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KORUYUCU MADDE PARABEN’IN ALLIUM CEPA L.’deki
FIZYOLOJIK, ANATOMIK VE SITOGENETIK ETKIiLERININ
ARASTIRILMASI

OZET

Bu calismada, giinlik yasamimizda sik¢a kullandigimiz kozmetik ve temizlik tirtinleri
basta olmak iizere, pek ¢ok iiriiniin bilesiminde yer alan Metil Paraben’in A/lium cepa L.
test materyalinde tesvik ettigi toksisite fizyolojik, sitogenetik ve anatomik parametreler
kullanilarak aragtirilmistir. Fizyolojik parametreler; ¢imlenme yiizdesi, kok uzunlugu ve
agirlik artisinin Olctilmesiyle, sitogenetik parametreler; mikronukleus sikligi, kromozomal
anormallikler ve mitotik indeks degerlerinin tespitiyle, anatomik parametreler ise kok
uclarindan aliman kesitlerin mikroskopta incelenmesiyle arastirilmistir. Ayrica kok ucu
hiicrelerinde, lipid peroksidasyonu gostergesi olan malondialdehit (MDA) diizeyleri de
Olciilmiistiir. 4. cepa L. bulblar1 bir (1) kontrol ve ti¢ (3) uygulama olmak iizere toplam
dort (4) gruba ayrilmis, 72 saat siiresince, kontrol grubundaki bulblar ¢esme suyu,
uygulama grubundaki bulblar ise Metil Parabenin 100, 250 ve 500 mM dozlan ile
muamele edilmislerdir. Siire sonunda kok uglari rutin preparasyon islemlerine tabi
tutulmus, boyanmis ve mikroskobik incelemeler i¢in hazir hale getirilmistir. Sonugta,
Paraben uygulamasinin doza bagl olarak ¢imlenme yiizdesi, kok uzunlugu, agirlik artis1 ve
mitotik indeks degerlerinde istatistiksel olarak ©Onemli (p<0.05) bir azalmaya,
mikronukleus ve kromozomal anormallik sayilarinda ise 6nemli (p<<0.05) bir artisa neden
oldugu gozlenmistir. Ayrica, Paraben uygulamasi kok ucu hiicrelerinde yassilagsmis hiicre
cekirdegi, nekroz, korteks hiicre ¢eperlerinde kalinlasma, belirgin olmayan iletim doku,
hiicre deformasyonu ve korteks hiicrelerinde baz1 maddelerin birikimi seklinde anatomik
degisimlere neden olmustur. Diger yandan, Paraben uygulamasi kok hiicrelerinin MDA
diizeylerinde doza bagl bir artis gostermistir. Sonug olarak, paraben’in belirli bir doz
seviyesinde toksik etki gosterdigi, 4. cepa L. test materyalinin ise soz konusu etkinin
belirlenmesinde olduk¢a kullanigh bir biyolojik indikator oldugu gosterilmistir.

Anahtar Sozciikler: Allium cepa L., anatomi, fizyoloji, genotoksisite, MDA, metil

paraben
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THE INVESTIGATION OF PHYSIOLOGICAL, ANATOMICAL
AND CYTOGENETIC EFFECTS OF PROTECTIVE SUBSTANCE
PARABEN IN ALLIUM CEPA L.

SUMMARY

In this study, toxicity induced by Allium cepa L. test material of Methyl Paraben
which is included in many products, especially cosmetic and cleaning products
which we use frequently in our daily life, was investigated by using physiological,
cytogenetic and anatomical parameters. Physiological parameters; germination
percentage, root length and weight gain, cytogenetic parameters; by determining the
micronucleus frequency, chromosomal abnormalities and mitotic index, anatomical
parameters were investigated by microscopic examination of the sections taken from
the root tips. Malondialdehyde (MDA) levels, which are indicative of lipid
peroxidation, have also been measured in root tip cells. 4. cepa L. seeds were
divided into four (4) groups, one (1) control and three (3) applications, for 72 hours,
the seeds in the control group were treated with tap water and the seeds in the
treatment group were treated with doses of 100, 250 and 500 mM of Methyl Paraben.
At the end of the period, root tips were subjected to routine preparations, stained and
made ready for microscopic examinations. Eventually, there was a statistically
significant decrease (p<0.05) in the germination percentage, root length, weight gain
and mitotic index values of the Paraben application, although there was a statistically
significant an increase (p<0.05) in the micronucleus and chromosomal abnormality
numbers. In addition, Paraben administration has resulted in anatomical changes in
the root cells of the flattened cell nucleus, necrosis, thickening of the cell walls of the
cortex, nonspecific vascular tissue, cell deformation, and accumulation of certain
substances in the cortex cells. On the other hand, Paraben administration showed an
increase in the MDA levels of the stem cells depending on the dose. As a result, it has
been shown that Paraben shows toxic effect at a certain dose level and A4. cepa L. test
material is a useful biological indicator in determining its effect.

Keywords: Allium cepa L., anatomy, genotoxicity, MDA, methyl paraben,
physiology
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BOLUM 1. GIRiS

1.1.Kimyasal Kullaniminin Tarihgesi

Kimyasallar tarih boyunca iiretilmelerine ve kullanilmalarina ragmen, agir kimyasal
endiistrisinin (¢esitli kullanimlar i¢in biliyiik miktarlarda kimyasallarin tiretimi)
dogumu ve gelismesi, Sanayi Devrimi'nin baslangicina dayanmaktadir.

