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OZET

ERKEK FARELERIN REPRODUKTIF SISTEMi UZERINE
BUTYLCYCLOHEXYL PHTHALATE (BCP)’IN TOKSIKOLOJIK
ETKIiLERINIiN BELIRLENMESI

DUYAR, Emine Elif

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Boliimii
Tez Yéneticisi: Dog. Dr. N. Ulkii KARABAY YAVASOGLU
Ocak 2011, 48 sayfa

Fitalatlar ¢ok yayin olarak kullanilan plastiklestiricilerin biiyiik bir sinifini
olusturmaktadir. Bir¢ok fitalat sinifinin erkeklerde gelisimin eseysel farlilasma
periyodunda androjen iiretimini baskilayarak fetal endokrin toksisitesi ve
postnatal reprodiiktif malformasyonlar olusturdugu bilinmektedir. Fitalatlar,
Ostrojenik oOzelliklere sahip bir¢ok kimyasal sinifindan yalnizea biridir. Bu
caligsmada ise, daha once higbir toksikolojik verisi ortaya konmamus bir fitalat olan
butil siklohekzil fitalatin (BCP) erkek reprodiiktif sistemi {iizerindeki toksik

etkileri ortaya konmustur.

BCP’ nin farkli konsantrasyonlar1 (100 mg/ kg, 200 mg/ kg and 400 mg/ kg)
ve kontrol grubu (0.1 ml % 0.9 serum fizyolojik/fare), oral olarak 28 giin boyunca
ferkek farelere uygulanmistir. Calismamiz sonunda, testis ve cauda epididimis
ornekleri alinmistir. BCP’ nin farkli dozlar1 uygulanan farelerin final total viicut
agirliklar, kontrole oranla ve baslangi¢c agirliklarina oranla herhangi degisiklik
gostermemistir. Yine tiim uygulama gruplarinda bulunan fareler, testis ve cauda
epididimis agirliklar1 bakimindan ve rélatif organ agirligi bakimindan kontrole
gore ve kendi aralarinda herhangi bir 6nemli farklilik gostermemistir. Testislerde
yapilan histopatolojik incelemelerde, BCP, tubuli seminiferi contorti’ lerde doz
artisina bagli olarak sekil bozuklugu, intersitisyumda 6dem, defektif tubul ve
spermatojenik hiicre serilerinde dejenerasyona sebep olmustur. Ayrica, cauda
epididimisde doz artisina bagli olarak sperm sayisinda ve canliliginda azalma
kaydedilmistir. Bununla birlikte BCP testislerde lipit peroksidasyonuna sebep
olmamaktadir. Sonug olarak Butil siklohekzil fitalatin erkek reprodiiktif sistem

izerinde toksik etkilere sebep oldugu belirlenmistir.

Anahtar sozciikler: Butil siklohekzil fitalat, erkek fare, testis, sperm morfolojisi
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ABSTRACT

DETERMINATION OF TOXIC EFFECT OF BUTYLCYCLOHEXYL
PHTHALATE (BCP) ON MALE REPRODUCTIVE SYSTEM

DUYAR, Emine Elif

MSc in Biology Department
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. N. Ulkii KARABAY YAVASOGLU
January 2011, 48 pages

Phthalates constitute a large class of plasticizer compounds that are widely
used for many consumer product applications. More members of the phthalate
class of compounds are known to induce male fetal endocrine toxicity and
postnatal reproductive malformations by disrupting androgen production during
the sexual differentiation period of development. Phthalates are just one of the
many classes of chemicals that have been implicated as having estrogenic
properties. In this project, the determination of toxic effects on male reproductive
system of Buthyl cyclohexil phthalates (BCP) which has not been studied

previously were aimed.

Three different concentrations of the BCP (100 mg/ kg, 200 mg/ kg and 400
mg/ kg) and a control group (0.1 ml % 0.9 saline per mouse) were designed for
the experiment. The BCP was orally applied for 28 day. At the end of experiment,
testes and cauda epididymis samples were taken from mice. Body weights of
animals were showed no significant differences between treatment groups and
control. There were no significant differences in the relative weights of testes and
cauda epididymis in any of the experiment groups. In histological examinations,
BCP caused a dose-dependent increase on histopathological changes in testes of
mice such as degenerations in tubuli seminifer contorties, edema in some area of
intersitisium, defective tubule and degenerations in spermatogenetic cell lines.
Also, in cauda epididymides as increasing doses there are significant decreases in

sperm count and motility. But, BCP caused no lipit peroxidation on testes.

We can conclude that, Buthyl cyclohexil phthalates has toxic effects on

male reproductive system.

