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OZET

Di (2-ETILHEKZIL) FITALATIN PUBERTAL DONEMDEKi ERKEK
SIGANLARDA GENOTOKSIK, HISTOLOJIK VE BiYOKIMYASAL
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Gozde KARABULUT

Yuksek Lisans, Biyoloji Bolumu
Tez Danigsmani: Prof. Dr. Nurhayat Barlas

Eylul 2014, 104 sayfa

Bu calismada, plastiklestirici olarak kullanilan ve gundelik hayatta sikga maruz
kalinan 2-etilhekzilfitalat'in (DEHP) pubertal donemdeki erkek sicanlarda
genotoksik etkileri Comet testi ile arastiriimis, histopatolojik, hematolojik ve
biyokimyasal analizler yapilarak incelenmistir. Bu amagla siganlar her grupta 6
hayvan olacak sekilde, pozitif kontrol (MMS), yag kontrol, 100 mg/kg/gun, 200
mg/kg/gun ve 400 mg/kg/gun uygulama gruplarina ayrilimis ve 28 gun sureyle
sicanlara DEHP gavaj yoluyla oral uygulanmistir. Deney sonuna kadar her hafta
alinan kan orneklerinde genotoksik analiz yapiimistir. Deney slresince siganlarda
vacut agirhgi, yem ve su tuketimleri Olgulmustir. Deney suresi sonunda
sicanlardan alinan serum Orneklerinde alanin aminotransferaz (ALT), aspartat
transaminaz (AST), Ure, Urik asit, trigliserit, glikoz, kreatinin miktarlari élgtilmugtir.
Ayrica kanda hematolojik analiz yapiimistir. Karaciger ve bodbrek dokularinda
olugabilecek histopatolojik etkiler 1g1k mikroskobunda incelenmis ve degisik
bayutmeler ile goruntulenmistir. DEHP uygulanan gruplarda DNA hasari olusumu
kontrol grubuna goére yuksek bulunmugtur. Trigliserit seviyelerinin de kontrol
grubuna gore anlaml olarak yuksek oldugu saptanmistir. Yapilan histopatolojik
incelemeler, DEHP’in bobrekte ve karacigerde histopatolojik degisikliklere neden
oldugunu ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Di (2-etilhekzil) Fitalat, Genotoksisite, Comet Testi, Sigan,
Karaciger, Bobrek.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF GENOTOXIC, HISTOLOGIC AND
BIOCHEMICAL EFFECTS OF DI (2-
ETHYLHEXYL) PHTHALATE ON PUBERTAL MALE RATS

Gozde KARABULUT
Master of Science, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Nurhayat Barlas

September 2014, 104 pages

In the present study, we investigated the genotoxic effects of DEHP which is
widely used as a plasticizer and people were exposed in daily life on pubertal male
rats. These effects were investigated with Comet assay and histopathological,
hematological and biochemical analysis were investigated. For this purpose, rats
were divided into 5 groups and each group had 6 animals. The dose groups were
oil control, positive control (MMS), 100 mg/kg/day, 200 mg/kg/day and 400
mg/kg/day of DEHP. It was administered daily to the rats by oral gavage for 28
days and every week until the end of the experiment, genotoxic effect was
measured in blood. During the experiment, body weights and feed and water
consumption were recorded. At the end of the experiment blood samples were
taken and hematological analysis, alanine aminotransferase (ALT), aspartate
aminotransferase (AST), ure, uric acid, trigliserid, glucose, creatinine were
determined in serum. Kidney and liver were dissected and tissues were
investigated potential histopathologic findings and monitorized in different
magnifications by the Leica light microscopy. DNA damage level was statistically
different from treatment groups compared to the oil control. Triglycerid levels were
also significantly higher in HFCS and sucrose groups. Histopathological
examinations revealed histopathological changes in kidney and liver of rats
received DEHP.

Keywords: Di (2-ethylhexyl) Phthalate, Genotoxicity, Comet Assay, Rat, Liver,
Kidney.
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1. GIRIS

Cevremizde insan sagligi bakimindan tehlike olusturan kimyasal maddelerin sayisi
her gecen gun artmaktadir. GiUnimuzde kimyasallar ve c¢evreden kaynaklanan
kirleticiler, canlilar Uzerinde toksik etki yapmakta ve onlari strese sokmanin yani
sira genetik yapilarint da bozmaktadirlar. Canllar, dogal olarak tepkilerini
fizyolojik, biyokimyasal ve morfolojik olarak gostermekte ve bu tepkiler
laboratuvarda dl¢iimektedir. Genelde oral, dermal ya da solunum yoluyla maruz
kalinan bu tur toksik maddelerin yol agtigi genetik bozukluklar ve hastaliklar, ilgili
toksik etkene ve maruziyetin artisina paralel olarak artmaktadir [1].

Organizmaya disaridan alinarak endokrin fonksiyonlari ve vicudun dengesini
bozan, dogal ya da sentetik maddelere endokrin bozucular denir. Endokrin
bozucular, hormonlara agonist ve/veya antagonist etkiler yapar. Bu etki, hormonun
uretimine veya tasinmasi Uzerine etki ederek, ya da hormon reseptorine
baglanarak metabolize olmasi ve atilimini degistirmesi ile ortaya ¢ikabilir. Bazi
ilaglar, dioksin ve dioksin benzeri bilesikler, poliklorlu bifeniller, bazi pestisitler,
fitalatlar ve bisfenol A (BPA) gibi plastizer maddeler endokrin bozucu etkiye sahip
maddeler arasinda siralanmaktadir. Bu maddelerin pek ¢cogu besinler, kozmetikler,
kisisel bakim urunleri, deterjanlar, oyuncaklar, plastik siseler gibi gunlik hayatta

yogun olarak kullanilan drtnlerde yer almaktadir.

Fitalatlar, yapi gerecleri, besin ambalaj gereci, tekstil, oyuncak, cocuk bakim
artnleri (biberon ve emzikler), kan torbasi, enfizyon seti, poli vinil klortr (PVC) tipi
plastik Urunlerin esnekligini ve dayaniklligini saglamak tzere plastiklestirici olarak
kullanilan ve bu nedenle ¢ok yaygin olarak karsilasilan kimyasal maddelerdir [2].
Kozmetikler, parfumler ve sabunlar gibi kisisel bakim trtnlerinde de yaygin olarak
kullanilirlar ve ¢ok buyuk hacimlerde uretilip tuketilirler. Plastik matriksinden
sizmalari nedeniyle tibbi uygulamalarla temas edildigi gibi, toplumun fitalatlara
temasi genellikle gida ve kozmetik bakim urinleri yoluyla olmaktadir. Di (2-
etilhekzil) fitalat (DEHP), en yaygin kullanilan fitalat tarevidir ve PVC-tibbi
malzemelerde %20—40 oraninda bulunmaktadir [3,4]. Di (2-etilhekzil) fitalat ve
diger fitalatlar, endokrin bozucu kimyasal maddeler olarak degerlendiriimektedir.
Ozellikle cocuklarin bu etkiye daha duyarli oldugu bilinmektedir [5]. Fitalatlarin



siganlarda karsinojenite, fotal o6lum, malformasyonlar, anti-androjenik etki,
teratojenite, testikller hasar ile Ureme sistemi Gzerinde diger toksik etkilere neden

olduklari yapilan ¢alismalar ile gosterilmigtir [6].

Bu calismada, erkek siganlarda di (2-etilhekzil) fitalata pubertal donemde
maruziyetin yol actigi metabolik etkiler, hematolojik, biyokimyasal, histopatolojik
parametreler ile incelenmis ve genetik bir hasar olup olmadigi “Comet testi” ile in

vivo olarak arastiriimistir.



2. GENEL BILGILER

21 Endokrin Bozucular

Endokrin Bozucular; endokrin sistemin gelisimi ve fonksiyonunu degistiren,
disardan alinan madde veya madde karisimlaridir [7,8]. Bu maddeler, hormonlarin
uretim, salinim, baglanma, tasinma, aktivite, yikim ve vucuttan atilimlari Gzerine

etki etmektedirler.

Endokrin bozucular, ilk olarak 1962’de biyolog Rachel Carson’un ‘Silent Spring’
isimli kitabinda kimyasal maddelerin kuslar Uzerindeki zararli etkileriyle ilgili
incelemelerini yayinlamasiyla gundeme gelmigtir [9]. 1970’lerde Sullivan ve
Barlow, c¢evredeki kimyasal maddelerin fotus ve insanlar Gzerindeki zararh
etkilerini bildirmiglerdir [10]. 1988’de Finkelstein ve ark. ‘Bir cenaze hazirlayicisinin
gizemi’ baslikl makalelerinde, 50 yasindaki bir cenaze hazirlayicisi erkekte; tedrici
libido kaybi, testislerde kuglUlme, sakal buyUmesinde yavaglama, jinekomasti
sikayetlerinin endokrin bozucu ile iligkili oldugunu saptamislardir [11]. Hasta
serumunda, bilinmeyen bir maddenin radyoaktif isaretlenmis &strojen ile yer
degistirdigi ve maddenin kaynaginin devaml kullanilan mumya kremi oldugu
saptanmigtir. Kremle karsilasma kesilince sikayetler dizelmistir. Colborn 1993'de
tibbi agidan, cevredeki kimyasal maddelerin endokrin sistem Uzerine etkilerini
vurgulamistir [12]. insan viicudunda &lcllebilen kimyasal maddelerin sayisi
artttkca ve bu kimyasallarin endokrin sistem, Ureme sistemi, sinir sistemi ve
karsinogenezi Uzerine etkileriyle ilgili gbzlem ve vyayinlar ¢ogaldik¢a; konu
Birlesmis Milletler'in, Diinya Saglik Orguti’'niin ve hikimetlerin de gliindemine
girmistir. 14 Mart 1997°de Birlesmis Milletler Cevre ve Kalkinma Toplantis’'nda
endokrin bozucular ele alinmistir. Bu toplantida insan vicudunda olgulebilen en az
500 kimyasal maddenin tasindigi, bu maddelerin 1920°den 6nce insan kimyasinin
bir parcasi olmadigini, son 20 yilda dogan bebeklerin anne rahminde bu
maddelerle karsilastiklarini bildirmistir [13]. Basta Amerika Birlesik Devletleri
(ABD) olmak uzere pek ¢ok Ulke hukiumeti, ‘Cevre ve Dogal Kaynaklar Komiteleri’
kurarak, endokrin bozucularla ilgili arastirmalar baslatmis ve stratejiler

gelistirmiglerdir.

Tarkiye icin endokrin bozucular son yillarda gundeme gelmistir. 2003 yilinda

Buylukgebiz ve ark., ‘yoresel cgilek festivali’ sirasinda, buyuk ve diuzensiz sekilli
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cilek tiketen ve erken yasta meme geligsimi gosteren u¢ vaka bildirmisler ve cilek

blayuticti maddelerin meme gelisimi yapabilecegine dikkat gekmislerdir [14].

Endokrin bozucu ile kargilagsma yasina, suresine, miktarina, tek veya karigim
maddeler ile alinma durumuna gbére endokrin bozucularin etkileri
degisebilmektedir. Bu acidan en hassas donemler gebelik, sit g¢ocugu ve
pubertedir. Gebelikte endokrin sistemin iglevini bozan g¢esitli kimyasallarla
kargilagsma; fetusun endokrin sistemini etkileyerek, ¢ok sayida gelisim
bozukluguna neden olmaktadir. Bu kimyasal maddelerin ¢ogu plasentada etkisiz
hale getirlememektedir. Maddelerin miktarlari ne kadar fazla olursa etkisi de o
derece artmaktadir fakat endokrin bozucularda durum digerlerine goére farkl
olabilmekte, dusik dozlarda da yuksek etki gozlenebilmektedir. Gebelik
déneminde endokrin bozucular ile karsilasildiginda; dogum agirligini, boyunu ve
endokrin bezlerin galismasiyla ilgili esik degerleri dedistirebilmektedirler. Bu
maddeler ayrica blyumenin ¢ok hizli oldugu puberte déneminde de O6zellikle
hormonal degisikliklere yol acarak erken ergenlik gibi istenmeyen durumlara sebep
olabilmektedirler [8,15].

Cevrede dogal olarak bulunabildigi gibi farkh sentetik ve enduUstriyel Grtnlerin

icerisinde de yer almaktadirlar (Cizelge 2.1) [16,17].

Dogal endokrin bozucular; yari dmdurlerinin kisa olmasi ve dokularda birikmeden
kolaylikla vacuttan atildiklar icin genellikle 6nemli yan etkiler olusturmayan
maddelerdir. Bunlarin en iyi bilineni fitodstrojenlerdir. Fitodstrojenler, vicutta
uretilen 6strojenlere gore daha zayif etki gosterirler ve gunlik hayatta sik olarak
tiketilen besinlerde (sarimsak, maydanoz, hububat, havug, patates, visne, cilek,
elma ve kahve v.b) bulunurlar. Ancak fitodstrojenler, yogun ve ¢ok miktarlarda
Ozellikle sentetik olarak uretilenlerin alinmalari sonucunda belirgin etkiye neden
olmaktadirlar [17].

Sentetik endokrin bozucular; endustride, tarimda ve evde kullanilan degisik bir¢ok
arinin iginde bulunurlar [18,19]. Glglu &strojenik etkisi olan “dietilstilbesterol”
(DES) en ¢ok taninandir. DES, ilk defa 1938 yilinnda Uretilmig, ABD ve Avrupa’da
uzun yillar boyunca zehirlenmelerde, erken dogum tehditinde ve fetal dlimlerin
onlenmesinde kullaniimistir. Ayrica ¢alismalarda, DES’e maruz kalan bayanlarda

meme kanseri gelisme riskinin yaklasik 2 kat arttigi ve DES’e intrauterin maruz



kalan kizlarda serviks kanseri, overyan germ hucre kanseri, serviko-vajinal displazi
ve vajinal clear-cell adenokarsinomasi ile intrauterin maruz kalan erkeklerde minor
drogenital anomali ve testis kanseri riskinin arttigi tespit edilmistir. Bu nedenle
DES piyasadan kaldiriimigtir [20,21].

Temizlik malzemeleri, fungusitler (mantar ilaglar), pestisitler (tarim ilaglari),
herbisitler (yabani otlari yok eden ilaglar) ile boyalar, plastikler ve ¢ozuculer gibi
organik kimyasallarin endokrin bozucu olma potansiyeli vardir. Bu maddelerin
cogunun yagda eriyerek yag dokusunda birikerek veya yikilip zararsiz hale
getirilmeleri iglemi zor oldugu igin vicutta uzun sire kalip zararl etkilere yol actigi
gOsterilmigtir  [21]. Endokrin  bozucularin insan saghdir Uzerine etkileri
incelendiginde 6zellikle Greme sistemi ve tiroid fonksiyonlarini etkilemekle birlikte

diger bircok etkilerinin de oldugu tespit edilmistir [18,19].

Cizelge 2.1: Basglica Endokrin Bozucular [16,17]

Fitodstrojenler | Daidzein, Genistein, Formononetin, Biokanin-A, Prunetin,
Pratensein, Glisetein, Ekuol, Enterodiol

Organohalojenler | Dioksinler, Furanlar, Poliklorine Bifeniller, Hekzaklorobenzen,
Pentaklorofenol

Pestisitler Alaklor, Aldikarb, Amitrol, Atrazin, Benomil, Karbaril, Klordan,
Diklorodifeniltrikloroetan ve metabolitleri, Endostilfan, Etilparation,
Heptaklor, Kepon, Ketokonazol, Lindan, Malation, Metoksiklor,
Vinklozolin, Trifluralin

Fitalatlar Di (2-etilhekzil) fitalat, Butil benzil fitalat, Di-n-butil fitalat, Di-n-fetil
fitalat, Di-hekzil-fitalat, Di-etil fitalat, Di-propil fitalat, Diklorohekzil
fitalat

Agir Metaller Arsenik, Kadmiyum, Uranyum, Kursun, Civa

ilaglar Dogum Kontrol Haplari, Dietilstilbestrol, Simetidin

Digerleri Bisfenol A,B ve F, Etan dimetan, Sulfonat, Metanol, Benzofenol, 4-
nitrotoluen

Endokrin bozucularin zararh etkileri agisindan, yasamin hangi déneminde maruz
kalindigr buyuk 6nem tagimaktadir. Bu donemlerin baginda intrauterin donem yer
almaktadir [22,23]. Ornegin ¢ok toksik bir dioksin olan 2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-
dioksin (TCDD)’ye, intrauterin maruz kalan erkek kemirgen hayvanlarin dis ve ig

genital organlarinin maskulizasyonunda, testislerin inmesinde, androjenlerin



uretiminde ve spermatogenezde problemler yasandigi tespit edilmistir. Ancak
TCDD’ye postnatal maruz kalinmasi halinde sadece spermatogenez ile somatik ve

genital buydmenin olumsuz yénde etkilendigi saptanmistir [24].

Endokrin bozucularin olusturacadi olumsuz etkide maruz kalinan doz ve etkilenme
suresi de ortaya gikacak etki icin dnemli faktorlerdendir. Etkilenme slresi uzadikga
veya doz arttikca olusabilecek olumsuz etki daha da siddetli olabilmektedir.
Endokrin bozucular, her zaman ayni etkiye neden olmamaktadir. Ornegin dusik
dozda Ostrojen reseptorlerine baglanarak etki gosteren bir kimyasal bozucu,
yuksek dozda ise androjen reseptorlerine baglanarak anti-androjenik etki
gOsterebilir. Endokrin bozucularin doz-cevap egrisi her zaman dogrusal degildir.
Unutulmamasi gereken diger bir nokta da endokrin bozucularin ayni anda birden
fazla sistemi etkileyebilmesidir. Ornegin soyada bulunan Genistein, zayif bir
Ostrojenik madde olup Ureme sisteminde bazi patolojilere neden olmasiyla birlikte,
ayni zamanda tiroid peroksidazi inhibe ederek tiroid patolojilerine de neden
olabilmektedir [25].

Endokrin bozucularin genellikle doza bagh bir yanit iligkisi yoktur. Bu nedenle
‘nonmonotonik’ bir doz-yanit iligkisinden bahsedilir. Tek bir endokrin bozucu ile
farkh yanitlar gorulebilir ve etkileri bir latent ddonemin ardindan ortaya ¢ikabilir. Bir
kismi yag dokusunda biriktigi icin uzun yillar insan vicudunda kalabilir. Kendi
etkileri farkl, metabolitlerinin etkileri farkli olabilir. Yasamin bazi dénemleri kritik
donem olup az miktarda alinan endokrin bozucu bir kimyasal bile buyuk etkiler
gOsterebilir. Bazen etki bu maddelerle yluzlerce kez karsilasma sonucu ortaya
cikabilir. Bu maddeler atmosfer, sular ve gida zincirlerinde bulundugu igin konu
evrensel bir boyut kazanmaktadir [26,27]. Gebelikte etkisi, alinan doza ve alinma
zamanina gore degismektedir [28]. En oOnemli ozelligi bazi etkilerinin nesiller
boyunca ortaya ¢ikmasidir. Bu da epigenetik mekanizma ile agiklanmakta olup bu
maddelerin DNA sekansinda degisiklik yapmadan fonksiyonunda degismeye yol
acarak etkiye neden olabilmesidir [29]. Germ hlicrelerindeki epigenetik degisiklikler
bir nesilden digerine gecgerek kalitsal olabilir. Hayvan deneylerinde DES’e maruz
birakilan farelerin sadece yavrularinda degil doller boyunca (FiF, v.b) benzer

bozukluklarin gérilmesi epigenetik mekanizma ile agiklanmaktadir.

