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OZET
METHYLPARABENIN DENiZ KESTANESI

(Arbacia lixula) UZERINDEKI TOKSIK ETKILERI
TEZ, Serkan
Yiiksek Lisans Tezi, Su Uriinleri Temel Bilimler Anabilim Dali
Tez Danmismani: Prof. Dr. Hatice PARLAK
Haziran 2016, 63 sayfa

Methylparaben, kozmetik, ila¢ ve gida endiistrileri basta olmak iizere, boya
ve kagit iliretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir. Giinliik hayatin her alaninda
tiketilen drtinlerin i¢inde koruyucu kimyasal olarak bulunan methylparaben,
kullanim ve atilim sonrasi tiim diger kimyasallar gibi sucul ekosistemlere giris
yapmaktadir. Ilk kez 1996 yilinda sucul ekosistemlerdeki varliklar1 iizerine
calisilmis olan methylparabenin, akarsu, gol, deniz, atik su aritma giris sular1 ve
islem gorerek aritilmis bazi atik su aritma tesislerinden alinan 6rneklerde ng/l-pg/1
araliginda varliklarina rastlanmistir. Suda ¢ok iyi ¢oziinebilen bir kimyasal
olmasina ragmen methylparaben, siirekli kullanim ve atilimina baglh olarak sucul
ekosistemlerde her zaman bulunur durumdadir. Endokrin bozucu kimyasallar
olarak siiflandirilan parabenlerden methylparaben, en yaygin ve yogun olarak
bulunan parabentiirii olmustur. Bu tez ¢alismasinda, organizmalarin gevresel streslere
en hassas oldugu erken yasam evrelerindeki etkinin belirlenebilmesi igin A. lixula
tirii deniz kestanesi ile yapilan biyodenemeler ile methylparabenin gesitli
konsantrasyonlarinda genotoksik, embryotoksik ve spermiyotoksik etkileri,
fertilizasyon basarisi ile dol kalitesi olarak ortaya koyulmustur. A. lixula tiirii deniz
kestanesinin yumurtalari ¢ok koyu renkli oldugu igin genotoksik caligmalarda
kullanilan yontem gelistirilerek dekolorizasyon islemi yapilmis ve mitotik
bozukluklar belirlenebilmistir. Denemeler sonucunda, methylparabenin 8 ppm ve
tizeri konsantrasyonlarida A. lixula embryolarinin larval asamaya gecemedigi ve
konsantrasyona bagli olarak mitotik bozukluklarda artis oldugu saptanmustir.

Anahtar kelimeler: Ekotoksikoloji, deniz kestanesi, Arbacia lixula,
embryotoksisite, genotoksisite, spermiyotoksisite






ABSTRACT
TOXIC EFFECTS OF METHYLPARABEN

ON SEA URCHIN (Arbacia lixula)
TEZ, Serkan
MSc in Marine-Inland Water Sciences and Technology
Supervisor: Prof. Dr. Hatice PARLAK
June 2016, 63 pages

Methylparaben is widely used in industries like paint, paper and especially
cosmetic, food and drug. Due to the presence in products as preservatives, which
are widely used in daily life, methylparaben have been introduced to the aquatic
ecosystems after usage and excretion just like all other chemicals. In 1996, the first
study was published reporting methylparaben had been detected in water samples
taken from aquatic environment and since then, it has been revealed that
methylparaben is present in almost all of the samples collected from rivers, lakes,
sea, influent and effluent waters of waste water treatment plants, in range of ng/l-
ug/l. Although it is a fairly water soluble chemical, methylparaben is ubiquitous in
aquatic ecosystems due to the continuous usage. Parabens are also classified as
endocrine disruptor chemicals and methylparaben is reported to be the most
common paraben type found in the environment. In this study, genotoxic,
spermiotoxic and embrytoxic effects of methylparaben in different concentrations
were studied by the bioassays using sea urchin Arbacia lixula as the test organism,
to determine the effects in the early life stages when the organisms show the highest
sensitivity to the environmental stresses. Since the A. lixula eggs are dark-coloured,
the method used in genotoxicity were modified and developed to decolorize the
eggs, therefore the mitotic aberrations could be determined. The results of the
bioassays show that A. lixula embryos were not able to make it to the larval stage
in concentrations of 8 ppm and above of methylparaben and number of mitotic
aberrations tended to increase depending on methylparaben concentrations.

Key words: Ecotoxicology, sea urchin, Arbacia lixula, embryotoxicity,
genotoxicity, spermiotoxicity
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1. GIRIS

Insanlik tarihi, giiniimiizden milyonlarca yil &ncesine dayanmaktadir. Alet
kullanabildigi i¢in atalarindan farkli olarak siiflandirilan Homo cinsinin tarihe
biraktig1 izler, milyonlarca yillik insanlik tarihinin son birkag milyon yillik
doénemini daha 6nemli kilmaktadir. Insan ailesinin bireyleri, bu birkag milyon yillik
zaman diliminde, beslenme ve giivenli bir ortamda barinma gibi temel ihtiyaglarini
gidermeye calisirken, pek cok sorunla karsilasmis ve bu zorluklar karsisinda ¢6ziim
aramaya, hatta zorlu yasam kosullarina adapte olabilmek i¢in mutasyona
zorlanmislardir. Beslenmek i¢in elverigsiz olan bolgelerden gog edilerek (Head and
Gibbard, 2005) yeni yasam alanlar1 kesfedilmis ve ¢oziim iiretmenin ilk sinyalleri

verilmistir.

Kuru, sert ve lifli bitkilerin yogunlukta, agaclarin ise nispeten az sayida
oldugu kurak iklimin genis alanlara hakim oldugu donemlerdeki ekolojik
degisiklikler, hayatta kalma ic¢giidiisii ile yeni yasam alanlarma dogru go¢ etmek
gibi kisa vadeli ¢oziimlerin yetersiz kalmasia yol agcmistir. Bu durum, insanin
atasin1 bu zorlu kosullara adapte olmaya zorlayarak, genetik kompozisyonunun
degismesine yol a¢cmus; ilerleyen nesillerde azi disi gelisimi, dis minelerinde
kalinlagma, ¢ene ve kafatas1 yapilarinda giiclenme gibi degisimlere neden olmustur
(Harrison, 1989).

Ekolojik degisikliklere karsi gosterilen yapisal ve fizyolojik adaptasyonlar
birka¢ milyon yil boyunca devam ederken, insan ailesi bireyleri, giinliik hayatta
karsilastiklar1 sorunlara karst anlik c¢oziimler bulmak zorunda kalmis ve
kesfettikleri yenilikleri, hayatlarinin birer parcasi haline getirmislerdir. Tiiketmekte
ve sindirmekte gii¢liik ¢ektikleri besinlerini daha kii¢lik pargalara ayirmak i¢in tag
alet kullanmaya baslayarak (Ambrose, 2001); zamanla bakir, tun¢ ve demiri

kesfedip, isleyerek; arkeolojik devirlerin sinirlarini belirlemislerdir.

Metallere sekil vererek alet ve silah liretmeye baslayan insanlik, zamanla
yeryiiziinii kendisi i¢in daha giivenli ve yasanilir bir yer haline getirmeyi basarmus,
milyonlarca yil boyunca adapte olmaya calistig1 dogayi, kendisine adapte olacak
duruma getirmistir. Doganin hakimi olmay1 bagaran insan ailesinin niifusunun
artmastyla, ihtiya¢ duyan toplumlar ve bu ihtiyaclar1 gideren endiistriler olusmaya
baslamistir. Baslangigta sadece hayatta kalma ve giinliik hayati kolaylagtirma
amacinda olan insanlik, zamanla endiistrilesme ve teknolojiyi hayatina dahil etmis,

bununla beraber endiistriyel kirlilik tabirini yeryliziiyle tanistirmig ve yeryiiziiniin



asil sahipleri olan canlilara zarar vermeye baslamistir. Milyonlarca yil boyunca
dogaya uyum saglamak icin goge zorlanan, genetik kompozisyonu degismek
zorunda kalan ve tamamen doganin kontrolii altinda olan insanogluyken, roller
degismis ve doga, insanoglu tarafindan yonetilmeye ve ciddi zararlar gérmeye

baglamistir.

Zamanla birincil ihtiyag¢larinin ¢ok daha fazlasini elde etmeye baslayan insan
ailesinin yasam diizeyi artis gostermis ve 16. ylizyil dncesinde liikks sayilabilecek
pekeok tiriin, toplumun orta ve alt tabakasi tarafindan elde edilebilir hale gelmistir.
Deniz tasimaciliginin yayginlasmasi ve teknolojinin ilerlemesi, artan ihtiyaglarin
giderilmesini kolaylastirmisir. 16. ylizyildan itibaren Avrupa’daki yogun niifus
artisin1 takip eden endiistri devrimi (Szreter and Mooney, 1998) ile, iireten
toplumlarin sayisi giderek artmistir. Artan niifus ile beraber artis gésteren toplumsal
ve bireysel ihtiyaglar, hizli yiikselisine halen devam etmekte olan teknoloji
rliizgarin1 da arkasina alarak, yeni endiistri dallarinin olugmasina ve her alanda
iiretim miktarlarinin ve iriin ¢esitliliginin artmasina yol a¢cmuistir. Artan {riin
cesitliligi ve tretim miktarlari, endiistriyel iriinlerin {iretimi sirasinda olusan
atiklarin ve bu tirlinlerin kullanimina bagl olarak, evsel atiklarin artmasina yol
acmis ve Ozellikle evsel atiklarin kimyasal kompozisyonunu degistirerek, doga i¢in

bir bagka tehdit haline getirmistir.

Giinlimiizde, diinyanin dort bir yaninda, pek ¢ok endiistri dalina ait tiikketim
iirlinii satisa sunulmakta ve bu iirlinlerin tamaminin {iretiminde, minimum maliyet
ve maksimum raf dmrii hedeflenmektedir. Genis kitlelerce tiiketilen ve dolayisiyla
olduk¢a fazla miktarlarda iretilen iriinlerin yapiminda da ayni kriterlerin
uygulandigi diisiiniildiiglinde, bu {iriinlerin raf émriinii uzatacak ve ayn1 zamanda
maliyeti minimum oranda etkileyecek katki kimyasali ihtiyact ve kullanim
miktariin ne kadar fazla oldugu tahmin edilebilmektedir. Beslenme ve saglik gibi
birincil ihtiyaglara yonelik tasarlanan ilag, temizlik, gida ve kozmetik iiriinleri,
yilksek miktarlarda fiiretilip tiiketime sunulmaktadir. Uriinlerin yapiminda
kullanilan katki kimyasallari, yogun tliketime bagli olarak, evsel atik

kompozisyonunda yer bulmaktadir.

Uretimi yapilan {iriiniin bozulmasmi engellemek ve raf dmriinii uzatmak
amaciyla kullanilan katki  kimyasallari, koruyucu kimyasallar olarak
adlandirilmaktadir. Uriiniin kokusu, rengi, pH’1 {izerinde minimum etkiye sahip
olmasi ve her seyden Once, antimikrobiyal etkiye sahip olmasi, koruyucu bir

kimyasalin en 6nemli nitelikleri olarak belirtilmistir. Bu kriterlerin tamamini1 yerine



getirebilen kimyasal grubu olan parabenler, koruyucu olarak en yaygin kullanima
sahip kimyasallardir (Soni et al., 2001). Ilag, kisisel bakim iiriinleri, temizlik
irlinleri ve gida basta olmak iizere tekstil, deri, cam ve porselen endiistrilerinde
kullanilan boya kimyasallarinin yani sira, i¢ ve dis cephe boyalarinda, sprey
boyalarda ve kil hamurlarmin {iretiminde parabenlerin kullanilmakta oldugu
belirtilmistir (Eriksson et al., 2008). Buna ek olarak, parabenlerin hijyenik bez,
banknot ve pekc¢ok kagit iirliniinde kullanildig1 bilinmektedir (Haman et al., 2015;
Liao and Kannan, 2014).

Diinya genelinde paraben tiiketiminin yillik 8-10 bin ton oldugu bilinmektedir
(Ramaswamy et al., 2011). 1987 yilinda sadece kozmetik ve kisisel bakim
tiriinlerinin tiretiminde kullanilan paraben miktarinin 7000 kg oldugu belirtilmistir
(Soni et al., 2005; Brausch and Rand., 2011). EPA (Environmental Protection
Agency) (2007)’nin verilerine gore 1986-2002 yillar1 arasinda ABD’deki yillik
paraben iiretim miktarlar1 ¢izelge 1.1.°deki gibidir. En yaygin kullanima sahip
paraben tiirlerinden olan ve 60 yildan fazla siiredir, pek ¢ok endiistri dalinda
kullanildig1 bilinen metilparabenin (Soni et al., 2001), 1986-2002 yillar1 arasinda
ABD’de en yiiksek miktarda iiretimi yapilan paraben tiirii oldugu goriilmektedir.
Ayrica, metilparaben’in 2002 yilinda Avrupa’daki tiiketiminin 1000 tonun {izerinde
oldugu rapor edilmistir (Carlsson et al., 2006).

