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OZET

PARABENIN AMES/SALMONELLA/MIKROZOM TESTI iLE
MUTAJENIK AKTIVITESININ ARASTIRILMASI

AYDOGAN, Melek
Giresun Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Do¢. Dr. Emine YALCIN
Ocak 2016, 36 sayfa

Ksenobiyotik kullanimin hizla artmasi ve gerekli giivenlik testlerinden ge¢meden
kullanilmaya baslanmasiyla birlikte kimyasallarin insan saglhig1 ve dogal kaynaklar
lizerine olumsuz etkileri ortaya ¢ikmistir. Ames testi ksenobiyotikler tarafindan
meydana gelen mutasyonlarin hiicre diizeyinde belirlenmesi amaciyla kullanilan kisa
zamanl test sistemlerinden biridir. Bu ¢alismada Ames Salmonella/mikrozom Testi
uygulanarak parabenin mutajenik etkisi arastirilmistir. Yontemde Mutachromeplate
test kiti ile Salmonella typhimurium TA 100 ve TA 98 suslar1 kullanilmistir. Deneyler
S9’lu ve S9’suz olmak iizere iki grup halinde gergeklestirilmistir. S9’lu ve S9’suz
ortamda tiim calisma konsantrasyonlarinda pozitif koloni sayilari, spontan pozitif
koloni sayilarindan daha fazla bulunmustur. Paraben dozu arttik¢a pozitif kuyucuk
(koloni) sayisininda arttig1 belirlenmistir. Her iki sus i¢in en yliksek revertant koloni
100 pg/plak paraben dozunda elde edilmistir. Sonu¢ olarak parabenin yiiksek
dozlarmin TA 100 ve TA 98 suslari igin S9 varliginda ya da yoklugunda mutajenik

oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Paraben, Mutajenite, Ames, Salmonella typhimurium



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE PARABEN MUTAGENITY BY USING
AMES/SALMONELLA/MICROSOM TEST

AYDOGAN, Melek
University of Giresun
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Deparment of Biology, Master Thesis
Supervisor: Assoc.Prof. Dr.Emine YALCIN
January 2016, page 36

The increased use of xenobiotics without sufficient testing, has affected human health
and natural resources negatively. Ames is a test system which can detect mutations
caused by xenobiotics at cellular level. In this study, the mutagenic effect of paraben
was investigated by the Ames Salmonella/microsome test. Mutachromoplate Test Kit,
Salmonella typhimurium TA 98 and TA 100 strains were used in experiments. The
mutagenic activity was screened in two groups with or without S9 metabolic
activation. According to the results positive colony count was found higher than those
spontaneous positive colony count among all of the concentrations and as well as under
the conditions of with and without S9 (p>0.05). Positive colony count were increased
with increasing the paraben concentration. For TA 98 and TA 100 the maximum
positive colony count was observe at a level of 100 pg/plate paraben. In conclusion, it
was shown that paraben was mutagenic for TA 98 and TA 100 with or without S9

metabolic activation in higher dose.

Keywords: Paraben, Mutagenity, Ames, Salmonella typhimurium
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1. GIRIS
Artan endiistrilesme ile birlikte ortaya ¢ikan ve giderek artig gosteren cevre kirliligi
uluslararasi sorun olmaktan ¢ok kiiresel sorun olarak kabul edilmektedir. Son yillarda
gbzlenen sicakliklarin artmasi, buzullarin erimesi, firtinalar ve dogal bitki ortiisiindeki
degisimler uluslararasi alanda bir¢ok iilkenin ortak ¢6ziim arayisina gitmesini
saglamigtir. Gelismis iilkelerde artan endiistrilesmenin ¢evre ve insan sagligi lizerine
olusturdugu risklerin minimuma indirilmesi konusunda pek c¢ok iilkede cesitli
calismalar yapilmaktadir. Buna ragmen her gegen giin endiistriyel amagh kullanilan
kimyasallarin sayilar ve ¢esitliligi de artmaya devam etmektedir. Bu artisin ¢evre ve
insan agisindan giivenilir olmasi icin kullanilan kimyasallarin toksik etkilerinin
incelenmesi ve gerekli 6nlemlerin alinmasi gerekmektedir. Bu sayede hem risk tasiyan
kimyasallarin etkilerinden korunmus hem de bu kimyasallarin olusturduklari
problemlerin ¢6ziimii i¢in gerekli olan zaman ve maliyet ortadan kalkmig olacaktir (1).
Kimyasal maddelerin gerekli gilivenlik testlerinden ge¢cmeden kullanilmaya
baslanmasiyla birlikte kimyasallarin insan saglig1 ve dogal kaynaklar {izerine olumsuz
etkileri ortaya c¢ikmistir. Diinyada bir¢ok iilkede kimyasallarin karsinojenik ve
mutajenik aktiviteleri i¢in test sistemleri gelistirilmis ve bu sekilde kimyasallarin
toksik etkileri detayli bir sekilde arastirilmistir. Calismalar karsinojenite ve mutajenite
arasinda baglanti oldugunu ortaya koydugundan, kimyasal maddelerin

mutajen/karsinojen olarak incelemesinin daha dogru oldugu kabul edilmektedir (2).

Mutasyonlar genetik materyallerin dogrudan etkilenmesi sonucu somatik hiicrelerde
veya germ hiicrelerinde ortaya c¢ikmaktadir ancak her mutasyon kansere
dontismemektedir. Karsinojen maddeler genellikle DNA (deoksiriboniikleik asit),
RNA (riboniikleik asit) ve proteinlerdeki niikleofilik gruplara kolaylikla saldirabilen
elektrofillik yapili maddelerdir (3). Mutajenik etkinin aydinlatilmasi ve mutajenlerin
saptanmast icin ¢esitli test sistemlerinin gelistirilmesi ve mutajenezisin insanlar i¢in
olusturdugu kalitsal hastalik ve kanser riskinin azaltilmasi icin yapilan calismalar

genetik toksikolojinin en 6dnemli arastirma alanlarindan birini olusturmaktadir (4-5).



1.1. Toksisite Testleri

Kimyasal maddelerin birgogu, canlilarin kalitsal bilgisinde degisikliklere yol agan,
genotoksik ve karsinojenik etkilere sahip olan maddelerdir. Bu maddelerin
organizmada olusturdugu hasar toksisite olarak adlandirilmaktadir. DNA veya
genomun kopyasinin ¢ikarilmasini saglayan enzimlerle etkilesime giren ve mutasyona
neden olan genotoksik maddelerin DNA’da hasar meydana getirmesi veya bazi
degisimlere yol agmasi ise genotoksik etki olarak tanimlanmaktadir (6-9). Bu etkiler
1970 yilindan beri kullanilan mutajenite testleri ya da genetik toksisite testleri ile
aragtirtlmistir. Mutajenik maddelerin karsinojenik potansiyellerini dl¢ebilmek igin
birgok mutajenite testi gelistirilmistir (10). Mutajenite testleri ile mutajenlerin
tanimlanmasi, insanda risk tayininin yapilmasi ve bu maddelere gereksiz maruziyetin

Oonlenmesi 6nemli bir unsurdur (11).

