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OZET

Bu c¢aligmada metil paraben’in gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss) olusturdugu
oksidatif stres aracili hemotoksiste, hepetotoksisite ve nefrotoksisite bulgularini degerlendirmek
amaciyla gercgeklestirildi. Bu amagla her grupta 8’er balik olmak {izere 3 tekrarli olacak sekilde 96
adet gokkusagi alabalig (152,25+£25,10 g ve 20,09+1,11 c¢cm) kullanildi. Calismada kontrol ve metil
paraben’in 3 farkli dozunun (1 mg/L, 5 mg/L, 8 mg/L) uygulandigi 4 grup olusturuldu.
Hepatosomatik indeks kontrol grubuna kiyasla 1 mg/L doz grubunda azalirken, 5 ve 8 mg/L doz
grubunda artis gostermistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda metil paraben dozu arttikca,
baslangic¢ agirhigina kiyasla agirlik artig orani (%) azalmaktadir. Serum {ire ve {irik asit degerlerinde
kontrol grubuna kiyasla metil paraben gruplarinda bir artiy goézlenmektedir. Oksidatif hasar
belirteglerinden MDA miktar1, kontrol grubuyla karsilastirildiginda metil paraben doz artigina paralel
bir sekilde artis kaydetmektedir. Antioksidan sistemin &nemli gostergelerinden GSH-Px enzim
diizeyleri kontrol grubuna kiyasla metil paraben uygulamasi sonucu azalma goéstermektedir.
Histolojik acidan kontrol grubu karaciger dokusu normal yapida iken, 1 mg/L metil paraben
grubunda ¢ok az miktarda sentral vende konjesyon ve hepatositlerde hafif dejenerasyona rastlandi. 5
ve 8 mg/L metil paraben karaciger dokusunda sinuzoidal konjesyon, hepatositlerde dejenerasyon,
safra kanalinda dejenerasyon ve proliferasyon ile parankimal boélgede vakuoler dejenerasyona
rastlanildi. Kontrol grubu bobrek dokusunda ise renal korpiiskiil ile proksimal ve distal tiibiillerin
normal yapida oldugu gozlendi. 1 mg/L metil paraben grubu kesitlerinde tiibiil epitelinde
dejenerasyonlar ve glomeruler obulasyon izlendi. 5 ve 8 mg/L metil paraben grubundan elde edilen
kesitlerde ise tubul epitelinde yaygin dejenerasyonlar, glomerular atrofi ve bowman boslugunda
genigleme, nekroz, tiibiillerde hidropik dejenerasyonlar, hematopoetik dokuda azalma ve
melanomakrofaj merkezlerinde artis gozlendi. Kisa zincir parabenlerin iyi ¢oziiniirliilik
Ozelliklerinden dolay1 gida, kozmetik ve ila¢ sanayinde yaygin bir kullanim alam1 bulan metil
paraben’in sucul ekosisteme katilimi sonucunda Gokkusag1 alabaliklarinda oksidatif strese neden
olarak oksidan/antioksidan sistem dengesini olumsuz yonde etkiledigi, karaciger ve bobrek
dokularinda ¢esitli lezyon olusumuna sebebiyet verdigi goriilmektedir. Bundan dolay1 giinliik
yasamda yaygin olarak kullanilan koruyucu madde 6zelligindeki metil paraben’in sucul ekosisteme
kontaminasyonunun engellenmesi ya da azaltilmas1 gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler  :  Oncorhynchus mykiss, Metilparaben, Hepatotoksisite, Nefrotoksisite,
GSH-Px, MDA, Ure, Urik asit.

Sayfa Adedi : 50
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ABSTRACT

This study was carried out to evaluatethe findings of oxidatives stres-mediated hematoxicity,
hepatotoxicity and nephrotoxicity caused by methylparaben in rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss). For this purpose, 96 rainbow trout (152,25+25,10 g and 20,09+1,11 cm) were used with 3
replicates, 8 fish in each group. In the study, 4 groups were formed with 3 different doses of
methylparaben (1 mg/L, 5 mg/L, 8 mg/L) and a control. The hepatosomatic index decreased in
the 1 mg/L dose group and increased in the 5 mg/L and 8 mg/L dose groups compared to the control
group. Compared to the control group, the rate of weight gain (%) relative to the initial weight
decreased as the methylparaben dose increased. An increase inserum urea and uric acid
values was observed in methylparaben groups compared to the control group. The amount of MDA,
one of the markers of oxidative damage, increased in parallel with the increase in methylparaben
dose compared to the control group. GSH-Px enzyme levels, one of the important indicators of the
antioxidant system, decreased as a result of methylparaben administration compared to the control
group. Histologically, while the liver tissue in the control group was normal, a very small amount of
congestion in the central vein and mild degeneration in hepatocytes were found in the 1 mg/L
methylparaben group. 5 mg/L and 8 mg/L methylparaben caused sinusoidal congestion in the liver
tissue, degeneration in hepatocytes, degeneration and proliferation in the bile duct, and vacuolar
degeneration in the parenchymal region were found. In the control group kidney tissue, the renal
corpuscle, and proximal and distal tubules were normal. In 1 mg/L methylparaben group sections,
tubule epithelial degenerations and glomerular lobulation were observed. In the sections obtained
from the 5 mg/L and 8 mg/L methylparaben group, diffuse degenerations in tubule epithelium,
glomerular atrophy and enlargement of Bowman's cavity, necrosis, hydropic degenerations in
tubules, decrease in hematopoietic tissue and increase in melanomacrophage centers were observed.
Methylparaben, which is widely used in food, cosmetics, and pharmaceutical industries due to
the good solubility properties of short-chain parabens, causes oxidative stress in rainbow trout when
it enters the aquatic ecosystem. It also negatively affects the oxidant/antioxidant system balance and
causes various lesions in liver and kidney tissues. There fore it is necessary to prevent or reduce the
contamination of methylparaben, a widely used preservative in daily life, from entering the aquatic
ecosystem.

KeyWords . Oncorhynchus mykiss, Methylparaben, Hepatotoxicity, Nephrotoxicity,
GSH-Px, MDA, Urea, Uricacid
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RESIMLERIN LiSTESI

Resim Sayfa

Resim 3. 1. Oncorhynchus mykiss 'de metil paraben’in degisik miktarda dozlarina

maruz kalmis karaciger dokusu kesitleri. a, b. Kontrol grubu. . Sentral vena (cv),

hepatosit (siyah ok), sinuzoid (s), kupfferin yildiz hiicresi (siyah ok bast), remark
kordonlar (rc), sentral vende konjesyon (y1ldiz), hepatositlerde hafif dejenerasyon

(kesik ¢izgili halka), sinuzoidal konjesyon (sc), nekrotik alanlar (n), irregular remark
kordonlar (irc), safra kanalinda dejenerasyon ve proliferasyon (sar1 ok), parankimal
bolgede vakuoler ve hepatoselliiler dejenerasyon (sar1 halka), hepatositlerde

dejenerasyon, nekroz alanlar1 ve steatoz (siyah halka) fibroz (f). Biiylitme: x400,

Bar: 50 um. H&E. 18

Resim 3. 2. Oncorhynchus mykiss 'de metil paraben’in degisik miktarda dozlarina

maruz kalmis karaciger dokusu kesitleri. ¢, d.1 mg/Lmetil paraben uygulamasi

yapilan grup. . Sentral vena (cv), hepatosit (siyah ok), sinuzoid (s), kupfferin yildiz

hiicresi (siyah ok bast), remark kordonlar1 (rc), sentral vende konjesyon (yildiz),
hepatositlerde hafif dejenerasyon (kesik ¢izgili halka), sinuzoidal konjesyon (sc),

nekrotik alanlar (n), irregular remark kordonlar (irc), safra kanalinda dejenerasyon ve
proliferasyon (sar1 ok), parankimal bolgede vakuoler ve hepatoselliiler dejenerasyon

(sar1 halka), hepatositlerde dejenerasyon, nekroz alanlar1 ve steatoz (siyah halka)

fibroz (f). Biiyiitme: x400, Bar: 50 pm. H&E. 19

Resim 3. 3. Oncorhynchus mykiss 'de metil paraben’in degisik miktarda dozlarina

maruz kalmis karaciger dokusu kesitleri. e, f. 5 mg/Lmetil paraben uygulamasi

yapilan grup. . Sentral vena (cv), hepatosit (siyah ok), sinuzoid (s), kupfterin yildiz

hiicresi (siyah ok bast), remark kordonlar1 (rc), sentral vende konjesyon (yildiz),
hepatositlerde hafif dejenerasyon (kesik ¢izgili halka), sinuzoidal konjesyon (sc),

nekrotik alanlar (n), irregular remark kordonlar (irc), safra kanalinda dejenerasyon ve
proliferasyon (sar1 ok), parankimal bolgede vakuoler ve hepatoselliiler dejenerasyon

(sar1 halka), hepatositlerde dejenerasyon, nekroz alanlar1 ve steatoz (siyah halka)

fibroz (f). Biiyiitme: x400, Bar: 50 pm. H&E. 20

Resim 3. 4. Oncorhynchus mykiss 'de metil paraben’in degisik miktarda dozlarina

maruz kalmis karaciger dokusu kesitleri. g, h, j. 8 mg/Lmetil paraben uygulamasi

yapilan grup. . Sentral vena (cv), hepatosit (siyah ok), sinuzoid (s), kupftferin yildiz

hiicresi (siyah ok bast), remark kordonlari (rc), sentral vende konjesyon (y1ldiz),
hepatositlerde hafif dejenerasyon (kesik ¢izgili halka), sinuzoidal konjesyon (sc),

nekrotik alanlar (n), irregular remark kordonlar (irc), safra kanalinda dejenerasyon ve
proliferasyon (sar1 ok), parankimal bolgede vakuoler ve hepatoselliiler dejenerasyon

(sar1 halka), hepatositlerde dejenerasyon, nekroz alanlari ve steatoz (siyah halka)

fibroz (f). Biiyiitme: x400, Bar: 50 pm. H&E. 22



Resim Sayfa

Resim 3. 5. Oncorhynchus mykiss 'de metil paraben’in degisik miktarda dozlarina

maruz kalmis bobrek dokusu kesitleri. a. Kontrol grubu. Glomerulus (Gl), bowman
kapsiilii (okbas1), hematopoetik doku (y1ldiz), melanomakrofaj merkezleri

(siyah halka), Tubul epitel ve liimen kismi1 (beyaz halka), glomerular lobulasyon

(kesik cizgiler), glomerular atrofi (Gla), tubul epitelinde dejenerasyonlar (yesil ok),
hematopoetik dokuda azalma (dh), siddetli glomerular atrofi (sGla), bowman

boslugunda genisleme (kesikli ¢ift tarafli ok), tubul epitelinde hidropik dejenerasyon

(sar1 ok), renal tubular nekroz (kirmizi ok), nekroz (n), tubul liimeninde s1v1 birikimi
(siyah ok), (Biiyiitme: x400 (a, b, ¢, d, e, f, g), x100 (h) , Bar: 30 um. H&E. 24

Resim 3. 6. Oncorhynchus mykiss 'de metil paraben’in degisik miktarda dozlarina

maruz kalmig bobrek dokusu kesitleri. b, c. 1 mg/L metil paraben uygulamasi yapilan
grup. Glomerulus (Gl), bowman kapsiilii (okbas1), hematopoetik doku (y1ldiz),
melanomakrofaj merkezleri (siyah halka), Tubul epitel ve liimen kismi1 (beyaz halka),
glomerular lobulasyon (kesik ¢izgiler), glomerular atrofi (Gla), tubul epitelinde
dejenerasyonlar (yesil ok), hematopoetik dokuda azalma (dh), siddetli glomerular

atrofi (sGla), bowman boslugunda genisleme (kesikli ¢ift tarafli ok), tubul epitelinde
hidropik dejenerasyon (sar1 ok), renal tubular nekroz (kirmizi ok), nekroz (n), tubul
liimeninde s1v1 birikimi (siyah ok), (Biiyiitme: x400 (a, b, c, d, e, f, g), x100 (h) ,

