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OZET
SODIUM LAURYL SULFATE (SLS) VE SODIUM LAURETH SULFATE (SLES)
70°IN GENOTOKSIK ETKISININ /N VITRO YONTEMLER iLE ARASTIRILMASI

Burcu Ummihan BALCI

Biyoloji Anabilim Dali
Molekiiler Biyoloji Bilim Dal1

Eskisehir Teknik Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Ocak 2021
Danisman: Prof. Dr. Berrin AYAZ TUYLU

Sodium lauryl sulfate (SLS) ve Sodium laureth sulfate (SLES), giinliikk hayatta
kullanilan bir¢ok iirtinde bulunan anyonik yiizey aktif maddelerdir. Bu ¢calismada SLS ve
SLES 70’in genotoksik etkileri, saglikli insan lenfosit hiicreleri iizerinde in vitro olarak
yapilan CBMN testi, Comet testi ve HPRT testi ile arastirilmistir.

Elde edilen bulgularda; SLS’nin %6 ve SLES 70’in %0,10 konsantrasyonlarindan
daha yiiksek dozlar1 saglikli insan lenfosit hiicreleri tizerinde toksik etkiler olugturmus,
SLS’nin %6 ve SLES 70’in %0,10 konsantrasyonlar1 ise mikroniikleus olusumunu
artirarak klastojenik bir aktivite gdstermistir. SLS nin %6, %4 ve %2 konsantrasyonlari
ile SLES 70’in %0,10, %0,08 ve %0,06 konsantrasyonlart Comet parametrelerinden
kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti degerlerini, spontan degerine
gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiikselterek iplik kirilmalar1 seklinde DNA
hasarlarina yol agmistir. SLS’ nin %6 ve %4 konsantrasyonlari ile SLES 70’in %0,10 ve
9%0,08 konsantrasyonlart HPRT testinde orta diizeyde gen mutasyonuna neden olmustur.
Bu deney bulgularina gére, SLS ve SLES 70’in in vitro kosullarda saglikli insan lenfosit
hiicreleri ilizerinde, doza ve siireye bagl olarak sitotoksik ve genotoksik etkilere sahip
olabilecegi sonucuna varilmistir. Bu sonuglarin daha ileri ¢aligmalarla desteklenmesi

ongoriilmektedir.

Anahtar Sozciikler: CBMN testi, Comet testi, HPRT testi, Sodium Lauryl Sulfate (SLS),
Sodium Laureth Sulfate (SLES) 70.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF GENOTOXIC EFFECTS OF SODIUM LAURYL SULFATE
(SLS) AND SODIUM LAURETH SULFATE (SLES) 70 WITH IN VITRO
METHODS

Burcu Ummihan BALCI

Department of Biology
Programme in Molecular Biology
Eskisehir Technical University, Institute of Graduate Programs, January 2021
Supervisor: Prof. Dr. Berrin AYAZ TUYLU

Sodium lauryl sulfate (SLS) and Sodium laureth sulfate (SLES) are anionic
surfactants found in many products used in daily life. In this study, the genotoxic effects
of SLS and SLES 70 were investigated by in vitro CBMN assay, Comet assay and HPRT
assay on healthy human lymphocyte cells.

In the findings obtained; doses higher than 6% of SLS and 0.10% of SLES 70 had
toxic effects on healthy human lymphocyte cells, while 6% of SLS and 0.10% of SLES
70 showed a clastogenic activity by increasing micronucleus formation. 6%, 4% and 2%
concentrations of SLS and 0.10%, 0.08% and 0.06% concentrations of SLES 70 increased
the tail length, tail intensity and tail moment values with Comet parameters statistically
significantly compared to the spontaneous value and caused DNA damage in the form of
strand breaks. 6% and 4% concentrations of SLS and 0.10% and 0.08% concentrations of
SLES 70 caused moderate gene mutation in the HPRT assay. According to these
experimental findings, it was concluded that SLS and SLES 70 may have cytotoxic and
genotoxic effects on healthy human lymphocyte cells in vitro, depending on the dose and

time. It is envisaged that these results will be supported by further studies.

Keywords: CBMN assay, Comet assay, HPRT assay, Sodium Lauryl Sulfate (SLS),
Sodium Laureth Sulfate (SLES) 70.
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1. GIRIS

Bilinen en eski insan yapimi yiizey aktif madde sabundur. Siimerlere ait tabletler
incelendiginde M.O. 2500 yilinda sabun iirettikleri ve sabun hazirlama prosediirlerini
ayrintili olarak anlattiklar1 goriilmiistiir. Araplar ise daha sert sabunlar hazirlayarak sabun
yapma sanatini tiim Akdeniz tilkelerine yaymislardir (Verbeek, 1987, s. 1-4).

Antik Roma'da sabun olarak kullanilan yiizey aktif maddeler, glinimiizde artik
sadece temizlik triinlerinde kopiik olusturucu olarak degil, ¢oziindiriicii ajanlar,
emiilgatorler, bugulanmay1 Onleyici ve leke giderici ajanlar gibi ¢esitli islevlerde
kullanilmaktadirlar. Ayrica kozmetiklerde, yag ve su gibi karismayan sivilarin esit bir
sekilde karismasini saglayarak cilde ve saga niifuz etmesine yardimci olurlar. Kozmetik
iiriinlerinin yillarca stabil tutulabilmelerini saglayabildiklerinden dolay1 kozmetik sektorii
icin vazgegilmezdirler (Nakama, 2017, s. 231-244).

Diinyada yilda 15 milyon ton yiizey aktif maddenin tiretildigi tahmin edilmektedir
ve lretilen ylizey aktif maddelerin yaklasik yarist sabunlar i¢in kullanilmaktadir
(Kosswig, 2000).

Cok sayida ylizey aktif madde temizlik ve kozmetik iiriinlerinin bilesenleri olarak
insanlar tarafindan kullanilmakta olup yanliglikla yutulabilirler.

Kaza sonucu olusan zehirlenmeler Ozellikle cocuklar ve ergenler arasinda
yaygindir. Evde temizlik maddelerinden dolay1 bir¢ok zehirlenme meydana gelir. Bu
zehirlenmelerin cogu toksik olmamakla birlikte, toksik etki gosterenleri de vardir. Her yil
yaklagik 830 bin c¢ocuk bu tarz zehirlenmelerden otiirii Slmektedir (Litovitz ve
Manoguerra, 1992, s. 999-1006; WHO, 2008).

Insanlar giinliik yasamda birgok kimyasal maddenin mutajenik ve karsinojenik
etkisine maruz kalirlar ve bunlarin insan genomundaki etkilerini tespit etmek gerekir.
Bunun i¢in genotoksisite testleri gelistirilmistir. Cesitli in vivo ve in vitro genotoksisite
testleriyle DNA tek ve c¢ift sarmal kirilmalari, nokta mutasyonlari, delesyonlar,
kromozomal sapmalar, mikroniikleus olusumu, DNA onarimi ve hiicre dongiisii
etkilesimleri gibi farkli u¢ noktalar tespit edilebilir (Ng vd., 2010; Yiizbasioglu, Zengin
ve Unal, 2014, s. 179-186).

Bu ¢alismada, anyonik yiizey aktif maddesi olan Sodium Lauryl Sulfate (SLS) ve
Sodium Laureth Sulfate (SLES) 70’in saglikli insan lenfosit hiicrelerindeki klastojenik
aktivitesi CBMN (Sitokinez Bloklama Mikroniiklues) testi ile, DNA tek ve ¢ift ipligi

tizerindeki genotoksik etkileri Comet (Tek Hiicreli Jel Elektroforezi) testi ile, gen



mutasyonuna neden olma etkisi ise HPRT (Hipoksantinguanin Fosforibosiltransferaz)
testi ile arastirilmistir. Bu testler saglikli insan lenfosit hiicreleri tizerinde in vitro olarak
uygulanmis ve elde edilen sonuclar insan saghigi bakimindan karsilastirmali olarak

yorumlanip degerlendirilmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER
2.1. Yiizey Aktif Maddeler

Yiizey aktif maddeler, ¢oziicliler icinde kendiliginden birbirine baglanarak
bilesenlerin homojen ve stabil bir karisim haline gelmesini saglarlar (Miyake ve
Yamashita, 2017, s. 389-414).

Yiizey aktif maddeler, temizlik maddelerinde kopiik olusturucu, gida, plastik,
kagit, deri endiistrisinde ve insaat malzemelerinde emiilgator, bitkilerde bocek oldiiriicii
olarak, tarimda giibre topaklanmasini onleyerek toprakta giibrenin esit dagilimini ve
tekstilde kumasin boyayr daha iyi emmesini saglamak i¢in, boyalar ve cilalarda
dispersiyon derecesini ve stabilitesini artirmada, fotograf endiistrisinde 1slatma ajan1 ve
metal isleme endiistrisinde korozyon 6nleyici olarak, elektrokimyasal islemlerde kirlerin
uzaklastirilmasinda, yapistiricilarda yapistiricilarin yiizeye hizli bir sekilde yayilmasini
saglamak i¢in ve ¢imento endiistrisinde ise dispersan olarak kullanilir (Piorr, 1987, s. 5-

22).

2.2. Yiizey Aktif Maddelerin Yapisi

Yiizey aktif maddeler genellikle amfifilik olan organik bilesiklerdir. Yani hem
hidrofobik gruplar1 (kuyruklar1) hem de hidrofilik gruplar1 (kafalari) igerirler (Kosswig,
2000). Bu nedenle, bir yiizey aktif madde hem suda ¢oziinmeyen (yagda ¢oziinen) bir
bilesen hem de suda ¢6zilinen bir bilesen igerir. Yiizey aktif maddeler su i¢inde yayilir ve
su ile yagin karigmasi durumunda yag ile su arasindaki araylizde adsorbe olurlar.
Hidrofobik grup su fazindan yag fazina uzanabilirken, hidrofilik grup su fazinda kalir

(Harris, 2019). Yiizey aktif maddelerin yapist Sekil 2.1°de gosterilmistir.

Nonionic

Anionic

Cationic

soal

Amphoteric

Sekil 2.1. Yiizey aktif maddelerin yapisi (hitp-1)
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2.3. Yiizey Aktif Maddelerin Siniflandirilmasi

Yiizey aktif maddeler, polar bas grubuna gore siiflandirilirlar. Bunlar anyonik
ylizey aktif maddeler, iyonik olmayan yiizey aktif maddeler, katyonik yiizey aktif
maddeler ve zwitteriyonik ylizey aktif maddelerdir (Harris, 2019).

2.3.1. Anyonik yiizey aktif maddeler

Anyonik yiizey aktif maddeler organik maddelerdir. Bu ylizey aktif maddeler suda
¢Oziindiiglinde negatif yiiklii pargaciklar yani anyonlar olusur (Beringer ve Kurz, 2011, s.
360-386).

Anyonik ylizey aktif maddeler, siilfonat, fosfat, siilfat ve karboksilatlar gibi
baslarinda anyonik fonksiyonel gruplar igerir. Sodium Lauryl Sulfate ve Sodium Laureth
Sulfate baslica anyonik yiizey aktif maddelerdir (Harris, 2019).

Anyonik ylizey aktif maddeler, ticari deterjan iiriinleri olarak kullanilan en yaygin
ylizey aktif maddelerdir. Yiizey gerilimini disiirerek deterjani, 1slanmayr ve

emiilsifikasyonu desteklerler (Pulce ve Descotes, 1996, s. 683-702).

2.3.2. Iyonik olmayan yiizey aktif maddeler

Iyonik olmayan yiizey aktif maddeler, elektriksel olarak yiiklii olmayan polar bas
gruplarina sahip ylizey aktif maddelerdir (Bastian, 2017, s. 421-444).

Iyonik olmayan yiizey aktif maddeler, anyonik yiizey aktif maddelere gore su
sertligine daha az duyarhdirlar ve daha az kopiiriirler. Iyonik olmayan yiizey aktif
maddelerin arasindaki farklar ¢ok azdir ve se¢cim Oncelikle bu maddelerin verimlilik,
toksisite, dermatolojik uyumluluk, biyolojik olarak parcalanabilirlik, gidada kullanim izni

gibi 6zellikleri dikkate alinarak yapilir (Kosswig, 2000).

