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Ozet. Bu ¢alismada gidalarda ve cesitli kozmetik iiriinlerde koruyucu madde olarak kullanilan etil ve metil parabenin
Caenorhabditis elegans’in (C. elegans) yasama yiizdesi ve yumurta verimi {izerine olan etkileri aragtirilmustir. Calismada
etil ve metil parabenin farkli dozlarini1 igeren Nematod besiyerleri (NGM) hazirlanarak C. elegans bireyleri bu ortamda
yasamaya birakilmustir. Biitiin petrilerdeki C. elegans bireyleri 6lene kadar her giin ayni saatte sayim yapilmustir. Elde edilen
sonuglar madde uygulanmamis kontrol grubu ile karsilastirilmig ve istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Yapilan
incelemeler sonucunda etil ve metil parabenin 350-400 ppm’lik dozlarinin kontrol grubu ve diger gruplardan istatistiksel
olarak farkli oldugu gozlenmistir. Her iki maddenin de yasama yilizdesini kontrole nazaran diisiirdligii tespit edilmistir.
Yumurta verimi analizinde, etil ve metil parabenin her bir dozu i¢in hazirlanmmg NGM igeren petri kaplarma ergin C. elegans
bireyleri aktarilmis ve 36 saat sonra buradaki bireylerden 20 tanesi alinarak paraben icermeyen NGM’li petri kutularina
aktarilmigtir. 20 °C’de 30 dk bekletilen petri kutularindaki yumurtalarin sayilari tespit edilmistir. 24 saat sonra ¢atlamayan
yumurtalarin sayilari tespit edilerek kontrol grubu ile karsilastirilmistir. Yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucunda
madde uygulanan gruplarda yumurta veriminin kontrole nazaran azaldigi belirlenmistir. Fiziksel biiyiime analizinde ise her
iki maddenin tiim dozlarmin kontrol grubuna gére biiylimeyi baskiladig: fakat bu baskilanmanin istatistiksel olarak dnemli
olmadigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Caenorhabditis elegans, etil paraben, metil paraben, yasama yiizdesi, yumurta verimi, fiziksel biiyiime

Investigation of The Effects of Ethyl Paraben and Methyl Paraben on The Longevity
and Fecundity of Caenorhabditis elegans

Abstract. In this study, the effects of ethyl paraben and methyl paraben, which are used as preservative on the food and various
cosmetic products, on the longevity, fecundity and physical growth of Caenorhabditis elegans were investigated. In the study,
Nematode Growth Media (NGM) medium which containing different doses of ethyl and methyl paraben were prepared and C.
elegans individuals were allowed to live in this environment. The obtained results were compared with the untreated control
group and statistically analyzed. Based on this study results in both agents were found to be lower than in control survival rate.
In fecundity analiysis, adult C. elegans individuals were transferred on culture medium that prepared petri dishes for each dose
of the ethyl and methyl paraben. After 36 hours, wherein the 20 individuals were taken and trasferred to NGM petri dishes
without paraben. The eggs in the petri dishes incubated at 20 C for 30 minutes were determined. After 24 hours, compared with
control group by the determined number of uncracked eggs. The results of statistical analysis were showed that material in the
treated group compared to the control of egg production decreases.In physical growth analysis, it was determined to suppress
the growth of all doses of both agents. But this suppression is not statistically significant.
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1. GIRIS

20. ylizy1l her konuda oldugu gibi gida ve kozmetik sanayinde de ¢ok 6nemli gelismelerin yagsandig bir
donemdir. Diinya niifusunun hizla artisi, insanlarin hayat standartlarii yiikseltme egilimi ve hizla
sehirlesme hazir yiyeceklere ve ¢ok c¢esitli kozmetik iiriinlerine talebi arttirmistir.

Parabenler, para-hidroksibenzoik asitin esterleri olup, adin1 buradan almistir. Yaygin parabenler, metil
paraben (E218), etil paraben (E214), propil paraben (E216), biitil paraben ve heptil parabeni (E209)
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kapsamaktadir. Parabenler kozmetik iiriinlerde, ilaglarda ve gidalarda antimikrobiyal amaglh kullanilan
koruyuculardir. Ucuz olmalar1 ve diisiik toksisiteye sahip olmalari nedeniyle tercih edilirler. Akut,
subakut ve kronik maruziyette parabenlerin toksik etkilerinin olmadigi saptanmistir. Cesitli genotoksik
caligmalarda parabenlerin genel olarak mutajenik olmadiklar1 belirtilse de etil ve metil parabenlerin
hamster over hiicrelerinde kromozomal anomalileri arttirdig1 saptanmis olmakla birlikte parabenlerin
maternal toksisite olusturan dozlarda dahi fetal anomali olusturmadigi hayvan c¢alismalarinda
gosterilmistir [1]. Andersen [2] etil paraben ve metil parabenin Cin hamster yumurtalik hiicrelerinde
kromozomal aberasyonlar1 artirmasina ragmen genel olarak mutajen olmadigini ifade etmistir. Aym
yazar parabenlerin alerjik biinyeli kisiler disinda herhangi bir yan etkisinin olmadigini da vurgulamustir.
Metil parabenin Drosophila melanogoster’de gelisim ve yumurta verimi tizerine etkilerinin arastirildigi
caligmada %?2’lik metil paraben konsantrasyonunun toksik etki gosterdigi yumurta, larva, pupa ve
erginlesebilen birey sayilarin1 6nemli oranda diisiirdiigii belirlenirken ayn1 calismada metil parabenin
%0,02’lik diisiik konsantrasyonunda bu sonuglarin tersine Ostrojenik aktivite gostererek bu oranlar
artirdig1 vurgulanmustir [3].

Parabenler son 50 yildir gida, kozmetik ve ilag sanayinde oldukga yaygin olarak kullanilmaktadir. Genis
bir aktivitiye sahip olmasi, diisiik maliyeti ve emniyetle uzun siiredir kullaniliyor olmas1 bu bilesenleri
antimikrobiyal koruyucu katki maddesi olarak oldukga popiiler bir konuma getirmistir. Giintimiizde
bircok maya, kiif ve bakteri ¢esidine karsi sik¢a kullanilmalarina karsin parabenlerin bu organizmalar
iizerindeki etki mekanizmalar1 tam olarak aydinlatilmamistir. Ancak, genel olarak mikroorganizmalarin
zar gegirgenligi ya da mitokondriyal fonksiyonlarin1 bozarak etki gosterdikleri disiiniilmiistiir [4].
Bununla birlikte yapilan bir ¢alismada, parabenlerin E. coli’de mekanosensitif kanallarla etkilesime
girerek bakteriyel osmotik gradiyenti bozdugu [5], bir baska ¢aligmada da metabolizmada 6nemli gorevi
olan serin aminoasitinin hiicre zarinda alimimi inhibe ederek etki gosterdikleri bildirilmistir [6].
Parabenlerin antimikrobiyal etkilerine ragmen insan meme kanser dokusunda tespit edilmesinden sonra,
kanser ile olan iliskisi yogun bir arastirma konusu halini almistir[7-9]. Bununla birlikte parabenlere
hicbir sekilde maruz kalmamus eriskin erkek ve kadinlarin idrarinda paraben bulgularina rastlanmasi, bu
maddelerin onceki temaslarla viicutta biriktigini gostermektedir [10]. Tiim bu sonuglar parabenlerin,
antimikrobiyal koruyucular olarak giivenle kullanimi konusunda bazi kaygilar giindeme getirmistir.

