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Endokrin bozucu aktiviteye sahip oldugu bilinen propil paraben ve metil paraben, bir¢ok
farmasotik, gida ve kozmetik {iriinde koruyucu olarak kullanilan kimyasallardir. Bu
iirlinlerde genellikle metil paraben ve propil parabenin birlikte karisim halinde kullanimi
tercih edilmektedir. Bu nedenle, giinliik hayatimizda endokrin bozucu etkileri oldugu
bilinen parabenlere sik sik maruz kalmaktayiz. Bu ¢aligmanin amaci, metil paraben ve
propil paraben karisiminin endokrin bozucu etkisini hipofiz-adrenal eksen iizerinde

arastirmaktir.

Calismada 2 kontrol (yag kontrol ve pozitif kontrol 50 mg/kg/giin BPA (Bisfenol A)) ve
3 doz uygulama (10, 100 ve 500 mg/kg/giin) olmak {izere 5 deney grubu tasarlanmistir.
Metil paraben ve propil paraben 1:1 oraninda karistirilarak 42 giinliik erkek siganlara 30

giin boyunca oral gavaj yontemi ile uygulanmistir.

Deney sonunda kalpten elde edilen kan oOrneklerinden tam kan analizi, serum
orneklerinden ise hormon (ACTH (adrenokortikotropik hormon), kortizol, aldosteron,
androstenedion, DHT (dihidrotestosteron)) ve biyokimya analizleri (ALT (alanine
aminotransferaz), AST (aspartat aminotransferaz), albumin, trigliserit, kreatinin, {ire,
glikoz) yapilmistir. Histopatolojik etkiler hipofiz bezi, adrenal bezler ve toksik

maddelerin metabolizmasinda 6nemli rol oynayan karaciger ve bdbrek dokularinda,
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CYP11B1 (11 R Hidroksilaz) ve CYP11B2 (aldosteron sentaz) enzimlerinin
immiinohistokimyasal boyamalari ise adrenal dokusunda yapilmistir. Artan kortizol ve
aldosteron hormon seviyelerine paralel olarak iki enziminde BPA (50 mg/kg/giin) pozitif
kontrol grubu ve 100 mg/kg/giin metil paraben+propil paraben doz grubunda yag kontrol

grubuna gore istatistiksel olarak anlamli arttig1 tespit edilmistir.

Histopatolojik bulgularda, dokularda dejenerasyon, konjesyon ve 6dem tespit edilmis
olup serum kortizol, aldosteron, adrenokortikotropik hormon ve androstenedion diizeyleri
100 mg/kg/giin metil paraben+propil paraben, 50 mg/kg/giin BPA; serum
dihidrotestosteron hormon seviyeleri 10 mg/kg/giin metil+propil paraben, 500 mg/kg/giin
metil paraben+propil paraben, 50 mg/kg/giin BPA ve serum trigliserit diizeyleri 100
mg/kg/glin metil paraben+propil paraben; serum glikoz seviyeleri 50 mg/kg/giin BPA,
100 mg/kg/giin metil paraben+propil paraben; serum AST degerleri 50 mg/kg/glin BPA,
10-500 mg/kg/giin metil paraben+propil paraben gruplarinda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli arttig1 tespit edilmistir. Serum iire seviyelerinin 10 mg/kg/giin
metil paraben+propil paraben, serum albiimin degerlerinin ise tiim deney gruplarinda
anlamli olarak azaldig tespit edilmistir. CYP11B1 ve CYP11B2 enzimlerinin incelendigi
immiinohistokimyasal boyamalarda sirasiyla artan kortizol ve aldosteron seviyesine bagl
olarak CYP11B1 ve CYP11B2 enzimlerin de arttig1 tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar
propil paraben ve metil parabenin birlikte etkisinin HPA (Hipolamik-Hipofiz-Adrenal
Ekseni) ekseni hormonal aktivitesi ve incelenen karaciger, bobrek, adrenal ve hipofiz

dokulari iizerinde negatif etkiye neden oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Propil paraben, metil paraben, endokrin bozucular, erkek sican



ABSTRACT

INVESTIGATION OF COMBINE EFFECTS OF PROPYLPARABEN AND
METHYLPARABEN ON PITUITARY-ADRENAL AXIS IN MALE RATS

Eda Nur INKAYA

Master of Science, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Nurhayat BARLAS

January 2020, 112 pages

Propylparaben and methylparaben, which are generally preferred in combination, are
chemicals that are used as preservatives in many pharmaceutical, food and cosmetic
products. Therefore, we are frequently exposed to parabens known to have endocrine
disrupting effects in our daily lives. The purpose of the study is to investigate the
endocrine disrupting effect of methylparaben and propylparaben on the pituitary-adrenal

axis.

In this study, 5 experimental groups were designed as 2 control groups (oil and positive
control 50 mg/kg bw/day Bisphenol A) and 3 treatment groups (10, 100 and 500 mg/kg
bw/day) by mixing 1:1 ratio of methylparaben and propylparaben. Doses were

administered to the 42-day-old male rats by oral gavage for 30 days.

At the end of the experiment, hematologic values were analized in blood samples which
dreved from heart and adrenocorticotrophic hormone, cortisol, aldosterone,
androstenedione, dihydrotestosterone hormone levels and biochemical values (ALT,

AST, albumin, triglyceride, creatinine, urea, glucose) were measured in serum samples.



Histopathological effects of pituitary, adrenal glands and liver, kidney tissues which are

important in metabolism of toxic substances were investigated.

In histopathological findings, degeneration, congestion and edema were detected in the
tissues. Also, serum cortisol, aldosterone, adrenocorticotrophic hormone and
androstenedione levels increased in 100 mg/kg bw/day methylparaben + propylparaben
and 50 mg/kg bw/day BPA, serum dihydrotestosterone hormone increased in 10 mg/kg
bw/day methylparaben + propylparaben, 500 mg/kg bw/day methylparaben +
propylparaben and 50 mg/kg bw/day BPA and serum triglyceride levels increased in 100
mg/kg bw/day methylparaben + propylparaben dose group, serum glucose levels
increased in 50 mg/bw kg/day BPA, 100 mg/bw kg/ day methyl paraben + propyl
paraben; serum AST levels increased in 50 mg/bw kg/day BPA, 10-500 mg/bw kg/day
methyl paraben + propyl paraben dose groups, according to the oil control group . Also,
serum urea levels decreased in 10 mg/bw kg/day methyl paraben + propyl paraben and

serum albumin values decreased in all experimental groups.

In parallel with the increased cortisol and aldosteron hormone levels, it was determined
that two enzyme expressions (CYP11B1 and CYP11B2) increased significantly in BPA
(50 mg/bw kg/day) positive control group and 100 mg/bw kg/day methylparaben +

propylparaben dose group compared to oil control group.

The results showed that the combined effect of propylparaben and methylparaben had a
negative effect on HPA axis hormonal activity and also on the liver, kidney, adrenal and

pituitary tissues.

Keywords: Propyl paraben, methyl paraben, endocrine disruptors, male rats
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1. GIRIS

Parabenler; ilag, kozmetik ve gida iiriinlerinde tek tek ya da karigimlar halinde
antimikrobiyal madde olarak kullanilmaktadir. Uzun bir siire parabenlerin zararsiz oldugu
disiiniilmiistlir ancak son yillarda yapilan ¢aligmalarla parabenlerin endokrin bozucu
aktiviteye sahip olduklarina dair kuvvetli kanitlar bulunmaktadir. Parabenlerin giinliik
hayatta kullanilan bir¢ok iirtinde olmasi, insanlarin hemen hemen her giin bu endokrin
bozuculara maruz kalmasina ve canlilarda birgok sistemde (lireme, gelisme, endokrin)

meydana gelen hormonal bozukluklarla sonuglanmaistir.

Paraben maruziyetinin etkilerinin ortaya g¢ikartilmasiyla birlikte bazi iilkeler paraben
kullanimini sinirlandirmis veya kullanim limitleri getirmistir. Ayrica kamuoyunda olusan
biling sayesinde son yillarda ozellikle kozmetik sektoriinde “parabensiz” iirlinler
tiretilmeye baslanmistir. Ancak paraben giivenligi ilizerine yapilan bazi caligmalar
celiskili oldugundan bu maddeler hala birgok kozmetik, gida ve ilag {iiriiniinde
kullanilmaya devam etmektedir. Bu kapsamda parabenlerin organizma {izerindeki

etkilerinin arastirilarak agiga ¢ikarilmasi biiyiik 6nem tasimaktadir.

Kimyasal ile indiiklenen endokrin organ toksisitesi iizerine yapilan arastirmalarda en
fazla negatif etkilenen dokularin sirasiyla adrenal bez (kortekste goriilen toksisite
medullaya gore daha fazladir), testis, tiroid, yumurtalik, pankreas, hipofiz ve paratiroid
olarak bildirilmistir. Ancak adrenal bez, endokrin sistemde en yaygin toksikolojik hedef
organ olmasina ragmen ihmal edilmis ve endokrin bozucular iizerine yapilan ¢alismalar

genellikle ireme, gelisme ve son zamanlarda tiroit izerinde yogunlasmistir [1].

Bu caligmadaki amacimiz bir¢ok iiriinde karisim halinde kullanilan metil paraben ve
propil parabenin endokrin bozucu aktivitesinin, viicudumuzdaki bir¢ok organ ve doku
tizerinde diizenleyici etkiye sahip olan HPA (Hipotalamik-Hipofiz (Pitiiiter)-Adrenal

Eksen) tizerindeki olabilecek olumsuz etkilerinin ortaya ¢ikarilmasidir.
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2. GENEL BIiLGILER

2.1. Endokrin Sistem

Endokrin sistem, viicutta iletisimi ve diizenlemeyi saglayan temel sistemlerden biridir.
Endokrin sistem “hormon” adi verilen protein/polipeptid, steroid ya da tirozin tiirevi
yapisindaki {irlinleri sentezleyip salgilayan hiicre, doku ve organlardan meydana
gelmektedir. Endokrin aktiviteye sahip olan hiicreler, endokrin bez olarak bilinen
organlarin (6rnegin; hipofiz, adrenal, tiroid) veya diger dokularin i¢inde gruplanmis
sekilde bulunmaktadir. Endokrin bez olmayan diger organlar (6rnegin; bobrek, karaciger)
endokrin aktivitesine sahip hiicreler igerebilmektedir. Endokrin sistem tarafindan ¢esitli
organlarda iiretilen ve salgilanan hormonlar dolagim sistemi araciliiyla hedef organlara
taginarak gesitli hiicresel reaksiyonlari1 baslatmaktadir. Dolayisiyla endokrin sistem, tiim

viicuttaki hiicresel fonksiyon ve metabolizma tizerinde dogrudan etkilere sahiptir [2-4]

Calismamizda karbonhidrat-yag-protein metabolizmasi, stres, inflamasyonlara karsi
direng, sivi-elektrolit dengesini saglama gibi hayati agidan 6nemli olan Hipotalamik-
Hipofiz (Pitiiiter)-Adrenal Eksen (HPA) iizerinde durulmus ve HPA eksenini olusturan

hipotalamus, hipofiz bezi ve adrenal bez ilerleyen boliimlerde incelenmistir [5].

2.2.Hipotalamik-hipofiz (pitiiiter)-adrenal eksen (HPA)

Hipotalamik-Hipofiz (Pitiiiter)-Adrenal Eksen dolasimdaki glukokortikoid (insanlarda
kortizol ve kemirgenlerde kortikosteron) hormon seviyelerini diizenlemektedir.
Glukokortikoidler, glikoz, yag ve protein metabolizmasi dahil olmak iizere bir¢ok

fizyolojik fonksiyonu diizenleyen hayati hormonlardir [6].

Bu hormonlar HPA ekseni stimiilasyonunun ana efektoriidiir ve viicudun hemen hemen
her sistemi iizerinde 6nemli etkilere sahiptir. HPA ekseni kontrolii, efektdr organlarin geri
bildirim mekanizmasiyla gergeklestirilmektedir. Hipofizden salgilanan ACTH
(anrenokortikotropik hormon) ve adrenalden salgilanan glukokortikoidler bu geri

bildirim mekanizmasinin birer pargasidir [7].

HPA ekseni aktivitesi hipotalamusta baslamaktadir. CRH’in hipotalamusun lateral
paraventrikiiler ¢ekirdeginden (PVN) salinmasi, HPA ekseni aktivitesini baglatmaktadir.
CRH, hipofiz bezinin kapiller agina salgilandiginda adenohipofiz bezi uyarilir ve ACTH

salgilanir. ACTH adrenal bezi uyararak burada kortizol iiretimini ve salgilanmasini
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saglar. Kortizol iiretimi negatif geri bildirim mekanizmasiyla diizenlenmektedir. Artan
kortizol seviyeleri hipotalamus ve 6n hipofizi uyararak kortizol konsantrasyonunu
azaltmaktadir [7, 8].

| & ———>Hipotalamus
~y

Q >

)
@;——P{é On Hipofiz

=

—Adrenal Bez

( Glikokortikoidler J

L (Kortizol, kortikosteron)

\4

| Hedef Dokular l
I Tepki l

Sekil 2.1. Hipotalamik-Hipofiz (Pitiiiter)-Adrenal Eksen (HPA) [3].(Guyton ve Hall
(2013)’den degistirilmistir.)

2.3.Hipotalamus

Hipotalamus, viicuttaki sinirlerden ve beyinden bilgi alarak uygun endokrin uyarilari
baglatir. Dolayistyla endokrin sistem ve sinir sisteminin birlikte ¢calismasinda merkezi bir
rol istlenmektedir. Beynin tabaninda hipofizin lizerinde bulunmaktadir. Hipofizi kontrol

eden hormonlar buradan salinmaktadir [4, 9].
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2.3.1.Kortikotropin salgilatic1 hormon (CRH)

CRH, hipotalamik-hipofiz-adrenal ekseninin baskin uyaricisidir. CRH insan, fare ve si¢can
tirleri arasinda yiiksek oranda korunmustur [10] ve hipotalamusta paraventrikiiler
cekirdekte lokalize olmustur. Hormon Onciilii hipotalamik paraventirikiiler niikleusta

iiretilmektedir [9, 10].

CRH, adenohipofizden ACTH ve dolayisiyla adrenalden Kkortizol/kortikosteron
salgilanmasin1 24 saatlik bir sirkadiyen ritim igerisinde yonetmektedir [10]. CRH’mn
adrenal bezden glukokortikoid salgilanmasini dogrudan uyarabildigi de bilinmektedir

[11].

2.4.Hipofiz Bezi

Hipofiz bezi “Pitiiiter Bez” olarak da adlandirilmaktadir. Hipofiz bezi iki farkli yapidan
olugmaktadir. Bu yapilar beyinden gelisen diensefalonun uzantisi olan infundibulum ve
primitif ag1z boslugunun orofaringeal membraninin ektodermal bir ¢ikintist olan Rathke

kesesidir [12].

Hipofiz bezi beyin tabanindaki kemik yapisinda “sella turcica” olarak bilinen oyuk
icerisinde bulunmaktadir ve kendisini kontrol eden hipotalamusa hipofiz sap1 ile

baglanmustir [3].

Adenohipofiz olarak bilinen hipofizin 6n lobu (anteriydr lob), gelisimin ileri evrelerinde

Rathke kesesinin 6n duvarindaki hiicrelerin hizla ¢ogalmasiyla olugmaktadir [12].

Adenohipofiz kendi i¢inde 3 boliim icermektedir. Bu boliimler hipofizin en genis kismi
olan pars distalis, infundibulumu kusatan pars tuberalis ve Rathke kesesinin kalintisi olan

norohipofiz ve pars distalisi ayiran pars intermediyadir [2].

Pars intermediya kemirgenlerde (fare ve sican) ve diger bircok tiirde bulunmaktadir.
Ancak insanlarda gestasyon doneminin 15. haftasindan itibaren gerilemeye basladig1 i¢in
yetiskin insan hipofizinde kalint1 halindedir. Bu nedenle bu boélge hipofiz gelisimi ve

fonksiyonunu incelemek i¢in si¢anlar ve farelerde ¢alisilmaktadir [13].

Adenohipofizdeki hiicre tipleri su sekildedir; somatotroplar ve mamatroplar (asidofil
hiicreleri), gonodotrop, tirotrop, kortikotroplar (bazofiller hiicreleri). Kortikotropik
hiicreler ACTH sentezlemektedir [2, 8].
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Norohipofiz olarak bilinen hipofizin arka lobu (posteriydr lob) ise infundibulumdan
meydana gelmektedir. Norohipofiz de kendi iginde 3 bdliim igermektedir. Bu boliimler
norohipofizin genis kismi olan pars nevroza, infundibulum ve hipotalamusun tabanindan
infundibuluma uzanan median eminenstir. Norohipofiz salgi hiicresi icermemekte,
hipotalamusta sentezlenen hormonlar bu bolgeden salgilanmaktadir. Norohipofizde
pituisit (destek gorevi) hiicreler ve hipotalamusa ait aksonlar bulunmaktadir.
Hipotalamustan salgilanan hormonlar burada depolanarak ihtiya¢ duyuldugunda serbest
birakilmaktadir [2, 4, 12].

Hem adenohipofizden hem de norohipofizden salgilanan tiim hormonlar peptit
yapisindadir. Adenohipofiz hormonlari; hiicrelerin ve dokularin biiyiimesini uyaran
biiylime hormonu (GH), tiroksin ile trityodotironin hormon iiretimi ve salgilanmasi igin
troidi uyaran TSH (tiroit uyarict hormon), meme bezi gelisimini ve siit salgilanmasini
uyaran prolaktin (PRL), ovaryum ve testisleri uyararak cesitli fonksiyonlarin
gerceklesmesini saglayan FSH (folikiil stimiile edici hormon) ile LH (luteinlestirici
hormon) ve adrenal bezi uyaran adrenokortikal hormonlar olarak bilinen Kkortizol,
aldosteron ve androjenlerin iiretimini ve salgilanmasim1 uyaran ACTH

(adrenokortikotropik hormon)’dir [3].

Norohipofiz hormonlar1 ise kan basincini ve bobreklerde su geri emilimini arttiran
vazopressin (AVP) olarak da bilinen antiditiretik hormon (ADH) ve siit salinimini ve

uterus kasilmasini uyaran oksitosindir [4, 13].

Hipofiz bezinden salgilanan hormonlar hipotalamus ve hipofiz bezinden salgilanan

hormonlar tarafindan negatif geri bildirim mekanizmasi ile diizenlenmektedir [5].

1920’lerde hormonlar, kimyasal haberciler olarak kabul edildikten sonra hipofiz bezi

“endokrin orkestrasinin sefi” olarak adlandirilmigtir [10].

Calismamizda HPA ekseni incelendiginden sadece ACTH hormonu {iizerinde

durulmustur.

2.4.1. ACTH hormonu ve salgilanmasi

ACTH biyosentezinin mekanizmasi son 30 yilda tamamen aydinlatilmistir [14].
Hipotalamustan salgilanan CRH, ACTH salgilanmasini uyaran birincil hormondur.