2.3.3. Katyonik yiizey aktif maddeler

Katyonik yiizey aktif maddeler, pozitif yiiklii bir bag kismindan olusur (Pulce ve
Descotes, 1996, s. 683-702).

Setrimonyum Bromiir ve Dioktadesildimetilamonyum Bromiir baslica kullanilan

katyonik yiizey aktif maddelerdir (Harris, 2019).



2.3.4. Zwitteriyonik yiizey aktif maddeler

Zwitteriyonik yiizey aktif maddeler, ayn1 molekiile bagli hem katyonik hem de
anyonik merkezlere sahiptir. Cogu, bir amin veya amonyum ile bir fosfat anyonuna

sahiptir (Harris, 2019).

2.4. Cahsmada Kullanilan Yiizey Aktif Maddeler ve Bu Maddelerle Yapilan

Calhismalar

Bu c¢alismada anyonik yiizey aktif madde olan SLS (Sodium Lauryl Sulfate) ve
SLES (Sodium Laureth Sulfate) 70 kullanilmastir.

2.4.1. Sodium lauryl sulfate

SLS, anyonik yiizey aktif madde olarak kisisel bakim {iriinlerinde kopiirtiicii
ozellikte, kozmetiklerde temizleyici ajan, gidalarda emiilgator ve bdcek ilaclarinda
adjuvant olarak kullanilir (HSGM).

SLS’nin molekiil agirligi 288.38 g/mol’diir. C12H2504S.Na molekiiler formiilli ve
suda ¢Oziinen bir yiizey aktif maddedir. 2 boyutlu yapis1 Sekil 2.2’de gosterilmistir.

Sekil 2.2. Sodium Lauryl Sulfate ‘nin 2 boyutlu yapist (hitp-2)

SLS, sentetik veya dogal olarak iiretilebilir. Bu kimyasal, bir petrolden veya bitki
kaynagindan alinan lauril alkoliin kiikiirt trioksit ile reaksiyona sokulmasiyla hidrojen
lauril stilfat tiretilerek sentezlenir ve daha sonra SLS iiretmek i¢in sodyum karbonat ile
notrlestirilir (Liebert, 1983, s. 127-181).

Cosmetic Ingredient Review (CIR), SLS’nin konsantrasyonunun kullanilan

iiriinlerde %1°den fazla olmamasi gerektigini savunmaktadir. Inceledikleri tiiketici



tiriinlerinde bulunan SLS konsantrasyonunun, genellikle kozmetik {iriinlerde %0,08 ila

%50 arasinda, temizlik tirtinlerinde ise %1 ila %20 arasinda degistigi gézlenmistir (CIR,

2005). Bu degerler Tablo 2.1°de gosterilmistir.

Tablo 2.1. SLS 'nin iiriinlerdeki konsantrasyonu

URUNLER KONSANTRASYON
Bebek sampuant %3
Banyo {iriinleri %2-%20
G0z makyaj temizleyici %0,2

Maskara %0,06-%0,2
Poset %0,3

Tirag kremi 9%0,9-%5
Sa¢ kremi %0,1

Sag gii¢lendirici -

Sampuan (renksiz) %35-%50
Sampuan (renkli) -

Sag boyasi %2-%20
Sac¢ agartici %0,4-%0,2
Allik -

Fondoten %0,2-%1,4
Makyaj bazi %0,8

Ag1z bakim lirtinleri -

Manikiir iiriinleri %0,01
Deodorant %1
Deterjan ve sabun %0,01-%11
Yiiz ve viicut bakim triinleri %0,01-%5

Okiiler ylizey gibi biyolojik dokular SLS'ye maruz birakildiginda liziz, proteinlerin
ekstraksiyonu ve nihayetinde hiicre zar1 bozulmasi gibi bir dizi olay meydana gelir. SLS,
proteinlerde kovalent olmayan baglar1 bozarak hareket eder ve onlar1 denatiire ederek
molekiillerin dogal yapisini kaybetmesine neden olur (Pauloin vd., 2009, s. 1032-1041).

SLS, farkli mikroorganizma tiirleri arasinda farkli etkilere sahip olabilir. SLS’ye
kars1 ayak ve agiz hastaligr viriisii oldukg¢a direncliyken, bulasici gastroenterit viriisii
SLS’ye duyarlidir. Candida ve Tricophyton tiirleri i¢in fungustatiktir ve %?2’nin

tizerindeki konsantrasyonlar1 Escherichia coli’de ilag direncini ve cinsiyet transfer



faktorlerini ortadan kaldirir. Ayrica birgok gram pozitif bakterinin biiylimesini

engellerken gram negatif suslara kars1 etkisizdir (Rossoff, 1975).

2.4.2. Sodium laureth sulfate

SLES, yiiksek derecede kopiirme 6zelliginden dolay1 deterjan, sampuan, banyo ve
cilt temizleme triinlerinde kullanilir. Aym1 zamanda emtilgator, stabilizator ve parfiim
¢Oziiniirlestiricisi olarak da islev goriir. Sert su toleransindan dolay1 oldukga yararli bir
triindiir (Liebert, 1983, s. 1-34).

SLES’nin molekiil agirligi 332.43 g/mol’diir. C14H29NaOsS molekiiler formiillii ve
suda ¢6zlinen bir ylizey aktif maddedir. 2 boyutlu yapist Sekil 2.3’te gosterilmistir.

Sekil 2.3. Sodium Laureth Sulfate 'nin 2 boyutlu yapist (http-3)

SLES, hurma ¢ekirdegi yag1 veya Hindistan cevizi yagindan elde edilen lauril
alkoliin etilen oksit ile etoksilasyonu sonucunda agiga ¢ikan etoksilat stilfiir trioksit veya
klorosiilfonik asit ile siilfatlanir. Notralize edilerek sodyum tuzuna doniistiiriiliir. SLS ile
benzer sekilde iiretilir ancak SLS’de etoksilasyon agamasi yoktur (Liebert, 1983, s. 1-34;
Kosswig, 2000).

SLES, etoksilasyon islemi sirasinda kanserojen madde olan 1,4-dioksan ile
kontamine olabilir (Rastogi, 1990, s. 441-445).

CIR’mn inceledigi tiiketici {rlinlerinde bulunan SLES konsantrasyonunun,
genellikle %0,1 ila %50 arasinda degistigi gozlenmistir (CIR, 2010). Bu degerler Tablo
2.2’de gosterilmistir.



Tablo 2.2. SLES nin iiriinlerdeki konsantrasyonu

URUNLER KONSANTRASYON
Bebek {irtinleri %5-%25
Banyo iiriinleri %6-%24
Maskara %0,1-%0,3
G0z makyaj temizleyici %0,1
Sampuan %11-%50
Sag boyasi %3-%10
Sa¢ kremi %.0,7
Deterjan ve sabun %2-%47
Cilt temizlik {irtinleri %0,6-%25
Tirag kremi %1-%S5
Deodorant %7
Dis macunu F

SLES, ticari olarak SLES 70 (SLES %70) olarak satilmaktadir.

2.4.3. SLS ve SLES ile yapilan ¢calismalar
Fitzhugh ve Nelson (1948, s. 29-32), SLS’nin subkronik toksik etkisini incelemek

icin albino fareleri 4 ay boyunca %2, %4 ve %8 SLS konsantrasyonlar: ile beslemistir.
Bunun sonucunda %2 SLS konsantrasyonu hafif, 6nemli olmayan bir biiyltime geriligine
neden olmustur. %4 SLS konsantrasyonu énemli bilylime geriligine neden olurken, %8
SLS konsantrasyonu ise bagirsaklarda siskinlik ve ishale yol acarak farelerin 2 hafta
icinde Olmesine neden olmustur. Ayrica SLS’nin kronik toksik etkisini incelemek
amaciyla, 2 yil boyunca %0,25, %0,50 ve %1 SLS konsantrasyonlar1 ile beslenen
Osborne Mendel cinsi albino farelerin otopsi sonucunda, dokularda briit ve mikroskobik
anormallikler ¢ikmamistir. Boylece beslenme ile SLS’nin %]1°e kadar olan dozlarinin
toksik olmadig1 sonucuna varilmistir.

Tusing vd. (1962, s. 402-409) tarafindan yapilan calismada, SLES’nin cilt
tizerindeki tiimor olusturma etkisine bakilmak i¢in, 0,1 ml %5 SLES konsantrasyonu 30
disi Swiss cinsi farenin sirt bolgesine iki haftada bir olmak tizere 150 hafta boyunca
uygulanmis ve yapilan incelemeler sonucunda deri timorii gézlenmemistir.

Walker vd. (1967, s. 763-769) tarafindan yapilan ¢alismada, SLS ve SLES nin akut
oral toksisitesinin bulunmasi amaciyla, %25 SLS konsantrasyonu ve %24 SLES

konsantrasyonu tek dozda bes erkek ve bes disi Carworth Farm E cinsi fareye uygulanmis



ve hayvanlar 10 giin boyunca gézlemlenmistir. %95 gliven limitli SLS’nin akut oral LD
50 degeri 1288 mg/kg, SLES’nin akut oral LD 50 degeri ise 1995 mg/kg olarak
bulunmustur.

Tovell vd. (1974, s. 501-506), SLS’nin cilt tizerindeki tahrisini incelemek i¢in disi
Colworth Wistar cinsi farelerin sirt bolgelerini tiras edip bu bdlgeye 3 giin boyunca ve
giinde 2 kez olmak iizere %1 SLS konsantrasyonunu uygulamistir. Bu 3 giiniin sonunda
islem gormiis alanda 6dem ve kizarma belirtileriyle birlikte stratum korneumun
kalinlastig1 gézlenmistir.

Prottey ve Ferguson (1975, s. 29-46), SLS’nin, keratinin denatiirasyonu sonucu
ortaya ¢ikan siilfidril gruplari tizerindeki etkisine bakmak i¢in toz haline getirilmis insan
kallusunu, su (kontrol), 1 mM SLS ve 10 mM SLS’ye maruz birakmistir. Kontrol ile
karsilagtirildiginda, 1 mM SLS konsantrasyonu kallustan serbest birakilan siilfidril
gruplariin yiizdesinde hicbir artis saglamazken, 10 mM SLS konsantrasyonu kallustan
serbest birakilan siilfidril gruplarinda %78,9 artis saglamistir.

Prottey ve Ferguson (1976, s. 425-430), SLES’nin cilt iizerindeki tahrisini
incelemek icin 0,25 mM SLES (%S5 ila %10 arasinda bir degerdir) konsantrasyonunu
sirtlari tiraglanmig farelere uygulayip 1 ve 3 giin bekletmistir. Bu dozun 1 giin sonra higbir
tahrise neden olmadigi, 3 giin sonra ise hafif kizariklik ve 6deme neden oldugu
gozlenmistir.

Rubisz-Brzezinska vd. (1976, s. 25-31), SLES’nin cilt tizerindeki etkisine bakmak
icin 7-8 haftalik ve 60-70 gr agirligindaki erkek Wistar cinsi farelerin sirt bolgesinde bir
alan1 tirag edip, %60, %30, %9 ve %0,9 SLES konsantrasyonlarini her doz i¢in 13’er
farede olmak tizere 65 giin boyunca bu tirag edilen bolgeye uygulamistir. %60 SLES
konsantrasyonu 12 giin sonra stratum korneum tabakasinin kalinlagmasina, epidermisin
incelmesine, enflamatuar reaksiyonlara neden olurken, 15 giin sonra 7 hayvanin 6lmesine
neden olmustur. %30 SLES konsantrasyonu 2 hafta sonra hafif kizarikliga neden olurken,
30 giin sonra enflamatuar reaksiyonlara neden olmustur. %9 SLES konsantrasyonu hafif
bir enflamatuar reaksiyona neden olurken, %0,9 SLES konsantrasyonu hi¢bir degisiklik
gostermemistir.

Hope (1977, s. 47-50), SLS’nin kemik iligi hiicrelerinin kromozomlar1 tizerindeki
klastojenik etkisini incelemek i¢in 90 giin boyunca alt1 erkek ve alt1 disi Colworth Wistar
sicanlarini, %1,13 ve %0,56 SLS konsantrasyonlar1 ile beslemistir. 90 giin sonra

hayvanlar Oldiiriiliip her hayvanin uyluk kemigindeki kemik iligi inceleme igin



cikarilmistir. Bu dozlarin kromozomal bozulmalarda artis saglamadigi ve klastojenik bir
etkiye neden olmadig1 gozlenmistir.