Bir¢ok arastirmaci, parabenlerin yan etkilerinin 6zellikle 6strojenik aktivitelerinden kaynaklandigini
ileri siirmiiglerdir. Ostrojenler, uterus dokusunun biiyiimesini ve hiicre proliferasyonunu saglayan
biiylime hormonunun iretimini [11] ve insiilin benzeri biiyime faktérii 1 (IGF-1) yolunun
aktivasyonunu diizenler [12]. Bu nedenle uterus kiitlesindeki artis Gstrojenik aktivitenin giivenilir bir
gostergesi olarak kabul edilmektedir. Parabenlerin strojenik aktiviteleri de 6zellikle oterotropik testler
vasitasiyla in vivo olarak birgok ¢alismayla gosterilmistir [13-15]. Ovaryumlart alinmis ve
erginlesmemis fare ve si¢anlara subkutan biitil paraben uygulamasi ile uterus kiitlesinde artisin meydana
geldigi bildirilmistir [16]. Yapilan bir diger calismada isobiitil paraben ve benzil parabeninde
olgunlagsmamus farelerde uterus kiitlesini artirdig tespit edilmistir [17, 18]. Ayrica baliklarda yapilan
caligmayla parabenlerin Ostrojenik aktivitenin bir bagka gdstergesi olan plasma vitellojen miktarinda da
artisa neden oldugu bulunmustur [19]. Bununla birlikte, son yillarda CF-1 ve CD-1 fareleri ile yapilan
uterotropik deneyler sonucunda biitil parabenin uterusun ne 1slak nede kuru agirligi izerine herhangi bir
etkisinin olmadig1 belirlenmistir [20].

Yapilan diger arastirilmalarla, tiim paraben tiirlerinin belli bir dstrojenik aktiviteye sahip olduklari,
ancak bu aktivitenin dogal bir dstrojen olan ve bu tiir ¢aligmalarda pozitif kontrol olarak kullanilan 17§3-
estradioliin aktivitesinden 1 000 ila 1 000 000 kat1 kadar daha diisiik oldugu bildirilmistir [21-23].
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Bununla birlikte yapilan pek ¢ok arastirma ile parabenlerin, Ostrojenik aktivitesinin, insan sagligi
acisindan tehdit edici derecede 6nemli olmadigi sonucuna da varilmistir [24, 25].

Propil paraben ve biitil paraben ile yapilan diger ¢aligsmalar ile bu parabenlerin, genc erkek sicanlarda
diisiikk ortalama epididim ve seminal vezikiil agirliklari, diisiik sperm iiretimi, disiik testesteron
diizeyleri gibi olumsuz iireme etkilerine neden olabilecegi belirtilmistir [26, 27]. Ancak ilerleyen
yillarda baska deney hayvanlartyla yapilan ¢alismalarla parabenlerin lireme organlar {izerine olumsuz
etkilerinin olmadigi da tespit edilmistir [20, 28].

Caenorhabditis elegans (C. elegans), yaklasik olarak Imm boyunda, mikroskobik, patojen olmayan,
dogada agac diplerinde yasayan bir nematoddur. C.elegans’in model organizma olarak kullanilmasinin
en onemli 6zelliklerinden biri ekonomik olmasidir, laboratuvar kosullarinda, hazirlanan besiyerinde
E.coli ile beslenerek biiyiitiilebilmesidir. Ayrica genetiginin zigottan eriskine kadar her bir hiicresinin
iyi bilinmesi, genlerinin insan genleriyle %80 oraninda homolog olmas1 ve bir kimyasalin etkisini tiim
bir organizma iizerinde gozleyip analiz etme avantaji da C. elegans’in model organizma olarak
kullanilmasini saglar [29].

Son yillarda ¢esitli kimyasal maddelerin insan genomunda mutasyonlara sebep olup olmadiklarinin
ortaya c¢ikarilmasinda, in vitro ortamda insan lenfosit kiltiirliyle yapilan kisa siireli genotoksisite
testlerinde kardes kromatid degisimi (KKD) ve mikroniikleus (MN) testleri ile in vivo ortamda
Drosophila melanogaster ile yapilan somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ancak yaptigimiz literatiir taramasi sonucunda bu kimyasallarin C. elegans iizerine
etkilerini gosteren bir calismaya rastlanmamistir. Bu nedenle c¢alismamizda gidalarda ve kozmetik
sanayisinde koruyucu katki maddesi olarak kullanilan etil ve metil parabenlerin olasi genotoksik,
mutajenik ve sitotoksik etkileri bu test yontemi kullanilarak arastirilmistir.

2. MATERYAL METOD

Etil Paraben (E214)

Beyaz toz formunda bulunur.

Kimyasal adi: Etil p-hidroksibenzoat, Kimyasal Formiilii: HOCsHsCO2C2Hs
Kullanim Amaci: Koruyucu

Metil Paraben (E218)

Beyaz ve toz halindedir.

Kimyasal Adi: metil p-hidroksi benzoat. Kimyasal formiilii: CsHa(OH)CO.CHj3
Kullanim Amaci: Koruyucu

Deneylerimizde Cumhuriyet Universitesi T1p Fakiiltesi Parazitoloji boliimiinden temin edilen C. elegans
kullanilmistir. Deneyde kullandigimiz stoklar Biyoloji Boliimii Drosophila melanogaster odasinda
254+1°C’de karanlik kosullarda tutulmus, sadece ¢alisma esnasinda aydinlik ortama alinmigtir.

Nematod Besi Yeri (NGM) Hazirlamast
3 g NaCl, 2,5 g peptone ve 20 g agar, hassas terazide tartildiktan sonra iizerine 1 1t saf su eklenip

kaynama sicakligina gelene kadar magnetik karistiricida homojen bir sekilde karismasi saglandi. Daha
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sonra 120 °C 15dk otaklavlandi. Otaklavdan giktiktan sonra 55 °C ye kadar sogutuldu. Sogutulan
NGM’lere saplementleri olan 1 ml 1M MgSOs, 1 ml kolesterol, 1 ml 1M CaCl; ve 25 ml 1,5M KH,PO4
eklendi. Homojen bir sekilde karistirdiktan sonra hazirlanan NGM’ler 60 mm’lik petri kutularina
yaklasik olarak 10 ml dokiiliip, katilasmasi1 beklendi. Katilastiktan sonra NGM’nin ortasina yaklasik 400
ul E. coli OP50 susu eklendi. E. coli eklenen petri kutular1 yaklasik olarak 1-2 giin steril ortamda
kurutulmaya birakildi. Bakteri soliisyonu kuruyunca C. elegans’lar NGM’ye yerlestirildi. Agar kivamini
korumasi igin NGM’nin tamamen kurumamasina dikkat edildi.

E. coli’nin OP50 Susu I¢in TBX Agar Hazirlanmasi

9,125 g TBX (Tryptone Bile Glucuronide Agar) agar hassas terazide tartilip iizerine 250 ml saf
su eklendi, 125°C de 15 dk otaklavlandiktan sonra 55 °C ye sogutuldu. 60 mm lik her bir petri
icin 10 ml, 90 mm lik petri i¢in 15 ml dokiiliip katilasmasi beklendi. Katilastiktan sonra
kullanima hazir hale gelen TBXlere E. coli ekilip 37°C de 24 saat bekletildi.

E. coli OP50 Susunun Hazirlanmast

9,125 g Lauryl Sulfate Broth (LST) hassas terazide tartilip 250 ml saf su eklenip, 121 °C de 15 dk
otaklavlandi ve siire sonunda 37 °C ye sogutuldu. Sogutulan LST’ye, bir kolonilik E. coli ekilip 37 °C
de 24 saat etiivde bekletildi (24 saat sonra sivi bulamiklagir. Bulamiklik E. coli’nin iirediginin
gostergesidir). Bu sividan 400 ul alinip daha dnce hazirlamis oldugumuz NMG iizerine eklenir [30].

