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OZET

ALBINO FARELERDE PARABEN TARAFINDAN TESVIK EDILEN
TOKSISITEYE KARSI ISIRGAN OTU OZUTUNUN KORUYUCU
ROLUNUN ARASTIRILMASI
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Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Kiiltigin CAVUSOGLU
Ortak Danisman: Prof. Dr. Kiirsad YAPAR

Agustos 2015, 27 Sayfa

Bu c¢alismada gida, ilag ve kozmetik alanlarinda sik¢a kullanilan kimyasal
maddelerden biri olan Paraben’in Swiss albino farelerde muhtemel fizyolojik,
genotoksik ve biyokimyasal etkileri ile bu etkilere karsi isirgan otu Oziitliniin
koruyucu rolii arastirilmustir. Fizyolojik etkiler; canli agirlik ve karaciger-bobrek
organ agirliklarmin Olgiimii ile, genotoksik etkiler; eritrosit hiicrelerindeki
mikronukleus (MN) sikliginin ve kemik iligi hiicrelerinde kromozomal hasar
olusumunun tespitiyle ve biyokimyasal etkiler ise; serum Aspartat Aminotransferaz
(AST), Alanin Aminotransferaz (ALT), Kan Ure Nitrojen (BUN), Kreatinin ile
karaciger ve bobrek MDA (Malondialdehit) — GSH (Glutatyon) diizeylerinin
Olciilmesiyle degerlendirilmistir. Fareler her grupta alt1 (6) hayvan olacak sekilde
toplam alt1 (6) gruba ayrilmis, kontrol grubundaki fareler ¢esme suyu, uygulama
grubundaki fareler ise 1sirgan otu Oziitiniin 125 mg/kg c.a ve 250 mg/kg c.a
dozlariyla ve Paraben’in 150 mg/kg c.a dozuyla beslenmislerdir. Paraben uygulamasi
canl agirliklarda ve organ agirliklarinda istatistiksel acidan 6nemli bir azalmaya
neden olurken, MN ve kromozomal anormallik sikliginda ise 6nemli bir artisa neden

olmustur. Ayrica Paraben uygulamasi serum AST, ALT, BUN, Kreatinin ve



karaciger-bobrek MDA diizeylerinde Onemli bir artisa, karaciger-bobrek GSH
diizeylerinde ise 6nemli bir azalisa neden oldugu belirlenmistir. Isirgan otu Oziitii
uygulamas1 ise Paraben’in s6z konusu olumsuz etkilerini 1iyilestirerek, tiim
parametrelerde doza bagl bir iyilesme gostermistir. Sonug¢ olarak ise 1sirgan otu
Oziitli, Paraben ya da diger kimyasallara maruz kalindiginda bunlarin olumsuz
etkilerini tersine ¢evirmek amaciyla koruyucu bir iiriin olarak degerlendirilebilecegi

tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Paraben, Iswrgan Otu Oziitii, Genotoksisite, Kromozom

Anormallikleri, MN, Biyokimya, Fizyoloji.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF PROTECTIVE ROLE OF NETTLE EXTRACT
AGAINST TOXIC EFFECTS ENCOURAGED BY PARABEN ON
SWISS ALBINO MICE

SEVEN, Baran
Giresun University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Deparment of Biology, Master Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Kiiltigin CAVUSOGLU
Co-Supervisor: Prof. Dr. Kiirsad YAPAR

August 2015, 27 Pages

This study researches into the potential physiologic, genotoxic and
biochemical effects of Paraben, which is one of the most frequent chemical substance
used in cosmetic and drug sectors, on Swiss Albino mice and the protective role of
extract of nettle against these effects. The study analyzes the physiologic effects by
measuring the live weight, liver and kidney weight, whilst determining the genotoxic
effects by frequency of micronucles (MN) on erythrocyte cells and determining the
chromosomal damage on bone marrow cells and biochemical effects by measuring
the levels of Aspartate Aminotransferase (AST), Alanine Aminotransferase (ALT),
Blood Urea Nitrogen (BUN), finally measuring the levels of lung and kidney
Malondialdehyde (MDA) - Glutathione (GSH) and Creatinine. Mice used in this
research were divided into six groups in total comprising of 6 mice in each group,
while the mice in control group were fed with tap water, the mice in treatment group
were fed with 120 mg/kg b.w. and 250 mg/kg b.w. doses of extract of nettle, and 150
mg/kg b.w. dose of Paraben. While application of the Paraben led to an significant
statistical decrease in live and organ weights, caused to an significant increase in MN

and chromosomal abnormalities frequency. In addition, application of Paraben led to



an important increase in serum AST, ALT, BUN, Creatinine and MDA levelsof
lung-kidney and an significant decrease in GSH levels of lung-kidney. Application of
extract of nettle healed the potential negative effects of Paraben, and revealed an
important recovery in all parameters depending on doses. As a result, it was
determined that extract of nettle can be evaluated as a protective product to reverse

the of Paraben and other chemicals when it exposed to them.

Keywords: Paraben, Nettle Extract, Genotoxicity, Chromosomal Abnormalities,

MN, Biochemistry, Physiology.
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1. GIRIS

Kozmetik Grlnler, insan viicudunun tirnak, sa¢ ve dudak gibi dis kisimlar1 ile
dis ve agiz mukozasina uygulanmak {izere hazirlanmisg kimyasal maddelerdir. Temel
amagclar1 s6z konusu kisimlar1 temizlemek, koku vermek, goriiniimiinii degistirmek,
korumak ve iyi bir durumda tutmaktir (1). Kozmetik drunlerin kullanimma bagh
olarak ¢zellikle ciltte bir miktar kimyasal madde kalmaktadir. Bu kalint1 ise insan
sagligi acisindan istenmeyen etkilere yol acabilmektedir (2). Ilag ve kozmetik

sektoriinde en sik kullanilan kimyasal maddelerden biri de parabenlerdir. (3).