Endokrin bozucularin insan saghgr uzerine etkileri incelendiginde 6zellikle Greme

sisteminde degigik mekanizmalarla birgok patolojiye yol acgtigi gosterilmistir
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[30,31]. Endokrin bozucularin ¢ogu, 6strojenik etkili olmakla birlikte antiostrojenik
ve antiandrojenik etki gosteren bozucular da bulunmaktadir. Ayrica gonadotropin
duzeylerini degistirerek ya da siklikla reseptorlerini uyararak veya engelleyerek
etki etmektedirler [32,33]. Fitalatlarin ve ketokonazoliin direk androjen sentezini
inhibe ettigi, DES’in erkek si¢canlarda hipotalamus-hipofiz-gonad aksini baskiladigi
gOsterilmigtir [20]. Fitalat verilen prepubertal ve yetiskin erkek siganlarin

testislerinde belirgin hasar oldugu gdsterilmistir [34].

Bugun igin sentetik endokrin bozuculardan bazilarinin organ dokularinda oksidatif
stres Uretimi ile apoptotik etki yaptigi gosteriimistir. Ozellikle gonadlarda olusan
apoptotik hdcre 6limunin en énemli nedenlerinden birinin oksidatif stres oldugu
ileri surtlmektedir. Endokrin bozucularin ¢ok degisik mekanizmalar ile antioksidan
enzimleri inhibe ettigi ve ortamda reaktif oksijen radikallerinin artmasiyla apoptotik
hicre 6liumune neden olduklar dasunulmektedir. Nitrik oksidin DNA'da purin ve
pirimidinin  deaminasyonuna neden olarak DNA zincirinde kinlma ve
mutasyonlarda artisa neden olabildigi saptanmistir [35]. Nitrik oksidin tetikledigi
DNA hasarindan sonra apoptoz surecinin basladigi ileri surtlmektedir [36]. Ayrica
nitrik oksit, oksidatif DNA hasarini uyarmakla birlikte DNA tamir mekanizmalarini
inhibe ederek apoptozise neden olmaktadir [37]. Apoptotik hucre 6liminde
kalsiyum—kalmodulin bagimh protein kinaz - fosfataz sistemi, kalsiyum bagimh
endonilkleaz veya membran lipit peroksidasyonunun uyariimasinin da DNA
kinrlmasi ve hucre oOlumune neden olan mekanizmalar olabilecegi ileri
surtilmektedir. Ornegin deltametrine maruz kalan siganlarda, testikiiler apoptoz ve

DNA hasari gosterilmistir [36].

Son yillarda 6zellikle gevresel kosullarin (beslenme tarzi gibi) etkisi ile pubertenin
baslangicinin erken yaslara kaydigi gozlenmektedir. Ancak bunun disinda, bazi
endokrin bozucularin pubertenin erkene kaymasinda etkili oldugu da ileri
surulmektedir [30]. Yer cilasi ve onlarin ¢ozuculeri ile temas halindeki iki kiz
cocukta, erken puberte tespit edilmis ve temas engellendiginde pubertenin
durdugu vurgulanmigtir [38]. Puerto Rico’da 1979 yilindan itibaren prematur
telarsli c¢ocuklarin sayisinin ciddi derecede artmasi nedeniyle, bu c¢ocuklar

incelendiginde serum fitalat dlzeylerinin yuksek oldugu tespit edilmistir [39].

Endokrin bozucu kimyasallar ve ergenlik gelisimi arasindaki iligkilerle ilgili yapilan
pek cok epidemiyolojik calismada PCB, PBB, dioksin, DDE ve diger kalici
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pestisitler Uzerine yogunlasiimistir. Ancak yumusak plastik oyuncaklarin yapildigi
polivinil klorid plastikler ve besin paket materyallerinde bulunan fitalatlar gibi ev igi
kimyasallarin giindeme gelmesi daha sonra olmustur. 2000 yilinda Colon ve ark.,
cocuk endokrinologlarin 1979’dan beri erken meme gelisimi olan hasta sayisinda
artma oldugu konusunda alarma geg¢mis olduklarini ve 6580 erken ergenlikli
vakanin %71'inde erken meme gelisiminin rapor edildigini saptamiglardir. 41
premature telarsli hasta ve 35 kontrol grubunda, pestisitler ve metabolitleri ile
fitalat ester ailesinin bazi bilesikleri ¢alisildiginda, erken meme gelisimi olanlarda
serum fitalat ve fitalat esterlerinin (DEHP gibi) kontrol grubuna gore belirgin olarak
yuksek bulundugu goérilmustir [40]. Sonugta, fitalatlarin in vitro dstrojenik ve anti-
androjenik etkilerinin bu durumdan sorumlu oldugu kanaatine varilmistir. Ancak
McKee, olgulen fitalat dizeylerinin vinil laboratuar malzemeleri ile kontamine
kanlara bagl olabilecegini, insan vicudunda fitalat esterlerinin hizla monoesterlere
metabolize oldugunu, bu nedenle bu metabolitlerin in vitro degerlendirmelerde aktif
olmadigini iddia etmistir. Ozet olarak, dogum 6éncesi PBB ve DDE ile kargilasma,
ergenlikte DDE ile karsilasma, ergenlik oncesi fitalat ile karsilasma ergenlik

bulgularinin erkene kaymasi ile iligkili bulunmusgtur [41].
2.1.1 Fitalatlar

Dunyada yaygin bir sekilde kagit ve karton, kozmetik, deterjan, sampuan, sabun
ve boya uretimi gibi ¢ok cesitli endustriyel sektorlerde hammadde veya yardimci
kimyasal madde olarak kullanilan fitalatlar kanserojen ve endokrin bozucu
kimyasallar listesinde yer almaktadirlar. Endustride kullaniilma amaci esneklik
Ozelligini arttirmak olan fitalatlarin kullanimda olan 60'dan fazla tipi
bulunmaktadir. Yuksek molekulll fitalat esterleri enduUstrilerde %80 oraninda
yaygin olarak kullaniimaktadir. Dusuk molekdl agirhkh fitalatlardan ise
sellUlozikler, akrilikler ve Uretanlar gibi vinil olmayan reginelerde plastiklestirici
olarak yararlaniimaktadir [42]. Dustk molekullu fitalatlar; kadit, karton, kozmetik,
deterjan, sampuan, sabun, otomotiv, insaat ve yapi malzemeleri, tibbi torba,
tupler ve boya dretiminde hammadde veya yardimci kimyasal olarak

kullaniimaktadir.

Fitalatlar, ya da fitalat esterler, fitalik asit esterleridir ve plastiklere eklendiklerinde
uzun polivinil molekullerin birbirleri Gzerinde kaymasina izin verirler. Suda

¢ozunurlUkleri duguk, yagda ¢ozunarlukleri yuksek ve uguculuklar duguktar [43].
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Fitalik anhidrid ile uygun bir alkolin (genelde 6-13 karbonlu) reaksiyonu ile elde
edilirler, renksiz ve oda isisinda sivi olan maddelerdir [44,45]. Fitalatlarin genel

kimyasal yapisi Sekil 2. 1’de gdsterilmistir.

OR

OR'

Sekil 2.1. Fitalatlarin genel kimyasal yapisi [45]

insanlarin fitalatlara maruziyeti intrauterin hayatta baglar. En yiiksek temas
kaynagini yetistirme, dretim, isleme ve ambalajlama esnasinda fitalatlarla
kontamine olan besinler olusturur. Besin paketlemede kullanilan fitalatlar basta
cocuklar olmak tzere yuksek derecede maruziyete neden olurlar. Cocuklar emzik,
biberon ve oyuncaklar yoluyla fitalatlara maruz kaldigi gibi [46,48] polivinil klortr
(PVC) yer kaplamalari ve perdeler, evde kullanilan aeresoller/ev parfumleri ve
kozmetikler de c¢ocuklarin maruziyet kaynaklarini tegkil eder [49,50]. Yuksek
derecede maruziyet ise Ozellikle kan transfuzyonlari ve diyaliz gibi tibbi
mudahalelerle olmaktadir. Medikal malzemelerde kullanilan PVC tipi plastiklerin
yuksek fitalat icerigi nedeniyle, 6zellikle yenidogan yogun bakim Unitelerinde yatan
bebeklerin 6nemli dlgide fitalata maruziyeti s6z konusudur. Bazi tabletlerin

kaplama materyali ile de yuksek oranda fitalat alimi olasidir [50-53].

Besinler, plastik malzemeler (biberon, emzik), kozmetik bakim drinleri ve
medikal uygulamalarla olan temaslar da dikkate alindiginda fitalatlar oral, dermal
ve inhalasyon yolu basta olmak Gzere tim giris yollarindan organizmaya girerler
[54,55]. Fitalatlar plasentay! gecgebildikleri gibi anne sutiine de gegerler. Perinatal
donem ve sut emme doneminden itibaren gocuklarin maruziyeti baslar ve vicut

agirhgina kiyasla yuksek kalori tuketmeleri, vicut yizey alaninin diguk olmasi ve
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ventilasyon hacimlerinin yetigkinden fazla olmasi nedeniyle maruziyet duzeyi
yetiskinden daha yuksektir [56-59]. Yakin tarihte yayinlanan bir ¢alisma bebek
idrarinda da fitalat metabolitlerine rastlandigini gosterirken [60], hamile
kadinlardan alinan idrar érneklerinde de cgesitli fitalat metabolitlerinin bulunuyor
olmasi fitalatlara maruziyetin prenatal hayatta basladigini gostermektedir [61,62].
Cizelge 2.2’de bazi fitalatlar ve genel kullanim alanlari verilmigtir. Cizelge 2. 3’ de

ise dinya genelinde yaygin olarak kullanilan fitalat listesi verilmistir.
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Cizelge 2.2: Fitalatlarin genel olarak kullanim alanlari [63]

Fitalat Kisaltma | Kullanimi
Dimetil fitalat DMP Repellent, plastiklestirici
Kozmetiklerde (sampuan, parfum, sabun,
Dietil fitalat DEP losyon), endustriyel ¢ozlcu olarak, ilaglarda
(tablet kaplama, kapsul Gretimi)
Ev drunlerinde, kozmetiklerde, endustriyel
Dibutil fitalat DBP ¢bzlcu olarak, ilaclarda (tablet kaplama,
kapsul Uretimi), yapistiricilarda
Ev drlUnlerinde, kozmetiklerde, endustriyel
Diizobutil fitalat DIBP ¢ozlcu olarak, yapistiricilarda
Vinil  yer kaplamalarda, ev temizlik
Butil benzil fitalat | BBP drtnlerinde, endustride ¢6zicu olarak, muhur
aretimi
Disiklohekzil DCHP Kauguk ve polimer Uretiminde stabilizator
fitalat
Yumusak plastiklerde plastiklestirici olarak (IV
Di (2-etilhekzil) DEHP torbalar, oyuncaklar, ev Urunleri, gida
fitalat endustrisinde gida paketleme torbalari), kagit
sanayi, elektrik kapasitorleri,
boyalar/pigmentler, recineler, kauguk sanayi,
tekstil Uranleri
Dioktil fitalat DOP Yumusak plastiklerde plastiklestirici olarak
Yumusak plastiklerde plastiklestirici olarak
Diizononil fitalat DINP DEHP yerine kullanimi
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Cizelge 2.3: Dlnya genelinde yaygin olarak kullanilan fitalatlar [63]

Fitalat Kisaltma Kimyasal Yapi CAS No.
Dimetil fitalat DMP C6C4(COOCH3)2 131-11-3
Dietil fitalat DEP CeH4(COOC2Hs), 84-66-2
Dialil fitalat DAP CeHs(COOCH,CH=CHy), 131-17-9
Di-n-propil DPP CeH4[COO(CH3),CH3]2 131-16-8
fitalat

Di-n-butil DBP CeH4[COO(CH>)3CHg]2 84-74-2
fitalat

Diisobutil DIBP CeH4[COOCH,CH(CH3)2]2 84-69-5
fitalat

Di-n-pentil DNPP CeH4[COO(CH,)4CHg]2 131-18-0
fitalat

Disiklohekzil | DCP CeH4[COOCsH11]2 84-61-7
fitalat

Butilbenzil BBP CH3(CH2)300CCgH4COOCHsCsHs 85-68-7
fitalat

Di-n-hekzil DNHP CeH4[COO(CH>)sCHg]2 84-75-3
fitalat

Butildesil BDP CH3(CH2)300CCgH4COO(CH3)9CH3 | 89-19-0
fitalat

Di(2- DEHP CeH4[COOCH,CH(C2Hs)(CH2)3CHg), | 117-81-7
etilhekzil)

fitalat
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2.1.1.1 Fitalatlarin Biyotransformasyonlari

Memelilerde fitalatlarin absorpsiyonu ve metabolizmasi oldukga hizlidir ve olusan
metabolitlerin bazilarinin ana maddeden daha toksik oldugu gdsterilmistir [63,64].
Metabolik kapasite farklari ve yas, cins, irk ve demografik kosullar nedeniyle
fitalat metabolizmasi bireylerarasi farklilik gostermektedir. Ornegin ¢ocuklarda
okside metabolitlerin idrardaki oraninin erigkinlerden daha yuksek oldugu
belirtiimektedir [56,58]. Fitalat diesterlerinin genel biyotransformasyon semasi
Sekil 2.2 de goérualmektedir.

Fitalat diester
Fitalat monoester

Monoester Okside
Metabolitler

| —

Serbest Metabolitler, Glukuronat Konjugatlari,
Sulfat Metabolitler

Sekil 2.2. Fitalatlarin biyotransformasyonu [56]
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2.1.1.2 Fitalatlarin Yaptig: Toksik Etkiler

Farkl fitalat esterlerinin toksisite profilleri ve potensleri farklidir; tar farklari, temas
yolu ve temas yasi yonunden farkhliklar gézlenir ve toksisitenin ana maddenin
toksik bir metabolite dénisimuine bagimli oldugu bildiriimektedir [65]. Laboratuvar
hayvanlarinda fotal 6lum, malformasyon, karaciger hasari, antiandrojenik etki,
testikller hasar, peroksizom proliferasyonu ve Ozellikle de Ureme toksisitesine
neden olduklar gosterilmistir. Fitalat esterlerinin bazilari kemiricilerde karsinojen
etkilidir. Ornegin; DEHP hepatokarsinojendir [66]. DINP’in ise bdbrek ve karaciger
kanseri yaptigi belirtiimektedir [67]. Ancak bu risklerin insanlara ekstrapolasyonu
temas duzeyleri ve kosullari yonunden yapilamadigi gibi, yeterli dizeyde ve
kanitlayici insan verileri bulunmamakta, uzman panellerin ve yénetsel kuruluslarin
degerlendirme ve yorumlari surekli endise icermekle birlikte kesin bir yargiya
varmamaktadir. Nitekim DEHP kemiricilerde hepatokarsinojen olmasina karsin

Uluslararasi Kanser Arastirma Enstitisi (IARC) tarafindan “insanda karsinojen

olarak siniflanamayan” (KATEGORI Ill) olarak degerlendirilmektedir [68].

DEHP’in karsinojenik etki mekanizmasi peroksizom proliferasyonu yapici etkisine
ve insan karacigerinde bulunmayan bir dizi hicresel olaya baglanmakta [69],
DINP‘in neden oldugu bdbrek neoplazilerinin insanda bulunmayan mekanizmalar
aracihginda gelistigi ileri suUrllmektedir [70]. “Gap junction” intrasellller
iletisiminin (GJIC) inhibisyonunun nongenotoksik karsinogenezin
mekanizmalarindan biri oldugu hipotezinden hareketle yapilan bir g¢alismada,
yuksek konsantrasyonda DEHP ve DINP’in fare ve siganlarda GJIC inhibisyonu
yaptigi gosterilmistir [71]. Gozlenen inhibisyon ile karaciger tumor induksiyonu ve
peroksizom proliferasyonu gostergeleri arasinda bir baglanti oldugu goérulmugtur.
Ancak primat ve insan karaciger hucrelerinde bu inhibisyon gézlenmemigtir. Bu
bulgularin, DEHP ve DINP ‘in kemiricilerdeki karsinojenik etkisinin insanlar igin

gecerli olmadigi gorusunu destekledigi bildirilmektedir [72].

Fitalatlarin deney hayvanlarinda gelisimsel toksisite gosterdigi ve teratojen etkili
oldugu bilinmekle birlikte insan verileri yetersizdir. Son yillarda bu konuda
insanlarda da, 6zellikle erkek GUreme gelisimini etkileyen gelisimsel ve reproduktif
toksikanlar olabilecekleri dusunulmekte, endokrin bozucu etkilerinin olabilecegi ileri
surulmektedir [73].
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Fitalatlarin hem erkek hem de disi siganlarda buyumeyi ve seksuel gelisimi
bozduklari goézlenmistir [74,75]. ABD‘de Ulusal Toksikoloji Programi‘na (NTP)
bagll insanda Ureme riskinin deg@erlendiriimesine iliskin merkezin (CERHR)
raporuna gore gestasyonun 6-15. gunlerinde gebe hayvanlara yiuksek doz fitalat
(BBP, DBP, DEHP ve DINP) uygulamasi ile gorulen tipik malformasyonlarin noral
tup defektleri, yarik damak ve iskelet anomalileri oldugu rapor edilmistir [76]. DBP
verilen sicanlarda testosteron duzeylerinin énemli Ol¢gide azaldigi ve testiste
Leydig hicre sayisinin énemli derecede azaldigi bulunmustur [77]. Arastirmalar
siganlarin testikuler toksikanlarin etkisine en duyarli deney hayvani tird oldugunu
gostermektedir. In utero etkinligin gestasyonun 6-20. gunlerinde oldugu, 15-17.
gunlerin 6zellikle édnemli oldugu bildiriimektedir [78,79]. Bu dénemde uygulanan
fitalatlarin primer hedefi fotal testistir ve gorilen ilk olay testikiler Leydig hicre
fonksiyonlarinin veya gelisiminin bozulmasi [80-82] ve testosteron duzeylerinin

onemli 6lgide azalmasidir [83,84].

Fitalatlarin testikller toksisitesinde hayvanin yasi kritik faktérdir. Geng erigkin
sicanlarda reproduktif toksisite yuksek dozlarda goérilse de, testikiler lezyonlar
nispeten daha kisa uygulama ile ortaya ¢ikmaktadir. Pubertal hayvanlarda erigkin
hayvanlara kiyasla daha dusuk dozlarda toksisitenin ortaya ¢iktigr ve tubuler
atrofiyle beraber testikiler toksisite ve ciddi testis lezyonlari goraldugu
bildiriimektedir [85]. Ayrica fitalatlarin ester yan zincir uzunlugunun toksisite igin

onemli oldugu ve 4-6 karbonluk bir uzunlugu gerektirdigi bildirilmistir [86].

Calismalarda gozlenen hipospadias (dis idrar deliginin penisin ucu yerine alt tarafa
acilmasi), kriptorgidizm (testislerden biri ya da ikisinin birden skrotuma inmeyip
karin boslugunda bulunmasi), anogenital acgiklikta azalma, semen kalitesinde
dusme, erigkin erkeklerde fertilitenin azalmasi gibi bozukluklarin olusturdugu klinik
duruma “testikiiler disgenez sendromu” adi verilmektedir [87,88]. “Fitalat
sendromu” adi da verilen bu bozukluklarin insanlarda da goérilen olgular olmasi
fitalatlara temas konusundaki endigeleri artirmakla birlikte kesin kanitlarin

bulunmadigi ya da verilerin yetersiz oldugu gorulmektedir.