C. elegans’ larin Senkronizasyonu

1 g NaOH hassas terazide tartilip tizerine 5 ml saf su eklendi ve ¢ozdiirtildi. 1 ml sodyum hipoklorid ve
0,5 ml NaOH c¢ozeltisi santriifijj tiipline aktarildi. Daha 6nce hazirlamis oldugumuz NGM’lere saf su
yardimiyla pipetaj yapilarak yumurtalarin yikanmasi saglandi. Yapilan pipetaj sonunda yumurtalar
santriifiij tiiptine aktarilip, 3000 rpm’de 10 dk. santriifiij edildikten sonra siipernanat kismi atildi, kalan
kisim yeni NGM lere aktarildi. Bu yumurtalar senkronize olmus yavrulari olusturacaktir. Bunlar 3.
giiniin sonunda yetigkin forma gelince ¢alismada kullanildi

Etil Paraben ve Metil Parabenli NGM?’ lerin Hazirlanmasi

On calismalar sonucunda tespit edilen etil ve metil parabenin 1. dozu (200 ppm) tartimi yapilarak {izerine
100 ml NGM dokiildi. Isiticili manyetik karistiricidda maddenin homojenizasyonu saglandi. Diger
dozlarda (250 ppm, 300 ppm, 350 ppm ve 400 ppm) ayni islem tekrar edildi. Her dozdan 5 petri kutusu
hazirlandi. Hazirlanan NGM’ler petri kutularma yeteri kadar aktarildi. NGM katilagtiktan sonra LST’
de hazirlanan Escherichia coli OP50 susu NGM’ e eklenerek steril kabinde kurutuldu. Bu islem her etil
paraben ve metil paraben maddesi i¢in ayri ayri yapildi. Kontrol grubu kimyasallarla muamele
edilmemis ortamda yetistirildi.

Etil Paraben ve Metil Parabenin C. elegans’larda Yasam Siiresi Uzerine Etkileri

Yasam siiresi analizinde kullanilacak NGM’ler yukarda anlatildig1 gibi hazirlandi. Ancak yasam siiresi
analizi sliresince C. elegans’larin yumurta gelisimini dnlemek amactyla NGM hazirlama agsamasinda
fluorodeoxyuridine (FUDR) eklendi, Sekronizasyonu yapilmig C. elegans’lardan her bir petriye stero
mikroskop altinda steril 6ze yardimiyla 60°sar adet aktarildi. Biitiin petrilerdeki C. elegans’lar dlene
kadar her giin ayn1 saatte canli bireyler sayildi. Kontrol grubuyla karsilagtirildi. Calisma 3 kez tekrar
edildi [30].
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Etil Paraben ve Metil parabenin C. elegans’ larda Yumurta Verimi Uzerine Etkileri

Bu analizde i¢inde FUDR bulunmayan NGM ler kullanildi. Yumurta sayimi Koelle protokoliine [31]
gore yapildi. Buna gore bir petriye 25 adet iyi beslenen L4 evresindeki C. elegans aktarildi. 36 saat sonra
bunlarin 20 tanesi yeni bir petriye aktarildi. 20 °C’de tam 30 dakika bekletildikten sonra petriden
cikartildi 30 dakika sonunda 20x objektif ile yumurtalar sayildi. Sayarken petrinin tabanina klavuz
cizgileri (grid) cizildi. Petrilerdeki yumurta sayilar1 belirlendi. Bir giin sonra ¢atlamayan yumurtalar
tespit edilerek sayildi. Her glin aym saatte son yumurtadan birey ¢ikana kadar sayim yapildi.
Yumurtadan ¢ikma yiizdesi hesaplanarak kontrol grubuyla karsilastirilip, calisma 3 kez tekrar edildi

Parabenlerin C. elegans’ta Fiziksel Biiyiimeye Etkisi

Fiziksel biiylimenin kontrolii amaciyla, hazirlanan ve farkli dozlarda etil ve metil paraben iceren NGM’li
(icerisine flurodeoxyuridine eklenmemis) petrilere esit miktarda C. elegans yumurtas: ilave edildi.
Icerlerinde 90-100’er adet yumurta bulunan petriler, yumurtadan yavrularin ¢ikisi ve fiziksel
biiyiikliikleri agisindan her giin kontrol grubuyla karsilastirmali olarak incelendi.

Caligmalar 3 kez tekrar edilerek, ortalamalar belirlenip SPSS (SPSS 15.0) programu ile gruplar
arasindaki farklar istatistiksel olarak karsilastirildi. Degerlendirmeler Ortalama+Standart hata olarak
yapild.

3. BULGULAR

Bu arastirmada gida kozmetik ve ilag sanayinde koruyucu katki maddesi olarak kullanilan etil paraben
ve metil parabenin C. elegans’ta yasama siiresi, yumurta verimi ve biiylime lizerine olan etkileri
incelenmistir.

Yapilan LD50 calismalar1 sonucunda her iki maddenin 500 ppm’lik dozlarinin toksik etki gosterdigi
tespit edilmistir. Doz se¢iminde bu oran g6z oniinde bulundurularak 200, 250, 300, 350, 400 ppm’lik
dozlarla ¢alismanin gerceklestirilmesi uygun goriilmiistiir.

Etil ve Metil Parabenin Yasama Yiizdesi Uzerine Olan Etkileri

Kontrol grubu dahil olmak iizere tiim uygulama dozlarinda yer alan bireyler arasindaki yasama siiresi
farkinin istatistiksel olarak 6nemli olup olmadigi SPSS 15. Programi kullanilarak % 95 giiven araliginda
hesaplanmustir. Etil parabenin C. elegans’in yasam yiizdesine etkisine ait sonuglar Sekil 1 ve Cizelge
1’de gosterilmistir. Test sonuglarina gore kontrol grubu ile 350 ve 400 ppm’lik uygulama dozlar
arasinda anlaml bir farklilik vardir. Diger dozlar olan 200-250 ve 300 ppm i¢in bdyle bir farka
rastlanilmamistir. Dozlar kendi aralarinda karsilastirildiginda da yine ilk {i¢ doz arasinda anlamli bir
farkin olmadigi buna karsilik 350 ve 400 ppm ile aralarinda anlamli bir farkin oldugu gézlenmistir.
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Cizelge 1. Etil ve metil parabenin C. elegans’ta yasama yiizdesine olan etkisi.

Doz Birey sayisi Etil paraben* Metil paraben*
Yasama yiizdesi Yasama yiizdesi
ORT+SH* ORT+SH*
Kontrol 60 14,07+0,36 a 14,07+0,36 a
200 ppm 60 13,90+0,40 a 13,73+0,40 a
250 ppm 60 14,1240,36 a 14,13+0,35 a
300 ppm 60 13,85+0,36 a 13,83+0,38 a
350 ppm 60 10,87+0,30 b 10,85+0,34 b
400 ppm 60 9,60+0,31 b 9,60+0,28 b

*Aynt harfllerle gosterilen degerler 0,05 diizeyinde 6nemsizdir. ORT+SH: Ortalama+Standart hata

70 ~
60 -
50 -
E’ ===200 ppm
540 i e 250 ppm
530 . =i 300 ppm
/M =>=350 ppm
20 A =ie=400 ppm
10 - === Kontrol
0

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Giin

1 2 3 4 5

6 7 8

Sekil 1. Etil parabenin C. elegans 'ta yagsama yiizdesine olan etkisi.

Metil parabenin yasama yiizdesi {izerine olan etkileri ile ilgili yapilan degerlendirmelerde kontrol grubu
dahil olmak iizere, tiim uygulama dozlarinda yer alan bireyler arasindaki yasama siiresi farkliliginin
istatistiksel olarak 6nemli olup olmadig1r SPSS 15.0 Programu ile arastirilmistir. %95 giiven araliginda
elde edilen sonuglar Cizelge 1 ve Sekil 2’de goriilmektedir. 350 ve 400 ppm’lik gruplar hari¢ diger
uygulama gruplar ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark yoktur.
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70 -
60 -
- 30 - =gm==200 ppm
72
40 - e===250 ppm
2]
> == 300 ppm
30 - pp
E e=¢=350 ppm
20 A =400 ppm
10 A == Kontrol
0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Giin

Sekil 2. Metil parabenin C. elegans’ta yasama yiizdesine olan etkisi.