Keywords: Butyl cyclohexyl phthalate, mal emice, testes, sperm morphology
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TESEKKUR

“Erkek farelerin reprodiiktif sistemi iizerine Butil siklohekzil fitalat’in, toksikolojik
etkilerinin  belirlenmesi” konulu tez c¢alismasinin seg¢iminde, yiiriitilmesinde,
sonuclandirilmasinda ve sonuglarinin degerlendirilmesinde maddi , manevi destek ve
yardimlarin1 esirgemeyen degerli hocam Do¢.Dr. Nefise Ulkii KARABAY
YAVASOGLU’na,

Yapilan analizlerde her tirlii yardimi yapan, zaman harcayan, emek veren,
tecriibesini paylasan hocalarim Dog. Dr. Altug YAVASOGLU’na ve Dog¢. Dr. Hiiseyin
Aktug’a

Tez calismasi boyunca bana verdigi manevi destek, gostermis oldugu sabir ve
anlayistan dolay1 degerli arkadagim Cinel KOKSAL’a

Sevgili aileme manevi higbir yardimi esirgemeden yanimda olduklari i¢in tiim
kalbimle tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Petrolden elde edilen ve diinyada biiyiik cevre kirliligine sebep olan plastik
malzemelerin kullanim1 giin gegtikge artig gostermis, 1980 yilindan itibaren
toplam 61 milyon ton iiretimden, 1990’larda % 130 artisla 140 milyon tona
ulagsmisgtir (Plastik iiriinleri sanayi 6zel ihtisas komisyon raporu, 2001). Bilindigi
gibi plastik malzemenin biiyilk cogunlugu kullanildiktan sonra fonksiyonunu
kaybetmekte ve plastik atik olarak atilmaktadir. Yaygin olarak kullanilan plastik
ambalaj malzemesinin doga kosullarinda uzun yillar pargalanmamast ve
bozulmadan kalmasi bu kirliligin her gecen giin artmasina bunun neticesinde
insan sagliginin olumsuz etkilenmesine neden olmaktadir. Plastik malzemelerin
atik olarak zararli olmalarinin yani sira iiretimleri de insan sagligini tehdit
etmektedir. Ozellikle islenmeleri sirasinda plastik polimerlerini yumusatmak ve
onlara diren¢ kazandirmak i¢in eklenen plastiklestiriciler buna en iyi Ornektir.
Gilintimiizde oldukca genis kullanim alan1 olan plastiklestiricilerden biri de
fitalatlardir.

Sert plastik olan polivinilkloriti (PVC) esnek plastige cevirmede ¢ok genis
kullanim alani olan fitalatlar zehirli kimyasal maddelerdir. Ayrica kanserojen
etkileri de bilinmektedir. Son verilere gore filatalatlar, tarimsal adjuvanlardan
kisisel bakim {iriinlerine kadar ¢ok genis alanlarda kullanilmaktadir. Bununla

birlikte tibbi cihazlar, deterjanlar ve oyuncaklarda diger kullanim alanlaridir.

Fitalatlar, ¢cevreye kolayca yayilirlar. Bunun sebebi fitalat ve plastik karigimi
maddeler arasinda kovalent bag bulunmamasidir. Cevrede biyodegredasyon,
fitodegredasyon ve anaerobik degredasyona maruz birakilirlar. Bu nedenle dogada
kalic1 degillerdir.

Birgok fitalat giiniimiize kadar c¢alisilmis olup toksik etkileri ¢esitli
arastiricilar tarafindan ortaya konmustur (Benson, 2009). Bu projenin amaci, daha
once hicbir toksikolojik verisi ortaya konmamig bir fitalat olan Butil siklohekzil
fitalat (BCP)’ 1n erkek farelerin reprodiiktif sistemi iizerindeki subakut etkilerinin

belirlenmesidir.



1.1. Plastik Nedir?

Plastik, karbonun, hidrojen, oksijen, azot ve diger organik ya da inorganik
elementler ile olusturdugu monomer denilen, basit yapidaki molekiillii gruplardaki
bagin koparilarak, polimer adi verilen uzun ve zincirli bir yapiya doniistiiriillmesi
ile elde edilen malzemelere verilen isimdir. Yapisal bakimdan yumusak veya
saglam olabilirler. Sicak suda eriyen oldugu gibi alevde dayanikli olanlari
bulunmaktadir. Yapiminda hammadde olarak etilen, propilen, benzen ve butilen

gazlar1 kullanilmaktadir ve higbiri yiin ve ipek gibi dogada bulunmaz.