Endiistriyel islemle biiyiik miktarlarda tiretimi yapilan ilk kimyasallardan birisi
stlfiirik asittir. 1736 yilinda, eczact Joshua Ward bu kimyasalin iretimi i¢in, tuz
giibresi igeren ve hem siilfiiriin oksidasyonunu hem de su ile birlesmesini saglayan
bir siire¢ gelistirmistir. Bu siilfiirik asidin elde edilen biiylik ol¢ekli ilk pratik
tirtintidiir. Daha sonra John Roebuck ve Samuel Garbett, 1749 yilinda Prestonpans'ta
biiylik 6lcekli bir fabrika kurarak, siilfiirik asit tiretimi i¢in yogunlastirilmis yogusma
odalarmi kullanmislardir.

18. ylizyilm baslarinda, siilfiirik asit daha verimli bir madde, kire¢ olarak
kullanilmaya baslanmistir. Bu baglamda, Charles Tennant beyazlatma tozunu
kesfetmistir. Klorun kuru ve sonmiis kireg¢ ile reaksiyona girmesiyle yapilmis olan
bu tozun olduk¢a ucuz ve basarili bir iriin oldugu kanitlanmistir. Glasgow'un
kuzeyinde St Rollox'ta bir fabrika a¢ilmis ve {iretimi sadece 5 yil sonunda 5200
tonlara ulagmustir.

Soda kiilii; eskiden beri cam, tekstil, sabun ve kagit iiretiminde yaygin olarak
kullanilmistir. Kullanilan Potasyum kaynag1 geleneksel olarak Bat1 Avrupa'da odun
kiilleri olmustur. 18. yiizyillda, ormansizlasma nedeniyle bu kaynak ekonomik
olmamaya baslamis, bunun iizerine Fransiz Bilimler Akademisi, deniz tuzundan
(sodyum kloriir) alkali iiretmek i¢in girisimler baslatmistir.

1816'da Tyne Nehri'ndeki Losh, Wilson ve Bell'de Ingiltere'deki ilk soda isletmesi
kurulmus, ancak 1824 yilina kadar, tuz tiretimindeki biiyiik tarifeler nedeniyle kiigiik
capta kalmistir. Bu tarifelerin yiiriirliikten kaldirilmasindan sonra, Ingiliz soda
endiistrisi hizla genisleme firsati bulmus, James Muspratt'in Liverpool'daki kimya
isletmesi ve Charles Tennant''n Glasgow yakinlarindaki kompleksi, diinyanin en
biiyiik kimyasal tiretim merkezleri olmuslardir. 1870'lere gelindiginde 200.000 tona
ulasan Ingiliz soda iiretimi, diinyadaki biitiin uluslarin toplam {iretimini y1llik olarak

asmistir.



Bu dev fabrikalar, Sanayi Devrimi'nin gelismesiyle daha fazla ve ¢esitlilikte
kimyasallar iiretmeye baslamistir. Uretim sonucunda, ¢evreye biiyiik miktarlarda
alkali atiklarin verilmesi ve ¢evrenin kirletilmesi nedeniyle, 1863 yilinda cevre
mevzuatt ¢ikarilmig, bu baglamda tretim yapan fabrikalarin yakin denetimleri

yapilarak, sinirlar1 agsanlara agir para cezalarinin verilmesine saglanmistir [1].

1.2.Kimyasallarin Viicuda Giris Yollar

Kimyasallarin viicuda alinmasinda dort farkli sekilde olabilmektedir.

1.2.1. Yutma: Kimyasalin viicuda agiz yoluyla alinmasi anlamina gelir.
Kontaminasyon bolgesinde yeme sonucunda toksik maddenin viicuda
alinmasidir.

1.2.2. Emilim: Goze ve cilde temas eden kimyasal maddenin viicut tarafindan
emilmesidir. Ozellikle lokal etkilere neden olabilmektedir. Organik
bilesiklerin ¢ogu i¢in, cilt emiliminden toplam maruziyete olan katki ithmal
edilmemelidir.

1.2.3. Soluma: Nefes almak suretiyle viicuda bir kimyasalin ¢ekilmesi anlamina
gelmektedir. Akcigerlerde ¢ok kiiciik kan damarlar1 soludugumuz hava ile
siirekli temas halindedir. Sonu¢ olarak, havadaki kirletici maddeler bu
dokudan kolayca emilmektedirler. Mesleki ortamda, bu genellikle en 6nemli
giris yoludur.

1.2.4. Enjeksiyon: Cildin yanlishkla keskin bir cisimle (drn., Kontamine igne)
delinmesi halinde, biyolojik veya kimyasal maddelerin viicut i¢ine alinmasi

anlamina gelmektedir.

1.3. Kimyasallarin Fizyolojik Siniflandiriimasi

Bu siiflandirma, toksik maddeleri biyolojik etki temelinde tanimlar.

1.3.1. Tahris edici maddeler: Kimyasalin temas ettigi her dokuda bir tir
agirlastirmaya isaret eder. Ornegin amonyak, azot dioksit.

1.3.2. Asfiksentler: Etkilerini, dokulardaki oksijen tiikenmesi yoluyla saglarlar.
Ornegin karbon dioksit, azot, metan basit asfiksiller; karbon monoksit,

hidrojen siyaniir, hidrojen siilfiir ise kimyasal asfiksillerdir.