Fitalatlarin in vitro kosullarda karaciger Kuppfer hucrelerinde ROS olusumunu,
NADPH oksidaz uretimini ve mitojen sitokin salimini (érnegin; timér nekroz faktor
alfa (TNFa)) arttirdiklar, nukleer faktor kappa (NF-kB)yi aktive ettikleri

gOsterilmistir [89]. Peroksizom proliferatoru etkileriyle kemiricilerde peroksit Uretici
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enzimlerin aktivitelerini artirirken, peroksit yakalayici enzimlerin aktivitelerini
degistirmedikleri [90], neden olduklari oksidatif stresin 8-okzo-2'-deoksiguanozin
(8-0kzodG) gibi DNA hasarlarinin olusmasina neden oldugu gdsterilmistir [91].
Son zamanlarda infertil erkeklerde yapilan bir calismada, Comet testi ile incelenen
sperm DNA'si hasarinin idrar fitalat duzeyleri ile iligkisi arastirimig, DEP’in
metaboliti olan monoetilfitalat (MEP) ile DNA hasari arasinda bir korelasyon

oldugu gdsterilmistir [92].

Di (2-etilhekzil) fitalat, insanlar tarafindan Uretilen ve maruz kalinan en yaygin
fitalatlardan biridir ve plastiklere esneklik katmak igin kullanilir [93]. Di (2-etilhekzil)
fitalat, bir Ostrojen agonisti ve testosteron antagonisti olarak kabul edilmektedir
ancak toksisite mekanizmalari tam aydinlatilamamistir [94]. En siklikla maruz
kalinan fitalatin DEHP olmasi, bu fitalatin etkilerinin diger fitalatlara gére ¢ok daha

fazla arastirilmasina yol agmistir.
2.1.1.3 Di (2-etilhekzil) fitalat

DEHP, plastizor olarak en yaygin kullanilan fitalat ttrevidir. 2-etilhekzanolin fitalik
anhidrid ile reaksiyonu sonucu elde edilir [95]. DEHP ’in kimyasal formula Sekil

2.3'de verilmigtir.

Sekil 2.3 Di(2-etilhekzilfitalat) kimyasal form0lu [95]

ilk kez 1939 yilinda A.B.D’'de uretiimeye baslanmistir. 2002 yilinda sadece
A.B.D.’de 110 milyon ton DEHP uretilmigtir [96]. DEHP, PVC plastizoru olarak yapi
malzemelerinden (duvar kagitlari, yer kaplama malzemeleri), arabalara,
giysilerden (yagmurluklar, yagmur botlar), besin ambalaj materyaline, dis
kasiyicilarindan gesitli oyuncaklara ve emzik ve biberon basliklarina kadar ¢ok
cesitli amaglarla kullaniimaktadirlar. ABD’de populasyonun DEHP’e maruziyetinin

3-30 pg/kg/gun duzeyinde oldugu tahmin edilmekte, bunun c¢ok o6nemli bir
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kisminin besinler yoluyla olmasi nedeniyle kronik temasin tolere edilebilir dlzeyleri
asabileceginden endige duyulmaktadir ve bu dogrultuda maruziyet kaynaklarini ve
dizeylerini en aza indirmek igin tedbir alinmaya calisiimaktadir [74]. Nitekim
cocuklarin olasi zararli etkilerden korunmasi amaciyla oyuncaklarda ve cgocuk
bakim Urinlerinde DEHP’in kullanimina, Avrupa Birliginde ve ABD’de son yillarda
yasak getirilmigtir [97,98]. EPA, DEHP'’in referans dozunu (RfD) 20 pg/kg/gun
olarak vermektedir [99]. Avrupa Birliginde gida katki maddeleri ile ilgili bilimsel

panel (AFC), DEHP'in testikiiler toksisitesine iligkin “advers etki gézlenmeyen
dizey (NOAEL)” degerinin 5 mg/kg/giin olmasini esas alarak “tolere edilebilir

gunlik alim duzeyi’ni (TDI) 50 pg/kg olarak belirlemistir [100].

DEHP oral, dermal, inhalasyon yoluyla absorbe edilmekte ve DEHP’e parenteral
yol ve hemodiyaliz yoluyla da maruz kalinmaktadir. PVC ve medikal malzemelerde
kullanilan fitalat sadece DEHP’tir ve kullanim orani %20-40 duzeyindedir.
Yetiskinlerde PVC intravendz sivi torbalari ve borulari dahil ¢esitli medikal alet ve
malzemelerle yapilan mudahaleler sonucu maruz kalinan DEHP duzeylerinin
genel populasyon duzeylerinin 1000 kat tzerinde olabilecegi bildiriimektedir. Ayni
nedenlerle hamilelikte yogun medikal tedavi géren annelerin bebeklerinde ve kritik
medikal tedavi goren yeni doganlarda DEHP fitalat maruziyetinin ¢ok yuksek
boyutlarda (genel populasyonun 100-1000 kati) oldugu bildiriimektedir [101]. Yas

gruplarina goére tahmini gtinluk DEHP alimi Cizelge 2.4’de gdsterilmistir.
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Cizelge 2.4: Tahmini gunlik DEHP alimi [74]

Yas grubu Giinlik DEHP alimi (ortalama, pg/kg/giin)
Eriskin (20-70 yas) 8.2

Geng (12-19 yas) 10

Cocuk (5-11 yas) 18.9

Oyun ¢ocugu (7 ay-4 yas) 25.8

Sat cocugu (0-6 aylik)
Mama 5.0

Anne sutu 7.3

Bu bilgiler 1siginda toplumun her yas grubu dahil edilince ortalama gunluk
insanlarin kilo basina 3-30 yg DEHP’e maruz kaldi§i hesaplanmaktadir. Bu
hesaba is yerinde maruziyet, tibbi maruziyet ve gocuklarin plastik oyuncaklar ile
maruziyeti dahil edilmistir. Sit gocugu ve oyun cocuklarinda kg basina alinan
gunluk DEHP orani daha yuksek olmaktadir gunkd bu grubun kg basina diyetinde
daha fazla sut Grand bulunmasi, dakikada yaptigi solunum sayisinin eriskinlerden
daha fazla olmasi ve plastik oyuncaklari agizlarina goéturerek temas etmeleri
nedeniyle etkilerinin daha yluksek oldugu dusunulmektedir [74]. A.B.D’de odlgllen
bazi besin maddeleri ve icerdigi DEHP konsantrasyonlari Cizelge 2.5 ‘te

verilmistir.
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Cizelge 2.5: Besin maddelerinde bulunan DEHP miktarlari [74]

Besin Maddeleri Ortalama (pg/kg/giin)
Mesrubatlar 0.043
Tahil 0.05
Yumurta 0.12
Balik 0.001
Meyveler 0.02
Sebzeler 0.048
Tohumlar 0.14
islenmis et 0.05
islenmemis et 0.45
Sat 0.035
Kabuklu kuruyemis ve 0.045
baklagiller

Kimes hayvanlari 0.9
Cocuk mamasi (toz) 0.12
Cocuk mamasi (sit) 0.006
Anne sutu 0.062

2.1.1.3.1 DEHP’in Metabolizmasi

insanlarda oral yoldan alindiginda %20-25 oraninda absorbe edilir, dermal
absorbsiyonu ise dusuktur. Ayrica solunum yoluyla da absorbe olabilirler [102].
Ancak gastrointestinal absorbsiyonun mekanizmasi karmasik olup diester yapili
DEHP’ in kemiricilerde oral alimini takiben hizla absorbe edildigi, 6rnegin
sicanlarda oral dozun %90 ‘inin absorbe edilebildigi gdsterilmis ve bagirsak
[imeninde pankretaik lipazlar ve intestinal mukozadaki enzimlerle hizla monoester
tirevi toksik metabolit olan MEHP ‘ye donustigu ve tum dokulara dagildigi
bildiriimektedir [103]. Daha ileri metabolizmasi Sitokrom P450 4A (CYP4A), alkol
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ve aldehit dehidrogenazlar ile iki kez okside edilerek gerceklesir [104]. DEHP
metabolitleri glukuronidasyonu takiben idrar ve feges yoluyla atilirlar. Primatlarda
DEHP’i metabolize eden enzimlerin aktivitelerinin kemiricilere kiyasla 100 kez
dusuk oldugu bildirmistir. DEHP‘in yari 6mru 24 saat olup %80 ‘i 5-7 gun i¢inde

vucuttan atilmaktadir [105].
2.1.1.3.2 DEHP ve Toksisitesi

DEHP kemiricilerde hepatokarsinojen oldugu ve bu etkinin mekanizmasi
peroksizom proliferasyonu yapici etkisine ve insan karacigerinde bulunmayan bir
dizi  hicresel olaya baglanmakta, insanlarda  karsinojenik  olarak
siniflandirilamayacagi kabul edilmektedir [100]. Amerika Birlesik Devletleri'nde
National Toxicology Programrnda vyapilan c¢alismalarda, DEHP'in fare ve
sigcanlarda karaciger timorine neden oldugunun bulunmasi sonucu bununla ilgili
yayini takiben bu madde Uzerindeki arastirmalar yogunlagsmistir. DEHP'in
karsinojenik etkileri hakkindaki son degerlendirmede Diinya Saglk Orgti'ne bagli
Kanser Arastirma merkezi (IARC) bu maddenin fare ve siganlarda karsinojenik

etkileri ile ilgili yeterli delil oldugunu bildirmektedir [105].

DEHP, sicanlarda her iki eseyde de Ureme toksikantidir, ancak en duyarl sistemin
gelismekte olan erkek Ureme sistemi oldugu ve bu mekanizmanin karsinojenite
mekanizmasindan farklilik gdsterdigi belirtiimektedir. DEHP’in gelisimsel ve
reproduktif toksik etkisi disi siganlarda erkek si¢canlara oranla daha ge¢ baslar ve
¢ok daha yuksek dozu gerektirir. DEHP ve metaboliti olan MEHP’nin ana hedefi
testis (Sertoli hucreleri) ve overlerde granulosa hucreleridir. Testislerde patolojik
degisikler ve sperm sayisinda azalma en belirgin toksik etkilerdir. Ayrica DEHP’e
intrauterin  maruziyetle erkek vyavrularda testis agirliginda azalma, Sertoli
hdcrelerinde vakuolizasyon, seminifer tubullerde atrofi ve fertilite azalmasi
bildirilmistir [106,107]. Testikuler hasarin FSH inhibisyonuna bagli oldugu, uzun
sure DEHP‘e maruziyetin ise LH ve estradiol seviyelerini artirdigi bildiriimektedir
[106]. Estrojen reseptorlerinin kardiyovaskuler sistem ve kemik dokusu gibi diger
dokularda da var oldugu diasunulirse, serum estradiol seviyelerindeki degisimlerin
sadece gelisimsel ve reproduktif toksisiteye degil, diger bircok farkl fizyolojik
degisiklige neden olabilecegi dusunulebilir [108,109]. DEHP’in androjen sentezi
uzerine de etkisi vardir ve bu etki yasla azalmaktadir. DEHP, steroidojenik
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enzimleri inhibe ederek, anti-androjenik bir etki gostermektedir; CYP450scc, 3-B-
hidroksisteroid dehidrojenaz, 17-B-hidroksisteroid dehidrojenaz ve CYP450 17a
inhibisyonu yapmaktadir. Ayrica, DEHP’in testiste apoptozu indukledigi bildirilmistir
[110]. Gestasyon suresince 100-200 mg/kg/gun dozda oral DEHP verilen
siganlarin yavrularinda iskelet ve kardiyovaskuler sistem anomalileri, noral tup
defetleri, gelisimin gecikmesi ve intrauterin dlimler gézlenmistir [108]. Gestasyon

suresince ve/veya erken postnatal donemde >14-23 mg/kg/gun duzeyinde DEHP

iceren yemle beslenen sigcanlarda erkek Ureme organlarinda anormal klgulme
seklinde agir reproduktif toksisite saptanmigtir [111].

DEHP’in geligsimsel ve reproduktif toksisitesine iligkin deneysel sonuglarin insana
uyarlanmasi konusu tartismalidir. insanda toksisiteye iliskin direkt kanitlar yoktur
ve insan c¢alismalari ya hi¢ yoktur ya da ¢ok sinirhdir. Bununla birlikte subfertil
erkeklerde idrar fitalat duzeyleriyle semen karakteristikleri, sperm DNA hasari,
serum ureme hormon duzeyleri arasindaki iliskiyi arastiran bazi ¢alismalarin
sonuglari olumsuz etkilerin varligina isaret etmektedir [74]. Kadinlarda DEHP’in
menstural siklus uzamasi, ovulasyonun gecikmesi veya supresyonu,
endometriozis, gestasyon suresinde azalma gibi gebelik komplikasyonlarina
neden oldugunu ileri siren calismalar bulunmaktadir [73]. Fitalatlara prenatal
olarak maruz kalan erkek bebeklerde anogenital agiklik azalmasi sikhiginin yuksek
oldugu ve bu anomalinin annenin Uriner fitalat monoester dizeyleri ile korelasyon
gosterdigi bildirilmigtir [112]. Bu ve benzeri bulgular, DEHP ve fitalatlarin,
cocuklardaki olasi gelisimsel ve Ureme riskleri konusundaki endiseleri buyuk
Olcude artirmaktadir. Yiyeceklerle ve DEHP iceren arag, gere¢ ve oyuncaklari
agiza almaya bagli temasin fazla olmasi, DEHP’i toksik forma dénustiren lipaz
aktivitesinin yuksek olmasi nedeniyle, 6zellikle 1 yasin altindaki erkek gocuklar igin

duyulan endise buyuktur.

2.1.1.3.3 DEHP ve DNA Hasari

Yapilan az sayidaki caligmalar, DEHP veya ana metaboliti olan MEHP
uygulamasini takiben 8-okzo-7-hidro-2° -deoksiguanozin (8-oksodG) dizeyleri
Olgcllmastir. Ancak bu calismalardan elde edilen sonuglar birbiriyle ¢gelismektedir.
Hucre kultur calismalarinda DEHP’in sitotoksik olmayan konsantrasyonlarinin
DNA hasarina neden olmadigi, kardes kromatid degisimini (SCE) ve DNA hasarini
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induklemedigi belirtilmistir [113-116]. Ayrica MEHP’in hepatositlerde yuksek
dozlarda bile (0.5 mM) DNA kiriklarina neden olmadigi ileri sirdlmuagtar [117].

Diyetle ylksek doz DEHP’e maruz birakilan siganlarda peroksizomal -
oksidasyonunun indiklenmesine karsin, DNA hasarinin gézlenmedigi bildirilmigtir
[118]. Bir diger galismada, diyetle %1,2 DEHP uygulanan siganlarin hepatik 8-
oksodG duzeyleri 3., 11. ve 22. haftalarda ol¢glulmustur. DEHP uygulamasi ile 3.
haftada 8-oksodG duzeyleri azalmis; ancak 11. ve 22. haftalarda anlaml olmayan
bir artis belirlenmistir. Bunun nedenin 8-oksodG duzeylerinin DEHP ile olusan
DNA hasarinin iyi bir gostergesi olmadigi veya fitalatla olusan hepatik
karsinomalarin altinda yatan mekanizmalarin farkl olabilecedi bildirilmistir [119 ].
Ancak infertil erkeklerden elde edilen ve Uriner fitalat metabolitleri ve sperm DNA
hasarinin incelendigi calismalarda uriner fitalat metabolit konsantrasyonu ve
sperm DNA hasari arasinda bir korelasyon oldugunu gostermektedir [119,120 ].
Ayrica |okosit kulttrleri ve mukozal hucre kalturleri ile yapilan galismalarda da
DEHP ve MEHP’in genotoksik olduguna dair sonuglar elde edilmistir [121,122].
DEHP ile yapilan genotoksik ¢alismalar maalesef kisitli sayidadir ve yapilmis olan
¢alismalarin sonuglar birbiri ile tutarhlik gostermemektedir. Bu yizden DEHP’in
genotoksik hasar yapip yapmadiginin belirlenmesi ve yapiyorsa altinda yatan
sebeplerin agiga kavusturulmasi igin daha ¢ok galismaya gerek duyulmaktadir.
Yetigkinlere kiyasla cocuklarin ve genclerin DEHP’e daha yiksek oranda maruz
kalmasi sebebiyle bu ¢alismada, DEHP’in etkisi pubertal siganlarda in vivo olarak

arastinimistir.

2.2. Genetik Toksikoloji

Genetik toksikoloji organizmanin normal biyolojik igleyisi sirasinda veya
kimyasal, fiziksel ve biyolojik etkenlere badli olarak hucrelerin kromozom ve DNA
molekullerinde meydana gelen degisiklikleri inceleyen bir bilimdir [123,124]. Yeni
bilesiklerin ve ilaglarin toksikolojik agidan degerlendiriimesinde 6nemli bir yere
sahiptir [123]. Genetik toksisite; hucre DNA’sinda, kromozomlarda veya
cekirdegin yapisinda meydana gelen hasarlari, DNA onarim enzimlerinin
indUksiyonu, DNA eklentileri, DNA zincir kirihmi, gen mutasyonu, kromozom
aberasyonu, klastojenite ve andploidi gibi olaylari kapsayan genel bir terimdir
[123-125]. DNA veya topoizomeraz gibi genomun kopyasinin ¢ikariimasini
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saglayan enzimlerle etkilesime giren maddelere ve mutasyona neden olan
kimyasallara genoma karsi toksik yani genotoksik adi verilmektedir [123]. DNA ile
direk etkilesime girmeyen mitotik i§ iplikgiklerini bozarak veya topoizomeraz
enzimini inhibe ederek mutajenik etki olusturan bilesiklere indirek genotoksinler
ya da DNA’ya reaktif olmayan genotoksinler adi verilmektedir [126]. Kimyasalin
kendisi veya metabolitleri tarafindan DNA'da meydana gelen hasar veya DNA
eklentilerinin olusmasi genotoksik etki olarak tanimlanmaktadir. Genotoksik
etkiler ayni zamanda dizensiz DNA sentezi (unscheduled DNA synthesis),

kardes kromatid degisimi ve mitotik rekombinasyonunu da icermektedir [123].