Adrenal bez hormonlar1 olan glukokortikoidler ise ACTH sekresyonunun negatif
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diizenleyicileridir. insanlarda CRH uyarimi1 sonucunda nce hazirda bulunan ACTH nin
ardindan yeni sentezlenen proteinlerin salgilandig1r ve iki fazli bir cevap olustugu

diistiniilmektedir [11].

Hipofiz bezinin fazla miktarda ACTH salgilamasi, adrenal bezler tarafindan salgilanan
bir glukokortikoid olan serum kortizol/kortikosteron seviyelerinin yiikselmesine neden
olmaktadir. Glukokortikoidler karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasi ile ilgilidir; bu

nedenle asir1 kortizol/kortikosteron seviyeleri bu hiicresel siiregleri etkilemektedir [5].

2.5. Adrenal Bez

Adrenal bez suprarenal bez olarak da adlandirilmaktadir. Kapsiil olarak bilinen kalin bir
bag dokusu ile sarilmis olan adrenal bez iki farkli yapidan olusmaktadir. Bunlar; dista
korteks ve igte medulladir. Korteks ve medulla embriyonik kdken ve islev agisindan
farklilik gostermektedir. Adrenal korteks mezodermden, medulla ise noral krest
hiicrelerinden koken almistir. Islevsel fark ise farkli tipte hormonlar1 sentezleme
yeteneklerinden kaynaklanmaktadir. Steroid hormonlar adrenal korteks icinde
sentezlenirken, medulla da amin yapisindaki epinefrin ve norepinefrin salgilanmaktadir

[2, 3, 15].

Cogu memelide, adrenal korteks morfolojik ve fonksiyonel olarak ayirt edilebilir {i¢
katmana ayrilmaktadir. Kapsiilin hemen altina yerlesmis zona glomerulosa (basta
aldosteron olmak iizere mineralokortikoidleri iireten bolge); ortada yer alan zona
fasciculata (korteksin %70'ini dolduran ve glukokortikoidleri salgilayan bdlge); ve
medullanin yanindaki en i¢ kisim olan zona reticularis (zayif androjenlerin salgilandigi
bolge). Zona glomerulosa sadece mineralokokortikoidler iiretirken, glukokortikoidler ve

androjen Onciileri zona fasciculata ve zona reticularis'te sentezlenmektedir [2, 15, 16].

Adrenal bezlerde, kimyasal indiiklemeden kaynaklanan lezyonlar en sik zona fasciculata,
ve zona reticularisde, daha az oranda ise zona glomerulosa veya medullada meydana
geldigi belirtilmektedir [17].

Medullada bulunan hiicreler “kromafin hiicreler” olarak adlandirilmaktadir. Bu
hiicrelerden ketakolaminler (epinefrin ve norepinefrin) salgilanmaktadir. Bu hormonlarin

kontrolii ise otonom sinir sistemi tarafindan yapilmaktadir [2].
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Kromaffin hiicreleri olarak bilinen adrenal medullanin salgi hiicreleri prototipik
noroendokrin hiicrelerdir. Bu hiicreler spesifik toksinlerin ¢ok fazla hedefi olmaktadir.
Memelilerde, kromaffin hiicrelerini i¢eren merkezi bir adrenal medulla, adrenal korteksin
steroidojenik hiicreleri ile gevrilidir. Sigan ve farelerde, kromaffin hiicreleri tarafindan iki

ana katekolamin olan epinefrin ve norepinefrin tiretilmektedir [18].

Adrenal bez, immiin fonksiyon, su ve elektrolit dengesi, karbonhidrat ve protein
metabolizmasi gibi 6nemli fizyolojik olaylar1 ve bu siirecler boyunca 6zellikle karaciger,

bobrek, kalp, kemik ve sinirlerin dogru islevini de etkilemektedir [16].

Yapilan ¢alismalar kimyasal maddelerin, basta adrenal bezler olmak {izere sirasiyla tiroid,
pankreas, hipofiz ve paratiroid bezleri etkiledigini gostermektedir. Adrenal bez diisiik doz
seviyelerinde ve kisa siireli olarak bazi kimyasallara maruz birakildiginda adrenal korteks
fonksiyonlarmin 6liimciil sonuglara neden olabilecek sekilde degistigi tespit edilmistir.
Adrenal kortekste gerceklesen glikokortikoid tiretiminin, bir organizmanin enfeksiyon
veya yaralanma sonrasi hayatta kalmasi icin onemli fizyolojik cevaplar1 olusturdugu
bilinmektedir. Dolayisiyla kimyasallara maruziyet sonucunda hormon {iretiminde

meydana gelebilecek degisiklikler hayati 6neme sahiptir [1, 17]

2.5.1. 118 hidroksilaz (CYP11B1) ve aldosteron sentaz (CYP11B2)

CYPI11BI1 ve CYP11B2, sitokrom P450 (CytP450) siiper ailesinin iiyeleridir. P450'ler,
yasamin her alaninda ortaya ¢ikan bir enzim sinifina aittir. Steroid hormonlar1 gibi
endojen bilesiklerin detoksifikasyon, savunma ve biyosentezi gibi birgok tiir icin

vazgecilmez olan ¢esitli reaksiyonlari katalize etmektedirler [19].

Bu proteinler hiicre i¢inde, 2 elektron transfer proteini, adrenodoksin rediiktaz (AdR) ve
adrenodoksin (Adx) yoluyla NADPH'den elektronlar ile beslendikleri i¢ mitokondri

zarinda lokalize olmuslardir [19].

Son yillarda yapilan ¢aligmalar Cytp450°nin immiinohistokimyasal analizinin adrenal

korteks fonksiyonlarini incelemek agisindan 6nemli oldugunu gostermistir [20].

CYP11B1 adrenal korteksin zona fasikiilata/retikiilaristeki adrenokortikal hiicrelerde,

CYPI11B2 ise kapsiiliin altinda 4-10 hiicre katmaninda zona glomerulosa hiicrelerinde

bulunmaktadir [21, 22].
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Adrenal kortekste, CYP11B1 ve CYP11B2 enzimleri sirasiyla kortizol/kortikosteron ve
aldosteron hormon {iretiminin son basamagimi katalizleyerek 11-deoksikortizolden

kortizol, kortikosterondan ise aldosteron tiretimini ger¢eklestirmektedirler [22, 23].

Steroid hormonlarin iiretiminde kolesterol ile baslayan ilk basamaklar tim steroid
yapidaki hormonlar i¢in aynidir. Bu basamaklar adrenal bezin her {i¢ bdlgesinde de

mitokondride gergeklestirilmektedir [21].

2.5.2. Adrenal steroidogenez

Adrenal steroidogenez, anjiyotensin II, adrenokortikotropik hormon ve diger
regiilatorlerin uyarilmasi altinda kolesteroliin biyolojik olarak aktif steroid hormonlarina
donilisimiinii saglayan bir dizi enzimatik reaksiyon iceren giiclii bir prosestir [24].

Adrenal steroidogenez Sekil 2.2.’de sematik olarak gosterilmistir.

Adrenal korteksteki steroidogenez, asetattan tiiretilen kolesteroliin temel subsutrat oldugu
bir dizi enzim tarafindan katalize edilir ve ¢esitli sitokromlar (CytP450) ve dehidrojenaz
enzimlerinin sirastyla pregnenolon, progesteron daha sonra androjenler veya
glukokortikoid ve mineraloikotikoid iiretimini katalize etmektedir. Kolesterolden
meydana gelen pregnenolon {i¢ ana adrenal steroid grubunun da (kortizol, aldosteron,
androstenedion) onciistidiir. Toksikolojik agidan, bu enzimlerin her biri potansiyel birer

hedef olarak bilinmektedir [16, 17, 22].

Adrenal korteksten glukokortikoidlerin (insanlarda kortizol, siganlarda ve farelerde
kortikosteron) salgilanmasit hipofiz hormonlar1 tarafindan kontrol edilmektedir.
Adenohipofizde iiretilen ve salgilanan ACTH glukokortikoidlerin {iretilmesini ve

salgilanmasini uyarmaktadir [16, 17, 22].

Uretilen ana glukokortikoid hormon, insanlarda kortizoldiir. Glukokortikoid {iretiminde
sicanin da dahil oldugu bazi kemirgenler CYP17 enzimine sahip olamadiklar igin
kortizol yerine kortikosteron sentezlemektedirler. Kortikosteron da kortizole benzer
sekilde tretilmektedir [23, 25]. Kortizol sentezinin kontrol mekanizmasi Sekil 2.1°de

gosterilmistir.

Kortizol yag, karbonhidrat ve protein metabolizmasinda 6nemli islevlere sahiptir. Artan

kortizol hormon seviyesinin glikojenezi arttirdigi, hiicrelerde glikoz kullanimini azalttigi,
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aminoasit mobilizasyonuna ve gida alimmini uyararak kilo artisina neden oldugu
bilinmektedir [3].

Aldosteron, tiim memelilerde sivi ve elektrolit dengesinin korunmasinda rol oynayan
baslica mineralokortikoiddir. Aldosteron sentezinin hormonal kontrolii bébrekte bulunan
juxtaglomerular aparat tarafindan renin salgilanmasi ve renin ile kontrol edilen
Anjiyotensin-1l tarafindan saglanmaktadir. ACTH az da olsa anjiyotensin Il veya
potasyum gibi diger gii¢lii uyaranlar gibi zona glomerulosadan aldosteron salgilanmasini

uyarmaktadir [17, 25, 26].

Memelilerde aldosteron biyosentezi sadece adrenal bezin zona glomerulosa tabakasinda
gerceklesmektedir. Pregnenolon, kortizol olusumundakilere benzer bir dizi enzimatik
reaksiyonla aldosterona dontistiiriiliir. Aldosteron iiretiminde {i¢ sitokrom P450 enzimi ve
bir hidroksisteroid dehidrojenaz enzimi rol almaktadir. Sitokrom P450 enzimleri CYP21,
CYP11B1 ve CYP11B2’dir. CYP11B1 ve CYP11B2, i¢ mitokondriyal membrana
lokalize olurken, CYP21 endoplazmik retikulumda bulunmaktadir. Hidroksisteroid
dehidrojenaz enzimi endoplazmik retikulumda lokalize olan tip-2 3B-hidroksisteroid
dehidrojenaz (HSD3B2)’dir [27].

Aldosteron sentezinin kontrol mekanizmasi sematik olarak Sekil 2.3.’de gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Adrenal steridogenezin sematik gosterimi [3]. (Guyton ve Hall (2013)’den
degistirilmistir.)
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Sekil 2.3. Renin-Anjiyotensin Sisteminin sematik gosterimi [3]. (Guyton ve Hall
(2013)’den degistirilmistir.)
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2.6. Endokrin bozucular

Endokrin bozucu bilesikler, EPA (ABD Cevre Koruma Ajansi) tarafindan
“Viicudumuzda bulunan ve homeostaz, iireme ve gelisim siirecinden sorumlu olan
endokrin hormonlarin sentezine, salgilanmasina, tasinmasina, metabolizmasina,
baglanma yetenegine veya ortadan kaldirilmasina miidahale eden eksojen ajanlar” olarak

tanimlanmaktadir [25].

Bitkilerde bulunan fitodstrojenler gibi bazi dogal kaynakli maddeler ve pestisitler,
fungisitler, plastiklestiriciler, endiistriyel kimyasallar gibi bazi sentetik maddeler

endokrin bozucu kapsamina girmektedir [28, 29].

Endokrin bozucu kimyasallarin biiyiik ¢ogunlugunu sentetik olarak iiretilen kimyasallar
olusturmaktadir. Daha 6nceden etkileri hakkinda yeterli bilgi sahibi olmadigimiz bu

maddeler endiistriyel faaliyetler sonucunda yogun bir sekilde gevreye karigmaktadir [29].

Dolayisiyla insanlar endokrin bozuculara su ve gida tiiketimi, havadaki gazlarin, tozun ve
pargaciklarin solunmasi ve dermal yolla maruz kalabilmektedir. Ayrica endokrin
bozuculara maruz kalan anneden plesanta yoluyla fetiis, anne siitii ile de bebekler
etkilenebilmektedir [30].

Su siseleri, yiyecek ve igeceklerin paketlerinde siklikla kullanilan polikarbonat
plastiklerin i¢eriginde bulunan endiistriyel bir kimyasal olarak bilinen BPA (Bisfenol A),
genellikle plastikleri daha esnek ve kirilmasi zor hale getirmek i¢in kullanilan fitalatlar,
plastik, kablo yalitimi ve otomobil gibi bir¢ok alanda alev geciktirici olarak kullanilan

polibromlu difenil eterler ve parabenler endokrin bozuculara 6rneklerdir [30].

Endokrin bozucular; normal hormon seviyelerini degistirerek, hormonlarin tiretimini ve
metabolizmasini inhibe veya stimiile ederek, hormonlarin organizmadaki hareket etme
seklini degistirerek ya da hormonlarin kontrol ettigi fonksiyonlara miidahale ederek
etkilerini géstermektedir. Ayrica endokrin bozucu olarak bilinen baz1 maddelerin reaktif
oksijen tiirlerini iireterek oksidatif stresi indiikledikleri de bilinmektedir. Giinliik hayatta
kullanilan yaklasik 800 kimyasalin endokrin bozucu o6zelliklere sahip oldugu
diistiniilmektedir [31-34].

Endokrin bozucu olarak bilinen bu kimyasallara maruziyet sonucunda kardiyovaskiiler
problemler, diyabet, obezite, ilireme anomalileri (yumurtalik ve testis problemleri),

hormonal problemler, Alzheimer hastaligi, sizofreni, sinir hasari, homeostatik
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dengesizlik gibi birgok kronik hastaligin meydana geldigi bilinmektedir. Ayrica BPA ve
pestisitler gibi endokrin bozuculara maruziyetin obezite, metabolik sendrom ve diyabet
gibi hastaliklar1 tetikledigine dair calismalar da bulunmaktadir. Noral bozukluklar
hipotalamik-hipofiz-adrenal ekseni ile iliskilendirilerek endokrin bozuculara maruziyet
sonucu artan glukokortikoid hormonlarinin sinir hasar1 {izerinde etkili olabilecegi
belirtilmektedir. Yapilan bir calismada artan kortikosteron hormonunun HPA ekseninde

degisiklige neden oldugu ve sonugta hayvanlarda sizofreniyi tetikledigi gosterilmistir [32,
34].

Insanlar endokrin bozuculara genellikle karisim halinde maruz kalmaktadir. Ciinkii
cevresel kirlenmenin tek bir maddeden kaynaklanmasi ¢ok nadirdir. Farkli endokrin
bozucular birbirlerine kiimiilatif etki gosterebilir ya da sinerjik bir etki
olusturabilmektedir. Paraben ve BPA gibi endokrin bozucu bilesiklerin karigim halinde

kullanildiklarinda artan kombinasyon etkilerine neden olduklari bilinmektedir [35, 36].

Endokrin bozucu bilesiklere diisiik seviyede maruz kalmak (6zellikle gelisim doneminde)
endokrin veya lireme anormalliklerine neden olabilmektedir. Yapilan ¢aligmalar endokrin
bozuculara diisiik dozlarda maruz kalmanin, daha yiiksek dozlara maruz kalmaktan daha
etkili olabilecegini gostermistir. Bu nedenle endokrin bozucularin doz-cevap egrileri

genellikle sigmoid egriden ziyade ters U veya U seklinde olmaktadir[35].

Endokrin bozuculara maruziyetin etkileri hem bireysel hem de popiilasyon diizeyinde
incelenmelidir. Insanlarda endokrin bozuculara maruz kalmanim erkek iireme sistemi
tizerindeki bozukluklarla iligkili oldugu laboratuvar ve epidemiyolojik caligsmalarla
gosterilmistir. Ancak popiilasyondaki bireylere bakildiginda kimi bireyler etkileri agikca
gosterirken kimileri zor farkedilen etkiler gostermekte ya da bu etkiler fenotipte ortaya
cikmaktadir. Bu farkliliklarin temel sebebinin bireyin yasami ve genomdaki farkliliklar
oldugu diisiiniilmektedir[28].

Endokrin bozucularin, potansiyel mekanizmalarinin altinda yatan etkiler ¢ok c¢esitlidir.
Bu maddelere erken donemde maruz kalma sonucu yetiskinlikte goriilen islevsel

bozukluklarin ortaya ¢ikmasi yaklasik 60 seneyi bulabilmektedir [28].

Endokrin bozucularin nesiller arasi etki olusturabilmesi i¢in germ hattinda kromozomal
veya epigenetik degisiklik meydana gelmesi gerekmektedir. Endokrin bozucularin
erkeklerdeki infertilite gibi bazi hastalik durumlarinda epigenetik olarak nesiller arasi

fenotipe aktarildigr gosterilmistir. Epigenetik etkinin en iyi bilinen Ornegi, DNA
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dizilimini degistirmeden hedef genlerin ekspresyonunu kalici olarak degistirebilen DNA
metilasyonunu icermektedir. Bu kapsamda yapilan bir ¢aligmada gonadal cinsiyet tayin
donemindeki gebe bir sicanin, sarap endiistrisinde fungusit olarak kullanilan ve
antiandrojenik endokrin bozucu etkisi bilinen vinclozolin ile ge¢ici maruziyeti
durumunda F1 jenerasyonunun yetigskin erkek fenotipinde spermatojenik kapasitenin
azalmasina (hiicre sayist ve canliligi) ve erkeklerde infertilitenin artmasina neden oldugu
gosterilmistir. Bu etkilerin F1’den F4 jenerasyonuna kadar incelenen erkek siganlarin

neredeyse hepsine aktarildigi belirtilmistir [33, 37, 38].

Hayatimizin bir¢ok alaninda endokrin bozucu olarak bilinen bu kimyasallara oral,
solunum veya dermal yolla kisa ya da uzun siireli maruz kalmaktayiz. Bu maruziyetin
sonucunda ortaya ¢ikabilecek etkiler ¢calismamizda pozitif kontrol olarak etkisi ortaya
koyulmus olan BPA ve parabenlerden propil ve metil parabenin birlikte verildiginde

etkileri tizerinden yola ¢ikarak incelenmistir.

2.6.1. BPA

BPA (Bisfenol A, 4,4'-1zopropilidenedifenol) fenol regineleri, poliakrilatlar, polyesterler,
epoksi regineleri ve polikarbonat plastiklerin igeriginde bulunan bir monomerdir. Dis
macunlari, yapistiricilar, otomobil parcgalari, gida ambalajlar1 ve plastik kaplarda

kullanilmaktadir [31, 39].

BPA, diinya ¢apinda iiretilen en yiiksek hacimli kimyasaldir. BPA’nin atmosfere her yil
yaklasik 100 ton salinabilecegi disiiniilmektedir [33, 40].