Ciuchta ve Dodd (1978, s. 305-324), SLS’nin okiiler tahris potansiyeline bakmak
icin %2, %10 ve %20 SLS konsantrasyonlarin1 0,1 ml’lik hacimlerde bes tavsanin sol
gbziine damlatmis ve sag gozii kontrol olarak almistir. 1 saat, 24 saat ve 7 giinliik siire
sonunda, %2 SLS konsantrasyonu 1 saatte hafif derecede tahrise neden olurken, 7 giinliik
siirede tahrise neden olmamistir. %10 SLS konsantrasyonu 1 ve 24 saatte orta derecede
tahrise neden olurken, 7 giinliik siirede hafif bir tahrise neden olmustur. %20 SLS
konsantrasyonu 24 saatte yliksek derecede tahrise neden olurken, 7 giinliik siirede hafif
bir tahrise neden olmustur.

Charbonnier vd. (2001, s. 279-286) tarafindan yapilan c¢aligmada, ayni
konsantrasyondaki SLS ve SLES’nin cilt {izerindeki etkilerini karsilagtirmak i¢in hicbir
cilt hastaligi olmayan 10 ila 41 yaslar1 arasindaki 5 erkek ve 15 kadinin el ve kollari, 4 ml
%S5 konsantrasyondaki SLS ve SLES ile 1 dakika boyunca yikanip 15 saniye boyunca 1lik
suyla durulandiktan sonra 2 dakika dinlendirilmistir. Bu islem 2 kez tekrarlanmistir. %5
konsantrasyondaki SLS ve SLES, 1 hafta kullanilip 1 hafta dinlenilmek iizere 3 hafta
boyunca deneklere evde kullanmalari i¢in verilmis ve bu siire boyunca krem ve losyon
kullanmalar1 yasaklanmistir. Yapilan incelemeler sonucunda her iki {iriin de kizarikliga
neden olmamustir. SLES, SLS’den daha fazla cilt kuruluguna neden olurken SLS,
SLES’ye gore daha fazla cilt hasarina neden olmustur.

Torma vd. (2006, s. 472-479), SLS’nin insan keratinosit hiicreleri lizerindeki toksik
etkisine bakmak icin XTT testi kullanmistir. 9%0,002 ve iizerindeki SLS
konsantrasyonlarinin 24 saat maruziyette toksik etkileri gézlenmistir.

Freitas vd. (2020), SLS’nin toksik etkisine bakmak ig¢in Mytilus galloprovincialis
cinsi midyeleri akvaryumda 0,5 mg/L, 1 mg/L, 2 mg/L ve 4 mg/L SLS ile 28 giin boyunca
muamele ettirmistir. SLS'ye maruz kalan midyeler smirli antioksidan savunma
mekanizmalar1 ortaya ¢ikarmistir. Sadece 4 mg/L doz muamelesi hiicresel hasara neden
olmustur. Ayrica dozun miktar1 yiikseldigi zaman midyelerin solunum hizinin diistiigi

gdzlenmistir.

10



2.5. Cahsmada Kullanilan Genotoksisite Testleri
2.5.1. CBMN (sitokinez bloklama mikroniikleus) testi

CBMN testi, insan lenfosit hiicrelerinde in vitro ve in vivo olarak kromozomal
hasar1 6lgmek i¢in en yaygin kullanilan yontemlerden biridir (Bolognesi ve Fenech, 2013,
s. 191-207; Kirsch-Volders vd., 2014, s. 49-58).

CBMN testi, mitotik ig ile etkilesime giremeyen ve bu nedenle hiicre boliindiiglinde
geride kalan kromozom ve kromozom pargalarini tanimlamak i¢in kullanilan bir testtir
(Fenech, 2007, s. 1084-1104). CBMN testi, kiiltiirlenmis insan ve memeli hiicrelerindeki
bir kez boliinmiis hiicrelerin sitokinezi, Sitokalasin B (Cyt-B) ile bloke edildikten sonra
olusan iki ¢ekirdekli hiicrelerde mikroniikleus (MN) frekansini belirlemek igin tercih
edilir (Carter, 1967, s. 261-264; Fenech ve Morley, 1986, s. 193-198; Fenech, 2000, s.
81-95).

Mikroniikleus, hiicre boliinmesi sirasinda anafazda geride kalan kromozomlardan
ve kromozom kiriklarindan olusan, ¢ekirdek disindaki kiigiik yapilardir (Heddle, 1973, s.
187-190; Schmid, 1975, s. 9-15; Fenech, 2000, s. 81-95). Mikroniikleuslar, ¢ekirdekler
ile morfolojik olarak aynidir ancak onlardan daha kiiciiktiirler. Mikroniikleusun ¢ap1 ana
¢ekirdegin ¢apinin 1/16°s1 ile 1/371 arasinda degisir ve ¢ekirdek ile ayni renkte boyanir.
En az 1000 adet iki ¢ekirdekli hiicrede MN sayilir (Thomas ve Fenech, 2010, s. 217-234).
Artan MN sayist klastojenik veya andjenik etkiye sahip genotoksik ajanlara maruz
kalindigin1 gosterir (Albertini vd., 2000, s. 111-172).

CBMN testinde asimetrik kromozomlarin yeniden diizenlemelerinden kaynaklanan
niikleoplazmik kopriileri ve gen amplifikasyonlar1 nedeniyle olusan niikleer tomurcuklari
Olecmek miimkiindiir (Umegaki ve Fenech, 2000, s. 261-269; Fenech, 2002, s. 411-416).

Niikleoplazmik kopriiler, disentrik kromozomlar nedeniyle olusur ve iki ¢ekirdekli
hiicrede ¢ekirdekleri birbirine baglayan bir koprii seklindedir. Genisligi ¢ekirdek ¢apinin
1/4’tinti gegmez ve c¢ekirdek ile aynm renk boyanir. Niikleer tomurcuklar ise gen
amplifikasyonlar1 sonucu olusur ve ¢ekirdege ince bir koprii ile baglh tomurcuk seklindeki
yapilardir. Cekirdek ile ayni renkte boyanirlar (Thomas ve Fenech, 2010, s. 217-234).

Niikleer boliinme indeksi, hiicre proliferasyonunu 6lgmeyi saglar ve boylece
sitotoksik etki hakkinda bilgi verir. Bunun i¢in en az 1000 adet hiicre sayilmalidir
(Fenech, 2006, s. 58-66).

Son yillarda CBMN testi, kromozom kirilmasi, DNA yanlig onarimi, kromozom

kayb1, anafazda ayrilmama, nekroz, apoptoz ve sitostaz dl¢iimii icin kapsamli bir yonteme
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dontigmiistiir (Fenech ve Morley, 1985, s. 29-36; Fenech ve Morley, 1985, s. 233-246;
Fenech, 2002, s. 1128-1137).

2.5.2. Comet (tek hiicreli jel elektroforezi) testi

1984 yilinda Ostling ve Johanson DNA kiriklarmi nétr ortamda 6lgmek igin
mikrojel eletroforez kavramini tanitmistir (Ostling ve Johanson, 1984, s. 291-298). 1988
yilinda Singh ve arkadaglar1 bu yontemi gelistirerek alkali bir ortamin testin 6zgiinliigiinii
ve tekrarlanabilirligini 6nemli dl¢lide artirdiint gdstermistir (Singh vd., 1988, s. 184-
191). Notr Comet testi ¢ogunlukla c¢ift sarmalli DNA kirilmalarini saptamak igin
kullanilirken, alkali Comet testi tek ve ¢ift sarmalli DNA kirilmalarini, DNA-DNA veya
DNA-protein ¢apraz baglanmasini ve eksizyon onarim bolgelerindeki eksiklik sonucu
DNA tek iplikli kirilmalar1 saptamak i¢in kullanilir (Tice vd., 2000, s. 206-221; Shah,
Lakkad ve Rao, 2016, s. 502-508).

Comet testi, in vitro ve in vivo genotoksik ¢alismalar igin hassas bir yontem olarak
kabul edilir. Cevresel izleme, DNA hasar1 ve onariminda temel arastirmalar gibi farkli
alanlarda uygulanabilir (Azqueta ve Collins, 2013, s. 949-968).

Comet testinin prensibi, bir elektrik alan1 altinda Comet kafasi olarak adlandirilan
cekirdek disma ¢ikan parcalanmis DNA'nin, agaroz jelde Comet kuyrugu olarak
adlandirilan bir DNA lekesi olusturmasidir. Niikleotid boyama ile DNA hasarinin boyutu
bu olusan Comet kuyruklar1 analiz edilerek oOlgiiliir. Boylece farkli deney gruplari
arasinda DNA hasarmi karsilagtirmaya yardimer olur. Geleneksel DNA hasar1 saptama
yontemleriyle karsilastirildiginda Comet testi, duyarli, ucuz ve basittir (Lu, Liu ve Yang,
2017).

Comet testinin bulunmasindan beri testi gelistirmek icin ¢abalar harcandi. Birkag
grup agaroz konsantrasyonunu, liziz tamponlarint ve DNA’y1 boyamay1 en iyi hale
getirmeyi iistlendi (Bauch vd., 1999, s. 333-340; Banath, Kim ve Olive, 2001, s. 564-
571).

Pek cok arastirmaci, bilinen bir genotoksik maddeye maruz kaldiktan sonra
hasardaki azalmay1 Olcerek hiicrelerin DNA onarim kapasitesini incelemekle
ilgilenmektedir. Ancak onarim siire¢leri, DNA hasariin Ol¢iilmesini karmasik hale

getirir (Speit ve Hartmann, 1995, s. 555-559).
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2.5.3. HPRT (hipoksantinguanin fosforibosiltransferaz) testi

Memelilerde HPRT gen mutasyon testinin yaygin olarak kullanilan bir test
olmasmin nedeni vardir. HPRT geni, memeli X kromozomunda kodlandig1 igin
hiicrelerdeki iglev kaybr mutantlarin secilmesi kolaydir (Zair ve Johnson, 2014, s. 185-
197). Kimyasal sonucu islem kaybi olan hiicrelerin 6-Tiyoguanin (6-TG) varliginda
hayatta kalanlarin1 segmek basit ve etkili bir yoldur (Caskey ve Kruh, 1979, s. 1-9).
Ayrica deney hayvanlar1 ve insanlar arasinda HPRT genindeki mutasyonlarin hiicre
hatlar1 karsilastirilabilir (Chen, Harrington-Brock ve Moore, 2002, s. 296-305).

HPRT testinde ilk olarak insan enfoblastoid hiicre hatlar1 kullanildi (Furth vd.,
1981, s. 1-8). Daha sonra bu testte yaygin olarak Cin hamster yumurtalik hiicreleri
kullanild1 (Moore vd., 1991, s. 77-85). Ayrica T-lenfositler, bir¢ok dokuda dolastigi i¢in
uygulanan bir mutajen ile daha fazla temas etme sanslar1 vardir ve hiicre bdliinmesine
devam ettikleri i¢cin mutant hiicrelerin tanimlanmasi kolaydir. Bu yiizden T-lenfositleri
HPRT testinde kullanmak daha faydalidir (Zair ve Johnson, 2014, s. 185-197).

X kromozomunun uzun kolunda (Xq26-27), HPRT1 geni tarafindan kodlanan
HPRT enzimi, piirin kurtarma yolunda énemli bir rol oynar. HPRT, piirin geri doniisiim
yolunda piirinlerin monofosfatlara doniisiimiinii katalize eder ve piirin bazlari ile onlarin
niikleozidlerini yikimdan kurtarir. HPRT testi ise bir kimyasalin memeli hiicrelerindeki
HPRT lokusunda mutasyonlara neden olma yetenegini 6l¢er. HPRT enzimini kaybetmis
mutant hiicreler piirin kurtarma yollar1 ¢aligmadigr i¢in bir piirin anologu olan 6-TG
varliginda hayatta kalirken, mutasyona ugramamuis hiicreler 6-TG varliginda 6liir. Clinkii
6-TG, HPRT enzimi igin bir substrattir ve normal hiicreler i¢in toksiktir (Albertini, 2001,
s. 1-16; Stearns, 2007, s. 209-224; Johnson, 2012, s. 55-67; Zair ve Johnson, 2014, s. 185-
197).