Parabenler; ilag, yiyecek ve kozmetik sektorlerinde siklikla kullanilan
koruyucu maddelerdir. Metil, etil, propil ve butil esteri seklinde 4 paraben tiirii
bulunmaktadir. Ozellikle propil ve metil paraben esterleri, bakteriyel ve fungal
kontaminasyonu Onlemek amaciyla kozmetik iiriinlerde ve topikal ilaclarda siklikla
kullanilan baslica koruyuculardir. Parenteral olarak kullanilan pek ¢ok ilagta da
koruyucu madde olarak yine paraben bulunmaktadir. Bu ilaglar arasinda
antibiyotikler, kortikosteroidler, lokal anestezikler, vitaminler, anti-hipertansifler,
diiiretikler, insiilin, heparin ve baz1 kemoterapitik ajanlar sayilabilir. Ayrica gida ve
baz1 temizlik maddeleri de paraben igerebilirler. Parabenler kokusuz, renksiz ve
ucucu kimyasallardir. Genis antimikrobiyal etki spektrumuna sahip olmalari, daha az
iritasyona yol agmalari, daha az oranda duyarlanmaya neden olmalar1 ve
kozmetiklerdeki genis pH araligi i¢inde stabil kalabilmeleri gibi nedenlerden dolayi
ideal bir koruyucu olarak tanimlanmiglardir (4-6). Parabenlere karsi duyarl kisilerde;
deride kizariklik, sislik, kasinti ve agr1 bulgular1 rapor edilmistir. Yapilan
caligmalarda, icerisinde parabenlerin kullanildig tirlinleri tiikketen ve gogiis kanserine
yakalanan insanlarin kanserli dokularinda parabene rastlanilmistir. S0z konusu
birikimin, parfum, deodorant, krem, giines yaglar1 ve ¢esitli makyaj triinlerinin
kullanim1 sonucunda ciltten absorbe edilmek suretiyle gergeklestigi anlagilmistir.
Dokulara yerlesen parabenlerin Gstrojen hormon seviyisende artiga neden olarak

hormon homeostozisini bozmak suretiyle timor olusturdugu degerlendirilmisti (7).

Son yillarda kimyasallarin sebep oldugu toksisiteyi azaltmada biyolojik
kokenli iiriinler kullanilmaktadir. Ornegin; oksidatif strese maruz kalan ratlarda
meyve fenolik bilesiklerinin koruyucu rolii (8), Sisplatin’in sigan bobrek ve karaciger

dokularinda sebep oldugu toksisitesiyi azaltmada nar suyu 6zuttinin koruyucu rolii



(9), Kadmiyum toksisitesini azaltmada ise Dermatocarpon intestiniforme (Kdérber)
Hasse ekstrakti kullanilmistir (10). Bu g¢alismada ise Paraben’in sebep oldugu

toksisiteyi azaltmak amaciyla 1sirgan otu 6ziitii kullanilmistir.

Isirgan otu (Urtica dioica L.); Urticaceae familyasina ait iliman bolgelerde
yetisen yabani bir ottur. Kok ve tohumdan ¢ogalan, yavas yayilan ve yil boyunca
stirekli bulunan bir bitkidir. Yapraklar1 ve govdesi yakici tiiylerle kaplanmistir.
Yakici tiylerine dokunuldugunda deride asetilkolin, histamin, 5-hidroksitriptamin ve
serotonin salmimina sebep olarak yakici etki gostermektedir (11). Isirgan otu
yiizyillardan beri tedavi amaciyla kullanilan sifali otlardan biridir. Yaprak ve
tohumlar1 ekzama, apse, yara, basur, karaciger yetmezligi, romatizmal agrilar, i¢
hastaliklari, diyabet, deri enfeksiyonlari, burun kanamalar1 ve kanser gibi pek ¢ok
hastaligin tedavisinde yaygin sekilde kullanilmakta, iceriginde ise potasyum tuzlari,
histamin, asetikolin, C vitamini ve formik asit bulunmaktadir. Isirgan otunun kendisi,
tohumu ve kokleri yenerek ya da bitki caylar1 seklinde igilmek suretiyle
kullanilabilmektedir. (12-14).

Bu ¢alismanin amaci ilag ve kozmetik triinlerin bilesiminde yaygin olarak
kullanilan Paraben'in muhtemel fizyolojik ve genotoksik etkilerini Swiss albino
farelerde gozler 6niine sermek, bu etkilere karsi ise 1sirgan otu Oziitiiniin koruyucu

roliind test etmektir.