Insanlarin BPA'ya maruz kalmasinin temel kaynaklar1 paketlenmis yiyecekler ve sulardir.
Bununla birlikte, bebeklerin maruz kalma yollar1 ise anne siitii ve plastik biberon
kullanimidir. Ciinkii BPA, yiyecek ve icecek ile temas eden iirlinlerden sizmaktadir. Bu

nedenle BPA’ya rutin olarak maruz kalindig: diistiniilmektedir [41, 42].

Son zamanlarda yapilan birka¢ ¢alisma, BPA ve parabenlerin iginde bulundugu bir¢ok
endokrin bozucu kimyasalin tekstil iirtinlerindeki varligini da gostermistir. Coraplarin
BPA ve metil paraben ile propil paraben igerdigi tespit edilmistir. Bebekler i¢in iiretilen
coraplarin %82’sinin farkli konsantrasyonlarda BPA igerdigi saptanmistir. Ayrica bazi
tirtinlerin igindeki BPA konsantrasyonlarinin Ostrojenik ve anti-androjenik aktiviteye

sahip oldugu belirtilmistir. Bebekler icin iiretilen tekstil {iriinlerinde bu maddelerin

27



kullanilmasinin erken yasta dermal yolla endokrin bozuculara maruziyetin en 6nemli

nedenlerinden biri olarak goriilmektedir [39].

Yapilan ¢ok sayida ¢alisma, fetal, neonatal yasam boyunca ya da yetiskinlik doneminde

BPA maruziyetinin toksik etkilerini ortaya koymustur [28].

EPA tarafinda BPA’nin LOEL degeri 50mg/kg/giin olarak kabul edilmekte, FDA (Food
and Drug Administration) tarafindan ise ADI (giinliik alinabilir miktar) degeri 50
ug//kg/giin olarak kabul edilmektedir [43].

Disi siganlarla yapilan bir ¢alismada prepubertal donemde BPA’nin hipofiz ovaryum
eksenini etkileyerek FSH degerlerinde degisiklik gozlenmezken, LH ve 0&strodiol
seviyelerinin arttig1 tespit edilmistir [44]. Gestasyon 12-21 giinleri arasinda 250 pg/kg
BPA’ya maruz birakilan disi sicanin F1 erkek yavrulari incelenmistir. Viicut agirhigi,
sperm hareketliligi ve sayisinda azalmaya, FSH (folikiil stimiile edici hormon) ve
ostrodiol hormonlarinda artisa, testosteron ve LH (luteinize edici hormon) seviyelerinde
azalmaya neden oldugu belirtilmektedir. Ayrica BPA’nin testiste oksidatif stresi
indiikledigi de belirtilmistir In-vivo calismalarda BPA’nin erkek sigan testislerinde

oksidatif hasara neden olan ROS olusumuna neden oldugu gosterilmistir [45-47].

BPA ile yapilan in-vitro ve in-vivo calismalara bakildiginda BPA’nin hormon

seviyelerini etkiledigi gortiilmektedir.

2.6.2. Parabenler

P-hidroksibenzoik  asidin, C-4 pozisyonundaki esterleri ~“Paraben” olarak
adlandirilmaktadir [48, 49].

Parabenler, cogunlukla kozmetik ve eczacilikta, ayn1 zamanda gida {iriinleri ve
endiistriyel tiriinlerde yaygin olarak kullanilan koruyucu maddelerdir. Yapilan ¢calismalar
sonucunda paraben kombinasyonlarinin bireysel paraben kullanimina gore daha aktif

oldugu saptanmustir [48, 50].

Parabenlerin popiiler bir koruyucu olarak kullanilmasina katki saglayan bir¢ok 6zelligi
bulunmaktadir. Bu 6zellikler mayalara, kiiflere ve bakterilere karsi sahip olduklar1 genis
aktivite yelpazesi, kimyasal stabilite (genis bir sicaklik ve pH (4,5-7,5) araligi),

eylemsizlik, etkili konsantrasyon elde etmek icin yeterli su ¢oziiniirliigii, algilanamayan
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koku ve tat, tirlinlerin kivaminda veya renginde degisikliklere neden olmama, nispeten

giivenli kullanim ve diisiik tiretim maliyetleridir [50].

Baz1 parabenlerin bakteriler, bitkiler ve bazi1 gidalarda bulundugu ¢esitli ¢aligmalarla
tespit edilmistir. Cloudberry, sar1 carkifelek meyve suyu, beyaz sarap, Botrytised sarap
ve Bourbon vanilyasinda dogal olarak metil paraben varligi bildirilmistir [51].
Sapindaceae ailesine ait Stocksia brahuica bitkisinin hava bosluklarinda metil paraben ve
propil paraben saptanmistir [52]. Andrographis paniculata bitki numunelerinde ve Oxalis
tuberosa bitkisinin koklerinde metil paraben varligi saptanmustir [53, 54]. Microbulbifer
cinsine ait oldugu tespit edilen bir deniz bakteriyel A4B-17 susunun 4HBA ile biitil, heptil
ve nonil alkil esterlerini iirettigi tespit edilmistir ve bunlarin maya, kiif ve gram-pozitif

bakterilerin biiyiimesini 6nlemede etkili oldugunu gosterilmistir [55].

2.6.2.1. Parabenlerin kullanim alanlar:

Parabenler ilk olarak 1920'lerin ortalarinda eczacilik iiriinlerinde koruyucu madde olarak
kullanilmistir [56]. Fitiller, anestezikler, haplar, suruplar, kilo alma soliisyonlar1, enjekte
edilebilir soliisyonlar ve kontraseptifleri igeren ¢esitli ila¢ formiilasyonlarinin koruyucu

olarak parabenler igerdigi bilinmektedir [48].

Kisisel bakim {iriinlerinin yaklasik %80'inde bulunan parabenler, suyun yami sira,
kozmetiklerin en yaygin bileseni olarak kabul edilmektedirler. Her tiirlii kozmetik iiriinde
bir veya daha fazla parabenler bulunmaktadir. Parebenlerin kozmetik iiriinlerinde
13.200'den fazla formiilasyonda kullamildig1 bilinmektedir Parabenler sampuanlar,
losyonlar, deodorantlar ve g6z makyaji dahil olmak iizere ¢ok c¢esitli kozmetik
tirtinlerinde kullanilmaktadir. 1995 yilinda yapilan bir ¢aligmada parabenler durulama
gerektiren trlinlerin %77'sinde ve durulama gerektirmeyen kozmetiklerin %99'unda
saptanmustir [50, 56, 57]. Ayrica p-hidroksibenzoik asidin metil, propil, etil, biitil ve
isoblitil esterlerinin birbiri ile belirli oranlarda karistirilarak elde edilen cesitli
konsantrasyonlari, bebekler i¢in tiretilen losyon, yag, pudra, kolonya, temizlik bezleri ve

kremlerde kullanildigi bilinmektedir [49].

Giinlik hayatimizda kullandigimiz deodorant, sa¢ spreyi gibi aeresol yapidaki kisisel
bakim friinlerinde bulunan parabenlerin Kullanim sirasinda havaya karistigi
bilinmektedir. Dolayisiyla havaya karigan parabenlere solunum yolu ile de maruz

kalinmaktadir. Yapilan ¢alismalarda ev tozunda parabenler tespit edilmis olup en yiiksek
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konsantrasyonlar metil paraben ve propil paraben i¢in kaydedilmistir. Ev tozunda tespit

edilen paraben konsantrasyonlarinin kozmetik iiriinlerinin tiiketimine gore degistigi de

belirtilmistir [50].

Dolayisiyla kozmetiklerde ve ilaglarda kullanilan parabenler bu iirtinlerin kullanilmasiyla
cilt, sa¢ ve sa¢ derisi, dudaklar, oral-okiiler-vajinal mukozaya ve tirnaklara temas

etmektedirler [48].

Parabenlerin gida alanindaki kullanimi 1930’lardan sonra baslamistir [58]. Parabenler
organik asit olup, organik asitlerin etkinligi ortamin pH’sina, asidin dissosiye olmasina
ve antimikrobiyal maddenin etkisine baglidir. Dissosiye olmamis ve lipofilik olan organik
asitler hiicre membranlarindan kolaylikla gegtikleri i¢in daha yiiksek antimikrobiyal
etkiye sahip olduklar1 ifade edilmektedir. Ortamin pH degeri arttiginda 6zellikle gida
zehirlenmesi yapan ve bozunmaya neden olan bakterilerin yasadigi pH 5,5-5,8’da pek
cok organik asit mikrobiyal inhibitor olarak etkin olamazken, parabenler nétral pH da
dissosiye olmadan kalmakta ve pH 7’ye kadar etkin bir inhibitor 06zellik
gostermektedirler. Bu 6zelliklere ek olarak sahip olduklar1 yiiksek pH degeri nedeniyle
de bakteri, kiif ve mayalara kars1 etkilidirler. Bu nedenle parabenlerin pH 7 ve iizerindeki
gidalarda antimikrobiyal olarak kullanabilmeleri miimkiin olmaktadir[58, 59]. Parabenler
recel ve marmelatlarda meyvelerin metil ve propil paraben karisim ¢ozeltisine
daldirilmastyla ve meyve sularinin korunmasinda da karisim halinde kullanilmaktadirlar.
Yine sucuklar, yiizeydeki kiiflenmenin 6nlenmesi amaciyla paraben ¢ozeltisine daldirilip
cikarilmaktadirlar [58]. Ayrica parabenler siit tiriinlerinde, firrnlanmis gidalarda, alkollii
ve alkolsiiz iceceklerde, tursu, sekerleme, meyveli dolgularda, salata soslarinda, margarin

ve hardalda da kullanilabilirler [58, 59].

Normalde iki veya daha fazla paraben ve/veya diger koruyucu maddelerle kombinasyon
halinde kullanilirlar. p-hidroksibenzoik asidin metil, propil, etil esterleri ve bunlarin
sodyum tuzlarma (E214-219) smirli miktarda gidada sorbat veya benzoatlarla

kombinasyon halinde kullanim igin sartl olarak izin verilmektedir [60].

Yapilan bir c¢aligmada 4 hafta boyunca erkek si¢anlara propil parabenin diyet
uygulamasinin, testis igindeki giinliik sperm iiretimini, 10 mg/kg/giin gibi diisiik dozlarda
dahi azalttig1 rapor edilmistir. Daha yiiksek doz seviyelerinde, azalmis sperm hiicresi,
bozulmus spermatogenez ve azalmis testosteron seviyelerinin gézlendigi rapor edilmistir.

Bu nedenle EFSA, 10 mg/kg/giin propil paraben igin LOAEL (Yan etki gozlenen en
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diisiik doz) olarak kabul edilmistir. Buna karsilik, metil ve etil paraben esey hormonlari
ve siganlarda lireme organlart iizerinde 1000 mg/kg/glin dozun olumsuz bir etki
gostermedigi belirtilmistir. Bu nedenle 1000 mg/kg/giin hem metil paraben hem de etil
paraben i¢in NOAEL olarak kabul edilmistir [60].

Metil ve etil p-hidroksibenzoik asit esterlerinin toplami i¢in 0-10 mg/kg ADI degeri
belirlenmistir. Ancak esey hormonlar1 ve geng siganlardaki erkek {ireme organlari lizerine
yapilan toksisite c¢alismalar1 sonucunda propil parabenin esey hormonlar1 ve geng
sicanlarda erkek lireme organlari ilizerinde etkilere sahip oldugu raporlanmistir. Bu
caligmalar dikkate alindiginda FAO (Food and Agriculture Organization of the United
Nations) ve WHO (Diinya Saglik Orgiitii) tarafindan propil parabenin bu grup ADI'ye
dahil edilmemesi gerektigi diisiiniilmiistiir. Bu nedenle Propil paraben i¢in bir ADI degeri

onerilmemektedir [60, 61].

Tiirk Gida Kodeksi Katk1 Maddeleri Yonetmeligi’nde metil p-hidroksibenzoat, sodyum
metil p-hidroksibenzoat, etil p-hidroksibenzoat ve sodyum etil p-hidroksibenzoatin bazi
sekerlemeler , silislemeler, dolgular, kaplamalar, 1s1l islem gérmiis olan et iiriinlerinden
pate, kurutulmus et {iriinlerinin ylizey uygulamalari, pismis, kiirlenmis veya kurutulmus
et Uirlinlerinin jelatin kaplamalari, su igerigi %75’in lizerinde olan sofralik tatlandiricilar,
patates, tahil, un veya nisasta bazli atistirmaliklar ve kaplanmis sert kabuklu meyvelerde

koruyucu katki maddesi olarak belirli dozlarda kullanilmasina izin verilmistir [62].

2.6.2.2.Parabenlerin fizikokimyasal 6zellikleri

Parabenler alkol, eter, gliserin ve propilen icerisinde ¢oziiniirler. Sudaki ¢oziintirliikleri
ise ya yoktur ya da ¢ok az miktardadir (propil paraben ¢oziinemez, metil paraben az
miktarda ¢oziinebilir). Sahip olduklar alkil zincir uzadikca sudaki ¢oziiniirliik azalirken

antimikrobiyal aktiviteleri artmaktadir [48, 49]

Metil paraben ve propil parabenin fizikokimyasal 6zellikleri Cizelge 2.1. ve Cizelge

2.2.°de gosterilmistir.
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Cizelge 2.1. Metil parabenin fizikokimyasal 6zellikleri [48, 49, 63].

METIL PARABEN

CAS No:

Kimyasal Ismi:

99-76-3

Metil-4 hidroksibenzoat

Kimyasal Formiilii: CgHsO3
Molekiiler Agirlig:: 152,16
Yapisal Formiilii: 5

. _CHs
HO
FIZIKOKIMYASAL OZELLIK DEGER
Fiziksel Durumu: Kati, beyaz
Yogunluk:
Erime Noktasi: 131
Kaynama Noktasi: 270-280
Sudaki Coziiniirliik: Az ¢Ozlniir
pKa: 8,17
Log Octanol-Su Dagilim Katsayisi (log kow ) (log P): 1,66
Kirilma Indisi: 1,525
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Cizelge 2.2. Propil parabenin fizikokimyasal 6zellikleri [48, 49, 63].

PROPIL PARABEN
CAS No: 94-13-3
Kimyasal Ismi: Propil-4 hidroksibenzoat
Kimyasal Formiilii: C10H1203
Molekiiler Agirlig:: 180,21
Yapisal Formiilii:
0
o >N
HO
FIZIKOKIMYASAL OZELLIK DEGER
Fiziksel Durumu: Kati, beyaz
Yogunluk: 1,063
Erime Noktasi: 96-98
Kaynama Noktast:
Suda Coziintirligii: Coziinemez
pKa: 8,35
Log Octanol-Su Dagilim Katsayisi (log kow ) (log P): 2,71
Kirilma Indisi: 1,505
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2.6.2.3. Parabenlerin metabolizmasi

Oral maruziyetten sonra, parabenler bagirsak ve karacigerdeki esterazlar tarafindan
metabolize edilerek idrar, safra ve diski ile bir miktar atilmaktadirlar. Parabenin ana
metaboliti parahidroksibenzoik asit (PHBA) olup, biiyiik bir kismi1 p-hidroksihippiirik asit
(PHHA- PHBA'nin glisin konjiigati-) olarak atilmaktadir [64].

Dermal olarak uygulanan parabenler cilt tarafindan alindiktan sonra esterazlar tarafindan
metabolize edilmektedir. Paraben hidrolizinin etkinligi, alkil zincir uzunluguna bagh
olarak degismektedir[64, 65].

Propil parabenin metabolizmasi galisilan bir arastirmada, propil parabenin insanlarda oral
alimdan sonra hizla emildigi ve sistematik olarak dagildig: bildirilmektedir. Ayrica propil
parabenin atilmadan 6nce biiyiik ¢ogunlugunun metabolize oldugu ve insan viicudunda

serbest formunda nadiren bulundugu tespit edilmistir [65].

2.6.2.4. Paraben Toksikolojisi

Evlerden ve diger i¢ mekanlardan alinan toz Ornekleri paraben igerigi acisindan
incelendiginde dnemli konsantrasyonlarda metil paraben ve propil paraben varlig: tespit
edilmistir. I¢c mekan tozlarinin parabene kronik maruiziyette 6nemli bir kaynak oldugu

belirtilmistir [66].

Yaygin kullanimlarindan dolayi, parabenler c¢evrede her yerde bulunmaktadir.
Insanlardan alman doku ve sivi rnekleri incelendiginde seminal plazma, yag dokusu,
anne siitii, plasenta ve kord kaninda parabenler tespit edilmistir [65]. Gebe kadinlardan
alian serum Ornekleri incelendiginde 6rneklerin yarisindan fazlasinda teshis simirinin

cok iistiinde metil paraben, propil paraben bulundugu tespit edilmistir [67].

Parabenler orta derecede niifuz edici olarak simiflandirilmigtir. Parabenlerin lipofilik
ozellikleri ile peneterasyon becerileri arasinda ters oranti oldugu belirtilmistir. Bazi
parabenler i¢in peneterasyon yetenegi su sekildedir: Metil paraben > Etil paraben > Propil
paraben > Biitil Paraben. Dolayisiyla deride kullanilan iriinlerin i¢inde bulunan
parabenlerin olusturdugu maruziyet derecesi alkil uzunlugu ve lipofilik 6zelliklerine gore
farklilik gostermektedir [63]. Keratinosit hiicreleri {izerinde yapilan bir ¢alismada 1 ay
siiresince metil paraben uygulamasinin sonucunda keratinosit hiicrelerinin proliferasyon

yetenegini azalttifi ve hiicre morfolojisini degistirdigi belirtilmistir. Ayrica stratum
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corneumda metil parabenin metabolize edilmeden kaldig1 ve hiicrelerin yaslanmasina

sebep olabilecegi da bildirilmistir [68].

Son yillarda yapilan ¢alismalarda endokrin bozucularin gestasyonel diyabet ve

gestasyonel diyabetin risk faktorleriyle iliskilendirilmistir [69].

Paraben iizerine yapilan toksikolojik ¢alismalarda gebelik donemi ve diyabet iliskisi
tizerinde durulmaktadir. Gestasyonel siirecte diyabetus mellitus tanist koyulan gebe
kadinlarin idrar 6rneklerinde paraben analizi yapilmistir. Elde edilen bulgular sonucunda
etil parabenin GDM riskini attirabilecegi belirtilmistir. Gebelik doneminin ilk
trimesterinda serum propil paraben seviyeleri ile gebelik glikoz seviyeleri arasinda
anlaml iligki bulunmustur. Parabenlerin gestasyonel diyabet ve ilgili risk faktorleri
tizerindeki potansiyel olumsuz etkileri ile glikoz regiilasyonunu etkileme kabiliyetine

sahip olabilecegi belirtilmektedir [69] [70].