Bar: 30 um. H&E. 25

Resim 3. 7. Oncorhynchus mykiss 'de metil paraben’in degisik miktarda dozlarina

maruz kalmis bobrek dokusu kesitleri. d, e. 5 mg/L metil paraben uygulamasiyapilan

grup. Glomerulus (Gl), bowman kapsiilii (okbasi), hematopoetik doku (y1ldiz),
melanomakrofaj merkezleri (siyah halka), Tubul epitel ve liimen kismi1 (beyaz halka),
glomerular lobulasyon (kesik ¢izgiler), glomerular atrofi (Gla), tubul epitelinde
dejenerasyonlar (yesil ok), hematopoetik dokuda azalma (dh), siddetli glomerular

atrofi (sGla), bowman boslugunda genisleme (kesikli ¢ift tarafli ok), tubul epitelinde
hidropik dejenerasyon (sar1 ok), renal tubular nekroz (kirmizi ok), nekroz (n), tubul
liimeninde s1v1 birikimi (siyah ok), (Biiytlitme: x400 (a, b, c, d, e, f, g), x100 (h) ,

Bar: 30 um. H&E. 26

Resim 3. 8. Oncorhynchus mykiss 'de metil paraben’in degisik miktarda dozlarina
maruz kalmis bobrek dokusu kesitleri. f, g, h. 8 mg/Lmetil paraben uygulamasi yapilan
grup. Glomerulus (Gl), bowman kapsiilii (okbas1), hematopoetik doku (y1ldiz),
melanomakrofaj merkezleri (siyah halka), Tubul epitel ve liimen kismi1 (beyaz halka),
glomerular lobulasyon (kesik ¢izgiler), glomerular atrofi (Gla), tubul epitelinde
dejenerasyonlar (yesil ok), hematopoetik dokuda azalma (dh), siddetli glomerular
atrofi (sGla), bowman boslugunda genisleme (kesikli ¢ift tarafli ok), tubul epitelinde
hidropik dejenerasyon (sar1 ok), renal tubular nekroz (kirmizi ok), nekroz (n), tubul
liimeninde s1v1 birikimi (siyah ok), (Biiyiitme: x400 (a, b, c, d, e, f, g), x100 (h),

Bar: 30 um. H&E.
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1. GIRIS

Kozmetik ve gida sanayinde 6zellikle 20°nci yiizyil sonrast onemli gelismeler meydana
gelmistir. Niifus hizindaki hizl artislar, insanlarin hayat standartlarini yiikseltmek istemeleri
ve buna paralel olarak hizla artan kentlesmenin etkisi ile hazir yemek ve kozmetik
sektoriindeki tirtinlere talep oldukg¢a artmistir (Tiirkoglu ve Piring, 2016). Gida tiriinlerinin,
farmakosotiklerin ve kisisel bakim iirtinlerinin raf émriinii uzatmak, onlar1 olas1 bakteri,
mantar gibi patojenlerden uzak tutmak i¢in en ¢ok kullanilan biyositler parabenlerdir. Bu
kimyasallarin bakteri ve mantar oldiiriicii 6zellikleri tercih sebebidir. Diger bir tercih
sebepleri ise ucuz ve kimyasal etkilerinin az olmasidir (Fransway ve digerleri, 2019; Atl,
2021; Tirkoglu ve Piring, 2016; Lincho, Martins ve Gomes, 2021). Parabenlerin
antimikrobiyal, antifungal ve koruyucu etkilerini ilk olarak 1924 yilinda Sabalitschka
raporlamistir (Fayyaz, Kreiling ve Sauer, 2021; Fransway ve digerleri, 2019; Aubert,
Ameller, Legrand, 2012).

1.1.Parabenler Hakkinda Genel Bilgi
Parabenler, bir alkil zinciri veya bir aromatik halka olabilen ikame maddesinin tiiriine gore
birbirinden farklilik gosteren p-hidroksibenzoik asit (p-HBA) esterleridir (Azeredo ve
digerleri, 2023; Nowak, Ratajczak-Wrona, Gorska ve Jabtonska, 2018). En yaygin kullanilan
parabenler; metilparaben (MP), propilparaben (PP), biitilparaben (BP) ve etilparabendir (EP)
(Bolujoko ve digerleri, 2021). Bununla birlikte, isopropilparaben (isoPP), isobutilparaben
(isoBP), benzilparaben (BzP), fenilparaben (PhP) ve pentilparaben (PtP) dahil olmak tizere
bagka bircok paraben de bilinmektedir. Asagida prabenlerin ¢esitleri hakkinda ayrintili bilgi

verilmistir.

Etil paraben E-214

*Toz halde ve beyaz renklidir,
*Koruyucu olarak kullanilir,
*Kimyasal adi etil p- hidroksibenzoat,

*Kimyasal formiili HOCsH4CO.C>Hs (National Center for Biotechnology Information
2024).



Metil parabenE-21

*Toz halde ve beyaz renklidir,

*Koruyucu olarak kullanilir,

* Kimyasal ad1 metil p- hidroksi benzoat,

* Kimyasal formiilii CeH4(OH)CO2CHs (NIH, 2024).

Propil paraben E-216

*Beyaz renkli toz halindedir,

*Koruyucu olarak metil parabenle beraber kullanilir,
*Kimyasal adi Propil 4-hidroksibenzoat,

* Kimyasal formiilii C10H1203 (NIH, 2024).

Butil paraben

*Beyaz renkli kristal veya kristal toz halindedir,
*Tats1z ama dili uyusturabilir,

*Kimyasal adi1 Butil 4-hidroksibenzoat,

*Kimyasal formiilii C11H1403 (NIH, 2024).

Benzil paraben

*Standartlastirilmis kimyasal bir alerjendir,
*Alerji testlerinde kullanilir,
*Kimyasal ad1 Benzil 4-hidroksibenzoat,

*Kimyasal formiilii C14H1203 (NIH, 2024).
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Methylparaben (MeP) Ethylparaben (EtP)
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HO HO
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o CHa o /\(
CHy
HO HO
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Benzylparaben (BzP) p-hydroxybenzoic acid (PHBA)

Sekil 1.1. p -hidroksibenzoik asit ve p -hidroksibenzoik asit esterlerinin kimyasal yapisi (Nowak ve
digerleri, 2018).

Parabenler ticari dis macunlari, hijyenik mendiller, biletler, gazeteler, gida paketleri ve kagit
para dahil olmak lizere ¢ok cesitli tiiketici iirlinlerine eklenmektedir (Lincho ve digerleri,
2021). Parabenler kozmetik sektdriinde mg/g, gida ve ilag endiistrilerinde ise ng/g oraninda
kullanilmaktadir (Wei, Mortimer, Cheng, Sang ve Guo, 2021). Amerika Birlesik
Devletleri'nde (ABD) bakteri oldiiriicii kremlerde ve soliisyonlarda sirasiyla 2840, 734 ve
278 ng/g oraninda metil paraben, etil paraben ve propil paraben bulunmustur (Gao ve
Kannan, 2020). Ayrica MP, EP, PP, iPP, BP ve BzP, Vietnam'daki siipermarketlerde etiketli
ve etiketsiz kisisel bakim iiriinlerinde sirastyla 3280 ve 69,4 pg/g olarak ol¢lilmiistiir (Tran
ve digerleri, 2021). Kozmetikler ve kisisel bakim firiinlerinde paraben koruyucularinin
popiiler kullanimi, olumlu 6zellikleri olan kiigiik renksiz kristal yapilari, kokusuz ve tatsiz
olmalari, kimyasal olarak kararli, inert ve toksik karakterlerinin az olmasindan

kaynaklanmaktadir. Mikroorganizmalara karsi genis spektrumlu etki, biyolojik olarak
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parcalanabilirlik, diisiik maliyet ve diinya capinda diizenleyici kabul gérmesi kullanilirligini
biiylik olclide arttirmaktadir (Wei ve digerleri, 2021; Soni, Burdock, Taylor ve Greenberg,
2005). Parabenler 22.000'den fazla kozmetik ¢esidini olusturur ve kozmetik endiistrisinde
onlimiizdeki 6 yil icinde %8 oraninda beklenen biiylime (Global Market Insights, 2022) su
sistemlerindeki paraben kirliliginin ana nedenini olusturmaktadir (Bilal, Mehmood ve
Igbal,2020). Bu, farkli ekosistemlerde endise verici seviyelerde paraben bulunmasina yol
acabilir ve insan ve hayvan saglig1 agisindan komplikasyonlara neden olabilir. Ornegin metil
paraben, amid grubu lokal anesteziklerin uygulanmasindan sonra nadirde olsa alerjik

reaksiyonlara sebebiyet verebilmektedir (Bayram, 2020).

Parabenler endokrin aktiviteyi bozucu kimyasallar (EDC) gurubunun sentetik dstrojenleri
olarak vurgulanmaktadir. EDC’ ler hormonal aktiviteyi degistirebilen, iireme ve sinir
sistemi, metabolizma bozukluklar1 ve kanser olusumu etkisi yapabilen kimyasallardir. Insan
viicudunda Gstrojenik etkilere sebep olurlar (Nowak ve digerleri, 2018; Vale, Sousa, Sousa,
Santos ve Simodes,2022). Parabenler, tiroidin normal isleyisine miidahale edebilen,
hipotalamik-hipofiz-tiroid ekseni tarafindan kontrol edilen tiroid hormonlarinin
biyosentezinin uygun sekilde diizenlenmesini etkileyebilen endokrin bozucu kimyasallar
olarak siniflandirilir (Azeredo ve digerleri, 2023). Bunlarin varligi ayrica gevrede, 6zellikle
de igme suyu dahil olmak {izere su kaynaklarinda genis c¢apta rapor edilmektedir; bu da
cevreye salimimi kontrol etmek i¢in kullanim konsantrasyonlarini diizenlemenin 6nemini
vurgulamaktadir (Bolujoko ve digerleri, 2021). Her ne kadar parabenler Avrupa Birligi
(AB), ABD ve Asya'da yiiksek hacimlerde tiretilmis olsa da bunlarin kullanimina iligkin
diizenlemeler bolgelere ve amagclara gore farklilik gostermektedir (Wei ve digerleri, 2021).
Sucul ekosistem iizerine yapilan ¢aligmalarda parabenler ve metabolitlerinin suda yasayan
canlilarda diisiik konsatrasyonlarda oOstrojenik reaksiyonlar ortaya c¢ikarma potansiyeli
vardir. Ozellikle de butilparaben ve benzilparaben gibi lipofilik bilesikler icin gegerlidir.
Baliklarda yapilan ¢alismayla parabenlerin 6strojenik aktivitenin bir baska gdstergesi olan
plasma vitellojen miktarinda da artisa neden oldugu bulunmustur (Dobbins, Usenko, Brain
ve Brooks, 2009).