Etil ve Metil parabenin Yumurta Verimi Uzerine Olan Etkileri

Etil parabenin 200, 250, 300, 350 ve 400 ppm’lik dozlarinin C. elegans’ta yumurta verimi iizerine
etkilerini gosteren degerler Cizelge 2 ve Sekil 3’de gosterilmistir. Kontrol grubunda yumurtadan ¢ikan
yavrularin yiizdesi 98,9 iken bu oran doz artisina paralel olarak azalmistir. Istatistiksel degerlendirmeler
sonucunda kontrol ile diger tiim uygulama gruplar1 arasindaki farkin 6énemli oldugu belirlenmistir.
Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda da, istatistiksel olarak 6nemli farkliliklar bulunmustur.

Metil parabenin yumurta verimi iizerine olan etkileri incelendiginde elde edilen veriler Cizelge 2 ve
Sekil 3°de gosterilmistir. Kontrol grubunda %98,9’1uk bir oran séz konusu iken 400 ppm’lik dozda bu
oran %41,3’e gerilemistir. Kontrol grubu ile tim gruplar arasinda istatistiksel farkliliklarin oldugu
gozlenmistir. Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda tiim dozlarin istatistiksel olarak birbirinden
farkli oldugu belirlenmistir.

Cizelge 2. Etil ve metil parabenin yumurta verimi iizerine olan etkileri.

Doz Etil paraben* Metil paraben*
Kontrol 98,9 a 98,9 a
200 ppm 93,7b 94,7b
250 ppm 90,9 ¢ 90,0c
300 ppm 85,0d 86,1d
350 ppm 62,5e 63,1e
400 ppm 475 f 413 f

* Ayni harflerle gosterilen degerler 0,05 diizeyinde dnemsizdir.
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Sekil 3 Etil ve metil parabenin C. elegans’ta yamurta verimine olan etkisi.

Etil ve Metil Parabenin Fiziksel Biiyiime Uzerine Olan Etkileri

Etil ve metil parabenin fiziksel biiylime {izerine olan etkilerinin incelenmesi sonucunda elde edilen
veriler ve bu verilere gore hazirlanmis grafikler Cizelge 3 ve Sekil 4’de gosterilmistir. 3 giin stire ile 3X
objektifi ile boy Ol¢timleri yapilan C. elegans’larda her iki maddenin tiim dozlarinin kontrol grubuna
gore biliylimeyi baskiladigi gozlenmistir (Sekil 5-19). Ancak bu baskilamanin istatistiksel olarak bir
anlam1 bulunmamaktadir.

Cizelge 3. Etil ve metil parabenin C .elegans’ta fiziksel biiylimeye olan etkisi.

ppm 400 ppm

Doz Etil paraben* Metil paraben*
Kontrol 1,46 a 146a
20 ppm 1,43 a 1,40 a
250 ppm 131a 135a
300 ppm 1,28 a 1,30 a
350 ppm 1,16 a 1,22 a
400 ppm 101a 1,03a

* Ayni harflerle gosterilen degerler 0,05 diizeyinde 6nemsizdir.
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Sekil 4. Etil ve metil parabenin C. elegans’ta fiziksel biiytimeye olan etkisi.
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Kontrol Etil paraben Metil paraben

Sekil 5. Etil ve metil parabenin 200 ppm’lik dozunun uygulanmasi sonucu 1. Giin dlgiilen boy uzunluklar.
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Kontrol Etil paraben Metil paraben

Sekil 6. Etil ve metil parabenin 250 ppm’lik dozunun uygulanmasi sonucu 1. Giin 6l¢iilen boy uzunluklari.
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Kontrol Etil paraben Metil paraben

Sekil 7. Etil ve metil parabenin 300 ppm’lik dozunun uygulanmasi sonucu 1. Giin 6l¢iilen boy uzunluklari.
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Kontrol Etil paraben Metil paraben

Sekil 8. Etil ve metil parabenin 350 ppm’lik dozunun uygulanmasi sonucu 1. Giin 6lgiilen boy uzunluklari.
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Kontrol Etil paraben Metil paraben

Sekil 9. Etil ve metil parabenin 400 ppm’lik dozunun uygulanmasi sonucu 1. Giin 6lgiilen boy uzunluklari.
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Sekil 10. Etil ve metil parabenin 200 ppm’lik dozunun uygulanmasi sonucu 2. Giin 6l¢iilen boy uzunluklar.

1,00000mm 1.00000mm 37 1:00000mm

1.00000mm 1,00000mm 100000 mm

L=(524016mm TV

L =101980mm

Kontrol Etil paraben Metil paraben

Sekil 11. Etil ve metil parabenin 250 ppm’lik dozunun uygulanmasi sonucu 2. Giin 6lgiilen boy uzunluklari.
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Kontrol Etil paraben Metil paraben
Sekil 12. Etil ve metil parabenin 300 ppm’lik dozunun uygulanmasi sonucu

2. Giin 6l¢iilen boy uzunluklari.
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Sekil 13. Etil ve metil parabenin 350 ppm’lik dozunun uygulanmasi sonucu 2. Giin dl¢iilen boy uzunluklari.
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Sekil 14. Etil ve metil parabenin 400 ppm’lik dozunun uygulanmasi sonucu 2. Giin 6lgiilen boy uzunluklari.
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Kontrol Etil paraben Metil paraben

Sekil 15. Etil ve metil parabenin 200 ppm’lik dozunun uygulanmasi sonucu 3. Giin 6l¢iilen boy uzunluklart.
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Sekil 16. Etil ve metil parabenin 250 ppm’lik dozunun uygulanmasi sonucu 3. Giin dlgiilen boy uzunluklari.
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Kontrol Etil paraben Metil paraben

Sekil 17. Etil ve metil parabenin 300 ppm’lik dozunun uygulanmasi sonucu 3. Giin dlgiilen boy uzunluklar.

o L=, 54182mm
(500000mif [RE0C00MM (R60608 MM

1100000 GOt agganr41. S0 il 1,00080Hm
L=iga6Snm

A A ol

Kontrol Etil paraben Metil paraben

Sekil 18. Etil ve metil parabenin 350 ppm’lik dozunun uygulanmasi sonucu 3. Giin 6lgiilen boy uzunluklari.
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Sekil 19. Etil ve metil parabenin 400 ppm’lik dozunun uygulanmasi sonucu 3. Giin 6l¢iilen boy uzunluklart.

4. TARTISMA-SONUC

Gida, kozmetik ve ila¢ sanayinde kullanilan bir¢ok katki maddesinin toksik etkili olup olmadig: bilim
diinyasinda halen tartisilmaktadir. Gidalar ve kozmetik iiriinlerine eklenen maddelerin miktar1 ve buna
maruz kalan insanlarin sayisi géz Oniine alindiginda bu konunun 6nemi agik¢a anlagilmaktadir. Bu
nedenle bilim adamlan yillardir birgok katki maddesinin olasi klastojenik, mutajenik ve genotoksik
etkilerini in vivo ve in vitro test yontemleriyle belirlemeye ¢aligmaktadir.

Son yillarda ¢esitli kimyasal maddelerin insan genomunda mutasyonlara sebep olup olmadiklarinin
ortaya ¢ikarilmasinda, in vitro ortamda insan lenfosit kiiltiiriiyle yapilan kisa siireli genotoksisite
testlerinde kardes kromatid degisimi (KKD) ve mikroniikleus (MN) testleri ile in vivo ortamda
Drosophila melanogoster ile yapilan somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ancak yaptigimiz literatiir taramasi sonucunda bu kimyasallarin C. elegans iizerine
etkilerini gésteren bir ¢aligmaya rastlanmamustir. Bu nedenle ¢alismamizda gidalarda ve kozmetik
sanayisinde koruyucu katki maddesi olarak kullanilan etil ve metil parabenin olas1 genotoksik,
mutajenik ve sitotoksik etkileri in vivo test yontemi kullanilarak aragtirtlmigtir

Deneylerimizde elde ettigimiz verilere gore parabenlerin 350 ve 400 ppm’lik dozlarinin C. elegans
bireylerinde yasama yiizdesini kontrol grubuna nazaran diislirdiigii anlasilmistir. Diger gruplar arasinda
da kontrol grubuna nazaran degisimler olmasina karsilik bu oranlar istatistiksel olarak 6nemli
bulunmamustir (Cizelge 1).