Cizelge 1.1. EPA (2007)’ya gore 1986-2002 arasinda ABD’de paraben iiretim miktarlari (ton)

Metilparaben Propilparaben Etilparaben = Butilparaben

1986 >250 - 500 >5-250 >5-250 >5-250
1990  >500 — 5000 >250 - 500 >5-250 >5-250
1994  >500 — 5000 >250 - 500 - >5-250
1998 >250 - 500 >5 - 250 - -

2002 >5—250 >5—-250 >5-250 =



Insan viicuduna giris yapan parabenlerin ana kaynaginin, kozmetik ve kisisel
bakim iriinleri olduguna isaret edilmistir (Btedzka et al., 2014). Cin’de ve
Danimarka’da, farkli marka ve c¢esitli kategorilerdeki kisisel bakim iiriinleri
iizerinde yapilan ¢alismalarda, iiriinlerin neredeyse tamaminin paraben icerdigi, en
cok kullanilan paraben tiirliniin metilparaben oldugu ve 6zellikle Cin’de {iretilen
iirlinlerde, metilparabenin propilparaben’den yaklasik 2, diger paraben tiirlerinden
ise yaklasik 30 kat daha fazla miktarda kullanildig: belirtilmistir (Guo et al., 2014;
Eriksson et al., 2008). Besin maddelerinde de oldukga yaygin ve yogun miktarlarda
kullaniltyor olmasi, viicuda giren paraben miktarini artirmaktadir. ABD, Avrupa ve
Japonya’da metilparaben, propilparaben ve etilparaben icin kabul edilebilir giinliik
alim miktarinin 0-10 mg/kg viicut agirligi/glin araliginda oldugu agiklanmistir
(JECFA, 1974; SCF 1996; Suzuki et al., 1999). 1972 yilinda, insanlarin ortalama
glinliik metilparaben alimina dair yapilan incelemelerde, 0-5 aylik bebeklerin giinde
ortalama 5 mg, 6-11 aylik bebeklerin 49 mg, 12-23 aylik ¢ocuklarin 93 mg, 2-65
yas arasi insanlarin 222 mg metilparaben alimi yaptig1 ve kg viicut agirligi bagina
diisen giinliik ortalama metilparaben alim miktarlarinin 0-5 aylik bebekler igin 1
mg, 6-11 aylik bebekler i¢in 6 mg, 12-23 aylik ¢ocuklar i¢in 8 mg ve 2-65 yas arasi
insanlar i¢in 4 mg oldugu agiklanmistir (LSRO/FASEB, 1972). Viicut agirlig
basma diigen giinlik metilparaben alim miktar1 hesaplamalarinda, 2-65 yas
araligindaki bireylerin ortalama viicut agirliklarinin 60 kg olarak alinmasinin,
oldukga genis bir aralig1 kapsayan bu gruptaki bireyler igin elde edilen sonuglarin
diisiik c¢ikmasina yol acarak, yaniltici olabilecegi ve bu genis yas araliginda
degerlendirilen ¢ocuklarin viicut agirliklar1 bagina diisen metilparaben tiikketiminin
aslinda ¢ok daha yiiksek bir sonuca isaret edebilecegi belirtilmistir (Soni et al.,
2002). Elder (1984)’in yaptig1 incelemelerde ise bebeklerin kg viicut agirligi bagina
diisen giinliik paraben alim miktarmin 1-16 mg, 2 yasindan biiyiikler i¢in ise 4-6
mg oldugu belirlenmistir. 1999 yilinda yapilan bir ¢alismada ise, kisi basina diisen
giinliik paraben alim miktarinin 1,06 mg/giin/kisi oldugu agiklanmistir (Oishi,
2002; Ishiwata et al., 1999).

Tavsan, kedi, kdpek, rat ve farelerin kullanildig1 caligmalarda metilparabenin
gastrointestinal sistemde tutularak metabolize oldugu belirtilmistir. Yapilan
caligmalarda, kozmetik iiriinlerinde bulunan parabenin, dermal yolla absorbe
edilerek viicuda alindig1 agiklanmustir (Soni et al., 2002). Insan viicuduna giris
yapan paraben miktari, beslenmede uygulanan diyete ve kozmetik {iriinii kullanimi1
sirasinda ciltte absorbe edilen paraben miktarina gore degigsmektedir (Soni et al.,
2002). Insan viicuduna giris yapan paraben miktarinin belirlenmesi amaciyla, idrar,

serum ve meme dokusu Orneklerindeki paraben seviyelerinin incelemeye alindigi



calismalar mevcuttur (Darbre et al., 2004; Frederiksen et al., 2011). Insanlardan
alinan idrar 6rneklerindeki paraben miktarlari incelenerek, giinliik ortalama paraben

alim miktarlar1 yaklasik olarak belirlenmeye caligilmistir.

1995-2012 yillan arasinda, yaslar1 20-29 arasinda degisen, esit sayida erkek
ve kadindan diizenli olarak almman 24 saatlik idrar orneklerinde yapilan bir
calismada, orneklerdeki paraben miktarlar1 incelenmis, tiim paraben tiplerine
rastlanmakla beraber, metilparabenin en yiiksek miktarda bulunan paraben tiirii
oldugu ve metilparabenin iiriner konsantrasyonunun 1995 yilindan 2012 yilina
kadar artis egilimi gosterdigi belirtilmistir (Moos et al., 2015). Ye ve calisma
arkadaslarinin (2006) yaptig1 bir ¢alismada, ABD’de yetigkinlerden alinan idrar
orneklerinde bulunan metilparaben konsantrasyonlarinin medyan degeri 43,9 ng/ml
olarak bulunmustur. Smith ve arkadaslarinin (2012) calismasinda ise demografik
veriler ile uriner konsantrasyonlar arasindaki iliski incelenmis, ¢alisma sonucunda
metilparabenin en yiiksek konsantrasyonlarda rastlanan paraben tipi oldugu, en
yiiksek paraben konsantrasyonlarinin 155 pg/l medyan degeriyle kadinlardan alinan

orneklerde bulundugu belirtilmistir.

Genuis ve ekibinin (2013) yiiriittiigli bir ¢aligmada, Kanada’da toplanan idrar
ornekleri incelenmis ve paraben konsantrasyonlari ile demografik veriler arasinda
iliskilendirme yapilmigtir. Yapilan bu ¢alisma sonucuna gore, hamile kadinlardan
aliman orneklerdeki paraben konsantrasyonlarinin, hamile olmayan kadinlardan
alinan orneklerde dlgiilen degerlerden daha diisiik oldugu ve erkeklerden alinan
orneklerde, kadinlara kiyasla daha diisiik paraben konsantrasyonlarina rastlandigi
aciklanmistir. Wang ve ¢alisma arkadaglarinin (2013), Cin ve ABD’de ¢ocuk ve
yetiskinlerden alinan idrar Orneklerinde yaptiklar1 ¢alismada, 6 paraben tipinin
toplaminin bulunus frekanslar1 ve iiriner konsantrasyonlar1 incelemeye alinmistir.
Yapilan bu calismada, Cin’deki ¢ocuklardan alinan idrar o6rneklerinde, toplam
paraben konsantrasyonlarinin medyan degeri 10,1 ng/ml olarak bulunmustur.
Incelenen 6rneklerde bulunan paraben tiplerinden metilparabenin, 3,66 ng/ml’lik
konsantrasyonla en yogun olarak bulunan paraben tipi oldugu belirtilmis, ikinci
sirayl ise, 1,49 ng/ml’lik konsantrasyon ile propilparaben almistir. Ayn1 ¢caligmada
ABD’deki  ¢ocuklardan alinan idrar Orneklerindeki toplam  paraben
konsantrasyonlarinin medyan degerinin 54,6 ng/ml oldugu saptanmis ve 51,8
ng/ml’lik  konsantrasyona sahip  metilparabenin, bu total paraben
konsantrasyonunun neredeyse tamamini olusturduguna dikkat ¢ekilmistir. Cin’de
yetiskin bireylerden alinan idrar orneklerinde, 19,5 ng/ml’lik konsantrasyonla

metilparaben, en yiiksek konsantrasyonla bulunan paraben tipi olmus; total paraben



konsantrasyonlarinin medyan degeri 33,2 ng/ml olarak bulunmustur. Ma ve
arkadaslarinin (2013) yiiriittigli ¢alismada, 41 kadin ve 68 erkek bireyden alinan
idrar ornekleri incelenmis ve ¢alisma sonucunda en yiiksek konsantrasyona sahip
olan paraben tiiriniin, metilparaben oldugu agiklanmistir. Calisma sonucuna gore
kadinlardan alinan 6rneklerde bulunan metilparaben medyan konsantrasyonu 10
ng/ml, erkeklerden alinan 6rneklerdeki metilparaben medyan konsantrasyonu ise
3,83 ng/ml olarak agiklanmistir. Konu ile ilgili yapilan bir baska ¢alismada ise,
Belgika’da toplanan idrar ornekleri incelenmis ve metilparabenin en yiiksek
konsantrasyona sahip paraben tipi oldugu belirtilmistir. Farkli yas araliklarinin
degerlendirilmeye alindig1 caligmada metilparaben konsantrasyonlarinin medyan
degerleri 1-6 yas araligi i¢in 34,8 ng/ml, 7-11 yas araligi i¢in 9,1 ng/ml, 12-19 yas
araligi i¢in 18,0 ng/ml, 20-39 yas araligi igin 13,3 ng/ml, 40-59 yas aralig i¢in 25,6
ng/ml ve 60 yas ve iizeri i¢in 13,0 ng/ml olarak bulunmustur (Dewalque et al.,
2014). Asimakopoulos ve arkadaslarinin (2014) Yunanistan’da toplanan idrar
ornekleriyle yaptiklar1 calismada, paraben tiplerinin bulunus frekanslar ve
konsantrasyonlart incelenmistir. Yapilan bu c¢alismada, metilparaben bulunus
frekansi %100 olarak bulunurken, metilparabeni %87 ile etilparaben ve %72 ile
propilparaben izlemistir. En yiikksek konsantrasyona sahip paraben tipi
metilparaben olurken, medyan konsantrasyon degerinin 11,6 ng/ml oldugu
belirtilmistir. Watkins ve arkadaglarinin (2015) Porto Riko’lu hamile kadinlardan
alinan  idrar  Ornekleri  {izerinde  yaptigi  calismada,  metilparaben
konsantrasyonlarinin medyan degeri 152 ng/ml olarak bulunmus ve onu 45,4
ng/ml’lik medyan konsantrasyonuyla propilparaben takip etmistir. Heffernan ve
arkadaglarinin (2015) Avustralya’da yaptigi bir caligmada, alinan idrar 6rneklerinde
en yiiksek metilparaben miktarina sahip olan yas grubunun, 5-14 yas araligi oldugu
ve bu gruba ait Orneklerdeki metilparaben konsantrasyonlarinin geometrik
ortalamasinin 552 ng/ml oldugu ve metilparabeni 107 ng/ml’lik geometrik
ortalamayla propilparabenin izledigi sonucuna varilmistir. Asimakopoulos ve
arkadaglarinin  (2015) Suudi Arabistan’da toplanan idrar Orneklerinde
ksenobiyotikler iizerine yaptiklar1 ¢alismada, metilparaben konsantrasyonlarinin
medyan degeri 11,7 ng/ml olarak bulunmustur ve 1,66 ng/ml’lik medyan degeriyle
propilparaben, ikinci sirada yer almistir. Jiménez-Diaz ve arkadaslariin (2016)
yiriittiigi  bir calismada ise Tunus’lu kadinlardan alinan idrar Ornekleri
incelenmistir. Alinan o6rneklerde propilparaben konsantrasyonlarinin medyan
degeri 3,06 ng/ml olarak bulunurken, metilparaben konsantrasyonlarinin medyan
degerinin 34,94 ng/ml oldugu belirtilmistir. Tiim bu ¢aligmalarda kadin ve erkek

bireylerden alinan 6rneklerdeki paraben konsantrasyonlari arasinda yiiksek farklar



olmasinin nedeni, kadinlarda kisisel bakim ve kozmetik {irtinleri kullaniminin ¢ok
daha yaygin olmasidir (Moos et al., 2015; Biesterbos et al., 2013; Ma et al., 2013).

Frederiksen ve arkadaslarinin (2011) yaptig1 ¢alismada ise Danimarka’li 60
geng erkek bireyden alinan idrar 6rneklerinin yani sira, serum ve seminal plazma
orneklerinde inceleme yapilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda benzilparaben harig
tiim paraben tiplerinin Olgiilebilir seviyelerde oldugu ve ayrica en yiiksek
konsantrasyona sahip paraben tipinin 17,7 ng/ml medyan degerine sahip olan
metilparaben oldugu belirtilmistir. Serum 6rneklerinde yapilan incelemede 1,53
ng/ml’lik medyan konsantrasyonuyla metilparabenin en yogun bulunan paraben tipi
oldugu belirtilmistir. Seminal plazma incelemelerinde ise sonug¢ yine degismemis,
0,99 ng/ml’lik medyan konsantrasyonla metilparaben en yogun olarak bulunan

paraben tipi olmustur.

Parabenler ile meme kanseri arasinda bir iliski olup olmadigi konusunda
arastirmalar yapan Darbre ve arkadaslar1 (2004), kanserli meme dokusu érnekleri
lizerinde calisma yapmustir. Incelemeye alman 6rneklerde 20,6 ng/g’lik toplam
konsantrasyonda parabenlere rastlandigi ve bu degerin 12,8 ng/g’in1 metilparabenin

olusturdugu aciklanmustir.

Dermal absorpsiyon ve beslenme disinda viicuda giris yapan parabenlerin,
aynt zamanda solunum yoluyla da viicuda alindig1 belirtilmis ve bu konunda

calismalar yapilmistir (Guo et al., 2014).

Wang ve arkadaslar1 (2012), ABD, Cin, Kore ve Japonya’daki, ev ve ofis gibi
kapali alanlarda bulunan tozlardan aldiklar1 Ornekleri incelemis ve 6 paraben
tirlinlin yan1 sira, bunlarin hidrolizi sonucu olusan p-hidroksibenzoik asitin
varligina rastlamistir. Toz Orneklerindeki paraben miktarlarindan yola c¢ikilarak,
solunum yoluyla viicuda giris yapan paraben miktarlar1 konusunda tahmini verilere
ulasilmaya calisilmistir. Yapilan bu ¢alismada, 4 iilkeden alinan toz 6rneklerinin
tamaminda parabenlere rastlanmis ve en yogun olarak bulunan paraben tiiriiniin
metilparaben oldugu belirtilmistir. ABD’den alinan 6rneklerdeki metilparaben
konsantrasyonlarinin medyan degeri 760 ng/g olarak bulunurken, Cin’deki
orneklerde bu deger 320 ng/g, Kore’deki oOrnekler icin 1310 ng/g ve
Japonya’dakiler i¢in 1470 ng/g olarak belirtilmistir. Bu degerlerden yola ¢ikilarak,
kapali alanda solunum yoluyla viicuda giris yapan tahmini paraben miktarlar
belirlenmistir. Calisma sonuclarina gore, solunum yoluyla en fazla metilparabene

maruz kalan bireylerin ¢ocuklar oldugu ve kg viicut agirlig1 basina giinliik tahmini



alim miktarlar1 (ng/kg viicut agirhigi/giin) ABD’li bebekler i¢in 2,35; ABD’li 1-3
yas arasi ¢ocuklar i¢in 2,80; ABD’li 4-11 yas arasi1 ¢ocuklar i¢in 1,40; Cin’li
cocuklar i¢in 0,53; Kore’li gocuklar igin 3,24 ve Japon gocuklar i¢in ise 3,90 ng/kg
va/giin olarak belirtilmis ve kapali alanlardaki tozlarda bulunan parabenlerin ana
kaynaginin, kozmetik ve kisisel bakim {iriinleri oldugunun alt1 ¢izilmistir (Wang et
al., 2012). Guo ve arkadaslarimin (2014) Cin’de yaptig1 bir incelemede,
parabenlerin iiriner konsantrasyonlarindan yola ¢ikilarak solunum ve beslenme
yoluyla alinan tahmini paraben miktarlar1 belirlenmeye calisilmis ve giinde 0,02 pg
metilparaben ve 0,001 pg propilparabenin solunum yolu ile viicuda giris yaptigi
ileri siiriilmiistiir. Canosa ve arkadaslarmin (2006b) Ispanya’da yaptigi bir
calismada, toplanan toz Orneklerinde ortalama 468 ng/g konsantrasyonda
metilparabene ve 406 ng/g konsantrasyonda propilarabene rastlanirken, ayni ekibin
2007 yilina yaptigi ¢alismada ortalama 667 ng/g konsantrasyonla metilparabene ve
404 ng/g konsantrasyonla propilparabene rastlanmistir. Ramirez ve arkadaslarinin
2011°de yaptiklar1 ¢aligmada, ortalama 912 ng/g konsantrasyonda metilparabene
rastlanmis ve onu 425 ng/g’lik ortalama konsantrasyonla propilparabenin izledigi
belirtilmistir. Rudel ve arkadaslarinin (2003) ABD’de yaptiklar1 ¢alismada,
toplanan toz Orneklerinde 978 ng/g ortalama konsantrasyonlarda metilparaben
bulunmustur. 2010 yilinda Fan ve arkadaglarmin tamamladigi ¢alismada,
Kanada’da iki farkli metotla evlerden toplanan toz orneklerinde 1080-1120 ng/g
medyan konsantrasyonlarda metilparabene rastlanirken, 463-618 ng/g medyan
konsantrasyonlarda propilparaben bulundugu belirtilmistir.