1.2. Gokkusag1 Alabahig1 Hakkinda Genel Bilgi
Gokkusagt alabaliginin dogal yasam alan1 Giiney Kaliforniya’dan Alaska’ya kadar uzanan
Kuzey Pasifik Okyanusu’nun kiyilandir. Gokkusagi alabaliklari, salmonidae familyasina ait
olup Oncorhynchus mykiss olarak siniflandirilirlar. En 6nemli morfolojik 6zelliklerinden biri

sirt ylizgeci ile kuyruk arasindaki 1smnsiz yag yiizgecidir. Etobur baliklardir. Agizlarinda
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tirlerine gore degisen miktarlarda disler bulunur. Gokkusagi alabaligi cesitli su
sicakliklaria cevresel etkenlere ve su kalitesine kars1 dayanikli baliklar olmasina ragmen
ideal yasam alanlar i¢in yiiksek diizeyde oksijene sahip ve sicakligi 13-18°C olan sulara
gereksinim duyarlar. Bu baliklarin yasam dongiisii pasifik somonlar1 ile benzerdir. Pasifik
Okyanus kiyilarinda yasamlarin1 devam ederken ciftlesmek icin gdllere ya da akarsulara
donerler. Gokkusagi alabaliklarinin ¢ogu tiirii genglik sonrast donem i¢in kademeli olarak
okyanusa ¢ikis yaparlar. Besin degerleri oldukca yiiksek olup, beslenmelerine bagli olarak
pigmentli (kirmiz1) ya da pigmentsiz (beyaz) ete sahip olacak sekilde yetistirilebilirler
(Hardy, 2002; Ozkan, Ustaoglu, Can, Baloglu ve Altunoglu 2019; Sarieyyiipoglu, Ozcan ve
Barata, 2017).

Gokkusagi alabaliginin taksonomisi;

Cizelge 1.1. Uluslararasi Deniz Canlilar1 Kayitlandirma Kurulusuna (WoRMS) gore Gokkusagi
alabahi@) taksonomisi (WoRMS, 2022).

Regnum Animalia

Phylum Chordata

Subphylum Vertebrata
Superclass Gnasthostomata
Classis Actinoptercgii

Ordo Salmoniformes
Familya Salmonidae

Cins Oncorhynchus

Tiir Oncorhynchus mykiss

Gokkusagi alabalig, tilkemizde besiciligin biiylik bir ¢ogunlugunu olusturan en onemli
tirlerden biridir. 1970°1i yillarda iilkemize yumurtasinin getirilmesi ile 6zel bir isletme
olarak Akyazi’da gokkusag alabalig1 yetistirilmeye baslanmistir. Giiniimtizde {ilke geneline
yayilmis 1000°den fazla isletme ile yetistiriciligi devam etmektedir (Karatas, Sayili ve Kog
2008; Balta, 2020).
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Bu ¢alismanin amaci ise; bir paraben tiirii olan metil paraben’in gékkusagi alabaliklarinda
(Oncorhynchus mykiss) olusturdugu oksidatif stres aracili hemotoksisite, hepatotoksisite ve

nefrotoksisiteyi degerlendirmektir.



2. MATERYAL-METOD

2.1. Kimyasal Dizayn
Arastirmanin amaclar1 dogrultusunda ticari markali kimyasallar kullanildi. Metil paraben
(CgHsO3) olarak Kimyalab (Saflik: %99,85; Stok kod: V50906.901H, CAS no: 99-76-3, EC
No: 202-785-7) (Laboratory Consumables, Devicesand Chemicalsinc.) kullanildi.
Baliklarda anestezik olarak MS-222 (tricainemetansiilfonat) (Sigma-Aldrich, CAS: 886-86-
2) kullanildi.

2.2. Deneysel Dizayn

Bu ¢alisma Iskenderun Teknik Universitesi Su Uriinleri Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan onaylanmistir (izin no: ISTE-SUHADYEK/2024-123312). Arastirma materyali
olarak kullanilan gokkusagi alabaligi, O. mykiss (152,25+£25,10 g ve 20,09+1,11 cm)
Mazmanli (Hassa/Hatay) alabalik iiretim ¢iftliginden temin edilmistir. Caligmalarin
uygulama kisimlar1 Iskenderun Teknik Universitesi Miihendislik ve Doga Bilimleri
Fakiiltesi Biyomedikal Miihendisligi Boliimii Laboratuvarinda bulunan akvaryumlarda
gerceklestirilmistir.  Yetistirme havuzlarindan alinarak laboratuvardaki akvaryum
kosullarina alinan baliklar yaklasik bir hafta siiresince yeni ortama uyum saglamalari i¢in
adaptasyon siirecine alinmistir. Akvaryumlardaki suya hava pompalart baglanarak
tanklardaki oksijen seviyesi hava tasiyla arttirildi. Baliklar giinde iki kez (sabah ve aksam)
ticari kuru peletlerle (balik agirliginin %2 si kadar yemle/giinliik) beslendi ve deneylerden
onceki 12-18 saat icinde beslenmedi. Gokkusagi alabaliklari giinliik olarak canli
agirliklarinin %2's1 oraninda (Camli BioAqua® alabalik i¢in batan yem, %46 ham protein,
%16 ham yag ve %2 ham seliiloz) beslendi. 'Yenilenmis bir ortamda deneyler' prosediiriine
gore gida ve digkn atiklarinin ortamdan uzaklastirilmasi amaciyla suya her giin tekrar tekrar
su ve metil paraben uygulamasi yapildi. Denemeler siiresince su sicakligi 12-19 °C,
¢ozlinmiis oksijen = 7 mg/L ve pH 6,5-7,5 araliginda tutuldu ve 12:12 saat fotoperiyot
uygulandi. Deneyler 3 tekrarli olarak gerceklestirildi. Adaptasyon siiresi sonunda literatiirde
belirtilen dozlara (Lee, Park, Kho, Lee ve Ji, 2017; Nur ve Deveci, 2018; ECHA, 2016; Barse
ve digerleri, 2010; Dobbins ve digerleri, 2009; US EPA, 2008; Yamamoto ve digerleri, 2011;
Yamamoto ve digerleri, 2007; Madsen ve digerleri, 2001) gére LC50 denemeleri (96 saat)
gerceklestirilerek uygulama dozlart olarak bulunan LC50 degerinin 1/10 una denk gelen
araliklarda yani subletal derigsimler olan 1, 5, 8 mg/L dozlarinda secilmis ve toksisite

caligmalar1 bu dozlar kullanilarak yapilmistir. Baliklar 4 gruba ayrilarak biri herhangi bir
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madde uygulamasi yapilmayan kontrol grubu olup diger gruplar kimyasalin 3 farkli subletal
dozuna 21 giin siire ile maruz birakildilar (n=4, GPower 3.1 programinda F tests ANOVA:
repatedmeasures, within-betweeninteractions A priori: computer equired sample size-given
a, power, andeffect size kullanilarak grup sayisi: 8 (4 derisim x 2 siire), 0=0.05, power=0.88
ve £=0.40 secilerek yapilan power analizi ile canli sayis1 belirlenmistir (Faul vd. 2007). Metil
paraben’in literatiirde verilen LC50 degeri test edildikten sonra segilen derisimler, stok
cozeltiler test suyunda ¢oziilmesiyle hazirlandi ve akvaryumlarda belirlenen derisimleri elde
etmek lizere seyreltildi. Buharlasma ve absorbsiyon gibi nedenlerle uygulama madde
derisiminde meydana gelecek degisimleri engellemek amaciyla baliklar her giin yeni test
maddesi uygulanmis akvaryumlara transfer edildi (APHA, AWWA, WPCF, 1981).
Denemeler sirasinda baliklarin davraniglart diizenli olarak izlendi. 21 giin siiren
uygulamadan sonra her gruptan baliklar icinde MS222 (50 mg/L, 100 mg/L NaHCOz3 ile
tamponlanmis) bulunan akvaryumlara alinarak anestezi uygulamasi yapildi (Ross ve Ross,
2008). Anestezi sonrasi baliklarin boy ve agirliklar1 tespit edildi, kaudal venden kan
ornekleri alindiktan sonra servikal dislokasyon yoluyla 6tenazi uygulandi. Organosomatik
indeks icin balhigin cesitli dokular1 soguk fizyolojik tuz ¢ozeltisi (%0.59 NaCl) ile
yikandiktan sonra agirliklar tartildi. Histopatolojik analizler i¢in ¢alismanin bitmesiyle (21.
giinde) ornekler alinarak rutin prosediir uygulandi. Calismada, baliklarin agirlik dl¢timleri,
0,1 g hassasiyetli dijital teraziyle, toplam boy 6lgiimleri ise 1 mm bdlmeli Sl¢iim cetveli ile

yapilmugtir.

Calisma i¢in segilen derisimler, stok c¢ozeltiler test suyunda ¢oziilmesiyle hazirlandi ve
akvaryumlarda belirlenen derisimleri elde etmek iizere seyreltildi. Bu ¢alismada toplamda 4

grup olusturuldu;

1. Kontrol grubu: Bu grup herhangi bir madde uygulamasi1 yapilmayan, sadece diger
gruplarla ayn1 esdeger stres kosullarina maruziyet acisindan sular1 diger gruplar gibi

periyodik degistirilen Oncorhynchus mykiss'i igermektedir.

2. 1 mg/L metil paraben grup: Bu gruptaki baliklara, dncelikle akvaryumdan alinan su ile
stok ¢ozelti hazirland1 ve akvaryumda 1 mg/L olacak sekilde metil paraben uygulamasi

yapildi.

3. 5 mg/L metil paraben grup: Bu gruptaki baliklara, dncelikle akvaryumdan alinan su ile
stok ¢ozelti hazirland1 ve akvaryumda 5 mg/L olacak sekilde metil paraben uygulamasi

yapild.
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4. 8 mg/L metil paraben grup: Bu gruptaki baliklara, dncelikle akvaryumdan alinan su ile
stok ¢ozelti hazirland1 ve akvaryumda 8 mg/L olacak sekilde metil paraben uygulamasi

yapildi.

2.3. Histopatolojik Analiz

Metil paraben maruziyetinin 21. gilinlinde histopatolojik analizler i¢in baliklar diseke
edilerek karaciger ve bobrek dokulari alindi. Baliklardan alinan doku ornekleri %10’luk
tamponlanmig formalin solusyonuna alinip 48 saat tespit edildikten sonra, bir gece akarsuda
tespit sollisyonunun elimine edilmesi i¢in bekletildi. Daha sonra sirasiyla alkol, ksilol
serilerinden gegirilerek, etiiv icerisinde en az iki saat yumusak parafin (46-48 °C) ve sert
parafin (56-58 °C) igerisinde bekletildikten sonra kasetlerde parafine gomiildii. Hazirlanan
bu parafin bloklardan 4-5 pm. kalinliginda kesitler alinarak, hematoksilen-eozin (HE) (Luna,
1968) boyama metoduna gore boyanarak 1sitk mikroskobunda (Zeiss Axiolmager 2)
degerlendirildi ve olas1 patolojik degisimler ile etkisi gozlemlenmeye c¢alisilan maddenin
sucul organizmalar {izerindeki toksik etkisi belirlendi (Presnell and Schreibman, 1997). Bu
amacla dokularda tespit edilen histopatolojik bulgular kontrol grubu ile karsilagtirilarak
derecelendirilmesi (-) yok, (+) az, (++) orta ve (+++) siddetli seklinde yapildi.