DNA molekiiliinde mutasyonlara yol agan ajanlar ya da mutajenler, DNA {izerindeki
etkilerini ya dogrudan, ya da genomik bilgilere gore sentezlenen proteinlere
baglanarak dolayli yolla gosterirler. DNA hasarinda rol alan kilit molekiillerde ve
yollardaki bozukluklar ise doku hasari, yaslanma, kanser, infertilite ve bazi genetik ve

multifaktoryal hastaliklara yol agmaktadir (12,13).

Cagdas teknoloji insanlara sundugu kolayliklarin yanmi sira, biiyiik bir sorun olan
kontaminasyon sorununu da beraberinde getirmekte ve bu durum canli organizmalarin
tiimiinii olumsuz yonde etkilemektedir. Dogadaki canlilar; giinliik yagamlarinda dogal
ya da sentetik kimyasal maddelerle etkilesim icerisindedirler. Canli yapisina herhangi
bir yolla giren yabanci ajanlar “ksenobiyotik’’ olarak adlandirilmaktadir. Saglik
acisindan Onemli ksenobiyotik smiflara; ilaglar, kimyasal karsinojenler,
poliklorlubifeniller ve insektisitler érnek verilebilirler. Cevreye kontrolsiiz olarak
dagilan ksenobiyotiklerin canli yapisina girmesi kalitimsal dogum bozukluklari, kalp
hastaliklari, yaslanma, katarakt ve gelisimsel dogum bozukluklar1 gibi sorunlara neden
olmakta, ayrica bu ajanlarin ¢esitli kanser tiirlerinin temel nedeni olduklarina iligskin

hipotezler, giin gectik¢e daha fazla kabul gérmektedirler (14).

Ksenbiyotiklerin mutajenik, genotoksik ve karsinojenik potansiyellerini 6lgebilmek

icin bircok genotoksisite testi gelistirilmistir (10). Bu testler, ¢esitli mekanizmalarla



dogrudan ya da dolayli olarak genetik materyalde meydana gelen hasarlar1 saptamak
amactyla gelistirilmis in vitro ve in vivo testlerden olusmaktadir (6,9,11).
Genotoksisite testleri ile mutajenlerin tanimlanmasi, insanda risk tayininin yapilmasi
ve bu maddelere gereksiz maruziyetin Onlenmesi genetik toksikolojinin baslica
amaclarimi olusturmaktadir. Genellikle kisa donem mutajenite testleri tarama amaglh
kullanilirken, memeli testleri insanda risk tayini i¢in kullanilmaktadir (11).
Genotoksisite testleri esas olarak genomu etkileyebilecek UV ve radyasyon gibi
fiziksel etkenlerin, parazitik enfeksiyonlarin, sigara, pestisitler, ilaglar, gida katki
maddeleri, nanomateryaller gibi bir¢ok kimyasal ajanin genotoksik ve kanserojenik
potansiyellerinin tespitinde, ilaglarin hem piyasaya siiriilmeden 6nce hem de ilag
kullanan kisilerdeki genetik etkilerini ve giivenirliligini arastirmada, bazi hastaliklarda
artmig DNA hasarmin tespitinde, genetik hasar ile hastaliklar arasindaki iligkinin
belirlenmesinde, kansere duyarliligin tayininde kullanilmaktadir (6,13,13-24).
Bilesiklerin genotoksik etkisinin saptanmasinda tek bir testin tek basina yeterli
olmadiginda, bu nedenle bilesiklerin genotoksik ya da mutajenik aktivitesinin

belirlenmesinde ¢oklu test sistemleri kullanilmaktadir (6,8,22,23).

Comet testi (gen doniisiimleri ve DNA kirilmalari), kromozom anormallikleri
(CA=chromosomeaberration) testi, kardes kromatit  degisimi (SCE
=sisterchroramatidexchange), mikroniikleus testi (MN), programlanmamis DNA
sentezi (UDS=unscheduled DNA syntesis), SOS kromotest, transformasyon yontemi,
Hipoksantinguaninfosforiboziltransferaz (HPRT) ileri mutasyon testi, somatik
mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) ve Ames/Salmonella yoOntemi

genotoksisite ve mutajenite tayininde sik kullanilan testlerdir (25-27).

1.1.1.Comet Testi

[k olarak 1984 yilinda Ostling ve Johanson tarafindan gelistirilmis olan Comet testi
daha sonra Singh ve arkadaslar1 tarafindan modifiye edilmistir (28). Comet testi DNA
hasarinin tayininde, kanser hastalarinda DNA hasarinin derecesini ve tamirini tespit
etmede, bazi kalitsal hastaliklarin tanisinda ve DNA hasarini belirlemede kullanilan
bir testtir. Cesitli ajanlarin neden oldugu DNA ¢ift ve tek zincir kiriklarinin tespiti i¢in

kullanilan hassas, hizl1 ve glivenilir bir yontemdir. Mikroskop lamu1 {izerindeki agaroz



jel i¢ine gomiilen hiicreler, zarlarin pargalanip cekirdekte bulunan siipersarmal
DNA’nin serbestlesmesi icin lizis islemine tabi tutulmaktadir. Test, alkali ortamda
siipersarmal yapinin gevseyerek agilmasi, kirilmasi ve elektroforezde kirilmis DNA
zincirlerinin kuyruklu yildiz goriintiisii olugturmasi temeline dayanmaktadir (29,30).
Floresans mikroskop ile incelenen preparatlarda zarar gormemis DNA,comet (kuyruk)
olusturmazken hasar goérmiis DNA molekiillerindeki fragmentler farklt molekiiler
agirliklarina ve farkl elektrik yiiklerine sahip olacaklarindan elektriksel alanda farkli
hizlarda hareket ederek cekirdekten disar1 dogru go¢ etmekte ve kuyruklu yildiz
goriinimii  olusturmaktadir. Kuyruk alani/uzunlugu analizi ile test edilen

ksenobiyotigin mutajenitesi belirlenebilmektedir (31-36).