1.3.3.

1.3.4.

1.3.5.

1.3.6.

1.3.7.

1.3.8.

Narkotikler veya Anestetikler: Baglica toksik etkileri, merkezi sinir sistemi
tizerindeki depresan etkisidir. Ornegin kloroform, ksilen.

Sistemik Zehirler: Bashca toksik etki, i¢ hasarm iiretimini icerir. Ornegin
Hepatotoksik ajanlarin (karbon tetrakloriir vb.) toksik etkileri karaciger
hasar1 tretir. Nefrotoksik ajanlarin (halojen hidrokarbonlar vb.) toksik
etkileri ise bobrek hasar tiretir.

Karsinojenler: Insanlarda kanseri indiikleyen ajanlar / bilesiklerdir. Ornegin
benzen, arsenik, krom, nikel, berilyum inorganik tuzlari.

Mutajenler: Maruz kalan bireylerde kansere, istenmeyen bir mutasyona veya
etkileri sonraki nesillerde ortaya ¢ikacak hasarlara sebep olan ajanlardir.
Ornegin alkilleyici ajanlar, radyasyon.

Teratojenler: Embryonal gelisimi etkileyen ve embriyoda ¢esitli anomaliler
ortaya cikaran toksik ajanlardir. Ornegin thalidomide.

Duyarlastiricilar:  Alerjik veya alerjik benzeri tepkilere neden olabilen
ajanlardir. Bir maddeye ilk kez maruz kaldiktan sonra, birey bu maddeye
kars1 duyarli hale gelebilir. Ayn1 maddeye, genellikle eskisine gore ¢ok daha
diisiik konsantrasyonlarda maruziyet, alerjik bir yanit olusturur. Bu yanit,
maruziyet yoluna bagl olarak deri dokiintiisii (dermatit) veya astim benzeri
bir saldirt olabilir. Ornegin. poliiiretan kopiik islemlerinde kesme yaglari,

izosiyanatlar ve boya piiskiirtme islemleri, bazi laboratuvar solventleri [2].

1.4. Kimyasallarin Toksik Etkileri

Kimyasallarin zararli etkileri kisinin yasi, cinsiyeti, irk, maruziyet dozu, ailesel

yatkinlik vb. 6zelliklerine gére degismektedir. insan sagh@ina etkileri konusunda

birgok kimyasalla ¢alisilmis olmasina ragmen, burada oldukga iyi bilinen birkag

kimyasalin etkileri tizerinde durulmustur. Ornegin;

Yetiskinlerde gozlenen yiiksek tansiyon ile agir metal, arsenik ve ftalatlarin yiiksek

konsantrasyonlar1 arasinda bir iligki tespit edilmistir. Yine benzer c¢alismalarla,

bozulmus bobrek fonksiyonu ve gut hastaligi olan kisilerde yiiksek arsenik

konsantrasyonlar1 belirlenmistir.



Sabun, deterjan, oyuncak ve cerrahi temizlik iiriinlerinde kullanilan bisfenol-A ve
triklosanin; bagisiklik fonksiyonunu ve menstiirasyonun basladig1 yaslar etkiledigi
rapor edilmistir. Ayrica ftalatlarin, hem yetiskin hem de ¢ocuklarda artmis viicut kitle
indeksi, diyabet, daha diisiik insiilin direnci, daha yiiksek alerji oranlar1 ve azalmig
testosteronda rol oynadigi bulunmustur.

Cevresel kimyasallarin  agiz saghigt problemleriyle de iliskili olabilecegi
bildirilmistir. Yakin zamanda yapilan bir ¢aligmada, agir metaller, ftalatlar, fenoller,
parabenler ve pestisit gibi kimyasallarin dis eti hastaligi ve agiz ¢cevresindeki kemik
kaybina neden oldugu tespit edilmistir. Bu gibi zararli kimyasallara maruz kalma dis

minesinin gelisiminde kusurlara da neden olabilecegi rapor edilmistir [3].

1.5. Tezin Amaci

Dogada kendi halinde bulunabildigi gibi sentetik yollarla da {iretilebilen yada
herhangi bir islem sirasinda atik olarak ortaya c¢ikabilen veya kazara olusabilen
element, bilesik ve karisim olarak bulunabilen maddelere kimyasal madde denir [4].
Kimyasal maddelerin hayatin her alaninda kullanim1 son yillarda ¢ok hizl bir sekilde
artmisg, bu artig beraberinde, giivenlik sorunlari ve maruziyetten kaynaklanan saglik
riskleri ile ilgili endiseleri de beraberinde getirmistir. Yasami kolaylastirmak icin
tiretilen kimyasal maddeler, dogru ve dikkatli kullanilmadiklarinda; toprak
verimliliginin azalmasina, ¢evre kirliligine, tireme bozukluklar1 ve genetik hastaliklar
ile olime neden olabilmektedirler. Herhangi bir kimyasalin canli organizma
tizerindeki toksik etkisi; kimyasalin dozu ve organizmada biriken konsantrasyonuna
bagli olarak degismektedir [5]. Bugiin soludugumuz havadan, giinlik olarak
kullandigimiz temizlik ve makyaj malzemelerinden, cilt bakim {riinlerine kadar
kimyasallar yasamimizin her alanina girmis durumdadir. Giinliik yasamimizda sikca
maruz kaldigimiz kimyasallardan biri de parabendir.