Idrar 6rneklerinde bulunan metilparabenin yaklasik %86’smin dogrudan, bir
kisminin ise hidrolize olarak p-hidroksibenzoik asite indirgedigi, konjuge oldugu
ve konjugatlarinin idrar yoluyla 24 saat i¢inde viicuttan atildig: belirtilmistir (Soni
et al., 2002). Bu durum, evsel atik kompozisyonuna paraben tiirlerinin de
eklendigini gostermektedir. Basta farmasotikler olmak {izere pek ¢ok kimyasalin
son duragi, sucul ekosistemler olmaktadir (Sekil 1.1). Yeralt1 ve ylizey sularinda,
atik su artima tesislerinin ¢ikis sularinda ve hatta bazi iilkelerin igme sularinda,
varliklarina rastlanan kimyasal tiirii ve miktarinin her gegen yil arttigi rapor
edilmektedir (Corcoran et al., 2010; Heberer, 2002). Sucul ekosistemlere ulasan
farmasotiklerin ana kaynagy, ilag tedavisi altindaki hastalardir ve tedavi boyunca
kullanilan farmasétikler, insan viicudunda komple elemine olmadan/olamadan, ana
bilesik ya da metabolitleri olarak viicuttan atilmakta ve evsel atiklar araciligiyla
sucul ekosistemlere giris yapmaktadir (Heberer, 2002; Williams and Cook, 2007).
Evsel atiklarin yani sira, kati atik depolama alanlarinda yagmur sulariyla topraktan

stiziilen kimyasallar ve kimyasal iireticilerinin atiklari, sucul ekosistemlere ulagan



kimyasallarin miktarin1 artirmaktadir (Corcoran et al.,, 2010; Bound and
Voulvoulis, 2005). Diinya genelinde ilag¢ iiretim ve tiiketim miktarlari, tilkelerin
ekonomik statiileri, saglik hizmeti gereksinimleri, yerel tretim kapasiteleri
veyiirtirliige alinan yasal kisitlamalar ile dogrudan iligkilidir. Bu nedenle farmasotik
ilag piyasasi, gelismis iilkeler statiisiindeki uluslar tarafindan domine edilmektedir
(Corcoran et al., 2010). Bu durum, gelismis {ilke statlisiindeki uluslarin
bulunduklar1 cografyalardaki yeralti ve yeriistii sularda, daha fazla miktarlarda

farmasotik ve metabolitlerinin bulunmasina yol agmaktadir (Corcoran et al., 2010).
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Sekil 1.1. Heberer (2002)’e gore farmasotik ve tiim diger kimyasallarin ¢evresel dagilimi.

2000’11 yillarin baslarinda, ¢ok sayida iilkede atik su, yeralti ve yeriistii
sularinda yapilan caligmalarda, pg/l seviyelerinde 80’den fazla sayida
farmasotiklere ait aktif bilesenlere rastlandigi belirtilmistir (Heberer, 2002). Sucul
ekosisteme giris yapan farmasotikler, diger kimyasallardan daha kritik olan bir
ozellige sahiptir. Farmasotikler, fizyolojik fonksiyonlari istenen dogrultuda
degistirebilecek ozellikte tasarlanmiglardir ve giris yaptiklart sucul ekosistemlerde
birincil fonksiyonunun ve amacinin disinda etkiler gostererek, olumsuz sonuglara
yol agmaktadir (Corcoran et al., 2010). Yapilan arastirmalarda, ¢ok sayida
farmasotiklerin, su aritma tesislerininde islem goéren ¢ikis sularinda varliklarini
koruduklar1 ve bulunus konsantrasyonlarmin ng/L ile pg/L aralifinda oldugu
belirtilmistir (Trudeau et al., 2005). Bu durum, bazi farmasotik ve diger
kimyasallarin yeralt1 sularinda (Hinkle et al., 2005; Domagalski et al., 2007),



10

okyanuslarda (Weigel et al., 2004), ve hatta igme sularinda (Watts et al., 2007) her

zaman bulunur durumda olmasini a¢iklamaktadir.

Su aritma tesisine giris yapan kimyasallarin akibeti konusunda 3 ana durum
s0z konusudur. Bunlardan ilkine gore, so6z konusu ksenobiyotik, su ve
karbondioksite mineralize olarak son bulur (Richardson and Bowron, 1985).
Ikincisine gore, sucul ekosisteme giris yapan kimyasal lipofilik yapiya sahip ise
bozunmadan ortamdaki varligini siirdiiriir. Son olarak, li¢iincli duruma gore ise, s6z
konusu kimyasal metabolize olarak lipofilik halinden daha hidrofilik bir yapiya
kavusur ancak kalic1 6zelligini yitirmez ve boylelikle aritma tesisini atlatarak, sucul
ekosisteme yeniden giris yapar (Halling-Serensen et al., 1998; Richardson and
Bowron, 1985). Baz1 calismalarda parabenlerin atik su aritma isleminde biyolojik
filtrasyon asamasinda elemine oldugu belirtilmigse de (Haman et al., 2015;
Andersen et al., 2007; Trenholm et al., 2008; Yu et al., 2011), parabenlerin atik su
aritma tesislerinde tam olarak elemine olmadigina; methyl protocatechuate (OH-
MeP) ve ethyl protocatechuate (OH-EtP) gibi bilesiklerinin yan1 sira, parabenlerin
hidroksilasyonu sonucu olusan 4-hidroksibenzoik asit (4 HB) ve 34-
dihidroksibenzoik (3,4 HB) asit gibi metabolitlerinin, atik su aritma tesislerinin
¢ikis sularinda varliklarini koruduguna isaret eden ¢alismalar mevcuttur (Wang and
Kannan, 2016).

Farmasoétiklerin yanmi sira, gida, kozmetik ve kisisel bakim iriinlerinin
formiilasyonlarinda bulunan parabenler, evsel ve endiistriyel atiklarla sucul
ekosistemlere giris yapan kimyasallar arasindadir. Uretiminde oldukga yaygin ve
yogun bir sekilde paraben kullanilan {iriinlerin kesintisiz olarak tiiketiliyor olmasi
nedeniyle, parabenler ve metabolitleri evsel atiklar araciligiyla siirekli olarak sucul
ekosistemlere tasinmaktadir. Bu siirekli taginim nedeniyle parabenler, biyobozunur
ozellikte olmalarina ragmen, sucul ekosistemlerde her zaman bulunur durumdadir
(Haman et al., 2015; Moos et al., 2015).

Parabenlerin sucul ekosistemlerdeki bulunuslariyla ilgili ilk calisma, 1996
yilinda Paxéus tarafindan yapilmistir (Haman et al., 2015). Liao ve arkadaslarinin
(2013) ABD, Japonya ve Kore’de belirlenen istasyonlardan aldiklari kanalizasyon
camuru ve sediment drnekleri lizerinde yiirtittiikleri calismada, ABD’den toplanan
sediment 6rneklerinde 4,31, Japonya’dan alinan 6rneklerde 4,69 ve Kore’den alinan
orneklerde 4,44 ng/g (kuru agirlik) medyan konsantrasyonlar ile metilparabene
rastlanmistir. Kore’de atik su aritma tesislerinden alinan kanalizasyon camur

orneklerinde ise 73,5 ng/g (ka)’llk medyan konsantrasyonlarda metilparaben
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bulunmustur. Aymi c¢alismada total organik karbon igerigi ve paraben
konsantrasyonlar1 arasinda kayda deger pozitif korelasyon gbézlenmis ve bunun,
parabenlerin sedimentte organik maddeye tutundugunun bir gostergesi oldugu
belirtilmistir. Zhang ve arkadaslarinin 2015°te Cin’in dogusundaki Sha Nehri
tizerinde, hi¢cbir atik su aritma tesisinin olmadig1 bolgelerdeki 15 istasyondan
aldiklar1 su ve sediment 6rnekleri incelemeye alinmistir. Su 6rneklerinde 9,23 ng/L
medyan konsantrasyonla metilparabene rastlanirken, bu degerin sediment
orneklerinde 8,02 ng/g oldugu ve paraben tilirlerinden en yogun konsantrasyona
metilparabenin sahip oldugu belirtilmistir. Albero ve digerlerinin 2012 yilinda
Ispanya’da yaptiklari ¢alismada, Madrid’de bulunan 19 farkli atik su aritma
tesisinden alinan ¢camur 6rneklerinde 5,1-26,2 ng/g araliginda konsantrasyonlarda
metilparaben bulunmustur. Gorga ve ekibinin (2014) ise yine Ispanya’da yiiriittiigii
bir calismada, Ebro Nehri havzasindaki atik su aritma tesislerinden alinan ¢amur
orneklerinde 360-751 ng/g araligindaki ortalama konsantrasyonlarda metilparaben

varlig1 saptamistir.

Metilparabenin atiksulardaki yarilanma 6mrii 35.2 saat olarak bulunmustur
(Gonzalez-Marifio et al., 2011). Parabenlerin biyodegradasyon siirelerinin, bagl
olduklart alkil zincir sayilartyla ters orantili oldugu ve metilparabenden daha uzun
alkil zincirli yapiya sahip olan butilparabenin yarilanma Omriiniin 9,6 saat,
metilparabenden sonra en genel kullanima sahip olan propilparabenin yarilanma

Omriiniin ise 20,3 saat oldugu belirtilmistir (Gonzalez-Marifio et al., 2011).

Paraben tiirlerinin 9,29x10°-1,86x10* mm Hg araliginda degisen tahmini
buhar basinglari, diisiik ugucu 6zellige sahip olduklarini gostermektedir (DEPA,
2013). Bu nedenle, su yiizeyinden volatilizasyon yolu ile uzaklasmalari
beklenmemektedir (Haman et al., 2015). 7 ve tizeri pH’ta hidrolize olan parabenler,
giiclii alkali soliisyonlarda, kendilerini olusturan hidroksibenzoik asite
indirgenmekte oldugundan, sucul ekosistemlerde hidrolize olmasi da beklenmez
(Madsen et al., 2001). Tim paraben tiirleri gibi metilparaben, aerobik kosullar
altinda kolayca biyobozunabilir 6zelliktedir (Haman et al., 2015; Herndndez Leal
et al., 2010). Anaerobik kosullarda kismen bozunabilen parabenler arasinda
metilparaben, bu kosullarda en hizli biyodegrade olabilen paraben tiiriidiir (Madsen
et al.,, 2001). Metabolitlerini karbon kaynagi olarak kullanmak i¢in parabenleri
fenol ve hidroksibenzoik asitlere indirgeme yetenegine sahip olan
mikroorganizmalar mevcuttur (Close and Nielsen, 1976; Valkova et al., 2001;
Amin et al., 2010; Haman et al., 2015). Parabenlerin anaerobik sartlar altinda izole

bakteri susu ile indirgenme prosesi iki adimdan olusmaktadir; bunlardan birincisi,
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p-hidroksibenzoik asit iiretmek i¢in ester baglarinin hidrolizasyonundan
olusmaktadir. Ikinci adim ise, sonucunda fenol elde edilen bir dekarboksilasyon ile
son bulmaktadir (Valkova et al., 2001). Parabenlerin halojenli tiirevleri, daha yavas

biyobozunma kinetikleri géstermektedir (Haman et al., 2015; Gonzalez-Mariio et
al., 2011).

Cevresel konsantrasyonlarin belirlenmesi konusunda yapilan ¢aligsmalarda,
paraben konsantrasyonlarinin mevsimlere gore degisim gosterdigi, kis mevsiminde
akarsu ve lagiin kanallarindaki artan debinin, akarsulardaki paraben
konsantrasyonlarinda az bir artisa neden oldugu (Jonkers et al., 2010), daha sicak
ve kuru gecen aylarda yapilan 6rneklemelerde ise paraben konsantrasyonlarinin

daha yiiksek seviyelerde arttig1 gozlemlenmistir (Loraine and Pettigrove, 2006).

Carmona ve arkadaglarinin (2014) yaptig1 calismada atiksu aritma tesislerinin
giris ve ¢ikis sularindan alinan 6rneklerin yani sira, nehirden alinan 6rnekler, cesme
suyu Ornekleri ve 11 farkli markaya ait siselenmis maden sular1 incelemeye
alimmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda, nehirden alinan 22 su 6rneginin 17’sinde,
ortalama 119 ng/L konsantrasyonla metilparabene rastlanirken; nehirden alinan 22
sediment Orneginin tamaminda, ortalama 152 ng/g konsantrasyonla metilparaben
bulunmugtur. 11 farkli markaya ait siselenmis maden suyu 6rneklerinin tamaminda,
ortalama 40 ng/L; 8 ¢esme suyu Orneginin 6’sinda ortalama 12 ng/L; atiksu aritma
tesislerinin girig sularindan alinan 21 6rnegin tamaminda ortalama 334 ng/L ve
atiksu aritma tesislerinde aritma isleminden ¢ikan 11 su 6rneginin tamaminda
ortalama 11 ng/L konsantrasyonlarla metilparaben bulunmustur. Atiksu aritma
tesislerinin bazilarinda parabenleri elemine etme islemi %99,9 basar1 gosteriyor
olmasina ragmen parabenler, yeralti ve yeriistii sularda varlik gostermektedir
(Velegraki et al., 2015).