Sekil 1.1.Comet testi; A. Mutajen etkisi ile kuyruk olusumu, B. kuyruk analizi (37)

1.1.2.Kromozom Anormallikleri Testi

Kromozom anormalligi testi, kromozomal hasarin ve genom kararsizliginin biyolojik

gostergesi olarak kullanilmaktadir (38,39). Kromozomal anormallikler, kendiliginden



veya kimyasal/radyasyon uygulamasinin bir sonucu olarak meydana gelen normal
kromozom yapisindaki (yapisal anormallik) veya sayisindaki (sayisal anormallik)
degisikliklerdir. Dolasimdaki lenfositlerde kromozomal anormalliklerin artan sikligi,
genellikle DNA’ya hasar veren maddelere maruz kalanlar i¢in artan kanser riskinin bir
gostergesi sayllmaktadir (38,40,41). Kromozom kiriklar1t DNA’daki onarilmamis ¢ift
zincir kiriklarindan ya da DNA’da ki zincir kiriklarinin yanlis onarilmasindan
kaynaklanmaktadir. Genetik materyalde meydana gelen hasarlar tamir edilemediginde
olusan yiiksek kromozom anormalligi kanser riskini arttirmaktadir (20,21,23,42,43).
Kromozom anormalligi testi mutajenler tarafindan indiiklenen ¢esitli yapisal ve sayisal
kromozomal anormalliklerin saptanmas1 amaciyla kullanilan standart bir yontemdir.
Invitro kromozom anormalligi testi ile memeli hiicre kiiltiirlerinde, in vivo kromozom
anormalligi testi ile kemik iligi hiicrelerinde kromozom anormalligi frekansi

degerlendirilebilmektedir (44,45).
1.1.3.Kardes Kromatit Degisimi Testi

Kardes kromatit degisimi (KKD), kromozom morfolojisi degismeksizin, kardes
kromatitler arasinda, 6zdes segmentlerin simetrik genetik materyal alisverisi sonucu
olusan bir degisimdir (sekil 2). Kardes kromatit degisimleri nokta mutasyonlarinin

indiiksiyonu, gen amplifikasyonu ve sitotoksisite ile iligkilidir (46-49).

Mutajen

Sekil 1.2. Kardes kromatit testi a. Normal kromozom, b. Kardes kromatit degisimi
(50).



KKD testi, homolog kromozomlarinin gen lokuslar1 arasindaki DNA replikasyon
triinlerinin  degisimini test etmektedir ve mikroskobik olarak gozlenebilen
kromozomal hasarlarin gézlenmesine olanak saglamaktadir (51,52). Ozellikle DNA
eklentileri olusturan veya DNA replikasyonu ile etkilesime giren mutajen bilesiklerin
saptanmasini saglayan bu test; c¢esitli ajanlarin mutajenik etkilerinin, deneysel
calismalarda indikator test olarak 6zellikle kromozomlarda olusan yapisal degisimleri
arastirmak yoniinden 6nemli bir yer tutmaktadir (53-55). KKD testinde DNA
kiriklarini goriiniir hale getirmek i¢in hiicre kiiltiirlerine DNA’da timin analogu gibi
davranan Bromodekosiiiridin (BrdU) maddesi eklenmektedir ve bu maddenin hiicre
dongiisii sirasinda kardes kromatitlerin arasina girmesi saglanmaktadir. Hiicreler
cogalirken DNA’larin replikasyonu sirasinda yeni sentezlenen poliniikleotid ipligine
ortamda bulunan BrdU igeren bromurasil niikleotidleri gegmektedir. KKD sikligindaki
artis, mutajenlerin neden oldugu genetik hasarin gdstergesi olarak kabul edilmektedir

(56-59).

1.1.4. Mikroniikleus Testi

Mikronukleus (MN)’lar hiicrenin mitoz bdliinmesi sirasinda ortaya c¢ikan, esas
cekirdege dahil olmayan, tam kromozom veya asentrik kromozom fragmanlarindan
koken alan olusumlar olarak tanimlanmaktadir. MN testi 1950’lerde bitki hiicrelerinde
ve daha sonra kiiltiire edilmis insan lenfositlerinde kimyasal karsinojenleri belirlemeye
yonelik bir test olarak kullanilmaya baglanmigtir (26,60,61). Ayrica sitogenetik
harabiyetin tespitinde, kromozom analizine gore kolay uygulanabilmesi, daha fazla
sayida hiicre sayilmasi ve istatistiksel yonden daha anlamli sonuglar elde edilmesi gibi

avantajlar1 sayesinde yaygin kullanim alan1 bulan bir tekniktir (62-64).

MN ‘ler genellikle hiicre siklusunu kontrol eden genlerdeki eksikliklerden, mitotik
igdeki hatalardan, kinetokordan veya mitotik aygitin diger pargalarindan ve
kromozomal hasarlardan kaynaklanan, esas ¢ekirdege dahil olmayan, tam kromozom

veya asentrik kromozom fragmanlarindan kdken alan olusumlardir.

MN sayisindaki artis, ¢esitli ajanlarin  hiicrelerde olusturdugu kromozom
diizensizliklerinin ve somatik hiicrelerde genomik kararsizligin indirekt gostergesi

olarak degerlendirilmektedir.



Yapilan caligmalarda, ¢esitli fiziksel ve kimyasal ajanlara maruz kalan insanlarda,
kanser ve genomik diizensizlik ile karakterize edilen cesitli hastaliklarda MN
frekansinin 6nemli Olcilide yiiksek oldugu bulunmustur (6,65-70). MN testi, mitoz
bolinme ile olusan tiim hiicre tipleri lizerinde in vitro ve in vivo olarak
uygulanabilmesi nedeniyle genetik toksikoloji aragtirmalarinda kullanilan yaygin bir

test haline gelmistir (69).

Mikronukleus

1.
5% e

Sekil 1.3.Mikroniikleus olusumu ve MN igeren hiicreler (70).




1.1.5. Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART)

Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) kimyasallarin mutajenik ve
rekombinojenik aktivitelerinin saptanmasi i¢in Drosophila 1rklar ile gerceklestirilen
bir mutajenite testidir. Heterozigot veya hemizigot hayvanlarin viicut ylizeylerinde
hiicre klonlarinin degisimine Onciilik eden mutasyon ya da rekombinasyonlardan
dolay1 heterozigotlugun kaybi1 esasina dayanir. SMART nokta mutasyonu, delesyon,
kararsiz translokasyon, mitotik rekombinasyon ve kromozom kaybi1 veya ayrilmama
gibi kromozom aberasyonlarinin tespitine izin veren hassas, ucuz ve kolay bir metottur

(71).