Etil ve metil parabenin yumurta verimi iizerine etkileri incelendiginde ise, her iki madddenin de C.
elegans’ta toksik etki gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 2). Yine aynit maddelerin C. elegans bireylerinde
fiziksel bitylime iizerine olan etkilerini aragtirdigimizda, bu maddelerin bityiimede toksik etki gosterdigi,
ancak bu etkinin istatistiksel olarak 6nemli olmadig1 gézlenmistir (Cizelge 3).

Elde ettigimiz sonuglar 1s181nda, etil ve metil parabenin 350 ve 400 ppm’lik dozlarimin yagama siiresi
iizerine olan olumsuz etkisinin genotoksik etki degil, farkli toksik etkiler meydana getiren mekanizmalar
sonucunda oldugunu diigsiinmekteyiz. Soni ve ark. [32] tarafindan yapilan bir aragtirmada, parabenlerin
toksik etki mekanizmasinin, oksidatif fosforilasyon sonucu meydana gelen mitokondriyal
depolarizasyon ve ATP enerjisinin hizla tiikkenmesiyle membran gecirgenligindeki degisikliklerin ortaya
cikardigi etkiler sonucu oldugu agiklanmistir. Bununla birlikte, propil paraben, metil paraben,
fenoksietanol, benzil alkol ve etil heksil gliserinin apoptotik, nekrotik, ve genotoksik etkilerinin insan
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deri fibroblast hiicrelerinde in vitro olarak arastirildigi ¢alisma sonucunda, bu maddelerin hiicreleri
apoptoza ve nekroza sokarak benzer sitotoksik etkiler gosterdikleri bildirilmistir [33].

Gtinliik olarak cesitli gida maddeleri ile birlikte alinan parabenlerin giivenirliklerinin degerlendirilmesi
amaciyla, degisik zamanlarda Avrupa Birligi’nin yetkili kurumlan tarafindan risk degerlendirmeleri
yapilmaktadir. Avrupa komisyonu Gida Maddeleri Bilimsel Komitesi’nin (The Scientific Commitee on
Food=SCF) 1994 yilinda yapmis oldugu risk degerlendirmesinde, in vitro ve in vivo mutajenite testleri
ile etil, metil, propil, ve biiti Iparabenin genotoksik etki gostermedigi bildirilmistir. Ancak kesin olarak
ispatlanmamis olmasina ragmen, Ozellikle biitil paraben ve propil parabenin fetiis iizerinde bazi
anomalilere yol actiklar1 ve bu nedenle teratojenite calismalarinin yenilenmesine ihtiya¢ oldugu
bildirilmistir.

1984 yilinda yapilan bir ¢aligmada parabenlerin 13,000 {izerinde kozmetik iirlin iginde bulundugunu
gostermistir [34]. Giliniimiizde kisisel bakim ve kozmetik iiriin ¢esitililiginin ne kadar arttig1 géz 6niine
almirsa, paraben igeren iriinlerin ne kadar yayginlasmis oldugunu tahmin etmek zor olmaz. Paraben
iceren Uriin gruplart arasinda bulunan kozmetikler (fondoten, pudra, goz fari, maskara, makyaj
temizliyiciler, ruj, cabuk kuruyan ojeler) ve kisisel bakim tirtinleri (losyon ve kremler, dis macunu,
sampuanlar, sa¢ bakim malzemeleri, giines yaglari, cilt temizleyiciler ve tonikler, terlemeyi onleyici
deodorantlar) ne kadar genis bir yelpazeyle parabenlere maruz kaldigimizi gostermektedir.

Yapilan aragtirmalar, bir yetiskinin her giin yaklasik 8 kozmetik iirlinlinii viicut temizligi ve cilt bakimi
icin kullandigin1 gdstermistir. Cildimiz viicudumuzun %60’ 1m1 olusturan en biiyiikk organimizdir.
Kozmetik tiriinlerde bulunan bazi kimyasallarin deri tarafindan hizli emilimi géz 6niine alindiginda, bu
iirtinleri kullanan insanlarda bag donmesi, ekzema, deri iritasyonlari, alerji vb. gibi bagisiklik sistemiyle
iligkili semptomlara yol acabilmesi yadsinmamalidir. Her gecen giin kimyasal igerikli iirlinlerden
etkilenen insanlarin sayisinda artma goriilmesi, 6rnek olarak 2011 yilinda yayinlanan bir ¢aligmaya
katilan yiizlerce hamile kadinin tiimiiniin kan 6rneklerinde 163 zararli kimyasalin bulunmus olmasi [35]
ayrica dikkate alinmas1 gereken bir konudur.

Parabenlerin cilde niifuz edebildigi ve sistematik olarak emilebildigi, dolayisiyla insan doku, kan ve
idrarlarinda parabenlerin bulunabildigi hem in vitro hem dein vivo bir¢ok bilimsel ¢alisma ile
gdsterilmistir. Ornegin, parabenleri igeren kremin cilde siiriilmesinden 8 saat sonra metilparaben %60,
etilparaben %40, ve propilparaben %20 oraninda cilt yapisinda bulunmustur [36]. Norveg’te yapilan
caligmaya gore, 332 kadinin kan drneklerinde metilparaben 63% (ortalama 9.4 ng/ml), etilparaben 22%
(ortalama < 3 ng/ml) ve propilparaben 29% (ortalama < 2 ng/ml) oranlarinda tespit edilmistir. Bu
konsantrasyonlar istasistiksel olarak cilt losyonu kullanimiyla iligkilendirilmis, parabenlerin viicutta
kisa-zamanli Omiirlerine ragmen paraben iceren losyon, krem veya benzeri tiriinlerin sik kullanim
durumunda kadinlarda yiiksek konsantrasyon ve kalici oranlarda parabenler tesbit edilmistir [37].
Yetigkin ve ergenlik cagindaki kadinlardan alinan idrar tahlili 6rneklerinde metil ve propil paraben
miktarlarinin erkeklere gore ¢cok daha yiiksek olmasi, bu maddeleri igeren kisisel bakim {irlinlerinin
kadinlar tarafindan daha ¢ok kullanilmasina baglanmistir [38]. Kozmetik iiriin ve formiillerinde
bulunabilen parabenlerin deriyle etkilesimi nedeniyle bir¢ok kontakt dermatit vakasina, yani deriye
dogrudan temas etmesi sonucu ortaya ¢ikan inflamatuar reaksiyona neden olabildigi tespit edilmistir ve
bilimsel ¢aligmalarda bildirilmistir. Baz1 kisilerde allerjik (immiinolojik; bagisiklik sistemi tarafindan
regiile edilen) kontakt dermatit olusumuna neden olabilmektedir. Her ne kadar parabenler zayif yapil
allerjenler olarak tanimlansalar da, parabene hassas veya hasar gormiis cilde sahip kisilerde allerjik
kontakt dermatit daha ¢ok goriilebilmektedir [39-45].
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Parabenler kimyasal yapilarindan dolay1 Ostrojenik karaktere, yani Ostrojen gibi “dogal steroid”
hormonlarin: taklit edebilme yetenegine sahiptirler [46]. Ostrojenik kimyasallar ayrica endokrin bozucu
kimyasallar olarak tanimlanmaktadir. Bu tiir hormon bozucu kimyasal maddeler, maruz kalan kisinin
hormonal dengesini bozabilen ve hatta bagisiklik sistemini etkileyebilen maddelerdir. Amerikan
Cevresel Koruma Orgiitii (Environmental Protection Agency, EPA) “Pharmaceuticals and Personal Care
Products in the Environment: Agents of Subtle Change?” adli raporunda parabenlerin Ostrojenik etkisi
oldugunu bildirmistir.