HPRT mutasyonu ile iliskili 300’den fazla hastalik ve HPRT1 geninde 600’den
fazla heterojen mutasyon bildirilmistir. Bu hastaliklardan birisi Lesch-Nyhan hastaligidir.
Lesch-Nyhan hastaligi, HPRT enziminin eksikligi sonucu olusur ve X kromozomuna
bagh kalitsal norogenetik bir bozukluktur. Bu hastalikta hiperiirisemi, motor engellik,
zihinsel engellik ve kendine zarar verme gibi durumlar goriiliir (Lesch ve Nyhan, 1964,
s. 561-570; Seegmiller, Rosenbloom ve Kelley, 1967, s. 1682-1684; Torres ve Puig, 2007;
Fuvd., 2014, s. 1282-1303).
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. CBMN Testi

Bu ¢alismada anyonik ylizey aktif maddesi olan SLS ve SLES 70’in kromozom
kiriklarina yol acan klastojenik aktivitesi mikroniikleus sayisi ile, sitotoksik etki diizeyi
CPI (hiicre proliferasyon indeksi) degeri ile belirlenmistir.

Mikrontikleus sayisini saptamak i¢in, Fenech (2000, s. 81-95) ile Kirsch-Volders
vd. (2003, s. 153—-163) tarafindan gelistirilen, bir hiicre siklusunu tamamlayan hiicrelerin
Sitokalasin-B ile sitokinezi durdurulup ortaya c¢ikan iki c¢ekirdekli hiicrelerde

mikroniikleus goziikmesini saglayan metod degistirilerek kullanilmastir.

3.1.1. CBMN testinde kullanilan deney ekipmanlar: ve kimyasallar

Steril kabin, enjektor, su banyosu, falcon tiip, tliplikk, inkiibator, mikropipet,
mikropipet uglari, ependorf, cam sise, tarti, hassas terazi, manyetik balik, buzdolab,
santrifiij, pasteur pipet, beher, lam, lamel, dikey sale, mikroskop.

SLS (Zag Kimya), SLES 70 (Biotechsa), Kromozom medyum (Gibco), Heparin
(Nevparin), Mitomycin C (Sigma), Cytochalasin B (Sigma), Giemsa (Sigma), HNO3
(Sigma), NaCl (Sigma), KCI (Merck), Acetic acid (Riedel-de Haén), Methanol (Riedel-
de Haén), KH2PO4 (Merck), NaH2PO4 (Merck).

3.1.2. Test maddelerinin ve dozlarin hazirlanmasi

SLS ve SLES ile ilgili literatiir taramalarina gore s6z konusu test maddelerinin,
insan hiicreleri lizerindeki sitotoksik ve genotoksik etkisini gosteren yeterli calisma
bulunamamistir. Yapilan literatiir taramasi sonucunda test maddelerinin lenfositler
lizerine uygulanacak dozlarinin belirlenmesinde, hiicreler i¢in sitotoksik olabilecegi
diisiiniilen yiiksek dozlar denenmistir. SLS’nin %6 konsantrasyonunun ve SLES 70’in
9%0,10 konsantrasyonunun Ustii toksik etki gostermistir. Genotoksik ¢alismalarda secilen
dozun toksik olmamasi gerektigi icin, bu calismada SLS icin %6, %4, %2 ve %l
konsantrasyonlar1 olmak iizere 4 doz segilirken, SLES 70 i¢in %0,10, %0,08, %0,06 ve
%0,04 konsantrasyonlar1 olmak iizere 4 doz sec¢ilmistir. SLS ve SLES 70 suda

¢Oziinebildigi i¢in dozlar distile su ile seyreltilmistir.
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3.1.3. Lenfosit kiiltiirii

Saglikli, sigara igmeyen, diizenli olarak ila¢ ve alkol kullanmayan, 25-30 yas arasi
1 erkek ve 1 bayandan steril kosullarda kan alinmistir. Alinan kan, 0,2 ml (6 damla)
olacak sekilde steril kabinde 2,5 ml kromozom medyumu (37°C) bulunan tiiplere ilave
edilmis ve %5’°lik CO2 inkiibatoriinde 37°C’de toplam 72 saat inkiibasyona birakilmaistir.
Steril kabinde yapilmasi ile ortamdan kaynaklanacak kontaminasyon riski en aza
indirgenmistir. Ayrica kullanilan kromozom medyumu Heparin i¢cermedigi igin, bir
kromozom medyumunda bulunmas: gereken miktar literatiir taramasi yapilarak
bulunmus ve kullanilan her 100 ml’lik kromozom medyumuna 500 pl Heparin

eklenmistir.

3.1.4. Test maddelerinin uygulanmasi

SLS ve SLES 70’in belirlenen dozlari, pozitif kontrol olan 0,3 pg/ml Mitomycin C
ve SLS ile SLES 70’1 seyrelmek i¢in kullanilan ¢oziicii (distile su), 24. ve 48. saatlerde
kiiltiire 50 pl olarak eklenmistir. Ayrica sitokinezi bloke etmek icin 44. saatte 6 pg/ml
Cytochalasin B, 50 pl olarak her tiipe ilave edilmistir. 72 saat sonuna kadar inkiibasyona
devam edilmistir. Bu islemler yine steril kabinde yapilarak ortamdan kaynaklanacak

kontaminasyon riski en aza indirgenmistir.

3.1.5. Lenfosit izolasyonu

72 saat inkiibasyon siiresi bitmeden 2 saat dnce %0,4 KCI hazirlanip 37°C’deki
inkiibatore kaldirilmis, 5:1 oraninda Methanol ile Acetic acid iceren fiksatif 2 ve 1:1
oraninda fiksatif 2 ile 9%0,9 NaCl igeren fiksatif 1 hazirlanip 4°C’deki buzdolabina
kaldirilmistir. 72 saat siiren inkiibasyonun bitiminde tiipler 1200 rpm’de 30 dakika
santrifiij edilmis, santrifiijden ¢iktiktan sonra siipernatant kisimlari tiip igerigi 1 ml kalana
kadar atilmistir. Tiiplerin dibinde kalan hiicrelerin homojen hale gelmesi i¢in pasteur
pipeti ile hafifce pipetaj yapilmistir. Daha sonra her tiipe 37°C’de bekleyen %0,4 KCl1, 7
ml ilave edilmis ve oda sicakliginda 10 dakika bekletilmistir. Siire bitiminde kiiltiir
tiipleri, 1200 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmis, siipernatant kisimlari tiip igerigi 1 ml
kalana kadar atilmistir. Tipiin dibinde kalan kisim pasteur pipeti ile homojen hale
getirildikten sonra, 4°C’de bekleyen fiksatif 1 her tiipe 6 ml ilave edilmis ve oda
sicakliginda 15 dakika bekletilmistir. Siire bitiminin ardindan tiipler tekrar 1200 rpm’de

15 dakika santrifiij edilmis, siipernatant kisimlari tiip igerigi 1 ml kalana kadar atilmistir.
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Tiipiin dibinde kalan kisim pasteur pipeti ile homojen hale getirildikten sonra, 4°C’de
bekleyen fiksatif 2 her tiipe 6 ml ilave edilmis ve oda sicakliginda 15 dakika
bekletilmistir. Siire bitiminin ardindan tiipler tekrar 1200 rpm’de 15 dakika santrifiij
edilmis, siipernatant kisimlar1 tiip igerigi 1 ml kalana kadar atilmistir. Tiipiin dibinde
kalan kisim pasteur pipeti ile homojen hale getirildikten sonra, 4°C’de bekleyen fiksatif
2 yine her tliipe 6 ml ilave edilmis ve oda sicakliginda 15 dakika bekletilmistir. Siire
bitiminin ardindan tiipler tekrar 1200 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmis, siipernatant
kisimlar tiip igerigi 0,7 ml kalana kadar atilmig, boylece kalan hiicreler preparat haline

getirilme islemine hazirlanmistir.

3.1.6. Preparatlarin hazirlanmasi

Deneyin 2. giiniinde her tiip i¢in 3 lam olacak sekilde, lamlar dikey salelere dizilmis
ve IN HNO3 ile 24 saat muamele edilmistir. Stire bitiminin sonunda salelerin 15 dakika
akan musluk suyu altinda bekletilip yikanmasi saglanmistir. Yikama islemi bittikten
sonra 3 kez distile sudan gegirilip, yine distile su icinde buzdolabina kaldirilmistir.
Buzdolabinda bekletilen lamlarin iizerine 0,7 ml olarak tiipte kalan hiicreler 10 cm
yiikseklikten ve her biri farkli bir alana denk gelecek sekilde 6 damla olmak iizere 3 lama
damlatilmistir. Her bir doz i¢in hazirlanan 3 adet preparat oda 1sisinda kurumaya

birakilmistir.

3.1.7. Preparatlarin boyanmasi

Kuruyan lamlar yine dikey salelere dizilmis ve %5’°lik Giemsa boyasinda 9 dakika
bekletilerek boyanmustir. Daha sonra distile su ile yikanarak kurumaya birakilmistir.
Kuruyan preparatlar entellan ile kapatilarak daimi hale getirilmistir. Daha sonra
mikroskopta inceleme yapilmistir.

%5°1ik Giemsa’nin Hazirlanmasi: 5 ml tampon A (4,536 g KH2PO4, 100 ml ultra
saf su icerisinde karistirilarak hazirlanir), 5 ml tampon B (5,932 g NaH2PO4, 100 ml ultra
saf su igerisinde karistirilarak hazirlanir), 5 ml Giemsa ve 85 ml ultra saf su.

Bu boya filtre kagidi ile behere siiziildiikten sonra boyama islemi yapilmstir.

3.1.8. CPI degerinin hesaplanmasi

Her bir doz i¢in bir, iki, i¢ ve dort ¢ekirdege sahip toplam 1000 adet hiicre sayilmis

ve asagida gosterilen sekilde CPI degerleri hesaplanmistir.
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CPI=NII+2x (NOI +NIV)/T
(NII: Iki gekirdekli hiicreler, NIII: Ug cekirdekli hiicreler, NIV: Dért ¢ekirdekli hiicreler
ve T: Toplam hiicre sayis1 (1, 2, 3 ve 4 ¢ekirdekli hiicreler) = 1000)

Hesaplanan CPI degerini kontrole gore yariya diisliren dozlar i¢in LD 50, daha fazla

diistiren dozlar i¢in ise toksik nitelemesi yapilir.

3.1.9. Mikroniikleus sayimi
SLS ve SLES 70’in klastojenik etkisini belirleyebilmek i¢in, CBMN testine gore

hazirlanmis olan preparatlarda, her bir doz i¢in 1000 adet iki ¢ekirdekli hiicre incelenerek

icerdikleri mikroniikleuslar sayilmistir.

3.1.10. istatistiksel analiz

CBMN ile yapilan deneysel ¢alismalara ait veriler, SPSS 22 programinda Dunnet
T3 Testi ile analiz edilerek ortalama degerler (ort. £ SS) ile anlamlilik degerleri (* P<
0.05, ** P<0.01, *** P<0.001) hesaplanmistir.

3.2. Comet Testi

Bu caligmada anyonik yiizey aktif maddesi olan SLS ve SLES 70’in genotoksik
etkileri, DNA’nin tek ve ¢ift ipligindeki kirilmalar ile belirlenmistir.

3.2.1. Comet testinde kullanilan deney ekipmanlar1 ve kimyasallar

Falcon tiip, tiipliik, enjektdr, santrifiij, cam sise, tarti, hassas terazi, manyetik balik,
pasteur pipet, pH metre, thoma lami, floresan mikroskop, ependorf tiipli, mikropipet,
mikropipet uclari, yatay sale, inkiibator, su banyosu, mikrodalga firin, buzdolabi, lam,
lamel, beher, buz kaliplari, aliminyum folyo, elektroforez tanki.