Para-hidroksibenzoik asidin esterleri olan parabenin, metilparaben, etilparaben,
propilparaben ve butilparaben seklinde farkli formlari bulunmaktadir [6]. Parabenler;
kisisel bakim, kozmetik, ilag ve gida tiriinlerinin yapisinda kullanilan koruyucu
maddelerdir. Paraben iceren baslica tirlinler; el sabunlari, viicut losyonlari, sag
kremleri, yiiz losyonlari, sampuanlar, yiiz temizleyicileri, rujlar, maskara, sa¢

spreyleri, dus jelleri, dis macunlar1 ve giines kremleri vb. seklinde siralanabilir [7-8].



Ayrica birgok bilimsel g¢alisma atik su, nehir, toprak ve ev tozlarinda dahi
parabenlerin varligin1 gostermistir. Parabenler insan dokular1 ve anne siitii, idrar ve
seminal sivi gibi viicut sivilarinda da tespit edilmis, Ozellikle meme kanseri
hastalarinin meme dokularinda bu kimyasal bilesiklerin kesfi, kullanimlari
konusunda kamuoyunu olduk¢a endiselendirmistir. Ozellikle koltuk alti
deodorantindan kaynaklanan paraben maruziyetinin, meme kanseri gelisim
insidansini arttirdig1 ve ayrica parabenlerin 6strojenik 6zelliklerinin de gogiis kanseri
gelisiminde rol oynadig diisiiniilmektedir [7,9].

Yapilan in vitro bir ¢alismada, 1 mg mL" konsantrasyonunda parabene maruz
birakilan insan sperminin canliligini yitirdigi tespit edilmistir [10]. Yine benzer bir
calismada ise paraben maruziyetinin ratlarda sperm sayisi ve aktivitesinde azalmaya
neden oldugu rapor edilmistir [11]. Bu ¢alismada giinlik yasamda sik¢a kullanilan
pek c¢ok iirliniin yapisinda bulunan paraben’in muhtemel toksik etkileri fizyolojik,
sitogenetik ve anatomik parametreler kullanilarak 4. cepa L. test materyali ile

arastirilmastir.



BOLUM 2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Kok Uclarimin Hazirlanmasi

Bu ¢alismada, metil paraben’in (Sigma Aldrich CAS Number 99-76-3) 100, 250 ve
500 mM’lik dozlar1 kullanilmistir. Arastirma materyali olarak ortalama ayni
buiytikliikteki 4. cepa L. bulblar1 se¢ilmistir. Bulblar bir (1) kontrol ve ii¢ (3)
uygulama olarak toplam dort (4) gruba ayrilmistir. Kontrol grubundaki bulblar
cesme suyu, uygulama grubundaki bulblar ise sirasiyla metil paraben’in 100, 250
ve 500 mM’lik dozlariyla muamele edilmistir. Bulblar 85x100 cm ¢apinda plastik
beherlere yerlestirilmis, 25°C’de 72 saat siiresince ¢imlendirilmis ve ¢imlenme
stiresince kurumamalart i¢in gerekli soliisyon ilaveleri yapilmistir. Siire sonunda
kok wuglar distile su ile yikanmis ve geleneksel ezme preparasyon islemleri

uygulanarak, sitogenetik analizler i¢in hazir hale getirilmistir [12].
2.2. Kok Uzunlugu, Agirhik Artisi ve Cimlenme Yiizdesinin Tespiti

Cimlenen bulblarin kok uzunluklari radikula olusumu temel alinarak milimetrik
cetvel yardimiyla, agirlik artislar1 ise hassas terazi yardimiyla olgtilmiustiir. Agirhik
artiglart uygulama oncesi ve sonrast bulb agirlik farklariin hesaplanmasiyla tespit

edilmistir. Cimlenme yiizdesi ise “Esitlik 17 kullanilarak belirlenmistir [13].

Cimlenen tohum sayist

Cimlenme Yiizdesi (%) = x100 (1)

Toplam tohum sayist

2.3. Kromozomal Anormallik, Mitotik indeks ve Mikronukleus Testi

Kromozomal anormalliklerin tespiti i¢in kok uglar1 yaklasik 1-2 cm uzunlugunda
kesilerek, 2 saat siiresince “Clarke” fiksatoriinde (3:etanol / 1:glasial asetik asit)
bekletilmis, 15 dk %96’lik etanol (C,HqO)’de yikanmis ve +4 °C’de %70’lik
etanolde bekletilmistir. Daimi preparasyon i¢in kok uglar1 60°C’de 17 dk IN HCI’de
hidrolize edilmis ve 30 dk %45°lik asetik asitte (CH;COOH) bekletilmistir. Son
asamada ise, kok uglar1 24 saat Aseto Karmin ile boyanmis, %45°lik asetik asitte

ezilmis ve mikroskopta X500 biiyiitmede fotograflandirilmistir [14].



