cepa kok ucu
hiicrelerinde; kromozom kiriklarina, C-mitoza, yapisikliga, anafaz kopriilerine ve

mikroniikleus olusumuna sebep oldugu bulunmustur. Ayrica yine bu maddelerin,
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konsantrasyon ve uygulama siiresi artisina paralel olarak kromozomal anormallik

frekansini artirdig1 ve mitotik indeksi diisiirdiigii belirlenmistir (Tiirkoglu 2008).

Yapilan bir ¢aligmada, koruyucu katki maddesi olarak gidalarda siklikla kullanilan sitrik
asit, fosforik asit ve kalsiyum propiyonatin in vitro genotoksik etkileri, insan periferal
lenfositlerinde kromozom aberasyonlar1, kardes kromatid degisimi, mikroniikleus ve
komet testleri kullanilarak arastirilmistir. Calisma sonucunda, kullanilan katki
maddelerinin tiimiiniin kromozom aberasyonlari, kardes kromatid degisimi ve
mikroniikleus frekanslarini kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde
artirdigi, komet testinde ise, primer DNA hasarmin sitrik asitin en yiiksek dozunda,
diger uygulamalarda ise hemen hemen tiim dozlarda kontrole gére anlamli oranda artis
gosterdigi belirlenmistir. Ayrica mitotik indeks, tim uygulamalarda kontrole gore
anlaml diisiis gosterirken replikasyon indeksi ve niikleer boliinme indeksi, ¢calismada
kullanilan maddelerden herhangi bir sekilde etkilenmemistir. Elde edilen bulgular,
calismada kullanilan maddelerin in vitro kiiltiire alinmis ve izole edilmis insan
lenfositlerinde klastojenik, mutajenik ve sitotoksik etkili oldugunu ayrica primer DNA
hasarini indiikledigini gostermistir (Yilmaz 2008). Ayni testler kullanilarak yapilan bir
diger calisma sonucunda, gidalarda antimikrobiyal katki maddesi olarak kullanilan
sodyum sorbat ve potasyum sorbatin kardes kromatid degisimi frekansini artirdigi ancak
mikroniikleus frekansini sadece sodyum sorbatin etkiledigi belirlenmistir. Bununla
birlikte, her iki maddenin de replikasyon indeksi ve niikleer bliinme indeksi oranlarini
etkilemedikleri, ancak komet testi ile primer DNA hasarin1 énemli oranda artirdiklari

tespit edilmistir (Mamur 2009).

Bir diger calismada, gidalarda yapay tatlandirici olarak kullanilan maltitolun insan
periferal lenfositlerinde genotoksik etkileri arastirilmigtir. Arastirma sonucunda
maltitolun, kardes kromatid degisimi ve mikroniikleus sayisini istatistiksel olarak
onemli derecede artirdifi, ancak kromozom aberasyonlari, replikasyon indeksi ve
mitotik indeksi etkilemedigi tespit edilmistir. Sonug¢ olarak maltitolun insan
lenfositlerinde zayif genotoksik risk tasidigi, fakat sitotoksik etkiye sahip olmadig:
belirtilmistir (Canimoglu 2005). Bununla birlikte, unda beyazlatma maddesi olarak
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kullanilan benzol peroksitin olas1 genotoksik etkisinin insan periferal lenfositlerinde in
vitro olarak arastirildigi g¢alisma sonucunda, benzol peroksitin sadece yiiksek
konsantrasyonlarda (75 ve 100pg/mL) kardes kromatid degisimi, mikroniikleus ve
kromozom aberasyonlar1 degerlerini artirdig1, replikasyon indeksi ve mitotik indeksi de
diistirdiigii belirlenmistir (Yavuz 2005). Giri et al. (2002) kromozomal anormalliklerin
kimyasal maddelerde bulunan alkilleyici 6zellikten kaynaklandigini, alkilleyici ajanlarin
da DNA hasarina yol actigini belirtmislerdir. Kimyasal maddelerin mutajenik
aktivitesinin onlarin molekiil yapisindaki alkil ve fosforil gruplarini tagiyan elektrofilik
kismin DNA’daki niikleofilik kisma baglanabilme kapasitesine bagli olabilecegi
belirtilmistir (Giri et al. 2002). Yapilan bir¢ok arastirma sonucunda, kromozomal
anormalliklerin olugsmasinda hiicre siklusunun G; fazinin ¢ok Onemli oldugu
bildirilmistir. Aslinda olusabilecek DNA hasarinin biiyiik bir kismi, hiicre siklusunun
G, fazinda tamir edilebilmektedir (Rani and Rao 1991; Burim et al. 2001; Celik 2003).
Ancak yapilan c¢alismalar sonucunda, kromozomal anormalliklerin artmast DNA
tamirinin yapilmadigi, yanlis yapildig1 veya engellendigi seklinde yorumlanmaktadir.
DNA sentezi esnasinda, ¢esitli kimyasal maddelerin mutajenik etkilerine bagli olarak
olusan zincir kiriklari veya G; fazinin bloke olmasi kromozomal anormalliklerin

olusmasina neden olmaktadir.