SLS (Zag Kimya), SLES 70 (Biotechsa), Histopaque 1077 (Sigma), RPMI 1640
(Multicell), Agarose Type VI-A High Gelling (Sigma), NaCl (Sigma), Na2EDTA
(Sigma), Trizma Base (Sigma), NaOH (Sigma), Triton-X 100 (BioChemica), DMSO
(Merck), Trizma Hydrochloride (Sigma), HCI1 (Sigma), Fosfat tampon (PBS) tabletleri
(Sigma), Trypan Blue (Sigma), H202 (Sigma), Agarose Low Gelling (Sigma), Ethidium
Bromide (Sigma).
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3.2.2. Comet testi icin dozlarin belirlenmesi

Comet testinde uygulanacak dozlar belirlenirken, CBMN testinde kullanilan dozlar
referans alinmistir. Comet testinde, bir ajanla muamele goren hiicrelerde, canlilik
oraninin en az %80 degerinde olmasi istenmektedir. Secilen dozlar istenilen degerlerde

canlilik saglamistir.

3.2.3. Mikroskop lamlarinin hazirlanmasi

Deneyden 1 giin 6nce 0,75 gr Agarose Type VI-A High Gelling, 100 ml dH20’da
¢cozlilmiis ve lamlar rodajli kismina kadar agaroza batirilip altlar1 silindikten sonra
kurumaya birakilmistir. Lamlar kuruduktan sonra numaralandirma yapilarak hazir hale

getirilmistir.

3.2.4. Deneyde kullamlacak soliisyonlarin hazirlanmasi

Deneyden 1 giin 6nce calismada kullanilacak soliisyonlar asagida belirtildigi
sekilde hazirlanmustir.

Fosfat Tamponu (PBS): 1 adet PBS tableti 200 ml distile suda ¢oziilir ve oda
sicakliginda saklanir.

Liziz Soliisyonu: 29,22 gr NaCl, 7,4448 gr Na2EDTA ve 0,2422 gr Trizma Base
200 ml distile suda ¢oziiliir ve NaOH ile pH 10 olacak sekilde ayarlanir.

Hazirlanan liziz soliisyonu koyu renkli sisede ve 4°C’de saklanir.

Liziz soliisyonunu kullanmadan 30 dakika 6nce her 100 ml ¢6zelti i¢in 1 ml Triton-
X 100 ve 10 ml DMSO eklenir.

Notralizasyon Buffer: 1 gr Trizma Base ve 8,6912 gr Trizma Hydrochloride 200 ml
distile suda ¢oziiliir ve HCL ile pH 7,5 olacak sekilde ayarlanir.

Hazirlanan nétralizasyon buffer koyu renkli sisede ve 4°C’de saklanur.

Running Buffer: 0,3735 gr Na2EDTA ve 12 gr NaOH 1 L distile suda ¢oziiliir ve
pH 13 olacak sekilde ayarlanir.

Hazirlanan running buffer koyu renkli sisede ve 4°C’de saklanir.

Ayrica 1 L distile su 4°C’de saklanir.

3.2.5. Lenfosit izolasyonu

Saglikli, sigara icmeyen, diizenli olarak ilag ve alkol kullanmayan, 25-30 yas arasi
1 erkek ve 1 bayandan steril kosullarda alinan 6 ml kan, 6 ml Histopaque 1077 (oda

1sisinda) igeren tiipiin i¢ine yavasca damla damla ilave edilmistir. Tiipler 400 g’de 30
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dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi tiipte olusan 3 fazdan ortadaki faz olan
lenfositler 3 ml olacak sekilde 2 yeni tiipe alinmistir. Her tlipteki lenfositlerin {izerine 6
ml PBS soliisyonu hizlica eklenmis ve kopiirterek pipetaj yapilmistir. Daha sonra 250
g’de 10 dakika santriflij edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant, tlip icerigi 1 ml kalana
kadar atilmigtir. Her tlipe tekrar 3 ml PBS soliisyonu hizlica eklenmis ve kopiirterek
pipetaj yapilmistir. Yine 250 g’de 10 dakika santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonrasi
stipernatant, tiip icerigi 1 ml kalana kadar atilmistir. Her tiipe yine 3 ml PBS soliisyonu
hizlica eklenmis ve kopiirterek pipetaj yapilmistir. Son olarak 250 g’de 10 dakika
santrifiij yapilmistir. Santrifiij islemi sonrasinda siipernatant atilip 2 tilipteki pelletin
tizerine 1 ml 37°C RPMI 1640 ilave edilmistir ve bu 2 tiip, 1 tane yeni tiipte
birlestirilmistir.

SLS ve SLES 70’in dozlari, pozitif kontrol olan 50 uM H202 ve SLS ile SLES 70’1
seyreltmek i¢in ¢oziicii olarak kullanilan distile su, madde maruziyeti icin ependorf
tiiplere, tiip igerigi 150 ul RMPI 1640 (37°C) iginde diliie edilen lenfosit, 95 ul RPMI
1640 (37°C) ve 5 pl madde olacak sekilde eklendikten sonra 37°C’de 2 ve 24 saatlik
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi lenfositlerde canlilik tespiti icin tripan

mavisi ile canlilik testi yapilmgtir.

3.2.6. Tripan mavisi ile canhlik testi

Hiicre membrani zarar gérmiis canli olmayan hiicreler negatif yiiklii bir boya olan
tripan mavisini absorblarlar ve mikroskop altindaki incelemede mavi renk ile boyanirlar.
Canli hiicreler ise boyanmazlar.

Inkiibasyon sonucunda 20 pl hiicre siispansiyonu, 20 ul %0,4’liik Trypan Blue
boyast ile seyreltilmis ve bu seyreltilen siispansiyondan 10 pl alimip thoma lamina
yayildiktan sonra 151k mikroskobu altinda hiicreler sayilmistir. Canlilik yiizdesi asagida

gosterilen sekilde hesaplanmuistir.

Canlilik (%) = (Canli Hiicre / Toplam Hiicre) x 100

Her test maddesi i¢in canlilik oraninin en az %80 degerinde olmas1 gerekir.
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3.2.7. Liziz

Inkiibasyondan sonra ependorflar, 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Her
ependorftan 100 pl slipernatant atilmis ve yerine 100 pl 37°C RPMI 1640 eklenmistir. Bu
ependorflar ve Agarose Low Gelling soliisyonu igeren beher, karanlik bir odadaki
37°C’deki su banyosuna koyulmustur. Daha sonra her ependorfa 250 ul Agarose Low
Gelling koyulup pipetaj yapilmis ve o ependorfa ait deneyden bir glin dnce hazirlanmis
olan Agarose Type VI-A High Gelling ile kapli lamlara 100 pl yayarak damlatilip lamel
ile kapatilmigtir. Lamlar 15 dakika 4°C’de bekletilmistir.

Dolaptan ¢ikarilan lamlarin tizerindeki lameller kaldirilarak aliiminyum folyo ile
saril1 yatay salelere yerlestirilmis ve tizerlerine liziz soliisyonu dokiilerek 1 gece 4°C’de
lizize birakilmastir.

Agarose Low Gelling Soliisyonu: 0,14 gr Agorose Low Gelling ile 20 ml PBS

sollisyonu karistirilarak mikrodalgada 1sitilir.

3.2.8. Elektroforez

Liziz islemi bittikten sonra lamlar elektroforez tankina yerlestirilip, gii¢ kaynagi
calistirllmadan 6nce running buffer igerisinde DNA’nin agilabilmesi ig¢in 20 dakika
bekletilmistir. Siire bitiminde elektroforez tankina bagh gii¢ kaynagi 25 Volt, 300 Amper
ve 25 dakikaya ayarlanarak calistirilmistir. Bu islemin sogukta gerceklesmesi gerektigi

icin tankin lizerine buz kaliplar1 yerlestirilmistir.

3.2.9. Notralizasyon

Yiiriitmenin ardindan lamlar aliiminyum folyo ile sarili yatay salelere yerlestirilmis
ve lizerlerine notralizasyon buffer dokiilerek 5 dakika 4°C’de bekletilmistir. Daha sonra
deneyden 1 giin 6nce 4°C’de bekletilen distile suyla lamlar yikanmis ve 151k almayan bir

yerde kurutulmustur.

3.2.10. DNA’nin boyanmasi ve cometlerin goriintiilenmesi

Kuruyan lamlarin iizerine 20 pg/ml Ethidium Bromide, 30 pl yayilarak lamelle
kapatilmistir. Daha sonra floresan mikroskobunda incelenmis ve her bir doz i¢in 50 adet
hiicre goriintiisii kaydedilmistir. iki dondrden her bir doz igin elde edilen toplam 100 adet
hiicre, kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti cinsinden Comet Assay

IV programi kullanilarak degerlendirilmistir.
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3.2.11. istatistiksel analiz

Comet testi ile yapilan deneysel calismalara ait veriler, SPSS 22 programinda
Tambhane Testi ile analiz edilerek ortalama degerler (ort. = SS) ile anlamlilik degerleri (*

P<0.05, ** P<0.01, *** P< 0.001) hesaplanmustir.

3.3. HPRT Testi

Bu ¢alismada anyonik yiizey aktif maddesi olan SLS ve SLES 70’in gen mutasyonu

olusturma etkisi varyans frekans degerleri ile belirlenmistir.

3.3.1. HPRT testinde kullanilan deney ekipmanlar: ve kimyasallar

Steril kabin, enjektor, su banyosu, falcon tiip, tlipliik, inkiibatér, mikropipet,
mikropipet uglari, ependorf, cam sise, tarti, hassas terazi, manyetik balik, buzdolab,
santrifiij, pasteur pipet, beher, lam, lamel, dikey sale, mikroskop.

SLS (Zag Kimya), SLES 70 (Biotechsa), Kromozom medyum (Gibco), Heparin
(Nevparin), Methyl methanesulfonate (Merck), 6-Thioguanine (Alfa Aesar), Giemsa
(Sigma), Cytochalasin B (Sigma), HNO3 (Sigma), NaCl (Sigma), KCI1 (Merck), Acetic
acid (Riedel-de Haén), Methanol (Riedel-de Haén), KH2PO4 (Merck), NaH2PO4
(Merck).

3.3.2. HPRT testi icin dozlarin belirlenmesi

HPRT testinde uygulanacak dozlar belirlenirken, CBMN testinde kullanilan dozlar

referans alinmstir.

3.3.3. Lenfosit kiiltiirii

Saglikli, sigara icmeyen, diizenli olarak ilag ve alkol kullanmayan, 25-30 yas arasi
1 erkek ve 1 bayandan steril kosullarda kan alinmistir. Alinan kan, 0,2 ml (6 damla)
olacak sekilde steril kabinde 2,5 ml kromozom medyumu (37°C) bulunan tiiplere ilave
edilmis ve %5°lik CO2 inkiibatoriinde 37°C’de toplam 72 saat inkiibasyona birakilmistir.
Steril kabinde yapilmasi ile ortamdan kaynaklanacak kontaminasyon riski en aza
indirgenmistir. Ayrica kullanilan kromozom medyumu Heparin icermedigi i¢in, bir
kromozom medyumunda bulunmasi gereken miktar literatiir taramasi yapilarak
bulunmus ve kullanilan her 100 ml’lik kromozom medyumuna 500 pl Heparin

eklenmistir.
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3.3.4. Test maddelerinin uygulanmasi

Periferal kan, her doz i¢in iki adet tiip olmak {lizere kromozom medyumuna ilave
edilmistir. Her doz (SLS ve SLES 70’in belirlenen dozlari, pozitif kontrol olan 0,02 pl/ml
Methyl Methane Sulfonat ve SLS ile SLES 70’1 seyrelmek i¢in kullanilan ¢6ziicii olan
distile su) 2 tiipe 50 pl olarak eklenmis ve 24 saat 37°C’de madde maruziyetine
birakilmistir. Maruziyet siiresi bitiminde tiipler 1200 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmis
ve test maddelerinin uzaklastirilmasi i¢in slipernatant atilip yerine 2,5 ml 37°C yeni
kromozom medyumu eklenmistir. Tiipler, iki gruba ayrilmis ve sadece bir gruba 10 pl/ml
6-Thioguanine, 50 pul eklenmistir. Ayrica sitokinezi bloke etmek i¢in 32. saatte 6 ug/ml
Cytochalasin B, 50 pl olarak her tiipe ilave edilmistir. 72 saat sonuna kadar inkiibasyona
devam edilmistir. Bu islemler yine steril kabinde yapilarak ortamdan kaynaklanacak

kontaminasyon riski en aza indirgenmistir.