Parabenlerin insan periferal lenfosit hiicerlerindeki etkisinin incelendigi bir in-vitro
calismada; propil paraben, isopropil baraben, biitil paraben ve isobiitil parabenin yiiksek
genotoksik ve sitotoksik etkisi oldugu belirtilmistir [71]. Ayrica meme kanseri
hiicrelerinde (MCF7) Ostrojenik aktivite sergiledigi ve kanserli dokuda tespit edildigi
bilinmektedir. Bu hiicrelerde paraben metabolizmas1 iizerinde yapilan bir ¢aligmada
parabenlerin, metabolizmaya ugramadig: tespit edilmistir. MCF7 hiicrelerinde paraben
metabolizmasinin olmamasi, parabenlerin dokuda yiiksek stabilitesine neden olarak ve
dokuda birikimine katkida bulunmaktadir. Ayrica calismada MCF7 hiicrelerindeki
paraben toksisitesinin parabenlerin lipofilik 6zellikleri ile iliskili oldugu da gosterilmistir
[72].

Yapilan bir ¢alismada Zebra baliklart erken gelisim evrelerinde metil paraben ve propil
parabene maruz birakilmistir. Elde edilen sonuglar incelendiginde hiicre dongiisii, stres
cevabi, DNA hasari, inflamasyon, yag asidi metabolizmasi ve endokrin fonksiyonlar gibi
birgok fizyolojik isleve sahip genlerin metil paraben ve propil parabenden olumsuz
etkilendigi bildirilmistir. Parabenlerin neden oldugu bu etkilerin oksidatif stres, DNA ¢ift
iplik kopmalari, apoptozis ve ayni zamanda yag asidi metabolizmasin1 degistirerek
toksisiteye neden oldugu belirtilmistir. Ayrica androjen reseptorii ve dstrojen reseptorii 2
alfa’nin ifadesinin degistigi dolayisiyla parabenlerin zebra baliklarinda da antiandrojenik

ve Ostrojenik aktivite gosterdigi de bildirilmistir [73].
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Parabenlerin sucul mikroorganizmalar iizerinde de etkileri bulunmaktadir. Deniz
kopepodu Tigriopus japonicus'ta metil paraben ve propil parabenin akut toksisitesinin
degerlendirildigi bir ¢alismada metil paraben ve propil parabenin ortalama oliimciil
konsantrasyon degerlerinin sirasiyla 29,754 ve 113 mg/L oldugu ve propil parabenin
metil parabene gore daha giiglii toksisite gosterdigi belirtilmistir [74].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Materyal
3.1.1. Kimyasal malzemeler

Calismamizda kullanilan Bisfenol A (CAS No:80-05-7) %99 saflikta, metil paraben
(CAS No: 99-76-3) ve propil paraben (CAS No: 94-13-3) %99 saflikta SIGMA
ALDRICH (ABD) firmasindan temin edilmistir. Hemogram testleri MELET
SCHLOESING MS9-5 (Fransa) tam otomatik kan sayim cihazi kullanilarak yapilmistir.
Tam kan saymmu icin kullanilacak kan ornekleri K3 EDTA’I tiiplerde toplanmustir.
Biyokimya analizleri i¢in glikoz kiti BT LAB (Cin) firmasindan; ALT (alanine
aminotransferaz), AST (aspartat aminotransferaz), iire, albiimin, trigliserid ve kreatinin
kitleri (ELISA) Elabscience (Cin) firmasindan; hormon analizleri i¢in ACTH, kortizol,
aldosteron, androstenedion ve dihidrotestosteron kitleri (ELISA) Elabscience (Cin)
firmasindan temin edilmistir. Hormon ve biyokimya analizleri BIOTEK pQuant (ABD)
spektofotometre cihazi kullanilarak yapilmistir. Hormon ve biyokimya analizleri i¢in kan
ornekleri jelli vakumlu tiiplerde toplanarak Eppendorf Centrifuge 5810R santirifiij cihazi
kullanilarak serumlaria ayrilmistir. Rabbit-CYP11B1 anti rat (Cat. No. BT-AP93586)
ve rabbit-CYP11B2 anti rat (Cat. No. BT-AP93593) primer antikorlar1 BT Lab (Cin)
firmasindan temin edilmistir. immiinohistokimyasal boyama igin kullanilan peroxidase
detection kit (Cat. No. 36000) ve goat-anti rabbit HRP konjuge sekonder antikor (Cat.
No. 65-6120) SIGMA ALDRICH (ABD) firmasindan temin edilmistir.

3.1.2. Deney hayvanlari

Bu calismada, propil paraben ve metil parabenin birlikte maruziyeti sonucu meydana
gelebilecek etkiler, 42 giinliik, ortalama 150 g agirliginda Wistar albino (Rattus
norvegicus) erkek sicanlarda histopatolojik, immiinohistokimyasal, hormonal ve
biyokimyasal parametreler kullanilarak incelenmistir. Bu amagla sicanlar, Hacettepe
Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim Merkezi’nden, Hacettepe Universitesi Deney
Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan alinan 2018 06-01 sayilt onay1 ile temin edilmistir. Tez
kapsaminda 30 adet Wistar albino (Rattus norvegicus) erkek sigan ile g¢alisilmistir.
Calismamizda siganlar agirliklar1 g6z Oniine alinarak rastgele secilip gruplandirilarak

deneye baslanmustir.
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3.1.3. Laboratuvar kosullari

Calismada, boyutlar1 20x40x22 cm olan 1zgara kapakli, temiz, polikarbonat,
otoklavlanabilir kafesler kullanilmistir. Siganlarin laboratuvar kosullarindan esit sekilde
faydalanabilmesi i¢in kafeslerin yeri diizenli olarak degistirilmistir. Deney siiresince foto
periyod 12 saat aydinlik 12 saat karanlik olacak sekilde ayarlanmistir. Nem oran1 %5045,
sicaklik 2142 °C’de sabit tutulmustur.

3.2. Yontem
3.2.1. Deney hayvanlarinin gruplandirilmasi

Sicanlar lizerinde yapilan uygulamalar prepubertal donemi kapsamaktadir. Propil paraben
ve metil paraben 10, 100 ve 500 mg/kg/glin dozlarinda 1 ml misir yaginda ¢oziilerek oral
gavaj yontemi ile siganlara uygulanmistir. Uygulama her giin ayni saatte yapilarak 30 giin
boyunca devam edilmistir. 30 adet erkek sigan ve her grupta 6 sigan olacak sekilde 5

deney grubu olusturulmustur. Deney hayvanlar1 her bir gruba rastgele dagitilmistir.

Propil paraben ve metil paraben 1:1 oraninda esit miktarda karistirilarak toplam doz
miktarlar1 10 mg/kg/glin (5 mg/kg/giin metil paraben+5 mg/kg/giin propil paraben), 100
mg/kg/giin (50 mg/kg/glin metil paraben+50 mg/kg/glin propil paraben) ve 500
mg/kg/giin (250 mg/kg/gilin metil paraben+250 mg/kg/giin propil paraben) olacak sekilde

belirlenmistir.

Deney gruplar:

1.Grup: Yag kontrol grubu 1ml misir yag:

2.Grup: Pozitif kontrol grubu 50 mg/kg/giin Bisfenol A

3.Grup: Deney grubu 10 mg/kg/giin Propil paraben + Metil paraben + misir yagi
4.Grup: Deney grubu 100 mg/kg/giin Propil paraben + Metil paraben + misir yagi

5.Grup: Deney grubu 500 mg/kg/giin Propil paraben + Metil paraben + misir yagi
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3.2.2. Viicut agirhg, organ ve rolatif organ agirhklar

Uygulama siiresince her giin deney hayvanlarinin agirliklar kaydedilmistir. Uygulama
stiresi sona erdiginde deney hayvanlar1 ketamin/ksilazin ile bayiltilmig ve terminal kan
toplanarak 6ldiiriilen siganlardan hipofiz, karaciger, adrenal bezler ve bobrekler dokulara
zarar vermeden c¢ikartilarak tartilmistir. Hipofiz bezinin ¢ok kii¢iik olmasi sebebiyle,

dokuya zarar vermemek i¢in agirlik 6l¢timii yapilmamustir.

3.2.3. Besin ve su tiikketimi

Calisma siiresince hayvanlara igme suyu olarak gilinliik 100 ml ¢esme suyu ve 50 g
standart sican yemi verilmistir. Giinlik olarak yem ve su tiiketimleri oOlgiilerek

kaydedilmistir.

3.2.4. Hemogram analizi

Deney hayvanlar1 ketamin/ksilazin ile bayiltildiktan sonra terminal kan alinmustir.
Toplanan kandan 1,5-2 ml hemogram analizi i¢in K3 EDTA’l1 tiiplere alinmis ve
bekletilmeden MELET SCHLOESING MS9-5 (Fransa) veteriner kan sayim cihaziyla

hemogram analizi yapilmustir.

Lokosit miktart (WBC-white blood cell), eritrosit miktar1 (RBC-red blood cell), monosit-
graniilosit-lenfosit miktar1 (Mon#, Gran#, Lenf#), monosit-graniilosit-lenfosit ytizdeleri
(%Mon, %Gran, %Lenf), kandaki hemoglobin miktar1 (Hb), eritrositlerin kan hacmine
orani olan hematokrit degeri (Hct), ortalama eritrosit hacmi (MCV-Mean Corpuscular
Volume), eritrositlerdeki hemoglobin miktar1 (MCH-Mean Corpuscular Hemoglobin),
ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu (MCHC-Mean Corpuscular Hemoglobin
Concentration), eritrosit dagilim genisligi (RDW-Red cell Distribution Width), ortalama
trombosit hacmi (MPV-Mean Platelet Volume), trombosit dagilim genisligi (PDW-
Platelet Distribution Width) olarak kisaltilmistir.

3.2.5. Hormon ve biyokimya analizleri

Deney hayvanlarindan toplanan kanin 5-7 ml’si ise serumu ayirmak ig¢in jelli tiiplere

alinmistir. Serumu ayirmak i¢in tiipler +4 °C’de 3600 rpm’de 30 dakika santrifiij
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edilmistir. Elde edilen serumlar belirli miktarlarda ependorf tiiplere ayrilarak -80 °C’de
saklanmistir. Daha sonra serumlar ACTH, kortisol, aldosteron, dihidrotestosteron,
androstenedion, ALT, AST, iire, trigliserit, glikoz, kreatinin ELISA kitleri kullanilarak

hormon ve biyokimya analizleri yapilmstir.

3.2.6. Histopatolojik incelemeler

Deney hayvanlarindan ¢ikartilan dokular tartildiktan sonra bekletilmeden tespit
sollisyonlarina alinmistir. Tespit soliisyonlar1 olarak bouin ve %10’luk noétral formol
tercih edilmistir. Bouin soliisyonu i¢in tespit siiresi 10, %10’luk nétral formol soliisyonu
icin tespit siiresi 12 saat olarak belirlenmistir. Tespit isleminden sonra dokular rutin
preparasyon islemlerinden (yikama, dehidrasyon, seffaflastirma, infiltrasyon)
gecirilmistir. Tiim dokular parafin ile bloklanmistir. Parafin bloklardan 4pum kalinliginda
kesitler alinarak hazirlanan preparatlar genel doku boyasi olan Hematoksilen & Eozin ile
boyanarak Olympus BX51 (Almanya) 151k mikroskobu altinda incelenmistir. Pixera Pro
150 ES programi kullanilarak fotograflama islemi yapilmistir.

3.2.7. immiinohistokimyasal boyamalar

Deney hayvanlarindan alinan tiim sol adrenal bezler immiinohistokimya boyamasi i¢in
%10’luk notral formol soliisyonunda tespit edilmistir. Tespit isleminden sonra dokular
rutin preparasyon islemlerinden (yikama, dehidrasyon, seffaflagtirma, infiltrasyon)
gecirildikten sonra parafin ile bloklanmistir. Parafin bloklardan S5pm kalinliginda kesitler
alinmustir. immiinohistokimyasal boyama igin Poly-lysine kapli lamlar kullanilmistir.
Dokularin smirlart PAP-Pen ile belirtilmistir. Antijen retrieval islemi i¢in PH:6 sitrat
antijen retrival soliisyonu kullanilmistir. Antijen retriaval islemi 40 dakika boyunca
etlivde yapilmistir. Endojen peroksidaz aktivitesi kit igerisindeki peroksidaz soliisyonu
kullanilarak bloklanmistir. Non spesifik boyanmalarin engellenmesi icin kit icerisinde
bulunan universal serum kullanilmistir. Rabbit anti rat primer antikorlar 1/10 oraninda
diliie edilerek +4 C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Goat anti rabbit HRP konjuge sekonder
antikor 1/50 oraninda diliie edilerek 90 dakika inkiibe edilmistir. Kromojen olarak DAB
kullanilmis ve 30 dakika inkiibe edilmistir. Cekirdek boyamas1 hematoksilen ile yapilmis

ve preperatlarin tizeri entellan kullanilarak kapatilmistir.
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3.3. Istatistiksel degerlendirmeler

Deney sonunda elde edilen veriler istatistiksel yazilim SPSS IBM-23 programinda
degerlendirilmistir. Bagimsiz ikiden ¢ok grup karsilastirmalariin yapilabilmesi igin
Levene istatistigine gore varyanslarin homojen oldugu durumda ANOVA, varyanslarin
homojen olmadig1 durumda ise Welch testi kullanilmistir. Gruplar arasi farki belirlemek
icin post-hoc test olarak ANOVA igin Tukey, Welch i¢in Games-Howell testleri
kullanilmistir.  Ayrica histopatolojik verilerin istatistiksel agidan anlamliliginin
degerlendirilmesi i¢in elde edilen veriler lizerinde Fisher Exact Testi uygulanarak deney
gruplar1 yag kontrol grubuna gore degerlendirilmistir. Tlim istatistiksel analizlerde dnem
diizeyi p<0,05 olarak belirlenmistir. Gruplar arasindaki farklar cizelgeler ve sekillerde

asagidaki harflerle belirtilmistir. (Onemlilik diizeyi p<0,05)

* yag kontrol grubundan farkli

2 yag kontrol grubundan farkli

b BPA 50 mg/kg/giin pozitif kontrol grubundan farkl

¢ 10mg/kg/giin metil paraben+propil paraben doz grubundan farkli
9 100mg/kg/giin metil paraben+propil paraben doz grubundan farkl

¢ 500 mg/kg/giin metil paraben+propil paraben doz grubundan farkl

Propil paraben ve metil parabenin Hipotalamus-Hipofiz-Adrenal Ekseni {izerindeki
olumsuz etkilerinin hematolojik, biyokimyasal, hormonal, histopatolojik ve
immiinohistokimyasal olarak ortaya ¢ikarilmasi amaglanarak tasarlanan uygulama ve

analiz asamalarinin sematik gosterimi Sekil 3.1°de gosterilmistir.
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Y @
1:1 ' MeP o ‘
Uygulama 1. giin oraninda . Nekropsi
O 30 giin uygulama siiresi O
42 giinliik 73 giinliik
I I I (son uygulamadan 24 saat sonra)
2\ N N
DENEY GRUPLARI 24 %. ¢ Sicanlarin agirhklar = Karaciger, bobrek ve adrenal bez agirliklar

" giinliik olarak élgiildii. & olciilmiistiir.

-

1.Yag Kontrol: 1 ml misir yagi

Tiiketilen yem ve su Kalpten alinan kan 6rneklerinin1,5-2 ml'si ile

2.Bisfenol A: 50 mg/kg/giin miktarlar giinliik olarak hemogram analizi yapilmistir.
kaydedildi. &
3.MeP+PrP: 10 mg/kg/giin I Alinan kan 6rneklerinin 5-8 ml'sinden serum
Deney hayvanlarinin ¥ elde edilerek biyokimya ve hormon
4.MeP+PrP: 100 mg/kg/giin agirhklarina uygun doz 1.ALT 1.ACTH
miktar1 1ml misir yagi ile 2 AST 2 Kortizol
5.MeP+PrP: 500 mg/kg/giin birlikte oral gavaj 3.Albiimin  3.Aldosteron
yontemi kullamlarak 4.Glikoz 4.ADT
verildi. 5.Kreatinin ~ 5.DHT
6.Trigliserit
Deney hayvanlan her 7.Ure
fgigt:e(ir:;;;:l:lacak analizleri yapild.
gruplandiriimistir.

Dokularda histolojik boyamalar H&E ile
yapildi.

Adrenal bezde CYP11B1 ve CYP11B2
antijenleri immiinohistokimyasal olarak
boyandi.

Sekil 3.1. Calismamizda uygulama ve analiz asamalarinin sematik gosterimi.
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4. SONUCLAR

Sunulan tez c¢alismasinda yapilan analizler ayr1 ayr1 Ozetlenmistir, bu kapsamda
calismanin sonuglar1 7 baglik altinda su sekilde toplanmistir: viicut, organ ve rolatif organ
agirliklar, besin ve su tiiketimi, hemogram analizi, biyokimya analizi,hormon analizi,

histopatolojik bulgular ve immiinohistokimyasal bulgular.

4.1. Viicut Agirhgi, Organ ve Roélatif Organ Agirhiklar:

Kontrol ve uygulama gruplarina ait giinliik viicut agirliklar1 degisimi Sekil 4.1.°de,
baslangic ve bitis agirliklart Sekil 4.2.°de, % agirlik artis1 Sekil 4.3.’de, adrenal bez,
karaciger ve bobreklere ait organ ve rolatif organ agirliklar1 Cizelge 4.1. ve 4.2.°de
gosterilmigtir. Viicut agirhigi ve organ-rolatif organ agirligi agisindan gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlaml fark gézlenmemistir.

300

250

—~ 200
20
5
=
én 150
E ==fr="Y ag Kontrol
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Sekil 4.1. Yag kontrol ve uygulama gruplarina ait giinliik viicut agirhigr Sl¢timleri.

Degerler ortalama seklinde verilmistir. (Onemlilik diizeyi p<0,05).
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Sekil 4.2. Yag kontrol ve uygulama gruplarina ait baslangi¢ ve bitig viicut agirligi
olgiimleri. Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. (Onemlilik diizeyi

p<0,05).
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Sekil 4.3.Yag kontrol ve uygulama gruplarina ait % agirlik artisi. Degerler ortalama =+

standart sapma seklinde verilmistir. (Onemlilik diizeyi p<0,05).
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Cizelge 4.1. Kontrol grubu ve uygulama gruplarindaki siganlarin adrenal, hipofiz, karaciger ve bobrek dokularina ait gercek organ agirliklari (g).

Metil paraben+Propil paraben

Yag (50 mszAg giin) 10 mg/kg/giin 100 mg/kg/giin 500 mg/kg/giin
Sag Adrenal 0,04 £ 0,01 0,03 +0,01 0,03 +0,01 0,04 £ 0,01 0,04 +£0,01
Sol Adrenal 0,03 £0,01 0,03 £ 0,01 0,03 £ 0,01 0,04 £ 0,01 0,03 +0,01
Sag Bobrek 0,98 £ 0,21 0,92 + 0,09 0,96 + 0,17 1,02+ 0,11 0,94 + 0,24
Sol Bobrek 0,98 £ 0,23 0,87 0,06 0,95+ 0,16 1,02 +£0,10 0,87 +0,16
Karaciger 10,23 £2,21 9,8 +£1,47 9,88 +2,10 10,42 £ 1,60 9,23 +1,87

Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. (Onemlilik diizeyi p<0,05).