1.1.6. Ames/Salmonella/Mikrozom Test Yontemi

1975 yilinda Prof. Dr. Ames ve Dr. Maron tarafindan gelistirilen ve daha sonra yaygin
olarak kullanilan bir mutajenite testidir (72). Ames testi olarak da adlandirilan
Salmonella/mikrozom mutajenite testi, kimyasal maddelerin mutajenik etkilerinin
arastirilmasinda kullanilan, mutajen/karsinojen etkisi en iyi bilinen kimyasallarla
gecerliligi en fazla kabul edilmis bakteriyal test sistemlerinden biridir. Ayrica ucuz,
hizl1 ve uygulanabilirliginin kolay olmasi nedeniyle yaygin kullanim alanina sahiptir.
Bu test insanlarda ve deney hayvanlarinda tiimoér olusumunda, somatik hiicrelerin
tiimor baskilayict genlerinde meydana gelen nokta mutasyonlarin saptanmasinda ve
kimyasallarin DNA ile etkilesimlerini 6nleyerek mutajenik ve karsinojenik etkilerini
ortadan kaldiran antimutajenik ve antikarsinojenik maddelerin tayininde de

kullanilmaktadir(73,74)

Ames test sistemi Ozellikle kimyasal maddeler tarafindan olusturulan mutasyonlari
saptamak i¢in geligtirilmigtir. Yillardir birgok bilimsel topluluk, devlet kurumlar1 ve
sirket tarafindan kabul edilmis olup, kemirgen karsinojenitesinde yiiksek Ongdrii
potansiyeli tasidigindan, yeni kimyasallarin ve ilaglarin mutajenik potansiyellerini

belirlemek i¢in 6n tarama testi olarak diinya ¢apinda kullanilmaktadir (75).

Ames testinde, histidin operonunun degisik bolgelerinde farkli mutasyonlar igeren
Salmonella typhimurium’un mutant suslart kullanilmaktadir. Bu testin temeli, S

typhimurium’un yapay mutasyonla olusturulmus olan histidin  sentezleme



yeteneklerini kaybetmis suslarmin, sitokrom P-450 enzimlerini igeren memeli
karaciger post mitokondriyalsiipernatant (S9) varliginda veya yoklugunda, test
bileseni ile muamele edildikten sonra ikinci bir mutasyon gecirip histidini
sentezleyebilen ve histidinden bagimsiz ortamda ¢ogalmasi esasina dayanmaktadir.
Histidinsiz ortamda iireyebilmelerine yol acan kendiliginden geri mutasyon gegiren
koloniler sayilarak mutajenite belirlenmektedir (Sekil 1.1). Eger ortamda pozitif
mutajen bir kimyasal madde varsa, geri mutasyonla ¢cogalan bakteri koloni sayisi
istatiksel olarak anlamli bir sekilde artmaktadir (73,74). Fakat normalde de mutajen
maddelere maruz kalmadan spontan olarak geri doniisebilen bakteri olmaktadir.
Mutajenik etkiden bahsedebilmek i¢in spontan revertant sayisindan daha fazla sayida
revertant koloni sayilmasi gerekir (74-76). Bu test ile birgok mutajenik madde teshis
edilebilmektedir (74). Testte kullanilan Salmonella mutant suslari, histidin
operonunun ¢esitli genlerinde farkli mutasyonlara neden olmaktadir. Bu mutasyonlar,
her biri ¢esitli mekanizmalar {izerinden etki eden mutajenlere duyarli olacak sekilde
tasarlanmustir. Bu suslar S. typhimurium TA1535, TA1537, TA1538, TA97, TA98,
TA100, TA102, TA104 suslaridir (72).

Histidin mutasyonu: Her bir test susu, histidin operonunun farkli bdlgelerinde ya
DNA’ daki tek bir bazin degisimi ya da bir bazin eklenmesi veya ¢ikarilmasi ile
kendini gosteren c¢erceve kaymasi mutasyonlar1 ile mutant hale getirilmistir (77).
Mutasyonlarin yerleri ve karakterleri, S. typhimurium mutant suslarinin DNA baz dizi

analizleri yapilarak belirlenmistir (72).

HisG46 mutasyonu: S typhimurium TA100 ve S. typhimurium TA1535 suslarinda
histidin biyosentez yolundaki ilk enzimi kodlayan gen bolgesi lizerinde meydana
gelmektedir. Bu mutasyon his G geninde 16sin amino asidinin (GAG/CTC) kodonu
olan -CUC- yerine prolin amino asidinin (GGG/CCC) kodonu olan -CCC-‘ nin
gelmesiyle olugmaktadir. S, typhimurium TA100 ve S. typhimurium TA 1535 suslari

baz ¢ifti degisimine sebep olan mutajenler tarafindan geri dondiirtilebilmektedir (74).

HisD3052 mutasyonu: S typhimurium TA98 ve S typhimurium TA1538 suslarinda
meydana gelmektedir. Bu mutasyon histidin biyosentezindeki son enzimi kodlayan his
D geni {izerinde olusmaktadir. HisD3052 mutasyonu his D genindeki tek bir niikleotid
eksikliginde ortaya ¢ikan ¢erceve kaymasi tipinde bir mutasyondur (74).



HisC3076 mutasyonu: S typhimurium TA1537 susunda mevcut olup -CCC-
tekrarlanan dizisine bir niikleotidin eklenmesiyle olusan c¢erceve kaymasi
mutasyonudur. Cerceve kaymasina neden olan mutajenlerin arastirllmasinda S
typhimurium TA 1537 susundan daha hassas olan S. typhimurium TA97 susunda ise
hisD6610 mutasyonu meydana gelmektedir. Bu mutasyonda etkilenen bolge olan 6
tekrarli sitozin dizisinin (-C-C-C-C-C-C-) yanina bir sitozin bazinin eklenmesi ¢ergeve

kaymasi mutasyonuna neden olmaktadir (74).

HisG428 mutasyonu: hisG428 gen bolgesinde meydana gelen bu mutasyon ochre
mutasyonu olarak adlandirilir. Bu mutasyon S typhimurium TA102 susunda
goriilmektedir (74).

S typhimurium’un his- mutantlarii kimyasal mutajenlere karsi daha hassas hale

getirmek i¢in Rfa, uvrB ve R faktorii gibi baz1 mutasyonlar eklenmistir.

Rfa mutasyonu: Bu mutasyon bakteri hiicre duvarinin lipopolisakkarit tabakasini
kodlayan genlerde meydana gelmektedir. Lipopolisakkarit tabakasinda meydana gelen
bu hasar, hiicre duvarinin gegirgenliginin artmasina neden olarak biiyiik molekiillerin

gecmesine izin vermektedir (78).

uvrB mutasyonu: DNA onarim sisteminde, niikleotid kesme ¢ikarma onariminda
gorev alan ekzoniikleaz enziminin uvrB geninde meydana gelen delesyon sonucunda
olmaktadir. uvrB geninin kesilerek uzaklastirilmasi esnasinda “bio” geni de
cikarilmistir. Bio geni H vitamini olarak adlandirilan biyotinin sentezinden
sorumludur. Dolayisiyla mutant bakteriler iireyebilmek i¢in histidin amino asidine ek
olarak biyotine de gereksinim duyarlar (72). uvrB delesyonu nedeniyle niikleotid kesip
ctkarma onarim mekanizmasi inaktive olacagindan hata orani yiiksek SOS onarim

sistemi tarafindan daha fazla DNA lezyonunun onarilmasi miimkiin olacaktir (74).