Insan aktivitelerinin etkilerinin agik¢a ortaya kondugu bir ¢alismada, insan
aktivitesinin olmadig1 bolgeden alinan sediment 6rnekleri incelenmis ve sedimentin

paraben kontaminasyonuna ugramadigi belirtilmistir (Viglino et al., 2011).

Cesme sularinda da varligina rastlanan metilparabenin, Ispanya’da yapilan bir
caligmada 40 ng/l konsantrasyonla bulundugu tespit edilmistir (Blanco et al., 2009).
Almanya’da c¢esme sularinda yapilan bir caligmada ise ortalama 17 ng/L
konsantrasyonda metilparabene rastlanmistir (Ferreira et al., 2011).
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Portekiz’de denizel ortamda yapilan incelemelerde Ria de Aveiro lagiiniinden
aliman su orneklerinde ortalama 9,7 ng/L, Aveiro Limani’ndan alinan 6rneklerde
ortalama 13 ng/L, denize atiksu desarjinin yapildigir bolgeden alinan orneklerde
ortalama 9,9 ng/L ve nehir agzindan alinan Orneklerde ortalama 26 ng/L
konsantrasyonlarda metilparaben bulundugu belirtilmistir (Jonkers et al., 2010).
Yamamoto ve arkadaslarinin (2011) yiiriittiigii calismada, Japonya’nin Tenpozan
Limani’ndan alinan su Orneklerinde 26 ng/L’lik konsantrasyonla metilparaben
varligi tespit edilmistir. Liao ve ekibinin yaptigi calismada (2013) Tokyo
Korfezi’nin i¢ kesimlerinden ve ve Tokyo Korfezi’'nde bir estuarin bdolgesi
yakinindan 1989-2011 yillar1 arasinda diizenli olarak alinan sediment Grnekleri
incelenmis, 1989 yilindan 2011°e kadar sedimentteki paraben miktarinin kademeli
olarak artig gosterdigi belirtilmistir. Yapilan bu ¢alismada estuarin bolgesinden
alman Orneklerde total paraben konsantrasyonu 2,88-46,2 ng/g (ka) araliginda
degistigi, i¢ korfezden alinan 6rneklerde bu araligin 3,92-8,96 ng/g (ka) oldugu ve
alinan  Orneklerin  tamaminda metilparabene rastlanildigi  belirtilmistir.
Metilparabene en yakin frekansa sahip propilparabenin bulunus frekansinin %39

olarak bulunmustur.

Sucul organizmalar, ¢evrelerinde siirekli olarak bulunur durumda olan, maruz
kaldiklar1 kimyasallari, viicutlarinda biriktirme egilimi gostermektedir (Kim et al.,
2011). Filipinler’de Manila Korfezi’nden elde edilen 3 ayr1 balik tiiriinde
(Valamugil buchanani, Epinephelus corallicola, Mugil cephalus) yapilan
calismalarda baliklarin kas dokularinda paraben tiirlerine rastlanmistir. Kas
dokularinda akiimiile olan paraben tiirleri arasinda metilparabenin agik ara farkla
daha yogun olarak bulundugu belirtilmistir (Kim et al., 2011). Yapilan bu ¢alisma
sonucunda, E. corallicola tiiriiniin kas dokusunda bulunan metilparaben
konsantrasyonu 3450 ng/g (lipid agirlik) olarak bulunurken; V. buchanani tiirii i¢in
2770 ng/g ve M. cephalus i¢in 1000 ng/g olarak agiklanmistir. Yine Filipinler’de
yapilan bir bagka ¢alismada, Manila Korfezi’'nden toplanan, 13’ii demersal olmak
tizere 20 farkl tiire ait bireylerin kas dokularinda yapilan incelemede, bireylerin
tamaminin kas dokusularinda 3600 ng/g’a varan konsantrasyonlarda, basta
metilparaben olmak iizere, paraben tiirlerine rastlanmis ve pelajik tirlerin kas
dokularindaki paraben birikiminin, daha yliksek oldugu belirtilmistir (Ramaswamy
et al., 2011). Jakimsa ve arkadaslarinin (2013), Ispanya’da Akdeniz’e dokiilen 4
nehirden toplanan 12 balik tiirii {izeride yaptiklar1 ¢alismada, balik viicudundaki
homojenatlarda, en yogunu metilparaben olmak iizere paraben tiirlerine
rastlanmistir ve bulunan metilparaben konsantrasyonunun 84,69 + 6,58 ng/g (ka)
seviyelerinde oldugu belirtilmistir. Xue ve ekibinin (2015) yiiriittiigii bir caligmada,
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8 denizel memeli tiiriine ait karaciger, yag, bobrek ve beyin dokularindan 129 6rnek
iizerinde arastirma yapilmis ve calisma sonucunda parabenin cetacean tiirlerin
dokularinda birikim gosterdigi ve karaciger dokularinda 865 ng/g (yas agirlik)’a
varan konsantrasyonlarda metilparabene rastlandigi agiklanmistir. Bunun yani sira,
parabenleri olusturan p-hidroksibenzoik asitin de dokularda yiizlerce ng/g’lik

konsantrasyonlarda biriktigi gézlemlenmistir.

Memeli smifindaki canlilarin endokrin sistemini bozan, kanserli timor,
dogum kusuru ve gelisimsel bozukluklara yol acan kimyasallar, endokrin bozucu
olarak adlandirilmaktadir. Sucul organizmalarin dokularinda birikim yapan ve
hemen her ekosistemde bulunan parabenler, zayif endokrin bozucu kimyasallar
olarak siniflandirilmaktadir. Yapilan in vivo ve in vitro denemeler sonucunda,
parabenlerin Ostrojenik aktiviteye sahip olduklar1 ortaya konmus (Boberg et al.,
2010), benzer 0Ostrojenik yapida kimyasallar olmalari nedeniyle, bir endokrin
bozucu kimyasal sinifi olan ksenodstrojen bilesikler sinifina dahil edilmistir
(Londofio et al., 2015; Vo et al., 2010). Gegmiste yapilan ¢alismalarda, parabenlerin
Oryzias latipes ve Pimephales promelas gibi tiirler {izerinde narkotik ve endokrin
bozucu etkileri oldugu goézlemlenmistir (Zhang et al., 2015; Dobbins et al., 2009;
Yamamoto et al., 2011).

Parabenler, diger ksenodstrojenler gibi, 6strojen benzeri hareket edebilen
kimyasallar olduklar1 i¢in, meme, uterus gibi hedef dokularda ve bu dokularin
islevlerinde iyi ya da koétii yonde degisimlere neden olabilmektedir (Guadarrama et
al., 2008). Paraben tiplerinden olan butylparabenin aktivitesinin, insan viicudunda
dogal olarak bulunan bir Ostrojen formu olan estradiol aktivitesinden yaklasik
10000-100000 kat daha diisiik oldugunundan, parabenler, zayif Ostrojenik
kimyasallar olarak nitelenmistir (Routledge et al., 1998).

Sucul ekosistemlerde her zaman bulunur durumda olan metilparabenin

toksisitesinin belirlenmesi amaciyla ¢alismalar yapilmistir.

Gegmiste yapilan ¢aligmalarda metilparabene 48 saat siireyle maruz birakilan
su piresi (Daphnia magna) iizerindeki denemelerde ECso degerinin 11,2-62 mg/L
(Madsen et al., 2001; Kamaya et al., 2005; Terasaki et al., 2009; Dobbins et al.,
2009); 72 saat siireyle maruz birakilan yesil alg (Pseudokirchneriella subcapitata)
tizerindeki denemelerde ECsp degerinin 91 mg/L (Madsen et al., 2001); 24-96 saat
stireyle maruz birakilan planarya (Dugesia japonica) iizerindeki denemelerde LCso
degerinin 77-97 mg/L (Li, 2012); 15 dakika siireyle maruz birakilan Vibrio fischeri
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tizerinde ECsp degerinin 5.9-9.6 mg/L (Velegraki et al., 2015) olarak saptandigi
belirtilmistir.

Molins-Delgado ve ekibinin (2016), parabenlerin akut ve kronik
toksisitelerini belirleme amaciyla yaptig1 ¢alismada, Daphnia magna, Pimephales
promelas, Tetrahymena thermophila, Vibrio fischeri, Photobacterium leognathi ve
Oryzias latipes tiirleri test organizmasi olarak kullanilmis ve ¢alisma sonucunda,
metilparabenin orta derece riskli bir kimyasal oldugu sonucuna varilmistir.
Metilparabenin akut toksisitesinin belirlenmesi i¢in yapilan ¢aligmalar sonucunda
D. magna tiirii i¢in ECso degeri 24.6 mg/l, T. thermophila tiirii i¢in 58 mg/l, V.
fischeri tiirii i¢in 10 mg/l, P. leognathi tiirti igin 35 ve O. latipes tiirii i¢in 63 mg/l

olarak bulunmustur.

Barse ve ekibinin (2010) test organizmasi olarak sazan (Cyprinus carpio)
kullandig1 ¢alismalarda, metilparabene maruz birakilan bireylerin kas ve karaciger
dokularinda metilparaben biyoakiimiilasyonu gozlemlendigi; parabene maruz
birakilan juvenil sazanlarin karaciger agirliginda ilk haftadan itibaren artis meydana
geldigi; uygulanan en diisiikk paraben konsantrasyonunda (0,84 mg/L) dahi
hepatosomatik indekslerde 1,5 kata kadar artis gozlemlendigi ve bu artigin, paraben
konsantrasyonundan bagimsiz oldugu belirtilmistir. Ayrica, doza bagli olarak,
testikiiler dokularda biliylime meydana geldigi, testislerde de paraben birikimi
gozlemlendigi not edilmistir. Vitellogenin {iretiminde ise, doza bagli olmadan 7-8
kat artig oldugu belirtilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda metilparabenin solungag,
kas dokusu, testis, beyin ve karacigerde birikim gosterdigi not edilmis, 96 saatlik
akut toksisite ¢aligmasi sonucunda ECso degeri 120 mg/1 olarak bulunmustur. Tiim
bunlarin yami sira, endokrin bozucu kimyasallar olan parabenlerin, doza bagl
olarak, alkalin fosfataz ve alanin aminotransferaz enzimlerinin aktivitelerinde
artiga, asit fosfataz ve aspertat aminotransferaz aktivitelerinde diisiise yol agtig
belirtilmistir.

Oncorhynchus mykiss’in test organizmasi olarak kullanildigi bir baska
caligmada, 10 giin siireyle propilparabene maruz birakilan bireylerin kas dokusu ve
karacigerlerinde, paraben birikimi oldugu goézlemlenmistir. Bunun yani sira,
vitellogenin sentezinde artig olduguna dikkat ¢ekilmis; propilparabenin gokkusagi
alabalig1 karacigerindeki yarilanma siiresinin 8,6, kas dokusundaki yarilanma

stiresinin ise 1,5 saat oldugu belirtilmistir (Bjerregaard ve dig., 2003).
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Terasaki ve ekibinin (2009) yiittiigii bir calismada, parabenlerin klorlu
bilesiklerinin ¢ok daha toksik oldugu sonucuna varilmistir. Daphnia magna’nin test
organizmasi olarak kullaniligi ¢alismada metilparabenin ECso degeri 62 mg/L
olarak bulunurken, mono-klorlu metilparabenin ECso degeri 34 mg/L ve di-klorlu
bilesiginin ECso degeri 16 mg/L olarak bulunmustur. V. Fischeri’nin test
organizmasi olarak kullanildigi ¢alismada ise, metilparabenin ECso degeri 5.9
mg/L, mono-klorlu bilesiginin ECso degeri 2.3 mg/L ve di-klorlu bilesiginin ECso
degeri 3 mg/L olarak bulunmustur.

Aritma tesislerindeki aritma islemlerine ragmen sucul ekosistemlerde her
zaman bulunan parabenlerin endokrin bozucu kimyasallar olarak anilmasi ve doga
icin tehdit unsuru olusturmaya baslamasi nedeniyle, yasal diizenlemeler yoluyla
parabenlerin {iretim ve kullanimlarina kisitlama ve yasaklar getirilmistir. Ornegin,
Danimarka'da parabenin kozmetik tiriinler de dahil olmak iizere tiim kisisel bakim
iirtinlerinde kullanimi, kanunlarla sartlar1 belirlenen mevzuatlar ve yonetmeliklerce
takip altina alinmistir. Gidalarda kullanimina ise, iilke genelinde uygulanan “gida
maddelerinde kullanimina izin verilen katki maddeleri” listesinde belirtilen
aciklamalar ¢ergevesinde izin verilmistir. Kigisel bakim {riinlerinde, {iriin
agirhigmin maksimum %0,8’°1 kadar benzoik asit esterlerinden olusan bilesiklerin
koruyucu madde olarak kullanilabilecegi belirtilmistir. Formiilasyonda kullanilan
benzoik asitlerdeki ester sayisinin artmast durumunda, tiriin agirliginin maksimum
%0,4 1 kadar kullanimina izin verilmistir (Howlett, 1992; Rastogi et al., 1995; Soni
et al., 2001; Soni et al., 2002; Eriksson et al., 2008). Farmasotiklerde kullanimi igin
ise; tatlandirici, koruyucu, renklendirici gibi yardimci maddeler, ilgili yasalarca
kontrol altinda tutulmaktadir ve iriinlerde para-hidroksibenzoat ya da esterlerinin
kullanilmasi durumunda, iirlin ambalajinda uyar1 metni bulundurma zorunlulugu
getirilmistir (Eriksson et al., 2008). Bunlarin yan1 sira, Danimarka’ya ithal edilen
gida maddelerinin tamami, siki denetim altinda tutulmaktadir. Benzer yasal

diizenlemeler ingiltere’de uygulanmaktadir.