Cizelge 4.2. Kontrol grubu ve uygulama gruplarindaki siganlarin adrenal, hipofiz, karaciger ve bobrek dokularina ait rolatif organ agirliklar

(9/kg).

Kontrol Metil paraben+Propil paraben
Yag BPA .. 10 mg/kg/giin 100 mg/kg/giin 500 mg/kg/giin
(50 mg/kg/giin)
Sag Adrenal 0,15+ 0,03 0,13 +0,02 0,14 + 0,02 0,18 0,04 0,17+0,03
Sol Adrenal 0,13+0,01 0,13+0,03 0,12+0,03 0,16 +0,03 0,15+0,04
Sag Bobrek 3,88+ 0,27 3,75+0,18 3,88+0,38 4,18 £ 0,27 4,13+0,38
Sol Bobrek 3,86 0,38 3,58 +0,23 3,82+0,39 4,20+ 0,22 3,84+0,14
Karaciger 40,37 +£4,36 39,89 + 2,60 39,6 £ 4,39 42,64 £3,94 40,71 £ 1,96

Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. (Onemlilik diizeyi p<0,05).
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4.2. Besin ve Su Tiiketimi

Kontrol ve uygulama gruplarina ait giinliik su tiiketimi Sekil 4.4.’de, besin tiikketimi Sekil
4.5.’de gosterilmistir. Glinliik besin ve su tiikketimi agisindan gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark gozlenmemistir.
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Sekil 4.4. Kontrol ve uygulama gruplarina ait giinliik su tiiketimi (ml). Degerler ortalama

seklinde verilmistir. (Onemlilik diizeyi p<0,05).
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Sekil 4.5. Yag kontrol ve uygulama gruplarina ait giinliik besin tiiketimi (g). Degerler
ortalama seklinde verilmistir. (Onemlilik diizeyi p<0,05).

4.3. Hemogram Analiz Sonuc¢lari

Kontrol ve uygulama gruplarina ait hemogram degerleri Cizelge 4.3.’de gosterilmistir.

Degerler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.

%Lenfosit degerlerinin BPA (50 mg/kg/giin) pozitif kontrol grubu ve tiim uygulama
gruplarinda (10-100-500 mg/kg/giin metil paraben+propil paraben) yag kontrol grubuna
gore azaldig1 ancak bu degerlerdeki azalmanin BPA (50 mg/kg/giin) pozitif kontrol grubu
ve 10 mg/kg/giin ile 100 mg/kg/glin metil paraben+propil paraben uygulama gruplarinda

istatistiksel olarak anlamli oldugu,

MPYV (ortalama trombosit hacmi) degerlerinin BPA (50 mg/kg/giin) pozitif kontrol grubu
ve tiim uygulama gruplarinda (10-100-500 mg/kg/giin metil paraben+propil paraben) yag

kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli azaldigi,

%Graniilosit ve MCH (eritrositlerdeki hemoglobin miktar1) degerlerinin BPA (50
mg/kg/giin) pozitif kontrol grubu ve tiim uygulama gruplarinda (10-100-500 mg/kg/giin
metil paraben+propil paraben) yag kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli

arttigi,
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MCYV (oksijen tagiyan hiicrelerin ortalama biiyiikliigii) degerlerinin BPA (50 mg/kg/giin)
pozitif kontrol grubu ve tiim doz gruplarinda yag kontrol grubuna gore arttigi ancak bu
artisin BPA (50 mg/kg/giin) pozitif kontrol grubu ve 10 mg/kg/giin ile 500 mg/kg/giin
metil paraben+propil paraben gruplarinda yag kontrol grubuna gore istatistiksel olarak

anlamli oldugu,

MCHC (ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu) degerlerinin BPA (50
mg/kg/glin) pozitif kontrol grubu ve tiim doz gruplarinda yag kontrol grubuna gore arttigi
ancak bu artigin sadece 500 mg/kg/giin metil paraben+propil paraben uygulama grubunda

istatistiksel olarak anlamli oldugu,

% RDW (eritrosit dagilim genisligi) degerlerinin BPA (50 mg/kg/giin) pozitif kontrol
grubu ve tiim doz gruplarinda yag kontrol grubuna goére azaldigi ancak BPA (50
mg/kg/glin) pozitif kontrol ve 10 mg/kg/giin ile 500 mg/kg/gin metil paraben+propil
paraben uygulama gruplarinda istatistiksel olarak anlamli oldugu,

%PDW (trombosit dagilim genisligi) degerlerinin BPA (50 mg/kg/giin) pozitif kontrol
grubu ve tiim doz gruplarinda yag kontrol grubuna gore arttig1 ancak bu artisin BPA (50

mg/kg/giin) pozitif kontrol ve 500 mg/kg/glin metil paraben+propil paraben uygulama

gruplarinda istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.3. Kontrol ve uygulama gruplarina ait tam kan analiz sonuglari.

Kontrol Metil Paraben + Propil Paraben
Kontrol (50 mBgrkAg /giin) 10 mg/kg/giin 100 mg/kg/giin 500 mg/kg/giin
WBC (mm?® 3,10+0,57 3,53+0,67 4,07+1,89 3,67+2,78 7,90+2,07
RBC (mm?) 11,02+1,54 5,96+0,74 7,14+2,04 8,09+2,49 7,25+2,62
Mon# 0,20+0,14 0,17+0,08 0,19+0,09 0,19+0,08 0,21+0,08
Lenf# 3,40+2,11 3,87+1,50 3,58+0,91 4,14+1,54 4,22+1,36
Gran# 0,15+0,07 1,56+0,97 1,35+0,77 1,23+0,73 1,39+0,66
Mon% 4,25+0,92 2,67+0,52 4,00+2,10 2,50+0,58 3,18+0,40
Lenf% 93,55+1,34 70,00+5,40%* 66,67+15,49%* 67,50+8,60%* 71,12+4,24
Gran% 2,20+0,42 24,50+5,82* 26,33+13,26* 22,50+3,94%* 23,70+3,47*
Hct% 38,55+6,29 41,50+4,93 50,00+13,99 42,67+14,49 43,97+13,51
RDW% 24,10+0,85 9,50+1,05* 16,00+3,49%* 16,00+£7,07 13,00+2,10%*
PDW% 8,75+0,07 16,83+1,33* 24,83+9,37 13,33+4,18 15,93+1,14*
Hb (g/dI) 12,35+1,06 11,83+1,53 14,87+3,82 14,25+4,72 14,03+4,81
MPV (fl) 19,30+0,14 5,7240,34* 6,57+1,77* 8,67+4,74* 6,00+0,65*
MCV (fl) 34,70+0,57 59,68+1,36* 61,47+1,78* 48,28+12,74 54,22+1,53*
MCH (pg) 9,70+0,14 17,38+0,49* 18,57+1,38* 15,92+2,94%* 17,37+0,83*
MCHC (g/dl) 27,45+0,64 29,30+0,32 30,40+2,58 34,22+4,16 32,17+0,98%*

Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. (Onemlilik diizeyi p<0,05).



4.4. Biyokimya Analiz Sonug¢lar:

Kontrol ve uygulama gruplarina ait biyokimya degerleri Cizelge 4.4.’de ortalama =+
standart sapma olarak gosterilmistir. Serum ALT ve AST degerleri Sekil 4.6., AST/ALT
oranlar Sekil 4.7, serum alblimin degerleri Sekil 4.8., serum glikoz degerleri Sekil 4.9.,
serum kreatinin degerleri Sekil 4.10., serum trigliserit degerleri Sekil 4.11. ve serum iire

degerleri Sekil 4.12.”de gosterilmistir.

Serum albiimin seviyelerinin tiim doz gruplarinda ve pozitif kontrol grubunda yag kontrol

grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalma gosterdigi tespit edilmistir.

Serum ALT seviyelerinde tiim doz gruplarinin yag kontrol grubuna gore arttig1 ancak bu
artigin istatistiksel olarak anlamli olmadig belirlenmistir. Serum AST degerlerinin BPA
(50 mg/kg/giin) pozitif kontrol grubunda ve 10-500 mg/kg/giin metil paraben+propil
paraben uygulama gruplarinda yag kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
arttigi, 100 mg/kg/giin metil paraben+propil paraben uygulama grubunda ise istatistiksel
acidan anlamli bulunamayan bir azalma gosterdigi tespit edilmistir. Serum AST ve ALT
degerlerinin karaciger ve bobrek fonksiyon durumlarini belirlemek icin oranlarina
bakilmistir. AST/ALT orami incelendiginde BPA (50 mg/kg/giin) pozitif kontrol
grubunda ve 10-500 mg/kg/giin metil paraben+propil paraben uygulama gruplarinda yag

kontrol gruplarinda bu oranin artis1 istatistiksel olarak anlamli tespit edilmigtir.

Serum glikoz seviyelerine bakildiginda 100 mg/kg/giin metil paraben+propil paraben
uygulama grubu ve 50 mg/kg/giin BPA pozitif kontrol grubunun yag kontrol grubuna

gore istatistiksel olarak anlamli olarak artis gosterdigi belirlenmistir.

Serum kreatinin seviyelerinin ise istatistiksel olarak anlamli olmadan 100 ve 500
mg/kg/glin metil paraben+propil paraben doz gruplarinda azaldigi, 10 mg/kg/giin metil
paraben+propil paraben doz grubunda ise arttig1 gériilmiistiir.

Serum trigliserit seviyelerinde tiim doz gruplarinda yag kontrol grubuna gére bir artis s6z
konusudur. Ancak yalnizca ve 100 mg/kg/glin metil paraben+propil paraben doz
grubundaki artig istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Serum iire seviyelerinde 10
mg/kg/giin metil paraben+propil paraben doz grubunda anlamli bir azalma belirlenmistir.
50 mg/kg/giin BPA pozitif kontrol grubunda yag kontrol grubuna gore diisiik serum iire
seviyesi tespit edilmistir ancak bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadigi

gOriilmiistiir.
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Cizelge 4.4. Kontrol ve uygulama gruplarina ait biyokimya analiz sonuglari.

Kontrol Metil paraben+Propil paraben
Yag BPA .. 10 mg/kg/giin 100 mg/kg/giin 500 mg/kg/giin
(50 mg/kg/giin)

ALT (IU/L) 21,00 + 8,49 53,00 + 18,38 36,00 + 4,24 26,00 + 2,83 42,50 + 6,36
AST (IU/L) 21,50 + 6,36 114,50 + 19,09 & ¢ d 73,00 £ 5,66 # ¢ 19,5+0,71 bce 109,50 + 9,19 &°¢
AST/ALT 1,05+ 0,12 2,23+0,41%°¢ 2,03 +0,08 %4 0,74 + 0,08 ¢ d 2,59 +0,17 4
ALBUMIN (g/L) 31,75 £ 1,34 29,13 £ 0,252 28,78 + 1,44 2 29,27 + 1,40 2 29,21 +0,74 2
GLIKOZ (mg/dL) 84,15+ 7,43 120,42 £ 9,51 2 ¢ e 84,82+4,67 9 183,79 +£15,41 &b.c.¢ 85,52 + 23,79 B¢
KREATININ (umol/L) 44,00 + 4,69 42,50 + 8,35 ¢ 52,00 + 8,04 ¢ 23,00 + 4,243b¢ 37,50 + 9,40
TRIGLIiSERID (mmol/L) 0,18 + 0,07 0,25 + 0,07 0,24 £ 0,06 0,35 + 0,022 0,23 + 0,06
URE (mmol/L) 2,49 40,15 1,98 + 0,43 2,06 + 0,07 &9 2,46 +0,15°¢ 2,11+ 0,20

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. ®yag kontrol grubundan, Ppozitif kontrol grubundan, °10mg/kg/giin doz grubundan,

9100mg/kg/giin doz grubundan, 500 mg/kg/giin doz grubundan istatistiksel olarak farkli, (Onemlilik diizeyi p<0,05).
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Sekil 4.6. Yag kontrol ve uygulama gruplarina ait serum ALT ve AST (IU/L) degerleri.
Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. ®yag kontrol grubundan,
Ppozitif kontrol grubundan, ¢10mg/kg/giin doz grubundan, 4100mg/kg/giin doz
grubundan, 500 mg/kg/giin doz grubundan istatistiksel olarak farkli, (Onemlilik diizeyi
p<0,05).
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Sekil 4.7. Yag kontrol ve uygulama gruplarina ait AST/ALT orani. Degerler ortalama +
standart sapma seklinde verilmistir. yag kontrol grubundan, ®pozitif kontrol grubundan,
°10mg/kg/giin doz grubundan, 9100mg/kg/giin doz grubundan, ®500 mg/kg/giin doz
grubundan istatistiksel olarak farkli, (Onemlilik diizeyi p<0,05).
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4.8. Yag kontrol ve uygulama gruplarina ait serum albiimin (g/L) degerleri.

Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. ?yag kontrol grubundan, pozitif

kontrol grubundan, ¢10mg/kg/giin doz grubundan, 100mg/kg/giin doz grubundan, ®500

mg/kg/giin doz grubundan istatistiksel olarak farkli, (Onemlilik diizeyi p<0,05).

Glikoz (mg/dL)
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4.9. Yag kontrol ve uygulama gruplarina ait serum glikoz (mg/dL) degerleri.

Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *yag kontrol grubundan, pozitif

kontrol grubundan, ¢10mg/kg/giin doz grubundan, 9100mg/kg/giin doz grubundan, 500

mg/kg/giin doz grubundan istatistiksel olarak farkli, (Onemlilik diizeyi p<0,05).
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Sekil 4.10. Yag kontrol ve uygulama gruplarina ait serum kreatinin (umol/L) degerleri.
Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. ?yag kontrol grubundan, pozitif
kontrol grubundan, ¢10mg/kg/giin doz grubundan, 9100mg/kg/giin doz grubundan, 500
mg/kg/giin doz grubundan istatistiksel olarak farkli, (Onemlilik diizeyi p<0,05).
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Sekil 4.11. Yag kontrol ve uygulama gruplarina ait serum trigliserit (mmol/L) degerleri.
Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. ®yag kontrol grubundan, °pozitif
kontrol grubundan, ¢10mg/kg/giin doz grubundan, 9100mg/kg/giin doz grubundan, 500
mg/kg/giin doz grubundan istatistiksel olarak farkli, (Onemlilik diizeyi p<0,05).
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Sekil 4.12. Yag kontrol ve uygulama gruplarina ait serum iire (mmol/L) degerleri.
Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. yag kontrol grubundan, pozitif
kontrol grubundan, °10mg/kg/giin doz grubundan, 100mg/kg/giin doz grubundan, 500
mg/kg/giin doz grubundan istatistiksel olarak farkli, (Onemlilik diizeyi p<0,05).

4.5. Hormon Analiz Sonuglari

Metil paraben ve propil paraben maruziyetinin hormonlar diizeydeki etkilerini incelemek
amaciyla serum Orneklerinde ACTH, kortisol, aldosteron, androstenedion ve
dihidrotestosteron hormonlar1 ¢aligilmistir. Kontrol ve uygulama gruplarina ait hormon
seviyeleri Sekil 4.13.-4.17.”da gosterilmistir. Degerler ortalama + standart sapma olarak

verilmistir.

Serum ACTH, kortizol ve androstenedion seviyeleri 50 mg/kg/glin BPA pozitif kontrol
ve 100 mg/kg/giin metil paraben+propil paraben doz grubunda yag kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir artis gostermistir. Serum aldosteron seviyesinin 50
mg/kg/giin BPA pozitif kontrol ile 10 ve 100 mg/kg/giin metil paraben+propil paraben
doz uygulama gruplarinda, dihidrotestosteron seviyesinin ise 50 mg/kg/giin BPA pozitif
kontrol ve 10 ve 500 mg/kg/giin metil paraben+propil paraben doz uygulama gruplarinda

yag kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artis gosterdigi tespit edilmistir.
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Cizelge 4.5. Kontrol ve uygulama gruplarina ait hormon analiz sonuglari.

Kontrol Metil paraben+Propil paraben
Yag Kontrol BPA .. 10 mg/kg/giin 100 mg/kg/giin 500 mg/kg/giin
(50 mg/kg/giin)
ACTH (pg/mL) 50,70+3,00 612,7+11,002¢4¢ 86,60+24,00°9 263,90£35,00%P¢ 181,30+62,00°
Kortizol (ng/mL) 41,99+1,00 341,23+42,00%¢¢ 43,77+7,000¢ 369,93+43,00%%¢ 57,33+7,00P
Aldosteron (pg/mL) 121,23+12,91 856,50+96,674¢d¢ 369,93+1430¢ 335,10+49,00%P¢ 173,07+2,00P04

Dihidrotestosteron (pg/mL) 163,804+22,82

Androstenedion (ng/mL) 4,55+0,62

2060,33+88,30%¢9¢

30,79+3,372¢0de

473,70+30,40*0de

7,63+0,8024

186,37+22,75"¢¢

13,27+2,112b¢

287,77+19,623b:¢d

8,44+0,21°

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. ®yag kontrol grubundan, Ppozitif kontrol grubundan, °10mg/kg/giin doz grubundan,

9100mg/kg/giin doz grubundan, 500 mg/kg/giin doz grubundan istatistiksel olarak farkli, (Onemlilik diizeyi p<0,05).
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Sekil 4.13. Yag kontrol ve uygulama gruplaria ait serum ACTH (pg/mL) degerleri.
Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *yag kontrol grubundan, pozitif
kontrol grubundan, ¢10mg/kg/giin doz grubundan, 9100mg/kg/giin doz grubundan, 500
mg/kg/giin doz grubundan istatistiksel olarak farkli, (Onemlilik diizeyi p<0,05).
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Sekil 4.14. Yag kontrol ve uygulama gruplarina ait serum kortizol (pg/mL) degerleri.
Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *yag kontrol grubundan, pozitif
kontrol grubundan, ¢10mg/kg/giin doz grubundan, 9100mg/kg/giin doz grubundan, 500
mg/kg/giin doz grubundan istatistiksel olarak farkli, (Onemlilik diizeyi p<0,05).
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Sekil 4.15. Yag kontrol ve uygulama gruplarina ait serum aldosteron (pg/mL) degerleri.
Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. ®yag kontrol grubundan, pozitif
kontrol grubundan, ¢10mg/kg/giin doz grubundan, 9100mg/kg/giin doz grubundan, 500
mg/kg/giin doz grubundan istatistiksel olarak farkli, (Onemlilik diizeyi p<0,05).
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Sekil 4.16. Yag kontrol ve uygulama gruplarina ait serum androstenedion (ng/mL)
degerleri. Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. ®yag kontrol
grubundan, Ppozitif kontrol grubundan, 10mg/kg/giin doz grubundan, 9100mg/kg/giin
doz grubundan, ®500 mg/kg/giin doz grubundan istatistiksel olarak farkli, (Onemlilik
diizeyi p<0,05).
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Sekil 4.17. Yag kontrol ve uygulama gruplarina ait serum dihidrotestosteron (pg/mL)
degerleri. Degerler ortalama =+ standart sapma seklinde verilmistir. ?yag kontrol
grubundan, Ppozitif kontrol grubundan, ¢10mg/kg/giin doz grubundan, 9100mg/kg/giin
doz grubundan, ®500 mg/kg/giin doz grubundan istatistiksel olarak farkli, (Onemlilik
diizeyi p<0,05).