R faktorii: Ampisilin direnglilik geni olup bu geni tasiyan bakterilerde normalde
hiicrelerde bulunan ve hata frekansi yliksek olan “error-prone” DNA onarim yolunun
aktivasyonuna ve pozitif sonug¢larin artmasina neden olur. R faktdriine sahip olmayan
suslar zay1f mutajenik sonuclar verirken R faktorii genini tastyan pKM 101 plazmidine
sahip yeni suslar oldukca kuvvetli sonuglar vermistir. Bu test sisteminde genellikle
kullanilan bakteri suslar1 TA 97, TA 98, TA 100, TA 102, TA 1535, TA 1538
suslaridir(79).
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Sekil 1.4. Ames testinin uygulanmasi ve revertant koloniler (80).

1.2.Metabolik Aktivasyon (Biyotransformasyon)

1973 yilinda Ames ve arkadaglar tarafindan gelistirilen standart plak inkorporasyon
test sistemi, zaman ile testin duyarliligini artirmak amaciyla farkli aragtirmacilar
tarafindan modifiye edilerek gelistirilmistir. Bdylece birgok kimyasal maddenin
mutajenik potansiyelini belirlemek miimkiin hale gelmistir (74). Memelilerde
biyotransformasyon olay1 pek ¢ok ksenobiyotigin mutajenitesini de degistirmektedir.
Memelilerde detoksifikasyon mekanizmasini gergeklestiren enzim sistemlerinin
bakterilerde olmamasi, Ames test sistemi i¢in sorun yaratan bir unsur olarak
diisiiniilebilir. Fakat memeli hayvanlardan izole edilen detoksifikasyon enzimlerinin
bakteriyal sisteme ilave edilmesiyle bu sorun ortadan kalkmis olmaktadir (81).Yaygin
olarak kullanilan enzim sistemi, siganlarin enzim aktivasyonu olan karaciger
dokularindan elde edilen mikrozomal enzim fraksiyonlaridir. Sitokrom P-450 bagimhi
monooksigenazlar, sitokrom P-450 bagimsiz oksidazlar, esterazlar ve transferazlar,

azo ve nitrorediiktazlar iceren enzim oOziitline eklenen kofaktorler iceren tampon
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sistemi S9 karigimi adin1 almaktadir. Bir ksenobiyotigin toksisitesinin ayrintili olarak
aydinlatilabilmesi i¢in biyotransformasyon Oncesi ve sonrasindaki mutajenitesi
belirlenmelidir. Bu amagla giiniimiizde Ames testi S9(+) ve S9(-) olmak iizere iki
sekilde yiiritiilmektedir. S9(+) Ames testi ile bir molekiiliin viicuda alinip

biyotransformasyona ugradiktan sonraki mutajenitesi de test edilmis olmaktadir.

Farmakolojik yonden etkin olan bir molekiil organizmada biyotransformasyon
tepkimeleri sonucu daha etkin metabolitlere doniistiiriilebilir. Molekiiliin daha etkin ya
da toksik olan metabolitlerinin sekillenmesiyle sonuglanan biyotransformasyon
tepkimeleri metabolikaktivasyon adini alir. Kimi zaman da inert bir molekiil
biyotransformasyon tepkimeleri sonucu etkin olan metabolitlere, daha sonra da inaktif
ya da viicuttan atilabilir formlara doniistiiriiliir. Normalde farmakolojik yonden etkisiz
olan fakat biyotransformasyon sonucu etkin metabolitlere doniisen molekiillere
prekiirsér adi verilir. Inhalasyon anestezikleri gibi az sayida da olsa organizmada

hicbir degisiklige ugramadan viicuttan atilan molekiillerde vardir (82).

Biyotransformasyon sistemi varliginda, biyolojik olarak aktif bir madde inaktif bir
metabolitine doniigebilecegi gibi, inaktif bir madde aktif bir metabolitine de
doniisebilmektedir (83,84). Cogu biyotransformasyon tepkimesi sonucunda ilacin
farmakodinamik etkinligi azalir ve eliminasyonu kolaylasan metabolitleri sekillenir,

bunlar detoksifikasyon (inaktivasyon) tepkimeleri olarak da adlandirilir.

Tablo1.2. Faz [ ve Faz Il enzimleri

Faz I Enzimleri Faz II Enzimleri

Sitokrom p450 monooksijenaz Glukuroniltransferazlal

Sitokrom p450 2b10
Aldehit dehidrogenaz 1al
Aldehit dehidrogenaz 1a7

Sitokrom p450 all
Alkol dehidrogenaz

Siilfotransferaz
Glutatyon-S-transferaz
N-asetiltransferaz
Kinonrediiktaz

Metil transferaz
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Organizmada ilaglarin biyotransformasyonda gorevli enzimler basta karaciger olmak
lizere plazma, sindirim kanali, akciger bobrek, plasenta ve sinir sisteminde lokalize
olmuslardir. Biyotransformasyon tepkimeleri degradasyon (1. Faz) ve konjugasyon (II.
Faz) fazlar olarak ikiye ayrilmaktadir. Molekiiller genel olarak 6nce degradasyon, bu
tepkimeler sonucu olusan metabolitler de konjugasyon tepkimelerine ugrarlar.
Konjugasyon (birlestirme) tepkimeleri sistematik olarak biyolojik yonden inaktif,
hidrosoliibl ve bobrekle kolay elimine edilebilir bilesiklerin  olusumuyla

sonu¢lanmaktadir (82).

1.3.Paraben

Parabenler kozmetik iiriinlerde, ilaglarda ve gidalarda antimikrobiyal amagli kullanilan
koruyuculardir. Ucuz olmalar1 ve diisiik toksisiteye sahip olmalar1 nedeniyle tercih
edilmektedirler. Avrupa kozmetik yonergesinde kozmetiklerin icerebilecegi paraben
oranlar1 tek ester i¢in %0.4, ester karisimlart icin %0.8 olarak belirlenmistir. Metil
paraben, etilparaben, propilparaben, izopropilparaben, butilparaben, izobutilparaben,

benzilparabenparaben gruplarini olusturan bilesiklerdir (Sekil 1.5) (85).