2. MATERYAL VE METOT

Bu calismada, Giresun Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma
Laboratuvarinda mevcut 36 adet Swiss albino fare kullanilmistir. Hayvanlar bir (1)
kontrol ve bes (5) uygulama olmak {izere toplam alt1 (6) gruba ayrilmis, 12 saat 151k
12 saat karanlik dongiide, oda sicakliginda ve %50 nem ortaminda bakimlar
saglanmistir. On (10) haftalik uygulama periyodu suresince, kontrol grubundaki
fareler ¢gesme suyu, uygulama grubundaki fareler ise 1sirgan otu dziitiiniin 125 mg/kg
ca ve 250 mg/kg c.a dozlartyla ve Paraben’in 150 mg/kg c.a dozuyla
beslenmislerdir. Uygulama periyodundan bir hafta 6nce hayvanlar standart pellet

yem ve ¢esme suyu ile beslenerek ortama adaptasyonlar1 saglanmastir.
2.1. Uruin ve Kimyasallar

Paraben Bend Miihendislik ve Teknik Cihazlar’dan, Kolsisin Soliisyonu
Biostar Kimya Medikal Laboratuvar Uriinleri Ltd. (Ankara)’den, Fast Green ve
Griinwald Giemsa boyalari ise Interlab A.S (Istanbul)’den, 1sirgan otu dziitii ise Vega

Naturel Ltd. Sti’den temin edilmistir.
2.2. Canh Agirlik ve Organ Agirhklarimin Tespiti

Albino fareler eter anestezisi altinda bayiltildiktan sonra uygulama periyodu
oncesi ve sonrasinda hassas terazi yardimiyla canl agirliklari, sakrifiye edildikten

sonra ise yine hassas terazi yardimiyla organ agirliklari tespit edilmistir.
2.3. Eritrosit Mikronukleus (MN) Testi

Fare Eritrosit Mikronukleus (MN) testi, kemik iligi polikromatik
eritrositlerinde uygulanan geleneksel MN testinin modifiye bir seklidir. Bu testte,
farelerin kuyruklarindan elde edilen dolasim kanindaki olgun normakromatik
eritrositler sayllmaktadir. Fare eritrosit MN testi Te-Hsiu ve ark. (15) bildirdigi
yonteme gore yapilmistir. Kisaca, fareler eter anestezi altinda bayiltilmis ve farelerin
kuyruk venlerinden kiiciik bir igne yardimiyla kan Ornekleri alinmistir. Her bir
fareden toplanan periferik kanin yaklagik 5 puL’si % 3 EDTA ¢ozeltisi ile
karistirilmig ve temiz lamlar {izerine yayilmistir. Eritrositler 2 dakika siireyle %70’°lik
etanol icinde fiske edilmis ve hazirlanan slaytlar oda sicakliginda bir gece kurumaya

birakilmigtir. Daha sonra, slaytlar % 5’lik May-Grinwald Giemsa ile 15 dakika



stiresince boyanarak, siire sonunda saf su ile ytkanmgtir. Genellikle her bir grup i¢in
iic ya da dort slayt hazirlanmig ve her bir slayttaki MN siklig1 iki farkli gozlemci
tarafindan art arda iki defa sayilmistir. Hazirlanan slaytlardan toplam 1000
normakromatik eritrosit arastirma mikroskobu (Nikon Eclipse E100) altinda X100
biiyiitmede sayilarak MN’li hiicrelerin sayis1 tespit edilmis ve X500 blyltme de

fotograflandirilmistr.
2.4. Kromozom Analiz Yéntemi

Farelere sakrifiye edilmeden 2 saat Oonce intraperitonal (ip) yolla 0.025%
kolsisin verilmis ve siire sonunda eter anestezi altinda sakrifiye edilmislerdir. Daha
sonra sirastyla femurdan kemik iligi aspire edilmis, serum fizyolojik ile yikanmais,
0.075 M KCl ile muamele edilmis, Carnoy’s ile fikse edilerek, % 5’lik Griinwald-
Giemsa boyas1 ile boyanmistir. Son olarak ise kromozomal hasarlar arastirma
mikroskobu (Nikon Eclipse E100) altinda X100 biiyiitmede belirlenmis, X500
blyltmede ise fotograflandirilarak Savage (16)’nin bildirdigi kriterlere gore

siiflandirilmistir.
2.5. Serum Analizi

Serum izolasyonu i¢in, tam kan 6rnekleri hafif eter anestezi altinda farelerden
intrakardiyak olarak alinmis, Vacutainer tiiplere (BD VacutainerSystems, San Jose,
CA, ABD) alman kan ornekleri +4 °C'de 10 dakika 1200 g santrifiije edilmis ve
analiz suresine kadar -20 °C'de saklanmistir. AST (GOT sivi reaktif, katalog
numarasi A559-150, TecoDiagnostics), ALT (GPT siv1 reaktif, katalog numarasi
A524-150, TecoDiagnostics) enzim aktiviteleri ile BUN (katalog numaras1 B549-
150, TecoDiagnostics) ve kreatinin (katalog numarasi C513-480, TecoDiagnostics)
konsantrasyonlari ticari olarak satilan kitler ile otoanalizér (Model 99M Chemistry

Analyzer, Medispec, Germantown, MD, USA) yardimiyla 6l¢iilmiistiir.
2.6. Lipid Peroksidasyonu ve Glutatyon Aktivitesi

Hayvanlar eter anestezi altinda kalp eksangunasyon yontemiyle sakrifiye
edilerek, her hayvanin karaciger ve bobrek dokular1 ¢ikartilarak yikanmus,
kurutulmus ve biyokimyasal 6lciimler igin hazir hale getirilmistir. Toplanan dokular
soguk 0.15 M KCI banyosu iginde homojenizatér (Ultraturrax tip T25-B, IKA
LABORTECHNIK, Staufen, Almanya) ile 16.000 rpm de 3 dakika homojenize



edilmis, homojenatlar 4 °C'de 5000 g de 1 saat santrifilj islemine maruz birakilmis ve
slipernatantlar alinarak analiz edilinceye kadar -40 °C’de saklanmistir. Doku MDA
ve GSH dlzeyleri Yoshoiko ve ark. (17) ile Beutler (18) tarafindan bildirilen
kolorimetrik yontem kullanilarak UV-spektrofotometre (UV mini-1240, Shimadzu,
Kyoto, Japan) yardimiyla 6l¢lilmiistiir.