Binlerce plastik tiirii olmakla birlikte bunlar1 sicakta sertlesen ve sicakta
kaliplanan plastikler olmak {izere iki ana grupta toplamak miimkiindiir. Sicakta
kaliplanan plastikler erirler ve istenilen sekle girerler. Her defasinda sogurken
sertlesirler. Sicakta sertlesen plastik 1sitildiktan ve tekrar sekil verildikten sonra

tekrar 1sitilinca sekil degistirmezler (Damberg et al., 2009).
1.2. Plastigin Tarihgesi

Plastikli sanayinin nitroseliiloz’un ticari tliretimi ile 1868 yilinda bagladig:
kabul edilmektedir. Nitro seliilozu takiben, tarihi siirecte ikinci sentetik plastik
olan fenol-formaldehit esasli polimerler gelistirilmistir. Bunlarin {iretimleri ise bu
tarihten yaklasik 40 yil sonra gerceklestirilmistir. Bu ve bunlar izleyen diger
plastik malzemelerin temel yapi taglar1 ve hammaddeleri olan polimerler, 19. asrin

ikinci yarisindaki bazi ¢aligmalar sonunda ortaya ¢ikmustir.

Cok eski tarihlerde kullanilan polimerik malzemelerin basinda seliiloz,
nisasta, dogal kaucuk gibi polimerler gelmektedir. Dogal polimerler, islenme
zorlugu ve bazi fiziksel, kimyasal ve mekanik ozelliklerinin yetersizliginden
dolay1 yerlerini yar1 sentetik ve daha sonra sentetik polimerlere birakmuslardir. ilk
polimer malzemesi 1868’de S. Hyatt tarafindan kesfedilen seliiloittir. Yari
sentetik bir polimer olan seliiloid; seliiloz nitrat, kafur ve alkol kullanilarak elde
edilmigtir. Ancak modern plastik endiistrisi, L. Baekeland tarafindan bakalitin
sanayi ¢apinda iretilmesiyle 1989’da baglamistir. Fenol formaldehit reginesi olan
bakalit, telefon ahizeleri gibi plastik {irtinlerin yapiminda kullanilmistir. H.
Staudinger yaptig1 biiyiik ¢apta incelemelerin sonucu olarak, plastiklerin zincir
seklinde makro molekiillerden olustugunu ve bu molekiillerin birbiriyle kovalent
baglanan kiiclik iinitelerden meydana geldigini gostermistir. Bu siireci takiben

polimer sanayi hizla gelismis ve 1927°de seliiloz asetat ve polivinil kloriir,



1928’de polimetilmetakrilat 1929°da {iire-formaldehit recineleri elde edilmistir.
Bunlar1 daha sonra 1932°de polietilen, 1934’de naylon, poliakrilonitril, stiren-
akrilonitril ve polivinil asetat, 1937’de poliliretan, 1939’da teflon ticareti adiyla
taninan poli(tetrafloroetilen), 1941°de polietilentereftalat ve orlon ticari adiyla

taninan poliakrilonitril fiber takip etmistir (Brock et al., 2006).

Plastiklerin gelisiminde onemli bir agama, bu malzemelerin cam, grafit ve
karbon elyaflari ile karigtirilarak kuvvetlendirilmis plastiklerin elde edilmesidir.
Bu malzemelerin mekanik 6zellikleri, metallerin seviyesine ulagsmakta ve bir¢ok

uygulama alaninda plastikler metallere rakip olmaktadir.
1.3. Plastik Cesitleri

Ik elde edilen saf plastikler, dogal plastikler olup bitkilerdeki seliilozdan
yararlanilarak yapilmis genellikle fotograf ve sinema filmi gibi maddelerin
yapiminda kullanilmiglardir. Fakat kolaylikla tutusabildiginden yerini seliiloz

asetat ve etil seliiloz gibi seliiloz plastiklerine birakmislardir (Cooper, 2006).

XV. ylzyilin baslarinda yapay plastikler yapilmistir. Bu plastikler
laboratuarda tamamen kimyasal maddelerden elde edilmislerdir. Giinlimiizde bir

¢ok alanda kullanilan bir ¢ok yapay plastik bulunmaktadir.
1.3.1. Polietilen

Biitiin hammaddelerin en kullanislis1 etilen gazidir. Polietilen, plastiklerinin
en fazla taninan1 ve kimyasal olarak en basitidir. Cok ¢esitli tirlinlerde kullanilan
bir termoplastik olan polietilen esnek ve yalitkan bir yapiya sahip olmasina karsin;
1s1, 151k ve oksijene karst dayamkli degildir. Ismini monomer haldeki etilenden
almaktadir. Plastik endiistrisinde genelde ismi kisaca PE olarak kullanilmaktadir
(Kahovec et al., 2002).