Hayvanlar ile yapilan deneysel calismalar paraben ve metabolitlerinin endokrin bozucu etkilerinin
olabilecegini gostermistir [47-49]. Ostrojenik karaktere sahip isobutilparaben gebelik déneminde
siganlara verilmis, dogan yavrularin yetiskinlikte sosyal tanima ve 6grenme yeteneklerinin azaldig
gozlenmistir. Ozetle, gebelik siireci igerisinde deneklerin isobutilparabene maruz kalmasi insanlarda
goriilen otistik bozukluklara benzer sosyal etkilesime ve iletisime zarar veren rahatsizliga neden
olabilmektedir [15, 50]. Ayrica gebelik doneminde annelerin parabenlere maruz kalmasi sonucunda
yavrularin yetigkinlik déneminde rahimlerinin Ostrojene hassasiyetinin arttig1 gozlenmistir. Ergenlik
doneminde farelere yiiksek dozda metil- ve isopropilparaben verilmesi, menstriasyon déneminin
kisalmasina, yumurtalik, tiroid ve bdbrekiistii bezlerinin, karaciger ve bobrek agirliklarinin azalmasina
ve lireme organlarinda histopatolojik bozukluklara neden olmustur [23].

Parabenlerin sadece kadinlari etkilemedigi, ayrica erkeklerde de iireme problemlerine yol agtii
gosterilmistir. Parabenlerin hormonlar: taklit edebilme 6zelligi, erkek tireme fonksiyonlarini negatif
sekilde etkilemekte, Avrupa Birligi kanunlari tarafindan giinliik kabul edilebilir dozlarda dahi sperm
tiretimini azaltabilmektedir [26, 27]. 2010-2011 seneleri i¢inde yapilan bilimsel ¢alismalarda
parabenlerin sadece hiicresel diizeyde degil, genetik yap1 taslarimiz olan DNA diizeyinde de etkisini
gosterdigi bulunmustur [9, 51, 52].

Bu c¢aligmalara ek olarak, meme kanseri hastalarinin sayisinin gittik¢e artmasi ve aragtirmalarda meme
dokusunda [53] az bile olsa parabenlerin bulunmus olmasi dikkate alinmasi gereken hususlardir.
2012’de yayinlanan bir ¢aligmada 40 hastadan alinan 160 meme kanser doku 6rneginde ortalama total
paraben degeri 85.5 ng/gram olarak bulunmus, yiiksek oranlarda propil paraben ve metil paraben, daha
diisiik oranlarda ise butil paraben, etil paraben ve isobutil paraben tesbit edilmistir [54]. Her ne kadar
arastirmada paraben iceren kol alt1 kozmetigi kullaniminin meme kanseri 6rnekleri ile iligkisi sorgulansa
da, calismada ilging bir nokta ise 40 hastadan 7’sinin hi¢ bir sekilde kol alt1 kozmetigi kullanmamig
olmasidir. Bu dikkate alinmasi gereken bulgu, 7 hastanin baska kaynaklardan parabenlere maruz
kaldigimi diisiindiirmektedir.

Parabenlerin, zayifta olsa Ostrojenik etkisiyle MCF-7 insan meme kanser hiicrelerinin biiylimesini
arttirict 6zelligi [7, 46, 55], bazi arastirmacilar tarafindan parabenlerin meme kanseri tetikleyici
kimyasallar olarak tanimlamalarina neden olmustur. Diger arastirmacilar ise Ostrojenik etkinin ¢ok zayif
olmasindan dolay1 sorun agmayacagini 6ne siirmektedirler [56]. Her ne kadar insanlar tizerinde yapilmig
kisith galismalar parabenlerin kanserle direkt iliskisini agik sekilde gostermediyse de, eldeki bulgular
bu kimyasallara temkinli yaklasilmasin1 ve daha kapsamli detayli yeni arastirmalarin yapilmasi
gerektigini isaret etmektedir.

Cilt emiliminden sonra parabenler, paraben ve metabolitleri olarak idrar ile atilir [57]. Parabenler

viicuttan hizla atilsa da, bu maddelerin varligi su iceren ekosistemlerde (gol, dere) [58, 59], kanalizasyon
sularinda, giinliik ve tarimda kullanilan sularda tespit edilmistir. Bu sekilde, viicudumuzdan attigimizi
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diisiindiigiimiiz kimyasallar yine gevresel etkenlerle geri donebilmekte, siirekli bir dongii iginde bizi
etkileyebilmektedirler [60].

Gelecekte yapilacak calismalar, parabenlerin hormonal agidan hassas dokularda ne oranlarda biriktigine
ve gosterdikleri dstrojenik aktivitenin dstrojen kaynakli genel ¢evre problemlerine (6rnek: suda yasayan
organizmalarda iireme ve gelisim bozukluklar1 gibi) ne oranda katkida bulunduklar1 konularina
yogunlagmalidir.

2009 yilinda Danimarka Cevre Koruma Ajansi, 2 yasindaki ¢ocuklarin endokrin bozucu maddelere
maruz kalmasi hakkinda yaptiklari detayli calismada losyon ve giines koruyucu iiriinlerin i¢inde bulunan
propil ve butilparabenlerin kiiciik ¢ocuklarin gelisimini tehdit edebilecegi sonucuna vardi. Kii¢lik
yastaki c¢ocuklar ve yeni dogan donemi, organizmanin endokrin bozucu kimyasallara karsi en
savunmasiz oldugu donemlerdendir. Bu gelisim siirecinde bu tiir kimyasallara maruz kalinmasi
durumunda ¢ocuklarin organ gelisimi ve 6zellikle {ireme ve bagisiklik (immiin) sistemi lizerindeki uzun
donemli etkileri heniiz bilinmemektedir. Bu nedenle Danimarka, 6zellikle propil- ve butilparabenin
bebek ve 3 yas alt1 cocuklar i¢in iiretilen kozmetik iiriinlerinde kullanilmasini 15 Mart 2011 tarihinden
itibaren yasaklamistir. Danimarka, Avrupa Komisyonunda benzer bir yasagi baglatmayi ve iiye tilkelerin
bu yasagi desteklemesini siddetle tavsiye etmektedir. Bunun yani sira Fransa parabenlerin kozmetik
iirlinlerde kullaniminin yasaklanmasi i¢in ¢aligmalar yapmaktadir.

Her ne kadar su anda parabenler hakkinda Amerika’da bir yasak olmasa da, belli bash iireticiler
misterilerin yogun talepleri dogrultusunda parabenlerden uzaklasmaya ve parabensiz koruyucular
kullanmaya yonelmektedirler. Uluslararas1 sertifikalandirma kuruluglart ECOCERT ve CosmeBio,
kozmetiklerde paraben kullanilmasi durumunda organik iiriin sertifikas1 vermemektedir.

Aubert ve ark. [61] nin Sprague-Dawley siganlari ile yaptiklari ¢alisma sonucunda metil, propil ve biitil
parabenin memeli organizmalar {izerinde zararli bir etki verecek oranda plazmada birikmedigi,
emilimlerinin ¢ok iyi oldugu ve tamamen zararsiz kii¢ilk metabolitlere parcalandiklar1 sonucuna
varilmistir. Calismamizda elde ettigimiz veriler 1s18inda, parabenlerin genotoksik etki gostermemesinin
nedenlerinden birinin de yukardaki ¢alismada belirtildigi gibi uyguladigimiz parabenlerin C.elegans’in
sindirim sistemi tarafindan kolayca emilimlerinin gergeklestirilip zararsiz kiiciik metabolitlere
parcalanmalar1 ve organizmadan biriktirilmeden disar1 atilmalari oldugunu diisiinmekteyiz.

Ayar ve Uysal [62] tarafindan yapilan ¢alismada baz1 parabenlerin genotoksik etkileri in vivo ve in vitro
sartlarda kisa stireli test teknikleri ile arastirilmustir. In vivo galisma sonunda kullanilan tiim parabenlerin
genotoksik etki gostermedigi ancak toksik etki gosterdigi belirlenmistir. Calismanin in vitro béliimiinde
ise caligilan tiim parabenlerin kardes kromatid degisimi ve mikroniikleus frekansini artirdig1 ancak bu
artisgin istatistiksel olarak onemli olmadigr sonucuna varilmistir. Buna karsilik biitilparaben ve
propilparabenin yiiksek konsantrasyonlarda sitotoksik etki gosterdigi, bunun da istatistiksel olarak
onemli oldugu bildirilmistir.