Mikronukleus (MN) sikligini tespit etmek icin ise her bir grupta toplam 1.000 hiicre
saytlmis, MN’li hiicrelerin varlifi mikroskopta tespit edilerek X500 biiyiitmede
fotograflandirilmisti. MN’li hiicrelerin tespitinde [15] tarafindan 6ngériilen kriterler
esas alimmistir. Bu goére; MN’nin ¢api, hiicre nukleusunun 10/1°1 kadar olmali, MN
yuvarlak ya da oval olmali, MN’nin sinirlar1 hiicre nukleusundan net bir bigimde
ayirt edilebilmeli ya da nukleus zarina temas olmasi halinde aradaki sinir agikga
secilebilmelidir. Mitotik indeksi (MI) hesaplamak i¢in hazirlanan preparatlardan her
bir kok ucu i¢in 1.000 hiicre sayilmis ve mitoza giren hiicrelerin ytizdesi “Esitlik 2”

kullanilarak hesaplanmustir.

Mitoza giren hiicre sayisi

Mitotik Indeks (MI) = x100 (2)

Toplam hiicre sayisi
2.4. Anatomik Gozlemler

Anatomik hasarin belirlenmesi amaciyla, uygulama periyodu sonunda paraben ile
muamele edilen bulblarin kok uclarindan enine kesitler alinarak, metilen mavisi ile
boyanmis, entellen yardimiyla kapatilarak daimi preparat haline getirilmis ve X500

biiytitmede fotograflandirilmistir.
2.5. Lipid Peroksidasyonu Tayini

Lipid peroksidasyonu, Unyayar ve ark. (2006) tarafindan o6nerilen metoda gore
malondialdehit (MDA) miktar1 6lgiilerek belirlenmistir [16]. Kok uglarindan alinan
yaklasik 0,5 g doku ornegi, kiiciik pargalar halinde kesilerek %5’lik trikloroasetik
asit (TCA)’de homojenize edilmistir. Homojenatlar yeni tiiplere aktarilarak, oda
sicakliginda 12.000 rpm'de 15 dk santrifiij edilmistir. %20’lik TCA soliisyonunda
%S35’lik tiyobarbitiirik asit ve stipernatan esit hacimlerde yeni bir tiipe aktarilarak, 96
°C'de 25 dk kaynatilarak siire sonunda, tiipler buz banyosuna aktarilmis ve 10.000
rpm'de 5 dk santrifiij edilmistir. Stipernatantin absorbans1 532 nm'de olciilerek ve
MDA igerigi 155 M™ cm-1 ekstinksiyon (soniimleme) katsayisi kullamlarak

hesaplanmistir. MDA igeriginin degerleri ti¢ bagimsiz 6rneklemenin 6l¢timlerinden

alinmig ve ortalama standart hata (SD) olarak belirtilmistir.



2.6. istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatiksel analizi “IBM SPSS Statistics 22” paket programi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak
gosterilmis, ortalamalar arasindaki istatistiksel Onem “One-way ANOVA ve
“Duncan” testi kullanilarak belirlenmis ve p degeri <0.05 oldugunda istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmistir.



BOLUM 3. BULGULAR

Paraben uygulamasinin fizyolojik parametreler olan ¢imlenme yiizdesi, kok uzunlugu
ve agirlik artis1 tizerine etkileri Sekil 3.1 ve Cizelge 3.1°de gosterilmistir. En fazla
cimlenme yiizdesi, kok uzunlugu ve agirlik artis1 kontrol grubunda, en az ise 500
mM dozunda paraben uygulanan Grup IV’de belirlenmistir. Kontrol grubunda %100
oraninda ¢imlenme yiizdesi, ortalama 6.69 cm kok uzunlugu ve ortalama +7.46 gr’lik
bir agirlik artis1 tespit edilirken, Grup IV’de % 60 oraninda ¢imlenme yiizdesi,
ortalama 0.90 cm kok uzunlugu ve ortalama +1.44 gr agirlik artisi Ol¢tilmiistiir.
Kontrol grubuna gore, Paraben uygulanan gruplarda, olciilen her ii¢ fizyolojik
parametrede belirlenen azalmanin da istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0.05)

gozlenmistir.

N

Sekil 3.1. Paraben’in kok uzunluguna etkisi (a: kontrol, b: 100 mM Paraben, ¢: 250
mM Paraben, d: 500 mM Paraben)



Tablo 3.1. Paraben uygulamasinin k6k uzunluguna (cm) etkisi

Paraben Cimlenme Ortalama Agirlik artisi (g)

x . o .« <
uygulama yiizdesi (%)  kok uzunlugu Baslangic Son Ortalama
dozlar (cm)
Kontrol 100 6,69+0,94° 8,19+1,36° 15,65+2,38" +7,46
100 mM 77 4,5740,85"  8,09+1,42° 13,20£2,10° +5,11
250 mM 70 2,57+0,43¢ 8,23+1,01° 11,73+2,25° +3,50
500 mM 60 0,90+0,59¢ 8,25+1,86° 9,69+2,47¢ +1,44

*Veriler ortalama =+ standart sapma (SD) olarak gosterildi (n=10). Cimlenme yiizdesi i¢in n=30. Ortalamalar
arasindaki istatistiksel 6nem “Duncan” testini takiben “One-way” ANOVA varyans analizi kullanilarak
belirlendi. Ayni siitiin igerisinde farkli harfler ile gosterilen ortalamalar istatistiksel agidan 6nemlidir
(p<0.05)