2.7. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel verilerin analizi i¢in SPSS for Windows V 22.0 (SPSS Inc,
Chicago, IL, USA, 2013) paket programi kullanilmigtir. Gruplar arasinda istatistiksel
farkliliklarin degerlendirilmesi One-way ANOVA ve Duncan testleri kullanilarak
gerceklestirilmistir. Veriler ortalama + SD degerleri olarak verilmis ve P degeri

0.05’den kiiciik oldugunda istatistiksel olarak anlaml1 kabul edilmistir.



3. ARASTIRMA BULGULARI

Tablo 3.1. Paraben’in canli agirlik (gr) tizerine etkileri

Gruplar Baslangi¢ Agirligi Son Agirlik Agirlik Artist
Grup | 24.86+0.51° 34.08+2.33% +9.22
Grup Il 24.39+0.62° 34.19+1.43% +9.80
Grup I 24.39+1.30° 34.04+1.55% +9.65
Grup IV 24.15+0.95° 26.63+1.35¢ +2.48
Grup V 24.47+1.13° 28.34+1.49° +3.87
Grup VI 24.65+0.43° 30.83+0.76" +6.18

* Grup I: Kontrol, Grup II: 125 mg/kg c.a 1sirgan otu 6ziitii, Grup III: 250 mg/kg c.a
1isirgan otu Oziitli, Grup 1V: 150 mg/kg c.a Paraben, Grup V: 150 mg/kg c.a Paraben
+ 125 mg/kg c.a 1sirgan otu 6ziitii, Grup VI: 150 mg/kg c.a Paraben + 250 mg/kg c.a
1sirgan otu Oziitii. Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak gosterildi (n = 6).
Ortalamalar arasindaki istatistiksel onem “Duncan” testini takiben ‘“one-way”
ANOVA varyans analizi kullanilarak arastirildi. Ayni siitiin igerisinde farkli harfler

ile belirtilen ortalamalar istatistiksel olarak dnemlidir (P<0.05).

Paraben uygulamasiin canli agirlik {izerine etkisi Tablo 3.1°de verilmistir.
Tablo’daki sonuglar incelendiginde, uygulama periyodunun sonunda en fazla agirlik
artis1 kontrol grubu ile sadece isirgan otu 6ziitii uygulanan Grup II ve Grup III’de
tespit edilmistir. S6z konusu gruplarda sirasiyla 9,22 gr, 9,80 gr ve 9,65 gr’lik bir
agirlik artis1 belirlenmis, ayrica gruplar arasindaki bu agirlik farklarinin istatistiksel
acidan 6nemli olmadig1 da gozlenmistir (P>0.05). En az agirlik artis1 ise sadece 150
mg/kg c.a dozunda Paraben uygulanan Grup IV’de gézlenmistir. S6z konusu grupta
2.48 gr agirlik artist tespit edilmistir. Paraben uygulamasi ile birlikte isirgan otu
0zutl ile beslemenin Grup V ve Grup VI’da agirlik kazaniminda tekrar bir artis

neden oldugu, bu artigin uygulanan sirgan otu Oziitliniin dozuyla dogru orantili



oldugu ve sadece paraben uygulanan gruba gore istatistiksel acidan 6nemli oldugu

belirlenmistir (P<0.05).

Tablo 3.2 Paraben’in karaciger organ agirligi (gr) tizerine etkileri

Gruplar Organ Agirhigi Minlngljlglglrgan Maks;ngljrrlrl]g?rgan
Grup | 1.65+0.05% 1.58 1.72
Grup Il 1.67+0.03? 1.60 1.70
Grup I 1.66+0.062 1.58 1.75
Grup IV 1.10+0.06¢ 1.02 1.19
Grup V 1.22+0.08° 1.10 1.33
Grup VI 1.40+0.11° 1.23 1.52

* Grup I: Kontrol, Grup I1: 125 mg/kg c.a 1sirgan otu 6ziitii, Grup III: 250 mg/kg c.a
1sirgan otu Oziitli, Grup 1V: 150 mg/kg c.a Paraben, Grup V: 150 mg/kg c.a Paraben
+ 125 mg/kg c.a 1sirgan otu oziitii, Grup VI: 150 mg/kg c.a Paraben+ 250 mg/kg c.a
1isirgan otu Oziitii. Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak gosterildi (n = 6).
Ortalamalar arasindaki istatistiksel onem ‘“Duncan” testini takiben ‘“one-way”
ANOVA varyans analizi kullanilarak arastirildi. Ayn siitiin igerisinde farkli harfler
ile belirtilen ortalamalar istatistiksel olarak énemlidir (P<0.05).

Paraben’in karaciger organ agirliginda meydana getirmis oldugu degisiklikler
Tablo 3.2’de verilmistir. Karaciger organ agirligindaki en fazla azalmanin sadece
Paraben uygulanan grupta (Grup 1V), en az ise kontrol ve 1sirgan otu Oziitiiniin iki
farkli dozu ile beslenilen Grup II ve Grup III’de oldugu tespit edilmistir. Bu
gruplarda sirasiyla 1.10 gr, 1.58 gr, 1.60 gr ve 1.58 gr organ agirligi tespit edilmistir.
Ayrica Grup IV’deki azalmanin diger ii¢ gruba gore istatistiksel agidan Onemli
olduguda belirlenmistir (P<0.05). Paraben ile birlikte 1sirsan otu 6ziitliniin iki farklh
dozu ile besleme Grup V ve Grup VI'deki farelerin karaciger organ agirliklarinda

doza bagl olarak tekrar bir artisa sebep olmustur. S6z konusu artisin ise sadece



Paraben uygulanan Grup IV’de gore istatistksel agidan Onemli oldugu tespit

edilmistir (P<0.05).