Yiizlerce yildir, kimyasallarin g¢evresel risk analizleri ve toksisitelerinin
belirlenmesi gibi ¢aligmalarin da aralarinda bulundugu, gelisimsel biyoloji ile
iligkili pek ¢ok ¢aligmada, deniz kestanesi gametleri kullanilmaktadir (Hagstrom
and Lonning, 1973). Deniz kestanesinin fertilizasyonu ve gametlerini, gelisimsel
biyoloji temelli ¢alismalarda ilk kullanan Selenka (1878) ve Fol (1879) olmustur
(Hagstrom and Lonning, 1973).
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Deniz kestanelerinin denemelerde kullanilmaya baslanmasiyla, baska test
organizmalarina kiyasla, deniz kestanelerinin avantajlar1 6n plana ¢ikmaya
baslamistir. Her bir disi deniz kestanesi, goriinlis olarak birbirinin aynist olan,
yiiksek 151k gecirgenligine sahip ve %100 oranla déllenebilen, sonrasinda yalnizca
birkag giinde geliserek larvaya doniisen, milyonlarca yumurta vermektedir. Ayrica,
denemenin yapilacagi laboratuvar kosullarinin kolaylikla saglanmasi, saglanan
sartlarin korunarak siirdiiriilmesi olduk¢a kolaydir. Test ortaminda, sicaklikta ya da
kimyasal kompozisyonda ger¢eklesebilecek olasi degisiklikler, larva {izerinde
kolaylikla farkedilebilir farklilasmalara neden oldugundan, calisma boyunca
karsilasilabilecek muhtemel soru isaretleri ortadan kalkmaktadir (Hagstrom and
Lonning, 1973).

Cesitli kimyasallarin sitotoksik etkilerinin belirlenmesi amaciyla deniz
kestanelerinin test organizmasi olarak kullanildigi standardize edilmis test
metotlar1, giiniimiizde gelisimlerini halen siirdiirmektedir ve bu test metodlarinin
kirleticilere karsi daha hassas sonuglar verdigi bilinmektedir (Manzo, 2004;
Kobayashi, 1984; Pagano et al., 1986; Clark et al., 2009).

Bu bilgiler g6z 6niinde bulundurularak, tez ¢alismasinda, yaygin kullanimi
nedeniyle sucul ekosistemde sorun oldugu c¢esitli sucul canlilar iizerinde yapilan
aragtirmalar ile gosterilmis metilparabenin deniz kestanesi (Arbacia lixula) iizerine
etkilerinin arastirilmasi1 amaclanmistir. Deniz canlilar1 iizerine metilparabenin
toksik etkileri hakkinda az bilgi olmas1 ve erken yasam evrelerindeki etkinin
ekolojik 6nemi nedeniyle bu ¢alismada A. lixula embriyolarinin geligimi {izerine
toksik etkiler fertilizasyon basarisi, larval ve mitotik bozukluklar saptanarak ortaya

koyulmaya ¢aligilmistir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Parabenlerin Genel Ozellikleri

Bl arbon, C
» [ ] Hidrojen, H
B Oksijen, O

£ %
HO-CsHs-COOH

Sekil 2.1. p-hidroksibenzoik asit (http://edcs.unicartagena.edu.co/img/3d_img/CID_135.png Mayis
2016).

Parabenler, diger adiyla hidroksibenzoatlar; metil, biitil ve benzil gruplariyla
birlesen para-hidroksibenzoik asitin alkil ve aril esterlerinden olusan kimyasallar
grubudur (Canosa et al., 2006a; 2006b; Jonkers et al., 2010; Liao et al., 2013).
Parabenleri olusturan bilesiklerin, membran transport ve mitokondriyal
fonksiyonlar gibi prosesleri inhibe eden, antifungal ve antibakteriyel ozellikte
olmalar1 nedeniyle ilag, kisisel bakim {iriinleri, temizlik iirlinleri ve gida basta
olmak iizere bir¢ok endiistri dalinda, olduk¢a yaygin bir sekilde bakterisit ve
koruyucu olarak kullanilmaktadir (Routledge et al., 1998; Canosa ve et al., 2006a;
2006b; Jonkers et al., 2010). Kokusuz ve renksiz olmalari, genis pH araliginda
stabil olmalari, antimikrobiyal 6zellikte olmalar1 ve suda yiiksek ¢6ziiniirliige sahip
olmalar1 gibi, koruyucu bir kimyasalda olmas1 gereken tiim kriterlere sahip olmalari
nedeniyle parabenler, ideal birer koruyucu olarak nitelendirilirler (Soni et al.,
2001). Saf formda parabenler kokusuz, tatsiz, kiigiik, renksiz kristal ya da beyaz toz
yapida; higroskopik 6zelliktedir ve yiiksek lipid/su katsayisina sahiptir. Havada
stabil olan parabenler, suda ve asitli ¢ozeltilerde hidrolize kars1 dayanliklidir. Alkil
zincir uzunlugu arttik¢a, hidrolize kars1 direngleri de artis gosterir (Soni et al.,
2005).

Cizelge 2.1. Kullanim1 en yaygin paraben tiplerinin genel kimyasal 6zellikleri (Elder, 1984)

MeP PrP EtP BuP
Kimyasal Formiil CgHsO3 CoH1003 C10H1203 C11H1403
Molekiiler Agirhk 152,16 166,18 180,21 194,23
Erime noktasi (°C) 131 116-118 96-98 68-69
Kaynama nok. (°C) 270-280 297-298

Kirilma indisi 1,525 1,505 1,505
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Benzoik asitler, diger adiyla parabenler, bagli olduklar1 etil, metil, propil,
benzil ve butil gibi ester gruplarina gore Simiflandirilirlar. Etilparaben,
metilparaben, benzilparaben, propilparaben, iso-propilparaben, butilparaben ve iso-

butilparaben olmak {izere 7 paraben tiirii bulunmaktadir.

Metilparaben Propilparaben
CH5(CgHL(OH)COO) [l Karbon CaHA(CgH,COO)0

[ ] Hidrojen

> B Oksijen

. )
Etilparaben Butilparaben
HO-CH,-CO-0-CH,CH, C,Hg0,-C-CH,-OH

Sekil 2.2. Kullanimi en yaygin paraben tiplerinin molekiiler semalari(http://edcs.unicartagena.
edu.co/img/3d_img/CID_7456,http://edcs.unicartagena.edu.co/img/3d_img/CID_7175
.png, http://edcs.unicartagena.edu.co/img/3d_img/CID_8434.png, http://edcs.
unicartagena.edu.co/img/3d_img/CID_7184.png, 29 May1s 2016).

Parabenler, gram pozitif bakteriler, kiif ve mayalar {izerinde etki gostermekle
birlikte, bakteriyel spor ve viriisler lizerinde diisiik etkiye sahiptir (Haman et al.,
2015). Parabenlerin antimikrobiyal aktivitesi, ester zincir sayilart ile artis
gostermektedir ancak zincir sayisiin artmasi, ¢ozliniirliigli azalttigindan; daha
diisiik ester zincir sayisina sahip paraben tipleri olan etil ve propilparaben, daha
kullanisli olmalar1 nedeniyle, 6zellikle gida sektoriinde daha yaygin olarak
kullanilmaktadir (Elder, 1984; Soni et al., 2001).

Parabenler, basta ilag, kozmetik ve yiyecek/icecek endiistrileri olmak iizere
cok sayida endiistri dalinda kullanilmaktadir (Soni et al., 2005; Mahuzier et al.,
2001). Ilaglarda koruyucu olarak ilk kez 1920’li yillarda kullanimina baslanan
parabenler, antimikrobiyal 6zellikleri nedeniyle zamanla kisisel bakim iiriinlerinin
bozulmasimi engelleme ve {irlinlerin raf dmriinii uzatma amaciyla oldukc¢a fazla
miktarlarda kullanilmaya baslanmis; pekgok {irliniin formiilasyonunda en fazla

bulunan organik madde haline gelmistir (Velegraki et al., 2015).
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Kozmetik endiistrisinde en yaygin kullanilan paraben tiirleri metilparaben ve
propilparabendir (Soni et al., 2001; Berke et al., 1982). Notr ve hareketsiz 6zellikte
olan parabenler, iiretimi hedeflenen son {iriiniin kokusu, rengi, akiskanligi ve
sertligi iizerinde higbir etkilerinin bulunmamasi nedeniyle, yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (Soni et al., 2001; Neidig and Burrell, 1944). Bunlarin yani sira,
disik maliyetli ve sektor icin yapilan diizenlemelerce kabul gormiis olmalari,
koruyucu kimyasal olarak kullanimlarini yayginlastirmaktadir. Genis pH ve
sicaklik araliginda kararliliklarin1 korumalar1 nedeniyle, iiretilen kozmetik
iriinlerinin ~ otoklavlanmasi  sirasinda, hidroliz  sonucu  antimikrobiyal
aktivitelerinde kayda deger degisimler olmamaktadir. Tiim bu 6zellikleriyle
parabenler, kozmetik sektorii i¢in kusursuz koruyucu kimyasallar olarak
nitelenmektedir (Soni et al., 2001; Maddox, 1982). Sektérde en sik kullanilan
koruyucu sistem, propil ve metilparabenin kombinasyonundan olugmaktadir (Soni
et al., 2001; Jackson, 1992). Kozmetik iiriinlerinin tamaminda kullanilan bu iki
paraben tiiriinii iceren kozmetik formiilasyon sayisi 13200’{in iizerindedir (Elder,
1984). 1995 yilinda, sayilari 215’1t bulan kozmetik {iriinlerinde yapilan bir
incelemede, triinlerin %99 unda parabene rastlanmistir (Prichodko ve dig., 2009).
Son yillarda ise, koruyucu olarak %0.8’1 bulan konsantrasyonlarda ¢esitli paraben
tiirlerini ve bu tiirlerin birlesimlerini bulunduran kozmetik iiriinii say1sinin 220001
buldugu tahmin edilmektedir (Andersen et al., 2007).

Benzoik asitler, 60 yili agkin siiredir gida sektoriinde koruyucu katki maddesi
olarak kullanilmaktadir. Gida endiistrisinde en yaygin kullanilan paraben tiirii olan
propilparaben, FDA tarafindan giivenli olarak siniflandirilmistir ancak, tirtinlerdeki
kullanimina %0,1°lik kisitlama getirilmistir (Soni et al., 2001). Kahve 6ziitii, alkollii
ickiler, meyve suyu, sos, mesrubat, islenmis meyve/sebze, pisirilerek satilan
iiriinler, kat1 ve sivi yaglar, baharatlar, tatlandiricilar, tursular, konserveler,
dondurulmus siit tirtinleri ve hazir gidalarda, 450-2000 ppm araliginda paraben
kullanilmaktadir (Daniel, 1986; Smolinske, 1992; Soni et al., 2002).

Parabenler ila¢ endiistrisinde ilk olarak 1920°li willarin ortasinda
kullanilmaya baslanmistir (Soni et al., 2005; Sabalitschka, 1930). Antibakteriyel ve
antifungal Ozellikte olan parabenler, farmasotik preparatlarda koruyucu olarak
genellikle %0.25°1 bulan konsantrasyonlarda kullanilmaktadirlar (Sweetman, 2002;
Carlsson et al., 2006). Fitil, anestetik ilaglar, géz banyosu ilaglari, hap, surup, kilo
artiran igecekler, enjekte-edilebilir soliisyonlar ve kontraseptiflerin {iretiminde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Ilag endiistrisinde fiiriinlerdeki paraben

konsantrasyonlari, iiriinden iiriine degisiklik gostermekle birlikte, nadiren %1°1
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asmaktadir (Soni et al., 2005; Neidig and Burrell, 1944; Hassler, 1954; Boehm and
Maddox, 1972; Orth, 1980). Receteye tabi olmayan pekc¢ok iiriinde koruyucu olarak
paraben tipleri bulunmaktadir. FDA (Food and Drug Administration)’ya bagh
Oftalmik Ilag Panel’i, oftalmik ilaglarda metil ve propilparabenin
mikroorganizmalara karsi etkili olacak konsantrasyonlarda kullanilmasi
durumunda goze zarar verecek yapida olacagindan dolayi, s6z konusu
kimyasallarin oftalmik ilaglarda birbirlerinden ayr1 olarak kullanilmasinin uygun
olmadigini rapor etmistir. Propil ve metilparaben dis macunlari, kontraseptifler,
topikal analjezikler, derialti, kas ici, damar i¢i, intra-artikiiler, intrabursal,
intralezyoner ve intrasinovyal enjeksiyonlarda, inhalasyon ve intranazal
soliisyonlarda; oftalmik, oral ve topikal ilaglarda, inaktif bilesenler olarak
smiflandirilmistir (Soni et al., 2002; FDA, 1996).

2.2. Kimyasallar

Toksisitesin belirlenmesi i¢in bu tez ¢alismasinda kullanilan metilparaben
(CAS No. 99-76-3), Sigma-Aldrich’ten satin alinmistir. 10 mg metilparaben 1 ml
DMSO (CAS No. 67-68-5) iginde ¢6ziilmiis, 9 ml saf su ilave edilerek 1000 ppm’lik
stok metilparaben soliisyonu hazirlanmistir. Pozitif kontrol gruplarinin her birinde,
300 pul 10* M CdCl, kullanilmistir. DMSO kontrol gruplarinda ise, en yiiksek
metilparaben konsantrasyonu uygulanan gruplarin bulundugu polistiren kaplara
eklenen metilparaben soliisyonunun 1/10’u kadar hacimde DMSO kullanilmastir.
Orneklemenin yapildigi bdlgeden getirilen deniz suyu, ¢aligmalara baslamadan
once filtre kagidu ile siiziilmiistiir (FDS).

2.3. Deniz Kestanesinin (Arbacia lixula) Genel Biyolojik Ozellikleri

Yiizey sularinda, sediment 6rneklerinde, igme sularinda, hayvan dokularinda
ve soludugumuz havada en fazla miktarda bulunan paraben tiirii olan
metilparabenin denizel canlilar {izerindeki etkilerini belirlemek amaciyla yapilan
bu calismada, test canlisi olarak bir ekinoderm tiirii olan deniz kestanesi Arbacia
lixula kullanilmustir.

Ekinoderm, echinodermata filumuna dahil olan canlilara verilen genel isimdir
ve Yunanca’da “dikenli” ve “deri/cilt” anlamlarina gelen “echinos” ve “derma”
kelimelerinden tiiremistir. Deniz kestaneleri de, echinodermata filumu iiyesi olan
canlilardir ve yeryiiziinde ylizlerce tiir ile temsil edilmektedir. Deniz kestaneleri,
otlayarak gergeklestirdikleri beslenme aktiviteleri nedeniyle bulunduklari ortamda
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dominant durumdadir ve bu nedenle biiyiime ve yasamlarinda olusabilecek
aksakliklar, ekosistemin temelini sarsabileceginden kilit 6neme sahip canlilar
arasindadir (Clark et al., 2009; Lawrence, 2007).