4.6. Histopatolojik Bulgular
4.6.1. Hipofiz bezine ait bulgular

Kontrol grubu hipofiz dokusunun histolojik goriiniimii Sekil 4.18.’de verilmistir. BPA
(50 mg/kg/giin) pozitif kontrol grubunda nérohipofiz dokusunda pituicytoma (Sekil
4.19.), 10 mg/kg/giin metil paraben+propil paraben uygulama grubunda adenohipofiz
dokusunda konjesyon ve odem (Sekil 4.20.), 100 mg/kg/giin metil paraben+propil
paraben uygulama grubunda adenohipofiz dokusunda kromofob hiicrelerinde Crooke
hiyalin halkas1 (Sekil 4.21.), 500 mg/kg/giin metil paraben+propil paraben uygulama
grubunda adenohipofiz dokusunda vakuolizasyon (Sekil 4.22.) tespit edilmistir. Kontrol
ve uygulama gruplarina ait hipofiz dokularinda tespit edilen histopatolojik bulgularin

insidans degerleri Cizelge 4.6.’da gosterilmistir.
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Sekil 4.18. Yag kontrol grubuna ait adenohipofiz dokusunun normal

goriiniimii, (H&E boyama, 400X).

Sekil 4.19. BPA 50 mg/kg/giin pozitif kontrol grubuna ait noérohipofiz
dokusunda pituicytoma (®), (H&E boyama, 1000X).
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Sekil 4.20. 10 mg/kg/giin doz grubuna ait adenohipofiz dokusunda konjesyon
() ve 6dem (=), (H&E boyama, 400X biiylitme).

Sekil 4.21. 100 mg/kg/giin doz grubuna ait adenohipofiz dokusunda
adenohipofiz dokusunda kromofob hiicrelerinde Crooke hiyalin halkas1 (%),
(H&E boyama, 400X).
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Sekil 4.22. 500 mg/kg/giin doz grubuna ait adenohipofiz dokusunda
vakuolizasyon (=), (H&E boyama, 400X)
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Cizelge 4.6. Kontrol ve uygulama gruplarina ait hipofiz dokularinda tespit edilen histopatolojik bulgularin insidans ¢izelgesi.

Kontrol Metil paraben+Propil paraben
Yag Kontrol BPA .. 10 mg/kg/giin 100 mg/kg/giin 500 mg/kg/giin
(50 mg/kg/giin)
Konjesyon 0/6 5/6" 3/6 6/6" 2/6
Odem 0/6 5/6° 3/6 4/6" 2/6
Hiicrelerde Vakuolizasyon 1/6 4/6 2/6 4/6 3/6
Crooke Hiyakin Halkas1 0/6 6/6" 2/6 6/6" 3/6
Pituicytoma 0/6 2/6 0/6 1/6 0/6
Hidropik Dejenerasyon 0/6 3/6 1/6 2/6 0/6
Hiicresel Dejenerasyon 0/6 46" 1/6 4/6" 2/6
Lenfositik Infiltrasyon 0/6 0/6 1/6 0/6 0/6

Yag kontrol ve uygulama gruplarina ait histopatolojik bulgularin insidans gizelgesi. Degerler histopatolojik bulgu gézlenen sigan sayisi/grupta

incelenen sigan sayisi seklinde verilmistir. *yag kontrol grubundan istatistiksel olarak farkli, (Onemlilik diizeyi p<0,05).
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4.6.2. Adrenal beze ait bulgular

Kontrol grubu hipofiz dokusunun histolojik goriiniimii Sekil 4.23.’de verilmistir. BPA
(50 mg/kg/giin) pozitif kontrol grubunda kortikal nodiil (Sekil 4.24.), 10 mg/kg/giin metil
paraben+propil paraben uygulama grubunda mononiikleer hiicre infiltrasyonu (Sekil
4.25.), 100 mg/kg/giin metil paraben+propil paraben uygulama grubunda konjesyon,
6dem ve hiperplazi (Sekil 4.26.), 500 mg/kg/glin metil paraben+propil paraben uygulama
grubunda subkapsiiler bolgede 6dem ve hiperplazi (Sekil 4.27.) tespit edilmistir. Kontrol
ve uygulama gruplarina ait adrenal bez dokularinda tespit edilen histopatolojik bulgularin

insidans degerleri Cizelge 4.7’ de gosterilmistir.

Sekil 4.23. Yag kontrol grubuna ait adrenal korteks goriintiisii, (H&E
boyama, 400X).
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Sekil 4.24. BPA (50mg/kg/glin) pozitif kontrol grubuna ait adrenal kortekste
kortikal nodiil (%), (H&E boyama, 200X).

Sekil 4.25. 10 mg/kg/giin doz grubuna ait adrenal dokuda mononiikleer hiicre
infiltrasyonu (=), (H&E boyama, 400X)
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Sekil 4.26. 100 mg/kg/giin grubuna ait adrenal dokusunda konjesyon ile
birlikte 6dem (=) ve hiperplazi (&), (H&E boyama, 200X).

Sekil 4.27. 500 mg/kg/giin doz grubuna ait adrenal dokuda subkapsiiler
bolgede 6dem (=), hiperplazi (=), (H&E boyama, 200X)
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Cizelge 4.7. Kontrol ve uygulama gruplarina ait adrenal bez dokularinda tespit edilen histopatolojik bulgularin insidans ¢izelgesi.

Kontrol Metil paraben+Propil paraben
Yag Kontrol BPA .. 10 mg/kg/giin 100 mg/kg/giin 500 mg/kg/giin
(50 mg/kg/giin)
Konjesyon 0/6 2/6 1/6 3/6 3/6
Odem 0/6 3/6 0/6 2/6 1/6
xgﬁ‘;::}ﬁzf Hiere 0/6 1/6 0/6 1/6 1/6
Kortikal Nodiil 0/6 3/6 1/6 2/6 3/6
Kortikal Nekroz 0/6 2/6 1/6 2/6 1/6
Hiicresel Dejenerasyon 0/6 5/6* 3/6 5/6* 4/6*
Hipertrofi 0/6 1/6 0/6 0/6 0/6
Vakuolizasyon 0/6 2/6 1/6 2/6 1/6
Fibroz Doku Olusumu 0/6 1/6 0/6 2/6 1/6
Kistik Doku Olusumu 0/6 1/6 0/6 0/6 2/6

Yag kontrol ve uygulama gruplarina ait histopatolojik bulgularin insidans ¢izelgesi. Degerler histopatolojik bulgu gdzlenen sican sayisi/grupta

incelenen sigan sayisi seklinde verilmistir. *yag kontrol grubundan istatistiksel olarak farkli, (Onemlilik diizeyi p<0,05).

68



4.6.3. Karacigere ait bulgular

Kontrol grubu hipofiz dokusunun histolojik goriiniimi Sekil 4.28.’de verilmistir. BPA
(50 mg/kg/giin) pozitif kontrol grubunda hepatik parankimada dejenerasyon (Sekil 4.29.),
10 mg/kg/glin metil paraben+propil paraben uygulama grubunda piknotik hiicreler ve
kistik goriiniim (Sekil 4.30.), 100 mg/kg/giin metil paraben+propil paraben uygulama
grubunda sinozodial genisleme ve nekrotik alan (Sekil 4.31.), 500 mg/kg/giin metil
paraben+propil paraben uygulama grubunda sinuzodial genisleme (Sekil 4.32.) tespit
edilmistir. Kontrol ve uygulama gruplarina ait karaciger dokularinda tespit edilen

histopatolojik bulgularin insidans degerleri Cizelge 4.8.’de gosterilmistir.

Sekil 4.28. Yag kontrol grubuna ait karaciger dokusunun histolojik
gortiniimii, (H&E boyama, 200X).
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Sekil 4.29. BPA (50mg/kg/giin) pozitif kontrol grubuna ait karaciger
dokusunda hepatik parankimada dejenerasyon (=), (H&E boyama, 400X).

Sekil 4.30. 10mg/kg/giin grubuna ait karaciger dokusunda kistik goriiniim
(), (H&E boyama, 200X).
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Sekil 4.31. 100 mg/kg/giin doz grubuna ait karaciger dokusunda sinuzodial
genisleme (™), nekrotik alan (&), (H&E boyama, 400X).

Sekil 4.32. 500 mg/kg/giin doz grubuna ait karaciger dokusunda hiicrelerde
sinuzodial genisleme (%), (H&E boyama, 200X).
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Cizelge 4.8. Kontrol ve uygulama gruplarina ait karaciger dokularinda tespit edilen histopatolojik bulgularin insidans ¢izelgesi.

Kontrol Metil paraben+Propil paraben
Yag Kontrol BPA 10 mg/kg/giin 100 mg/kg/giin 500 mg/kg/giin
g (50 mg/kg/giin) g/Kg/g g/Kg/g g/kg/g

Konjesyon 0/6 0/6 2/6 0/6 2/6
Odem 0/6 0/6 1/6 0/6 0/6
Mononilkleer Hicre 0/6 16 16 206 16
Infiltrasyonu

Siniizodial Genisleme 0/6 4/6* 4/6* 5/6* 3/6
He_ank Parankimada 0/6 3/6 2/6 3/6 2/6
Dejenerasyon

Piknotik Hiicreler 0/6 1/6 1/6 0/6 0/6
Kistik Dejenerasyon 0/6 1/6 1/6 1/6 0/6
Sitoplazmik Erime 1/6 0/6 1/6 3/6 2/6

Yag kontrol ve uygulama gruplaria ait histopatolojik bulgularin insidans ¢izelgesi. Degerler histopatolojik bulgu gozlenen sigan sayisi/grupta

incelenen sigan sayisi seklinde verilmistir. *yag kontrol grubundan istatistiksel olarak farkli, (Onemlilik diizeyi p<0,05).
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4.6.4. Bobrege ait bulgular

Kontrol grubu bobrek dokusunun histolojik goriiniimii Sekil 4.33.’de verilmistir. BPA
(50 mg/kg/giin) pozitif kontrol grubunda tiibiiler dejenerasyon ve hiperplazi (Sekil 4.34),
10 mg/kg/giin metil paraben+propil paraben uygulama grubunda mononiikleer hiicre
infiltrasyonu (Sekil 4.35.), 100 mg/kg/giin metil paraben+propil paraben uygulama
grubunda bowman kapsiiliinde genisleme ve glomerular atrofi, limene hiicre atilmasi
(Sekil 4.36.), 500 mg/kg/glin metil paraben+propil paraben uygulama grubunda tiibiiler
dejenerasyon ve fibroz doku olusumu (Sekil 4.37.) tespit edilmistir. Kontrol ve uygulama
gruplarina ait bobrek dokularinda tespit edilen histopatolojik bulgularin insidans degerleri

Cizelge 4.9.”da gosterilmistir.

Sekil 4.33. Yag kontrol grubuna ait bobrek goriintiisii, (H&E boyama, 400X)
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Sekil 4.34. BPA (50 mg/kg/giin) doz grubuna ait bébrek dokusunda hiperplazi
(=), tiibiiler dejenerasyon @), (H&E boyama, 200X).

Sekil 4.35. 10 mg/kg/gilin doz grubuna ait bobrek dokusunda mononiikleer
hiicre infiltrasyonu (%)), (H&E boyama, 400X).
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Sekil 4.36. 100 mg/kg/giin doz grubuna ait bobrek dokusunda bowman
kapsiiliinde genisleme ve glomerular atrofi (%), liimene hiicre atilmasi (&),
(H&E boyama, 200X)

Sekil 4.37. 500 mg/kg/giin doz grubuna ait bobrek dokusunda bowman

kapsiiliinde genisleme (™) ve tiibiiler dejenerasyon, liimene hiicre atilmasi
(=), (H&E boyama, 400X).
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Cizelge 4.9. Kontrol ve uygulama gruplarina ait bobrek dokularinda tespit edilen histopatolojik bulgularmn insidans cizelgesi.

Kontrol Metil paraben+Propil paraben
Yag Kontrol BPA . 10 mg/kg/giin 100 mg/kg/giin 500 mg/kg/giin
(50 mg/kg/giin)
Konjesyon 1/6 3/6 4/6 5/6* 4/6
Odem 0/6 3/6 1/6 0/6 0/6
?ﬁgﬁ?:;ykéf;r Hicre 0/6 2/6 1/6 206 1/6
Glomerular Atrofi 1/6 6/6* 3/6 6/6* 3/6
Tiibiiler Dejenerasyon 0/6 4/6* 3/6 5/6* 3/6
Liimene Hiicre Atilmasi 0/6 6/6* 3/6 5/6* 3/6
Kistik Dejenerasyon 0/6 5/6* 0/6 0/6 2/6
Fibr6z Doku Olusumu 0/6 4/6* 0/6 3/6 2/6
Hiperplazi 0/6 3/6 216 1/6 1/6

Yag kontrol ve uygulama gruplarma ait histopatolojik bulgularin insidans ¢izelgesi. Degerler histopatolojik bulgu gozlenen sigan sayisi/grupta

incelenen sigan sayis1 seklinde verilmistir. *yag kontrol grubundan istatistiksel olarak farkli, (Onemlilik diizeyi p<0,05).
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4.7. Iimmiinohistokimyasal Analiz Sonuclari

Adrenal dokuda yapilan immiinohistokimyasal boyamalarda yag kontrol grubuna ait 11
Hidroksilaz (CYP11B1) Sekil 4.38., Aldosteron sentaz (CYP11B2) ise Sekil 4.43.°de
gosterilmistir. Bulgular incelendiginde kortizol biyosentezinin son basamaginda gorev
alan CYP11BI’in BPA (50 mg/kg/giin) pozitif kontrol ve 100 mg/kg/giin metil
paraben+propil paraben uygulama gruplarinda yag kontrol grubuna gore daha yogun
boyandigr  Sekil 4.39. ve Sekil 4.41°de goriilmektedir. CYP11B2’nin
immiinohistokimyasal boyanmasi incelendiginde ise yine BPA (50mg/kg/giin) pozitif
kontrol ve 10 mg/kg/giin ile 100 mg/kg/giin metil paraben+propil paraben uygulama
gruplarinda yag kontrol grubuna goére daha yogun ve genis bir alanda boyanma Sekil
4.39., Sekil 4.40. ve Sekil 4.41.°de tespit edilmistir.

4.7.1. 118 Hidroksilaz (CYP11B1)

Sekil 4.38. Yag kontrol grubuna ait CYP11B1 immiinohistokimyasal boyama
(400X).
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Sekil 4.39. BPA (50 mg/kg/giin) uygulama grubuna ait CYP11B1 boyanmasi
(400X).

PR \yvu
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Sekil 4.40. 10 mg/kg/giin uygulama grubuna ait CYP11B1 boyanmasi
(400X).

78



Sekil 4.41. 100 mg/kg/glin uygulama grubuna ait CYP11B1 boyanmasi

Sekil 4.42. 500 mg/kg/glin uygulama grubuna ait CYP11B1 boyanmasi
79

(400X).



4.7.2. Aldosteron sentaz (CYP11B2)

Sekil 4.43. Yag kontrol grubuna ait CYP11B2 boyanmasi (400X).

Sekil 4.44. BPA (50 mg/kg/giin) pozitif kontrol grubuna ait CYP11B2
80

boyanmasi (400X).



(400X).

Sekil 4.46. 100 mg/kg/glin uygulama grubuna ait CYP11B2 boyanmasi
(400X).

81



Sekil 4.47. 500 mg/kg/glin uygulama grubuna ait CYP11B2 boyanmasi
(400X).
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5.TARTISMA

Kimyasallar giinliik hayatimizin 6nemli bir bileseni olarak yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Endokrin sistem {izerinde zararl etkileri olan bu kimyasallarin bir kismi1
endokrin bozucu bilesikler olarak bilinmektedir. Endokrin bozucularin saglik iizerindeki
etkileri gebelik doneminden baslayarak, yasam boyu devam ederek gelecek nesillerde

birgok sorunlara neden olabilmektedir [30].

Parabenler antifungal ve antibakteriyel aktiviteye sahip olduklar1 i¢in kozmetik,
farmasotik, gida ve endiistriyel tirtinlerde siklikla kullanilmaktadir. Bunlar arasinda metil
paraben ve propil paraben en sik tercih edilen ve ¢ogunlukla koruyucu madde olarak

birlikte kullanilan bilesiklerdir [75].

Son yillarda paraben maruziyetinin etkileri lizerine yapilan ¢alismalar arttikca bu

maddelerin endokrin bozucu kimyasallar olarak siniflandirilmasina gidilmistir [76].

Parabenlerin toksik etkilerinin arastirilmasi konusunda bir¢ok calisma yapilmistir.
Onceleri parabenlerin tiim iiriinlerde giivenle kullanilabilecegi ve herhangi bir olumsuz
etkisinin olmadig1 bilinmekteydi. Ancak, bu bilesiklerin endokrin bozucu etkisi ile ilgili
daha hassas calismalarin yapilmasi, bilim diinyasinin dikkatini Parabenler {lizerinde
yogunlagsmasina neden olmustur. Bunlarla ilgili ¢alismalardan birkag1 Ozetlenerek
paraben maruziyetinin olumsuz etkisi {izerinde durulmus ve c¢alismanin Onemi

vurgulanmaya ¢aligilmistir.

37 haftalik saglikli gebe kadinlardan alinan maternal ve kordon kanindan elde edilen
plazma 6rneklerinin incelendigi bir ¢alismada, maternal plazma 6rneklerinin %59,3’linde
metil paraben, %81,5’inde propil paraben ve %85,2’sinde BPA, kordon kanindan elde
edilen plazma Orneklerinin ise %63’linde metil paraben, %55,6’sinda propil paraben,
%75,1’inde BPA saptanmistir. Ayrica metil paraben ve propil parabenin kordon kaninda

tespit edilen baskin paraben gesitleri oldugu da vurgulanmstir [77].

Danimarka’da 60 saglikli erkek iizerinde yapilan bir ¢alismada idrar, serum ve seminal
plazmadaki  paraben  konsantrasyonlarma  bakilmistir. ~ Parabenlerin  idrar
konsantrasyonlar1 metil-, etil-, n-propil- ve n-biitil paraben i¢in sirasiyla %98, %80, %98
ve %83 olarak 6l¢iilmiistiir. Ayrica metil ve n-propil paraben serum ve seminal plazma

orneklerinin ¢ogunda tespit edilmistir [78].
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Idrar 6rneklerinin incelendigi bir bagka ¢alismada ise idrarda en yiiksek diizeyde tespit

edilen parabenlerin metil paraben ve propil paraben oldugu belirtilmistir [79].