Tablo 3.3. Paraben’in bobrek organ agirligi (gr) lizerine etkileri

Gruplar Organ Agurign | MMM Organ | Maksymum Organ
Grup | 0.53+0.05? 0.45 0.58
Grup Il 0.50+0.08? 0.40 0.58
Grup I 0.51+0.042 0.46 0.56
Grup IV 0.24+0.03¢ 0.19 0.29
Grup V 0.31+0.02° 0.29 0.34
Grup VI 0.39+0.04° 0.33 0.44

* Grup I: Kontrol, Grup I1I: 125 mg/kg c.a 1sirgan otu 6ziitii, Grup III: 250 mg/kg c.a
1sirgan otu Oziitli, Grup 1V: 150 mg/kg c.a Paraben, Grup V: 150 mg/kg c.a Paraben
+ 125 mg/kg c.a 1sirgan otu 6zitii, Grup VI: 150 mg/kg c.a Paraben+ 250 mg/kg c.a
isirgan otu Oziitii. Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak gosterildi (n = 6).
Ortalamalar arasindaki istatistiksel onem ‘“Duncan” testini takiben ‘“one-way”
ANOVA varyans analizi kullanilarak arastirildi. Ayni siitiin igerisinde farkli harfler
ile belirtilen ortalamalar istatistiksel olarak 6nemlidir (P<0.05).

Paraben’in bobrek organ agirliginda meydana getirmis oldugu degisiklikler
Tablo 3.3’de verilmistir. BObrek agirligindaki en fazla azalmanin sadece Paraben
uygulanan grupta (Grup V), en az ise kontrol ve 1sirgan otu Oziitiiniin iki farkli dozu
ile beslenilen Grup II ve Grup III’de oldugu tespit edilmistir. S6z konusu gruplarda
sirastyla 0.24 gr, 0.53 gr, 0.50 gr ve 0.51 gr organ agirhig1 belirlenmistir. Ayrica
Grup IV’deki azalmanin diger li¢ gruba gore istatistiksel agidan 6nemli olduguda
gorilmiistiir( P<0.05). Paraben ile birlikte 1sirsan otu Oziitiiniin iki farkli dozu ile
besleme Grup V ve Grup VI’deki farelerin bobrek organ agirliklarinda doza bagh
olarak tekrar bir artisa sebep olmustur. S6z konus artisin ise sadece Paraben
uygulanan Grup IV’de gore istatistiksel agidan onemli olduguda tespit edilmistir
(P<0.05).



Tablo 3.4. Paraben’in eritrosit hiicrelerinde tesvik ettigi mikroniikleus (MN) siklig1

Sayilan

Gruplar Hucre Ortalama MN Minimum MN | Maksimum MN
Sayisi

Grup | 1000 1.00+1.26¢ 0 3

Grup 1l 1000 1.17+0.75¢ 0 2

Grup I 1000 0.83+0.98¢ 0 2

Grup IV 1000 46.17+8.52° 34 58

Grup V 1000 38.83+3.97° 33 45

Grup VI 1000 26.17+4.45° 20 33

* Grup I: Kontrol, Grup II: 125 mg/kg c.a 1sirgan otu 6ziitii, Grup III: 250 mg/kg c.a
isirgan otu 0ziitli, Grup 1V: 150 mg/kg c.a Paraben, Grup V: 150 mg/kg c.a Paraben
+ 125 mg/kg c.a 1sirgan otu 6ziitii, Grup VI: 150 mg/kg c.a Paraben+ 250 mg/kg c.a
isirgan otu Oziitii. Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak gosterildi (n = 6).
Ortalamalar arasindaki istatistiksel onem “Duncan” testini takiben ‘“one-way”
ANOVA varyans analizi kullanilarak arastirildi. Ayni siitiin igerisinde farkli harfler

ile belirtilen ortalamalar istatistiksel olarak dnemlidir (P<0.05).

Paraben’in eritrosit hucrelerinde tesvik ettigi MN sikligi Tablo 3.4’de
verilmistir. Elde edilen veriler incelendiginde Paraben uygulamasmin eritrosit
hicrelerinde MN olusumuna sebep oldugu belirlenmistir. Sadece Paraben ile
beslenen Grup IV’deki farelerin eritrosit hiicrelerinde ortalama 46.17 oraninda MN
olusumuna rastlanirken, en az MN olusumu ise kontrol ve sadece isirgan otu
Oziitliniin iki farkli dozu ile beslenilen Grup II ve Grup III’deki farelerin eritrosit
hiicrelerinde tespit edilmistir. S6z konusu gruplarda sirasiyla 1.00, 1.17, ve 0.83
oraninda MN gdzlenmistir. Ayrica Grup IV’de gozlenen MN oraninin bu gruplara
gore istatisliksel agidan 6nemli olduguda belirlenmistir (P<0.05). Paraben ile birlikte
1sirgan otu Oziitliniin iki farkli dozu ile besleme Grup V ve Grup VI’deki farelerin
eritrosit hicrelerindeki MN sayisinda azalmaya sebep olmus, s6z konusu azalmanin

ise uygulanan 1sirgan otu 6ziitliniin dozuyla dogru orantili oldugu tespit edilmistir.