Polietilenin kullanim alanlar1 oldukca genistir. Hafif kovalar ve taslar,
ayrica deterjan siseleri bu maddeden yapilmaktadir. Saglam olup, asit, baz ve
¢oOziiclilere karst dayanikhidirlar. Dielektrik o6zellikleri {istiindiir ve kolay
islenebilirler. Ayrica otomotiv ve boru imalatinda da kullanilirlar. Bunlarin
disinda; ¢op torbalari, zirai amagli agir hizmet torbalar1 imalinde, insaatcilikta ve
genel olarak ambalajlamada kullanilirlar. Ev egyalar1 yapiminda ve rotasyon

kaliplamakta ¢ok iyi; aligveris torbasi, seralik film, oyuncak imali sisirerek



kaliplama ve kopiik uygulamalarinda orta derecede sonu¢ vermekte olup, biizgii

torba uygulamalarinda kullanilmaktadirlar.

Polietilen temel polimer olarak kullanilabildigi gibi, alasim maddesi ve
darbe dayanimini artirici olarak da kullanilabilmektedir (levha, tel, kablo, kumasg
kaplama, hortum, bidon, oyuncaklar, camasir suyu, deterjan, sampuan, motor yagi
siseleri vb.) (Chen and Run Chu, 2000 ).

1.3.2. Polivinil Kloriir ve Vinil Kopolimerleri

Vinil polimerlerine her ne kadar polivinil kloriir (PVC) hakimse de, aslinda
monomeri vinil kloriir, vinil asetat ve vinilden kloriire dayali regine ailesidir.
Bunlara ilave olarak bu tiirler ayrica PVC kopolimerlerini, klorlandirilmis PVC,
polivinil alkol, polivinil butiral ve poliviniliden, floriirleri de igermektedir.
Kimyasal olarak inert olup, suya, asitlere, alkalilere oksitlenmeye ve dis etkenlere
kars1 dayaniklidirlar. Yumusaktan serte degisen, mat ve seffaf olarak biitiin

renkleri mevcuttur (Kim et al., 1999 ).

Kimya endiistrisinde en degerli iirinlerden biri olan PVC’nin diinyada %
50’sinden fazlast yap1 sektoriinde kullanilmaktadir. PVC geleneksel yapi
malzemeleri olan ahsap, beton ve kilin bir¢ok alanda yerini almistir. Esnek ve
ucuz olmasi nedeniyle diger kullanim alanlar1 arasinda, kap1 ve pencere profilleri,
vinil cephe kaplamasi, boru ve tesisat malzemeleri , elektrik kablolari, doseme,
hobi malzemeleri sayilabilir. Yaygin olarak su dagitimi ve zirai sulamada basingl
sert borular imalinde kullanilir. Kanalizasyon, elektrik kanali ve telefon kanallari
olarak ise basingsiz PVC borular1 kullanilmaktadir. Klorlu PVC evlerde sicak su
sistemlerinde, ayrica binalardaki pencere ¢evresi, oluklar, bina i¢i slislemeleri, yer
karolar1 ve dosemesinde kullanilir. Ayrica tel, kablo ve buzdolabi contalari,
mutfak esyalari, taban paspaslari, araba kablolari, arabanin i¢ ve dis aksesuarlari,
gida maddeleri ayakkab1 ve dis giyim, plak, spor esyalar1 ve oyuncak yapiminda

kullanilir.

Son 50 yildir saglik sektoriinde de kullanima girmistir. Parenteral kullanilan
stvilarin, kan ve kan trilinlerinin torbalarinda ve transfiizyon setlerinde, kateter ve
drenlerde, stoma {irlinlerinde ve daha bir¢cok yerde PVC’ye rastlanmaktadir.
Bunlardan ayri olarak yapiskan, boya, kumas ve kagit konularinda polivinil asetat

(PVAc) latex veya emiilsiyon olarak kullanilmaktadir. Polivinil butiral, lamine



edilmis emniyetli cam yapiminda yapiskan olarak, Formal polivinil ise 1siya

dayanikli tel izolasyonunda kullanilir (Xu et al., 2004).

1.3.3. Politetrafloroetilen

Teflon, florlanmig etilen polimeri olan bir politetrafloroetilendir. 1938'de Du
Pont firmasindan Roy J. Plunkett tarafindan bulunmus ve 1946'da ticari olarak
piyasaya silriilmiistir. Flor atomlariyla doymus uzun ve diiz bir karbon
zincirinden meydana gelmis molekiiler yapi, atomlar arasindaki kuvvetli baglar
sebebiyle oldukca inert Ozelliklere sahiptir. Isiya, kimyevi maddelere, neme,
elektrik atlamasina (dielektrik) ve siirtiinmeye dayanikli olan teflon higbir
maddeye yapismaz, siirtinme katsayisi biitiin kati cisimlerinkinden kiigiiktiir.
Teflon 260 °C iizerindeki sicakliklarda bozulmaya baglar; 350°C civarinda

tamamen yapisi bozulur (Hyungmin et al., 2010).