Cizelge 2.1. Hematoksilen-Eozin boyama protokolii

| islem | Madde | Siire |
| Deparafinizasyon | 60°C Etiivde | 30 Dakika |
| Deparafinizasyon | Ksilen 1 (Etiivde) | 20 Dakika |
Deparafinizasyon Ksilen 2 {Oda Isisinda) 10 Dakika
Deparafinizasyon Ksilen 3 (Oda Isisinda) 10 Dakika
Rehidratasyon %1007 uk alkol Calkalama
Rehidratasyvon %100 luk alkol Calkalama
| Rehidratasyon | %496’ lik alkol | Calkalama |
| Rehidratasyon | 2680°lik alkol | Calkalama |
Rehidratasyon %6701k alkol Calkalama
Yikama Dhstile Su Calkalama
Bovama Hematoksilen 10 Dakika
Yikama Akarsu 10 Dakika
| Bovama | Eosin | 2 Dakika |
| Yikama | % 70-80-96-100-100"liikk Alkol | Calkalama |
| Seffaflastirma | Ksilen 1 | 20 Dakika |
| Seffaflastirma || Ksilen 2 | 20 Dakika |
Seffaflastirma Ksilen 3 20 Dakika
Kapama Entellan
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2.4. Biyokimyasal analiz
Calisma sonunda MS222 (50 mg/L, 100 mg/L NaHCO3 ile tamponlanmis) ile bayiltilan
baliklarin kaudal venalarindan kan 6rnekleri antikoagiilan igermeyen biyokimya tiiplerine
alimmis ve 3500 devir/dak’da 10 dakika santrifiij edilerek serum &rnekleri elde edilmistir.
Serum ornekleri elde edildikten sonra analiz siiresine kadar derin dondurucuda -20 °C de
saklandi. Elde edilen serumda, hayvanlar iizerinde meydana gelen oksidan durumu
gozlemlemek igin lipit peroksidasyon {iriinii olan Malondialdehit (MDA) diizeyleri ve buna
kars1 antioksidan durumu goézlemlemek igin Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzim
aktivitesi otoanalizor ile dl¢iildi. MDA analizinde temeli, TBA tepkimesi esnasinda lipit
icerigin diisiik pH ve TBA varliginda 1sitilmasiyla 535 nm’de minumum pik olusturan stabil
kirmizi-pembe renk olusturmasi temeline dayanir. MDA molekiilii ile iki TBA molekiiliiniin
birlesmesi ile meydana gelen kirmizi-pembe renk olusumu kromojen kaynaklidir. Lipit
peroksidasyonu sonucu olusan yan iiriin Malondialdehit ile tiyobarbitiirik asit reaktif
maddeleri (TBARS) 6l¢iilerek degerlendirilir. MDA az bir miktar1 peroksidasyon sirasinda,
biiylik miktar1 ise ortamin asitlestirilmesini takiben 1sitma sonrasi1 meydana gelmektedir
(Yoshioka, Kawada, Shimada ve Mori, 1979). GSH-Px analizinde, kit prosediir prensibinde
GSH-Px hidrojen peroksit varliginda rediikte glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSG)
ylikseltgenmesini katalize etmesi esasina dayanir. Hidrojen peroksidin bulundugu ortamda
GSH-Px’in olusturdugu GSSG, glutatyon rediiktaz ve NADPH yardimi ile GSH’a
indirgenir. GSH-Px aktivitesi, NADPH’in NADP’ya yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans
azalmasinin otoanalizorde okunmasiyla hesaplandi. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve
Malondialdehit (MDA) aktivitesi Ureticinin talimatlarina gore tespit kitleri (Shanghai YL
BiotechCo., Ltd) ile otoanalizorde degerlendirildi. Serumda iire ve iirik asit deger olglimleri

ise Hitachi-Roche Diagnostics Cobas 6000 biyokimyasal analizor cihazinda yapildi.

2.5. Canh Agirlik ve Hepatosomatik indeks
Calismanin ilk giinii 0. giin olarak kabul edilip gruplardaki baliklarin agirliklar ile calisma
sonunda baliklarin agirliklar kaydedilerek agirlik artisi izlenmistir. Ayrica ¢alismanin 0. giin
ve bitiminde elde edilen karaciger agirliklar kaydedilerek, asagida belirtilen formiil ile

hepatosomatik indekslerin hesaplanmasinda kullanilmigtir:

Hepatosomatik indeks = (Doku agirligi/Viicut agirhigi) x 100
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2.6. Istatistiksel Analiz
Calismamiz sonucunda elde edilen bulgular SPSS (Statistical Packagefor Social Sciences)
22.0 paket programi kullanilarak degerlendirildi. Kullanilacak test yontemine karar vermek
icin Oncelikle normallik testi yapilarak verilerin normal dagilimli olup olmadiklar1 belirlendi.
Veriler normal dagilimli ise parametrik testlerden ANOVA testi kullanilarak gruplar arasi
farkin 6nemi p<0.05 diizeylerinde belirlendi. Gruplar arasindaki istatistiksel anlamlilik
Tukey HSD coklu karsilagtirma testi ile degerlendirildi. Anlamlilik esik degeri olarak p<0.05
kullanildi. Veriler normal dagilimli degilse, grup ortalamalari arasindaki farkliligin
anlamliligini belirlemek iizere non-parametrik testlerden Kruskal-Wallis Testi uygulandi.

Sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Canh Agirhik ve Hepatosomatik indeks Bulgular

Baliklarin genel saglik durumunu belirlemek i¢in biyosomatik indekslerden hepatosomatik
indeks (HSI) degerleri izlenmistir. Karaciger somatik indeksi, calismanin basladig ilk giin
alinan karaciger dokusunun viicut agirhigina oranlandiginda gruplar arasinda fark
gozlenmezken (p>0,05), calismanin sonunda (21. giin) alinan karaciger dokusunun viicut
agirligina oranlanmasinda ise kontrol ile diger lic metil paraben uygulama gruplarindaki fark
anlamli degildir (p>0,05). Sadece metil paraben uygulanan en diisiik ve en yliksek doz olan
1 mg/L ve 8 mg/L gruplar1 arasindaki fark anlamli olarak bulunmustur (p<0,05) (Cizelge
3.1).

Cizelge 3.1. Metil paraben‘in O. mykiss’te karaciger somatik indekste olusturdugu degisimler

HSI (Ortalama+SE)
Derisim (mg/L) 0. Giin 21. Giin
Kontrol 1,21+0,020° 1,35+0,029%P
1 mg/L 1,28+0,028? 1,30+0,026°
5 mg/L 1,22+0,019? 1,41+0,016P
8 mg/L 1,2040,0122 1,4440,030°

*: p<0,05=Istatistik olarak anlamli fark, a,b: Ayni siitunda farkli harf tasiyan grup
ortalamalar aras1 fark onemlidir. n: gruptaki denek sayisi, SE: Standart hata.

Canli agirlik verileri degerlendirildiginde 21 giinliik uygulama sonunda kontrol grubu
caligmanin basladig1 0. giine kiyasla 59,12 g. artis géstermistir. Bu grupta agirlik artis orani
%40,49 olarak gerceklesmistir. 1 mg/L metil paraben uygulanan grupta baslangica oranla
56,12 g. artis gdzlenmis olup agirlik artis oran1 %35,74 diir. 5 mg/L metil paraben uygulanan
grupta baslangica oranla 46,37 g. artis gézlenmis olup agirlik artis oran1 bu grupta %28,31
dir. Son grubumuz 8 mg/L metil paraben uygulanan grupta ise baslangica oranla 39,38 g.
artis gergeklesmis olup yiizdesel agirlik artis orani ise %27,51 olarak tespit edilmistir.
Kontrol ve 1 mg/L metil paraben uygulanan gruptaki agirlik artis ve yiizdesel oranlar
birbirine benzer iken metil paraben uygulama doz artis1 ile agirlik artis ve yiizdesel artis
orani giderek azalmaktadir. 5 mg/L ve 8 mg/L metil paraben uygulanan gruptaki agirlik artig

orani kontrol grubuna goére azalma gostermektedir (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. Kontrol ve metil paraben uygulanan gruplarda agirhik artis (g) ve yiizdesel oran verileri

Gruplar Agirlik artis1 (g)  Agirlik artig orani (%)
Kontrol 59,12 40,49
1 mg/L 56,12 35,74
5 mg/L 46,37 28,31
8 mg/L 39,38 27,51

3.2. Biyokimyasal Bulgular
Calisma sonunda baliklardan alinan kan 6rneklerinden elde edilen serumda MDA diizeyleri
(umol/ml) ve GSH-Px enzim aktivitesi (uU/ml) incelenmistir. MDA diizeyleri kontrol ve
metil paraben’in uygulandig1 diger ii¢ grupta sirasiyla 18,75; 20,0; 27,37 ve 39,75 olarak
saptanmistir. MDA diizeyleri kontrol ve 1 mg/L metil paraben gruplarinda birbirine yakin
oranda olup bu iki grup arasinda fark istatistiki anlamda dnemsizdir (p>0,05). Kontrol grubu
ile metil paraben’in 5 mg/L ve 8 mg/L uygulama dozlar1 arasindaki fark anlamlidir (p<0,05).
Ayrica metil paraben’in en diisiik ve en yiiksek uygulama dozlari arasindaki fark istatistiki
anlamda 6nemlidir (p<0,05). Metil paraben uygulama dozlarindaki artisa bagli olarak serum
MDA diizeyinin arttig1 tespit edilmistir. Ancak bu artig tiim gruplar arasinda anlamli farklar
ortaya koymamaktadir (Cizelge 3.3). GSH-Px enzim aktivitesi kontrol ve metil paraben’in
uygulandigi diger {i¢ grupta sirasiyla 321,62; 299,25; 283,12 ve 285,12 olarak gézlenmistir.
Metil paraben uygulamasi sonucu kontrol grubundaki veriler ile karsilagtirildiginda 1 mg/L,
5 mg/L ve 8 mg/L metil paraben gruplarinda GSH-Px diizeylerinde azalma goriilmektedir.
Ancak verilerin istatistiki degerlendirilmesiyle bu sayisal azalmalar, gruplar arasinda

istatistiki bir anlam ifade etmemektedir (p>0,05).
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Cizelge 3.3. Kontrol grubu ile 1, 5, 8 mg/L metil paraben uygulamasi yapilan gruplarda Goékkusagi
alabaliklarindan elde edilen biyokimya verileri

Gruplar MDA GSH-Px Ure Urik asit
(Ortalama+SE) (Ortalama+SE)  (Ortalama+SE) (Ortalama+SE)

Kontrol 18,75+1,55¢  321,62+14,832 3,2840,11°  0,26+0,02°

1 mg/L 20,00+1,83P¢  299,25+16,722 3,79+0,122 0,34+0,022P

5 mg/L 27,37+2,21° 283,1248,74% 4,11£0,13%  0,33+0,013P

8 mg/L 39,75+3,032 285,12+9,002 4,05+0,122 0,38+0,022

*: p<0.05=Istatistik olarak anlamli fark, a,b: Aym siitunda farkli harf tasiyan grup
ortalamalar1 arasi1 fark 6nemlidir. n: gruptaki denek sayisi, SE: Standart hata.