Tablo 3.5. Kemik iligi hiicrelerinde Paraben tarafindan tesvik edilen kromozomal

hasarlar

Gruplar Krom?tit Fragment Gap Ring Asentrik Disentrik
Kingi

Grup | 00.00+0.00¢ | 00.00+0.00¢ | 00.33+0.52¢ | 00.00+0.00¢ | 00.00+0.00¢ | 00.00+0.00¢

Grup 1l 00.00+0.00¢ | 00.00+£0.41¢ | 00.17+0.41¢% | 00.00+0.00¢ | 00.00+0.00¢ | 00.00+0.00¢

Grup 111 | 00.00+0.41¢ | 00.00+0.00% | 00.33+0.52¢ | 00.00+0.00% | 00.00+0.00¢ | 00.00+0.00¢

Grup IV | 36.33£6.65% | 26.17+4.12% | 16.00+4.60* | 12.00+3.85% | 08,33+2.42% | 04.83+2.04%

GrupV | 26.17+5.15° | 21.17+3.97° | 12.00+2.90° | 07.00+2.00° | 04.33+1.86° | 02.83+0.98°

Grup VI | 20.50+4.76° | 14.17+3.19° | 07.33+1.75° | 05.17+2.04° | 02.50+3.33° | 01.33+0.51°

* Grup I: Kontrol, Grup I1: 125 mg/kg c.a 1sirgan otu 6ziitii, Grup III: 250 mg/kg c.a
1isirgan otu Oziitli, Grup 1V: 150 mg/kg c.a Paraben, Grup V: 150 mg/kg c.a Paraben
+ 125 mg/kg c.a 1sirgan otu 6ziitli, Grup VI: 150 mg/kg c.a Paraben + 250 mg/kg c.a
isirgan otu Oziitii. Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak gosterildi (n = 6).
Ortalamalar arasindaki istatistiksel onem “Duncan” testini takiben ‘“one-way”
ANOVA varyans analizi kullanilarak arastirildi. Ayni siitiin igerisinde farkli harfler
ile belirtilen ortalamalar istatistiksel olarak 6nemlidir (P<0.05). Kromozomal
hasarlar icin her hayvan basina 100 hiicre, her grupta 6 hayvan bulundugu igin
toplamda 600 hucre sayildi. Ortalamalar arasindaki istatistiksel énem “Duncan”
testini takiben “one-way” ANOVA varyans analizi kullanilarak arastirildi. Ayni
siitun icerisinde farkli harfler ile belirtilen ortalamalar istatistiksel olarak 6nemlidir
(P<0.05).

Paraben’in kemik iligi hiicrelerinde tesvik ettigi kromozomal hasarlar Tablo
3.5’de gosterilmistir. Tablodaki veriler incelendiginde sirasiyla; kromatit kirigi >
fragment > gap > ring > asentrik > disentrik seklinde kromozomal hasarlar tespit
edilmistir. En fazla kromozomal hasar sadece Paraben uygulanan grupta (Grup 1V),
en az ise kontrol ve isirgan otu 6ziitiiniin iki farkli dozu beslenen Grup II ve Grup
[II’de belirlenmistir Grup IV’de belirlenen kromozomal hasar sayilarinin diger
gruplara gore istatistiksel agida 6nemli olduguda belirlenmistir (P<0.05). Paraben ile
birlikte 1sirgan otu Oziitliniin iki farkli dozu ile besleme Grup V ve Grup VI'de

kromozomal hasar sayilarimin azalmasina neden olmustur. Diger bir ifadeyle
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kromozomal hasar sayilar1 uygulanan 1sirgan otu Oziitiiniin dozundaki artisla

azalmigtir.

Tablo 3.6. Paraben’in bazi biyokimyasal parametreler Uzerine etkisi

Gruplar AST (U/L) ALT (U/L) BUN (mg/L) Kreatinin (mg/L)
Grup | 114.17+2.97¢ 36.67+5.16¢ 111.33+14.91¢ 4.83+0.36°
Grup Il 115.00+7.32¢ 35.33+6.194 108.83+12.56¢ 4.92+0.22¢
Grup I 114.67+7.06¢ 36.50+5.794 108.50+13.58¢ 4.93+0.28¢
Grup IV 221.83+8.54* | 109.50+10.62% | 235.00+13.192 8.13+1.05%
Grup V 196.00+8.37° 89.83+7.81° 200.00+17.80° 6.14+0.54°
Grup VI 182.50+15.18°¢ 75.50+6.25°¢ 168.50+£10.82° 6.00+1.36°

* Grup I: Kontrol, Grup I1: 125 mg/kg c.a isirgan otu 6ziitii, Grup III: 250 mg/kg c.a
1isirgan otu Oziitli, Grup 1V: 150 mg/kg c.a Paraben, Grup V: 150 mg/kg c.a Paraben
+ 125 mg/kg c.a 1sirgan otu oziitii, Grup VI: 150 mg/kg c.a Paraben+ 250 mg/kg c.a
isirgan otu Oziiti. AST: Aspartat Aminotransferaz, ALT: Alanin Aminotransferaz,
BUN: Kan Ure Nitrojen. Veriler ortalama * standart sapma (SD) olarak gosterildi (n
= 6). Ortalamalar arasindaki istatistiksel 6nem “Duncan” testini takiben “one-way”
ANOVA varyans analizi kullanilarak arastirildi. Ayni siitiin igerisinde farkli harfler
ile belirtilen ortalamalar istatistiksel olarak dnemlidir (P<0.05).