Bledzka ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada parabenlerin sucul yasam tizerindeki
etkisi incelenmis ve 20 tiir balik dokusunda parabenlere rastlandigi belirtilmistir. Metil
paraben, propil paraben ve biitil paraben, analiz edilen balik 6rneklerinin %90'1nda tespit

edilmistir. En yiiksek konsantrasyon ise metil paraben i¢in 6l¢iilmiistiir [50].

Literatiirdeki calismalar incelendiginde parabenlerin hem viicut sivilarinda hem de
dokularda tespit edildigi goriilmektedir. Bu maruziyetin sadece insan diizeyinde degil
sucul ve karasal canlilari da etkiledigi goriilmektedir. Insanlar iizerinde yapilan
calismalarda ise fetal donemden ergin doneme kadar her siirecte bu maddelere maruz
kalindigin1 sdylemek miimkiindiir. Metil paraben ve propil parabenin bir¢ok alanda en
stk kullanilan paraben cesitleri olmasi nedeniyle paraben maruziyetinin temelini

olusturduklar yapilan ¢alismalarda goriilmektedir.

Bu nedenle bu ¢alismada metil paraben ve propil parabenin birlikte maruziyetinin
hipotalamus-hipofiz-adrenal ~ ekseni  lizerindeki etkilerinin ortaya ¢ikarilmasi
hedeflenerek deneyler bu dogrultuda planlanarak yapilmigtir. Bu kapsamda metil paraben
ve propil paraben 1:1 oraninda karistirilarak misir yagi ile birlikte 30 giin boyunca oral
gavaj yontemiyle erkek sicanlara verilmistir. Uygulamalara, sicanlar 42 giinliikken
baslanmis ve 72 giinliikken son bulmustur. Dolayisiyla ¢alisma hassas bir donem olan

prepubertal donemi kapsamaktadir.

Sicanlar uygulama baslamadan once agirliklarina gore rastgele dagitilmistir. Dolayisiyla
baslangi¢ agirliklart arasinda herhangi bir farklilik bulunmamaktadir. Calisma sonunda
elde edilen veriler incelendiginde ise viicut, organ ve rolatif organ agirliklarinda bir

degisim gozlenmemistir.

Endokrin bozucularla yapilan ¢aligmalar incelendiginde bazi c¢aligmalarda organ
agirliklarinda artiglar tespit edilmistir [80]. Literatiire bakildiginda organ agirligindaki
artiglarin genellikle iireme sistemine ait organlarda oldugu goriilmektedir. Endokrin
bozucu etkisi bilenen BPA ve oktilfenol ile yapilan bir ¢alismada epididimis, prostat ve
seminal vezikiil agiliklarinda artis oldugu tespit edilmistir [46]. Parabenler ile yapilan
bazi calismalarda ise viicut agirliginda artis, organ agirliklarinda diisiis gozlendigi ileri

strilmustiir [81].
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Ancak parabenler ile yapilan ¢alismalara genel olarak bakildiginda akut ve subkronik
uygulamalarda viicut ve organ agirliklarinin genellikle istatistiksel olarak anlamli
diizeyde etkilenmedigi, bu degisim i¢in daha uzun siireli ya da daha yiiksek doz igeren

caligmalarin yapilmasi gerektigi sdyleyebiliriz.

Hematolojik analiz; kan, kemik iligi, immiinolojik, hemostatik ve vaskiiler sistem
hastaliklarinin teshisi, tedavisi ve Onlenmesi dahil olmak tlizere kan oOrneklerinin

incelenmesidir. Ayrica bu analizler hayvan hastaliklarinin tan1 ve tedavisinde de

kullanilmaktadir [82].

Kisaca hematolojik parametreler hem hayvanlar hem de insanlar i¢in fizyolojik ve

patolojik durumun 6nemli gostergesidir [83].

Cesitli bilimsel topluluklar tarafindan olusturulan ortak bir komitenin laboratuvar
hayvanlarinda giivenlik ve toksisite ¢aligmalar1 i¢in 6nerdigi bir hematoloji testi l0kosit#,
eritrosit#, trombosit sayisi, hemoglobin konsantrasyonu, hematokrit, MCV, MCH ve
MCHC degerlerini i¢cermektedir [82]. Calismamizda yapilan kan analiz parametreleri

Onerilen bu degerleri igermektedir.

Calismamizda hematolojik incelemeler siganlar bayiltildiktan sonra alinan terminal kan
orneklerinde calisilmistir. Toplanan kanin 1,5-2 ml’si pthtilasmadan K3 EDTA’11 tiiplere
alinmis ve bekletilmeden MS9-5 cihazinda okutularak bir¢cok degere bakilmistir. Elde
edilen sonuglarda istatistiksel analiz yapildiginda %Lenfosit-Graniilosit-PDW-RDW
degerleri ile MPV, MCV, MCH ve MCHC degerlerinde yag grubuna gore anlamli
farkliliklar oldugu tespit edilmistir.

MCV, MCH, MCHC, %RDW ve %PDW degerleri birbirleriyle iligskidir. Bu degerlerinin
yiiksek ya da diisiik olmas1 genellikle B12 vitamini ve folik asit ile iligkilendirilmektedir.
MPYV degerlerinin enfeksiyon, kanser gibi durumlarda degistigi bilinmektedir. Ayrica bu
degerler anemi icin de birer belirtegtir. Bazi karaciger hastaliklarinda bu degerlerin
yukseldigi bilinmektedir. Graniilositler ise bagisiklik sistemimizin bir pargasidir ve

genellikle enfeksiyon durumlarinda kandaki degerleri yiikselmektedir [84, 85].

Calismamizda BPA (50 mg/kg/giin) pozitif kontrol grubunda ve tiim uygulama
gruplarinda (10-100-500 metil paraben+propil paraben) MCV, MCH, MCHC, %PDW ve
%Graniilosit degerlerinin arttig1 saptanmistir. Yapilan istatistiksel analiz sonucunda elde
edilen degerler yag kontrol grubu ile karsilastirilmistir. MCV degerlerindeki artiglar BPA
(50 mg/kg/giin) pozitif kontrol ve 10-500 mg/kg/giin metil paraben+propil paraben
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uygulama grubunda, %PDW degerleri BPA (50 mg/kg/giin) pozitif kontrol ve 500
mg/kg/giin metil paraben+propil paraben uygulama gruplarinda, MCHC degerlerindeki
artislar sadece 500 mg/kg/giin metil paraben+propil paraben grubunda, MCH ve
%Grantilosit degerlerindeki artis ise tiim deney gruplarinda istatistiksel olarak anlamli
olarak tespit edilmistir. MPV degerlerinin yag kontrol grubuna gore tiim deney
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli azaldigi, %RDW degerlerinin de yag kontrol
grubuna gore tiim deney gruplarinda azaldigi ve bu azalmanin BPA (50 mg/kg/giin)
pozitif kontrol grubu ve 10-500 mg/kg/giin metil paraben+propil paraben uygulama
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur. Bu degerlerdeki artis ve
azalmanin metil paraben ve propil parabenin karacigere verdigi hasardan kaynaklandigini
soyleyebiliriz. Kimyasal maddelerin viicutta infilamasyona neden oldugu bilinmektedir.
Inflamasyon durumunda %Graniilosit degerleri artmaktadir. Bu durumda % Graniilosit
miktarindaki artisin metil paraben ve propil parabenin viicutta olusturdugu muhtemel

infilamasyona yanit olarak meydana geldigini soyleyebiliriz.

Artan serum Kkortizol seviyelerinin immiin sistemi her asamada baskiladigi bilinmektedir.
Dolayisiyla %Lenfosit degerlerindeki BPA (50 mg/kg/giin) pozitif kontrol grubu ve 10
ile 100 mg/kg/giin metil paraben+propil paraben uygulama gruplarindaki istatistiksel
olarak anlamli diisiisiin baskilanan immiin sistemden kaynaklandigini soyleyebiliriz.
Immiin sistemin baskilanmasmin sonucu olarak organizma enfeksiyonlara agik hale

gelmektedir. Bu nedenle ¢esitli hastaliklara yakalanma riski de artmaktadir.

Calismamizda elde edilen biyokimyasal analiz sonuglar1 karaciger ve bobrek
histopatolojisi ile birlikte tartisilmistir. Bobrek fonksiyonlarinin belirleyicisi olarak serum
tire degerleri incelenmistir. Karaciger fonksiyonlarmin belirleyicisi olarak ise serum
alblimin degerleri incelenmistir. Serum trigliserit seviyeleri lipit metabolizmasinda
merkezi rolde gorev alan karaciger agisindan incelenmistir. Hem bobrek fonksiyonlar
hem de karaciger fonksiyonu i¢in 6nemli bir belirte¢ olarak bilinen serum kreatinin ve

ALT, AST degerleri ise her iki organ acisindan da incelenmistir.

Karaciger ve bobrekler, viicudumuzda bir¢ok fonksiyona sahip organlardir. Bu organlarin
onemli rollerinden biri atik iirlinlerin ve toksik maddelerin detoksifiye edilmesi ve
viicuttan atilmasidir. Bu organlarin fonksiyonlarindaki bozulma bazi enzimlerin kan
dolasimina sizmasma neden olmaktadir. Bu nedenle, kanda bazi enzimlerin artisi,
normalin diginda karaciger ve bobrek fonksiyonunun bir isareti olarak goriilmektedir.

Aminotransferazlar olarak bilinen AST ve ALT karaciger hiicrelerinin sitoplazmalarinda
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bulunan enzimlerdir. Hepatositler zarar gordiigiinde AST ve ALT kana salinmakta ve
serum AST veya ALT seviyeleri artmaktadir ve bu durum genellikle karaciger hasarina

isaret etmektedir [82, 83].

Calismamizda elde edilen serum ALT degerleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda tiim
deney gruplarinda (50 mg/kg/giin BPA ve metil paraben ve propil paraben 10-100-500
mg/kg/giin) artis oldugu goriilmektedir ancak bu artis istatistiksel olarak anlaml
bulunmamistir. Serum AST seviyeleri incelendiginde ise BPA (50 mg/kg/giin) pozitif
kontrol grubu ve 10 ile 500 mg/kg/giin metil paraben+propil paraben uygulama
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli artis gézlenmistir. Bu artisin karaciger dokusunda
histopatolojik olarak tespit edilen hiicresel dejenerasyondan kaynakli oldugu
diistiniilmektedir. Ancak karaciger hasarinda asil belirleyici olan AST/ALT oranidir. Bu
oranin saglikli karacigere sahip insanlarda yaklagik 1 olmasi beklenmektedir.
Calismamizdaki verilere bakildiginda kontrol grubunun AST/ALT orani genel kaniya
uygun olarak 1,05 olarak bulunmustur. Serum AST/ALT oran1 50 mg/kg/giin BPA pozitif
kontrol grubu ve 10-500 mg/kg/giin metil paraben+propil paraben doz uygulama
gruplarinda yag kontrol grubuna gore arttigi tespit edilmistir. 100 mg/kg/glin doz
uygulama grubunda ise yag kontrol grubuna gore bir azalma gdzlenmistir ancak bu
azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bu artisin sebebi olarak AST’nin
karaciger hiicrelerindeki hasar kaynakli olarak hiicre sitoplazmasindan sizmasina baglh

olabilecegi diisiiniilmektedir [86].

Ure viicutta protein metabolizmasmin son {iriiniidiir. Bébrek fonksiyonlarindaki

bozukluklar kan iire seviyesinin yiikselmesine ya da diismesine neden olabilmektedir.

Calismamizda elde edilen sonuglara bakildiginda 10 mg/kg/giin metil paraben+propil
paraben uygulama gruplarinda serum iire seviyesinin istatistiksel olarak anlamli olarak
diistiigli goriilmektedir. BPA (50 mg/kg/giin) pozitif kontrol grubunda da bir diisiis
gozlenmis ancak standart sapma goz oniine alindiginda sonug istatistiksel olarak anlaml
bulunmamistir. Bobrek yapisinda meydana gelen bozulmalar {ire seviyesinde
degisikliklere, cogunlukla da artisa neden olmaktadir. Calismamizda incelenen bobrek
dokularinda glomerulusta atrofi, tiibiiler dejenerasyon ve bobrek yapisinin bozulmasi
bircok bulgu elde edilmistir. Ancak bobrek yapisindaki bozulmalarin iire seviyesinde
artisa neden olmasi beklenmistir. Bu nedenle azalan serum iire degerlerinin iirenin
metabolizmasinin gergeklestigi yer olan karacigerdeki bozulmalardan kaynaklandigi

distiniilmektedir.
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Kreatinin, kreatininin kastaki pargalanmasiyla iiretilen protein olmayan azotlu bir
bilesiktir. Kreatinin, serum, plazma ve idrarda bulunmakta ve degisiklige ugramadan
glomertiler filtrasyon yoluyla atilmaktadir. Dolayisiyla kreatinin, bobrek fonksiyonunun
Oonemli bir gostergesi olarak kabul edilmektedir. Serum kreatinin seviyesinin, yetersiz
glomeriiler filtrasyonla arttig1 bilinmektedir ancak ¢ogu hayvanda, bobrek fonksiyonunun
%50-75'1 kaybolana kadar serum kreatinin seviyelerinin referans araliginda kaldig tespit
edilmistir. Bu nedenle bobrek hasarlarinda serum kreatinin seviyeleri bir biomarker

olarak kullanilmaktadir [82, 87].

Kreatinin karaciger tarafindan da sentezlenmektedir. Dolayisiyla karaciger sagligi ig¢in de
onemli bir gostergedir. Calismamizda elde edilen serum kreatinin sonuglarina
bakildiginda, BPA (50 mg/kg/giin) pozitif kontrol ve 100 mg/kg/gin metil
paraben+propil paraben uygulama dozlarinda yag grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bir azalma goézlenmistir. 500 mg/kg/giin doz grubunda da serum kreatinin
seviyelerinde azalma goriilmiistiir ancak bu durum istatistiksel olarak anlamli
cikmamistir. 10 mg/kg/giin doz grubunda da serum kreatinin seviyesinin anlamli olarak
arttig tespit edilmistir. Bobrek histopatolojisine bakildiginda metil paraben ve propil
paraben uygulamasmin bobrek yapisinda bozulmalar meydana getirdigi aciktir.
Dolayisiyla bu durumun serum kreatinin seviyelerinde azalma ya da artma meydana

getirmis oldugu soylenebilir.

Son zamanlarda Triasilgliseroller olarak bilinen trigliseritler gliserol ve li¢ yag asidinden
tiretilen esterlerdir. Trigliseritlerin metabolizmada enerji kaynagi ve diyet yaginin
tastyicist olarak oOnemli gorevleri vardir. Ayrica trigliseritler diisiik yogunluklu
lipoproteinin ana bilesenidir. Bu nedenle klinik 6neme sahiptirler dolayisiyla insan ve
hayvanlardan aliman kan Orneklerinden elde edilen serumlarda siklikla test

edilmektedirler [82, 88-90].

Karaciger tiim viicut lipid homeostazinda merkezi bir rol oynamaktadir. Bu nedenle
karacigere iligkin hastaliklarda yiiksek trigliserid degerleri bir risk faktorii olarak

goriilmektedir [91].

Calismamizda serum trigliserid seviyesinin 100 mg/kg/giin metil paraben ve propil
paraben doz grubunda yag kontrol grubuna gore anlamli olarak arttig1 tespit edilmistir.
Ayrica diger doz gruplar1 ve pozitif kontrol grubunda da yag kontrol grubuna gore artiglar

tespit edilmis ancak bu artislar istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir. Histopatolojik
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sonuglara bakildiginda karaciger dokusundaki hiicresel bozulmalarin serum trigliserid

seviyelerini etkiledigi sdylenebilir.

Albiimin, karacigerde iiretilen ve ozmotik basincin korunmasina yardimei olan énemli bir
serum proteinidir [82]. Serum albiimin seviyelerindeki azalma, viicuttaki protein

eksikliginin bir gostergesi ve yetersiz beslenme belirtisi olarak ifade edilmektedir [92].

Albiimin seviyelerindeki artis veya azalig, viicuda protein alimi, yeterli veya yetersiz
protein sindirimi veya protein absorbsiyonunda bir bozukluk ya da hastaligin sonucu
olabilmektedir. Buna ilave olarak genellikle artmis kortizol seviyelerinin plazma albiimin
seviyelerini de arttirmasi beklenir ancak bazi calismalarda artmis serum kortizol
seviyeleri ile diisiik serum albiimin degerleri iliskilendirilmektedir. Dolayisiyla serum
alblimin seviyesindeki degisiklikler karaciger hastaliklari i¢in bir belirte¢ olarak
kullanilmaktadir [92, 93].

Calismamizdaki verilere bakildiginda BPA pozitif kontrol ve diger tiim doz uygulama
gruplarinda (metil paraben ve propil paraben 10-100-500 mg/kg/giin) yag kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma goriilmektedir. Bu durumun metil
paraben ve propil paraben’in karacigere verdigi hasardan kaynaklandigi ya da bobrekte
meydana gelen bozulmalardan dolayr albliminin idrarla atilmis olabilecegini

sOyleyebiliriz.

Glikoz karbonhidrat metabolizmasinin bir 6l¢iisiidiir. Glikoz konsantrasyonu beslenme,

hormonlar, aglik ve anestezi gibi bir¢ok faktorden etkilenmektedir [82].

Calismamizda incelenen serum glikoz seviyelerine bakildiginda BPA (50 mg/kg/giin)
pozitif kontrol grubu ve 100 mg/kg/giin metil paraben+propil paraben uygulama

grubunda yag kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artig tespit edilmistir.

Glikoz seviyelerindeki bu artis serum kortizol seviyelerinin  artmasiyla
iligskilendirilmektedir. Kortizol yag, protein ve karbonhidrat metabolizmasinda oldukca
onemlidir. Sonug¢ olarak artan kortizol hormonun glikojenezde de artisa sebep oldugu
dolayistyla dokular tarafindan glikoz kullanimin azalmasindan kaynakli serum glikoz
seviyelerinin arttig1 diisliniilmektedir. Ayrica serum kortizol seviyelerindeki artigin
pankreatik  hiicre disfonksiyonuna neden oldugu ve insiilin salgilanmasini azalttigi
bilinmektedir. Bir insektisit olan karbofuranin akut toksik etkisinin incelendigi bir
caligmada serum kortizol seviyesinin %202 kat arttigi bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada

incelenen glikoz seviyelerinin ise 2 ya da daha fazla arttig1 belirtilmistir. Dolayisiyla metil
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paraben ve propil parabenin pankreas B hiicrelerinde dejenerasyona neden olarak serum

glikoz seviyelerinin yiikselmesine neden olmus olabilecegi de diisiiniilmektedir [94, 95].