3.3.5. Lenfosit izolasyonu

72 saat inkiibasyon siiresi bitmeden 2 saat dnce %0,4 KCl hazirlanip 37°C’deki
inkiibatore kaldirilmis, 5:1 oraninda Methanol ile Acetic acid iceren fiksatif 2 ve 1:1
oraninda fiksatif 2 ile %0,9 NaCl igeren fiksatif 1 hazirlanip 4°C’deki buzdolabina
kaldirilmistir. 72 saat siiren inkiibasyonun bitiminde tiipler 1200 rpm’de 30 dakika
santrifiij edilmis, santrifiijden ¢iktiktan sonra siipernatant kisimlari tiip icerigi 1 ml kalana
kadar atilmistir. Tiiplerin dibinde kalan hiicrelerin homojen hale gelmesi i¢in pasteur
pipeti ile hafifce pipetaj yapilmistir. Daha sonra her tiipe 37°C’de bekleyen %0,4 KCl1, 7
ml ilave edilmis ve oda sicakliginda 10 dakika bekletilmistir. Siire bitiminde kiiltiir
tiipleri, 1200 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmis, siipernatant kisimlari tiip igerigi 1 ml
kalana kadar atilmistir. Tipiin dibinde kalan kisim pasteur pipeti ile homojen hale
getirildikten sonra, 4°C’de bekleyen fiksatif 1 her tiipe 6 ml ilave edilmis ve oda
sicakliginda 15 dakika bekletilmistir. Siire bitiminin ardindan tiipler tekrar 1200 rpm’de
15 dakika santrifiij edilmis, siipernatant kisimlari tiip igerigi 1 ml kalana kadar atilmistir.
Tiipiin dibinde kalan kisim pasteur pipeti ile homojen hale getirildikten sonra, 4°C’de
bekleyen fiksatif 2 her tiipe 6 ml ilave edilmis ve oda sicakliginda 15 dakika
bekletilmistir. Siire bitiminin ardindan tiipler tekrar 1200 rpm’de 15 dakika santrifii
edilmis, siipernatant kisimlari tiip igerigi 1 ml kalana kadar atilmistir. Tiipilin dibinde
kalan kisim pasteur pipeti ile homojen hale getirildikten sonra, 4°C’de bekleyen fiksatif

2 yine her tlipe 6 ml ilave edilmis ve oda sicakliginda 15 dakika bekletilmistir. Siire
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bitiminin ardindan tiipler tekrar 1200 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmis, siipernatant
kisimlar tiip icerigi 0,7 ml kalana kadar atilmig, boylece kalan hiicreler preparat haline

getirilme islemine hazirlanmstir.

3.3.6. Preparatlarin hazirlanmasi

Deneyin 2. giiniinde her tiip i¢in 3 lam olacak sekilde lamlar dikey salelere dizilmis
ve 1N HNO3 ile 24 saat muamele edilmistir. Siire bitiminin sonunda salelerin 15 dakika
akan musluk suyu altinda bekletilip yikanmasi saglanmistir. Yikama islemi bittikten
sonra 3 kez distile sudan gecirilip, yine distile su i¢inde buzdolabina kaldirilmistir.
Buzdolabinda bekletilen lamlarin iizerine 0,7 ml olarak tiipte kalan hiicreler 10 cm
yiikseklikten ve her biri farkli bir alana denk gelecek sekilde 6 damla olmak iizere 3 lama
damlatilmistir. Her bir doz i¢in hazirlanan 3 adet preparat oda isisinda kurumaya

brrakilmstir.

3.3.7. Preparatlarin boyanmasi

Kuruyan lamlar yine dikey salelere dizilmis ve %5’°lik Giemsa boyasinda 9 dakika
bekletilerek boyanmistir. Daha sonra distile su ile yikanarak kurumaya birakilmistir.
Kuruyan preparatlar entellan ile kapatilarak daimi hale getirilmistir. Daha sonra
mikroskopta inceleme yapilmistir.

%S35’lik Giemsa’nin Hazirlanmasi: 5 ml tampon A (4,536 g KH2PO4, 100 ml ultra
saf su icerisinde karistirilarak hazirlanir), 5 ml tampon B (5,932 g NaH2PO4, 100 ml ultra
saf su icerisinde karistirilarak hazirlanir), 5 ml Giemsa ve 85 ml ultra saf su.

Bu boya filtre kagidi ile behere siiziildiikten sonra boyama islemi yapilmstir.

3.3.8. Varyans frekans degerinin hesaplanmasi

Her bir doz i¢in, boliinen (2, 3 ve 4 ¢ekirdekli) hiicre ve boliinmeyen (bir ¢ekirdekli)
hiicre olmak tizere toplam 1000 adet hiicre sayilmistir.

Varyans frekans1 degerleri; 6-Thioguanine ile muamele edilmis hiicrelerdeki
toplam 1000 hiicre i¢inde bdliinen hiicre sayisinin, 6-Thioguanine ile muamele edilmemis

hiicrelerdeki toplam 1000 hiicre i¢inde boliinen hiicre sayisina orani ile hesaplanmaigtir.
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3.3.9. istatistiksel analiz

HPRT testi ile yapilan deneysel ¢alismalara ait veriler, SPSS 22 programinda
Dunnet T3 Testi ile analiz edilerek ortalama degerler (ort. + SS) ile anlamlilik degerleri

(* P<0.05, ** P<0.01, *** P< 0.001) hesaplanmustir.
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4. BULGULAR

4.1. SLS ve SLES 70’in Mikroniikleus Olusumu ve Hiicre Proliferasyonu Uzerine
Etkisi

CBMN testi ile SLS ve SLES 70’in dozlariyla 24 ve 48 saat muamele edilen insan
periferal lenfosit hiicrelerindeki klastojenik etki mikroniikleus miktar1 sayilarak,
sitotoksik etki ise CPI degerleri hesaplanarak degerlendirilmistir. Iki dondrle yapilan bu
calismada, SLS ve SLES 70’in mikroniikleus sayilar1 ve CPI degerleri her bir doz i¢in
1000 adet olmak tizere toplam 2000 hiicrede incelenmis ve kontrol grubu olan spontan ile
karsilastirilarak istatistiksel agidan degerlendirilmistir. Her doza ait 1000 hiicre Olympus
marka mikroskopta sayilmistir (Sekil 4.1, Sekil 4.2 ve Sekil 4.3). Elde edilen
mikroniikleus sayilar1 ve CPI degerleri SPSS 22 programinda yer alan Dunnett T3 Testi
ile kontrol grubuyla karsilastirilarak istatistiki veriler elde edilmistir (Tablo 4.1 ve Tablo
4.2).

Sekil 4.1. Bir, iki ve dort gekirdekli lenfosit hiicreler (40x)

Sekil 4.2. Bir, iki ve ii¢ ¢ekirdekli lenfosit hiicreler (40x)
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Sekil 4.3. Mikroniikleuslu iki ¢ekirdekli lenfosit hiicre (40x)

Tablo 4.1. [nsan lenfosit hiicrelerinin SLS nin dozlari ile 24 ve 48 saat muamelesi sonucu elde edilen
ortalama MN sayilart ve CPI degerleri

24 Saat
Madde Doz incelenen Hiicre Ort. MN (£SS) Ort. CPI (£SS)
Sayis1

Spontan - 2000 3,50+0,29 0,29+0,02

Coziicii (su) - 2000 3,50+0,29 0,28+0,01

MMC 0,3 pg/ml 2000 16,00+1,16%*** 0,1140,01%**
%6 2000 9,50+0,29** 0,16+0,01%**

Sodium Lauryl %4 2000 7,50+0,29%* 0,18+0,01**

Sulfate %2 2000 6,50+0,29* 0,21+0,01**
%1 2000 4,50+0,29 0,24+0,01

48 Saat

Madde Doz Incelenen Hiicre | Ort. MN (£SS) Ort. CPI (£SS)
Sayisi

Spontan - 2000 3,50+0,29 0,29+0,01

Coziicii (su) - 2000 4,50+0,29 0,26+0,01

MMC 0,3 pg/ml 2000 26,50+0,86%** 0,04+0,00%**
%6 toksik - -

Sodium Lauryl %4 2000 9,50+0,29°%* 0,1540,00%**

Sulfate %2 2000 8,00+0,00* 0,19+0,01%*
%1 2000 5,50+0,29* 0,2240,01*

MN: Mikronukleus, MMC: Mitomisin-C, CPI: Hiicre Proliferasyon indeksi
+ SS: Standart sapma degerleri, * P<0.05, ** P<0.01, *** P< 0.001 (Dunnett T3 testi)
P: Istatistiksel olarak anlamli farklilik

26




Elde edilen istatistiki veriler sonucunda, SLS’nin %6’lik konsantrasyonunun 24
saatlik maruziyetteki MN sayis1 kontrole gére ** P<0.01 anlamlilik degeri ve CPI degeri
kontrole gore *** P< 0.001 anlamlilik degeri gosterirken, 48 saatlik maruziyette toksik
etki gdstermistir. SLS nin %4’ liik konsantrasyonunun 24 saatlik maruziyetteki MN sayisi
kontrole gore * P< 0.05 anlamlilik degeri ve CPI degeri kontrole gore ** P< 0.01
anlamlilik degeri gosterirken, 48 saatlik maruziyette MN sayis1 kontrole gore ** P<0.01
ve CPI degeri kontrole gore *** P<(0.001 anlamlilik degeri géstermistir. SLS nin %2’lik
konsantrasyonunun 24 ve 48 saatlik maruziyetteki MN sayis1 kontrole gore * P< 0.05
anlamlilik degeri ve CPI degeri kontrole gore ** P< (0.01 anlamlilik degeri gostermistir.
SLS’nin %1’lik konsantrasyonunun 24 saatlik maruziyetteki MN sayis1 ve CPI degeri
kontrole gore anlamli bir fark gdstermezken, 48 saatlik maruziyetteki MN say1s1 ve CPI
degeri kontrole gore * P< 0.05 anlamlilik degeri gostermistir.

MN sayisindaki artis klastojenik etkiyi gdsterirken, CPI degerindeki azalma
sitotoksik etkiyi gosterir. SLS’nin dozlarinin lenfosit hiicrelerindeki ortalama MN sayilari
grafiksel olarak Sekil 4.4’te verilirken, ortalama CPI degerleri grafiksel olarak Sekil

4.5’te verilmistir.
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Sekil 4.4. SLS nin ortalama MN sayisi iizerine etkisi. Dozlarin spontana gére istatistiksel olarak anlaml
farkliik degerleri, * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 ile gosterilmigtir.
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Sekil 4.5. SLS nin ortalama CPI degeri iizerine etkisi. Dozlarin spontana gore istatistiksel olarak
anlamli farklik degerleri, * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 ile gosterilmistir.
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Tablo 4.2. Insan lenfosit hiicrelerinin SLES 70’in dozlari ile 24 ve 48 saat muamelesi sonucu elde edilen

ortalama MN sayilart ve CPI degerleri

24 Saat
Madde Doz incelenen Hiicre Ort. MN (£SS) Ort. CPI (£SS)
Sayisi

Spontan - 2000 3,50+0,29 0,25+0,01

Coziicii (su) - 2000 4,00+0,00 0,24+0,00

MMC 0,3 pg/ml 2000 17,00+1,16%** 0,11£0.00%**
%0,10 2000 10,00+0,58** 0,15+0,00%**

Sodium Laureth %0,08 2000 8,00+0,58* 0,17+0,00%*

Sulfate 70 %0,06 2000 6,00+0,58%* 0,20+0,00*
%0,04 2000 5,50+0,29* 0,22+0,00

48 Saat

Madde Doz Incelenen Hiicre Ort. MN (£SS) Ort. CPI (£SS)
Sayisi

Spontan - 2000 4,00+0,00 0,25+0,01

Coziicii (su) - 2000 4,50+0,29 0,22+0,00

MMC 0,3 pg/ml 2000 27,504£2,02%** 0,02+0,00%**
%0,10 2000 11,50+0,29** 0,13+0,00%**

Sodium Laureth %0,08 2000 9,50+0,87** 0,15+0,00%**

Sulfate 70 %0,06 2000 7,50+0,29* 0,17+0,00%*
%0,04 2000 6,00+0,00* 0,20+0,00*

MN: Mikronukleus, MMC: Mitomisin-C, CPI: Hiicre Proliferasyon Indeksi

+ SS: Standart sapma degerleri, * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 (Dunnett T3 testi)
P: Istatistiksel olarak anlamli farklilik

Elde edilen istatistiki veriler sonucunda, SLES 70’in %0,10’luk konsantrasyonunun
24 ve 48 saatlik maruziyetteki MN sayis1 kontrole gore ** P< 0.01 anlamlilik degeri ve
CPI degeri kontrole gore *** P< 0.001 anlamlilik degeri gostermistir. SLES 70’in
%0,08’lik konsantrasyonunun 24 saatlik maruziyetteki MN sayis1 kontrole gore * P< 0.05
anlamlilik degeri ve CPI degeri kontrole gore ** P< 0.01 anlamlilik degeri gosterirken,
48 saatlik maruziyetteki MN sayis1 kontrole gore ** P< 0.01 anlamlilik degeri ve CPI
degeri kontrole gore *** P< 0.001 anlamlilik degeri gostermistir. SLES 70’in %0,06’ 11k
konsantrasyonunun 24 saatlik maruziyetteki MN sayis1 ve CPI degeri kontrole gore * P<
0.05 anlamlilik degeri gosterirken, 48 saatlik maruziyetteki MN sayis1 kontrole gore * P<

0.05 anlamhlik degeri ve CPI degeri kontrole gore ** P< 0.01 anlamlilik degeri
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gostermistir. SLES 70’in %0,04’liikk konsantrasyonunun 24 saatlik maruziyetteki MN
sayis1 kontrole gore * P< 0.05 anlamlilik degeri gdsterirken ve CPI degeri kontrole gore
anlaml bir fark gdstermemisken, 48 saatlik maruziyetteki MN sayist ve CPI degeri
kontrole gore * P< 0.05 anlamlilik degeri gostermistir.