Mpountoukas et al. (2008) antimikrobiyal katki maddeleri olan potasyum sorbat,
sodyum benzoat ve potasyum nitritin sitogenetik etkilerini, insan lenfositlerinde
incelemiglerdir. Arastiricilar, potasyum sorbatin 4 ve 8mM’lik konsantrasyonlarda,
sodyum benzoatin ise 8mM’lik konsantrasyonda kardes kromatid degisimi frekansini
kontrol grubuna gore onemli miktarda artirdiini, potasyum nitritin ise kullanilan

konsantrasyonlarda herhangi bir genotoksik etki gostermedigini belirlemislerdir.

Baska bir c¢alismada, farkli konsantrasyondaki (50, 100, 200 ve 500ug/mL) benzoik
asitin genotoksik ve sitotoksik etkileri, insan periferal lenfositlerinde arastirilmistir.
Arastirma sonucunda, benzoik asitin 6zellikle yiliksek konsantrasyonlarda (200 ve
500pg/mL) kromozom aberasyonu, kardes kromatid degisimi ve mikroniikleus

frekanslarini kontrol grubuna gore dnemli oranda artirdigi, mitotik indeksi disiirdiigi
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ancak replikasyon indeksi ve niikleer boliinme indeksi iizerine herhangi bir etki
gostermedigi tespit edilmistir. Arastirmacilar, benzoik asitin insan lenfositlerinde zay1f
genotoksik etki gosterip toksik etkinin ancak c¢ok yiiksek konsantrasyonlarda
gozlenebilecegini vurgulamislardir (Yilmaz et al. 2009). Bununla birlikte literatiirde
benzoik asitin genotoksik olmadigina dair bir¢ok ¢alisma da mevcuttur (McCann et al.
1975; Ishidate et al. 1984; Nakamura et al. 1987; Zeiger et al. 1987). Bizim
calismamizda kullandigimiz parabenler (para-hidroksibenzoik asit) de benzoik asitin
tiirevlerinden birisi olmasina karsin, tip ki SMART ile elde edilen sonuglarda oldugu
gibi, kardes kromatid degisimi ve mikroniikleus testleri ile de genotoksik etkili
bulunmamistir (Cizelge 4.7-4.10 ve Cizelge 4.11-4.14). Bununla birlikte, insan kani
periferal lenfosit hiicreleri ile yaptigimiz 6n denemelerde yiliksek konsantrasyonlarda
paraben uygulamas: sonucunda cesitli sitotoksik etkiler gdzlenmistir. Ozellikle
1000pg/mL uygulamanin daha iizerinde, 6rnegin 1250, 2000 ve 3000ug/mL gibi
uygulama gruplarinda yeterli hiicre c¢ogalmasit saglanamamis ve bu nedenle
calismalarimizda daha diisiik konsantrasyonlar (125, 250, 500 ve 1000pg/mL) tercih
edilmistir (B6lim 3.2.2.a). Yapilan aragtirmalar sonucunda, kimyasal maddelerin hiicre
enerji iretim merkezlerinin fonksiyonlarini baski altinda tutarak ATP sentezinin
azaltildigi ve bunun sonucunda hiicre béliinmesinin yavaslayip sitotoksik etkilerin
ortaya ¢iktig1 tespit edilmistir (Epel 1963; Jain and Andsorbhoy 1988). Baz1 arastiricilar
da kimyasal maddelerin in vitro sitotoksik etkilerinin DNA ¢ift iplik kiriklarinin
olugsmasina bagli olarak ortaya ¢iktigini bildirmislerdir (Vock et al. 1998; Kirkland and
Miiller 2000).