Organizmanin genetik materyal yapisinda meydana gelen degisiklikler genel
olarak mutasyon olarak tanimlanmaktadir. Bu degisiklikler bagimsiz bir gende,
gen bloklarinda veya tum kromozomlarda meydana gelebildigi gibi somatik doku
hicrelerinde de olusabilmektedir [126]. Mutasyonun zararl etkileri Ureme
bozukluklari, embriyojenik ve perinatal 6lim, malformasyonlar, genelde
hastaliklar ve kanser seklinde goériimektedir [123]. Mutajenik fiziksel veya
kimyasal ajanlara maruz kalma sonucu, esey hucrelerinde meydana gelen
mutasyon kalitsal hastaliklara veya somatik hicrelerde meydana gelen mutasyon
kanser olusumuna neden olabilmektedir ve memelilerde in vivo mutasyona
neden olabilen bilesikler potansiyel kanserojen olarak nitelendirilmektedir [127].
Kimyasal mutajenez, 1970’li yillar dncesinde gen ve kromozom fonksiyonlarinin
arastirilmasinda onemli bir konu olmustur. Genetik toksikolojiye ilgi ise ozellikle
20. yuzyihin ortalarinda Auerbach ve Robson tarafindan 1944 yilinda cesitli
kimyasallarin meyve sinegi olan Drosophila melanogasterde mutasyon
olusturdugunun rapor edilmesi sonucu baglamistir. Bu testin bazi yanhs
sonuglara yol agmasi ve duyarliiginin ¢ok disuk olmasi nedeniyle mutajenite
izleme prosedurleri icerisinde yer almamistir. Bunu izleyen 1950’li yillarin
basinda Escherichia coli’de suspansiyon ve plaka (spot) testleri denenmistir; bu
testler sadece ¢ok spesifik baz cifti degisimine duyarlidirlar ve DNA'da baz
eklenmesi veya c¢ikmasi sonucu kalip kaymasina neden olan mutajenler bu
testlerle saptanamamaktadir. Bruce Ames, 1971 yilinda ayni spot test sistemini
ve kendi gelistirdigi histidine karsi mutant S. typhimurium suslarini kullanarak
bakteriyel mutasyon testi olan Ames testini gelistirmigtir. Yanofsky ayni yil Ames
testinde triptofana karsi mutant E. coli suslarininda mutajenleri saptamada
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kullanilabilecegini bildirmistir. Bakteriyel mutasyon test sisteminin gelistiriimesine
paralel olarak memeli hucrelerinde kromozom aberasyon testi, gen mutasyon
testi gibi in vitro testler gelistirilmistir. llerleyen yillarda mutajeniteyi saptamak
amaciyla in vivo kemik iligi aberasyon ve kardes kromatid degdisimi testleri
geligtiriimigtir. Zamanla bu testlerin yerini etkinlik yoninden Schmid ve ark. [128]

tarafindan geligtirilen kemik iligi mikronukleus testi almistir [124].
2.2.1. DNA Hasari

Nukleik asitler, kahtsal bilgi tagsima yeteneg@ine sahip, proteinler gibi polimerik
yapiya sahip molekullerdir. Proteinin yapi tasi aminoasitlerdir. Nukleik asitler ise
nakleotid adi verilen yapi taslarindan olusurlar. Nukleotid, bir fosfat grubu, riboz
(RNA) veya deoksiriboz (DNA) diye adlandirilan bes karbonlu seker ve sekerlerin
birinci karbonuna glikozidik bagla tutunmaktadir. Karbon ve azot atomu tasiyan
halkasal bazlar purin ve primidin yapisindadir. Bunlardan urasil, timin yerine
sadece RNA'da bulunur. Nukleik asitler, polimerik yapilarini sekerler arasi
(Gglincu ve besinci karbon arasinda) fosfodiester baglan ile kazanirlar [129].
insan genomu sirekli olarak endojen ve ekzojen etkenlerin saldirisina
ugramaktadir. Bu etkenler nukleotitlerin kimyasal degisimine neden olarak ya da
DNA'nin fosfodiester iskelet yapisini bozarak DNA hasarina neden olmaktadirlar.
insan viicudunda bulunan 10*® hiicrenin her birinde ayni giin icinde on binlerce
DNA hasari olusmaktadir [130]. DNA U(zerinde olusan hasarlar Sekil 2.4'de

gOsterilmisgtir.
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Mitotik ig iplikleri Hiicre Dongiisii
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l

Genetik Kararsizlik

</ 1\

Yaslanma Kisirhk Kanser Genetik Hastaliklar

Sekil 2. 4. Genotoksik bilesiklerin DNA Uzerindeki etki mekanizmasi ve sonuglari
[130]

DNA molekulinde mutasyonlara yol acan ajanlar ya da mutajenler, DNA
uzerindeki etkilerini ya dogrudan, ya da genomik bilgilere gore sentezlenen
proteinlere baglanarak dolayl yolla gosterirler [131]. DNA hasarinda rol alan kilit
molekullerde ve yollardaki bozukluklar ise doku hasari, yaglanma, kanser,
infertilite ve bazi genetik ve multi-faktoryal hastaliklara yol agmaktadir (Sekil 2.4)
[132].

DNA kolay zarar gorebilen bir molekil olup uUzerinde surekli olarak hasar
olusmaktadir [133]. DNA Uzerinde kendiliginden degisimler sonucu veya cevresel
etmenler sonucu hasar meydana gelebilmekte, olusan hasar DNA onarim
sistemleri tarafindan giderilmekle birlikte, hasarin ¢ok fazla oldugu veya onarim
sistemlerinin yetersiz kaldigi durumlarda DNA Uzerinde olugan hasar mutasyona

veya hidcre 06limine neden olmaktadir [134]. Kimyasal ajanlarin ya da
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radyasyonun gamet veya somatik hdcrelerdeki DNA Gzerinde olusturdugu kalici
degisimlere genel olarak mutasyon adi verilir. Mutasyona neden olan etkenlere ise
mutajen denir.

Hucre tum bu DNA hasarlarina farkli metabolik yollar ile cevap vermektedir. Agir
DNA hasarlari  hacrenin apoptoz yolunu aktive ederek hucreyi o6lume
goturmektedir. Hlucre, DNA hasarlarini "DNA tamir mekanizmalarl" ile tamir
edebilir. DNA hasari ikilesme sirasinda tamir edilemezse mutasyona ve sonug
olarak genomik kararsizlida, kanser ve yaslanmaya neden olmaktadir. DNA tamir
sisteminde 100°den fazla gen rol oynar ve bu genlerin kodladigi proteinler tamir
mekanizmalarinda goérev alirlar. Her bir insan hucresinin DNA'sinda gunde
yaklasik olarak 500.000 adet kodlanmayan veya yanlis kodlamaya neden olabilen
hasar meydana gelmektedir. DNA hasari sonunda DNA'nin yapisini ve dahasi
diger nesillere aktarilan genetik bilgiyi degistirebilirler. Kliguk hasarlar cogunlukla
DNA onarim sistemleri tarafindan onarilabilirken, orta derecedeki hasarlarin
birikimi ise mutasyon ve kanser ile sonucglanabilmektedir. Yuksek dizeydeki
hasarlar ise apoptozisi uyararak "hlcre olumadne" yol acabilir ve boylelikle
organizma kendini korumus olur.

Baglica hasar tipleri;

1. Deaminasyon (bir aminoasit ya da bagka bir organik bilesikten bir NH, (amino)
grubunun ayriimasi)

2.Depurinasyon (Saglikh bir cift-sarmal DNA molekulindeki azotlu bazlardan
birinin spontan olarak kaybedilmesi)

3. Alkilasyon

4. T-T and T-C dimerleri olusumu

5. Replikasyon hatalari

6. Cift iplik kiriklar

7. Oksidatif hasardir.

Kendiliginden degisimler sonucu olugsan DNA hasarinin nedenleri arasinda; DNA
sentezi sirasinda bazlarin yanlig eslesmesi, purin ve pirimidin bazlarin ketoenol
tautomerizm ve deaminasyon sonucu kimyasal yapisinda gelisen degisimler, DNA
yapisinda bulunan purin ve pirimidin bazlarinin termal dayaniklihgina bagh olarak
hidrolitik baz kaybi ve hucresel metabolizmanin yan Urunud olarak uretilen serbest
radikallerin neden oldugu DNA hasarlari onemli yer tutmakta olup ¢evresel hasar

ise fiziksel ve kimyasal hasar olmak Uzere iki grupta incelenmektedir.
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DNA'nin batuanlagind bozup ve farkli DNA hasarlarinin olugmasina neden olan
fiziksel etkenler arasinda ultraviyole ve X-iginlari dnemli yer tutmaktadir. DNA
hasarlarinin olusmasina neden olan kimyasal ajanlar igcinde, ¢gevresel mutajen ve
karsenojenlerin en genis grubu olan ve cesitli gida maddelerinde, anti-timaoral
ilaglarda ve tatunde bulunan alkilleyici maddeler ve ksenobiotikler gibi elektrofilik
reaktanlari metabolize edilebilen kimyasallar yer almaktadir. Hucre, DNA
hasarlarina farklh metabolik yollar ile cevap verir. Agir DNA hasarlari hicrenin
apoptoz yolunu (kanserlesen hulcrenin programli olarak 6lmesi) aktive ederek
hdcreyi olume goéturir. DNA hasari replikasyon sirasinda tamir edilemezse

mutasyona ve sonug¢ olarak genomik kararsizlida neden olabilmektedir [135].

Fizikokimyasal etkilesim ile hiicresel DNA; tek zincir kiriklari (SSBs), ¢ift zincir
kiriklari (DSBs), DNA-DNA ve DNA-—protein ¢apraz baglari, purin ve pirimidin
bazlarinda hasar veren gesitli primer lezyonlari Uretir. Memeli hucreleri bu tur
zararlar icin etkili bir enzimatik tamir mekanizmasina sahiptir fakat radyasyon
etkisiyle olusan cift zincir DNA kiriklari geri donlisumstzdir. Boylelikle ortaya
¢ikan cift zincir DNA kiriklari 6nemli mutajenik ve kanserojen lezyonlarina sebep
olur. Bu onarilamayan DNA, kromozomal delesyon ve duzensiz (translokasyon ve

aralarinda delesyon) birlesmelere yol agarak cesitli kanserleri ortaya cikarir.

2.2.2. Genotoksisitenin Karsinojenezisle iligkisi

Bir maddenin genotoksik potansiyeli mutajenik kapasitesi ile yakindan ilgilidir.
Karsinojenezis baglangicinda DNA en son hedef olarak kabul edilmektedir. Son
yillarda, karsinojenik olan birgok maddenin genotoksik; benzeri sekilde genotoksik
olan birgok maddenin de karsinojenik oldugu gosterilmistir. Kimyasal maddelerin
genotoksik etkileri ile karsinojenik potansiyelleri arasindaki bu kuvvetli iliskinin
olmasli, genotoksisite testlerinin, kimyasal maddelerin karsinojenik risklerinin
aragtirlmasinda, tarama testleri olarak kullanilmasi sonucunu dogurmustur.

Kimyasal maddelerin kanser olugturmasinda;

v' Mutasyon ve DNA onarimi yani sira, ikinci bir etkenin hiicresel gcogalmayi
uyarmasi,
v' T lenfositlerinin baskilanmasi sonucunda bu T lenfositlerinin viicutta dogal

olarak gelisen kanser hlcrelerini yok etme fonksiyonlarinin bozulmasi,
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v Normal hicre c¢ogalmasina katkida bulunan biyime faktorlerinin ve
mitozda rol oynayan diger etkenlerin sentezini kontrol eden genlerin aktive

edilmesi gibi mekanizmalar rol oynar.

Genotoksisite mekanizmasinin aydinlatiimasi ve genotoksisite saptanmasi igin
cesitli test sistemlerinin geligtiriimesi ve genotoksisitenin insanlar igin olusturdugu
kalitsal hastalik ve kanser riskinin azaltilmasi i¢in yapilan ¢alismalar toksikolojinin
en 6nemli calisma alanlarindan birini olusturmaktadir. DNA’nin onarim sirecinin
tam olarak saglanamamasi, kanser olusumunda ¢ok 6nemli bir faktordur. Bilhassa
somatik hdcrelerdeki mutasyonlarin kanser olusumuna zemin hazirlayici rollerinin
bulunmasi, genotoksisitenin klinik énemini artirmaktadir [136-137]. Bir ajanin
genotoksisitesi birgok degisik hastalikla sonuglanabilir ancak kanser en sik
rastlanilanidir. Bundan dolay! kimyasal genotoksisite ve karsinojenez arasindaki
iligki iyi bagdastinimistir ve genotoksisitenin, kanser olusumunu baslatan en
onemli mekanizma olduguna inaniimaktadir. Genotoksisite ve Kkarsinojenite
arasinda ¢ok yakin bir iligkinin ve genotoksik testlerin karsinojenleri tespit etmede
etkinliginin olmasi, genotoksisite arastirmalarinin gerekliligini ortaya koymaktadir
[138].

2.2.3. Sik Kullanilan Baz1 Genotoksisite Testleri

Her zaman DNA hasarinin izlenmesi icin hizli ve duyarli yontemler gelistiriimesine
ihtiyagc duyulmustur. Genotoksisite testleri in vitro ve in vivo olmak Uzere
kimyasallarin farkli mekanizmalarla genetik hasara neden olup olmadiginin
belirlenmesinde kullanilan testlerdir. Esas olarak kanserden korunmada, ¢evresel
etkenlerin (UV vb. gibi), endistriyel kimyasallarin etkisini arastirmada, ilaglarin
piyasaya surulmeden oOnce toksik etkilerini ve guvenilirligini arastirmada
kullaniimaktadir [139,140].

Genotoksisite testleri; molekiler, gen ve kromozom dizeyinde olabilir [141]. Bu
testler 1970’lerden beri kullaniimaktadir ve o tarihten ginimuze kadar birgok in
Vivo ve in vitro genotoksisite testi geligtirilmigtir [140]. En ¢ok kullanilanlari alkali
Comet teknigi (Tek hicre jel elektroforezi=single cell gel electrophoresis:SCGE),

kromozomal aberasyon (CA) testi ve mikronukleus (MC) testidir.
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2.2.3.1 Kromozomal Aberasyon (CA) Testi

Kromozom sayisinda degisiklikler, gen ya da kromozom parcalarinda delesyon,
duplikasyon ve ayni kromozom iginde ya da kromozomlar arasinda genetik
materyalin duzenlenmesi seklinde modifikasyonlar gorulebilir. Bu
modifikasyonlara, gen mutasyonlarindan ayirmak icin kromozomal mutasyonlar ya
da kromozomal bozuklular adi verilir. Anoploidi, diploidi, delesyon, duplikasyon,

inversiyon ve translokasyonlar seklinde gorulebilir [142].

2.2.3.2. Mikrogekirdek Testi

Mikrogekirdek (MC) hdcrenin mitoz boluinmesi sirasinda ortaya c¢ikan, esas
cekirdege dahil olmayan tam kromozom veya asentrik kromozom fragmanlaridir.
MC sayisindaki artig, ¢esitli ajanlarin hicrelerde olusturdugu sayisal ve yapisal
kromozom duzensizliklerinin dolayli gostergesi olarak degerlendirilir. Organizmayi
etkileyen cesitli fiziksel ve kimyasal ajanlarin sitogenetik etkilerini belirlemek amaci

ile kullanilan bir yontemdir [143].

2.2.3.3. Kardeg Kromatid Degigimi (Sister chromatid Exchange=SCE)

DNA replikasyonu sirasinda kromozomun her iki kromatidinin homolog
bolgelerinde DNA’da kirik olusmasi ve kirilan bolgelerin yer degistirip yeniden
birlesmesi sonucunda olugsmaktadir. SCE analizi genotoksisite belirteci olarak
kabul edilmekle birlikte kardes kromatidlerin segmentlerindeki degisim artisina
neden olan esas mekanizma halen tam olarak bilinmemektedir [144].

2.2.3.4. COMET Teknigi(Single Cell Jel Elektroforez Teknigi)

insan poplilasyonlarinda genetik hasarin kabul edilebilir seviyesini tespit etmek,
genotoksinlere hassasiyeti fazla olan kigileri belirlemek, cesitli ajanlara maruz
kalan bireyleri devamli olarak izlemek, ¢evreye yayilan kimyasal maddeleri etkili
bir sekilde kontrol altinda tutmak ve bir populasyondaki genetik hasar artig
seviyesini tespit etmek amaciyla cesitli teknikler tek veya kombine olarak
kullaniimaktadir [145].

Sitogenetik yontemler mutajenik ve karsinojenik bilesiklere maruz kalan
topluluklarin  biyolojik izlenmesinde genis Olgude kullaniimaktadir. Bu
yontemlerden birisi de Comet Assay Teknigidir. Son yillarda gelisen Comet Assay

Teknigi, DNA sarmal kirilmalarinin tespiti i¢cin hassas, hizli ve guvenilir bir
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yontemdir [146]. Comet Assay Teknigi “Single Cell Gel Electrophoresis (SCGE)”

ya da “Mikrojel Elektroforez Teknigi” olarak da adlandiriimaktadir.

insan hiicrelerinde DNA tek sarmal kiriimalarinin tespiti ilk kez Rydberg ve
Johanson tarafindan gergeklestiriimistir. DNA'nin ayrilmasina izin veren hafif alkali
sartlar altinda lam Uzerindeki agarozda gomulmus olan hucreleri "lize" ederek
hicreleri proteinlerinden ayirmiglardir. Daha sonra nétralize edip, akridin oran;
kullanarak DNA'y1 boyamislar ve kirmizi/yesil floresan oranini saptamislardir.
Kirmizi floresan tek sarmali, yesil floresan ise ¢ift sarmali gostermektedir. Fakat bu
teknik ¢cok yaygin olarak kullaniimamigtir. Bu nedenle nétral teknik 1984'te Ostling
ve Johanson tarafindan modifiye edilerek "Mikrojel Elektroforez Teknigi" olarak
sunulmustur. Ostling ve Johanson agarozda suspanse edilen hucreleri, lam
Uzerine yayarak, yuksek tuz ve deterjanla lize etmigler ve ardindan elektroforeze
tabi tuttuktan sonra, akridin oranj gibi DNA baglayici floresan boyasiyla
boyamislardir. Eger DNA kirik iceriyorsa (hasarli DNA), ¢ekirdekten anoda dogru
g0¢ ederek kuyruklu yildiz gérinuma verir. Bu nedenle hasarli hicrelere "Comet"
ad verilmistir [147].

DNA sarmal kiriklarini dlgmeye yarayan yontemler, genellikle sarmal kirngina
neden olan ajanlarin DNA molekilinin buydkligini azaltmasi prensibine
dayanir. DNA tek ve cift sarmal kiriklari kromatin yapisinda degisikliklere neden
olabilir. DNA tek sarmal kirigini 6lgen tekniklerde DNA c¢ift sarmalinin agiimasi
gerekir. Denatlrasyon, ¢ift sarmalin ¢ézulmesi ve tek sarmal kiriklarinin yaninda
sadece alkali ortamda aciga c¢ikan kiriklarin tespiti igcin de yuksek pH'dan
yararlanilabilir. Pek ¢ok ajanin DNA ¢ift sarmal kingina gére 5-2000 kat daha fazla
tek sarmal kingir meydana getirdigi dusunulurse, nétral kogullarin DNA hasarini
belirlemede alkali kogullar kadar duyarli olmayacagi aciktir [148].

Ostling ve Johanson'in gelistirdikleri teknikte kullanilan lizis sartlari nétral pH’da
oldugu icin, DNA baz ciftleri ayrilmadigindan sadece cift DNA sarmal kiriklarinin
saptanmasi mumkin olmustur [149]. Teknik daha sonra Singh ve ark. tarafindan
lizing islemi alkali kosullarda 1 saat sureyle yapilarak DNA ¢ift sarmalinin agiimasi
icin modifiye edilmis ve sadece sarmal kiriklarinin degil, alkali sartlarda
saptanabilen hasarlarin, DNA ¢apraz baglarinin ve tamamlanamamis ekzisyon
tamir bolgelerinin saptanmasina olanak saglanmigtir [150]. Singh ve ark.nin

geligtirdikleri bu ybntem, su anda bazi basamaklarda yapilan degisikliklerle
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beraber en ¢ok kullanilan yontemdir [148] ve 7 basamaktan olusmaktadir. Testin

basamaklari [151] Sekil 2.6’ da gosterilmisgtir:

1-Mikroskobik lamlarin hazirlanmasi

2-DNA’ nin serbestlesmesi i¢in hicrelerin lizizi

3-Zincir kiriklar gibi lezyonlarin agiga ¢ikmasi icin alkali muamele (pH>13)
4-Alkali sartlarda elektroforez (pH >13)

5-Alkali sartlarin nétralizasyonu (pH = 7.5)

6-DNA’ nin boyanmasi ve Comet goruntulemesi

7-Comet skorlamasi

T o HUICRFLFR \
. [
BOYAMA

NOTRALIZASYON ALKALI ORTAMDA DNA
MOLEKULTUNUN COZULMESI

\ (pH>13)
‘ ATKALI ORTAMDA /

FLEKTROFOEEZ
(pH-13)

Sekil 2.6. Comet testinin agamalari [151]

DNA'nin negatif yukliu kirik uglari elektroforez sirasinda pozitif yuklu uca, yani
anoda dogru gog¢ ederler. Bunun sonucunda da kuyruklu yildiz gorinumu (Comet)
meydana gelir. DNA goc¢lu, DNA'daki kirik sayisina baglidir. Kuyruk uzunlugu

hasara bagll olarak artar ancak elektroforez sartlarina bagl olarak maksimuma
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ulagir. Duslk hasar seviyelerinde DNA'da gocten ¢ok yayilma gorulurken, kirik

sayisinin artmasiyla DNA parcalari kuyruga dogru go¢ etmeye baslar [152].