Bu calismayla gida ilag ve kozmetik sanayiinde sikg¢a kullanilan koruyucu katki maddelerinden
parabenlerin belirtilen dozlarda kullanildiginda, genotoksik etki gostermedigi ancak yiiksek
konsantrasyonlarda toksik etki gosterebilecegi belirlenmistir. Her ne kadar parabenlerin dstrojenik etkisi
oOstrojenin binde biri ile 10 milyonda biri ve cilt tarafindan en ¢ok emildigi gésterilen metilparabenin
etkinligi dogal Gstrojen etkinliginin 2 milyon 500 binde biri kadar olarak gosterilse de, giinde en az 8
degisik cesit kozmetik iiriinle direkt ve ek olarak cevresel etkenlerle dolayl olarak kisilerin bu tiir
kimyasallara cogalarak artan bir etkilesimle maruz kalabilecekleri olasilig1 dikkate alinmalidir. Ozetle
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biitiin bu bilgiler, parabenler konusuna her kimyasalda oldugu gibi ihtiyat ile yaklasmay1 ve en son
bilimsel ¢alismalar 15181nda karar vermemiz gerektigini gostermektedir.

TesekKkiir

Yazarlar galisma siirecindeki tiim yardimlarmdan dolayr Uzman Vet. Hekim Dr. Necati OZPINAR’a
tesekkiirlerini sunarlar. Bu calisma CUBAP F-414 nolu Yiiksek Lisans Projesi destegiyle
gergeklestirilmigtir.

KAYNAKLAR

1.
2.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Caglar A.B. ve S Secil (2014). Kozmetolojide Toksisite Sorunu Turk J Dermatol 4, 248-51.
Andersen F.A. (2008). Final amended report on the safety assessment of methylparaben,
ethylparaben, propylparaben, isopropylparaben, butylparaben, isobutylparaben, and benzylparaben
as used in cosmetic products. International Jurnal of Toxicology, 27,1-82

ei G.U. (2009). Toxicity and estrogen effects of mthy paraben on Drophosila melanagoster. Food
Science , 30 (1), 252-254.

Sox T.E. (1997). Mechanisms of action of cosmetic preservatives. In: Braman, D.K (Ed.), Cosmetic
Microbiolgy: A Proactical Handbook. CRC Press LLC,Boca Roton, pp. 163-167.

Nguyen T., Clare B., Gvo W. and Martinac B. (2005). The effects of parabens on the mechano
sensitive channels of E. coli. Eurpean Biophysical Journal. 34, 389-395.

Freese E., Shev C.W. and Galliers E. (1973). Function of lipophilic acids as antimikrobial food
additives. Nature, 241, 321-325.

Byford J.R., Shaw L.E., Drew M.G.B., Pope G.S., Saver M.J. and Darbre P.D. (2002). Oestrogenic
activity of parabens in MCF7 human breast cancer cells. The Journal of Steroid biochemistry and
Molecular Biology, 80, 49-60.

Darbre P.D., and Harvey P.W. (2008). Paraben esters: Review of recent studies of endocrine
toxicity, absorption, esterase and human exposure, and discussion of potential human health risks.
Journal of Applied Toxicology, 28, 561-578.

Martin J.M., Peropadre A., Herrero O., Freire P.F., Labrador V. and Hazen M.J. (2010). Oxidative
DNA damage contributes to the toxic activity of propylparabenin mammalian cells. Muttation
Research, 702, 86-91.

Xiayun Y., Amber M.B., John A.R., Larry L.N. and Antonia M.C. (2006). Parabens as urinary
biomarkers of exposure in humans. Environmental Health Perspectives, 114 (12), 1843-1846.
Leung K., Johannsson G., Leong G.M. and Ho K.K.Y. (2004). Estrogen regulation of growth
hormone action. Endocrine Reviews,25, 693-721.

Kahlert S., Neudling S., van Eickels M., Vetter H., Meyer R. and Grohe C. (2000). Estrogen
receptor rapidly actiates the 1G-1 receptor pathway. Journal of Biological Chemistry, 275, 1847-
1843.

Lemini C., Silva G., Timessi C., Lugue D., Valverse A., Gonzalez-Martinez M., Hernandez A.,
Rubio-Poo C., Chavez Lara B. and Valenzuela F. (1997). Estrogenic effects of p-hydoroxybenzoic
acit in CD1 mice. Environmental Research, 75, 130-134.

Routledge E.J., Parker J., Odum J., Ashby J. and Sumpter J. (1998). Some alkyl hydroxyl benzoate
preservatives (paranbens) are estrogenic. Toxicology and Applied Pharmacology, 153, 12-19.
Kawaguchi M., Morohoski K., Masuda J., Watanabe G., Morita M., Imai H., Taya K. and Himi T.
(2009). Maternal isobutyl-paraben exposure decreases the plasma corticosterone level in dams and
sensitivity to estrogen in famele offspring rats. Journal of Veterinary Medical science, 71 (8), 1027-
1033.

Lemini C., Hernandez A., Jaimez R., Franco Y., Avila M.E. and Castell A.(2004). Morphometric
analysis of mice uteri treated with the presarvatives methyl, ethyl, propyl and buthylparaben.
Toxicology and Industrial Health, 20 123-132.

Darbre P.D., Byford J. R., Shaw L. E., Hall S., Coldham N.G., Pope G. S. and Saver M. J. (2003).
Oestogenic activity of benzylparaben. Journal of Applied Toxicology, 23, 43-51.

Darbre P.D., Byford J.R., Shaw L.E., Horton R.A., Pope G.S. and Saver M.J. (2002).0estrogenic
activityof isobutylparaben in vitro and in vivo.Journal of Applied Toxicology, 22, 219-226.

388



19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.
26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

PIRINC, TURKOGLU

Pedersen K.L., Pederson S.N., Christiansen L.B., Korsgaard M. and Bjerregaard P. (2000). The
preservatives ethyl-, propyl- and buthylparaben are oestrogenic in an in vivo fish
assay.Pharmacology & toxicology, 86,110-113.

Shaw J. and De Catanzaro D. (2009). Estrogenicty of parabens revisited: impact of parabens on
early pregnancy and an uterotrophic assay in mice. Reproductive Toxicology, 28, 26-31.

Van Meewen J.A., Van Son O., Piersma A. H., de Jong P.C. and Van Den Berg M. (2008).
Aromatese Inhibiting and combined etrogenic effectsof other additives in cosmetics. Toxicology
and Applied Pharmacology, 230,372-38219.

Vo T.T. and Jeung E.B. (2009). An evaluation of astrogenic activity of parabens using uterine
calbindin-D9k gene in an immature rat model. Toxicological Science, 112 (1), 68-77.

Vo T.T., Yoo Y.M,, Choi K.C. and Jeung E.B. (2010). Potential estrogenic effect(s) of parabens at
the prepubertal stage of a postnatal female rant model. Reproductive Toxicology, 29 (3), 306-316.
Witorsch R.J. and Thomas J.A. (2010). Personal care products and endocrine disprution: a critical
review of the literatiire. Critical Reviews in Toxicology, 40 (3), 1-30.

Scialli A.R. (2011). Reproductive effects of the parabens. Reproductive Toxicology, 32, 138-140.
Oishi S. (2001). Effect of butylparaben on the malereproduvtive systemin rats . Toxicology and
Industrial Health, 17, 31-39.

Oishi S. (2002). Effects of propylparaben on the male reproductive system. Food and Chemical
Toxicology. 40, 1807-1813.