Ure diizeyleri kontrol ve metil paraben’in uygulandig1 diger ii¢ grupta sirastyla 3,28; 3,79;
4,11 ve 4,05 mg/dL olarak tespit edilmistir. Metil paraben uygulamasi sonucu kan serum tire
miktart kontrol grubuna kiyasla bir artig gostermistir. Kontrol grubu ile diger {i¢ metil
paraben uygulama gruplar1 arasindaki fark anlamlhidir (p<0,05). Metil paraben uygulamast
yapilan {i¢ grup arasindaki istatistiki dSnem anlamsizdir (p>0,05). Urik asit diizeyleri ise
kontrol ve metil paraben’in uygulandig: diger ii¢ grupta sirasiyla 0,26; 0,34; 0,33 ve 0,38
mg/dL olarak bulunmustur. Serum iirik asit diizeyleri sayisal olarak metil paraben uygulanan
gruplarda kontrol grubuna kiyasla bir artis gostermistir. Ancak istatistiki anlamda fark
sadece kontrol grubu ile metil paraben’in en yiiksek uygulama dozu (8 mg/L) arasinda
goriilmektedir (p<0,05). Kontrol grubu ile 1 mg/L ve 5 mg/L metil paraben gruplarindaki
veriler arasindaki fark 6nemsizdir (p>0,05). Ayrica kendi aralarinda da 1 mg/L, 5 mg/L ve
8 mg/L metil paraben gruplar1 arasindaki veriler arasindaki istatistiki fark anlamsizdir

(p>0,05) (Cizelge 3.3).
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Sekil 3.1. Subakut metil paraben ile muamele edilen Gokkusagi alabahklarinda MDA, diizeylerinin
boxplot gosterimi.
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Sekil 3.2. Subakut metil paraben ile muamele edilen Gokkusagi alabahklarinda GSH-Px diizeylerinin
boxplot gosterimi.
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Sekil 3.3. Subakut metil paraben ile muamele edilen Gokkusagi alabaliklarinda Ure diizeylerinin
boxplot gosterimi.
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Sekil 3.4. Subakut metil paraben ile muamele edilen Gokkusagi alabaliklarinda Urik asit diizeylerinin
boxplot gosterimi.
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3.3. Histopatolojik bulgular
3.3.1. Karaciger
Deneysel prosediir uygulamasi sonunda alinan karaciger dokular1 tespit ve doku takibi
asamalarindan sonra parafine gomiilerek elde edilen bloklardan mikrotom yardimi ile alinan
5 um’lik seri kesitler hematoksilen-eosin ile boyandiktan sonra 151k mikroskobik diizeyde
incelendi. Karaciger kesitlerinin mikroskobik incelenmesi sonucunda; kontrol grubunda
vena centralis’ten baglayarak portal bolgeye kadar hepatositlerin olusturdugu kordonlarin
aralarinda sinuzoidler ve bunlarin agildig1 merkezi ven yapisi normal goriiniimde oldugu
goriilmistiir. Kontrol grubunda hepatosit diziliminin diizenli oldugu tespit edilmistir (Resim
3.1. a, b). 1 mg/L metil paraben uygulanmasi yapilan gruptan elde edilen karaciger
kesitlerinin lezyon agisindan goriiniimii kontrol grubu ile paralellik gostermekte olup,
incelemelerde az sayida sentral vende konjesyon ile bazi noktalarda hepatositlerde hafif
dejenerasyona rastlanilmistir (Resim 3.2. ¢, d). 5 mg/L metil paraben uygulanan gruptan elde
edilen kesitlerde sinuzoidal konjesyon, bazi alanlarda nekroz tespit edildi. Ayrica sentral ven
cevresindeki remark kordonlarinda diizensizlik goriildii. Safra kanalinda dejenerasyon ve
proliferasyon ile parankimal boélgede vakuoler ve hepatoselliiller dejenerasyon izlendi
(Resim 3.3. e, f). Calismada en yiiksek dozun kullanildigr 8 mg/L metil paraben grubunda
hepatositlerde dejenerasyon, bazi alanlarda nekroz ve steatoz ile fibroz tespit edildi. Ayrica
safra kanalinda dejenerasyon izlendi (Resim 3.4. g, h, j). Balik karaciger doku kesit
incelemelerinde madde doz artisina bagli olarak gruplarda goriilen lezyon siklik ve

siddetinde bir artis oldugu anlasilmaktadir (Cizelge 3.4).
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Resim 3. 1. Oncorhynchus mykiss’de metil paraben’in degisik miktarda dozlarma maruz kalmis
karaciger dokusu kesitleri. a, b. Kontrol grubu. Sentral vena (cv), hepatosit (siyah ok), sinuzoid (s),
kupfferin yildiz hiicresi (siyah ok basi), remark kordonlar1 (rc), sentral vende konjesyon (yildiz),
hepatositlerde hafif dejenerasyon (kesik ¢izgili halka), sinuzoidal konjesyon (sc), nekrotik alanlar (n),
irregular remark kordonlari (irc), safra kanalinda dejenerasyon ve proliferasyon (sar1 ok), parankimal
bolgede vakuoler ve hepatoselliiler dejenerasyon (sar1 halka), hepatositlerde dejenerasyon, nekroz
alanlar ve steatoz (siyah halka) fibroz (f). Biiyiitme: x400, Bar: 50 pm. H&E.
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Resim 3. 2. Oncorhynchus mykiss’de metil paraben’in degisik miktarda dozlarma maruz kalmis
karaciger dokusu Kesitleri. ¢, d. 1 mg/L metil paraben uygulamasi yapilan grup.. Sentral vena (cv),
hepatosit (siyah ok), sinuzoid (s), kupfferin yildiz hiicresi (siyah ok basi), remark kordonlari (rc), sentral
vende konjesyon (yildiz), hepatositlerde hafif dejenerasyon (kesik cizgili halka), sinuzoidal konjesyon
(sc), nekrotik alanlar (n), irregular remark kordonlar1 (irc), safra kanahinda dejenerasyon ve
proliferasyon (sar1 ok), parankimal bélgede vakuoler ve hepatoselliiler dejenerasyon (sar1 halka),
hepatositlerde dejenerasyon, nekroz alanlari ve steatoz (siyah halka) fibroz (f). Biiyiitme: x400, Bar: 50
pm. H&E.
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Resim 3. 3. Oncorhynchus mykiss’de metil paraben’in degisik miktarda dozlarma maruz kalmis
karaciger dokusu kesitleri. e, f. 5 mg/L metil paraben uygulamasi yapilan grup. . Sentral vena (cv),
hepatosit (siyah ok), sinuzoid (s), kupfferin yildiz hiicresi (siyah ok basi), remark kordonlari (rc), sentral
vende konjesyon (yildiz), hepatositlerde hafif dejenerasyon (kesik cizgili halka), sinuzoidal konjesyon
(sc), nekrotik alanlar (n), irregular remark kordonlari (irc), safra kanalinda dejenerasyon ve
proliferasyon (sar1 ok), parankimal bélgede vakuoler ve hepatoselliiller dejenerasyon (sar1 halka),
hepatositlerde dejenerasyon, nekroz alanlari ve steatoz (siyah halka) fibroz (f). Biiyiitme: x400, Bar: 50
pm. H&E.
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Resim 3. 4. Oncorhynchus mykiss’de metil paraben’in degisik miktarda dozlarma maruz kalmis
karaciger dokusu Kesitleri. g, h, j. 8 mg/L metil paraben uygulamasi yapilan grup.. Sentral vena (cv),
hepatosit (siyah ok), sinuzoid (s), kupfferin yildiz hiicresi (siyah ok basi), remark kordonlari (rc), sentral
vende konjesyon (yildiz), hepatositlerde hafif dejenerasyon (kesik ¢izgili halka), sinuzoidal konjesyon
(sc), nekrotik alanlar (n), irregular remark kordonlar1 (irc), safra kanalinda dejenerasyon ve
proliferasyon (sar1 ok), parankimal bélgede vakuoler ve hepatoselliller dejenerasyon (sar1 halka),
hepatositlerde dejenerasyon, nekroz alanlari ve steatoz (siyah halka) fibroz (f). Biiyiitme: x400, Bar: 50
pm. H&E.
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Cizelge 3.4. Metil parabene maruz kalan Oncorhynchus mykiss’de karaciger dokusunda histopatolojik
lezyonlara ait doku degisim derecelendirmeleri (Frekans derecelendirmeleri Bernet et al. (1999)’ dan
uyarlanmistir.

Metil paraben doz gruplari

Karaciger Kontrol grubu 1 mgl/L. 5 mg/L. 8 mg/L.
lezyonlari

Hepatoselliiler

dejenerasyon - + ++ ++

Safra kanalinda
dejenerasyon- - - + +

proliferasyon

Nekroz ve - - + ++

Steatoz
Irregularremark

kordonlar1 + + ++ ++
Fibroz - - + +

Sintizoidal

dilatasyon - - + ++

Konjesyon - - ++ ++

- anormallik yok, +: anormallik frekansi diisiik, ++: anormallik frekansi orta, +++:

anormallik frekans1 yiiksek.

3.3.2. Bobrek

Caligma bitiminde diseke edilen balik bobrek dokularindan hazirlanan preparatlarin
histolojik incelemesi sonucunda, nefronu olusturan renal korpiiskiil ile tiibiiller agik bir
sekilde gozlenmistir. Renal korpiiskiilii olusturan glomerulus ve onu saran ¢ift ¢eperli
Bowman kapsiiliiniin normal ayrica proksimal ve distal tiibiillerin liimenlerinin diizgiin bir
yapida oldugu izlenmistir. Baliklarin renal hematopoetik dokusunda ayrica melanomakrofaj
merkezleri de goriilmiistiir (Resim 3.5. a). Metil paraben olarak en diisiik doz uygulamasi
olan 1 mg/L grubundan elde edilen bobrek kesitlerinde tubul epitelinde dejenrasyonlar ve
glomerular lobulasyon izlendi (Resim 3.6. b, ¢). Metil paraben’in 5 mg/L uygulandigi
baliklardan alinan bobrek kesitlerinde tubul epitelinde yaygin dejenerasyonlar, glomerular
atrofi, nekroz, tiibiillerde hidropik dejenerayonlara ve hematopoetik dokuda azalmaya

rastlanilmistir (Resim 3.7. d, e). Calismada kullanilan en yiliksek madde dozu olan 8 mg/L
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metil paraben grubunda glomerular atrofi, renal tubuler nekroz, tubul epitelinde hidropik
dejenerasyonlar, bowman boslugunda genisleme, tiibiillerde dejenerasyonlar, tiibiillerde sivi
birikimi, hematopoetik dokuda azalma, tubul epitelinde bazal laminadan ayrilma ve
melanomakrofaj merkezlerinde artis tespit edilmistir (Resim 3.8. f, g ve Resim 3.9. h).
Bobrek dokusunda gozlenen lezyonlarin siklik ve siddeti 1 mg/L uygulama dozunda daha
seyrek iken, 5 ve 8 mg/L metil paraben uygulama grubunda yogundur. Lezyon siddet ve
sikligt 5 ve 8 mg/L metil paraben uygulama gruplarinda birbirine benzer yogunluktadir

(Cizelge 3.5).

Resim 3. 5. Oncorhynchus mykiss’de metil paraben’in degisik miktarda dozlarina maruz kalmis bobrek
dokusu kesitleri. a. Kontrol grubu. Glomerulus (Gl), bowman kapsiilii (okbas1), hematopoetik doku
(yildiz), melanomakrofaj merkezleri (siyah halka), Tubul epitel ve liimen kismi (beyaz halka),
glomerular lobulasyon (kesik ¢izgiler), glomerular atrofi (Gla), tubul epitelinde dejenerasyonlar (yesil
0k), hematopoetik dokuda azalma (dh), siddetli glomerular atrofi (sGla), bowman boslugunda genisleme
(kesikli cift tarafh ok), tubul epitelinde hidropik dejenerasyon (sar1 ok), renal tubular nekroz (kirmizi
0k), nekroz (n), tubul liimeninde siv1 birikimi (siyah ok), (Biiyiitme: x400 (a, b, ¢, d, e, f, g), x100 (h) ,
Bar: 30 pm. H&E.
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Resim 3. 6. Oncorhynchus mykiss’de metil paraben’in degisik miktarda dozlarina maruz kalmis bobrek
dokusu kesitleri. b, c. 1 mg/L metil paraben uygulamasi yapilan grup. Glomerulus (Gl), bowman kapsiilii
(okbasi), hematopoetik doku (yildiz), melanomakrofaj merkezleri (siyah halka), Tubul epitel ve liimen
kismi (beyaz halka), glomerular lobulasyon (kesik ¢izgiler), glomerular atrofi (Gla), tubul epitelinde
dejenerasyonlar (yesil ok), hematopoetik dokuda azalma (dh), siddetli glomerular atrofi (sGla), bowman
boslugunda genisleme (kesikli cift tarafli ok), tubul epitelinde hidropik dejenerasyon (sar1 ok), renal
tubular nekroz (kirmizi ok), nekroz (n), tubul liimeninde siv1 birikimi (siyah ok), (Biiyiitme: x400 (a, b,
¢, d, e, f, g), x100 (h) , Bar: 30 pm. H&E.
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Resim 3. 7. Oncorhynchus mykiss’de metil paraben’in degisik miktarda dozlarina maruz kalmis bobrek
dokusu kesitleri. d, e. 5 mg/L metil paraben uygulamasi yapilan grup. Glomerulus (Gl), bowman kapsiilii
(okbasi), hematopoetik doku (yildiz), melanomakrofaj merkezleri (siyah halka), Tubul epitel ve liimen
kismi (beyaz halka), glomerular lobulasyon (kesik ¢izgiler), glomerular atrofi (Gla), tubul epitelinde
dejenerasyonlar (yesil ok), hematopoetik dokuda azalma (dh), siddetli glomerular atrofi (sGla), bowman
boslugunda genisleme (kesikli cift tarafli ok), tubul epitelinde hidropik dejenerasyon (sar1 ok), renal
tubular nekroz (kirmizi ok), nekroz (n), tubul liimeninde siv1 birikimi (siyah ok), (Biiyiitme: x400 (a, b,
¢, d, e, f, g), x100 (h) , Bar: 30 pm. H&E.
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Resim 3. 8. Oncorhynchus mykiss’de metil paraben’in degisik miktarda dozlarina maruz kalmis bobrek
dokusu kesitleri. f, g. h. 8 mg/L metil paraben uygulamasi yapilan grup. Glomerulus (Gl), bowman
kapsiilii (okbasi), hematopoetik doku (yildiz), melanomakrofaj merkezleri (siyah halka), Tubul epitel ve
limen kismi (beyaz halka), glomerular lobulasyon (kesik cizgiler), glomerular atrofi (Gla), tubul
epitelinde dejenerasyonlar (yesil ok), hematopoetik dokuda azalma (dh), siddetli glomerular atrofi
(sGla), bowman boslugunda genisleme (kesikli ¢ift tarafli ok), tubul epitelinde hidropik dejenerasyon
(sar1 ok), renal tubular nekroz (kirmizi ok), nekroz (n), tubul liimeninde sivi birikimi (siyah ok),
(Biiyiitme: x400 (a, b, ¢, d, e, f, g), x100 (h) , Bar: 30 pm. H&E.
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Cizelge 3.5. Oncorhynchus mykiss’de bobrek dokusunda histopatolojik lezyonlara ait doku degisim
derecelendirmeleri.