Sekil 2.3. Habitatinda gece goriintiilenen deniz kestaneleri (A. lixula)

Deniz  kestanelerinin ~ embryonik  gelisimlerinden  faydalanilarak
gercgeklestirilen caligsmalarda kullanilan tiirler, calismanin yapiltigi cografyaya gore
degisiklik gostermektedir. Calismanin yapildig1 cografyada hakim olan ¢evresel
sartlara uyum saglayan ve yayilim gosteren tiirler kullanima alinmaktadir. Giudice
(1973)’ye gore, c¢aligmalarda en yaygmn olarak kullanilan tiirler, Arbacidae
familyast tiyesi olan Arbacia lixula ve Arbacia punctulata’dir. Bu tez ¢aligmasinda
da Arbacia lixula tiirii, test organizmasi olarak kullanilmigstir. A. lixula tiiriiniin

siiflandirilmasi asagidaki gibidir;

= Alem: Animalia

= Filum: Echinodermata
= Kilasis: Echinoidea

= Ordo: Arbacioida

= Familya: Arbaciidae

= Genus: Arbacia

= Tiir: Arbacia lixula

A. lixula tiirii Ege ve Akdeniz kiyilarinda yaygin olarak dagilim gostermekle
birlikte, Kuzey Afrika’nin Atlantik kiyilarinda, baz1 Atlantik adalarda ve Brezilya
kiyilarinda bulunmaktadir. Sig sularda bulunan kayalikli bolgeler, bu tiiriin
habitatini olugturmaktadir (Gianguzza et al., 2014).
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Sekil 2.4. Arbacia lixula tiirii deniz kestanesinin dagilim gosterdigi bolgeler

(http://www.sealifebase.org/summary/Arbacia-lixula.html 29 Mayis 2016)

Beslenmeleri Posidonia oceanica basta olmak iizere makroalgler iizerinden
gerceklesmektedir (Privitera et al., 2011). Normalde siyah renkte olan A. lixula
bireyleri, bulundugu ortamdaki 151k siddetine gore fizyolojik degisiklikler
gostermekte ve rengi karanlikta kahverengine donmektedir (Binyon, 1972; Thomas
and Thomas, 1965). Yetiskin bireylerin boylar1 10-12 cm’yi bulabilmektedir. Boy
frekans dagilimlar1 incelendiginde, stoga yeni katilimin her yil gerceklesmedigi
farkedilmistir (Privitera et al., 2011; Sala et al., 1998). Ureme dénemleri yilin
tamaminda goriiliiyorsa da, Giiney Akdeniz’de yaz doneminde iiremenin durdugu
gozlemlenmistir (Giudice, 1973). Giliney Akdeniz disindaki bolgelerde ise,
ozellikle Agustos aylarinda, A. lixula orijinli ekinopluteus larvalarinda miithis bir
artis gorildigi belirtilmistir (Privitera et al., 2011). Tiiriin termofili 6zelligi,
ozellikle sicak yaz mevsimlerinden sonra Arbacia popiilasyonunda agiri bir artig
goriilmesi ile dogrulanmistir (Privitera et al., 2011; Francour et al., 1994; Sala et
al., 1998). Tiiriin artan sicakliga kars1 dayanikliligi bir ¢alismayla gézlemlenmistir.
Yapilan ¢alismada denekler 35 °C’de birkag saat boyunca yagamlarini siirdiiriirken,
42 °C’ye alindiktan sonra 9 dakika i¢in 6lmiistiir (Binyon 1972; Orr, 1955). Yine
de artan sicakliga kars1 dayaniklilik gosteren ozelligi ile Arbacia lixula, yillardir
giindemdeki yerini koruyan ve diinyay1 tehdit eden en biiylik sorunlarin basinda

gelen kiiresel 1sinma karsisinda avantajli konumdadir.
2.3.1. Ureme ve embryonik gelisim

A. lixula tiiriinde tireme ve embryonik gelisme prosesleri, A. punctulata ve P.
lividus tiirlerindeki gibi bir yol izlemektedir. A. lixula tiiriinde yumurta c¢ap1 79
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um’dir (Giudice, 1973). Yumurtaliklarin olgunlasmasi ile baslayan siireci, olgun,
haploid ve dollenmemis yumurtalarin olusumu takip eder. Yumurta ve spermlerin

dis ortama birakilmasiyla déllenme iglemi baglar.

Sekil 2.5. Disi (soldaki) ve erkek (sagdaki) A. lixula

Déllenme sonrasinda, déllenen yumurtanin etrafinda fertilizasyon membrani,
dollenme zar1 ya da daha genel ismiyle perivitellin bosluk adi verilen hiyalin
membran olusur. Iki proniikleinin birbirine yaklasmasi ve sentrozomlarin egimli bir
¢izgi olusturmasinin ardindan ilk boliinme gerceklesir ve sonucunda iki ayri hiicre
meydana gelir.

Ik béliinmeyi takip eden béliinmeler ile 4, 8, 16 ve 32 hiicreli sathanin
ardindan, altinci boliinme sonras1, morula safhas1 baglamis olur. Inseminasyonun
iizerinden 8-9 saat gectikten sonra, yedi ve sekizinci bdliinmelerin gergeklestigi
erken blastula safhasi baslar ve onu yaklasik 500 hiicrenin bulundugu mid-blastula
safhasi takip eder. Mid-blastula sonrasinda blastula safhasi baglar ve boliinmeler
durur. Blastula sathasinda enzimlerin devreye girmesiyle blastula, fertilizasyon
membranini eriterek parcalar. Blastulanin dollenme zari igerisinden ¢ikmasiyla

yiizen blastula sathasi baglamis olur.

Yiizen blastula safhasi sonrasinda erken gastrula sathasi baglar. Erken
gastrula sathasi, vajetal kutuptaki hiicrelerin, blastula i¢ine dogru hareket etmesiyle
baglamis olur. Vajetal hiicrelerin blastula i¢ine dogru yonelmesi, invajinasyon
olarak adlandirilir. Gastrula sathasinda iskelet olusumu baglar. Gastrula sathasinin

sonunda larval eksen degisir, embryonun ovoid yapist kaybolur ve embryo
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poligonal bir goriiniim kazanir. Bu noktada embryo, prizmay1 andiran bir goriintiiye
sahiptir.

Prizma sonrasinda embryo besgen bir goriinlim kazanir. Kollarin ¢ikintilari
belirginlesmeye baglar ve sonrasinda tamamen pluteus goriinlimii olusur.
Doéllenmenin ardindan ikinci giiniin sonunda daha uzun kollu bir yapiya biiriiniir.
Dollenme sonrasi 72. saat itibartyla embryonal gelisim maksimum noktaya

ulagmistir ve pluteus, beslenmeye baslamak tizeredir.

Doéllenmenin ger¢eklesmesinden sonra 11. giinde metamorfoze olmaya
devam eden larvada yeni bir ¢ift kol olusur. 21. Gilinde ise baskalasim siirmeye
devam etmektedir ve yeni bir ¢ift kol daha gelismis olur (Mateyko, 1967).

2.4. Arazi Orneklemeleri

Evsel ve endiistriyel atiklarin etkisi altinda olmamasi ve cevresel sartlari
bozan/kisitlayan etmenlerin bulunmamasi nedeniyle Seferihisar/Akarca bolgesi,
biyodenemelerde kullanilacak canlilarin toplanacagi bolge olarak tercih edilmistir.
Kaya agirlikli kiyisal yapisi ve iri tasl substrata sahip olmasi nedeniyle Seferihisar,

biyodenemelerde kullanilan tiir i¢in ideal bir yasam alanidir.

Arazi Orneklemeleri, kasik ¢izmesi giyilerek gidilebilecek maksimum
derinlikteki bireylerin toplanmasiyla gergeklesmis, laboratuvar ortamina miimkiin
olan en kisa silirede, buz kasetleri ile desteklenen sogutucu kutular iginde
getirilmistir. Arbacia lixula’nin tutundugu kayadan sokiilebilmesi i¢in 4,5 kg gibi
bir kuvvet uygulanmasinin yeterli oldugu belirtilmistir (Binyon, 1972; Mérkel and
Titschack, 1965). Orneklerin toplanmasi sirasinda, bireylerin hasar gormemesi igin
hicbir alet, arag ve gere¢ kullanilmamis, ornekleme islemi el ile yapilmstir.
Deneme sirasinda kullanilmak iizere, canlilarin bulundugu habitatindan yaklasik 20
litre kadar deniz suyu alinmistir. Laboratuvar ortamina getirilen Ornekler

bekletilmeden denemeye alinmigstir.
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3. BIYODENEMELER

Yapilan denemelerde Pagano (1986)’nin belirttigi metot esas alinmistir.
Laboratuvara getirilen canlilardan her biyodenemede kullanilacak tekrar sayisina
gore erkek ve disi bireyler ayrilmistir. Erkek ve disi bireylerden sperm ve yumurta
elde etmek i¢in, sivri u¢lu makas ile aristo fenerinin etrafinda doniilerek dis iskelet
daire seklinde kesilmistir. Iskeleti kesilen bireyler, kesik kisimlari iiste gelecek
sekilde 50 mI’lik beherlerin {izerine konmus ve disi olanlarin lizerine filtre edilmis
deniz suyu (FDS) dokiilerek, yumurtalar1 salmasi saglanmistir. Kesik kisimlari tistte
kalacak sekilde 50 ml’lik beherlerin {izerine birakilan erkek bireylerin spermlerinin
deniz suyu ile temas etmesi durumunda aktive olacagindan, deniz suyu ile temas

etmemesine 6zen gosterilmis ve kuru birakilmistir.

Sekil 3.2. A. lixula yumurta (soldaki) ve spermlerinin filtre edilme iglemi.
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Spermlerin bulundugu beherler buz kasetlerinin iizerinde bekletilmis, o sirada
yumurta eldesi saglanan disilerin yumurtalari, mikroskop altinda incelenmis ve
saglikli yumurtalara sahip disiler denemelere dahil edilmistir. Bu islemlerden sonra,
her disiden alinan yumurtalar 100 p goz acikligina sahip naylon filtreden; her
erkekten alinan sperm ornekleri ise 30 pm goz agiklipina sahip filtreden ayri ayri
stiziilmiistiir (Bkz. Sekil 3.2) (Oral, 1997). Her siizme isleminden sonra, yenisine
baslamadan 6nce, naylon filtre FDS ile yikanmistir. Sperm 6rneklerinin siiziildiigii
30 um’lik filtre ise, ¢esme suyu ile yikanmustir (Oral, 1997).

Uygulanan biyodenemeler genotoksisite, embryotoksisite ve
spermiyotoksisiteyi olusturan fertilizasyon basarisi ile dol kalitesi ¢alismalarindan

olusmaktadir.
3.1. Spermiyotoksisite

Spermiyotoksisite denemelerinde, toksisitesi lizerinde ¢alisilan kimyasalin
artan konsantrasyonlarina maruz birakilan spermlerin, disilerden alinan yumurtalar
dolleyebilme basaris1 gozlemlenmektedir. Calisma, fertilizasyon basaris1 ve dol

kalitesi olmak iizere 2 ayr1 prosesten olugsmaktadir.

Her biri 6 tekrarl1 olarak uygulanan spermiyotoksisite denemeleri igin 6 erkek
ve 6 disi birey kullanilmistir. Calisma baslamadan 6nce, icinde 30’ar ml FDS olan
DMSO kontrol, negatif kontrol, pozitif kontrol ve spermleri maruz birakmak igin
1,2, 4, 8, 16 mg/l metilparaben bulunan test kaplar1 hazirlanmistir.

Denemenin baslangicinda konsantre kuru sperm 6rneklerinin her birinden 50
pl alinmis ve artan konsantrasyonlarda metilparaben iceren 50 ml FDS i¢ine
eklenmistir. Bu sekilde spermler cesitli konsantrasyonda metilparabene maruz
birakilarak 30 dakika siireyle aktive edilmislerdir. 30 dakikalik siirenin ardindan,
aktive edilmis olan sperm soliisyonlarindan 100 pl alinarak, yukarida sozii edilen
onceden hazirlanmig 30 ml FDS i¢inde bulunan, mililitrede yaklasik 50 yumurta

olacak yogunluktaki temiz, kimyasala maruz kalmamis yumurta i¢ine birakilmistir.
3.1.1. Fertilizasyon basarisi
Spermin fertilizasyon basarisini belirleyen bu calismada, test kimyasalina

maruz kalan sperm hiicrelerinin, higbir kimyasala maruz kalmamis yumurtalar

fertilize edebilme yiizdesi belirlenmektedir.
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Inseminasyonun iizerinden 30 dakika gectikten sonra zigot siispansiyonu,
%10 formol ile fikse edilmis ve 400x biiylitmede 151k mikroskobu altinda rastgele
100 yumurta/zigot sayillmis ve dollenmis-déllenmemis yumurta sayilart not
edilmistir. Sayimlarda, fertilize olan yumurtanin etrafinda olusan perivitellin bosluk

olgiit alinmustir (sekil 3.3.).

Sekil 3.3. Déllenmis (alttaki) ve déllenmemis A. lixula yumurtalar.

Fertilizasyon basarisinin belirlenmesi fertilizasyon orant (FO = % fertilize
olan yumurta) belirleyici olmaktadir. Kimyasala maruz kalan gruplardaki
fertilizasyon orani (FOgs2) ile, kimyasala maruz kalmayan negatif kontrol grubunun
fertilizasyon oranlart1 (FOwkont) karsilastirilarak diizeltilmis endeks (DE)
hesaplanmistir (Pagano et al., 1986).

_ FOg6zl — FOkont

x 100
FOkont

3.1.2. Dol kalitesi

30 dakika siireyle toksikanta maruz kalan spermlerin, embryo olusumunda
yaratabilece8i olas1 etkileri gozlemlemek amaciyla yapilan bu ¢alismada,
dollenmeden 72 saat sonra embryolarin bulundugu deneme kaplarina K>CrOs
eklenerek embryolarin hareket etmesi engellenmis ve sonrasinda 151k mikroskobu
altinda 400x biiyiitmede incelenmistir. Isik mikroskobunda rastgele secilen 100
adet embryo (zigot — larva da olabilir) sayilmis, embroyonik gelisim bozukluklar

frekans1 bulunarak, spermiyotoksik etki belirlenmistir.
3.2. Embryotoksisite
Embryotoksisite denemeleri, fertilizasyondan 15 dakika sonra baslayan,

embryogenesis boyunca siiren ve fertilizasyondan 72 saat sonra baslayan pluteus

larval sathasina kadar devam etmektedir. Embryotoksisite ¢alismalarinda,
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embryolar, test kimyasalinin artan konsantrasyonlarmin bulundugu kaplar
igerisinde 72 saat siireyle maruz birakilmaktadir ve bu siirenin sonunda, mikroskop
altinda rastgele 100 embryo sayilarak, embryonik gelisim bozukluklar1 frekansi

bulunarak, test kimyasalinin embryotoksik etki ya da etkileri belirlenir.