Karaciger hasarlarinda damar ve sinuzoidlerde kan birikmesi, dokuda konjesyon,
dejenerasyon ve nekroz dahil olmak iizere bir¢ok histopatolojik bulgu tespit edilmektedir
[96]. Calismamizda histopatolojik agidan incelenen karaciger dokularinda hepatik
parankimada dejenerasyon, hiicresel dejenerasyon, kistik dejenerasyon, konjesyon, 6dem
ve nekrotik alan gibi birgok bulgu tespit edilmistir. Dolayistyla hem BPA (50 mg/kg/giin)
pozitif kontrol grubunun hem de 10-100-500 mg/kg/giin metil paraben+propil paraben
uygulama gruplarinin karaciger hasarima neden oldugunu sdyleyebiliriz. Tiim deney

gruplarinda gozlenen karaciger hasar1 serum ALT ve AST artisin1 desteklemektedir.

Calismamizda incelenen bobrek dokularinda glomerular atrofi, bobrek yapisinin ve
tiibiiler yapimin bozulmasi, hiperplazi gibi birgok histopatolojik bulgu elde edilmistir.
Elde edilen bulgular dogrultusunda bobrek fonksiyonlarinin bozuldugu sdylenebilir.
Calismada incelenen tiim organlarda patolojik bulgular elde edilmistir. Ancak hem BPA
(50 mg/kg/giin) pozitif kontrol grubu hem de 10-100-500 mg/kg/giin metil
paraben+propil paraben uygulama gruplarindaki bobrek dokulari incelendiginde en

biiyiik hasarin bobrek dokusunda oldugu soyleyebiliriz.

Calismamizda elde edilen serum ACTH, kortizol, aldosteron, androstenedion degerleri
hipofiz bezi ve adrenal bezin histopatolojisi ile birlikte tartisilmistir. Buna ilave olarak
serum aldosteron ve kortizol seviyeleri adrenal bezde immiinohistokimyasal olarak
calisilan ve sirasiyla kortizol ve aldosteron sentezinde gorev alan CYP11B1 ve CYP11B2
boyanmasi ile birlikte tartisilmigtir. Serum DHT (dihidrotestosteron) seviyeleri ayri

olarak ele alinmistir.

Hipofiz bezi ¢ok g¢esitli sistemik bozukluklardan etkilenebilmektedir. Hipotalamus-
hipofiz eksenin islev bozuklugu, genellikle tropik hormonlarin asir1 salgilamasi veya az

salgilanmasi sonucu meydana gelmektedir [5, 97].

Akut stres ve hastaliklar ile ACTH ve kortizol salgilanmasinin arttig1 bilinmektedir. Bu
durumun hipotalamustan CRH saliniminin artmasina baglh olabilecegi gibi vazopressin
gibi  diger faktorlerin ACTH salgilanmasini  dogrudan uyarmasiyla da
gerceklesebilmektedir [97].

Bir¢ok ilacin hipofiz bezinin fonksiyonunu degistirdigi bilinmektedir. Yapilan bazi

caligmalarda alkol uygulamasinin ACTH ve kortizol salgilanmasii uyardigi
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bildirilmektedir. Kronik olarak alkol tiiketiminin serum kortizol seviyesini siirekli olarak
yiiksek tuttugu belirtilmistir. Sigara kullanimi1 da nikotin kaynakli olarak plazma kortizol
ve ACTH seviyelerini yiikseltmektedir. 500 mg akut kafein uygulamasinin (giinde 5
bardak) ACTH ve kortizol seviyelerini hafif de olsa etkiledigi ileri siiriilmiistiir [98].

Buna ilaveten yapilan bir ¢calismada, erkek siganlarda endokrin bozucu oldugu bilinen bir
fitalat uygulamasi sonucunda ACTH ve kortizol salgilanmasini arttirdigi belirtilmigtir

[99].

Glukokortikoid sinyallesmesi, birgok c¢evresel ajandan etkilenmektedir. Kozmetik
tirtinlerde kullanilan ajanlar ve ditiyokarbamatlarin steroidogenezisde rol alan 11B-
hidroksisteroid dehidrojenaz enzim aktivitesini inhibe ederek glukokortikoid sinyal
yolunu etkiledigi bildirilmistir. Bu enzimin inhibisyonunun, kortizol {iretiminin artmasina

neden oldugu belirtilmistir [33].

Calismamizda ACTH ve serum kortizol seviyelerinin kontrol grubuna gore arttigi
saptanmigtir. Bu artiglar hem ACTH hem de kortizol i¢in BPA (50 mg/kg/giin) pozitif
kontrol grubu ve 100 mg/kg/giin metil paraben+propil paraben uygulama grubunda

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Hipofiz bezinde ACTH iiretimindeki bu artisin, adrenal bezler tarafindan salgilanan bir
glukokortikoid olan serum kortizol seviyelerinin yiikselmesine neden oldugu ayrica bu
ACTH seviyelerindeki artisin dolagimdaki glukokortikoidlerin negatif geri bildirim

mekanizmasindaki bir degisikligi yansitabilecegi diigiiniilmektedir [5, 9].

Ayrica yapilan histopatolojik boyamalarda BPA (50 mg/kg/giin) pozitif kontrol ve tiim
uygulama gruplarinda (10-100-500 mg/kg/glin metil paraben+propil paraben) hipofizin
adenohipofiz dokusundaki kromofob hiicrelerinde sitoplazmada sitokeratin birikmesi
sonucu olustugu bilinen Crooke hiyalin halkas1 saptanmistir. Crooke hiyalin halkasi
insanlarda glukokortikoid ve ACTH ve kortizol hormonlarmin asir1 sentezlendigi
Cushing Sendromu (hiperadrenalizm) gibi hastaliklarda hipofiz bezinde kortizoliin asir1
salgilanmasina yanit olarak olustugu disiliniilen patolojik bir belirtidir. Diger
histopatolojik bulgular gibi Crooke hiyalin halkasi i¢in de Fisher istatistiksel analizi
uygulanmis ve BPA (50 mg/kg/giin) pozitif kontrol ve 100 mg/kg/giin metil

paraben+propil paraben doz uygulama gruplarinda anlamli sonug alinmustir.

10 mg/kg/giin ve 500 mg/kg/giin metil paraben+propil paraben doz uygulama gruplarinda

gozlenen Crooke hiyalin halkasinin da anlamli olarak diistiniilmektedir. Bu histopatolojik
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bulgu ACTH ve kortizol hormonlarinin serum degerlerindeki artis1 histopatolojik agidan
desteklemektedir [100, 101].

Yiiksek hiicre dis1 potasyum seviyelerinin aldosteron sentezini indiikledigi bilinmektedir.
Endokrin bozucu olan PCBI16 ile yapilan ¢alismada elde edilen sonuglar PCB126'nin
yiiksek konsantrasyonlarda potasyum ve Anjiyotensin II ile sinerji iginde c¢alistigi
belirtilmektedir [102, 103]. Calismamizda BPA (50mg/kg/giin) pozitif kontrol grubu ve
10-100 mg/kg/giin metil paraben+propil paraben uygulama gruplarinda serum aldosteron
degerlerinin yag kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli arttig1 tespit edilmistir.
Bu artigin metil paraben ve propil parabenin hiicre dis1 potasyum seviyelerini etkiledigi

ya da Anjiyotensin Il ile sinerjik etki gostererek olmus olabilecegi sdylenebilir.

Ancak tek basina hormonal ¢alismalar, adrenal steroid metabolizmasi1 hakkinda 6nemli
veri saglamak i¢in yeterli olmamaktadir. Bu nedenle, adrenal steroid iiretimi ve
metabolizmasi incelenirken spesifik bir steroidogenik enzimin lokalizasyonunu bilmek
onemlidir [104].

Bu amagla calismamizda kortizol ve aldosteron hormonlarinin serum seviyelerindeki
degisimlerin enzimatik boyutta incelenebilmesi i¢cin CYP11B1 (kortizol biyosentezinde
gorevli) ve CYP11B2 (aldosteron sentezinde gorevli) boyanmasi immiinohistokimyasal

olarak incelenmistir.

2004 ve 2005 yillarinda endokrin bozucu olarak bilinen poliklorlu bifenillerin in vitro
adrenal korteks hiicreleri (H295R) iizerindeki etkilerinin incelendigi ¢alismalarda
Poliklorlu bifenil 126’nin artan konsantrasyonlarda uygulanmasiyla aldosteron ve
kortizol seviyesinin yiikseldigi, bununla birlikte adrenal bezde CYP11B2 ve CYP11B1
ifadelerinin de arttig1 tespit edilmistir. PCB126'nin, post-transkripsiyonel mRNA
stabilitesini arttirarak CYP11B1 ve CYP11B2 mRNA ifadesini artirdigi seklinde
yorumlanmugtir [102, 103, 105].

Aldosteron sentaz ifadesinin incelendigi bir calismada sicanlarda diisiik tuz iceren diyet
uygulamasinin aldosteron sentazi (CYP11B2) ifade eden hiicre katmanlariin sayisinda
ve zona glomerulosanin genisliginde artisga neden olurken, yliksek tuzlu diyet
uygulamasinin aldosteron sentaz ifade eden hiicrelerin sayisinda bir diislise neden oldugu

bildirilmektedir [106].
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Primer aldosteronizme neden olan bazi tiimorlerde yapilan immiinohistokimyasal
caligmalar sonucunda CYP11B2 ifadesinin plazma aldosteron seviyesiyle pozitif

korelasyon gosterdigi belirtilmistir [107].

Kortizoliin asir1 iiretimine neden olan adrenal adenomlarda da CYPI1BI1’in
boyanmasinin  arttigt  bilinmektedir. CYP11B1 boyanmasindaki artisin  bazi
transkripsiyonel faktorlerler (SF-1) de pozitif korelasyon gosterdigi bildirilmistir [108].

Aldosteron iiretiminin son basamaginda goérev alan CYP11B2’nin boyanmasi
incelendiginde BPA (50mg/kg/giin) pozitif kontrol ve 10mg/kg/giin ile 100mg/kg/giin
uygulama grubunda yag kontrol grubuna gore nispeten daha yogun ve genis bir alanda

boyanma saptanmaistir.

Kortizol iiretiminin son basamaginda yer alan CYP11B1’in boyanmasi incelendiginde ise

yine serum Kortizol seviyesine paralel olarak enzim miktarinin arttig1 goriilmektedir.

CYP11B2 boyanmasi artisin hiicre dist sodyum-potasyum konsantrasyonundan
kaynaklanabilecegi ya da metil paraben ve propil paraben’in Anjiyotensin II ile sinerjik
etki gostermis olabilecegini diisiindiirmektedir. CYP11B1 boyanmasi artisin ise artan
ACTH hormonuna bagli olarak yiikselen kortizol hormon iiretiminin artmasindan

kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.

Ayrica artan serum kortizol ve aldosteron hormon seviyeleri DNA metilasyonu ile de

iliskilendirilmektedir.

DNA metilasyonu gen ekspresyonunu diizenleyen temel bir mekanizmadir. Genel olarak
metillenmemis DNA bdlgelerinde gen transkripsiyonun aktif oldugu, metillenmis DNA
bolgelerinde ise gen ifadesinin azaldigi bilinmektedir. Son ¢caligmalarda aldosteron tireten
adenomlarda aldosteron sentazin asir1 artisinin DNA hipometilasyonu ile regiile edildigi
gosterilmistir. Asirt kortizol iiretimine neden olan adenomlarda yapilan ¢aligmalarda da

CYP11B1 promotoriiniin nemli derecede az metillendigi bildirilmistir [109-112]

Ancak parabenlerin  CYP11B1 ve CYP11B2 immunohistokimyasal boyanmasi
tizerindeki etkisi ile ilgili herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Dolayisiyla calisma
kapsaminda incelenen bu iki enzimin boyanmasindaki degisikligin dogrudan metil
paraben ve propil paraben etkisiyle mi oldugu ya da metil paraben ve propil paraben’in
organizmada neden oldugu olumsuz etkiler sonucunda m1 meydana geldigi kesin olarak
bilinmemektedir. Bu nedenle parabenlerin bu iki enzim iizerindeki etkisinin

belirlenebilmesi i¢in daha ¢ok ¢alismaya ihtiyag vardir.
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Endokrin bozucu aktivitesi bilinen kimyasallarla yapilan calismalar incelendiginde bu
kimyasallarin adrenal bezde hiicresel dejenerasyon, kortikal nodiil, konjesyon ve nekrozis
gibi 6nemli bulgularin elde edildigi belirtilmistir [113]. Calismamizda adrenal bezde
hiicresel dejenerasyon, nodiil, kortikal nekroz, artmis vakuolizasyon ve hiperplazi gibi
bircok dnemli bulgu gozlenmistir. Ayrica BPA (50 mg/kg/giin) pozitif kontrol ve 100
mg/kg/giin metil paraben+propil paraben uygulama grubunda serum ACTH ve serum
kortizol hormonlarinin artisin1 histopatolojik olarak destekleyen onemli bir patolojik
bulgu olarak Crooke hiyalin halkalar1 tespit edilmistir. Elde edilen bulgular endokrin

bozucularin adrenal iizerindeki etkisini gosteren diger ¢alismalarla uyumludur.

Adrenal androjen salgilanmasinin hastalik baglangicinda akut olarak uyarildigi, ancak

uzun siirede normalin altina diistiigii belirtilmektedir [97].

Calismamiz subkronik donemi kapsadigindan androstenedion ve dihidrotestosteron

hormonlarindaki artis tespit edilebilmistir.

30-140 giinliik erkek sicanlarda normal serum DHT seviyelerinin 80-190 pg/mL
araliginda olmasi beklenmektedir [114]. Calismamizda yag kontrol grubunda ortalama
serum DHT hormon seviyesi de bu araliga uygun olarak 164 pg/mL olarak tespit
edilmistir. Dihidrotestosteron seviyesindeki artts BPA (50 mg/kg/giin) pozitif kontrol
grubu ve 10 mg/kg/giin ile 100 mg/kg/giin metil paraben+propil paraben dozlarinda
anlamli olarak arttign saptanmustir. Dihidrotestosteron testosteronun metabolitidir.
Calismamizda testosterona doniisen androstenedion hormonunun arttig1 tespit edilmistir.
Androstenedion seviyesindeki bu artigsin testosteron hormonunu ve dolayisiyla da

dihidrotestosteron hormonunun serum seviyesini arttirmis olabilecegi sdylenebilir.

Li ve ark. tarafindan 2005 yilinda yapilan bir ¢alismada H295R (adrenal korteks
hiicreleri) hiicre hattina endokrin bozucu aktivitesi olan PCB126 uygulanmistir. Calisma
sonunda androstenedion seviyelerinde doza bagli olarak azalma goriildiigii belirtilmis ve
bu azalmanmn sitokrom p450 ailesinden CYP17 enzim ifadesinin azalmasi ile
iliskilendirilmistir [103].

Ancak c¢aligmamizda elde edilen sonuglara bakildiginda serum androstenedion
seviyelerinin BPA (50 mg/kg/giin) pozitif kontrol grubu ve 100 mg/kg/giin metil
paraben+propil paraben uygulama grubunda yag kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml arttig1 goriilmektedir. Dolayisiyla serum kortizol ve serum ACTH hormonlari ile

paralel bir sonug elde edilmistir. Hiperadrenalizmde serum androstenedion seviyelerinin
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arttig1 bilinmeketedir. Dolayisiyla ¢aligmamizda artan serum androstenedion degerlerinin

yiikselmis serum kortizol ve ACTH seviyeleriyle iligkili oldugu diisiiniilmektedir.

Bu calismanin sonucunda, endokrin bozucular ile yapilmis diger ¢alismalarla uyumlu
sonuglar elde edilmistir. Calisma hedeflerine uygun olarak metil paraben ve propil
parabenin hipofiz bezi, adrenal bez, karaciger ve bobrek iizerinde olumsuz etkilere neden
oldugu, ayrica hormonal dengeyi ve biyokimyasal parametreleri olumsuz olarak

etkiledigini sdyleyebiliriz.
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6. SONUC

1. CIR (cosmetic ingradient review) Uzman Panelinin kozmetik iriinlerinde
koruyucu olarak kullanilan parabenlerin giivenligini degerlendirdigi 2008
yilindaki panelde metil paraben ve propil parabenin de icinde bulundugu
parabenlerin mevcut kullanim ve konsantrasyon uygulamalarinin giivenli oldugu
belirtilmistir. 2008 yilindan bu yana yapilan in-vivo ¢alismalarla parabenlerin
sperm sayisini azaltma, bazi enzim ifadelerini azaltma, anogenital mesafede
kisalma gibi birgok etkisinin belirtilmesi tizerine, 2017 yilinda yapilan panelde bu
parabenlerin giivenirliligi konusunda tekrar inceleme karar1 alinmistir. Ancak
panelde, yapilan bazi calismalarin yiiksek paraben konsantrasyonu igerdigi, veri
yetersizligi ya da c¢alismalarin farkli laboratuvarlarda farkli arastirmacilar
tarafindan yapilmasindan kaynakli olarak birbirleri ile ¢elistigi kanisina vararak
yine parabenlerin mevcut konsantrasyonlarda kozmetik tiriinlerinde kullaniminin
giivenli oldugu kararina varilmistir [63]. Bu kapsamda calismamiz paraben
toksikolojisi lizerine yapilan calismalara destek verici nitelikte olup calisma ile
kozmetik iirlinlerinde sik ve genellikle birlikte kullanilan metil paraben ve propil
parabene maruziyet sonucunda hemogram, serum biyokimya parametreleri ile
ACTH, Kkortizol, aldosteron, androstenedion, DHT, hormonlar1 tizerindeki
etkileriyle 1ilgili veriler elde edilerek literatiirdeki veri eksikligine katki
saglanmustir.

2. Endokrin bozucu kimyasallarin toksisitesi {izerine yapilan c¢aligmalara
bakildiginda genel olarak bu kimyasallarin dstrojenik ve anti dstrojenik etkileri
tizerinde duruldugu goriilmektedir. Ancak adrenal korteks aldosteron, kortizol
gibi hayati 6neme sahip steroidlerin iiretim ve salgilanma yeri oldugu igin
endokrin etkisi bulunan kimyasallar i¢in en savunmasiz hedeftir. Dolayisiyla
adrenal steroidogenezdeki diizensizlik saglik agisindan hayati tehlikeye sahiptir
[105]. Calismamizda endokrin bozucu kimyasallarin toksik etkileri agisindan
diger organlara gore ithmal edilmis olan adrenal bez incelenerek aldosteron ve
kortizol hormonlar: ile ilgili ve bu hormonlarin biyosentezinde gorevli iki
stereojenik enzim CYP11B1 ve CYP11B2’nin immiinohistokimyasal olarak
boyanmasi hakkinda veri saglanarak literatiire katkida bulunulmustur.

3. Endokrin bozucu kimyasallarin etkilerinin dogrusal bir doz-cevap egrisinde

gostermedigi bilinmektedir. Calismamizdaki veriler incelendiginde istatistiksel
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olarak anlamli sonuglarin 10 mg/kg/giin ve 100 mg/kg/giin doz uygulama
gruplarinda oldugu goriilmektedir. Biyokimya ve hormon analizlerindeki
istatistiksel olarak anlamli artis ve azalisin ters U seklinde oldugu tespit edilmis

olup endokrin bozucular ile ilgili kabul goren goriise destek saglanmaktadir.
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