Metil paraben doz gruplari
Bobrek doku Kontrol grubu 1 mg/L 5 mg/L 8 mg/L
lezyonlari
Tubul epitelinde - + ++ ++
hidropik dejenerasyon
Melanomakrofaj
merkezleri + ++ ++ +++
Renal tubuler nekroz
- + ++ +++
Glomerular atrofi
- + ++ +++
Glomerularlobulasyon -
- + ++
Hematopoetik doku
azalmasi - + + +
Tiibtillerde s1vi - + + +
birikimi

- anormallik yok, +: anormallik frekansi diisiik, ++: anormallik frekansi orta, +++:

anormallik frekansi ytiksek.
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4. TARTISMA

Parabenler, insanlarin giindelik hayatlarinda kullandiklar1 bir¢cok iiriin igeriginde
bulunmaktadir. Bu {iriinlerde koruyucu olarak kullanilmakta iken, zararli etkilerinin de
olabilecegi bilinmektedir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda parabenlerin insan endokrin
sistemi ve sucul ekosistem {izerine zararli ve hatta Oldiiriicii etkilerinin oldugu
belirtilmektedir. Parabenler, para-hidroksibenzoikasitin esterleri olup, adin1 buradan
almigtir. Yaygin parabenler, metil paraben (E218), etil paraben (E214), propil paraben
(E216), biitil paraben ve heptil paraben (E209) kapsamaktadir. Daha az yaygin olarak
parabenler; izobiitil paraben, izopropil paraben, benzil paraben ve onun sodyum tuzu olarak
bulunmaktadir (Azeredo ve digerleri, 2023). Parabenler kozmetik iiriinlerde, ilaglarda ve
gidalarda antimikrobiyal amagli kullanilan koruyuculardir. Ucuz olmalar1 ve diisiik
toksisiteye sahip olmalari nedeniyle tercih edilirler. Avrupa kozmetik yOnergesinde
kozmetiklerin icerebilecegi paraben oranlari tek ester i¢in %0,4, ester karisimlari i¢in %0,8
olarak belirlenmistir. Kozmetik tirtinlerde giinliik kullanilan paraben iceriginin, eriskinlerde
17,76 g, yeni doganlarda 378 mg oldugu tahmin edilmektedir (Caglar ve Saral, 2014;
Anonymous, 2008). Sekerleme ve kurutulmus etlerde de metil paraben, etil paraben ve propil
paraben kullanilmaktadir. Parabenler sindirim yoluyla alinabilir ya da kullanilan topikallere
bagli deriden absorbe olabilirler. Stratumkorneuma penetrasyon sonrasinda keratinositlerde
parahidroksibenzoikasite hidrolize olurlar ve karacigerde glisin, siilfat ya da glukronat ile
konjuge olabilirler. Feces ve idrarla atilirlar. Kronik maruziyet sonrasinda dahi
depolanmazlar (Larsson ve digerleri, 2014; Caglar ve Saral, 2014). Parabenler strojen
reseptorlerine baglanarak dstrojenik etki gosterirler. Ostrojenik etkilerinden dolayr meme
kanseri ve erkek infertilitesi etiyolojisinde su¢lanmaktadirlar. Invitro ortamda insan meme
kanser hiicrelerinin biiylimesini tetikledikleri gosterilmistir. Bu da bazi arastirmacilarin
parabenlerin meme kanserini tetikleyici ya da baslatici rol oynadiklarini ne siirmesine sebep
olmustur. Meme kanserlerinin siklikla iist dis kadranda olmasi, bu alanin da antiperspirant
uygulanan alanda olmas1 bu silipheyi desteklemektedir. Propil ve butil parabenlerin erken
cocukluk doneminde maruz kalinmasi ile erkeklerde fertilite lizerine olumsuz etkileri
olabilecegine dair siipheler mevcuttur (Castelain ve Castelain, 2012). Metil ve propil
parabenlerin mitokondri fonksiyonlariin kuvvetli inhibitorleri olmalar1 nedeniyle erkek
infertilitesinden sorumlu olabileceklerini diistindiirmektedir (Crinnion, 2010). Fareler
lizerinde yapilan bir deneyde gebelik ve emzirme déneminde annenin yiiksek dozlarda butil

paraben maruziyetinin (100mg/kg dozda subkutan uygulama) epididimiste sperm say1 ve
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motilitesinin azaldig1 gosterilmistir (Kang ve digerleri, 2002). Butil parabenler ile ilgili daha
onceki calismaya benzer sekilde fakat cok daha genis fare sayisi lizerinde yapilan bir bagka
caligmada ise 10000 ppm dozunda oral uygulama (1141,1 mg/kg/gilin) sonrasinda iireme
sisteminde herhangi bir yan etki goriilmedigi belirlenmistir. Parabenlerin Ostrojenik
etkilerinin olumsuz etkiler olusturabilmek adina ¢ok zayif kaldig: diisliniilmektedir (Caglar

ve Saral, 2014; Anonymous, 2008).

Parabenlerin ¢esitli tiiketici {iriinlerinde yaygin olarak kullanilmasina ragmen, bu
kimyasallarin su ortamlarinda biyolojik birikimi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Ortaya
cikan endise verici farkl kirleticiler arasinda parabenler, diinya ¢apinda su kaynaklarinda
yaygin olarak tespit edilmeleri nedeniyle giderek artan bir ilgi kazanmistir. Bunun nedeni
parabenlerin kisisel bakim iiriinlerinde, farmasétik iiriinlerde ve gidalarda kullanilmasi ve
kalintilarin  {retilip su ortamlarina salinmasidir. Parabenlerin kullanimina iliskin
diizenlemeler farkli cografi bolgelere gore degisiklik gostermektedir ve bu da kiiresel olarak
farkli konsantrasyonlarin gézlenmesine neden olmaktadir. Parabenler viicuttan hizla atilsa
da bu maddelerin varligi su iceren ekosistemlerde, kanalizasyon sularinda, giinliik ve tarimda
kullanilan sularda tespit edilmistir (Yamamoto ve digerleri, 2011; Brausch ve Rand, 2012).
Bu sekilde, viicudumuzdan attigimizi diistindiigiimiiz kimyasallar yine c¢evresel etkenlerle
geri donebilmekte, siirekli bir dongl iginde bizi etkileyebilmektedirler (Bedoux, Roig,
Thomas, Dupont ve Le Bot 2012). Atik su aritma tesislerinde ve yiizey sularinda 100 pg/L'yi
asan paraben konsantrasyonlari bulunurken, igme suyu (DW) kaynaklar tipik olarak 6
pg/L'nin  altinda konsantrasyonlar sergiler. Diisiik seviyelerine ragmen, DW'deki
parabenlerin varligi, insanlar i¢in potansiyel bir maruz kalma yolu olup hem insan sagligi
hem de ¢evresel mikrobiyota agisindan endiseleri artirmaktadir (Pereira, Simoes ve Gomes,
2023). Xue, Xue, Liu, Adams ve Kannan (2017) yaptiklar1 calismada, Florida kiyilarindaki
subtropikal deniz besin agindan toplanan abiyotik (su, tortu) ve biyotik (kopek baliklari,
omurgasizlar, bitkiler dahil balik) numunelerinde alti paraben ve bunlarin dort ortak
metaboliti arastirmiglardir. Abiyotik 6rneklerin tamaminda (%100) ve biyotik Srneklerin

cogunda (%87) metil paraben (MeP) bulundugunu bildirmislerdir.

Karaciger, baliklarda metabolik reaksiyonlarin yogun oldugu bir organdir. Ozellikle sucul
ortamdan kaynakli kirleticilerin meydana getirdigi etkilerin goriilebilmesi i¢in incelenen en
onemli organlardan biridir (Srivastava ve digerleri, 2010). Ma ve arkadaslarinin erkek
sivrisinek baligi ile yaptiklar1 ¢alismada, karacigerde 4. glinde histopatolojik degisiklikler