Embryotoksisite denemeleri, spermiyotoksisite denemelerinde oldugu gibi,
50 ml hacimli polistiren kaplarda gergeklestirilmistir. Her biri 6 tekrarli olarak
uygulanan embryotoksisite denemeleri i¢in 6 erkek ve 6 disi birey kullanilmistir.

Calisma baslamadan 6nce, herbirinde 27 ml FDS olan;

e DMSO kontrol
e Negatif kontrol
e Pozitif kontrol

kaplar1 ve 1, 2, 4, 8 ve 16 ppm metilparaben iceren test kaplar1 hazirlanmustir.

Fertilizasyon islemi i¢in, 20 pl sperm ornegi alinarak 50 ml FDS ig¢inde
seyreltilmis, bu soliisyondan 1 ml alinarak 250-300 ml FDS i¢indeki yumurtalarin
bulundugu kaplara eklenmis ve kaplar hafifce karistirilmis bu sekilde dollenmis
yumurtalar elde edilmistir. Elde edilen zigot stispansiyonlarinin her birinden 3 ml
alinmig, Onceden hazirlanan yukarida igerikleri belirtilen polistiren kaplara
eklenmis ve her kaptaki embryo yogunlugunun 30 embryo/ml olmas1 saglanmistir.
Sonrasinda, 72 saat siireyle, £19°C sicaklikta inkiibasyona birakilmigtir. 72. saatin
sonunda, inkiibatorden ¢ikarilan deneme kaplarina K2CrO4 eklenerek, embryolarin
hareket etmeleri engellenmistir. 400x biiylitmede 151k mikroskobunda rastgele 100
embryodaki embryonik gelisim bozukluklar1 sayillmis ve test kimyasalinin

embryotoksik etkisi belirlenmistir.

Embryotoksisite ¢aligmalarinda, larval asamalarda gozlemlenen ve

embryotoksik etki olarak degerlendirilen dl¢iitler asagidaki gibidir;

e N: Normal pluteus (Sekil 3.4.)
P1: Patolojik 1 — iskelet-sindirim sistemi bozukliklar1 goriilen embryo

P2: Patolojik 2 — Pluteus safhasina ulasamamis embyo

R: Retardasyon — Normal bir pluteusun yarisi biiyiikliigiinde embryo
D: Olii — Olii larva/embryo
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Sekil 3.4. Normal pluteus.

Sekil 3.5. Embryonik gelisim bozukluklari; A-B: Gastrula sathasinda kalan embryo, C: Prizma
sathasinda kalan embryo, D-E-F: Larval asamada goriilen gelisim bozukluklari.

3.3. Genotoksisite

Giris kisminda da belirtildigi gibi, deniz kestanelerinin embryonik geligimini
konu alan biyolojik ¢aligsmalarin yiizlerce yil 6ncesine dayanmasinin ve giiniimiizde
halen yaygin bir sekilde kullaniliyor olmasinin temel nedenlerinden biri, disi deniz
kestanelerinden yiiksek 151k gegirgenligine sahip milyonlarca sayida yumurta
alinabiliyor olmasidir. Ancak bu durum Arbacia lixula tiirii i¢in gegerli degildir.

Arbacia yumurtalar1 ve 6 saatlik embryolari, kirmizinin oldukg¢a koyu ve
yogun bir tonuna sahiptir. Bu durum, sitotoksisite ¢alismalarinda, kromozomlarin
boyanip mikroskop altinda goriintilenmesini engellemekte, hatta imkansiz
kilmaktadir. Bu calismada, literatiirde belirtilen (Pagano et al., 1986) fiksasyon
metodu modifiye edilerek, 6 saatlik embryonun dekolorizasyonu igin fiksatif olarak
etanol-asetik asit (1:1 v:v) kullanilmistir. Boylelikle, hiicresel seviyedeki toksikant
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kaynakli degisiklikler, 1s1tk mikroskobu altinda goriilebilmistir. Bu sekilde
literatiirde daha 6nce hi¢ yapilmamis olan A. lixula tiiriinde genotoksisite ¢aligsmasi
gerceklestirilmistir. Calisma baslamadan 6nce, herbirinde 27 ml FDS olan;

e DMSO kontrol
e Negatif kontrol
e Pozitif kontrol

kaplar1 ve 0,25, 0,5, 1, 2, 4 ppm metilparaben igeren test kaplari hazirlanmistir.

Genotoksisite ¢alismalarinda A. lixula’min  kiiltire alinma prosesi,
embryotoksisite baslig1 altinda anlatildigir sekilde gergeklestirilmistir ancak
ornekler inkiibasyonda 6 saat kadar tutulmus, sonrasinda etanol-asetik asit (1:1 v:v)
sollisyonu ile fikse edilmistir. Fiksasyondan 24 saat sonra fiksatif degistirilmis ve
mikroskop altinda yapilan gézlemlere kadar fiksatif i¢cinde beklemistir. Embryolar
asetokarmin ile boyandiktan sonra, test kimyasalinin sitotoksik etkisinin
belirlenmesi icin, 15tk mikroskobu altinda, immersiyon yardimi ile, 1500x
magnifikasyonda, rastgele 30 embryodaki mitotik aberasyonlar sayilmistir.
Genotoksisite ¢aligmalarinda, fertilizasyon sonrasi 6 saatlik periyotta embryolarda
gozlemlenen ve sitotoksik etki olarak degerlendirilen Olgiitler ¢izelge 3.1.°de
belirtilmigtir. ~ Olgiit alman mitotik bozukluklardan diizensiz  profazin
belirlenmesinde Hidalgo et al., 1975, Tadesco et al., 2012, Kahattb et al., 2015;
diizensiz metafazin belirlenmesinde Nordlander and Edwards., 1969; Tadesco et
al., 2012; Rocha et al., 2015; diger mitotik bozukluklarin belirlenmesinde ise
Pagano 1986, Kalcheva et al., 2009, Renjana et al., 2013 ve Kahattb et al 2015’de
belirtilen mitotik bozukluklar baz alinmistir. Morfolojik bozukluklarin frekansi
belirlenirken, interfazda kalan embryolar degil, sadece aktif mitoz goriilen

embryolar dikkate alinmistir.
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Cizelge 3.1. Genotoksik etkilerin degerlendirilmesinde kullanilan 6lgiitler (Nordlander and
Edwards., 1969; Hidalgo et al., 1975; Pagano 1986, Kalcheva et al., 2009; Tadesco et
al., 2012; Renjana et al., 2013; Kahattb et al 2015; Rocha et al., 2015).

Sayisal Olgiit Morfolojik Olgiit

a) Embryo basina diisen a-) Embryo basina diisen toplam mitotik bozukluk = TMB
mitoz sayis1 = EDM

Diizensiz Profaz
Diizensiz Metafaz
Laggard ve Anafaz Kopriisii
b) Interfaz Embryo Kirik Kromozom (=Fragmentasyon)
Yiizdesi = %E

Vagrant Koromozom (Serbest Kromozom)

Multipolar (Cok Kutuplu Mekik)

c) Metafaz/Anafaz Orani = | b) >1 mitotik bozukluga sahip embryo yiizdesi = %E (+mb)
M/A

Sekil 3.6. Dekolorizasyon ve asetokarmin boyama sonrasi bir embryo (A) ve mitotik aberasyonlar
(A-L); B-C Diizensiz profaz, D-E Diizensiz metafaz, F-G Fragmentasyonlu kromozom,

H-1 Vagrant kromozom, J-K Anafazda koprii ve laggard, L Multipolar kromozom.
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3.4. istatistik

Biyodenemelerin tamamlanmasi ile elde edilen veriler istatistiksel olarak

incelenmistir.

Fertilizasyon basarisi ¢alismasinda kontrol grubu ile diger gruplar arasinda
gozlenen farkliliklar One-Way ANOVA varyans analizi ile test edilmistir.
Embryonik bozukluklar iizerinde yapilan ¢alismalarda elde edilen verilere student’s
t test uygulanmustir. Istatistik caligmalarinda Statgraphics Centurion XVI
kullanilmis ve tiim istatistiksel calismalarda o = 0.05 olarak alinmistir. ECsg

hesaplamalarinda, EPA’nin Benchmark Dose Software programi kullanilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Spermiyotoksisite Bulgular:

Spermiyotoksisite ¢alismalarinda, spermlerin maruz birakilan mertilparaben
konsantrasyonuna bagli olarak d6lleme basarisinda kontrole gore istatistiksel olarak
anlaml bir azalma oldugu gozlemlenmistir. Fertilizasyondan 72 saat sonra larval

asamalarindaki gelisim bozukluklarinda da benzer sonuglar alinmistir.
4.1.1. Fertilizasyon basaris1 bulgulari

A. lixula yumurtalarinin asir1 koyu renkte olmasi ve fertilizasyondan sonra
olusan perivitellin boslugun, P. lividus tiiriiniin zigotlarinda goriilen bosluktan ¢ok
daha kiiclik ¢capli olmasi nedeniyle, inseminasyondan sonra bekleme siiresi 15
dakika yerine 20 dakika tutulmustur. Boylelikle, ikili boliinmeye gecen embryolar
sayesinde, sayim sirasinda zigot-yumurta arasinda kalinabilecek ikilemler en aza
indirgenmistir. Fertilizasyon basaris1 ¢alismasinin sonuglart ¢izelge 4.1°de

Ozetlenmistir.

Cizelge 4.1. Dollenme basarist ¢aligmalarinda 30 dakika siireyle belirtilen konsantrasyonlarda
metilparabene maruz birakilan spermlerin fertilizasyon oranlar1 (%FO) ve diizeltilmis

endeksleri (DE). p degeri, ANOVA testindeki 6nemlilik derecesidir.

islem Kons. %FO DE p
Negatif Kontrol 92.71+3.71
Pozitif Kontrol (CdCly) 0 -100
DMSO Kontrol 88.25+4.99 -2.18 <0.001
Metilparaben 1 ppm 87.5+4.73 -3.01 <0.05
2 ppm 87 +2.65 -6.61 <0.05

4ppm  82.75+3.59  -828  <0.001
8 ppm 585+4.65 -35.16  <0.001
16 ppm  41.33+153 -59.26 = <0.001

Dollenme basarisinin metilparaben konsantrasyonu artisi ile dogrusal bir
azalma gosterdigi goriilmektedir ancak bu artis 8 ppm’lik konsantrasyon ile Gnem

kazanmaktadir. Fertilizasyon basarisi oranlarina bakildiginda, kontrol grubu i¢in bu
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oranin %92,71 + 3,71 oldugu goriilmektedir. 16 mg/l metilparabene maruz birakilan
spermlerin kullanildigr grupta bu oranda yar1 yariya bir azalma goriilmiis ve
ortalama %41,33 + 1,53 olarak bulunmustur. Yapilan fertilizasyon basarisi
caligmasi sonucu elde edilen verilere gore, A. lixula i¢in ECso degeri 12,89 mg/L

olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.1. Metilparabenin fertilizasyon basarisi iizerine etkisi.
4.1.2. Dol kalitesi bulgular:

Metilparabenin A. lixula spermi iizerine etkilerinin belirlenmesi amaciyla
yapilan calismalarda, artan metilparaben konsantrasyonuyla gozlenen fertilizasyon
basarisindaki digiisiin - yan1 sira, fertilize olan yumurtalarin embryonik
periyotlarinda gelisim bozukluklarina rastlanmistir. Kontrol grubunda gozlenen
toplam gelisim bozuklugu sayis1 ortalama 15.33+ 6.64 olurken, bu say1 doza bagh
olarak artig gdstermis ve en yiiksek toksikant konsantrasyonuna maruz birakilan
grupta 53.33 £ 9.63’¢ ulasmustir. Metilparabenin A. lixula sperminin Kalitesi

tizerindeki etkileri, cizelge 4.2.’de 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.2. 30 dakika siireyle metilparabene maruz birakilan A. lixula spermi ile elde edilen
embryolarida, fertilizasyondan 72 saat sonra gbzlenen toplam gelisim bozukluklar
ortalamalar1 (+ standart hata): P1: Sindirim sistemi ve iskelet bozukluklari; P2 larval

asamaya gegemeyen embryo; p, student’s t testinin dnemlilik derecesi.

Madde Kons. P1 P2 P1+P2 p
Negatif Kontrol 10.8943.55 4.44+3.09 15.33+6.64 = <0.005
Pozitif Kontrol 49.33+6.81 = 8.33+6.35 56.14+13.16 = <0.005
(CdCly)
DMSO Kontrol 21.67+£6.66 1.66+2.08 23.33+8.74  <0.005

Metilparaben 1ppm  17£2.65 8+5.57 234822  <0.005
2 ppm  22.67+5.51 4+3 26.67+8.51  <0.005
4 ppm | 25.33+7.77 3.33+2.08 28.66+9.85 <0.001
8ppm  38+3.61 1+1 39+4.61  <0.001

16ppm 50+7.55 3.33+2.08 53.33£9.63 | <0.001
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Sekil 4.2. Metilparabene maruz birakilan spermlerin dol kalitesinde goriilen degismeyen plutei

sayisi-metilparaben konsantrasyonu iligkisi (Aritmetik ortalama + standart hata).
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Metilparabenin artan konsantrasyonlarina maruz kalan A. lixula spermlerinin
dollenme basaris1 ve dol kalitesinin olumsuz yonde etkilendigi, sekil 4.2.°de
goriilmektedir. 72 saatlik calisma sonucunda, 16 ppm’lik konsantrasyonda
metilparabene maruz birakilan spermlerin kullanildigi grupta, embryonik gelisim
bozuklugu goriilmeyen, saglam ekinoplutei sayisi, kontrol grubundaki sayinin
yarisi kadardir. Yapilan dol kalitesi ¢calismasi sonucu elde edilen verilere gore, A.

lixula icin ECso degeri 13,55 mg/L olarak hesaplanmustir.

4.2 Embryotoksisite Bulgular:

Embryogenezis boyunca 72 saat silireyle farkli konsantrasyonlarda
metilparabene maruz birakilan A. lixula embryolarinda toksikantin etkilerini
belirlemek i¢in iskelet ve ve sindirim sistemi bozukluklari goriilme sikliklari

dikkate alinmis ve embryotoksik etkiler, cizelge 4.3.’de 6zetlenmistir.