SLES 70’in dozlarinin lenfosit hiicrelerindeki ortalama MN sayilar1 grafiksel olarak
Sekil 4.6°da verilirken, ortalama CPI degerleri grafiksel olarak Sekil 4.7’de verilmistir.
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Sekil 4.6. SLES 70’in ortalama MN sayist tizerine etkisi. Dozlarin spontana gore istatistiksel olarak
anlamli farkliik degerleri, * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 ile gosterilmistir.
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Sekil 4.7. SLES 70’in ortalama CPI degeri iizerine etkisi. Dozlarin spontana gére istatistiksel olarak
anlamli farklik degerleri, * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 ile gosterilmistir.

4.2. SLS ve SLES 70’in DNA Hasar1 Uzerine Etkisi

Comet testi ile SLS ve SLES 70’in dozlariyla 2 ve 24 saat muamele edilen insan
periferal lenfosit hiicrelerindeki DNA hasar1 incelenmistir. 24 saat muamele sonucunda
canlilik saglanamamistir. Bu ylizden 2 saat muamele edilen caligma verileri
degerlendirilmistir. Iki dondrle yapilan bu ¢alismada, SLS ve SLES 70’in Comet
parametreleri her bir doz i¢in 50 adet olmak iizere toplam 100 hiicrede incelenmis ve
kontrol grubu olan spontan ile karsilagtirilarak istatistiksel agidan degerlendirilmistir. Her
doza ait 100 hiicre Olympus marka floresan mikroskobuyla ¢ekilmis (Sekil 4.8 ve Sekil
4.9) ve Comet Assay IV programi kullanilarak kuyruk uzunlugu (tail length), kuyruk
yogunlugu (tail intensity) ve kuyruk momenti (tail moment) cinsinden
degerlendirilmistir. Elde edilen degerler, SPSS 22 programinda yer alan Tamhane Testi
ile kontrol grubuyla karsilastirilarak istatistiki veriler elde edilmistir (Tablo 4.3).
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Sekil 4.8. DNA hasart olmayan normal lenfosit hiicreler (40X)

Sekil 4.9. DNA hasart olan kuyruklu lenfosit hiicreler (40x)



Tablo 4.3. SLS ve SLES 70'in dozlar: ile 2 saat muamele edilmis insan periferal lenfosit hiicrelerindeki

DNA hasart
Kuyruk Kuyruk Kuyruk
Madde ve Uzunlugu Yogunlugu Momenti
Dozlan MEAN = SS Degeri MEAN = SS Degeri MEAN = SS Degeri
Spontan N:100 53,61+0,88 10,01£1,03 1,64+0,67
Coziicii (su) N:100 54,42+0,72 10,47+1,19 1,87+0,21
H202 50 pM N:100 167,50+6,88*** 37,74+£2,93%** 22,10£2,61%**
SLS %6 N:100 78,25+4,06%** 27,434£3,07*** 7,32+41,14%%*
SLS %4 N:100 68,57+3,68%* 16,21£1,78** 4,77+1,03**
SLS %2 N:100 65,38+2,61** 15,67+2,03** 4,56+0,68%*
SLS %1 N:100 54,38+2,20 12,76+1,77 3,18+0,62
SLES 70 %0,10 N:100 75,2444, 46%** 20,93+1,87*** 7,11£1,62%%*
SLES 70 %0,08 N:100 67,75+3,836** 17,03£1,62** 6,81+1,43%*
SLES 70 %0,06 N:100 64,43+3,74%* 15,04+1,32%* 4,40£1,01%*
SLES 70 %0,04 N:100 58,20+3,73 13,91+1,34 3,89+0,76

SLS: Sodium lauryl sulfate, SLES 70: Sodium laureth sulfate 70

H202: Hidrojen Peroksit, N: Hiicre sayisi, MEAN: ortalama,

SS: Standart sapma degerleri, * P< 0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 (Tamhane Testi)
P: Istatistiksel olarak anlaml1 farklilik

Elde edilen istatistiki veriler sonucu SLS’nin %6’lik konsantrasyonu ile SLES 70’in
%0,10’luk konsantrasyonunun kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk
momentindeki artis kontrole gore *** P< 0.001 anlamlilik degeri gostermistir. SLS’nin
%4’lik ve %2’lik konsantrasyonu ile SLES 70’in %0,08’lik ve %0,06’lik
konsantrasyonunun kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momentindeki artis
kontrole gore ** P< 0.01 anlamlhlik degeri gosterirken, SLS’ nin %]1’lik konsantrasyonu
ve SLES 70’in %0,04’likk konsantrasyonunun kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve
kuyruk momentindeki artig kontrole gore anlamli bir fark gostermemistir.

Kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momentindeki artis, DNA
ipliginde tek ya da ¢ift zincir kirilmalariyla gerceklesen DNA hasariin gostergesidir.
SLS ve SLES 70’in insan lenfosit hiicrelerinde olusturdugu kuyruk uzunlugu ortalamalari

Sekil 4.10°da, kuyruk yogunlugu ortalamalar1 Sekil 4.11°de ve kuyruk momenti
ortalamalar1 Sekil 4.12°de grafiksel olarak gdsterilmistir.
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Kuyruk uzunlugu ortalamasi

Sekil 4.10. SLS ve SLES 70’in dozlari ile 2 saat muamele edilmig insan periferal lenfosit hiicrelerindeki
DNA hasarmin kuyruk uzunlugu ile karsilastirilmasi. Dozlarin spontana gére istatistiksel olarak anlamli
farklilik degerleri, * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 ile gosterilmigtir.
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B Kuyruk yogunlugu ortalamasi

Sekil 4.11. SLS ve SLES 70’in dozlari ile 2 saat muamele edilmis insan periferal lenfosit hiicrelerindeki
DNA hasarinin kuyruk yogunlugu ile karsilastirilmasi. Dozlarin spontana gére istatistiksel olarak
anlamli farkhihik degerleri, * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 ile gosterilmistir.
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® Kuyruk momenti ortalamasi

Sekil 4.12. SLS ve SLES 70’in dozlart ile 2 saat muamele edilmis insan periferal lenfosit hiicrelerindeki
DNA hasarmin kuyruk momenti ile karsilastiriimasi. Dozlarin spontana gore istatistiksel olarak anlami
farkliik degerleri, * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 ile gosterilmistir.

4.3. SLS ve SLES 70’in Gen Mutasyonu Uzerine Etkisi

SLS ve SLES 70’in dozlariyla 24 saat muamele edilen insan periferal lenfosit
hiicrelerindeki olasi gen mutasyonlari HPRT testiyle degerlendirilmistir. Iki donérle
yapilan bu ¢alismada, SLS ve SLES 70’in her bir dozu i¢in 1000 adet olmak tizere toplam
2000 hiicre incelenmis ve kontrol grubu olan spontan ile karsilastirilarak istatistiksel
acidan degerlendirilmistir. Her doza ait 1000 hiicre Olympus marka 151k mikroskobuyla
sayilmustir (Sekil 4.13, Sekil 4.14 ve Sekil 4.15). 6-TG ile muamele edilmis 1000 hiicre
i¢cindeki boliinen hiicre sayisinin, 6-TG’ye maruz kalmamig 1000 hiicre i¢indeki boliinen
hiicre sayisina orani ile varyans frekans degerleri hesaplanmistir. Hesaplanan varyans
degerlert SPSS 22 programinda yer alan Dunnet T3 Testi ile kontrol grubuyla
karsilastirilarak istatistiki veriler elde edilmistir (Tablo 4.4).
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Sekil 4.13. Dort ¢ekirdekli lenfosit hiicre (40x)

Sekil 4.14. U ¢ekirdekli lenfosit hiicre (40x)

Sekil 4.15. Bir ve iki ¢ekirdekli lenfosit hiicreler (40x)



Tablo 4.4. Insan lenfosit hiicrelerinin SLS ve SLES 70’in dozlart ile muamelesi sonucu olusan ortalama
varyans frekans degerleri

Madde Doz Sayilan hiicre sayis1 | Ort. varyans frekans
degeri £ SS
Spontan - 2000 0,54+0,13
Coziicii (Su) - 2000 0,55+0,12
MMS 0,02 pL/ml 2000 1,40£0,05***
%6 2000 0,83+0,04 **
Sodium Lauryl Sulfate %4 2000 0,78+0,03**
%2 2000 0,71+0,03*
%1 2000 0,60+0,11
%0,10 2000 0,78+0,04**
Sodium Laureth %0,08 2000 0,74+0,05**
Sulfate 70 %0,06 2000 0,67+0,06*
%0,04 2000 0,61+0,11

MMS: Methyl methanesulfonate
SS: Standart sapma degerleri, * P< 0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 (Dunnet T3 Testi)
P: Istatistiksel olarak anlamli farklilik

Varyans frekans degeri ne kadar yiiksekse test edilen maddenin mutajenik etkisi o
kadar fazladir. Elde edilen istatistiki veriler sonucu SLS’nin %6 ve %4 konsantrasyonlari
kontrole gore ** P< 0.01 anlamlilik degeri gostermistir. SLS nin %2 konsantrasyonu
kontrole gore * P< 0.05 anlamlilik degeri gostermistir. SLES 70°in %0,10 ve %0,08
konsantrasyonlar1 kontrole gore ** P< 0.01 anlamlilik degeri gdosterirken, %0,06
konsantrasyonu kontrole gére * P< 0.05 anlamlilik degeri gdstermistir. SLS’nin %1
konsantrasyonu ile SLES 70’in %0,04 konsantrasyonu kontrole gore anlamli bir fark
gostermemistir.

SLS ve SLES 70’in dozlarinin lenfosit hiicrelerindeki ortalama varyans frekans

degerleri grafiksel olarak Sekil 4.16’da verilmistir.
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Sekil 4.16. SLS ve SLES 70’in dozlar ile muamele edilmis insan periferal lenfositlerindeki gen
mutasyonunun varyans frekans degeri ile karsilastiriimasi. Dozlarin spontana gore istatistiksel olarak
anlamli farklik degerleri, * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 ile gosterilmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Tukettigimiz  drlinlerde gecmisten giinlimiize kadar bircok kimyasal
kullanilmaktadir. Bu yiizden {iriinlerin klinik testlerinin yapilmasi1 tiiketicilerin
giivenligini saglamak icin oldukca énemlidir. Uriinlerin giivenli oldugundan emin olmak
i¢in bu testlerin deneyimli kisiler tarafindan yapilmasi ve yorumlanmasi gerekir. Ayrica
bu testlerde in vitro yontemler giderek artmaktadir (Tonucci, 2005, s. 911-929).