bulunmus ve 32. giinde hepatik siniis dilatasyonu, sitoplazmik vakuolasyon, sitoliz ve
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niikleer agregasyonu iceren ciddi hasar tanimlanmistir (Ma ve digerleri, 2023). Yapilan bir
diger caligmada, yetiskin zebra baliklarina 28 giin boyunca artirilmig dozlarda metil paraben
uygulanarak karacigerdeki etkisine bakilmistir. Metil paraben subkronik dozlarda zebra
baliginda hepatoseliiler vakuolizasyonun ortaya ¢ikmasina sebep olmustur. En siddetli belirti
ise disi zebra baligiin karaciger hiicre zarinin yirtilmasidir (Hu ve digerleri, 2022).Baska
bir ¢alismada metilparabenin Brezilya gitar baliklarinin kas 6rneklerinde biyo birikimin az
(0,01 ng/g) ancak karacigerde biyobirikiminin (78,52 ng/g) daha yiiksek konsantrasyonlarda
oldugunu bildirmislerdir (Martins, Costa ve Bianchini, 2023).Literatiirdeki diger bir
caligmada ise beyaz kas dokusunda laktat birikiminin kalp, kirmiz1 kas, beyin ve karaciger
dokularindaki birikiminden daha fazla oldugu, beyaz kasin muhtemelen hipoksik sartlardaki
alabaliklarda temel laktat sebebi oldugunu kanitlamistir (Omlin ve Weber, 2010). Yapilan
bir calismada ¢izgi boyunlu su kaplumbagasina ¢esitli dozlarda butil paraben uygulanmis ve
karaciger dokusu incelenmistir. Karacigerde kontrol gurubuna oranla diger butil paraben
uygulanan guruplarda fibrotik dokular belirgin sekilde ¢ogalmis, portal bolgede inflamasyon
alanlar1 belirginlesmis ve santral venin kesit alani belirgin derecede azalmistir (Yin ve
digerleri, 2023). Besiciligi yapilan sucul tiirlerin stresli kosullarda bagisiklik sistemlerinin
zayiflamasi, yapilan arastirmalar ile belgelenmistir (Roosta ve Hoseinifar, 2016). Hipoksik,
normoksik ve hiperoksik kosullarda yapilan balik transferlerinde baliklarda biyokimyasal
degisimler gbzlenmistir (Duran, 2023). Nil tilapyasi ile yapilan bir ¢alismada benzilparabene
maruz birakilan balik karacigerinde gliserol fosfolipidler, gliserolipidler ve
sfingomiyelinlerde metabolik bozukluklara neden olmustur(Lin ve digerleri, 2022). Metil
paraben’in kontrol gurubu, 0,84; 1,68; 4,2 mg/L dozlari ile uygulama yapilan bir ¢alismada
zamana bagli olarak karaciger agirliginda 6nemli artis oldugu gozlemlenmistir. Buna karsin
testis bliyiikliiklerinde dozlar ile ters orantili sekilde bir azalma oldugu goézlemlendi.
Boyutun en ¢ok azaldigi oran en yiiksek doz olan 4,2 mg/L. dozda gergeklesti. Bu ¢alismada
metil paraben’in solungag, kas, beyin, karaciger ve testislerde varligi tespit edilmistir. 0,84
mg/L ile 1,68 mg/L dozlar kiyaslandiginda biyo birikimin 1,68 mg/L ¢ozeltide 6nemli
olciide arttign gdzlemlenmistir. Ik hafta ile kiyaslama yapildiginda maruziyetin ikinci
haftasinda biyo birikimin iki katina ¢iktig1 tespit edilmistir. 0,84 mg/L doz metil paraben
uygulanan grupta karacigerdeki histopatolojik degisikliklerde vakuollerde azalma ve hafif
derecede inflamasyon goriinmiis. Ancak 1,68 ve 4,2 mg/L doz uygulanan grupta fokal
hepatositlerde nekroz goriiniimii ve vakuollerde genel bir artis gézlemlenmistir (Barse ve
digerleri, 2010). Huang ve digerlerinin (2024) degisik dozlarda butil paraben kullanarak

zebra balig1 ve insan embriyonik bobrek hiicrelerinde yaptiklar calismada zebra baliginda
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maruziyetin artmasi ile viicut uzunlugu farkli derecelerde kisalma gosterdi. Bu duruma ek
olarak kalp atis hizinda azalma ve davranigsal aktivitede durgunlagma goriildii. Buda
butilparaben’in  gelisimsel olarak zebra baliklarinin {izerinde toksik oldugunu
gostermektedir. Diger deney hayvanlari ile yapilan ¢alismada propilparaben’in subkronik
maruziyetinin yetiskin erkek siganlarda hepatotoksisitesi genislemis portal venler, nekrotik
alanlar, hepatositlerde inflamasyon alanlari ve sitoplazmik vakuolizayon goriilmiistiir
(Salem, Said, Badawi ve Rabo, 2013). Literatiirdeki bir ¢alismada, etil paraben’in rohu
baliklar iizerindeki histopatolojik incelemede rohu baliklarinin karacigerinde karaciger
dokusunda nekrotik alanlar, melano makrofajlar ve sinlizodial bosluklar gdzlemlendi
(Akmal, Ahmad, Abbasi, Jabeen ve Shahzad, 2024). Yaptigimiz ¢alismada metil parabenin
gokkusagi alabaliklarinin karaciger dokusunda histopatolojik degisikliklere sebep oldugu
tespit edilmistir. Literatiirdeki aragtirmalarin da bizim ¢alismamizda elde ettigimiz sonuglari

destekledigi goriilmektedir.

Baliklarda bobrekler; anatomik olarak viicut boglugunun dorsalinde, omurganin ve dorsal
aortanin ventralinde yer alan, ince-uzun, koyu kirmizi-kahverengi renkli, bastan kuyruga
kadar bir doku parcas1 olarak uzanan bir ¢ift retroperitoneal organdir (Mumford ve digerleri,
2007; Timur, 2008). Melanomakrofaj merkezlerin baliklarda birgok fizyolojik ve patolojik
olaylarda etkin rol oynadiklar1 bildirilmistir (Agius ve Roberts, 2003; Oztiirk, 2014). Bazi
arastirmacilar tarafindan su icinde bulunan toksik kimyasallarin, 6zellikle agir metallerin
etkisi ile bobreklerde bu merkezlerde belirgin artislarin sekillendigini bildirmislerdir (Kranz,
Gercken, 1987; Pulsford, Ryan ve Nott, 1992). Bobrekler, kanin siizme igini yaparak idrar1
olustururlar. Olusan idrar, tireterler araciligi ile idrar kesesinde toplanir ve iiretra ile disari
atilir. Idrar ile atilan en 6nemli metabolizma artiklari iire ve iirik asit gibi nitrojen igeren
artiklardir. Bobrekler ayn1 zamanda kalsiyum (Ca) metabolizmasinin kontrolii ile ilgili bir
vitamin D tiirevi olan 1,25-hidroksikolekalsiferol’ii 14 aktive eder (Sivrioglu, 2005).
Bobreklerin siirekli ¢aligmasiyla nitrojen artiklari, plazmadan toksik diizeylere erismeden
atilmaktadir. Proteinlerin yikimi ile olusan iiriin amonyaktir (NHz). NHz3, hiicreler i¢in ¢ok
toksik bir maddedir. Bu nedenle karacigerde iire haline doniistiiriiliir ve bobrek tarafindan
atilir. Bobrekte idrar1 olusturan en kiiciik linite nefrondur. Her bobrekte yaklasik bir
milyonun iizerinde nefron bulunur. Nefron, cift yaprakli bowman kapsiilii i¢ine yerlesmis
glomerul yumagi ve tiibiiliislerden olusur. Glomerul yumagi, kani filtre eder. Tiibiiller, idrar
olusturan boliimdiir. Kan glomerullerin kapiller bolgesine aff. arter ile gelir; gelen kan

burada siiziildiikten sonra eff. arter ile gider (Anafarta ve Bediik, 1998). Yapilan bir
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caligmada sipermethrin maruziyeti sonucunda kontrol grubuna kiyasla kan serumundaki iire,
iirik asit, kreatinin, AST ve ALT degerlerinde yilikselme oldugu bildirilmistir (Tekeli, 2023).
Metil paraben ve propil paraben uygulamasinin birlikte yapildig1 bir ¢alismada, serum AST
ve ALT degerlerinin arttig1, serum iire seviyelerinin ise kontrol grubuna gore azaldigi, ancak
bu azalmanin anlamli olmadig1 bildirilmistir. Ayrica dokularin histolojik incelemesinde
karaciger parankimasinda dejenerasyon, piknotik hiicreler, sinuzoidal genisleme, nekroz,
o0dem ve konjesyon tespit edildi. Bobrek dokusunda ise tiibiiler dejenerasyon ve hiperplazi,
mononiikleer hiicre infiltrasyonu, bowman kapsiiliinde genisleme ve glomerular atrofi
bildirilmistir (Inkaya ve Barlas, 2022). Jeong, Xue, Park, Kannan ve Moon’ un (2019)
normal yunus balig1 ve ylizgeg¢siz yunus baliklari ile yaptiklar: ¢aligmada metil paraben ve
parahidroksibenzoikasit kullanilmis ve dokulardaki birikimine bakilmistir. Tiim organlarda
metil paraben ve parahidroksibenzoik asit varligi olmasina karsin bobrek ve karacigerde
daha yiiksek konsantrasyonda oldugu tespit edilmistir. Yaptiklart arastirmada yunuslarin
diger organlarina gore en yiiksek metilparaben konsantrasyonlart bobrek (ortalama: 130
ng/g), karaciger (120 ng/g) ve mide (80 ng/g)’de goriildiigii bildirilmistir. Literatiirdeki bir
caligmada cesitli dozlarda butilparaben kullanarak zebra balig1 ve insan embriyonik bobrek
hiicrelerinde akut ve kronik toksisiteye bakilmis. Zebra baligi larvalarinda glomeruler
hasara, glomeruler Kistlere, glomeruler podositler goriilmesine, neden oldugu ve bowman
kapsiiliinde genislemelere sebebiyet verdigi, yetiskin zebra baliklarinda ise kronik
nefrotoksisite ve ayrica butilparaben’in lipit peroksidasyonuna sebebiyet vererek
glomerullere ve bobrek tiibiillerine zarar verdigini tespit edilmistir (Huang ve digerleri,
2024). Literatiirdeki bir ¢aligmada, etil paraben’in rohu baliklar1 iizerindeki histopatolojik
incelemede rohu baliklarinin bobreklerinde hasarli parankim dokulari, melano makrofajlarin
olusumu, glomeruler genisleme, Bowman kapsiiliiniin yoklugu ve tiibiiler hiicrelerin
cekirdeklerinde biiylime gozlemlenmistir (Akmal, Ahmad, Abbasi, Jabeen ve Shahzad,
2024). Yaptigimiz ¢alismada metil parabenin gokkusag: alabaliklarinin bobrek dokularinda
histopatalojik degisikliklere sebep oldugu tespit edilmistir. Literatiirdeki arastirmalarin

calisgmamizdaki sonuglar1 destekledigi goriilmektedir.

Barse ve digerleri (2010) metilparaben’in kontrol gurubu, 0,84; 1,68; 4,2 mg/L dozlar ile
yaptiklar1 ¢alismada sazan baliklarinda vitellogenin indiiksiyonu, metabolik enzimler,
somatik indeksler ve biyobirikim sonuglarini incelemisler. Metilparaben’in fosfataz (asit
fosfataz ACP- alkalin fosfataz ALP) ve transaminaz (alanin aminotransferaz ALT — aspartat

aminotransferaz AST) degerlerinde anlamli degisiklikler tespit edilmis. ACP degeri doz
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miktarindaki artisa oranla ters olarak 1,68 mg/L konsantrasyona kadar diisiis gézlemlenmis.
ALK doz miktarindaki artigsa es giidiimlii olarak 1,68 mg/L konsantrasyona kadar yiikselis
kaydedilmis. AST degerleri kontrol gurubuna oranla tiim uygulama guruplarinda diisiis
gostermis. En diisiik doz olan 0,84 mg/L doz uygulanan gurup ile en yiiksek doz olan 4,2
mg/L uygulanan guruplar arasinda yiikselme yonlii bir degisim s6z konusu olmus. ALT ise
doza bagl olarak 1,68 mg/L doza kadar artig gosterdi. 1 hafta boyunca 0,84 mg/L doz
metilparaben’e maruziyetin ACP, ALP Vitellogenin ve testis ile karaciger boyutlarindaki
degisikliklerin gézlemlenmesi i¢in yeterli oldugu 2 hafta 0,84 mg /L doz metilparaben’e
maruziyetin ise ALT ve AST degerlerindeki degisikliklerin gézlenmesi i¢in yeterli oldugu
kanisina varilmistir. Hiperoksik ve normoksik transfer sartlarinda iire, iirik asit ve kreatinin
degerlerinin kontrol grubuna karsin artmasi bobreklerde bir hasara sebep olma ihtimalini
ortaya koyarken, LDH aktivitesindeki artis artan enerji gereksinimin glikolizis sayesinde
karsiladigin1  gereksinimi olan glukozu ise glukoneogenezis vasitasiyla sagladigin
gostermektedir (Duran 2023). Literatiirdeki bir ¢alismada gokkusagi alabaliklarinin nakil
islemi 6ncesi (k), nakil isleminin hemen ardindan (t0), nakil isleminden 12 saat sonra (t12),
kan elektrolit degerlerinden Na, K, Cl degerleri bunun yaninda azotlu atik {iriinleri olan iire,
tirik asit ve BUN kan serum degerleri kontrol edildi. Bu duruma gére, nakilden 6nce (k) ve
nakilden 12 saat sonra (t12) serum Na 6l¢iimlerinin birbirine yakin oldugu ancak nakilden
hemen sonra (t0) yiikseldigi gozlendi. Nakledilen baliklarda serum iire, iirik asit ve BUN
degerlerinin nakledilmeyen gruba gdre onemli seviyede yliksek oldugu tespit edildi. 3
gurubun da (k, t0, t12), serum K ve Cl 6l¢iim diizeylerinin birbirine yakin oldugu bununla
birlikte &nemli bir seviyede degisim olmadig gézlemlendi (Kelestemur ve Ozdemir, 2010).
Gokkusag alabaliklarinin transferi sonrasinda gruplar arasinda iire ve tirik asit seviyelerinde
istatistiki farkliliklar s6z konusu olmustur (Duran, 2023). Hiperoksiye maruz birakilan
morina baliklarinda serum tire seviyesinin onemli Olgiide yiikseldigini bildirmislerdir
(Karlsso, Heier, Rosseland, Salbu ve Kiessling, 2011). Dogal ortamda yetisen baliklar ile
kafes ve havuz da yetisen baliklar kiyaslanmis sonug olarak dogal ortamda yetisen baliklarin
tire ve Urik asit degerleri daha yiiksek ¢ikmistir (Celik ve Cakici, 2005). Kafes ve havuz
ortaminda yetisen baliklarin kiyaslamasinda ise iire ve iirik asit degeleri birbirine yakin

oranda ¢ikmistir (Ural, Parlak ve Alayunt, 2013).