Kogak (2005) sitrik asitin in vivo genotoksik etkisini Tinca tinca (Pisces: Cyprinidae)
eritrositlerinde mikrontikleus testi ile arastirmistir. Arastirici, sitrik asitin 200, 300 ve
400pg/mL’lik dozlarmi kullanmig ve uygulama gruplarinin tamaminda mikroniikleus
olusumunun kontrole gore onemli oranda arttigini1 belirtmistir. Buna karsin, bir bagka
koruyucu gida katki maddesi olan potasyum sorbat ile farelerde, sicanlarda,
Salmonella’da ve memelilerde yapilan mutajenite ve genotoksisite testleri negatif sonug
vermistir (Munzner et al. 1990; Jung et al. 1992; Schiffman and Schlatter 1992; Sasaki
et al. 2002). Ayrica potasyum sorbat, sodyum benzoat ve potasyum nitratin insan
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periferal lenfosit hiicrelerinde hicbir sitotoksik etki gostermedigi sadece potasyum
sorbat ve sodyum benzoatin yiiksek konsantrasyonlarda zayif sitostatik ve genotoksik
etki gosterdigi belirlenmistir (Mpountoukas et al. 2008). Bu sonuglar, ¢alismamizin
ikinci bolimiinde insan lenfosit hiicreleri ile yaptigimiz in vitro deneylerden elde
ettigimiz sonuglarla benzerlik gostermektedir. Soyle ki, ¢alismamizda kullandigimiz
parabenlerden sadece propilparaben ve biitilparaben en yiiksek konsantrasyonda
(1000pg/mL) hem replikasyon indeksi hem de niikleer bolinme indeksi degerlerini
onemli oranda azaltmis, ancak metilparaben ve etilparaben uygulama gruplarinda bdyle
bir etkiye rastlanilmamistir (Cizelge 4.8, Cizelge 4.12 ve Cizelge 4.13). Wilson III and
Thompson (2007) kardes kromatid degisiminin olusum mekanizmasinda, DNA tek
zincir kiriklarmin etkin bir rol oynadigini ve 6zellikle DNA’da ¢apraz baglanmalara yol
acan kimyasal maddelerin, kardes kromatid degisimi frekansini artirdigini
belirtmislerdir. Ayni arastirmacilar, DNA tek zincir kiriklarinin 6nlenmesinde gorev
alan XRCC1, PARP-1 ve DNA LIG3 gibi proteinlerin fonksiyonlarinda meydana gelen
bozukluklarin da kardes kromatid degisimine neden olabilecegini vurgulamislardir.
Bununla birlikte, mikrotiibiillerin diizenlenmesinde gorev alan biiyiik bir sitozolik
fosfoprotein olan OP18/statmin aktivitesinin, bu tiir koruyucu gida katki maddelerinin
ya da bunlarin metabolitlerinin etkisiyle engellenmesi ile sitotoksik etkilerin ortaya

cikabilecegi bildirilmistir (Wang et al. 2005).

Erdogan (2008) koruyucu gida katki maddesi olarak kullanilan sodyum metabisiilfit,
potasyum metabisiilfit, sodyum propionat, potasyum propionat ve kalsiyum propionatin
Allium cepa’ da mitoz boliinme, kromozomlar ve DNA miktari {izerine olan etkilerini
aragtirmistir.  Arastirma sonucunda, kullanilan tiim maddelerin mitotik safhalarin
oranlarin1 degistirdigini ve bu degisimlerin kullanilan kimyasal maddenin dozlarina
bagli olarak S fazindaki DNA sentezinin inhibisyonundan ve/veya ig ipligi
formasyonunun bloke olmasindan kaynaklanabilecegi vurgulanmistir. Bununla birlikte
bir¢ok arastirmaci, kimyasal maddelerin mitotik indeks veya rekombinasyon indeksi
lizerine etkilerinin, mitoza giren hiicrede G, asamasinin bloke edilmesinden (Van’t Hof
1968) veya ATP seviyesinin diislisiine bagli olarak enerji iiretim merkezlerinin

baskilanmasindan (Epel 1963; Jain and Andsorbhoy 1988) ya da replikasyonda gorevli
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DNA polimeraz ve mitotik ig ipliklerinin sentezinde etkili olan ¢esitli enzim yapilarinin
bozulmasindan kaynaklanmis olabilecegini belirtmislerdir (Hidalgo et al. 1989;
Yiizbasioglu et al. 2006). Ayrica, bolinen hiicre sayisindaki azalmanin, uygulanan
kimyasal maddelerin mitodepresif etkilerinden kaynaklandigi da diistiniilmektedir.
Schulze and Kirschner (1986)’a gore, mitodepresyon ayni zamanda DNA ve ¢ekirdek
proteinlerinin sentezini de engellemektedir. Yapilan bircok arastirma sonucunda
uygulanan kimyasal maddelerin daha ¢ok interfazin S ve G, alt fazlarinda genotoksik
etki gosterdikleri ve bu nedenle diger fazlara gegebilen hiicre sayisinda azalmalarin

oldugu belirlenmistir (Salehzadeh et al. 2003; Kwankua et al. 2010).