Hoberman A.M., Schrevr D.K., Leazer T., Daston G.P., Carthew P., Re T., Laretz L. and Mann P.
(2008). Lack of effcet of butylparaben and metyhlparaben on the reproductive system in male rats.
Birth Defects Research Part B: Devolopmental and Reproductive Toxicology, 83 (2), 123-133.
Hertweck M., Hoppe T., Baumeister R. (2003). C. elegans, a model for agind with high-troughput
capacity. Exp. Gerontol. 38 (3): 345-346.

Sutphin G.L., Kaeberlein M. (2009). Measuring Caenorhabditis elegans life span on solid media,
JIOVE. 27. http://lwww.jove.com/index/details.stp?id=1152, doi: 10.3791/1152.

Koelle M. (2005). Quantitation of constitutive egg-laying Ref:
(http://www.wormbook.org/chapters/www_behavior/behavior.html#sec9). Yale University, New
Haven, CT, USA.

Soni M.G., Burdock G.A., Tsylor S.L. ve Greenberg N.A. (2001). Safety assessment of
propylparaben: a review of the published literarture. Food and Chemical Toxicolgy, 39, 513-532.
de Carvallho C.M., Menezes P.F.C, Letenski G.C., Praes C.E.O., Feferman I.H.S. ve Lorencini M.
(2012). InVitroinduction of apoptosis, necrosis and genotoxicity by cosmetic presarvative:
application of flow cytometry as a comlementary analysis by NRU. International Journal of
Cosmetic Science, 34, 176-182.

Elder R.R.L (1984). Final report on the safety assessment of metilparaben, etilparaben,
propilaraben and butilparaben. Journal of the American College of Toxicology, 3, 147-209.
Woodruff T.J., Zota A.R., Schwartz J.M. (2011). Environmental chemicals in pregnant women in
the United States: NHANES 2003-2004. Environ Health Perspect, 119:878-885.

Pedersen S., Marra F., Nicoli S., Santi P. (2007). In vitro skin permeation and retention of parabens
from cosmetic formulations. Int J Cosmet Sci., 29:361-367.

Sandanger T.M., Huber S., Moe M.K., Braathen T., Leknes H., Lund E. (2011). Plasma
concentrations of parabens in postmenopausal women and self-reported use of personal care
products: the NOWAC postgenome study. J Expo Sci Environ Epidemiol., 21:595-600.

Calafat A. M., Ye X., Wong L. Y., Bishop A. M., Needham L. L. (2011). Urinary concentrations
of four parabens in the U.S. population: NHANES 2005-2006. Environ Health Perspect, 118, 679-
685.

Schnuch A., Geier J., Uter W., Frosch P. J. (1998). Patch testing with preservatives, antimicrobials
and industrial biocides. Results from a multicentre study. Br J Dermatol, 138:467-476.

Marks J. G., Belsito D. V., DeLeo V. A., Fowler J. F., Jr., Fransway A. F., Maibach H. I., Mathias
C. G, Nethercott J.R, Rietschel R.L., Sherertz E.F., Storrs F.J., Taylor J.S. (1998). North American
Contact Dermatitis Group patch test results for the detection of delayed-type hypersensitivity to
topical allergens. J Am Acad Dermatol, 38, 911-918.

389



41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

o4.

95.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

Etil Paraben ve Metil Parabenin Caenorhabditis Elegans’ta

Dastychova E., Necas M., Vasku V. (2008). Contact hypersensitivity to selected excipients of
dermatological topical preparations and cosmetics in patients with chronic eczema. Acta
Dermatovenerol Alp Panonica Adriat, 17, 61-68.

Sanchez-Perez J., Diez M.B., Perez A.A., Jimenez Y.D., Diez G. (2006). Allergic and systemic
contact dermatitis to metilparaben. Contact Dermatitis, 54, 117-118.

Mowad C.M. (2000). Allergic contact dermatitis caused by parabens: 2 case reports and a review.
Am J Contact Dermat, 11, 53-56.

Simpson J.R. (1978). Dermatitis due to parabens in cosmetic creams. Contact Dermatitis, 5,311-
312.

Fisher A.A. (1979). Paraben dermatitis due to a new medicated bandage: the ‘paraben paradox.
Contact Dermatitis, 5, 273-274.

Okubo T., Yokoyama Y., Kano K., Kano I. (2001). ER-dependent estrogenic activity of parabens
assessed by proliferation of human breast cancer MCF-7 cells and expression of ERalpha and PR.
Food Chem Toxicol, 39, 1225-1232.

Boberg J., Taxvig C., Christiansen S., Hass U. (2010). Possible endocrine disrupting effects of
parabens and their metabolites. Reprod Toxicol, 30, 301-312.

Kang K.S., Cho S.D., Lee Y.S. (2002). Additive estrogenic activities of the binary mixtures of four
estrogenic chemicals in recombinant yeast expressing human estrogen receptor. J Vet Sci, 3, 1-5.
Kawaguchi M., Morohoshi K., Imai H., Morita M., Kato N., Himi T. (2010). Maternal exposure to
isobutil-paraben impairs social recognition in adult female rats. Exp Anim, 59, 631-635.
Kawaguchi M., Irie K., Morohoshi K., Watanabe G., Taya K., Morita M., Kondo Y., Imai H., Himi
T. (2009). Maternal isobutil-paraben exposure alters anxiety and passive avoidance test
performance in adult male rats. Neurosci Res, 65, 136-140.

Meeker J.D., Yang T., Ye X, Calafat A.M., Hauser R. (2011). Urinary concentrations of parabens
and serum hormone levels, semen quality parameters, and sperm DNA damage. Environ Health
Perspect, 119, 252-257.

Park C.J., Nah W.H., Lee J.E., Oh Y.S., Gye M.C. (2011). Butil paraben-induced changes in DNA
metilation in rat epididymal spermatozoa. Andrologia.

Darbre P.D., Aljarrah A., Miller W.R., Coldham N.G., Sauer M.J., Pope G.S. (2004).
Concentrations of parabens in human breast tumours. J Appl Toxicol, 24, 5-13.

Barr L., Metaxas G., Harbach C.A., Savoy L.A., Darbre P.D. (2012). Measurement of paraben
concentrations in human breast tissue at serial locations across the breast from axilla to sternum. J.
Appl. Toxicol.

Pugazhendhi D., Sadler AJ., Darbre P.D. (2007). Comparison of the global gene expression
profiles produced by metilparaben, n-butilparaben and 17beta-oestradiol in MCF7 human breast
cancer cells. J. Appl. Toxicol., 27, 67-77.

Witorsch R.J., Thomas J.A. (2010). Personal care products and endocrine disruption: A critical
review of the literature. Crit Rev Toxicol., 40 Suppl 3, 1-30.

Janjua N.R., Frederiksen H., Skakkebaek N.E., Wulf H.C., Andersson A.M. (2008). Urinary
excretion of phthalates and paraben after repeated whole-body topical application in humans. Int.
J. Androl., 31, 118-130.

Yamamoto H., Tamura |., Hirata Y., Kato J., Kagota K., Katsuki S., Yamamoto A., Kagami Y.,
Tatarazako N. (2011). Aquatic toxicity and ecological risk assessment of seven parabens:
Individual and additive approach. Sci. Total Environ., 410-411, 102-111.

Brausch J.M., Rand G.M. (2012). A review of personal care products in the aquatic environment:
environmental concentrations and toxicity. Chemosphere, 82, 1518-1532.

Bedoux G., Roig B., Thomas O., Dupont V., Le Bot B. (2012). Occurrence and toxicity of
antimicrobial triclosan and by-products in the environment. Environ Sci Pollut Res Int.

Aubert N., Ameller T. and Legrant, 1.J. (2012). Systemic exposure to paraben: pharmacokinetics,
tissue distribution, excretion balance and plasma metabolites of [14C]-methyl-propyl-and
butylparaben in rats after oral, topical or subcutaneous admin is tration. Food and Chemical
Toxicology, 50 (3-4), 445-454.

Ayar A., Uysal H. (2013). Genotoxic and safety assessment of 2 parabens in somatic cells
of in vivo Drosophila melanogaster. Turk. J. Biol. 37, 683-688.

390