1.3.4. Polistiren

Monomer haldeki stirenden polimerizasyon ile iiretilen bir polimerdir.
Petrolden elde edilir. Plastik endiistrisinde daha ¢ok PS kisaltmasi ile kullanilir.
Oda sicakliginda, polistiren kat1 halde bir termoplastiktir, fakat islendikten sonra
yiiksek sicakliklarda eriyik hale getirilir. Daha sonra sogutularak tekrar
katilagsmasi saglanir. Oldukg¢a yaygin olarak kullanilan bir plastik tiirtidiir. Kolay
islenmesi ve uguculugu sayesinde kagit, tahta ve metallerin yerini almistir. Et ve
yumurta kutulari, polistiren levhadan 1s1l sekillendirme ile elde edilir. Ayrica sise
kapaklari, pasta, ¢ikolata ve seker paketlerinde bunlarinda disinda dus kapaklari,
aydinlatma panelleri, havalandirma iiniteleri, buzdolab1 ve dondurucu pargalari,
radyo, TV, stereo kapaklari imalinde de kullanilmaktadir. Diger kullanim alanlar1
ise ev aletleri, ayakkabi topuklari, oyuncaklar, tibbi cihazlar, cam kesitli kutular,
taraklar, siselerdir (Gowd et al., 2009).

1.3.5. Polipropilen

Kimyasal 6zellikleri polietilene benzer ancak yiiksek sicakliklarda cesitli
kimyasal maddelerden etkilenmemesi kullanim alanlarinin genislemesine yol
acmustir. Diger plastiklere gore daha hafif olmalar1 ve yumusama noktasinin

yiiksek olusu gibi 6zellikleri bulunmaktadir



Otomotiv sanayinde kullanilan parcalardan, tekstil, ila¢ kutular1 ve yiyecek
paketlemesine kadar ¢ok genis kullanim alani1 olan termoplastik bir polimerdir.
Monomer propilenin polimer hale getirilmesi ile elde edilen polipropilen kimyasal
solventlere kars1 asir1 derecede direnglidir. Berrak ve yumusak filmler gomlek ve
corap gibi lriinlerin, berrak ve daha sert filmler ise yemek ve sigara ambalajinda
kullanilmaktadir. Miizik plagi ambalajinda da polipropilen kullanilir. Ayrica elyaf
tirii ile 6rme ve dokuma sanayinde, halilarda ve dosemecilikte bunlardan baska
sterilize edilebilen saglik malzemesi, deterjan kutularinin kapaklari, margarin
kaplari, sentetik elyaf, boru, profil, ince levha, sise, balik agi, halat, ¢uval, ¢esitli
ev ve mutfak esyasi ve benzeri lirlinlerin yapiminda da kullanilmaktadir. Hafif ve
dayanikli olmast ve geri doniistiiriilebilir 6zelliklerinden dolayi, araba akiisii
kutularinda, konteyner kapaklarinda, sise etiketlerinde, otomotiv sanayinde de
kullanilmaktadir. Graniil haline getirilerek geri donistiiriilmiis polipropilenden
sentetik hali tabanmi1 ¢esitli plastik oyuncaklar ve kirtasiye malzemeleri
iiretilmektedir (Horrocks, 2003).

1.3.6. Polietilen Tereftalat

Polimerlerin bir kategorisi veya daha 6zel olarak ana baglar ig¢inde ester
fonksiyonel gruplar1 igeren polimerleridir. Polyesterler dogada bulunmasina
karsin, genel olarak tiim polietilen tereftalat ve polikarbonat igeren sentetik
polyesterlere ait genis bir aileyi belirtir. Dogal polyesterler 1830°1u yillardan beri
bilinmektedir. Polyester kelimesinin yaygin kullanimi polyester liften gelen
kumasi belirtir. Polyester giysiler, dogal liflerle karsilastirildiginda, daha az dogal
hissedilir. Polyester lifler siklikla pamuk lifleri ile beraber, daha iyi 6zelliklere
sahip giysiler iiretmekte kullanilir. ABD’de en hizla gelisen plastik olan Polietilen
tereftalat, polyester ailesine ait termoplastik bir malzemedir. ilk sentetik polyester,
su gecirmezlik ozelligi elde etmek i¢in I. Diinya Savasi’nda kullanilmustir.
Polietilen tereftalat (PET), termoplastikler arasinda kristal yapida zayif asitlere,
bazlara ve ¢ogu coziiciilere karsi dayanimi oldugu kadar, saglamlik, sertlik,
parlaklik ve yiiksek darbe dayanimi gibi 6zellikleriyle de tstiindiir. PET’in gaz
gecirgenligi diger plastiklerin ¢ogundan daha distiktiir. Tipik PET reginesi 250-
260 °C arasinda erir. PET regine normal olarak kristal yapili pelletler seklinde
iretilmektedir. 150-175 °C sicakliga kadar dayanikli oldugundan elyaf ve
mesrubat sisesi yapiminda kullanilir. PET baslica; uyku yatagi, yastik, kishk
giyecek (yesil lifler sadece koyu renkli giysilerde kullanildigindan yesil siseler
ayr1 toplanir.) Uretiminde kullanilan polyester elyaflarina déniistiiriilmek {izere