Kuyruktaki floresan siddetinin hicrenin bas tarafina gore kiyaslanmasiyla sarmal
kiriklarinin sayisi hakkinda bilgi edinilebilir. Hasarsiz hicrelerde gekirdek parlaktir
ve floresan siddeti bag tarafta yogundur, ancak DNA'da kiriklar s6z konusu
oldugunda floresan ¢ekirdekten anoda dogru yayilarak kuyrukta siddetlenir. Comet
teknigi, hasarl hicrelerde floresanin bas taraftan kuyruga gecisini yansittigindan
DNA hasarinin kantitatif olarak saptanmasinda kuyruk momenti, kuyruktaki DNA
yuzdesi ve kuyruk uzunlugu onemli parametrelerdir. “Kuyruk Momenti”; kuyruk
uzunlugu ve kuyruk icindeki toplam DNA orani olarak tanimlanmaktadir [129].
Comet hicre parametreleri Sekil 2.7 de gosterilmistir. Yontemdeki uygulama
farkhliklarinin birgogu elektroforez asamasinda uygulanan voltaj, elektroforez
suresi, tampondaki tuz konsantrasyonlari, c¢alisma dizayni ve DNA hasar

duzeyinin degerlendirmesi ile iligkilendirilmektedir [129].

Kuyruk Moment Uzunlugu

Sekil 2.7. Comet hlicre parametreleri [129]
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Periferal kan lenfositlerinin tUm vicudu dolagmasi nedeniyle hedef organdaki
biyolojik etkileri iyi bir gsekilde temsil ettigi dustinulmektedir. Bu nedenle lenfositler
DNA hasari ve kromozomal aberasyonlarla genotoksik riskin belirlenmesinde

yaygin kullanima sahiptir [153].

Comet teknigi ile DNA hasarinin kantitatif olarak tayin edilmesinde gozle
degerlendirmenin yani sira Comet Goriintii Analiz Programlarini Kkullanmak
suretiyle kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti ve kuyruktaki DNA ylzdesi en yaygin
kullanilan parametrelerdir [154]. Comet Goériintii Analiz Programlari kullanilarak
kuyruktaki DNA yuzdesinin belilenmesi veya sonuglarin gozle degerlendiriimesi
diger parametrelere gore doz-yanit iligkisini daha iyi yansitmasi sebebiyle tercih
edilmektedir [155,156]. Comet tekniginde hicrelerin hasar seviyesine gore

siniflandirimasi [157] Sekil 2.8’ de gosterilmistir.

Sekil 2.8. Comet tekniginde hucrelerin hasar miktarina goére siniflandiriimasi
(O:hasarsiz DNA gorintusul, 1-4: hasarli olup, DNA’lari hasarin derecesine goére

puanlanmistir) [157]
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2.2.3.5.1. Comet Testinin Avantajlar

* Az sayida hucre gerektirir.

* Degisik hucre ve doku gruplarina uygulanabilir.
* Kolay uygulanabilir.

* Hassastir.

* Hizhdir.

» Ekonomiktir.

* Guvenilirdir.

* Cesitli tirlerde DNA hasarlarini tespit edebilir.
* Tek hucre seviyesinde bilgi edinilebilir.

» Endustriyel toksikoloji, cevresel toksikoloji, genetik toksikoloji, insan biyoizlemleri,
DNA onarim ve hasarinin temel mekanizmasi gibi galismalarda genis olarak
kullanilabilmektedir [158,159].
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3. GEREG ve YONTEM

3.1. Gereg¢
3.1.1. Kimyasal maddeler

Calismada kullanilan Di (2-etilhekzil) fitalat (%99) Sigma firmasindan temin
edilmistir. MS9-5 veteriner amacli kan sayim cihazi ile uyumlu kit kullanilarak
hematolojik analizler yapilmigtir. Biyokimyasal analizler Audit Diagnostic (Irlanda)
firmasindan temin edilen ALT (Alanin aminotransferaz), AST (Aspartat
aminotransferaz), Ure, Albumin, Trigliserit, Kreatinin ve Glikoz kitleri kullanilarak
yapillmistir. Comet testi icin kullanilan kimyasallar ve temin edildigi firmalar

asagida gosterilmistir:

* DMSO (Merck)

* NaCl (Sigma)

* NaOH (Merck)

* Histopaque 1077 (Sigma, 1077-1)

* Etidyum Bromide (Sigma, E-8751)

* Triton-X 100 (Sigma, 9002-93-1)

« EDTA( Sigma, ED2SS)

* Trizma Base (Sigma, T-1503)

* YUksek erime noktali agaroz (Sigma, A-7174)
» Dusuk erime noktall agaroz (Sigma, A-4018)
* Fosfat tampon (PBS) tabletleri (Sigma, P-4417
» Tripan Blue (Sigma)

» Saf etanol (Sigma)

* Metilmetansulfonat (Sigma)
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3.1.2. Deney Hayvanlarinin Temini

Bu calismada, pubertal siganlarin di(2-etilhekzil) fitalata maruziyeti sonucu
meydana gelebilecek genotoksik etkilerin incelenmesi amaci ile kullanilacak 6
haftalik Wistar albino (Rattus norvegicus) siganlar, Hacettepe Universitesi Deney
Hayvanlari Uretim Merkezi'nden, Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlari Etik
Kurulu’ndan alinan B.30.2.HAC.0.05.06.00/07 sayili izinle temin edilmistir.

3.1.3. Laboratuvar Kosullar

Deney sliresince laboratuar sicakligi ortalama 22,4+1,6°C, nisbi nemi 47,2+1
olarak ayarlanmistir. Fotoperiyot 12 saat aydinlik 12 saat karanlik olacak sekilde
zaman ayarlayici ile ayarlanmistir. Caligmada, boyutlari 20x40x22 cm olan 1zgara
kapakli temiz polikarbonat otoklavlanabilir kafesler kullaniimigtir. Calisma
suresince hayvanlara igme suyu olarak cesme suyu ve standart sican yemi

verilmigtir.
3.2. Yontem
3.2.1. Deney Hayvanlarinin Gruplandiriimasi

Bu calismada 30 erkek Wistar albino sican kullaniimistir. Sigcanlar her grupta 6
erkek sican olacak sekilde rastgele dagitiimistir. DEHP misir yagi igerisinde
¢Ozulmustlr, bu nedenle gavaj yoluyla misir yagi verilen yad kontrol grubu,
hayvanlara diseksiyonundan 24 saat dnce intraperitonal yolla genotoksik bir ajan
olan metil metansulfonat enjeksiyonu (60 mg/kg) yapilan pozitif kontrol grubu, 100
mg/kg/gun, 200 mg/kg/gin ve 400 mg/kg/gun dozlarinda misir yaginda ¢ozulerek
28 gun boyunca her gin ayni saatte gavaj yoluyla DEHP uygulamasi yapilan 3
adet uygulama grubuyla birlikte toplam 5 gruba ayrilmistir. Uygulama gruplari igin
belirtilen dozlar, artan dozlarda etki derecelerini gostermek igin, daha dnce yapilan
caligmalar ve kimyasallarin toksikokinetik 6zellikleri gz onune alinarak secilmistir.
MMS icin genotoksik etki gorulen doz, onceki calismalar referans alinarak 60
mg/kg olacak sekilde uygulanmistir. Uygulama gruplari ve doz miktarlari Cizelge

3.1 'de gosterilmistir.
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Cizelge 3.1. Kontrol gruplari ve uygulama gruplarindaki hayvan sayilari ve

uygulanan doz miktarlari

Gruplar n Dozlar

Negatif Kontrol 6 1mi

(misir yagi)

Pozitif Kontrol 6 60 mg/kg

(MMS)

DEHP 6 100 mg/kg/giin 200 mg/kg/gin 400 mg/kg/gln

n: Hayvan sayisi; MMS: Metil metan sulfanat

3.2.2 Viicut Agirliklari, Organ Agirliklari, Besin ve Su Tiiketim Olgiimleri

Hayvanlarin yem ve su tuketimine bir sinirlama konulmamis, her gin ayni saatte
tukettikleri yem ve su miktarlarn olgulmis ve kaydedilmigtir. Hayvanlarin vucut
agirliklar gunlik olarak tartilarak olgtlmustar. Deney sonunda hayvanlar eter ile
bayiltiimig ve servikal dislokasyon yontemi uygulanarak deney sonlandiriimistir.
Karaciger ve bobrek dokulari alinarak Uzerlerindeki kan kurutma kagidi ile
temizlendikten sonra tartilip yas agirliklar kaydedilmistir. Relatif organ agirliklari,

vucut agirliklarina oranlanarak hesaplanmigtir.

3.2.3 Comet Yontemi’nin Uygulanisi

Siganlardan 0., 7., 14., 21. ve 28. gunlerde anestezi altinda kalpten steril
enjektorle kan alinmig ve Comet testi uygulanmigtir.

3.2.3.1. Comet Yonteminde Kullanilan Go6zeltilerin Hazirlanmasi

5 M NaOH ¢ozeltisi: 100 g NaOH, distile su ile 500 mL’ye tamamlandi.

0.2 M EDTA ¢ozeltisi: 37.2 g EDTA, distile su ile 500 mL’ye tamamlandi.

5 N HCL ¢ozeltisi: 91.25 mL HCI (%37°lik) distile su ile 500 mL’ye tamamlandi.
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PBS (Phosphate Buffer Saline) ¢o6zeltisi: Bir tane PBS tableti, 200 ml distile

suda ¢dzuldu ve +4°C’de muhafaza edildi.

Etidyum bromiir ¢ozeltisi: 5 mg etidyum bromar 50 ml distile su ile ¢ozulup,
100 pg/mL’lik stok ¢ozelti, 25 ml'lik kisimlar halinde +4°C’de karanhkta saklandi.
Calisma ¢ozeltisi olarak stok etidyum bromir ¢ozeltisi, distile su ile 1/5 oraninda

seyreltildi ve 20 ug/mL konsantrasyonda kullanildi.

Lizis g¢ozeltisi: 146.1 g NaCl (2.5 M), 37.2 g EDTA (100 mM), 1.2 g tris (10 nM)
800 mL distile suda ¢ozuldi. 5 M NaOH c¢odzeltisi ile ¢gdzelti pH 10a getirildi ve stok
¢Ozeltinin hacmi distile su ile 1000 mL’ye tamamlandi. Calisma ¢dzeltisi olarak her
sale icin 62.3 mL stok lizis ¢odzeltisi, 7 mL DMSO, 0.7 mL Triton-X ilave edildi ve

kullanihincaya kadar + 4°C’de saklandi ve ayni gin kullanildi.

Yuksek erime dereceli agaroz (YEDA) c¢ozeltisi: %1’ lik ¢ozeltisi PBS ile
cOzulerek hazirlandi. Cozelti sicak iken lamlar bu ¢oézeltinin icine daldirilarak

agaroz ile kaplanip oda sicakhdinda kurutuldu.

Dusuk erime dereceli agaroz (DEDA) ¢ozeltisi: %0,63’'lUk ¢ozeltisi PBS ile
cozulerek hazirlandi ve +4°C’de saklandi. Cozelti deney esnasinda mikrodalga

finnda ¢oézuldu ve 37°C’ ye getirilerek kullanildi.

Elektroforez tamponu: 90 mL 5 M NaOH ¢dzeltisi, 7.5 mL 0.2 M EDTA ¢ozeltisi

distile suyla 1500 mL’ye tamamlandi. Cozelti taze olarak hazirlanip kullanildi.

Noétralizasyon tamponu: 0.8 M tris (97 g tris distile suyla 1000 mL’ye tamamlanir)
hazirlandi. Cozelti 5 N HCI ile pH 7.5’a getirildi. Notralizasyon ¢ozeltisi olarak 1:1

oraninda distile su ile seyreltilerek kullanildi. (0.4 M Tris).

3.2.3.2. Lamlarin Hazirlanmasi

Calismaya bagslamadan 6nce %1’lik YEDA, PBS solusyonu kullanilarak hazirlandi.
Hazirlanan ¢ozelti mikro dalga firinda ¢6zildd. Lamlar hazirlanan ¢dzeltiye
batirilarak tek yuzinlin kaplanmasi saglandi ve oda sicakliginda bir gece

bekletilerek kurutuldu.
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3.2.3.3. Taze Kandan Lenfositlerin izole Edilmesi ve Hazirlanmasi

Sicanlarin kuyrugundan alinan taze kan (1 ml), 1:1 oraninda PBS ile sulandirildi.
Bos steril falkon tup i¢ine elimizde bulunan kan+PBS c¢o6zeltisinin hacmi kadar
Histopaque-1077 solusyonu eklendi. Bunun uzerine kan+PBS yavasca konuldu.
Tlpler 25°C ve 2300 rpm’ de 20 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi (¢ ayri
tabaka meydana geldi. En alt tabakada |6kositler, eritrositler, trombositler ve diger
sekilli elemanlar, orta tabakada lenfositlerin icinde yluzdagu Histopaque sollisyonu
ve en ust tabakada ise plazma yer almaktadir. Santriflj sonrasi orta tabakada
biriken lenfositler 1 mllik pipet yardimiyla bos bir tipe alindi. Histopaque
sollisyonunu uzaklastirmak icin lenfosit iceren histopaque Uzerine 5 ml, 1M tuzlu
fosfat tamponu (PBS) (pH=7.4) ilave edilip karistirildiktan sonra 25°C, 2000 rpm’

de 10 dakika santrifiij edildi. Ustteki stipernatan atildi ve lenfosit pelleti elde edildi.
3.2.3.4. Lenfosit Sayimi ve Tripan Blue ile Canlilik Testi

Heparinize kandan ayirt edilen PBS icerisinde hazirlanmis I6kosit stispansiyonu ile
tripan blue boyasi (% 0,4) 1:1 oraninda kanstinldi. 5 dk inkibasyon suiresinden
sonra 1 damla boyanmig I6kosit hucrelerinin lam Uzerine yaydiriimasiyla hucre
suspansiyonunun lam ve lamel arasina iyice yayilmasi saglandi. Isik mikroskobu
altinda boyanmis ve boyanmamis hiicreler sayildi. Lam (izerinde 25 mm?’ ye
disen hicreler sayilarak asagida verilen formule gére toplam lenfosit hiicre sayisi

belirlendi.
Toplam Hiicre Sayisi = 10* x ml x lamdaki hiicre sayisi x diliisyon katsayisi
3.2.3.5. Hucrelerin Lama Yayilmasi

Her bir 6rnek, 37 °C’de 100 pyL % 0.7’ lik disuk erime dereceli agaroz (DEDA) ile
pipetaj yapilarak karistirildi ve yaklasik 5x10%-1x10* hiicre/uL hiicre olacak sekilde
daha onceden % 0.7’ lik normal erime dereceli agaroz (NEDA) ile kaplanan
lamlara yayildi. Lamlar, lamel ile kapatildi ve buzdolabinda 15-30 dak. agaroz
katilagincaya kadar bekletildi. Daha sonra lameller hafifce kaydirilarak kaldirildi.
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3.2.3.6. Hiicrelerin Lizis iglemi

Lamlar, bir gece boyunca +4 °C’de lizis ¢Ozeltisi tamponu (62.3 mL stok lizis
¢Ozeltisi, 7 mL DMSO, 0.7 mL Triton-X) igerisinde bekletildi. Bu asamadan sonra

orneklerin 1g1ga maruz kalmamasina dikkat edildi.
3.2.3.7. Alkali ile Muamele

Lizis ¢Ozeltisinden cikarilan lamlar, +4 °C’de elektroforez ¢ozeltisi (90 mL 5 M
NaOH, 7.5 mL 0.2 M EDTA) ile dolu olan elektroforez tanki veya cam sale
icerisinde 20 dak. bekletildi. Bu asamadan once elektroforez tankinin volt ve
amper ayarlari kontrol edildi. Tankin geometrisine uygun olarak sabit 25 V, 300
mA olacak sekilde elektroforez tamponunun hacmi ayarlandi. Elektroforez tankinin

altina buz konularak sicakligi +4 °C’de tutuldu.
3.2.3.8. Elektroforez

Lamlar, DNA goc¢l anoda olacak sekilde elektroforez tankina yerlestirildi ve 30
dak. sabit 15 V, 300 mA’de elektroforez iglemi gergeklestirildi. Olusturulan elektrik
akimi sayesinde negatif yuklu DNA sarmal kiriklarinin anoda go¢ etmesi saglandi.
Stabilize etmek, fazla tuz ve deterjani uzaklastirmak amaciyla o&rnekler,
notralizasyon tamponu icerisinde +4°C’de 3 kez 5’er dak. bekletilerek ndétralize
edildi.

3.2.3.9 Boyama ve Degerlendirme

Her lam, DNA’'nin floresan renk vermesi i¢in 50 pL etidium bromar (20uL/mL) ile
boyandi. Lamel ile kapatildi ve 15 dak. buzdolabinda bekletildi. Ayni gun igerisinde
lamlar deg@erlendirildi. Lamlar boyandiktan sonra Olympus BX50 floresan
atagmanli mikroskopta 400x buyutmede incelendi. Her birey i¢in 100 lenfosit
hicresi sayildi DNA hasarinin olglilmesinde Comet Assay IV programi ile hicre
skorlamalari yapilmistir. Bu skorlamalarda her bir grup igin bas, kuyruk uzunlugu,
kuyruk momenti, kuyruktaki DNA yuzdeleri hesaplanmistir.
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3.2.4. Histopatolojik incelemeler

28 gunluk sdrenin sonunda hayvanlara servikal dislokasyon uygulanmis ve
karaciger ve bobrekleri ¢ikartiimistir. Cikarilan organlar tartildiktan sonra uygun
boyutlarda kesilerek Bouin ve %10 formolin fiksatiflerinde tespit edilmistir. Daha
sonra sirayla %70’lik, %80’lik, %95'lik, %100’luk alkol ve ksilen serilerinden
gegiriimis ve ardindan parafine gomulerek blok haline getirilmistir. Bloklar
mikrotomda (Leica RM2125RT) 5 um kalinhiginda kesilerek preparat haline
donusturdlmustar. Hazirlanan preparatlar Hematoksilen & Eosin boyasiyla
boyanarak Olympus BX51 1sik mikroskobunda incelenmis ve Bab Bs200prop
programi kullanilarak gozlenen histopatolojik degisiklikler degisik buyutmelerde

fotograflanmistir.
3.2.5. Hematolojik incelemeler

Deneyin sonunda deney gruplarindaki siganlarin kalplerinden steril enjektor ile
alinan kanin yaklasik 1 ml’si, pithtilagsmayi 6nlemek amaciyla kullanilan heparinli
tiplere konulmustur. Heparinli érnekler ayni gin, MS 9-5 marka otomatik kan
sayim cihazinda test edilerek I6kosit, % noétrofil, % lenfosit, % monosit, eritrosit,
hemoglobin, hematokrit, MCH (ortalama eritrosit hemoglobini), MCHC (ortalama
eritrosit hemoglobin konsantrasyonu), MCV (ortama eritrosit hacmi), trombosit ve

trombosit hacmi parametrelerinin sonuclarini iceren kan tablosu elde edilmigtir.
3.2.6. Biyokimyasal incelemeler

Deney sonunda, hayvanlarin kaninda yapilacak analizler igin steril enjektorle
kalplerinden kan alinmistir. Toplanan kanlar serum analizi igin jelli vakumlu
tuplere, plazma analizi icin EDTA’l kan tuplerine alinmigtir. Kanlar 3000 rpm’de
25 dakika slreyle +4°C’ de santriflj edilmistir. Santrifdj ile ayrilan serum kisim,
mikropipet ile gekilerek biyokimyasal analizler i¢in ependorf tlplere konulup -
80°C’de analiz yapilacagi gune kadar saklanmistir. Serum o6rneklerinde ALT
(Alanin aminotransferaz), AST (Aspartat aminotransferaz), Ure, trigliserit, kreatinin,
albumin, total protein ve glikoz Olgumleri AUDIT marka kitler kullanilarak

yapilmigtir.
3.2.7. istatistiksek Degerlendirme

Deneysel verilerin istatistiksel analizi Statistica 7.0 istatistiksel programinda

gerceklestiriimistir. Tukey post hoc testi ile gruplar arasindaki farkin 6nemi
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anlamlihk derecesinde analiz edilmigtir. Gruplar arasinda histopatolojik bulgularin
kargilastiriimasinda istatistiksel dnem kontrollerinin degerlendirilmesi igin Fisher
Exact Test kullaniimistir. Degerlendirmede p<0,05 anlamlilik derecesi olarak kabul
edilmistir. Comet testinde sonuclar kuyruk momenti, kuyruk uzunlugu ve kuyruk
yuzdesi seklinde kaydedilmistir ve ANOVA testi uygulanmistir. Sonuglar
ortalamazstandart sapma seklinde hesaplanip tablolarda gosterilmistir. Anlamlilik

derecesi olarak digerlerinde oldugu gibi p<0,05 kabul edilmigtir.
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4. BULGULAR

4.1. Vicut ve Organ Agirliklari ile Besin ve Su Tuketim Sonuglari

Deney basinda ve sonundaki vucut agirliklarina ait sonuglar Cizelge 4. 1’ de

gosterilmistir. Sigcan viucut agirliklari, higbir grupta istatistiksel olarak anlamli

bulunmamistir. Uygulama sonucunda hayvanlar disekte edilerek organ agirliklari

kaydedilmistir. Organ agirliklari ve rolatif organ agirlik oranlarina ait sonugclar

Cizelge 4. 2’ te gosterilmigtir.