Tiirkoglu (2008) yaptig1 calisma sonucunda, kimyasal madde maruziyetinden sonra
mitotik asamalarin etkilendigini, profaz indeksinde artis olurken metafaz ve anafaz-
telofaz indekslerinde diislislerin oldugunu belirlemistir. Benzer sonuglarin elde edildigi
diger calismalar sonucunda gozlenen bu etkinin CHFR (profaz/metafaz arasi kontrol
noktasi) noktasindan kaynaklandigi belirlenmistir (Liman et al. 2011). Scolnic and
Halazonetis (2000) CHFR’yi, mitotik strese yanit olarak, hiicrelerin metafaz safthasina

girmesini geciktiren bir denetim noktasi olarak tanimlamiglardir.

Matthews et al. (1956)’nin fare, sigan ve kopeklerle yaptiklar1 akut ve kronik toksisite
caligmalar1 sonucunda, parabenlerin ¢ok diisiik oranda toksisite gosterdikleri ancak
gidalarda koruyucu madde olarak giivenli bir sekilde kullanilabilecekleri belirtilmistir.
Anderson (2008) etilparaben ve metilparabenin Cin hamster yumurtalik hiicrelerinde
kromozomal aberasyonlar1 artirmasina karsin genel olarak mutajen olmadiklarini ifade
etmistir. Aymi yazar, parabenlerin alerjik biinyeli kisiler disinda herhangi bir yan

etkisinin olmadigini da vurgulamistir.

Parabenler son 50 yildir gida, kozmetik ve ilag sanayinde oldukca yaygin olarak
kullanilmaktadir. Genis bir aktiviteye sahip olmasi, diisilk maliyeti ve emniyetle uzun
stiredir kullaniliyor olmas1 bu bilesenleri antimikrobiyal koruyucu katki maddesi olarak
oldukca popiiler bir konuma getirmistir. Giiniimiizde bir¢ok maya, kiif ve bakteri

cesidine karst sikca kullanilmalarina karsin parabenlerin bu organizmalar {izerindeki
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etki mekanizmalar1 tam olarak aydinlatilamamistir. Ancak, genel olarak
mikroorganizmalarin zar gecirgenligini ya da mitokondriyal fonksiyonlarin1 bozarak
etki gosterdikleri diistiniilmektedir (Sox 1997). Bununla birlikte yapilan bir ¢alismada,
parabenlerin E. coli’de mekanosensitif kanallarla etkilesime girerek bakteriyel osmotik
gradiyenti bozdugu (Nguyen et al. 2005), bir baska ¢alismada da metabolizmada 6nemli
gbrevi olan serin aminoasitinin hiicre zarindan alimini inhibe ederek etki gosterdikleri
bildirilmistir (Freese et al. 1973). Parabenlerin antimikrobiyal etkilerine ragmen insan
meme kanser dokusunda tespit edilmesinden sonra, kanser ile olan iligkisi yogun bir
arastirma konusu halini almistir (Byford et al. 2002; Darbre and Harvey 2008; Martin
et al. 2010). Bununla birlikte parabenlere hicbir sekilde maruz kalmamis eriskin erkek
ve kadinlarin idrarinda paraben bulgularina rastlanmasi, bu maddelerin Onceki
temaslarla viicutta biriktigini gostermektedir (Xiaoyun et al. 2006). Tiim bu sonuglar
parabenlerin, antimikrobiyal koruyucular olarak gilivenle kullanimi konusunda bazi

kaygilar giindeme getirmistir.

Bir¢ok arastirmaci, parabenlerin yan etkilerinin 6zellikle Ostrojenik aktivitelerinden
kaynaklandigini ileri siirmiislerdir. Ostrojenler, uterus dokusunun biiyiimesini ve hiicre
proliferasyonunu saglayan biliyiime hormonunun iretimini (Leung et al. 2004) ve
insiilin benzeri biiylime faktorii 1 (IGF-1) yolunun aktivasyonunu diizenlerler (Kahlert
et al. 2000). Bu nedenle, uterus kiitlesindeki artig Ostrojenik aktivitenin giivenilir bir
gostergesi olarak kabul edilmektedir. Parabenlerin Ostrojenik aktiviteleri de 6zellikle
uterotropik testler vasitasiyla in vivo olarak bir¢ok ¢alismayla gosterilmistir (Lemini et
al. 1997; Routledge et al. 1998; Kawaguchi et al. 2009). Ovaryumlari alinmis ve
erginlesmemis fare ve siganlara subkutan biitilparaben uygulamasi ile uterus kiitlesinde
artisin meydana geldigi bildirilmistir (Lemini et al. 2004). Yapilan bir diger ¢alismada
isobiitilparaben ve benzilparabenin de olgunlasmamis farelerde uterus kiitlesini artirdigi
tespit edilmistir (Darbre et al. 2002, 2003). Ayrica baliklarda yapilan galismayla
parabenlerin Ostrejenik aktivitenin bir baska gostergesi olan plasma vitellojen
miktarinda da artisa neden oldugu bulunmustur (Pedersen et al. 2000). Bununla birlikte,
son yillarda CF-1 ve CD-1 fareleri ile yapilan uterotropik deneyler sonucunda