geri kazanir. PET ayrica hali elyaflarinda, sekil vermis iiriinlerde, yiyecek ve



yiyecek dis1 kaplarda ve otomotiv endiistrisinde kullanilir. Hafif ve dayanikli
olmasi nedeniyle kullanim alani giderek genislemektedir. PET atiklar sentetik
elyaf ve dolgu malzemesi olarak degerlendirilebilirler (Muthuvijayan and Gu,
2009).

1.3.7. Termoplastik Poliamid

Termoplastik poliamidler, sikistirilarak kaliplama, dokme film, eriyik elyaf
biikme teknikleri ile islenir. Niikleer uygulamalarda valf yatagi yapiminda da
kullanilir. Lamine edilmis ve doldurulmus pargalar jet motorlarinda, sicak
makinaya yakin elektrik ve mekanik pargalarin imalinde kullanilirlar (Bersee et
al., 2000).

1.3.8. Poli (amid — imid)

Poli (amid-imid) yiiksek giic ve darbe dayanimiyla tanimlanabilen
kaliplanabilir, yiiksek performansli bir termoplastiktir. Peptid baglar1 tarafindan
baglanmis monomerler igeren bir polimerdir. Dogal olarak (proteinler, yiin, ipek)
da olusabilirler, suni olarak (naylon, kevlar, sodyum (poli)aspertat da
yapilabilirler. Radyasyona ve kimyasallara dayanimi iyidir. Hidrolik, isletme ve
dokuma techizati, pompalar, valf ve tribiinler gibi endiistriyel uygulamalarda, jet
motor pargalar1 gibi ulastirma uygulamalarinda kullanilirlar (More and Pasale,
2010).

1.3.9. Poliiiretan

Esnek ve esnemeyen kopiikler ve yiiksek performansli yapistiricilar, sentetik
fiberler, contalar, prezervatifler, halilarin alt kismu ve sert plastik yapiminda
kullanilirlar. Esnek poliiiretan kopiikler, poliiiretan siingerler olarak da bilinirler
ve vyataklarda, mobilyalarda konfor malzemesi olarak vazgecilmezdirler.
Esnemeyen kopiikler ise daha ¢ok 1s1 ve ses izolasyonunda kullanilirlar (Zia and
Bhatti, 2007).

1.3.10. Stiren Akrilonitril
Sitiren akrilonitril regineleri, yiiksek performansl stiren ailesinin tyesidir.

Bunlar poliskrenin parlaklik ve berrakligina sahip olup ayni zamanda

kimyasallara karsi direnglidirler, 1siyla genlesirler ve sertlesirler. Bu reginelerin



yiiksek gerilme ve biikiilebilirlik gii¢leri vardir. Diigmeler, buzdolabi et ve sebze
kutulari, karistirict kaplari; otomotivde, elektronikte, pil kaplari, metre mercekleri;
tipta siringa, kan aspiratorleri ve suni bobrek aygitlari; kozmetik kaplari, siseler ve
kavanozlar; ingaatta, su filtre kabi; daktilo anahtar1 ve kalem tistleridir (Dessouki
and Nizem EI-Din, 2001).

1.3.11. AKrilonitril biitadien stiren

ABS regineleri, akrilonitril, biitadien ve stirenden yapilan kopolimerlerdir.
Akrilonitril, kimyasal olarak saglamlik; stiren, kolay islenebilirlik, sertlik ve
parlaklik saglar. Biitadien ise soguk hava sartlarinda ve oda sicakliginda darbe
dayanimi1 ve dayaniklilik saglayici olarak rol oynar. ABS’nin bir¢ok tiirleri
gelistirilmistir. Bunlar arasinda kaplama az parlak veya mat levhalar; yiiksek
sicaklik ve alevlenmeye karsi dayanikli, alasimlama, yapisal kopiik ve seffaf
uygulamalara imkan veren ve bu Ozellikleri saglayan recineler yer almaktadir.
Diinyadaki en biiyiikk ABS hammadde {ireticisi Tayvan’dadir (Cole and Collins,
2008).

1.3.12. Naylon

Naylon, termoplastik poliamid regine ailesini temsil eder. Biitiin naylonlar
cam elyafi, cam tanesi ve mineral parcalar ile giiclendirilebilirler. Uygulamada
naylon kullanimi, saglamlik, sertlik, kimyasal maddelere dayanim ve elektrigi
izole eden oOzellikleri nedeniyle yaygindir. Naylon bilesenlerinin kullanildigi en
genis Pazar otomotiv sektoriidiir. Desteksiz boru takimi, tel izolasyonu ve ig¢
doseme uygulamalaridir. Spor malzemesi, 6zel fircalar (dis, sa¢), fermuar ve fir¢a

saplar1 da naylon tiiketim yerleridir (Webb et al., 2003).