Paraben uygulamasinin bazi biyokimyasal parametrelerde meydana getirdigi
degisimler Tablo 3.6’da verilmistir. Tablo incelendiginde AST, ALT, BUN ve
kreatinin dizeylerinde en fazla artis Paraben ile muamele edilen Grup IV’de, en az
ise kontrol ve 1sirgan otu dziitliniin 2 farkli dozu ile beslenen Grup II ve Grup II’de
tespit edilmistir. Grup IV’de Olglilen degerlerin ise bu gruba gore istatistiksel agidan
onemli oldugu belirlenmistir (P<0.05). Paraben ile birlikte 1sirgan otu oziitii ile
besleme Grup V ve Grup VI’da AST, ALT, BUN ve kreatinin degerlerinde Grup
IV’e gore tekrar bir azalmaya neden olmus, bu azalmanin ise istatistiksel agidan

onemli oldugu goriilmiistiir (P<0.05)
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Tablo 3.7. Paraben’in MDA ve GSH diizeylerine etkisi

Gruplar Karaciger Bobrek MDA | Karaciger GSH Bdbrek
MDA (nmol/g) (nmol/g) (mg/g) GSH(mg/q)
Grup | 0.45+0.06¢ 0.55+0.08¢ 0.33+0.04? 0.52+0.03?
Grup Il 0.46+0.12¢ 0.53+0.09¢ 0.32+0.03? 0.51+0.042
Grup I 0.46+0.9¢ 0.53+0.15¢ 0.32+0.042 0.52+0.042
Grup IV 1.23+0.97% 1.59+0.11% 0.12+0.01¢ 0.22+0.03¢
Grup V 1.07+0.13° 1.27+0.17° 0.30+0.04° 0.30+0.03°
Grup VI 0.78+0.11° 0.90+0.09° 0.23+0.03° 0.35+0.12°

* Grup I: Kontrol, Grup II: 125 mg/kg c.a 1sirgan otu 6ziitii, Grup III: 250 mg/kg c.a
1sirgan otu Oziitli, Grup 1V: 150 mg/kg c.a Paraben, Grup V: 150 mg/kg c.a Paraben
+ 125 mg/kg c.a 1sirgan otu oziitii, Grup VI: 150 mg/kg c.a Paraben+ 250 mg/kg c.a
isirgan otu Oziiti. MDA: Malondialdehit, GSH: Glutatyon. Veriler ortalama +
standart sapma (SD) olarak gosterildi (n = 6). Ortalamalar arasindaki istatistiksel
onem “Duncan” testini takiben “one-way” ANOVA varyans analizi kullanilarak
arastirildi. Ayni siitiin igerisinde farkli harfler ile belirtilen ortalamalar istatistiksel
olarak énemlidir (P<0.05).

Paraben’in oksidatif parametreler olan MDA ve GSH diizeylerine etkileri
Tablo 3.7°de gosterilmistir. Elde edilen veriler incelendiginde en yliksek MDA ve en
diisik GSH diizeyleri sadece Paraben ile muamele edilen Grup IV’de, en diisiik
MDA ve en yiiksek GSH diizeyleri ise kontrol ve 1sirgan otu Oziitliniin iki farkh
dozuyla muamele edilen Grup II ve Grup III’de dl¢iilmiistiir. Grup IV’de dlgiilen bu
degerlerin ise sO6z konusu ii¢ gruba gore istatistiksel agidan O6nemli oldugu
belirlenmistir (P<0.05). Paraben ile birlikte 1sirgan otu 6ziitii ile besleme Grup V ve
Grup VI'da MDA diizeylerinde Grup IV’e gore tekrar bir azalmaya, GSH

diizeylerinde ise tekrar bir artisa neden olmustur.
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4. TARTISMA VE SONUC

Yaptigimiz c¢alismada Paraben’in albino farelerde meydana getirdigi
fizyolojik, sitotoksik ve biyokimyasal etkiler ile bu etkilere karsi 1sirgan otu
Oziitiniin ~ koruyucu roli  arastirilmigtir.  Paraben’in, gilinliik hayatimizda
kullandigimiz basta kozmetik triinler olmak tizere ila¢ ve besin maddelerinin de

iceriginde bulunmasi, yaptigimiz ¢alismanin 6nemini bir kat daha arttirmigtir.

Deneysel aragtirmalar sonucunda, Paraben uygulamasmim Swiss albino
farelerde fizyolojik parametreler olan canli agirlik ve organ agirliklarinda azalmaya
neden oldugu, 1sirgan otu 6ziitli uygulamasinin ise doza baglh olarak s6z konusu
parametrelerde tekrar bir iyilesmeye yol agtigi belirlenmistir. LitarGtlirde elde
ettigimiz verileri destekleyen tarzda benzer c¢alismalar bulunmaktadir. Ornegin
CTFA (19) tarafindan gergeklestirilen bir ¢aligmada, 0.7% Metil Paraben ve 0.3%
Propil Paraben iceren Grinler gunlik 4.12 g/kg dozunda albino ratlara toplam viicut
ylzeylerinin tras edilmesi suretiyle uygulanmig, sonugta kontrol grubuyla
karsilastirildiginda, uygulama grubundaki ratlarin viicut agirliklarinda 6nemli bir
azalma meydana geldigi rapor edilmistir. Matthews ve ark. (20) tarafindan
gerceklestirilen bir diger ¢alismada ise, 96 hafta suresince %2 ve %8’lik Metil
Paraben ve Propil Paraben iceren diyetle beslenen ratlarda viicut agirhigindaki
degisim arastirilmis, sonucta oOzellikle %8’lik diyet ile beslenen ratlarin viicut
agirliklarinda 6nemli bir azalma meydana geldigi tespit edilmistir. Oishi (21)
tarafindan gerceklestirilen bir baska ¢alismada ise, Wistar ratlar, giinlik diyetlerine
ek olarak %0.01, %0.10 ve %1.00 oraninda Propil Paraben ile 4 hafta siiresince
beslenmigler, sonugta uygulama dozuna bagli olarak viicut agirlhiginin kontrol
grubuna gore azaldigi belirlenmistir. Vo ve ark. (22) tarafindan 8 haftalik disi
Sprague-Dawley (SD) ratlarla gergeklestirilen bir diger ¢alismada ise, gunlik 62.5
mg/kg c.a. 250 mg/kg c.a. ve 1000 mg/kg c.a. dozlarinda Etil Paraben ve izopropil
Paraben uygulamis, sonugta her iki Paraben tirevininde 1000 mg/kg c.a. dozunda
bobrek organ agirhiginda azalmaya neden oldugu, izopropil Paraben'in ise tiim