biitilparabenin uterusun ne 1slak ne de kuru agirlig1 ilizerine herhangi bir etkisinin
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olmadig1 belirlenmistir (Shaw and de Catanzaro 2009). Yapilan diger arastirmalarla,
tim paraben tilirlerinin belli bir Ostrojenik aktiviteye sahip olduklari, ancak bu
aktivitenin dogal bir Ostrojen olan ve bu tiir caligmalarda pozitif kontrol olarak
kullanilan 17B-estradioliin aktivitesinden 1 000 ila 1 000 000 kati1 kadar daha diisiik
oldugu bildirilmistir (Van Meeuwen et al. 2008; Vo and Jeung 2009; Vo et al. 2010).
Bununla birlikte yapilan pek ¢ok arastirma ile parabenlerin Ostrojenik aktivitesinin,
insan saghgr agisindan tehdit edici derecede dnemli olmadig1 sonucuna da varilmistir

(Witorsch and Thomas 2010; Scialli 2011).

Propilparaben ve biitilparaben ile yapilan diger ¢alismalar ile bu parabenlerin, geng
erkek sicanlarda diisiik ortalama epididim ve seminal vezikiil agirliklar, diisiik sperm
tiretimi, diisiik testosteron diizeyleri gibi olumsuz iireme etkilerine neden olabilecegi
belirtilmistir (Oishi 2001, 2002). Ancak ilerleyen yillarda baska deney hayvanlariyla
yapilan ¢alismalarla parabenlerin {ireme organlari iizerine olumsuz etkilerinin olmadig:

da tespit edilmistir (Hoberman et al. 2008; Shaw and de Catanzaro 2009).

Parabenler i¢in aslinda en ilging arastirma sonuglari, cesitli bitkilerden ve hayvansal
organizmalardan elde edilmistir. Soyle ki; yapilan bir ¢alismada, havug koklerinde
800ug/gr kadar parabenin dogal olarak bulundugu ve bitki tarafindan dogal yollarla
sentezlendigi tespit edilmistir (Sircar et al. 2007). Baska bitki tiirleri tizerinde yapilan
arastirmalar sonucunda da arpa, ¢ilek, siyah {liziim, seftali, havug, sogan ve mango gibi
bitkilerde p-hidroksibenzoik asit (paraben) ve tiirevlerinin bulundugu belirlenmistir
(Bach et al. 1993; Viitanen et al. 2004). Parabenlerin bitkilerde bakteriyel veya mantar
enfeksiyonlarina karsi ortak bir savunma iiriinli oldugu, ayrica bakterilerde, boceklerde,
an stitiinde ve disi kopeklerin vajinal salgilarinda da bulundugu yapilan arastirmalarla
aci1ga cikarilmistir (Ishiwata et al. 1995; Peng et al. 2006; Godfrey 2010; Dweck 2011).
Buradan da anlasilacag: iizere, milyarlarca insan bu bitki ve meyveleri yemek suretiyle

parabenlere dogal olarak her giin maruz kalmaktadir.

Bu calismayla gida, ilag ve kozmetik sanayinde sik¢a kullanilan koruyucu katki

maddelerinden parabenlerin belirtilen dozlarda kullanildiginda, genotoksik etki
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gostermedigi  ancak yiiksek konsantrasyonlarda toksik etki gdsterebilecegi
belirlenmigtir. Parabenlerin tliketilen gidalarla birlikte, her giin farkli yollarla viicut
igerisine girdigi diisiiniildiiglinde bu maddelere ve tiim katki maddelerine kars1 dikkatli
olunmasi ve en azindan tiikettigimiz irlinlerin igeriklerini bilerek hareket etmemiz

gerektigini diigiinmekteyiz.
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