1.3.13. Nitril Recine

Ana monomeri akrilonitril olan polimerler nitril regineler diye isimlendirilir.
Bu regineler yapi oOzellikleri nedeniyle disiik gaz gegirgenligine sahip olup,
kimyasallara kars1 direngleri oldukea iyidir. Regineler, kaugukla karistirildiginda
oldukca yiiksek gerilme 6zelligine sahip olup 1s1 ile sekillendirilebilirler. Nitril
recinelerin en Onemli kullanim yerleri, yiyecek ve benzeri maddelerin
ambalajlama islemleridir. Nitriller, mesrubatlar dahil olmak {izere yiyecek ve ayni
zamanda yiyecek digi maddeler ambalajinda kullanilmaktadir (Gryshchuk and
Jost, 2002).



1.4. Plastiklestiriciler

Gilinlimiizde yaygin olarak kullanilan plastiklerin bir boliimiiniin camsi gegis
sicaklif1 (T,), oda sicakliginin iizerindedir. Bu sicaklik polimerler i¢in ayirt edici
bir 6zellik oldugundan her polimerin farkli bir Tg degeri vardir. Camsi gegis
sicakliginin altinda polimerler camsi ve kirilgan, bu sicakligin iizerinde ise
genellikle kaucugumsu davranis gosterirler ve carpma direngleri yiksektir.
Seliilozikler, viniller, akrilikler gibi polimerlerin camsi gegis sicakliklarim
disiirmek i¢in baska bir ifadeyle bu polimerleri yumusatmak igin
plastiklestiriciler kullanilir. Buna tipik 6rnek PVC’dir. PVC’nin camsi gegis
sicakligr 80 °C’dir. Bu deger uygun miktarda plastiklestirici ilavesiyle 0 °C ye

kadar distiriilebilirler

Plastiklestiricilerin polimer ile uyusabilmesi uygulamada dikkat edilmesi
gereken en Oonemli Ozelliktir. Ayrica, iyi bir plastiklestiricinin, toksik ve yanici

olmamasi, etkisini uzun siire devam ettirmesi ve tatsiz olmasi beklenir.

Plastiklestiriciler, yliksek kaynama noktasina sahip organik sivilar veya
disiik erime noktasi gosteren katilar olup i¢ plastiklestiriciler ve dis
plastiklestiriciler olmak tizere baslica iki grup altinda toplanmaktadirlar
(Mustafizur and Christopher, 2006).

I¢c plastiklestiriciler, polimerlerin sentezi sirasinda kullanilirlar. Esas
polimerik yapiyt olusturan monomere, komonomer olarak baglanir ve polimer
zinciri lizerinde yer alirlar. Dig plastiklestiriciler ise daha yaygin olarak kullanilan
tiirdiir. Bunlar polimerin iglenmesi sirasinda yapiya ilave edilirler. Cok basit bir
ifadeyle polimerik yapida seyreltici rolii oynarlar. Polimer zincirler arasina
girerek, ikincil kuvvetlerin etkisini azaltir, boylece yapiyr yumusatirlar.
Plastiklerin  esnekliklerini  arttirmak amaciyla eklenen fitalatlar, dis

plastiklestiricilere 6rnektir.
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1.5. Fitalatlar

Fitalatlar, ya da fitalat esterler, fitalik asit esterleridir ve genellikle
esnekliklerini artirmak ic¢in organik kimyasallardan tretilip plastiklere eklenirler.
Sert plastik olan polivinilkloriti esnek plastige ¢cevirmede kullanilirlar. Plastiklere
eklendiklerinde uzun polivinil molekiillerin birbirleri {izerinde kaymasina izin
verirler. Suda ¢oziiniirliikkleri diistik, yagda ¢oziintirliikleri yiiksek ve uguculuklar
diistiktiir (Babu and Wu, 2010). Fitalatlarin genel kimyasal yapis1 sekil 1.1°de

gosterilmistir.