Paraben uygulamasinin kok ucu hiicrelerinde tesvik ettigi MN ve kromozomal hasarlar
ile MI sayilar1 Sekil 3.2 ve Tablo 3.2°de gosterilmistir. Kontrol grubu kok ucu
hiicrelerinde MN olusumuna rastlanmazken paraben uygulanan kok uclarinda ise
uygulanan paraben dozuna bagl olarak, MN sikliginda belirgin bir artis tespit edilmistir.
Parabenin 100 mM, 250 mM ve 500 mM dozlarina maruz kalan gruplarda, sirasiyla
ortalama 9.50, 17.40 ve 33.80 oraninda MN sayilmistir. Diger yandan, mikroskobik
incelemelerde, kontrol grubu bulblarin kok ucu hiicrelerinde her hangi bir kromozomal
hasar gozlenmezken, Paraben uygulanan gruplarda ise sirasiyla fragment>yapiskan
kromozom>kromozom kopriisii>kromatinin esit olmayan dagilimi>c-mitoz seklinde
kromozomal hasarlar gozlenmistir. Boliinen hiicrelerin sayisini gosteren MI degeri ise
en fazla kontrol grubu bulblarin kok ucu hiicrelerinde, en az ise paraben’in 500 mM

dozuna maruz kalan Grup IV’deki bulblarin kok ucu hiicrelerinde belirlenmistir.
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Sekil 3.2. Paraben tarafindan tesvik edilen kromozomal hasarlar (a: MN, b: fragment,
c¢: C-mitoz, d: yapiskan kromozom, e: kromatinin esit olmayan dagilimi, f: kromozom

kopriisii)
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Tablo 3.2. Paraben tarafindan tesvik edilen mikronukleus (MN) ve kromozomal
hasarlar ve MI oranlar1

Paraben
uygulama MN Ml FRG YK KK KED CM
dozlari (%)

Kontrol 0,00£0,00 9,18  0,00+0,00°  0,00£0,00°  0,00£0,00°  0,00£0,00° 0,000,007
100 mM 9,50+£3,60° 7,84 7,2042.44°  6,90+1,85°  430£1,64°  3,10£1,20°  1,70+1,06°
250 mM  17,4043,13° 6,56  1550+2,84° 12,50+3.27°  7,30+1,64°  6,60+2,01°  4,10+1,20°

500 mM 33,80+6,03" 4,76 34,60+6,10" 20,10+4,18" 13,40+2,95" 10,30+£2,75* 7,00+1,76"

* Veriler ortalama =+ standart sapma (SD) olarak gosterildi (n = 10). MN ve MI her bir kék ucu i¢in 1000
hiicre toplamda 10 000 hiicre sayilarak, kromozomal hasarlar ise her bir gruptaki, her bir kok ucundan
100 hiicre, toplamda ise 1000 hiicre analiz edilerek hesaplandi. Ortalamalar arasindaki istatistiksel dnem
“Duncan” testini takiben “One-way” ANOVA varyans analizi kullanilarak arastirildi. Ayni siitiin
icerisinde farklt harfler ile gosterilen ortalamalar istatistiksel agidan 6nemlidir (p<0.05). (FRG:
fragment, YK: yapiskan kromozom, KK: kromozom kopriisii, KED: kromatinin esit olmayan dagilima,
CM: c-mitoz)

Paraben uygulamasinin 4. cepa L. kok ucu hiicrelerinde tesvik ettigi anatomik hasarlar
Sekil 3.3’de gosterilmistir. Mikroskobik go6zlemler sonucunda, paraben uygulanan
gruplarda yassilasmis hiicre ¢ekirdegi, nekroz, korteks hiicre ¢eperlerinde kalinlasma,
belirgin olmayan iletim doku, hiicre deformasyonu ve korteks hiicrelerinde bazi

maddelerin birikimi seklinde hasarlar gozlenmistir.
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Sekil 3.3. Paraben uygulamasinin 4. cepa kok ucu hiicrelerinde tesvik ettigi anatomik

hasarlar (a: yassilasmis hiicre ¢ekirdegi, b: nekroz, ¢: korteks hiicre ¢eperlerinde
kalinlasma, d: belirgin olmayan iletim doku, e: hiicre deformasyonu, f: korteks

hiicrelerinde baz1 maddelerin birikimi)

Paraben uygulamasinin lipid peroksidasyonunun o6nemli bir gostergesi olan MDA
diizeyine etkisi Tablo 3.3’de gosterilmistir. Tablodaki sonuglardan, Paraben
uygulamasinin kontrol grubuna gére MDA diizeyini istatistiksel olarak anlamh
dizeylerde arttirdigi (P<0.05) ve bu artisinda doza bagl oldugu goriilebilmektedir.
Kontrol grubunda ortalama 10.60 pmol g’ MDA diizeyi &lgiiliirken, paraben’in 100
mM dozunda 19.10 pmol g, 200 mM dozunda 27.60 pmol g” ve 500 mM dozunda ise
36.00 pmol g MDA diizeyi 6l¢iilmiistiir. Paraben’in 500 mM dozunda MDA diizeyi

kontrol grubuna oranla %340’lik bir artis gostermistir.
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Tablo 3.3. Paraben uygulamasinin kok ucu hiicrelerinin MDA igerigine etkisi [(MDA) (umol g

FW)]
Uygulama Gruplar Minimum Maksimum MDA Ortalama
siiresi (Saat) MDA MDA
72 Grup I 6 15 10.60+3,249
72 Grup 1 10 25 19.1044,63°
72 Grup 11T 20 35 27.60+5,15
72 Grup IV 30 42 36.00+3,40°

*Her bir grup 10 bulb igerir. Grup I: kontrol, Grup II: 100 mM Paraben, Grup III: 200 mM Paraben, Grup
IV: 500 mM Paraben. Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak gosterildi. Ortalamalar arasindaki
istatistiksel onem “Duncan” testini takiben “One-way” ANOVA varyans analizi kullanilarak belirlendi.