O\Ig O Oy O” o
/@)LO/‘\/
H
H H ~o

Methylparaben Ethylparaben Propylparaben

Neaaaoaniieaat

butylparaben Isopropylparaben Isobutylparaben

Sekil 1.5. Farkli kimyasal yapilardaki Parabenin kimyasal yapilari (86).
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Uzun alkil zincirine sahip parabenlerin yiiksek sitotoksisite sergiledigi belirlenmistir
(87). Parabenler dermal absorpsiyon sonrasinda karaciger ve bagirsakta esterazlar
tarafindan metabolize edilmektedir. Parabenler Ostrojen reseptdrlerine baglanarak
Ostrojenik etki gosterirler. Invitro ortamda insan meme kanser hiicrelerinin bityiimesini
tetikledikleri belirlenmistir. Propil ve butilparabenlere erken ¢ocukluk déneminde
maruz kalinmasi ile erkeklerde fertilite iizerine olumsuz etkileri olabilecegine dair
bilgiler mevcuttur (88,89). Metil ve propilparabenlerin mitokondri fonksiyonlarinin
kuvvetli inhibitorleri olmalar1 nedeniyle erkek infertilitesinde etkili oldugu
belirlenmistir (90). Fareler iizerinde yapilan bir deneyde gebelik ve emzirme
doneminde annenin yiiksek dozlarda butilparaben maruziyetinin (100mg/kg dozda
subkutan uygulama) yeni nesil epididimiste sperm say1 ve motilitesinin azaldigi
gosterilmistir (91). Cesitli genotoksik calismalarda parabenlerin genel olarak
mutajenik olmadiklar belirtilse de etil ve metilparabenlerin hamster over hiicrelerinde

kromozomal anomalileri arttirdig1 saptanmistir (88).

Parabenler zayif Ostrojenik aktivite gostererek MCF-7 insan meme kanseri
hiicrelerinin ¢ogalmasini indiikledigi belirlenmistir. Bu durum parabenin insan deri
hiicrelerinde sitozolde bulunan siilfotransferaz aktivitesini inhibe etmesi sonucu
Ostrojen diizeyinde goriilen degisimler ile agiklanmustir (85). Siilfotransferaz enzimleri
Ostradioliin ~ Ostrona  doniisiimiinii  saglayarak  Ostrojen  metabolizmasini
diizenlemektedir  (92,93). Bu enzimlerin inhibisyonu sonucu Ostrojen

metabolizmasinda aksamalara neden olmaktadir.

Literatiirde paraben ve esterlerinin toksisitesi lizerine ¢aligmalar daha ¢cok endokrin
sistem iizerine etkilerine odaklanmigtir. Parabenin mutajenitesi iizerine ¢aligmalar
olduk¢a yetersizdir. Bu c¢aligmada Parabeninin mutajenitesi Muta-ChromoPlateTM

kiti kullanilarak S9(+) ve S9 (-) Ames testi ile arastirilmistir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Salmonella tpyhimurium test suslar:

Bu calismada Salmonella tpyhimurium’un TA98 ve TA100 suslar1 kullanilmustir.
Salmonella tpyhimurium’un TA98 susu ¢erceve kaymast mutasyonu, TA100 susu ise
nokta mutasyonu Ozelligi tasimaktadir (94). Paraben uygulama dozlar1 olarak 5
pg/plak, 10 pg/plak, 25 pg/plak, 50 pg/plak ve 100 pg/plak konsantrasyonlari
hazirlanip bakteriler iizerinde denenmistir. Deneyde her doz her sus i¢in 3 plak halinde
test edilmistir. Ayrica pozitif kontrol ve solvent kontrol deneye paralel olarak
uygulanmistir. Calismamizda, pozitif mutajen olarak 2-aminofluoren (0.1 ml/plak)

kullanilmagtir (95).

2.2. Parabenin sitotoksik etkilerinin saptanmasi

Kullanilan test maddelerinin test bakterileri i¢in o6ldiiriici dozunun saptanmasi
amaciyla top agara 0.1 ml bakteri kiiltiiri ve 0.1 ml test maddesinin farkli
konsantrasyonlar1 eklenmistir. Tiipteki karisim Nutrient Agar plaklarina dokiilmiis ve

37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir.

2.3. Ames testi uygulamasi
2.3.1. S9 (-) Amest Testi Uygulamasi

Muta-ChromoPlateTM kit ile Ames testi geleneksel yontemlerle yapilan testlere
kiyasla daha kullanighdir ¢iinkii yiiksek konsantrasyonlarda 6rneklerin uygulanmasina
da izin vermektedir. Kit iceriginde besiyeri, bakteri iceren viale steril enjektorler
yardimi ile aktarilmig ve 37°C’de 16 -18 saat siire ile inkiibe edilerek suslar

canlandirilmigtir (Sekil 1.2.) (96).
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Sekil 2.1.Salmonella suslarinin aktivasyonu (96).

Kit icerisinde bulunan ¢ozeltiler kullanilarak ¢esitli reaksiyon karigimlari
hazirlanmistir. Steril tliplere 2.5 ml hazirlanan reaksiyon karigimlar ile 2.5 ml farkl

konsantrasyonlarda paraben ¢ozeltileri ilave edilmis ve vortekslenmistir.

Sekil 2.2. Reaksiyon karigimlarinin hazirlanmasi (96).
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Pozitif kontrol olarak isaretlenen tiiplere 100 mikrolitre 2-aminofluoren, negatif
(solvent) kontrol tiiplerine 100 mikrolitre dH2O, test tiiplerine ise 100 mikrolitre farkli
konsanrasyonlarda paraben eklenmistir. Tiim tiiplere 5 mikrolitre bakteri kiiltiirii
eklenmis ve karisim vortekslenmistir. Tiiplerden alinan 200 mikrolitrelik 6rnekler 96
kuyucuklu plaklara ekilmis, 5 giin siire ile 37°C’de plaklar inkiibe edilmistir. Plaklara
orneklerin aktarilmasi asamasinda tiim plaklar mor renkli ¢ozelti igermektedir (Sekil

2.2).

2.3.2.89 (+) Ames Testi Uygulamasi

Parabenin mutajenitesi iizerine biyotransformasyonun etkisini belirlemek i¢in farkli
dozlardaki paraben ¢ozeltisi S-9 karisimi ile 2 saat siire ile etkilestirilmis ve ayn

prosediir tekrar edilmistir. S-9 karisimi bilesenleri Tablo 2.1° de verilmistir.