Cizelge 4. 1. Yag kontrol ve DEHP uygulanan gruplara ait siganlarin calisma

baslangi¢ ve bitis vacut agirliklari ve % artis degerleri

Gruplar Doz Baslangi¢ Agirhig Bitis Agirhgr % Artis
(9) (9)
Yag 1ml 220,8+1,0 310,9+1,2 50,02+0,2
Kontrol
DEHP 100mg/kg/giin 222,3+0,9 333,2+0,7 51,09+0,8
DEHP 200mg/kg/giin 217,8+0,1 340,5+0,4 55,01+0,3
DEHP 400mg/kg/gin 218,9+0,1 348,7+1,1 54,06+0,4
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Cizelge 4. 2. Negatif kontrol ve DEHP uygulanan gruplara ait karaciger ve bobrek

agirhiklari ve organlarin rolatif agirliklari

Karaciger Bobrek

Gruplar Doz Gergek Rolatif Gergek Rolatif

Agirlik ()  Agirhk(10%) Agirlik(g) Agirlik(10°)
Yag 1ml 10,54£1,0 34,8+1,2 1,0610,1 3,2+0,1
Kontrol
DEHP 100mg/kg/gln 16,5+0,9% 32,7+0,7 1,32+0,9% 3,1£0,2
DEHP 200mg/kg/giin 16,9+0,1°% 32,91+0,4 1,40+0,1° 3,1+0,1
DEHP 400mg/kg/gun 17,48+0,1° 33,1+1,1 1,53+0,12° 3,0+0,2

2Yag kontrol grubundan farkli, ® 100 mg/kg/giin DEHP uygulama grubundan farkli,
© 200 mg/kg/giin DEHP uygulama grubundan farkl, ¢ 400 mg/kg/giin DEHP
uygulama grubundan farkl (p<0,05).

istatistiksel olarak DEHP uygulamasinin biitiin dozlarinda karaciger gercek agirhigi
yag kontrole gore anlamli olarak artmistir. Ayni sekilde bobrek gercek agirhdr da
yag kontrole gore butin uygulama gruplarinda anlamli olarak artmistir. Hem
karaciger hem de bdbrek agisindan rolatif agirliklardaki degisim istatistiksel olarak

anlamh bulunmamigtir.

Yag kontrol ve DEHP uygulama gruplarina ait erkek sigcanlarin deney suresince
gunluk olarak tukettikleri besin (g) ve su (ml) miktarlarinin ortalamalari

hesaplanmig ve Cizelge 4. 3, Sekil 4. 1 ve Sekil 4. 2’ de gdsterilmigtir.
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Cizelge 4. 3. Yag kontrol ve uygulama gruplarindaki erkek siganlarin tukettikleri

besin ve su miktarlari

Yag Kontrol DEHP DEHP DEHP
A ml) (100 mg/kg/giin) (200 mg/kg/giin) (400 mg/kg/giin)
Besin(g)  11,7043,60 12,43+4,37 14,0616,51 15,0545,72
Su(ml) 11,8242,76 12,75+2,95 12,1242,39 13,34+3,71

Degerler ortalama * standart sapma seklinde verilmigtir. (p<0,05).

Deney sonunda uygulama gruplarinin su tuketimleri kontrol grubuyla
kargilastirildiginda artis gorulmesine ragmen anlamh olarak bir farkhlik
bulunamamigtir. Ayrica uygulama gruplarinin yem tuketimleri kontrol grubuyla

karsilastirildiginda, olusan artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamisgtir.

10 H Kontrol

= 100 mg DEHP
H 200 mg DEHP
W 400 mg DEHP

Ortalama yem tiiketimi (g)

HAFTA

Sekil 4. 1. Kontrol grubu ve DEHP uygulanan gruplardaki siganlarin haftalik

ortalama yem tuketimleri
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Sekil 4. 2. Kontrol grubu ve DEHP uygulanan gruplardaki siganlarin haftalik
ortalama su tuketimleri

4.2 Comet Analiz Sonuglari

Yag kontrol, pozitif kontrol ve DEHP uygulamasi yapilan siganlarin 0., 7., 14., 21.,
ve 28. gunlerin sonunda kalplerinden alinan kanda Comet testi yapilmistir.
Parametreler sirasiyla gizelge 4. 4-7 ve sekil 4. 3-8'de g0sterilmistir. Lenfositlere

ait goruntuler sirasiyla sekil 4.9-12’de gosterilmigtir.
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Cizelge 4. 4. Kontrol gruplari ve uygulama yapilacak olan siganlarin galismaya
baslamadan 6nceki (0. Gin) Comet parametreleri

Gruplar Doz Kuyruk Kuyruk Yizdesi Kuyruk Momenti
uzunlugu (pm) (%) (4m)
Yag 1ml 38,02+7,17 0,68+6,32 0,10+1,61
Kontrol
Pozitif 60 mg/kg 37,23+3,2 0,70£1,22 0,10£1,02
Kontrol
(MMS)
DEHP 100 mg/kg/gln 38,55+5,6 0,71+0,7 0,12+0,9
DEHP 200 mg/kg/gun 38,87+5,63 0,75+0,4 0,11+0,1
DEHP 400 mg/kg/gun 38,13+0,1 0,7715,5 0,131£2,63
150
140
130
120
110
£ 100
i—' 90 M Yag Kontrol
%D 80 m MMS
8 70 = DEHP 100 mg/kg/giin
S 60 m DEHP 200 mg/kg/giin
>
2 50 B DEHP 400 mg/kg/glin
40
30
20
10
0

Deneyin 0. giinii

Sekil 4.3. Kontrol gruplari ve uygulama gruplarindaki siganlarin g¢alismaya
baslamadan 6nceki kuyruk uzunlugu degerleri
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M 400 mg/kg/giin DEHP
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1,5

1,2

0,9

0,6

0,3

Deneyin 0. glinii

Sekil 4.4. Kontrol gruplari ve uygulama gruplarindaki sigcanlarin calismaya

baglamadan onceki kuyruk yuzdesi degerleri
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Sekil 4. 5. Kontrol gruplari ve uygulama yapilacak olan siganlarin calismaya
baslamadan dnceki kuyruk momenti degerleri
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Cizelge 4. 5. Yag kontrol ve DEHP uygulanan gruplara ait siganlarin haftahk

kuyruk uzunlugu degerleri

KUYRUK UZUNLUGU (uM)

Gruplar Doz 7.GUN 14.GUN 21.GUN 28.GUN
Yag 1ml 36,01+5,0 35,63%1,2 37,5840,1 38,88+0,1
Kontrol

DEHP 100 mg/kg/gin 40,17+6,11 42,7+0,7 43,41+0,9° 46,07+0,2

DEHP 200 mg/kg/giin ~ 46,07+0,1°  46,97+0,4*%  45,68+0,3*°  49,03+0,1%¢

DEHP 400 mg/kg/gin ~ 52,48+2,1*°  551+1,1*° 60,01+0,1**¢ 66,56+0,2*"°

2 Yag kontrol grubundan farkli, ® 100 mg/kg/giin DEHP uygulama grubundan farkli,
¢ 200 mg/kg/giin DEHP uygulama grubundan farkli, ¢ 400 mg/kg/giin DEHP
uygulama grubundan farkl (p<0,05).

Comet analizi sonuglarina gore; haftalik olarak olgllen parametrelerden kuyruk
uzunlugu, 100 mg/kg/gin DEHP doz grubunda yag kontrole gore artis olsa da
istatistiksel olarak anlamli bulunmamigstir. 200 mg/kg/gun ve 400 mg/kg/gun DEHP
doz gruplarindaki artis ise yad kontrole gore istatistiksel olarak anlamlidir ($ekil
4.6). 400 mg/kg/gun DEHP uygulamasi yapilan siganlardaki kuyruk uzunlugu ise,
haftalik olarak bir artis gostermistir ve bu artis 7.giintn ve 14. ginin sonunda yag

kontrol ve 100 mg/kg/giin doz grubuna goére anlamli bulunmustur.
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70

M Yag Kontrol
m 100 mg/kg/giin DEHP
™ 200 mg/kg/giin DEHP

Kuyruk uzunlugu (um)

M 400 mg/kg/giin DEHP

Hafta

Sekil 4. 6. Yag kontrol, pozitif kontrol ve uygulama gruplarindaki sicanlarin haftalik

Comet analizi kuyruk uzunlugu degerleri
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Cizelge 4.6. Yag kontrol ve DEHP uygulanan gruplara ait si¢canlarin haftahk

kuyruk yuzdesi degerleri

KUYRUK YUZDESI (%)

Gruplar Doz 7.GUN 14.GUN 21.GUN 28.GUN
Yag iml 0,69:0,1 0,67+1,2 1,6110,3 1,02+0,2

Kontrol

DEHP 100 mg/kg/giin  2,67+6,11 3,15+0,7 5,42+0,9° 5,95+0,8

DEHP 200 mg/kg/giin ~ 3,54+0,1° 4,64+0,4*  5,46%0,3 6,2240,1°

DEHP 400 mg/kg/gin  2,81+2,1° 3,63+1,1*"  5,89+0,1° 6,89+0,2*"

2 Yag kontrol grubundan farkli, ® 100 mg/kg/giin DEHP uygulama grubundan farkli,
¢ 200 mg/kg/giin DEHP uygulama grubundan farkli, ¢ 400 mg/kg/giin DEHP

uygulama grubundan farkl (p<0,05).

Kuyruk yuzdesine haftalik olarak bakildiginda, 100 mg/kg/gin uygulama grubunda

yalnizca 21.gunun sonunda yapilan analizde kontrol grubuna goére anlaml bir artis

tespit edilmistir. 200 mg/kg/giin ve 400 mg/kg/gin DEHP doz gruplarinda ise

tamaminda yagd kontrole gbére anlamh olan bir artis goériimustir. 400 mg/kg/giin

uygulama grubunda, 14. ve 28. gunlerin sonundaki kuyruk ylzdesindeki artig, 100

mg/kg/gun doz grubuna goére anlamli bulunmustur.
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B Yag Kontrol

M 100 mg/kg/giin DEHP

Kuyruk yiizdesi (%)

1 200 mg/kg/glin DEHP
M 400 mg/kg/giin DEHP

Hafta

Sekil 4. 7. Yag kontrol, pozitif kontrol ve uygulama gruplarindaki siganlarin haftalik
Comet analizi kuyruk yuzdesi degerleri
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Cizelge 4.7. Yag kontrol ve DEHP uygulanan gruplara ait siganlarin haftahk
kuyruk momenti degerleri

KUYRUK MOMENTI (%)

Gruplar Doz 7.GUN 14.GUN 21.GUN 28.GUN
Yag iml 0,70%4,1 0,68+1,2 0,75+0,3 0,71%0,4

Kontrol

DEHP 100 mg/kg/gin  0,710,1 0,80+0,72 0,89£0,9°  0,90+0,8°

DEHP 200 mg/kg/giin ~ 0,81+0,1*®  0,86+0,4° 0,99+0,3*"  0,99+0,12

DEHP 400 mg/kg/gin ~ 0,88+3,1*"  0,90+1,1*°  1,024#0,1*®  1,03+0,2*"

2Yag kontrol grubundan farkli, ® 100 mg/kg/giin DEHP uygulama grubundan farkli,
°© 200 mg/kg/giin DEHP uygulama grubundan farkl, ¢ 400 mg/kg/giin DEHP
uygulama grubundan farkli (p<0,05).

1,2

o
00

B Yag Kontrol
M 100 mg/kg/giin DEHP
m 200 mg/kg/giin DEHP

Kuyruk momenti (um)
o o
S )

M 400 mg/kg/giin DEHP

o
)

Hafta

Sekil 4. 8. Yag kontrol, pozitif kontrol ve uygulama gruplarindaki siganlarin haftalik
Comet analizi kuyruk momenti degerleri
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Kuyruk momenti agisindan haftalara bakildiginda, 100 mg/kg/gin DEHP doz
grubunda 14., 21. ve 28. gunlerin sonunda bir artis olmustur ve yag kontrole gore
anlamhidir. 200 mg/kg/gun doz grubunda butin élgiimler yag kontrole gore anlamli
artis gosterirken, sadece 7. ve 21. ginin sonundaki élgimler 100 mg/kg/gun ile
karsilagtinldiginda istatistiksel olarak anlamli artig gostermistir. 400 mg/kg/gun
DEHP doz grubunda, kuyruk momenti butin oOlgimlerde yag kontrol ve 100
mg/kg/giin doz grubuna goére anlaml fakat 200 mg/kg/gin doz grubuna goére

anlamsiz artis gostermigtir.

Sekil 4.9 Yag kontrol grubuna ait hasarsiz lenfositler
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Sekil 4.10 100 mg/kg/gun DEHP uygulama grubuna ait dusik

goruntusu

W53 05:07

hasarli Comet

Sekil 4.11 200 mg/kg/gun DEHP uygulama grubuna ait orta derece hasarli Comet

goruntusu
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Sekil 4.12. 400 mg/kg/guin DEHP uygulamasina ait Comet analizinde kuyruk

goruntusu

Cizelge 4.8. Kontrol gruplan ve DEHP uygulanan gruplara ait si¢canlarin deney

sonunda ortaya ¢ikan Comet parametreleri

Grup Doz Kuyruk Kuyruk Kuyruk
Uzunlugu(um) | Momenti(um) Yuzdesi (%)
Yag Kontrol 1 ml 38,8810, 1 0,71%0,4 1,02+0,4
MMS  (Pozitif | 60 mg/kg
Kontrol) 142,23+9,873%® | 21 49+1,02%%%€ | 29 07+1,22¢4e
DEHP 100 mg/kg/giin 46,07+0,2*>¢ | 0,90+0,8*P%¢ | 595+0,82P ¢
DEHP 200 mg/kg/giin | 49,03+0,12P¢ | 0,99+0,12P%¢ | §,22+0,12Pe
DEHP 400 mg/kg/gin | 66,560,22>¢4 | 1,03+0,2*¢¢ | 6,89+0,22Pc

2 Yag kontrol grubundan farkli, ® MMS kontrol grubundan farkli, © 100 mg/kg/giin

DEHP uygulama grubundan farkli, ¢ 200 mg/kg/giin DEHP uygulama grubundan
farkl, © 400 mg/kg/giin DEHP uygulama grubundan farkh (p<0,05).
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4.3 Histopatolojik incelemeler

Rutin histolojik yontemlerle hazirlanan ve H&E ile boyanan karaciger ve bobrek
doku preparatlar histopatolojik agidan incelenmigtir. Kontrol ve uygulama
gruplarinin histopatolojik olarak incelenmesinden sonra 20X ve 40X buyutmelerde
fotograflari ¢ekilmigtir. Yapilan incelemeler sonucunda Cizelge 4. 8 de deney
gruplarina ait siganlarin karaciger histopatolojik bulgularinin goértlme sikligi
verilmistir. Deney grubundaki siganlara ait karaciger dokusunun genel gérinimu
Sekil 4. 9 - 4. 14’ de verilmigtir. Buna gbére uygulama gruplarinin timuinde
sinlzoidal dejenerasyon, ddem ve mononukleer hicre infiltrasyonu yagd kontrole
gore artig gostermis ve istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. 100 mg/kg/gun

DEHP uygulamasinda sitoplazmik erime gorilmus fakat anlamli bulunmamistir.

Cizelge 4. 9’ da deney gruplarina ait siganlarin bébrek histopatolojik bulgularinin
gorulme sikhgi verilmistir. Deney grubundaki siganlara ait bobrek dokusunun genel
gorunumu Sekil 4. 15 - 4. 19’ da verilmigtir. Buna gére DEHP uygulama gruplarinin
batinunde gorulen bulgular, yag kontrole gore artis gostermis ve istatistiksel

olarak anlamli bulunmusgtur.
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Cizelge 4. 8. Yag kontrol ve DEHP uygulama gruplarina ait siganlarin karaciger ve

bobrek dokularina ait histopatolojik bulgular

Yag DEHP DEHP DEHP
Kontrol  (100mg/kg/giin) (200mg/kg/giin) (400mg/kg/giin)
(Aml)
Karaciger
Sintizoidal
dejenerasyon 0/6 5/6* 6/6* 6/6*
Konjesyon 1/6 6/6* 6/6* 6/6*
Sitoplazmik erime ~ 1/6 3/6 6/6* 6/6*
Mononukleer
.. 0/6 5/6* 6/6* 6/6*
hicre
infiltrasyonu
Bobrek
Glomerulus 0/6 6/6* 6/6* 6/6*
dejenerasyonu
Konjesyon 0/6 6/6* 6/6* 6/6*
Mononikleer
hucre 0l6 5/6* 6/6* 6/6*

infiltrasyonu

N:6 Degerler degisiklik gézlenen hayvan sayisi/grupta yer alan toplam incelenen
hayvan sayisi seklinde verilmistir. Gruplardaki oranlar karsilastirilirken Fisher's

exact test uygulanmistir. *Kontrol grubundan farkl, p<0,05.
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Sekil 4.9 Kontrol grubu siganda karacigerin histolojik gortunttst (H&E,X400).

Sekil 410 DEHP 100 mg/kg/gin DEHP uygulama grubunda karacigerde

mononukleer hicre infiltrasyonu ( - ) ve minimal konjesyon (‘ )(H&E, X400).
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Sekil 4.11 100 mg/kg/gin DEHP uygulama grubu erkek si¢canda karacigerde
6dem (™) ve konjesyon (™ )(H&E,X200).

Sekil 4.12 200 mg/kg/gin DEHP uygulama grubu erkek sigcanda karacigerde

sinlizoidal genigleme (&) , konjesyon (‘) ve mononukleer hticre infiltrasyonu

( =) (H&E,X200).
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Sekil 4.13 200 mg/kg/gin DEHP uygulama grubu erkek sigcanda karacigerde
6dem ( m=p) ve sitoplazmik erime( ’) (H&E,X400).