Ay siitiin i¢erisinde farkli harfler ile gosterilen ortalamalar istatistiksel agidan 6nemlidir (P<0.05).
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BOLUM 4. TARTISMA VE SONUC

Bu caligmada, giinlilk yasamimizda sik¢a kullandigimiz temizlik ve kozmetik
iirtinleri basta olmak tizere pek cok iiriiniin yapisinda yer alan paraben’in 4. cepa L.
test materyalinde tesvik ettigi fizyolojik, sitogenetik ve anatomik degisimler
arastirtlmistir.  Fizyolojik degisimler; c¢imlenme yiizdesi, agirhik artist ve kok
uzunlugu parametrelerinin Olc¢tilmesiyle, sitogenetik degisimler MN, kromozomal
anormallik ve MI sayilarinin tespitiyle, anatomik degisimler ise kok ucu

hiicrelerinden alinan kesitlerin mikroskop altinda incelenmesiyle belirlenmistir.

Arastirma sonucunda, paraben’in uygulama dozu ile ters orantili olarak, fizyolojik
parametrelerden ¢imlenme yiizdesi, agirlik artisi ve kok uzunlugunu azalttigi tespit
edilmistir. Literatiirde paraben’in bitkisel kaynakli test materyallerinde fizyolojik
degisimlere sebep oldugunu gosteren ¢ok fazla ¢alisma olmamasina ragmen, diger
kimyasal ajanlarla gerceklestirilen pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Ornegin Herrero
ve arkadaglar1 tarafindan gergeklestirilen bir calismada, Di (2-etilheksil) ftalat,
triklosan ve Propilparaben’in A. cepa’da tesvik ettigi fizyolojik degisimler
arastirilmis, sonucta Di (2-Etilheksil) ftalat’in kok gelisimini inhibe edici belirgin bir
etkisinin olmadigi, fakat diger iki kimyasalin ise 4. cepa L. kok gelisimini doza bagl
olarak inhibe ettigi rapor edilmistir [17]. Cavusoglu ve arkadaslar1 tarafindan
gergeklestirilen bir bagka calismada ise 72 saat siiresince tiametoksam’in 100, 250 ve
500 mg kg'1 dozlarina maruz kalan 4. cepa L. bulblarinin ¢imlenme yiizdesi, kok
uzunlugu ve agirlik artisindaki degisimler arastirilmis, sonugta tiametoksam’in
arastirilan her {i¢ fizyolojik parametrede de, uygulama dozuna baglh olarak azalmaya
sebep oldugu belirlenmistir [18]. Gupta ve arkadaslar tarafindan gercgeklestirilen bir
diger calismada ise ¢inko (Zn) (250, 500, 750, 1000 ve 1250 mg kg'l) ve kursun
(Pb)’un (200, 400, 600, 800, 1000 mg kg') farkli konsantrasyonlarmin soya
fasulyesinin [Glycine max (L.) MERR] biiylime parametreleri tizerine etkileri
arastirilmis, sonucta Pb’nin uygulanan tiim konsantrasyonlarda ¢imlenme yiizdesi ve

kok uzunlugunu kontrol grubuna gore azalttigi, Zn’nin ise diisiik konsantrasyonlarda
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cimlenme yiizdesi ve kok uzunlugundaki artis1 tesvik ettigi, yiiksek dozlarda (750,
1000 ve 1250 mg kg™) ise inhibe ettigi tespit edilmistir [19].

Paraben uygulamasinin bir diger olumsuz etkisi ise sitogenetik parametreler tizerine
olmustur. Uygulanan paraben dozuna bagli olarak MN ve kromozomal hasar sayilari
artmis, MI degeri ise 6nemli oranda azalmistir. Literatiirde bitkisel kaynakli test
materyallerinde paraben tarafindan tesvik edilen sitogenetik degisimleri arastiran
kapsamli bir ¢aligma olmasa da diger kimyasallarin sebep oldugu sitogenetik
degisimleri arastiran pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Ornegin Nefic ve arkadaslari
tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada, 24 saat siiresince Alprazolam’m 100, 150,
200, 250 ve 500 pg mL™ konsantrasyonlarina maruz kalan A. cepa L. kdk ucu
hiicrelerinde niiklear ve morfolojik degisiklikler arastirilmig, sonugta Alprazolam’in
tim konsantrasyonlarda niikleer tomurcuklanma, pargalanmis hiicre c¢ekirdegi,
apoptotik cisimler, ¢ekirdeksiz, biniiklear ve mikronukleuslu hiicre olusumu seklinde
morfolojik degisiklikler ile anafaz kopriisii, kiriklar, gecikme ve yapiskanlik, anormal
spiralizasyon, ¢oklu kutuplasma ve poliploidi seklinde niiklear degisikliklere sebep
oldugu, ayrica MI azalttig1 rapor edilmistir [20]. De Compos Venture-Camargo ve
arkadaslar1 tarafindan gerceklestirilen bir bagka c¢alismada ise Atrazin’in 0.062,
0.031, 0.015 ve 0.125 ppm konsantrasyonlarinin A. cepa L. koék ucu hiicrelerinde
sebep oldugu genotoksisite arastirilmis, sonugta atrazin’in test edilen tiim
konsantrasyonlarda genotoksik oldugu, kok ucu hiicrelerinde MI azalttigi, ayrica
multipolar anafaz, koprii, kromozom kirigi, gecikme, c-metafaz, genetik materyalin
kaybi1 ve mikronukleus seklinde kromozomal anormalliklere sebep oldugu

belirlenmistir [21].