uygulama dozlarinda karaciger organ agirligini azalttig1 bidirilmistir.
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Bu calismada Paraben'in genotoksik etkileri ve bu etkilere kars1 1sirgan otu
Oziitliniin koruyucu roliide arastirilmistir. Bu amagla mikronukleus (MN) olusumu ve
kromozomal hasarlar genotoksisitenin indikatorleri olarak kullanilmiglardir. Sonugta
Paraben uygulamasinin MN ve kromozomal hasar olusumuna neden oldugu, isirgan
otu 6zutlnln ise doza bagl olarak bu hasarlarin sayilarini azalttig: tespit edilmistir.
Litaratiirde elde ettigimiz bulgular1 destekleyen tarzda gerek Paraben gereksede diger
kimyasallarla gergeklestirilmis bazi ¢alismalar bulunmaktadir. Ornegin Ishidate ve
ark. (23) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada Chinese hamster hiicrelerine farkl
dozlarda Metil Paraben, Etil Paraben ve Propil Paraben uygulanmis, sonucta S0z
konusu Paraben turlerinin kromatid kirigi, gap ve ring seklinde hasarlara neden
oldugu belirlenmistir. Heidemann (24) tarafindan gerceklestirilen bir diger ¢alismada
ise, kozmetik sektortinde yaygin olarak kullanilan Triklosan, Chinese Hamster V79
hiicrelerine 3 p/ml dozunda uygulanmis, sonug olarak kromozomal hasar sayilarinda
onemli bir artiy meydana geldigi rapor edilmistir. Roy ve ark. (25) tarafindan
gerceklestirilen bir baska ¢alismada ise, CD-1 farelere 250 mg/kg ile 5000 mg/kg
arasinda degisen dozlarda 1,4-Dioksan uygulamig, sonugta uygulama dozuna bagl
olarak kemik iligi hiicrelerinde MN olusum ve sikliginin arttii tespit edilmistir.
Morita ve Hayashi (26) tarafindan gergeklestirilen benzer tarzdaki bir diger
calismada ise, CD-1 farelerine oral yolla farkli dozlarda 1,4-Dioksan uygulanmis,
sonucta 1,4 Dioksanin’in karaciger hiicrelerinde MN olusumuna yol actig1

gosterilmistir.

Bu calismada Paraben uygulamasinin Swiss albino farelerinin serum AST,
ALT, BUN ve kreatinin seviyeleri ile karaciger ve bobrek dokulariin MDA - GSH
diizeylerinde de degisimlere neden oldugu belirlenmistir. Paraben uygulamast AST,
ALT, BUN, kreatinin ve MDA seviyelerinde kontrol grubuna gore 6nemli bir artisa
neden olurken, GSH seviyelerinde ise Onemli bir azalmaya neden olmustur.
Literatiirde bizim elde ettigimiz bulgular1 dogrulayan tarzda bazi c¢alismalar
mevcuttur. Ornegin Amin ve ark. (27) tarafindan gerceklestirilen bir calismada,
erkek albino ratlar 100 ve 500 mg/kg c.a. dozlarinda Tartrazine ve Carmoisine ile
oral yolla beslenmisler, sonugta ALT, AST, kreatinin ve MDA diizeylerinde kontrol
grubuna gore 6nemli bir artig, GSH diizeyinde ise dnemli bir azalma tespit edilmistir.
El-Wahab ve Moram (28) tarafindan gergeklestirilen bir diger caligmada ise, erkek

ratlar, sentetik renklendirici ve katki maddeleri olarak kullanmilan Brilliant Blue,
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Carmoisine, Tartrazine, Transanethole, Propylene Glycol ve Vanillin ile 42 gin
stiresince beslenmisler, sonugta serum ALT, AST, alkalin fosfataz (ALP), bilirubin,
ure, kreatinin, total protein ve alblimin seviyelerinde kontrol grubuna gére énemli bir

azalma meydana geldigi rapor edilmistir.

Sonug olarak, giinliilk yasamimizda basta kozmetik Urtinler olmak (zere, pek
¢ok triliniin bilesiminde yer alan Paraben’in Swiss albino farelerde toksik etkilere
neden oldugu, 1sirgan otu dziitiiniin ise bu etkileri tersine gevirerek tekrar iyilesmeyi
tesvik ettigi belirlenmistir. Bu nedenle Paraben’in kullanimindan vazgecilmeli ya da
tretim sektorii i¢in ¢ok elzem ise uygun doz esigi belirlendikten sonra
kullanilmalidir. Ayrica 1sirgan otu 6ziitii de Paraben ya da diger kimyasallara maruz
kalindiginda bunlarin olumsuz etkilerini tersine ¢evirmek amaciyla koruyucu bir

iiriin olarak degerlendirilebilir.
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