Sekil 4.14 400 mg/kg/gin DEHP uygulama grubu erkek siganda karacigerde

sinlizoidal dejenerasyon ( & ) , konjesyon (’) ve mononukleer hicre
infiltrasyonu ( é) (H&E,X200).
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Sekil 4.15 Kontrol grubu sicanda bdbregin histolojik gérintust (H&E, X400)

Sekil 4.16 100 mg/kg/gin DEHP uygulama grubu erkek siganda bobrekte
glomerular bozulma &) , konjesyon (™) (H&E,X200).
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Sekil 4.17 100 mg/kg/gin DEHP uygulama grubu erkek sicanda bdbrekte
glomerulus dejenerasyonu ( ks ve konjesyon (' ) (H&E,X200).

Sekil 4.18 200 mg/kg/gin DEHP uygulama grubu erkek siganda bdbrekte tibuler
dejenerasyon ( é) ve konjesyon (' ) (H&E,X200).
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Sekil 4.19 400 mg/kg/gin DEHP uygulama grubu erkek siganda bobrekte tibuler
dejenerasyon (&= ) ve konjesyon (‘) (H&E,X200).
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4.4 Hematolojik incelemeler

Diseksiyon sonrasi si¢anlarin kalbinden alinan kanda yapilan tam kan analizinden

elde edilen degerler Cizelge 4. 10’ da verilmistir.

Cizelge 4.10. Yag kontrol ve DEHP uygulama gruplarina ait siganlarin kan analiz

sonuglari
barametreler Y28 Kontrol DEHP DEHP DEHP
A ml) (100mg/kg/giin) (200mg/kg/giin) (400 mg/kg/glin)
Lokosit 2.3541.54 2084234 3.13+1.11 1,1940,397bed
(mm?©)
Lenfosit (%)  69,60+6,17 70.83+1,34 65.42+8,39 78.41+6,90
Monosit (%) 11,17+1,40 11,4042,41 10,30+1,97 2,40+0,10*Pc¢
Notrofil/
Graniilosit  19,27+11,06 17,73+4.22 24 28+6,89 17,48+2.79
(%)
Eritrosit 13,2243 53 11,6+2.68 13.3+1.76 8.2640,68
(mm?©)
MCV (fl) 27,8+5,34 29,4242 13 25,78+3,89 53,12+2,89 abcd
Hem(";‘;‘;k”t 35,2748,18 33,616,06 27,116,29 39,27+3,65
MCH (pg) 7.87+4 52 8,93+3 39 11,6411.24 14,9+1,24
MCHC (g/dl)  26,75+8,78 29 8+9 16 23 05+6,05 28.07+1,06
Hem(g?o:gb'” 8,92+1,26 9,5+1,16 9,02+1,6 6,33+0,93 2bcd
Tr‘zmg%)s't 3287,83+76,73  4009,33+83,02 2266+98,19 2765,17+59,21
Pct (%) 3,92+1 45 5,7+3,34 3,07+1.89 3.61+1.42

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. # Yag kontrol grubundan
farkli, ® 100 mg/kg/giin DEHP grubundan farkli, © 200 mg/kg/giin DEHP grubundan
farkli, ¢ 400 mg/kg/giin DEHP uygulama grubundan farkli (p<0,05).

Analiz sonuglarina goére; uygulama gruplari hemoglobin, I6kosit, monosit agisindan

yag kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir dlsls goértulmustar.
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DEHP 400 mg/kg/gin doz grubundaki MCV degerleri, yag kontrol, DEHP 100
mg/kg/gun ve DEHP 200 mg/kg/gun doz gruplarindan istatistiksel olarak artan
yonde farkhlik bulunmustur. Cizelge 4. 10’da goérildugu gibi diger tam kan
parametreleri incelendiginde kontrol grubu ile uygulama gruplari arasinda anlamli

bir farklilik olmadigi saptanmistir.

4.5.Biyokimyasal Analiz Sonuglari

Deneyin sonunda erkek siganlarin kalbinden steril enjektor ile alinan kandan elde
edilen serumdan ALT, AST, dure, total protein, trigliserit, glikoz, albumin ve
kreatinin analizleri yapilmis ve sonuglar istatistiksel olarak analiz edilmistir.

Gruplara ait biyokimyasal analiz sonuglari Cizelge 4. 11’ de gdsterilmistir.

Yapilan biyokimyasal analizler sonucunda, DEHP uygulama gruplarinin hepsinde
ALT ve AST degerleri incelendiginde, yag kontrol grubuna goére artis gézlenmigtir.
Ayni sekilde glikoz de@erleri de yag kontrole gore butun gruplar da anlamli bir artis
gOstermigtir. Bunun aksine trigliserit degerleri, uygulama gruplarinin hepsinde
istatistiksel olarak anlamli bir dists gdstermistir. 200 ve 400 DEHP mg/kg/gln
uygulama grubu albumin degeri, DEHP 100 mg/kg/gun grubundan yuksek
bulunmustur Ure degeri ise DEHP 100 mg/kg/giin doz grubunda yag kontrole gore
dusus gostermistir. DEHP 200 ve 400 mg/kg/gin doz gruplarinda ise Ure degeri
acisindan anlamli bir artig gorulmustur. Diger parametrelerde kontrol gruplari ve

uygulama gruplari arasinda énemli bir farklilik bulunmamistir.
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Cizelge 4. 11. yag kontrol ve DEHP uygulama gruplarina ait siganlarin biyokimya

analiz sonuglari

Yag Kontrol DEHP DEHP DEHP
Parametreler . .
(1 ml) (100mg/kg/giin)  (200mg/kg/giin)  (400/mg/kg/giin)
ALT (IU/L) 45,65+7,41 55,25+1,99° 66,63+0,72%" 82,91+7,820¢
AST (IU/L) 110,1+11,6 129,8+8,9° 182,6+3,9%° 268,3+10,6*"°
Trigliserit ) )
945,8+4,6 437,8+4,5 717,345,0%"¢ 702,6+6,47"¢
(mg/dl)
Glikoz (IU/L) 191,546,1 211,1+3,5° 251,1+1,3%P 301,6+4,5%"¢
Total Protein
8,6+ 0,8 9,5+2,6 8,8+0,3 9,6+0,4
(g/d)
Albimin b b
32,35+2,73 27,93+1,34 31,03+1,88 35,66+1,53"¢
(g/d)
Kreatinin
0,46%0,22 0,66+0,25 0,38+0,16 0,350,15
(mg/dl)
Ure (mg/dI) 14,843,3 7,7+1,8%¢¢ 22,3+8,3*"4 21,5220

2 Yag kontrol grubundan farkli, ® 100 mg/kg/giin DEHP grubundan farkli, © 200 mg/kg/giin DEHP
grubundan farkli, ¢ 400 mg/kg/giin DEHP uygulama grubundan farkli (p<0,05).
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5.TARTISMA

Yasamimizi kolaylastirmak igin Uretilen ancak tehlikeli oldugu dusundlen ve
biyolojik etkileri henlz tam olarak bilinmeyen bircok sentetik madde
bulunmaktadir. Bu maddelerin incelenmesi, gerekli deneylerin yapilmasi, insan
saghgr ve cevreye olan etkileri bakimindan 6nem tasimaktadir. Bu amagcla
gerceklestirilen in vivo ve in vitro deneyler ile kimyasal maddelerin toksisitesi
ortaya konmaya calisiimakta, boylece alinmasi gereken onlemler ya da tedavi

bigimleri hakkinda 6n bilgi olusturulmaktadir.

Endokrin bozucu; endokrin sistemin ¢aligmasini degistiren ve sonunda saglkli
organizmada veya onun nesillerinde saglik Uzerine birtakim olumsuz etkilere
neden olabilen, digsardan alinan madde veya bilesikler olarak tanimlanmaktadir.
Endokrin bozucu kimyasallar; plastiklerde, deterjanlarda, tarim ilaglarinda ve ¢ok
saylda endustriyel olarak Uretilen kimyasallarin bilesiminde bulunmaktadir.
Bunlarin bazilari gevrede birikirken, bazilari ¢ézunerek havaya, topraga veya suya
karismaktadir. Bazilari lipofilik 6zellikte olup yag dokusunda birikir ve sute salinir,
bazilari sadece kisa bir zaman i¢in ama gelisimin kritik bir periyodu sirasinda rol
alabilir. Bu nedenle endokrin gevre bozucular ve onlarin insan sagligi Uzerine olasi

etkileri giderek tartismalarin odagi haline gelmektedir.

DEHP, dustk maliyeti ve yuksek etkinligi sebebiyle fitalatlar icerisinde en c¢ok
kullanilanidir  [160]. Amerika Birlesik Devletleri'nde National Toxicology
Programr’nin galismalari sonucu DEHP"' in fare ve siganlarda karaciger timorine
neden oldugunun bulunmasi ve bununla ilgili yayini takiben, bu madde tGzerindeki

arastirmalar yogunlagmigtir.

DNA cesitli reaktif molekdllerin hedefi olan, hasara duyarliigi yiksek bir molekil
didr. DNA hasari normal DNA metabolizmasi sirasinda kendiliginden veya bazi ¢ev
resel faktorlerin etkisiyle olusmaktadir [161]. Genetik bilginin saglikl olarak
aktarilabilmesi igin DNA yapisinin korunmasi son derece Onemli oldugundan
cekirdekte DNA hasarini onaran gesitli onarim sistemleri yer almaktadir. Agir
hasar olustugunda veya DNA onarim aktivitesi defektif ise DNA hasari kisa
dénemde replikasyon, transkripsiyon ve protein sentezinin inhibisyonuna, uzun
vade de ise mutasyona ve kromozom anomalilerine sebep olmaktadir [162].

Kanser, diyabet, ateroskleroz gibi hastaliklarin etiyolojisinde yer alan DNA hasari
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gunumuzde kronik dejeneratif hastaliklarin izlenmesinde, kemoterapi ve radyo tera
pinin etkinliginin takibinde, ksenobiyotik ve radyasyon aracili genotoksisitenin
belirlenmesinde biyolojik belirte¢ olarak degerlendiriimektedir. Bu nedenle DNA ha
sarinin hassas bir sekilde dlcilmesine olanak taniyan teknikler giniumuzde buyuk
onem kazanmigtir. Tek hucreli jel elektroforezi veya siklikla tercih edilen diger
adiyla “Comet Assay” teknigi hicre dizeyinde DNA hasarini saptamak ve
miktarini belirlemek igin uygulanan non-invaziv, hizli ve hassas bir floresan
mikroskobik yontemdir [163].

Calismamizda DEHP, gavaj yoluyla pubertal donemdeki erkek siganlara 28 gin
boyunca her gin ayni saatte uygulanmis ve her hafta sigcandan alinan kanda
genotoksik etkiler Comet test ydontemi uygulanarak oOlglimustir. Negatif kontrol
grubu olarak yag kontrol grubu olusturulmustur. Pozitif kontrol olarak MMS (metil
metan sulfonat) kullaniimistir. MMS bir alkilleyici ajandir ve DNA bazlarini
etkileyerek yanlis baz eslesmelerine neden olup, DNA’ da hasar olusturmaktadir.
Calismamizda 3 doz grubu (100, 200 ve 400 mg/kg/gun) ile calisiimistir ve
uygulamaya baslamadan 6nce hayvanlardan kan alinip DNA hasari varligi kontrol
edilmistir. Olglimlerde kuyruk momenti, kuyruk uzunlugu ve kuyruk yiizdesi

parametreleri kullaniimis ve buna gore istatistiksel olarak kargilastirma yapilmistir.

Deney suresince her gun uygulamadan once hayvanlarin vacut agirhklari,
tukettikleri su ve yem miktarlari kaydedilmistir. Uygulama  gruplarinin  hepsinde
vucut agirliklari besin alimina bagli olarak artmistir fakat istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. Ayni sekilde 28 gunluk uygulama boyunca uygulama gruplarinda
su tuketiminin de arttigi gorulmis ama istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir
(p<0.05). Ancak kemiricilerle yapilan birgok ¢alismada, bes gliin veya daha fazla
sure 1000 mg/kg/gun DEHP uygulanan siganlarda kilo kaybi gérulmuastur fakat bu
¢alismalarin ¢ogunda besin tlketimi izlenmedigi i¢cin bu kaybin besin aliminin
azalmasindan mi yoksa metabolizma hizinin artmasindan dolayr mi oldugu
belirlenememistir [164, 165].

Deney sonunda siganlarin gergek ve relatif organ agirliklari arasindaki iligki
istatiksel olarak degerlendirilmistir. Buna goére, bdbrek ve karacigerde DEHP
uygulama gruplarinda istatistiksel olarak yag kontrole gore anlamli bir artis
olmustur. Bununla uyumlu olarak, DEHP, sicanlarla yapilan birgok ¢alismadan
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tekrarlanan dozlarda oral olarak uygulanmis ve etkiler karaciger, testis ve bobrekte
yogun olarak gorulmustur. F-344 siganlarla yapilan 14 haftalik bir ¢alismada, 789
mg/kg/giin DEHP uygulanmisg, gercek ve relatif karaciger agirliklarinda ve albimin
seviyesinde onemli bir artis gozlenmigtir. Karacigerdeki bu agirlik artigin,
peroksizom proliferasyonunun artmasi sonucu oldugu gosterilmistir [166]. Yine
ayni ¢calismada, bobrek agirliginda artis ve bdbrek papillasinda mineralizayon ile

dejenerasyonlar gosterilmigtir.

Sprague Dawley sicanlarla yapilan diger bir calismada, 0, 5, 50 ve 500 mg/kg/gun
dozlarinda DEHP 12 gin boyunca her gun ayni saatte uygulanmis ve deney
sonunda vucut agirliklarinda anlamh bir artis gérilmemis buna karsin karaciger ve
bobrek agirliklarinda gorulen artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirtilmigtir.

Biyokimyasal parametrelerde ise anlamli bir sonug¢ goérilmemistir [167].

Kurahashi ve arkadaslarinin 2005 yilinda erkek Wistar siganlar ile yaptigi
calismada, 50 mg/kg/gun ve 100 mg/kg/gin olacak sekilde iki doz grubu
olusturumus ve 8 hafta boyunca uygulanmistir. Deney sonunda vicut

agirliklarinda anlamli bir artis gézlenmemistir [168].

Hasmall ve arkadaslari, erkek siganlar ile gine domuzlarini karsilastirarak
yaptiklari bir caligmada, 4 gun boyunca 950 mg/kg/guin DEHP uygulamasi
yapmislar ve sonugta karaciger agirhginda ve peroksizom boyutunda artig ve

hiperplazi olustugunu tespit etmislerdir [169].

Subkronik maruziyeti 6lgmek icin 1000 ve 2000 mg/kg/gin DEHP uygulamasi
yapilan siganlarda, bobrek agirliklarinda artis ve renal enzimlerde degismeler

oldugu gosterilmistir [170, 171].

Cammack ve arkadaslari 21 gun boyunca 3-5 gunlik neonatal siganlara
intravendz olarak 0, 60, 300 ve 600 mg/kg/guin DEHP uygulamasi yapmiglar ve 21
gun tamamlandiktan sonra uygulamayl keserek deneyi sonlandirmak igin
sicanlarin 90 gunliuk olmasini beklemislerdir. 90. gunun sonunda hayvanlar
dissekte edilmis, sonugta vucut agirliklarinda dusus ve karaciger agirliklarinda
artis oldugunu rapor etmiglerdir [172].

David ve arkadaslar ise yaptiklari ¢alismada 0, 100, 500, 1500 ve 6000 ppm
dozlarinda DEHP’ yi B6C3F1 farelerine 104 hafta sure ile besinlerine katarak
vermislerdir. Deney sonunda yaptiklari morfolojik, hematolojik ve histolojik
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incelemelerde ylUksek doz hari¢ diger gruplarda vucut agirlik degerlerinin
degismedigini, yuksek dozda dnemli bir azalmanin oldugunu belirtmislerdir. Ayrica,
karaciger dokusunda  hepatoseluler lezyonlarin  oldugunu, hepatosit
pigmentasyonu ve eozinofilik sitoplazma, bdbrekte ise ilerlemis kronik nefropati

tespit etmislerdir [173].

Rusyn ve arkadaslari, 6 hafta boyunca 1000 mg/kg/gun DEHP uygulamasi yapilan
sicanlarda karaciger agirliginda artis gozlemlemigler ve bunu diger calismalarda
oldugu gibi hicre proliferasyonu artisina ve apoptozda azalisa baglamiglardir
[174].

Pubertal donemdeki erkek siganlarda uygulama gruplarina ait vicut agirlik
degerleri kontrol gruplari ile karsilastirildiginda anlamh bir farkhlik gézlenmemis,
organ ve goreli organ agirliklarinda DEHP doz gruplarinin timunde, hem bdbrek
hem karaciger agisindan yag kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir
artis gozlenmistir. Bu durum karacigerin fitalatlara maruz kalmasi sonucunda
metabolizmasinin artmasi ile acgiklanabilir. Yukardaki caligmalardan elde edilen
sonuglar, vucut ve organ agirliklari degisimleri agisindan calismamizdan elde

edilen sonuglar ile uyumludur.

Comet testi kullanilarak yapilan dlgumlerde, deney baslangici ile 7.,14.,21. ve 28.
gun sonlarinda yapilan o6lgum sonuglari karsilastirildiginda, yag kontrol grubuna
gore artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur fakat pozitif kontrole gére olan
artis istatistiksel olarak anlamli degildir. Kuyruk uzunlugu agisindan bakildiginda,
200 ve 400 mg/kg/gun DEHP gruplarinda haftalar arasinda negatif kontrole gore
bir artis oldugu istatistiksel olarak gdsterilmistir. 100 mg/kg/gin DEHP grubunda
ise yag kontrole gore anlaml bir artig bulunmamistir. Kuyruk yuzdesi ve kuyruk
momenti agisindan bakildiginda, ayni sekilde 200 ve 400 mg/kg/gin DEHP
gruplarinda yag kontrole gore istatistiksel olarak artis gorulmustir. Genotoksisite
ve karsinojenite arasindaki kuvvetli etkiden dolayr bu dlgimler 6énemlidir fakat

DEHP ile yapilan onceki calismalarin sonuglari birbiri ile tutarsizlik gostermektedir.

DEHP’ in genotoksisitesi ile ilgili fazla c¢alisma olmamakla birlikte yapilan
calismalar birbiri ile paralel sonuglar gdstermemistir. Uluslararasi Kanser
Arastirmalari Merkezi (IARC), kisa dodnemli yapilan genotoksisite testlerinin

sonuglarini kargilastirmig ve yaygin olarak bulunan negatif sonuglara gore DEHP’ i
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genotoksik olmayan bir kimyasal kategorisine sokmustur [175]. Bakterilerle yapilan
15 calismada, Ames testi uygulanmis ve hepsinin sonuglari negatif ¢ikmigtir.

Maksimum konsantrasyon 14700 ug/plak olacak sekilde test edilmistir [176].

Peroksizomlar hidrojen peroksit (H,O,) iceren ve lipit metabolizmasi igin ¢ok
onemli olan organellerdir. Peroksizom artisi, peroksizomlarin sayisi, hacmi ve yag
asidi oksidasyonundaki artigla belirgin bir durumdur. Fitalatlarin peroksizom
¢ogalmasi Uzerine etkileri de uzun suredir bilinmektedir ve kanser yapici etkilerinin
alinda bu mekanizmanin yattigi bildirilmistir [177]. Kemiricilerde yapilan
calismalarda, fitalat esterlerinin ve benzer etki gosteren hipolipidemik ilaglarin
karaciger parankimal hucrelerinde peroksizomal yag asidi B-oksidasyonunu
saglayan enzimlerin ve dolayisiyla H,O, miktarini arttirdiklari ve buna bagli timor

gelisimine neden olduklari gosterilmistir [178].