Paraben uygulamasi 4. cepa L. kok uglarinda anatomik degisimlere de sebep
olmustur. 72 saat siiresince paraben’in {i¢ farkli dozuyla muamele edilen kok
uclarindan alman kesitlerin mikroskop altinda incelenmesi sonucunda yassilagmis
hiicre ¢ekirdegi, nekroz, korteks hiicre ceperlerinde kalinlagsma, belirgin olmayan
iletim doku, hiicre deformasyonu ve korteks hiicrelerinde bazi maddelerin birikimi
seklinde anatomik hasarlar gozlenmistir. Literatiirde kok ucu hiicrelerinde dogrudan
paraben ile ilgili olmasa da, diger kimyasal ajanlar tarafindan sebep olunan anatomik

degisimleri inceleyen bazi calismalar bulunmaktadir. Ornegin Demirtas ve
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arkadaslar1 tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada, dinikanazol’iin 25, 50 ve 100
ppm dozlarmin A. cepa L. kok ucu hiicrelerinde tesvik ettigi anatomik degisimler
arastirilmig, sonugta Dinikanazol’iin kok ucu hiicrelerinde hiicre deformasyonu,
belirgin olmayan iletim doku, yassilasmis hiicre ¢ekirdegi ve nekroz seklinde
anatomik degisimlere neden oldugu rapor edilmistir [22]. Cavusoglu ve arkadaslari
tarafindan gergeklestirilen bir diger ¢alismada ise, Tiametoksam’in ii¢ farkli dozuna
(100, 250 ve 500 mg kg") maruz kalan 4. cepa kok ucu hiicrelerindeki anatomik
degisimler arastirilmis, mikroskobik gézlemler sonucunda kok uglarinda nekrotik
hiicre oOlimii, belirgin olmayan iletim doku ve epidermis tabakasi ile hiicre
deformasyonu ve hiicre ¢ekirdeginin olagan goriiniimii seklinde anatomik hasarlar
gozlenmistir [18]. Acar ve arkadaglar tarafindan gergeklestirilen benzer tarzdaki bir
bagka ¢alismada ise, Paraquat’in 10, 50 ve 100 ppm dozlarinin 4. cepa L. kok ucu
hiicrelerinde meydana getirdigi anatomik degisimler arastirilmis, sonugta kdk ucu
hiicrelerinde hiicre ¢ekirdeginin olagan dis1 sekli, nekroz, belirgin olmayan iletim
doku, iletim dokuda bazi maddelerin birikimi ve hiicre deformasyonu seklinde

hasarlar tespit edilmistir [23].

Paraben uygulamasi lipid peroksidasyonu gostergesi olan MDA diizeylerinde de doza
bagli bir artisa neden olmustur. Literatiirde kimyasal ajanlarin MDA diizeyinde artisa
sebep oldugunu gosteren bazi calismalar mevcuttur. Ornegin Cavusoglu ve
arkadaslar1 tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada, glifosat’in 100, 250 ve 500 mg
1" dozlarin 4. cepa kok ucu hiicrelerinin MDA diizeylerine etkisi arastirilmis, sonugta
artan paraben dozuna bagli olarak MDA diizeyinin de arttig1 rapor edilmistir [24].
Cavusoglu ve arkadaglar tarafindan gergeklestirilen bir baska calismada ise
Cypermethrin’in 1.5, 3.0 ve 6.0 ppm dozlarinin A. cepa kok hiicrelerinin MDA
seviyelerine etkileri arastirilmis, sonugta Cypermethrin dozundaki artisa paralel
olarak MDA seviyelerinin de arttig1 belirlenmistir [25]. GoOmiirgen ve arkadaslari
tarafindan gergeklestirilen bir diger c¢alismada ise Granweed herbisiti tarafindan
tesvik edilen lipid peroksidasyonu MDA diizeyi olciilerek belirlenmeye ¢alisiimas,
sonucta MDA diizeyindeki artisa bagli olarak lipid peroksidasyonunun arttigi tespit
edilmistir [26].
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Sonug olarak, giinliik yasamimizda sik¢a kullandigimiz pek ¢ok {iriiniin yapisinda yer
alan parabenin belirli bir doz seviyesinde toksik etkiler gosterdigi, 4. cepa testinin
ise s6z konusu toksisitenin belirlenmesinde hizli, duyarl ve kullaniglh bir test oldugu
gosterilmistir. Ayrica, son zamanlarda, iilkemizde ve 6zellikle Avrupa {ilkelerinde
iretilen bir¢ok iirtinlin ambalajinda “Paraben icermez” ifadesine yer verilmesi de,

paraben toksisitenin en 6nemli gostergelerinden biridir.
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