SLS ve SLES neredeyse her kozmetik ve temizlik {iriinlerinde bulunarak giindelik
hayatimizda stirekli karsimiza ¢ikmaktadir. Dolayisiyla bu maddeleri iceren tirtinlerle her
giin temas halindeyiz.

Yapilan literatiir arastirmalarinda, SLS ve SLES nin cilt kuruluguna neden oldugu,
proteinleri denatiire edebildigi, cilt tarafindan emilebildigi gibi 6zellikleri bilinmektedir.
Bu yiizden giinliik yasantida bu maddeleri i¢eren iiriinler ¢cok fazla kullanildig1 igin, bu
maddelerin insan hiicreleri lizerindeki sitotoksik etki diizeylerinin belirlenmesi ve
sitotoksik olmayan konsantrasyonlarinin ise genotoksik etkilerinin incelenmesi gerekir.

Bu ¢alismada, SLS ve SLES 70’in saglikli insan lenfosit hiicrelerindeki klastojenik
aktivitesi CBMN testi ile, DNA tek ve ¢ift ipligi iizerindeki genotoksik etkileri Comet
testi ile, gen mutasyonuna neden olma etkisi HPRT testi ile degerlendirilmistir.

Elde edilen CBMN testi verileri sonucunda, SLS’nin %6 konsantrasyonundan
yiiksek dozlarmin ve SLES 70’in %0,10 konsantrasyonundan yiiksek dozlarinin in vitro
kosullarda, sagliklt insan lenfosit hiicreleri iizerinde toksik etkiler olusturdugu
goriilmiistiir. SLS’nin %6 konsantrasyonunun 24 saatte MN olusumunu arttirarak orta
diizeyde klastojenik bir aktiviteye sahip oldugu goriiliirken, 48 saatte toksik etki yaptigi
goriilmiistiir. Ayrica 24 saatte hiicre boliinmesini yliksek diizeyde azaltmigtir. SLS nin
%4 ve %2 konsantrasyonlarinin 24 saatte hafif klastojenik oldugu ve orta diizeyde hiicre
boliinmesini azalttig1r goriilmiisken, 48 saatte %4 konsantrasyonunun orta diizeyde
klastojenik oldugu ve hiicre boliinmesini yiiksek diizeyde azalttig1 goriilmiistiir. SLS nin
%1 konsantrasyonunun 24 saatte klastojenik etkisi goriilmezken, 48 saatte hafif
klastojenik etkisi goriilmiistiir. Ayrica SLS nin %1 konsantrasyonunun 24 saatte hiicre
boliinmesine anlamli bir etkisi goriillmezken, 48 saatte hiicre boliinmesini hafif diizeyde
azalttig1 gortiilmiistiir. SLES 70’in %0,10 konsantrasyonunun 24 ve 48 saate orta diizeyde
klastojenik etki gosterdigi ve hiicre boliinmesini yiiksek diizeyde azalttigi goriilmiistiir.
SLES 70’in %0,08, %0,06 ve %0,04 konsantrasyonlarinin 24 saatte hafif bir klastojenik

etkisi oldugu goriiliirken, 48 saatte %0,08 konsantrasyonunun orta diizeyde klastojenik
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etkisi goriilmistiir. SLES 70’in %0,08 konsantrasyonunun 24 saatte hiicre boliinmesini
orta diizeyde azaltti31,48 saatte yiiksek diizeyde azalttig1 goriilmiistiir. SLES 70’in %0,06
konsantrasyonunun 24 saatte hiicre béliinmesini hafif diizeyde azalttig1, 48 saatte ise orta
diizeyde azalttig1 goriilmiistiir. SLES 70’in %0,04 konsantrasyonunun 24 saatte hiicre
boliinmesine anlamli bir etkisi olmazken,48 saatte hafif diizeyde azalttig1 goriilmiistiir.
Bu veriler sayesinde, SLS’nin dozlar1 yiikselirken MN sayisin1 artirarak klastojenik
etkiye neden oldugu goézlenmistir. Dozlar yiikseldigi zaman, dozlar arasindaki MN
artisinin 1 ila 3 arasinda degistigi gézlenmistir. Ayn1 dozlarin 48 saatlik maruziyetteki
MN sayilarinin, 24 saatlik maruziyetteki MN sayilarina gore 1 ila 3 arasinda bir artis
gosterdigi gozlenmistir. Ayrica dozlar yiikseldiginde CPI degerini diisiirerek hiicre
boliinmesini azaltmistir. Dozlar yiikseldigi zaman, dozlar arasindaki CPI degerinin
azalmasinin 0,02 ila 0,04 arasinda degistigi gozlenmistir. Ayn1 dozlarin 48 saatlik
maruziyetteki CPI degerlerinin, 24 saatlik maruziyetteki CPI degerlerine gore 0,02 ila
0,03 arasinda azaldigi gozlenmistir. Yine bu veriler sayesinde, SLES 70’in dozlar
yiikselirken MN sayisini artirarak klastojenik etkiye neden oldugu gézlenmistir. Dozlar
yiikseldigi zaman, dozlar arasindaki MN artisinin 1 ila 3 arasinda degistigi gozlenmistir.
Ayni dozlarin 48 saatlik maruziyetteki MN sayilarinin, 24 saatlik maruziyetteki MN
sayilarina gore 1 ila 3 arasinda bir artis gosterdigi gozlenmistir. Ayrica dozlar
yiikseldiginde CPI degerini diisiirerek hiicre boliinmesini azaltmigtir. Dozlar yiikseldigi
zaman, dozlar arasindaki CPI degerinin azalmasinin 0,02 ila 0,03 arasinda degistigi
gozlenmistir. Ayni dozlarin 48 saatlik maruziyetteki CPI degerlerinin, 24 saatlik
maruziyetteki CPI degerlerine gore 0,02 ila 0,03 arasinda azaldig1 gozlenmistir. SLS nin
%06 konsantrasyonu ile SLES 70’in %0,10 konsantrasyonu, SLS’nin %4 konsantrasyonu
ile SLES 70’in %0,08 konsantrasyonu, SLS’nin %2 konsantrasyonu ile SLES 70’in
%0,06 konsantrasyonu ve SLS’nin %1 konsantrasyonu ile SLES 70’in %0,04
konsantrasyonu birbirlerine yakin MN ve CPI degerleri gostermistir.

Elde edilen Comet testi verileri sonucunda, SLS’nin %6 ve SLES 70’in %0,10
konsantrasyonlarinin  kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti
degerlerini kontrol degerlerine gore yiiksek diizeyde arttirarak DNA’da iplik kirilmasi
tipinde genetik hasar olusturabildikleri gorilmiistir. SLS’nin %4 ve %2
konsantrasyonlar1 ile SLES 70’in %0,08 ve %0,06 konsantrasyonlarinin kuyruk
uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti degerlerini kontrol degerlerine gore orta

diizeyde arttirarak DNA’da iplik kirilmasi tipinde genetik hasar olusturabildikleri
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goriilmiistiir. SLS’nin %1 ve SLES 70’in %0,04 konsantrasyonlarinin kuyruk uzunlugu,
kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti degerleri kontrol degerlerine gore anlamlilik
gostermemistir. Bu veriler sayesinde SLS ve SLES 70’in dozlar yiikseldigi zaman
kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti degerlerini artirarak DNA’da
iplik kirilmasina neden oldugu gozlenmistir. SLS’nin dozlar1 yiikseldigi zaman, dozlar
arasinda ortalama kuyruk uzunlugunun 3 ila 10, ortalama kuyruk yogunlugunun 1 ila 10,
ortalama kuyruk momentinin 1 ila 3 arasinda arttig1 gozlenmistir. SLES 70’in dozlar
ylukseldigi zaman, dozlar arasinda ortalama kuyruk uzunlugunun 3 ila 8, ortalama kuyruk
yogunlugunun 1 ila 3, ortalama kuyruk momentinin 1 ila 2 arasinda arttig1 gozlenmistir.
SLS’nin %6 konsantrasyonu ile SLES 70’in %0,10 konsantrasyonu, SLS’nin %4
konsantrasyonu ile SLES 70’in %0,08 konsantrasyonu, SLS’ nin %2 konsantrasyonu ile
SLES 70’in %0,06 konsantrasyonu ve SLS’nin %1 konsantrasyonu ile SLES 70’in %0,04
konsantrasyonu birbirlerine yakin kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk
momenti degerleri gostermistir.

Elde edilen HPRT testi verileri sonucunda, SLS’nin %6 ve %4 konsantrasyonlar1
ile SLES 70’in %0,10 ve %0,08 konsantrasyonlar1 orta diizeyde gen mutasyonuna neden
olurken, SLS’nin %2 konsantrasyonu ile SLES 70’in %0,06 konsantrasyonu hafif
diizeyde gen mutasyonuna neden olmustur. SLS’nin %1 konsantrasyonu ile SLES 70’in
%0,04 konsantrasyonu anlamli diizeyde gen mutasyonuna neden olmamaistir. Bu veriler
sayesinde SLS ve SLES 70’in dozlar yiikselirken varyans frekans degerini artirarak gen
mutasyonuna neden oldugu gozlenmistir. SLS’nin dozlar yiikseldigi zaman, dozlar
arasindaki varyans frekans degerlerinin 0,07 ila 0,12 arasinda arttig1 gézlenmistir. SLES
70’in dozlan yiikseldigi zaman, dozlar arasindaki varyans frekans degerlerinin 0,06 ila
0,13 arasinda artti31 gozlenmistir. SLS’nin %6 konsantrasyonu ile SLES 70’in %0,10
konsantrasyonu, SLS’nin %4 konsantrasyonu ile SLES 70’in %0,08 konsantrasyonu,
SLS’nin %2 konsantrasyonu ile SLES 70’in %0,06 konsantrasyonu ve SLS’nin %1
konsantrasyonu ile SLES 70’in %0,04 konsantrasyonu birbirine yakin varyans frekans
degeri gostermistir.

Ayrica yapilan literatiir  arastirmalarinda SLES ve SLS’nin  aymi
konsantrasyonlarinda, SLES’nin SLS’ye gore daha az zararli oldugu bilinmektedir. Ama
bu calismada SLES’nin SLS’ye gore daha diisiik konsantrasyonlari, SLS ile benzer
ozellik gostermigtir. Bu da kullamilan SLES 70’in etoksilasyon islemi sirasinda

kanserojen madde olan 1,4-dioksan ile kontamine olmus ihtimalini diisiindiirmiistir.
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Tez ¢alismasinda uygulanmis olan testler ile gesitli irlinlerde yiizey aktif maddesi
olarak kullanilan SLS ve SLES’nin saglikli insan hiicreleri iizerinde, klastojenik etkiyle
kromozomal hasarlar yaratabilecegi, DNA iplik kirilmalariyla cesitli mutajenik etkiler
olusturabilecegi ve gen mutasyonu olusturarak genotoksik bir potansiyel tasiyabilecegi
gorilmiistiir.

Bu calisgmadan elde edilen veriler sayesinde, giinliik hayatta sik¢a kullandigimiz
tirtinlerde bulunan SLS ve SLES’nin insan genomu iizerinde meydana getirebilecegi
genotoksik riskler konusunda bilinglenme saglanmis olacaktir. Zaten son yillarda SLS ve
SLES icermeyen kozmetik tiriinlerin sayis1 hizla artmaktadir.

Tovell, Howes ve Newsome (1975, s. 17-29) tarafindan baliklar iizerinde yapilan
calismada, SLS’nin karaciger tarafindan emilip metabolize edildikten sonra olusan
metabolitlerin dolasima geri dondiigii veya safra kesesine salgilandig1 gdzlenmistir.

Blondeel, Oleffe ve Achten (1978, s. 270-276) tarafindan yapilan c¢aligmada,
SLS’nin ¢ok sayida alerjik reaksiyona sebep oldugu goriilmiistiir.

SLS ve SLES igeren firiinler, bu maddelerin disinda daha bircok kimyasal
icermektedir. Bu ylizden SLS ve SLES’nin bu kimyasallarla olan etkilerine de bakilmasi,
bunlarin viicutta nasil metabolize oldugu ve gosterebilecekleri alerjik reaksiyonlarin iyice
anlasilmasi gerekir.

Bu caligma ile elde edilen sonuglarin daha ileri ¢alismalarla desteklenmesi ile

yetersiz olan bilimsel verilerin arttiritlmasi temenni edilmektedir.
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