Yaptigimiz arastirma ile biyokimyasal agidan metil paraben uygulamasi sonucu kan serum
tire ve lrik asit miktarlarinda degisiklikler gozlemlenmistir. Literatiirdeki aragtirmalarin da

arastirma sonuglarimizi destekledigi goriilmektedir.
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Stres olusumu ile artan ve pek ¢ok hastaligin patogenezinden sorumlu olan ortaklanmamis
bir elektron igeren serbest radikaller, membran poliansatiire (¢oklu doymamis yag asidi) yag
asitlerinin oksidatif yikimina (lipid peroksidasyonu) neden olup karbonhidrat ve niikleik
asitleri okside ederek oksidatif stres olusumuna yol agarlar (Conta, 2004; Prunet, Cairns,
Winberg ve Pottinger, 2008). Bu radikaller organizmanin normal homeostaz siirecinde
meydana gelebildigi gibi ¢esitli dis etkenlerle de olusabilirler (Wang, Yuan, Jin, Tian ve
Song, 2007; Bray, 2000). Membran poliansatiire yag asitlerinin oksidasyonu sonucu olusan
malondialdehit (MDA) lipit peroksidasyonun en onemli gostergesidir (Iwama, 2004;
Moraes, 2004). Malondialdehit gibi sitotoksik aldehitler hiicrede DNA ve proteinler gibi
makro molekiillere zarar vererek hiicrenin fonksiyonunu kaybetmesine neden olurlar (Ritola,
Peters, Livingstone ve Seppa, 2002). Dokularda lipid peroksidasyon olusumu ve buna bagli
olarak MDA artis1, hiicrede membran biitiinliigiiniin yok olmasina, permabilitenin artmasina,
hiicrelere kalsiyum ve sodyum gibi elektrolit gegislerinin hizlanmasi sonucu ATP kaybina,
DNA hasarina ve hiicre oOliimleri ile sonuglanan fizyolojik, metabolik ve islevsel
bozukluklara yol agcabilmektedir (Tarin, Brines ve Cano, 1998). Nakil uygulamalar: sirasinda
ve sonrasinda baliklarda olusabilecek stres faktorlerinin, hiicrelerde metabolik aksakliklara,
oksidadif savunma mekanizmasi giiciiniin asilmasina ve lipid peroksidasyona bagli MDA
artisinin durdurulamamasi sonucu immun sistem basta olmak tizere birgok doku ve organda
fonksiyonel bozukluklara neden olarak toplu balik 6liimlerine yol acabilecegi dikkate
alinmalidir (Moraes, 2004). Hu ve digerleri (2022) yaptiklar1 ¢alismada, metil paraben
maruziyetinin oksidatif stres ile antioksidan kapasite arasindaki dengeyi bozduklarini tespit
etmislerdir. Bagirsak, kan ve karaciger sistemindeki lipit metabolizma dinamikleri,
metilparabene maruz kaldiktan sonra, lipit niikleer reseptdrlerinin transkripsiyonlarini ve

anahtar metabolitlerin konsantrasyonlarini degistirerek dnemli lglide diizensizlesmistir.

Yetigkin Nil tilapia's1 ile yapilan bir ¢alismada 6 ve 12 giin boyunca metil, etil, propil, biitil
ve benzil paraben ile metil ve propil paraben karigimma maruz kalan baliklarin,
karacigerdeki toplam glutatyon (GSH-t) igerigi, parabenlere 6 giin maruz kaldiktan sonra
azaldi. Ancak 12 giin sonunda karacigerde GSH-t seviyeleri artt1; bu, 6liimciil olmayan
dozlarda  parabenlere = maruz  kalmaya  karst  antioksidan  adaptasyonunu
gosteriyor. Parabenlerin ¢coguna maruz kaldiktan sonra solungaclarda ve karacigerde SOD,
GSH-Px ve GR aktivitesi onemli olgiide artti. CAT aktivitesinde ise karacigerde ve
solungagclarda bir degisiklik gozlenmedi. MDA seviyelerine iligskin olarak, kontrole kiyasla
solungaglarda herhangi bir degisiklik gbzlenmedi ve karacigerde MDA igerigi, etil paraben,
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biitil paraben ve paraben karisimina 12 giin maruz birakildiktan sonra azaldi; bu, analiz
edilen dokularda lipit peroksidasyonunun olmadigin1 gosterir (Silva ve digerleri, 2018). Li
ve digerlerinin (2023) butil paraben ve zebra baliklar ile yaptig1 bir ¢alismada butil parabene
maruz kalan zebra balig1 larvalarinda, MDA seviyesinde artis olurken, CAT ve siiperoksit
dismutaz (SOD) aktivitelerinde 6nemli oranda azalma meydana gelmistir. Hipoksik sartlar
altinda yapilan transfer siireglerinde artan reaktif oksijen tiirlerine karsin kontrol grubuna
gore GSH-Px aktivitesinde azalma kaydedildi. Ayriyeten MDA degerlerindeki artis
sebebiyle lipit peroksidasyonu meydana geldigi tespit edildi(Duran, 2023). Chaeun, Hyeri,
Younglimve Kyunghee (2024) tarafindan yapilan ¢alismada yetiskin zebra baligi ve
embriyolar1 21 giin boyunca propilparaben 64 ug/L ve 64,5 pg/L, benzisothiazolinone 229
ng/L ve bu iki koruyucunun karisimina maruz birakildi. Incelemede CAT, SOD VE GSH
degerleri ve viicut canli agirligi ve uzunlugu degerlendirildi. 64,5 pg/L propilparabene
maruz kalan embriyolarin viicut uzunlugunda énemli 6l¢iide azalma oldu. Karisima maruz
kalanlarda ise embriyo pihtilasmasi, kulugka zamani, malformasyon orani ve kalp atis
hizinda 6nemli artiglar goriiliirken viicut uzunluklar1 ve canl agirliklar1 6nemli olclide
azald1. Propilparabene ve karisim dozlarina maruz kalan larvalarda ise ROS, SOD, CAT ve
GPx 6nemli dl¢iide artis gosterdi. Propilparabene maruz kalan erkek baliklarda vitellogenin
transkripsiyonu dnemli derecede artis gosterdi. GSI (gonadosomatik indeks) énemli dl¢iide
azalirken, HSI dénemli dl¢iide artis gosterdi. Buna ragmen disi baliklarda GSI ve HSI de
onemli Olgiide bir degisiklik gozlemlenmedi. Artemiafranciscana’da metilparabenin
oldiirticii olmayan iki dozu ile 0,0085 ve 0,017 mg/L 48 saatlik akut toksisitesi test edildi.
Bu calismada CAT, Glutatyon-S-transferaz (GST), sinirsel aktivite (kolinesteraz (ChE))
ve ksenebiyotik biyotransformasyonu (karboksilesteraz (CbE)) tizerine etkilerine bakildi. 48
saat sonunda metilparabenin Artemiafranciscana icin zararli oldugu CAT diizeyinde bir
azalmaya neden oldugunu gostermis, ancak GST, ChE ve CbE iizerinde anlamli bir etkisi
bulunamamistir (Comeche, Martin-Villamil, Pico ve Varo, 2017). Huang ve digerlerinin
(2024) ¢esitli dozlarda butilparaben kullanarak zebra bali§i ve insan embriyonik bobrek
hiicrelerinde akut ve kronik nefrotoksik etkilerini aragtirmak amaci ile bir ¢alisma yapmis.
Calismada insan embriyonik bobrek hiicrelerinde maruziyetin artmastyla hiicre sayisinin
azaldig1 ve oksidatif strese yol actig1 tespit edilmistir. Farkli butilparaben dozlarina maruz
kalan zebra baliklarinda ise bobreklerde MDA ve CAT enzimlerinde onemli olgiide artis,
SOD igeriginde ise Onemli derecede azalma tespit edilmistir. Zebra balig1 larvalarina

metilparaben uygulanan bir ¢alismada biyokimyasal tahlil sonuglarinda GST ve nitrik oksit
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(NO) diizeylerinde 6nemli azalma meydana gelirken, MDA diizeyinde ise 6nemli bir artisa

sebep oldugu tespit edildi (Ates ve digerleri, 2018).

Arastirmamiz ile metil paraben uygulanan gokkusagi alabaliklarinin GSH-Px diizeyleri ve
MDA diizeylerinde degisiklikler oldugu tespit edilmistir. Literatiirdeki aragtirmalarin da

aragtirma sonuclarimizi destekledigi goriilmektedir.
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5. SONUC

Calismamizda da diger arastiricilarin ¢alismalarina paralel bir sekilde serum iire ve iirik asit
diizeylerinde kontrol grubuna kiyasla bir artis gézlenmis olup, karaciger dokusunda ise
hepatositlerde dejenerasyon, sinuzoidal konjesyon, safra kanalinda dejenerasyon ve
proliferasyon gozlendi. Calismamizda kullanilan metil paraben piyasada bir¢ok sektdrdeki
tiiketici tirlinlerinde antimikrobiyal bir koruyucu olarak yaygin sekilde kullanilmakta olup,
potansiyel endokrin bozucu 6zelliginden dolay1r yaygin bir endise kaynagi olmaktadir.
Ozellikle paraben ve 6zelde de metil parabenler dogaya ve sucul ekosisteme karisabilme
potansiyelleri nedeniyle sucul canlilarin biinyesine alinmakta ve dokularinda birikim sonucu
besin zincirinin son basamagindaki bizlerin bunlarla tekrar karsilagsmasini saglamaktadir.
Bundan dolay1 ozellikle kisisel bakim {irlinlerinde paraben icermeyen {irlinlerin tercih
edilmesinin insan ve doga sagligi acgisindan olduk¢a 6nemli oldugu diisiincesindeyiz.
Calismamiz sonucunda metil paraben’in uygulanan dozlarda Gokkusagi alabaliklarmin (O.
mykiss) hemototoksik, hepatotoksik, nefrotoksik ve histopatolojik reaksiyonlar sonucu
parabenlere karsi duyarli ve Kkirleticilere verilen tepkilerin belirlenmesinde yararl

biyomarkirlar olabilecegi belirlenmistir.
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