Tablo 2.1. S9 bilesenleri

S9A MgCl2 + KCL

S9B Glukoz-6-Fosfat

S9C NADP

S9D Fosfat Tamponu

S9E Steril Distile Su

S9F Sican Karaciger Ekstrakti
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2.3.3. Sonuclarin degerlendirilmesi

Mutasyon olusumu kolonideki bakterilerin yeniden histidin sentezledigine, bliylimeye
devam ettigine ve kuyucukdaki mor renkli ¢Ozeltinin sartya dénmesine neden
olmaktadir. Renk doniisiimii gozlenen kuyucuklar pozitif kuyucuk olarak, her bir

pozitif kuyucuk ise bir koloni olarak degerlendirilmistir.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

Bu ¢aligsmada endiistriyel sektorlerde kullanilan parabenin farkli dozlari Ames testi ile
arastirilmis ve parabenin mutajenitesi incelenmistir. Parabenin mutajenitesi 5 pg/plak,
10 pg/plak, 25 pg/plak, 50 ng/plak ve 100 ng/plak konsantrasyonlarinda Ames S9 (+)

ve S9 (-) olmak tizere iki uygulama ile degerlendirilmistir.

Muta-ChromoPlate testinde kuyucukdaki mor renkli ¢ozeltinin sartya donmesi (pozitif
kuyucuk) mutajeniteye isaret etmektedir. Her bir kuyu bir koloni olarak
degerlendirilmis ve renk doniisiimii gozlenen sar1 renkli kuyucuklar revertant koloni
olarak degerlendirilmistir. Parabenin farkli dozlarina ait pozitif kuyucuk sayilar1 Tablo
3.1, Sekil 3.1 ve Sekil 3.2°de verilmistir. Tablo ve sekilde de goriildiigii gibi paraben

konsantrasyonunun artis1 ile birlikte pozitif kuyucuk sayisinin arttig1 belirlenmistir.

TA 98 ve TA 100 suslari ile yapilan deney sonuglari degerlendirildiginde, S9’Iu ve
S9’suz ortamda elde edilen koloni sayilari, pozitif kontrol olarak kullanilan 2-
aminofluorende elde edilen koloni sayilarina kiyasla oldukca diisiiktiir. Fakat
mutajenik Ozellik sergileyecek seviyededir. Paraben dozu arttik¢a pozitif kuyucuk
(koloni) sayisininda arttig1 belirlenmistir. Her iki sus i¢in en yliksek revertant koloni
100 pg/plak paraben dozunda elde edilmistir. Ayrica S9 (-) testinde elde edilen pozitif
kuyucuk (koloni) sayisinin S9 (+) ‘a kiyasla daha yiiksek oldugu fakat aradaki bu

farkin istatiksel olarak 6nemli olmadig1 belirlenmistir (Sekil 3.2.).
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Sekil 3.1. Muta-ChromoPlate testinde pozitif kuyucuklarin goriiniimii A) Solvent
kontrol, B) TA 98 S9 (-)/100 pg/plak, C) TA 98 S9 (+)/100 pg/plak, D) TA 100 S9
(+)/100 pg/plak, E) TA 100 S9 (-)/100 pg/plak, F) Pozitif Kontrol TA 98 S9 (-)/100
pg/plak, G) Pozitif Kontrol TA 98 S9 (-)/100 pg/plak H) Pozitif Kontrol TA 100 SO (-
)/100 pg/plak I) Pozitif Kontrol TA 100 S9 (+)/100 ug/plak
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S9 (-) TA 98 susu ile test edilen 100 pg/plak paraben dozunda gézlenen pozitif koloni
sayisinin 5 pg/plak paraben dozunda gozlenen sayiya kiyasla 3.4 kat fazla oldugu, ayn
susun S9 (+) testinde ise 100 pg/plak paraben dozunda goézlenen pozitif koloni
sayisinin 5 pg/plak uygulamasina kiyasla 5.4 kat fazla oldugu belirlenmistir. S9 (-) ve
S9 (+) uygulamalari i¢in 100 pg/plak ve 5 pg/plak uygulama arasindaki farkliliklarin

istatiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p<0.05).

S9 (-) TA 100 susu ile test edilen 100 pg/plak paraben dozunda gozlenen pozitif koloni
sayisinin 5 pg/plak paraben dozunda gbzlenen sayiya kiyasla 1.93 kat fazla oldugu,
ayni susun S9 (+) testinde ise 100pg/plak paraben dozunda gdzlenen pozitif koloni
sayisinin 5 pg/plak uygulamasina kiyasla 2.8 kat fazla oldugu belirlenmistir. S9 (-) ve
S9 (+) uygulamalari i¢in 100 pg/plak ve 5 pg/plak uygulama arasindaki farkliliklarin

istatiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p<0.05).

Benzer kiyaslama pozitif kontrol olarak kullanilan 2-aminofluoren ile yapildiginda; S9
(-) TA 98 susu ile test edilen 2-aminofluoren uygulamasinda gozlenen pozitif koloni
sayisiin 100 pg/plak paraben dozunda gozlenen sayiya kiyasla 1.7 kat fazla oldugu,
ayn1 susun S9 (+) testinde ise 2-aminofluoren uygulamasinda gézlenen pozitif koloni
sayisinin 100 pg/plak uygulamasina kiyasla 1.82 kat fazla oldugu belirlenmistir. SO (-
) ve S9 (+) uygulamalar1 i¢in 100 pg/plak ve pozitif uygulama arasindaki farkliliklarin

istatiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p<0.05).

S9 (-) TA 100 susu ile test edilen 2-aminofluoren uygulamasinda gbzlenen pozitif
koloni sayisinin 100 pg/plak paraben dozunda gozlenen sayiya kiyasla 1.58 kat fazla
oldugu, ayn1 susun S9 (+) testinde ise 2-aminofluoren uygulamasinda gézlenen pozitif
koloni sayisinin 100 pg/plak uygulamasina kiyasla 1.87 kat fazla oldugu belirlenmistir.
S9 (-) ve S9 (+) uygulamalart i¢in 100 pg/plak ve pozitif uygulama arasindaki
farkliliklarin istatiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p<0.05).
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Tablo 3.1. Parabenin Muta-ChromoPlate testinde pozitif kuyucuk sayilar1 (Ort+SS)

Konsantrasyon TA98 TA98 TA100 TA100
S9 (-) S9 (+) S9 (-) S9 (+)

5 ng/plak 16+2 9+1 29+2 1742

10 pg/plak 25+1 19+1 36+1 21+1

25 pg/plak 33+1 20+2 4442 3343

50 pg/plak 5842 33+2 5143 39+3

100 pg/plak 5542 5042 562 49+2

2-aminofluoren 94+3 91+2 89+3 92+3

ETA98 S9 (-) ETA98 S9 (+)
& TA100 SO (-) =TA100 S9 (+)

10 pg/plak 25 ug/plak 50 pg/plak
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Sekil 3.2.Parabenin Muta-ChromoPlate testinde pozitif kuyucuk sayilar
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4. TARTISMA