Lapinskas ve arkadaslarinin 2005 yilinda yaptigi c¢alismada, peroksizom
proliferator aktivator alfa (PPARa) dan yoksun siganlar ile ¢alisiimis ve
karacigerde herhangi bir olumsuz bulguya rastlaniimamistir. Buna gore, DEHP
bagimh karaciger hasari icin PPARa ekspresyonun yapiimasinin sart oldugu
soylenmigstir [179]. Ayni sekilde PPARA’ nin varliginin etkisinin arastirilmasi igin
Ward ve arkadaslari, PPARa’ dan yoksun fareler ile PPARQ’ ya sahip yabanil-tip
erkek Sv/129 fareleri karsilastiracak sekilde bir deney planlamiglardir. Buna goére
batin farelere 24 hafta boyunca 800 mg/kg/gin DEHP uygulanmistir. Deney
sonunda PPARa yoksun farelerde karacigerde herhangi bir toksisiteye
rastlanmazken, yabanil tip farelerde karacigerde lezyonlar, hepatomegali ve
peroksizom sayisinda artis gortulmustir. PPARa yoksunu farelerde ise bobrek ve
testislerde lezyonlar goérilmustir fakat bu organlarda lezyon olusumu PPARa’dan
bagimsiz bir yol izledigi i¢in ¢ikan sonuglar, DEHP bagimli karaciger toksisitesi igin
PPARA’ nin olmasi gerektigini kanitlamistir [180]. Yine Lee ve Peters, yaptiklar
calismalarda PPARa yoksunu siganlarla yaptiklari caligsmalarda, karaciger kanseri

ve PPARa arasindaki zorunlu iligskiyi gostermislerdir [181,182].

Voss ve arkadaslarinin yaptigi bir galismada, 90 gunlik Sprague-Dawley siganlara
Omurleri boyunca 0, 30, 95 ve 300 mg/kg/gun DEHP uygulanmis ve 159. haftada
siganlar oldurtilmis, deney sonunda karacigerde hepatoselller adenomlar ve

karsinomlar meydana geldigi tespit edilmistir [183].
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Bu deneylerin sonucunda, bilim adamlari DEHP’ in hepatoselller apoptozu
baskilayarak peroksizom proliferasyonuna yol actigini ve hepatokarsinojenitenin

major molekuler mekanizmasinin bu oldugunu vurgulamiglardir.

Kluwe ve arkadaglari, DEHP’ in siganlarda karsinojen oldugunu fakat bunu
genotoksik mekanizmalar vyoluyla deg@il de peroksizom proliferatori olarak
davranmasinin bir sonucu oldugunu vurgulamiglardir. Ek olarak Salmonella suslari
ile yapilan diger calismada mutajenik etkiler gozlenmistir. Buna zit olarak

insanlarda ise klastojenik etkiler gosterilmistir [184].

Takashima ve arkadaslari, DEHP’ in yaptigi etkilerin tamamen diger peroksizom
proliferatorleri ile ayni sekilde oldugunu ve PPARa reseptoriinin aktivasyonu ile
olustugunu belirtmiglerdir. Hepatosit sayisinda artisin bunu kanitladigini ve DEHP’

in genotoksik olmayip, hepatokarsinojen oldugunu vurgulamislardir [185].

insandaki PPARa reseptorii ile etkilesimin anlasiimasi igin, Yang ve arkadaslari,
insanda bulunan PPARa reseptor genini, bu geni olmayan sigana eklemislerdir.
Sican, insan PPARa geni ile bu reseptéri Uretmis ve daha sonra DEHP
uygulamasi yapimistir. Deney sonunda hepatomegali veya hepatosit
proliferasyonu gorulmemigtir. Bundan dolayi, PPARa agonistlerinin insanda

karsinojen olmadigini vurgulamiglardir [186, 187].

DEHP’ in genotoksisitesi hakkinda tartismalar surerken, Dinya Saglik Orgitl
yaptigi aciklamada, bir¢ok pozitif ve negatif sonu¢ bulundugunu, butin sonuclari
Avrupa Birligi Risk Degerlendirmesi Programi kapsaminda géz 6nune aldiklarinda,
batin pozitif sonuglara ragmen DEHP’ in mutajenik olmadigini, deneylerde
g6zlenen sonuglarin gogunlugunun hicre transformasyonu, anoéploidi olusumu,
hicre proliferasyonu gibi nedenlere dayandigini ve bunlarin genotoksik olmayan
mekanizmalar ile agiklandigini bildirmiglerdir. Bu mekanizmalarin da genel olarak
tumor promotorlari veya peroksizom proliferatorleri tarafindan olusturulduklarini
bildirmiglerdir [188].

DEHP, hayvanlarda vyaptigi etkilerle epigenetik bir karsinojen olarak
tanimlanmistir. Geri donusumll olarak interselltler ‘gap junctional’ iletisimi inhibe
ettigi gosterilmigtir [169]. Bu etkisi dolayisiyla hicre ¢ogalmasi, farkhlagsmasi ve

programli hucre olumune vyol acgtigr bildirilmistir [189]. Karaciger, vucuttaki
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pozisyonu ve kan damarlari ile iligkisi, yapisi, ksenobiyotik metabolizmasindaki
rolu ve fonksiyonu ile toksik bilegiklerin etkileri icin en yaygin hedef organdir. Sigan
ve fare cgalismalarinda agiz yolu ile uzun sdreli DEHP almi ile hayvanlarin
karacigerlerinin agirhginda artis, morfolojik degisiklikler ve biyokimyasal
parametrelerde belirgin farkhliklar goralmustur. Karacigerdeki buyumenin nedeni
hepatosit hipertrofisi ve hiperplazisi oldugu ©ne surulmustur. Peroksizomlarin
karaciger hucrelerinde sayica artis gosterdigi belirtiimistir. Bunun sonucu olarak
artan oksidatif stres tUmor olusumuna yol agmaktadir. Karacigerde adenom ve
hepatoselliler kanser olustugu gozlenmigtir. Calismamizda histopatolojik
incelemelerde, karacigerde sinuzoidal dejenerasyon ve konjesyon 100, 200 ve 400
mg/kg/gin DEHP uygulama gruplarinda istatistiksel olarak yag kontrole goére
anlamhidir. Karaciger hasari ve anlamli DNA hasari gorilmesi fakat adenomlarin
gorulmemesi, DEHP’in bir tGmor promotoru olarak davrandigini  gosteren

calismalari desteklemistir.

Hematolojik analizler kapsaminda, l6kosit, lenfosit, monosit, eritrosit, MCV,
hematokrit, MCH, MCHC, hemoglobin, trombosit ve Pct gibi 6nemli parametreler
istatistiksel olarak degerlendirilmigtir. Hematolojik parametrelerde incelenen batin
gruplarda 400 mg/kg/gun DEHP uygulama grubunda I6kosit miktarinin arttigi
gorulmustir. Bu da bize vucuttaki herhangi bir enfeksiyona karsi savunma
sistemini olusturan hudcrelerin miktarinin arttigini géstermektedir. Bunun tersine
lenfosit ve monosit yuzdelerinde 400 mg/kg/gin DEHP uygulama grubunda
azalmanin oldugu tespit edilmigtir. Lenfositler immudn sistemin  Anemli
hlcrelerinden biri olmasi nedeniyle DEHP’ e maruziyetin kan yapici organlar
uzerinde olumsuz bir etkiye yol agtigini sdyleyebiliriz. MCV ‘nin ylksek olmasi
eritrositlerin buyuk hacimli oldugunu gosterir ve genellikle B12 vitamini eksikligi
anemisinde MCV degeri yuksek bulunur. 400 mg/kg/gin DEHP uygulama
grubunda yag kontrol ve diger uygulama gruplarina gére MCV degerinde anlamli
bir artis gozlenmistir. Eritrositlerde bulunan hemoglobin dokulara oksijen
tasimaktadir. Akciger ya da kalp islev bozuklugunda kandaki dusuk oksijen
degerlerini kompanse etmek igin eritrositler tarafindan hemoglobin tretimi artar.
400 mg/kg/gun DEHP uygulama grubunda yag kontrol ve diger doz gruplarina
gore hemoglobin degerinde anlamh bir azalig gorulmustur. Ayrica platelet
sayisinda anlaml bir artig gorulmustur. Bu sonug ilging bulunmustur ¢unkti DEHP’
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in plateletlere baglandigi ve onlarin Ustinde yan etki yaptigi bilinmektedir. Bu
durum, plateletlerin vaskuler endotele adhezyonunda bir sorun olusmasina ve bu

yuzden dolagimdaki sayilarinin artmasina baglanmigtir.

Poon ve arkadaslari 13 hafta boyunca 375 mg/kg/giin DEHP uygulamasinin relatif
bobrek agirhginda yuksek bir artisa sebep oldugunu gostermiglerdir. Eritrositlerde
ve hemoglobin degerlerinde belirgin bir azalma gozlenmistir. Ayni sire fakat 37
mg/kg/giin DEHP verdikleri siganlarin kan degerlerinde ise bir degisim olmadigini
belirtmislerdir. Bu nedenle hematopoetik sistem Uzerindeki etkiler icin sure ve
dozun etkili oldugu belirtiimektedir [190].

Deney sonunda elde edilen serum 6rneklerinde karaciger hasarinda biyokimyasal
belirte¢ olarak kullanilan ALT ve AST enzim aktivitelerine bakiimistir. Biyokimyasal
incelemelerde serumda birgok enzimin seviyesinin artmasi karacigerde

fonksiyonel ve yapisal bir bozuklugun olduguna isaret etmektedir.

ALT; transaminazlara aittir. Serum glutamat piruvat transaminaz (SGPT) olarak da
adlandinlir. Basta karaciger olmak uUzere bobrekte, kalpte ve iskelet kasinda
uretilir. ALT Olgumleri, parankimal karaciger hasarini teshis etmede kullanilir.
Herhangi bir klinik anormallik oldugunda, bu enzim dizeylerinde artis gdzlenir
[191]. Yapilan analiz sonucunda, DEHP uygulama gruplarinin hepsinde ALT
degeri yag kontrole gore artmisg ve istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
Histopatolojik incelemelerde goérulen dejenerasyonlar ve DEHP’ in karacigerde

hasara yol agtiginin bilinmesi, bu bulguyu desteklemigtir.

AST, hacrenin sitoplazmasinda ve yuksek konsantrasyonlarda kalpte, karacigerde
ve iskelet kas dokusunda bulunur. Miyokardiyal enfarktis ve hepatik hastaliklarin
tedavi ve tanisinda kullanihr. AST’'nin 5-10 kat yukselmesi karacigerde birincil
metastatik karsinoma oldugunu gosterir [192]. DEHP uygulama gruplarinin
hepsinde bu denli bir artis olmasa da bulunan artis yag kontrole gore istatistiksel

olarak anlamlidir.

Trigliseritler insanda depo yagin en buyuk bilesenidir ve buyuk oranda karacigerde
sentezlenir. Trigliseridlerin kandaki oraninin artmasi diger lipoprotein seviyelerinde
de anormalliklere ve koroner kalp rahatsizliklari gibi hastaliklara neden
olabilmektedir. Nair ve Kurup, yaptiklari bir ¢alismada, siganlara 400 mg/kg/gin

DEHP’in 6 hafta boyunca uygulanmasi sonucu trigliserit ve kolestrol seviyelerinde
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bir disus tespit etmiglerdir. Karacigerde lipit depolanmasinin artisi dolagimdaki
trigliserit seviyesini dusurmug, DEHP’ in fosfolipitler Uzerindeki negatif etkisi
sonucu kolesterol biyosentezini bozdugunu gdstermislerdir [193]. Bobrek
agirhklarinda artis, kronik noropati ve papillalarda mineralizasyon olusumu
gorulmastur. Rhodes ve arkadaslarinin 14 gun boyunca 200 mg/kg/gun DEHP
uygulamasi yaptigi erkek siganlarda, kolesterol seviyesinin dustugu gosterilmistir
[194]. Bizim c¢alismamizda da yukardaki sonucglara benzer sekilde DEHP
uygulama gruplarinin timutnde yag kontrole gore trigliserit seviyesinde anlaml bir

azalig goérulmastur.

Glikoz, hicrelerin normal islevi igin gereklidir. Olglimleri Tip 1 ve Tip-2 diabetin
tanisinda, neonatal hipoglisemi ve pankreatik adacik hiucre karsinoma teshisinde
kullanilir. Ostrojenlerin  glukoz metabolizmasinda rol oynadiklari ve insilin
hassasiyetini duzenledikleri bilinmektedir [195]. Koch ve arkadaslari, karacigerde
olusan agirhk artiginin karaciger lipit metabolizmasindan kaynaklandigini
belirtmislerdir cunkl yaptiklari ¢calismada, karaciger glikojen depolarinda dusus ve
kandaki glikoz seviyesinde artis gézlemislerdir [196]. DEHP uygulama gruplarinda,
Gayathri ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismayi destekler sekilde glikoz miktarinda

istatistiksel olarak yag kontrole gére anlamli bir artis goralmustar.

Total protein, serum proteinleri 6zellikle karacigerde, plazma hucrelerinde, lenf
nodlarinda, dalakta ve kemik iliginde sentezlenir. Kan kaybinda, nefrotik
sendromda ve tuz tutma sendromunda dusuk c¢ikar. Albumin, insan ve diger
memeli hayvanlarin kan plazmasinda bulunan en yaygin proteindir. Kanda
bulunan proteinlerin % 60'ini olusturur. Ayrica, doku sivilarinda, 6zellikle kas ve
deride, az miktarda gdzyasi, ter, mide sulari ve safrada da bulunur. Yag asitleri ve
cesitli bagka maddeleri kanda tasimasinin yani sira en 6nemli islevi, kan ile doku
sivilarl arasinda suyun dengelenmesini saglamaktir. Total protein, albimin ile
birlikte tanilarda ve tedavilerde kullanilir. Moore ve arkadaslarinin yaptigi
calismada 500 mg/kg/gin DEHP’ in 17 hafta boyunca siganlara uygulanmasi
sonucu hemoglobin platelet sayisinda ve albumin miktarinda azalma gorulmustur
[197]. Bizim ¢alismamizda 100 mg/kg/gun DEHP uygulama grubunda albimin ve
total protein miktarinda azalma gorulmis ancak bu azalig istatistiksel olarak
anlamli bulunmamigtir. 200 ve 400 mg/kg/gun DEHP gruplarinda ise her iki
parametre i¢in artis gorulmustur fakat istatistiksel olarak anlamli gikmamistir.
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Kreatin vucutta; L-Arjinin, Glisin ve L-Metiyonin aminoasitlerinden; bdbrekte,
karacigerde ve pankreasta sentezlenir. Biyosentezden sonra iskelet kaslarina,
kalbe, beyne ve diger dokulara taginir. Kreatin bu dokularda en buyuk enerji
depolayici form olan kreatin fosfat halinde metabolize olur. Kan kreatin dizeyi
artis1 bobregin yetersiz galigtiginin bir gostergesidir. Yapilan istatistiksel teste
gore, calismamizda kontrol gruplariyla uygulama gruplari arasinda fark olmadigi

bulunmustur.

Ure, ekzojen veya endojen doku proteinlerinin katabolizmasindan ortaya ¢ikan bir
metabolitdir. insanlarda protein katabolizmasinin metabolik Griintidiir. Pre-renal ve
post-renal Uremi ayrimini tespit etmede kreatin ile birlikte 6l¢tlur. Pre-renal Gremi
kardiyak dengelemede, su tiketiminde, artan protein katabolizmasinda, neffrit,
kronik nefrit, polikistik bobrek ve nefrosklerozda goézlenir. Calismamizda, 100
mg/kg/gin DEHP grubunda yag kontrole gére anlamh bir digus goérularken, 200
ve 400 mg/kg/gun DEHP gruplarinda anlamli bir artis géraimustuar.

Fitalat ve plastik karisimi maddeler arasinda kovalent bag bulunmamasindan
oturd fitalatlarin cevreye kolayca yayildigi ve biyolojik parcalanmaya maruz kaldigi
bilinmektedir. Dogada kalici olmamakla birlikte birgok fitalat tirinin canlilarin
¢esitli organlarina zarar verdigi, ayrica uzun sureli maruziyetin immun toksisiteye
yol actigi ve bagisikhk sistemini zayiflatugr bilinmektedir. Calismamizda
kullandigimiz DEHP (di-2-etil hekzil fitalat), PVC’nin esneklik kazanmasinda
kullanilan énemli bir ¢evre Kkirleticisidir. Siklikla kullanilan bu fitalat tirine uzun
sureli maruziyetin karaciger fonksiyon bozukluklarina yol actigi ortaya konmustur
[198]. Peroksizom proliferasyonu, H202 olusumu ve DNA hasari arasindaki iligkiyi
inceleyen bir ¢calismada, DEHP’in sigan karacigerinde 52 veya 78 hafta sureyle
uygulanmasiyla karacigerde DNA hasari artigina rastlanmadigi bildirilmigtir [199].
Diger taraftan karaciger ve bdbrekte DEHP '’in peroksizomal [(-oksidasyon
enzimlerini artirdidi ve bunun 8-OHdG duzeylerinin artmasina neden oldugu
belirtiimistir [200]. Bir diger calismada DEHP uygulamasinin siganlarda hepatik 8-
oksodG duzeylerini 3. haftada disurdugu, 11. ve 22. haftalarda artirdidi, ancak bu
artiglarin anlamli olmadigi goézlenmigtir [201]. Perinatal ve puberte &6ncesi
siganlara 0,5 mg/kg/gin dozda ve gavajla DEHP uygulamasinin hepatik, renal ve
testikler DNA hasari Uzerine etkisi incelenmigtir. Perinatal olarak DEHP’ e maruz
kalan siganlarin karacigerlerinde 8-oksodG duzeylerinin anlaml bir sekilde arttigi,
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bobrek 8-oksodG duzeylerinin ise azaldigi gozlenmistir. Puberte 6ncesi DEHP’ e
maruz kalan siganlarda ise, 8-oksodG duzeyleri testis, karaciger ve bobreklerde
degismemistir. Bu bulgular fitalatlara perinatal maruziyetin DNA hasarina
duyarhih@r artirdigini goéstermektedir [202]. Buna karsilik Comet testi kullanarak
yapilan calismalarda, DEHP ve metaboliti MEHP’ in genotoksisiteye neden
oldugunun gosterildigi c¢alismalar da bulunmaktadir [203, 204]. ABD
populasyonunda nétral Comet testi kullanarak yapilan calismalarda ise, sperm
DNA hasari ile MEP ve MEHP duzeyleri arasinda anlaml iligkiler bulundugu
bildirilmistir [205].

Calismamizin  bulgularina gére DEHP doz gruplarinda yag kontrol ile
karsilastirildigi zaman istatistiksel olarak anlamli ¢ikan DNA hasari gorulmektedir
fakat asil genotoksik etkiyi gosteren pozitif kontrol (MMS)' ye goére karsilastirma
yapildiginda bu etkinin ¢ok altinda kalan bir DNA hasari gorulmektedir. Literatlrde
son yillarda fitalatlara olan ilginin artmasiyla birlikte gdzlenen c¢ok sayidaki
¢alismanin higbirinde, pubertal donemdeki siganlarda ergin oluncaya kadar
genotoksisite ve histopatoloji ile birlikte bu kapsamda, biyokimyasal ve hematolojik
gostergelerin galisiip DEHP’ in etkisinin irdelendigi bir galisma bulunmamaktadir.
Bu ylzden daha onceden yapilan arastirmalarin ve kendi sonuglarimiz i1si1ginda,
DEHP’ in DNA hasari yapici etkisi hakkinda daha kesin bir yargiya varmak igin
sicanlarda DNA hasari yapici etki potansiyelinin sus, yas, uygulama dozu, suresi
ve yolu ile iligkili olabilecegi de dikkate alinarak daha ayrintili ¢alismalarla ortaya

konmasi gerektigi soylenebilir.
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