Sekil 4.3. Normal(N) ve patolojik 1(pl) ekinopluteus larvalari.



Cizelge 4.3. Embriyogenez siiresince metilparabene maruz kalan A. lixula embryolarinda goriilen larval gelisim bozukluklari. N: normal, P1-

patolojik 1, P2-patolojik 2, R-ciice, D-6lii ve p student’s t testinin 6nemlilik derecesi.

Madde Konsantrasyon N Pl P2 P1+P2
Negatif Kontrol 89+3,97 9,78+1,79 1,22+0,97 11£3,97
Pozitif Kontrol 0 0 100 100

(CdCl)

DMSO Kontrol 824+2,94 161,83 240,81 18+2,94
MeP 1 ppm 80,75+5,91 17,5+5,97 1,75+1,5 19,25+5,91
2 ppm 76,75+4,92  21,75+4,27 1,541,29  23,25+4,92
4 ppm 61,75+5,38 31,5+8,1 6,75+2,87 38,25+5,38

8 ppm 30+4,08 50,75+3,59 19,25+2,21 70+4,08

16ppm 2,75+0,5 20,75+4,11 76,5+£9,47 97,25+0,5

<0.005

<0.005

<0.005

<0.005

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

8¢
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72 saat slireyle metilparabene maruz birakilan embryolarin larval asamadaki
gelisimsel  bozukluklarinin, toksikant konsantrasyonuyla artis gosterdigi
goriilmektedir. Patolojik 1 olarak smiflandirilan sindirim ve iskelet sistemi
bozukluklari, 8 ppm’lik toksikant konsantrasyonuna kadar artis gostermis ve bu
artis, 16 ppm konsantrasyonda toksikanta maruz birakilan gruptaki larval sathaya
gecebilen embryo sayisindaki keskin diislis nedeniyle son bulmustur. Dolayisiyla,
en yiiksek konsantrasyonun uygulandigi grupta pl sayisindaki azalmaya karsilik,
p2 sayisinda artis olmustur. Gelisimsel retardasyona ugramis (ciice) ve oli
ekinopluteusa rastlanmamustir. Yapilan embryotoksisite calismasi sonucu elde

edilen verilere gore, A. lixula igin ECso degeri 8,49 mg/L olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.4. 72 saat metilparabene maruz birakilan A. lixula embyolarindan saglikli olarak larval

asamaya gegebilen birey sayilari ve toksikant konsantrasyonu iliskisi.

100

90

80 T
@ 70 17
g 60 =
s 50 —
§ 40 o
& 30 —

20 T ' T . ||

1 - _—

g,jl 'I L ‘

KTRL 1 2 4 8 16
Konsantrasyon (ppm)
EPl mP2

Sekil 4.5. 72 saat siireyle metilparabene maruz birakilan A. lixula embryolarinda gériilen embryonik

bozukluklar ile toksikant konsantrasyonu iliskisi.
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4.3 Genotoksisite Bulgular:

Fertilizasyondan sonra 6 saat siireyle metilparabene maruz birakilan ve
sonrasinda etanol-asetik asit karigimi ile fikse edilen embryolardaki mitotik
aberasyonlar, 1500x magnifikasyonda, immersiyon yardimi ile, 151k mikroskobu
altinda incelenmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilen veriler ¢izelge

4.3.’te Ozetlenmistir.

Cizelge 4.4. Sitotoksisite ¢aligmalar1 sonucu elde edilen sayisa veriler. TMB/Emb: embryo basina

diisen toplam mitotik bozukluk; %IE: interfaz embryo yiizdesi; M/A metafaz/anafaz

orani; M/Emb: embryo basina diigen mitoz sayis;; m = p<0,05; v = p<0,005; 0=
p<0,001
Islem Kons. TMB/Emb %IE M/A M/Emb
Neg. Ktrl. 0,14+0,05m 10,56+7,88 3,88+0,61v  13,43+0,170)
Pozitif Kontrol 0 100 - 7,77£0,63 v
(CdCly)
DMSO Ktrl. 0,24+0,05 13,33+8,81 5,41+1,57m 14,08+0,560
MeP 0,25 1,43+0,21v 20+11,47 3,53+0,46m | 14,99+0,37()
ppm
0,5 2,01+0,080 26,67+£3,33v | 6,48+1,76m 14,44+,0,82v
ppm
1 ppm 2,74+0,25v 28,89+3.85v 5,93+£3,23 14,69+0,740
2 ppm 3,32+0,150) 25,56£1,92v 6,1+4,67 14,94+0,95v
4 ppm 4,36£0,56 ¥ 34,44+1,92v 1,224+0,69 14,46+2.38v

Yapilan ¢alismalar sonucunda, hiicreleri interfaz asamasindan Oteye

gidemeyen embryo yiizdelerinde, kontrol grubuna gore metilparaben
konsantrasyonuna bagli olarak bir artis gézlenmistir. Embryo basina diisen toplam
mitotik bozukluk kontrol grubunda 0,14+0,05 seviyelerindeyken, bu say1, 0,25 mg/1
konsantrasyonla metilparabene maruz birakilan embryolarida 1,43+0,21 olarak
bulunmustur. 4 ppm konsantrasyonda ise, embryo basina diisen mitotik bozukluk
ortalamas1 4,36+0,56 seviyelerine kadar yiikseldigi goriilmiistiir. Interfazda kalan
ve mitozun ileri safthalarina gecemeyen embryo yiizdeleri incelendiginde, negatif

kontrol grubunda %10,56+7,88 kadar interfazda kalan embryo bulunmus, bu oran
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konsantrasyonla dogru orantili olarak degisim gostermis ve yaklasik 3,5 kat artarak
%34,4441,92 seviyelerine gelmistir. Bunun yani sira, embryo basina diisen total
mitotik bozukluk sayisi da, doza bagh olarak artis gostermektedir (p<0,005).
Metafaz/anafaz oranlar1 negatif kontrol grubunda 3,88+0,61 olarak bulunurken, bu
deger 4 ppm’lik metilparaben konsantrasyonuna maruz kalan embryolarda
1,22+0,69’a kadar diismiistiir.6 saatlik embryolarin, larvalardan daha hassas olmasi
ve embryotoksisite denemelerinde 8-16 mg/l konsantrasyonlarda metilparabene
maruz birakilan embryolardaki gelisim bozukluklarinin yiiksek seviyelerde olmasi

nedeniyle, sitotoksisite ¢aligmalarinda 0,25-0,5-1-2 ve 4 ppm’lik konsantrasyonlar

denenmistir.
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Sekil 4.6. Embryo basina diisen toplam mitotik bozukluk-metilparaben konsantrasyon iliskisi.

Sitotoksisite ¢aligmalart sonucunda gozlenen ve sitotoksik etkinin
belirlenmesinde Ol¢iit alinan mitotik aberasyonlarin degerleri, ¢izelge 4.5.°teki
gibidir.
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Cizelge 4.5. Genotoksisite ¢aligmalar1 sonucu mikroskop altinda gozlenen mitotik bozukluklar. IP:
diizensiz profaz, IM: diizensiz metafaz, L-B: laggard kromozom-kromozom kopriisi,
FR: fragmentasyonlu kromozom, VC: vagrant kromozom, MP multipolar kromozom.
m = p<0,05; v = p<0,005; 0= p<0,001.

Islem Kons. IP IM L-B FR VvC MP
Ktrl 1,7£0,7m 0 + 3,2+1,3v 0 0
+Ktrl - - - - - -
(CdCly)
DMSO 1,3+£0,6 0 == 6£lv 0 0
MeP  025ppm  23,3+3,5m 1,7+0,6m 0 18+5,1m 0 0
05ppm  353+4,7m  4+lm 0 2043,6m 0 1+1,7
1 ppm 48+9,6m 61V 1+1 27+9,8m 0 0,3+0,5

2 ppm 56,3+8,5m  6,7£0,8v  0,3+0,5 = 33,7+7,6m 0 2,7+1,2

4ppm  713+99m  12+2m  13+03m 433438V 2417 0,6+1,15

Denemeler sonucunda elde edilen verilere gore kontrol grubu ile
kiyaslandiginda metilparaben konsantrasyonundaki artis ile fragmentasyonlu
kromozom sayisinda artig goriilmiistiir (p<0,05). Diizensiz profaz ve diizensiz
metafaz sayilarinda da toksikant konsantrasyonuyla dogru orantili artis meydana
geldigi goriilmektedir. Diizensiz metafaza kontrol gruplarindaki embryolarda hig
rastlanmazken, en yiiksek konsantrasyonda metilparabene maruz kalan
embryolarda ortalama 12+2 kadar rastlanmistir.

Genotoksisite ¢alismalar1 sonucunda, embryotoksisite ve spermiyotoksisite
caligmalarinda oldugu gibi, konsantrasyona bagl sitotoksik etkilerde artis oldugu
gorilmiistiir.
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5. SONUC VE TARTISMA

Sucul ekosistemlerde yapilan aragtirmalarda, sucul memeli canlilarin gesitli
dokularinda birikim gOsteren metilparabenin, dogal yasam igin bir risk
olusturduguna deginilmistir. Suda ¢ok iyi ¢oziinebilen bir kimyasal olmasina
ragmen, hemen her atik su aritma tesisinin giris sularinda bulunuyor olmasi,
metilparabenin yogun, kesintisiz ve araliksiz kullanimin gostergesidir. 9-10 saat
kadar olan yarilanma 6mrii, ugucu bir kimyasasal olamayacak kadar yiiksek buhar
basincina karst direnci ile metilparaben, sucul ekosistemlerin istenmeyen
parcalarindan biri olmaya uzun siiredir devam etmektedir ve devam edecek gibi
goriinmektedir. 7 milyardan fazla insana ev sahipligi yapan yer kiirenin dortte tigti
kadarim1 kaplayan su ile metilparabenin iligkisi, yalnizca 1996 yilindan bu yana
bilinmektedir (Haman et al., 2015).

Diinya genelinde fiiretim ve kullanim miktarlar1 binlerce tonu bulan
metilparaben, tiim diger kimyasallar gibi, kullanimlar1 sonras1 sucul ekosistemlere
ulagmaktadir. Metilparabenin sucul canlilar lizerindeki toksik etkilerini arastiran
cok sayida calisma bulunmaktadir, ancak deniz ortamini temsil eden canlilar ile
yapilan caligmalar daha az olup genellikle tatli su canlilari ile testler yapilmstir.
Yapilan bilimsel literatiir taramalarinda test organizmasi olarak deniz kestanesinin
kullanildigi ¢alismaya rastlanmamigtir. Bu ¢alismada, ekinoidlerin embryolojik
avantajlarindan  yararlanilarak, = metilparabenin ~ sucul  ekosistemlerde

olusturdugu/olusturabilecegi riskler incelenmeye calisilmistir.

Denizel ekosistemlerde bulunan liiminesan bir bakteri tiirii olan
Photobacterium leiognathi susunun test organizmasi olarak kullanildigi bir
calismada, paraben etkisiyle luminesens azalimi incelenmistir (Bazin et al., 2010).
Yapilan ¢alismada, metilparabenin 15 dakika siireyle maruz birakilan P. leiognathi
icin ECsp degeri 31+£22 mg/1 olarak bulunurken, 30 dakika stire i¢in bu deger 35+18
olarak acgiklanmistir. Yine ayni calismada gozlenen LOEC 8,5 mg/l olarak
bulunmustur. Denizel planktonik bakteri V. fishceri lizerinde yapilan bir ¢caligmada,
metilparabenin bu tiir i¢in ECso degeri 5,9 mg/1 olarak bulunurken, metilparabenin
klorlu bilesiklerinin daha toksik oldugunun alt1 ¢izilmistir. Bu tez ¢alismasindaki,
fertilizasyon basarist calismalar1 sonucunda, metilparabenin A. lixula tiiriiniin
dollenme basarisi lizerinde ECso degeri 12,89 mg/1 olarak bulunmustur. D6l kalitesi
caligmalarinda ise ECso degeri 13,55 mg/I olarak hesaplanmistir. Embryotoksisite
calismalari sonucu bulunan ECsg degeri ise 8,49 mg/l olarak bulunmustur.

Metilparabenin toksisitesinin belirlenmesi konusunda, denizel tiirlerle yapilmis



44

calisma sayist bunlarla kisithdir. Bakteri tiirleri {izerinde metilparabenin ¢esitli
siirelerde ECso degerleri farkli olup ¢alismamiz ile de farklilik gostermektedir.
Canlilarin toksik maddeye hassasiyetinin farkli oldugu dikkate alindiginda tiirlerin
ayni toksik maddeye kars1 farkli ECso degerine sahip olmasi dogaldir. Bu nedenle,
bu tez ¢alismasinda, denizel bir tiir olan Arbacia lixula tiirii deniz kesatanesi, test

organizmasi olarak se¢ilmistir.

Arbacia lixula’nin test organizmasi olarak kullanildigi ¢alismalarda,
bisphenol-a’nin embryotoksik etkileri iizerine yapilan incelemelerde, 72 saatlik
ECso degeri 1,396 mg/1 olarak bulunmustur (Arslan and Parlak, 2008). A. lixula tiirii
deniz kestanesi kullanilarak gadolinyumun embryonel safthadaki iskelet gelisimleri
iizerindeki etkilerinin incelendigi bir baska calismada ise, ECsp degeri 2,1 uM (0,7
mg/l) olarak bulundugu belirtimistir (Martino et al., 2016). Atenololiin
embryotoksik etkilerinin belirlenmesiyle yapilan bir ¢alismada, A. lixula tiirii igin
ECso degerinin 66,46 mg/l oldugu ileri siiriilmistir (Karaaslan et al., 2012). 8-
adrenolitik bir ila¢ olan dichloroisoproterenoliin toksik etkilerinin belirlenmesi
amaciyla yapilan bir ¢calismada Buznikov (1970), fertilizasyon basarisi ve hiicre
boliinmesinin ¢ok diisiik konsantrasyonlarda etkilendigini, A. lixula tiirii i¢in ECsg

degerinin 2 pg/l oldugunu belirtmistir.

Toksik etkilerinin belirlenmesi amaglanan kimyasallarin A. lixula tiirii i¢in
bulunan ECsp degerleri arasinda, en yiiksek toksik etkiye sahip olan
dichloroisoproterenol, metilparabenden birkag bin kat daha fazla toksik olmasiyla
dikkat ¢cekmektedir. Bu veriler 15181nda, metilparabenin gadolinyum ve bisphenol-

a’dan daha az toksik oldugu, ancak, atenololden daha toksik oldugu goriilmektedir.
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