Ksenobiyotik sayilarinin ve ¢esidinin giin gegtikce artmasi ve gerekli giivenlik
testlerinden ge¢gmeden kullanilmaya baglanmasi sonucu insan saglhigi ve dogal
kaynaklar tizerinde olumsuz etkiler meydana gelmektedir. Kimyasal endiistrisinin
gelismesiyle, maruziyetin sikligindaki artisa bagli olarak ¢ogu kimyasal icin toksisite
degerlendirilmesi zorunlu hale gelmistir (5,74). Cevremizde bulunan ve biyolojik
etkileri heniliz arastirilmamis olan sentetik ve dogal maddelerin mutajenik
aktivitelerinin test edilmesi sagligimiz agisindan Onem arz etmektedir. In vivo
mutajenite testlerinin ¢ok zaman almalar1 ve pahali olmalar1 nedeniyle yliksek verim
elde edilememektedir. Bu nedenle, kimyasal maddelerin kanserojenik potansiyellerini
Olcebilmek i¢in, pekcok in vitro test sistemi gelistirilmistir. Kisa zamanli testler ile
ksenobiyotiklerin olumsuz etkileri incelenmekte ve elde edilen sonuglarla maddelerin

kanserojenik potansiyelleri arasinda iliski kurulmaktadir (97).

Dr. Bruce Ames tarafindan gelistirilmis olan ve kimyasal maddelerin mutajenik
etkilerini belirlemek amaciyla tarama testi olarak uygulanan Ames testi, giivenilir ve
kisa zamanli az maliyetli bakteriyel test sistemi olarak kullanilmaktadir (5). Bu
calismada endiistriyel amacgla sik¢a kullanilan parabeninin mutajenitesi Muta-
ChromoPlate kiti kullanilarak S9(+) ve S9(-) Ames testi ile arastirilmistir.
Biyotransformasyon sonrasinda olusan metabolitlerinde toksik etkiye sahip olup
olmadiginin incelenmesi i¢in hem S9’lu hem de S9’suz ortamda aktivite tayini
yapilmistir. Boylece memeli karacigerinde enzimatik yollarla pargalanarak farkli
metabolitlere ¢evrilmesiyle olusan bilesiklerin, mutajenik 6zellige sahip olabilme
ihtimali de arastirilmistir. Parabenin endokrin ve iireme sistemi iizerine etkileri
konusunda pek ¢ok calisma yapilmis olmakla birlikte Ames Salmonella/mikrozom
testi ile yapilan bakteriyel mutajenite ¢alismalari olduk¢a sinirlidir. Literatiirde Ames
testi ile ¢ok farkli ksenobiyotikler test edilmis ve farkli boyutlarda sonuglar elde
edilmistir. Ames testi ile ¢evre kirleticileri ve ilaglarin (98-100), safra asiterinin (101),
quinolin ve monohidroksiquinolin’lerin (102,103), azo boyalarinin (104), sodyum
benzoat ve sodyum nitratin (105), hava kirliligini etmenlerinin (106-109), fabrika
faaliyetleri sonucu olugan kirli havanin (110-112) ve igeceklerdeki malik asit ve

tartarik asit komplekslerinin ve i¢gme sularmin (113) mutajenitesi arastirilmastir.
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Oksiizoglu (2000) ¢alismasinda, baz1 bitki biiyiime hormonlarinin mutajenik etkilerini
Salmonella / mikrozom sistemi ile arastirmistir. TA 98 ve TA 100 mutant suglari ile
S9 varliginda ve yoklugunda gergeklestirilen caligmada test edilen bitki biiylime
hormonlarindan Benziladenin sadece TA 98 susunda ve S9 fraksiyonu varliginda zayif
mutajenik etki gosterdigini rapor etmistir (114).Charles ve ark. (2000) caligmalarinda
2,4-DB’nin tuzu olan Dimetilalanin’in genetik toksititesini, Ames testinde
arastirmislar ve 2,4-DB Dimetilalanin tuzunun; Salmonella typhimurium TA98, TA
100, TA 1535, TA 1537 ve TA 1538 suslarinda, S9 varliginda ve yoklugunda
genotoksik agidan bir potansiyel tasimadigini saptamislardir (115).

Literatiirde paraben ve esterlerinin toksisitesi lizerine ¢aligmalar daha ¢ok endokrin
sistem tizerine etkilerine odaklanmistir. Metil ve propilparabenlerin mitokondri
fonksiyonlarmin kuvvetli inhibitérleri olmalar1 nedeniyle erkek infertilitesinde etkili
oldugu bildirilmektedir (90). Parabenler Ostrojen yapisina benzerliginden dolay1
Ostrojen reseptorlerine baglanarak endokrin sistem iizerinde olumsuz etkilere neden
olmaktadir. Bununla birlikte in vitro ortamda insan meme kanser hiicrelerinin
biiylimesini tetikledikleri de rapor edilmektedir. Propil ve butilparabenlerin erken
¢ocukluk doneminde maruz kalinmasi ile erkeklerde fertilite lizerine olumsuz etkileri
olabilecegine dair bilgiler de mevcuttur (88,89). Parabenler zayif ostrdjenik aktivite
gostererek MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasini indiikledigi
belirlenmistir. Bu durum parabenin insan deri hiicrelerinde sitozolde bulunan
stilfotransferaz aktivitesini inhibe etmesi sonucu oOstrojen diizeyinde goriilen
degisimler ile agiklanmigtir (85). Siilfotransferaz enzimleri Ostradioliin Ostrona
dontistimiinii saglayarak Ostrojen metabolizmasini diizenlemektedir. Bu enzimlerin
inhibisyonu sonucu 0strojen metabolizmasinda aksamalara neden olmaktadir (92, 93).
Bu caligmada da parabenin mutajenik aktivitesi S9 (+) ve S9 (-) Ames testi ile Muta-
ChromoPlate kiti kullanilarak arastirilmis ve belirli bir diizeyde mutajenik 6zellige
sahip oldugu belirlenmistir. Cesitli genotoksik ¢alismalarda da parabenlerin genel
olarak mutajenik olmadiklar1 belirtilmekle birlikte etil ve metil parabenlerin

hamsterover hiicrelerinde kromozomal anomalileri arttirdig1 saptanmistir (88).

Sonug olarak, insanlarin kullanimina sunulan ksenobiyotiklerin mutajenitelerinin
saptanmasinda oldukca genis bir uygulama alani olan Ames testinin mutajenite

tayininde O6n degerlendirme agisindan faydali bir yontem oldugu belirlenmistir. Bu
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testlerin kullanimlarinin yayginlasmasi ile bireylerin herhangi bir kimyasal ajana
verecekleri genetik cevabin Onceden belirlenmesi ve gerekli dnlemlerin alinmasi
saglanabilecektir. T1bbi arastirmalarda genotoksisite testlerinin yayginlastirilmasiyla

insan saglig1 ve yasam kalitesinin artmasi saglanacaktir.
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