OR

OR'

Sekil 1.1. Filatalatlarin genel kimyasal yapisi

1.5.1. Fitalatlarin Kullanim Alanlari

Fitalatlarin kullanim alanlar1 olduk¢a genistir. Son verilere gore siit
tiriinlerinde, emiilsifiye ajanlarda, tutkallarda, seyrelticilerde, farmasoétik ilaglarin
i¢c kaplamalarinda, besin maddelerinin viskozitesini ayarlayan maddelerde ve
jellestirici  ajanlarda kullanilirlar. Bununla birlikte yapt malzemelerinde,
stirfanktanlarda, vakslarda, boya, miirekkep ve kil hamurlarinda, kaplamalarda,
farmasoétiklerde, yiyecek ve tekstil iiriinlerinde bulunmaktadir. Ayrica siklikla
kullanildiklar1 diger alanlarda, plastik balik yemleri, kalafat icerigi ve boya
maddeleridir. Ayrica ¢esitli ev gereglerinde, vinil icerikli kaplamalarla ¢ini,
fayans, kiremit gibi ddsemelerde, ambalaj kagitlarinda ve temizlik
malzemelerinde kullanilirlar. Bunun yami sira modern elektronik cihazlar ve
kateter gibi bazi tibbi gereclerde de bulunabilen zehirli kimyasal maddelerdir
(Erna et al., 1996).

Yaygin olarak kullanilan fitalatlarin basinda di-2-etil hekzil fitalat (DEHP),
diisodecil fitalat (DIDP) ve diisononil fitalat (DINP) gelir. Ozellikle DEHP, PVC

tiretiminde kolay elde edilebilirligi ve ucuz olmasi nedeniyle en fazla kullanilan



fitalat tiirtidiir (Vo et al, 2009). Cizelge 1.1°de diinya genelinde yaygin olarak
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kullanilan fitalat listesi verilmistir.

Cizelge 1.1. Diinya genelinde yaygin olarak kullanilan fitalatlar

Fitalat Akronim Kimyasal Yapi CAS No.
Dimethyl phthalate | DMP C¢H4(COOCH;), 131-11-3
Diethyl phthalate DEP C¢H4(COOC,Hs), 84-66-2
Diallyl phthalate DAP C¢H4(COOCH,CH=CH,), 131-17-9
Di-n-propyl DPP C¢H4[COO(CH,),CH;], 131-16-8
phthalate

Di-n-butyl phthalate | DBP C¢H4[COO(CH,);CH;], 84-74-2
Diisobutyl phthalate | DIBP CsH4[COOCH,CH(CH;),], 84-69-5
Butyl cyclohexyl BCP CH;(CH,);00CC¢H4COOCsH 84-64-0
phthalate

Di-n-pentyl DNPP C¢H4[COO(CH,),CH3], 131-18-0
phthalate

Dicyclohexyl DCP CeH4[COOC¢H ]2 84-61-7
phthalate

Butyl benzyl BBP CH3(CH2)3OOCC6H4COOCH2C6H5 85-68-7
phthalate

Di-n-hexyl DNHP C¢Hs[COO(CH,)sCH3]» 84-75-3
phthalate

Diisohexyl DIHxP C¢H4[COO(CH,);CH(CHs),], 146-50-9
phthalate

Diisoheptyl DIHpP C¢H4[COO(CH,)4sCH(CHs),], 41451-28-9
phthalate

Butyldecyl BDP CH;(CH,);00CC¢H,COO(CH,)9CH; 89-19-0
phthalate

Di(2-ethylhexyl) DEHP, DOP | C¢H4/COOCH,CH(C,Hs)(CH,);CH;5], | 117-81-7
phthalate

Di(n-octyl) DNOP C¢H4[COO(CH,),CH;], 117-84-0
phthalate

Diisooctyl phthalate | DIOP CsH4[COO(CH,)sCH(CH3),]» 27554-26-3
n-Octyl n-decyl ODP CHj;(CH,);00CC¢H4,COO(CH,)yCHj3 119-07-3
phthalate

Diisononyl DINP C¢H4[COO(CH,)sCH(CHjz), ], 28553-12-0
phthalate

Diisodecyl phthalate | DIDP C¢H4[COO(CH,),CH(CH3),], 26761-40-0
Diundecyl phthalate | DUP C¢Hs[COO(CH,),0CHs], 3648-20-2
Diisoundecyl DIUP C¢Hs[COO(CH,)sCH(CHs),1, 85507-79-5
phthalate

Ditridecyl phthalate | DTDP C¢Hs[COO(CH,),CHs], 119-06-2
Diisotridecyl DIUP C¢H4[COO(CH,),0CH(CHjs),]» 68515-47-9

phthalate
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1.5.2. Fitalatlarin insan ve Cevre Saghgma Etkileri

Fitalatlar ve plastik karistimi  maddeler arasinda kovalent bag
bulunmamasindan dolay1 c¢evreye kolayca yayilirlar. Ayrica dogada kalici
degildirler; biyodegredasyon, fitodegredasyon ve anaerobik degredasyona maruz
birakilirlar. A¢ik havada kentlerde ve kenar mahallelerde kirsal bolgelere oranla

daha yiiksek konsantrasyonda bulunurlar (Pereira and Mapuskar, 2008).

Arastirmalar, bu kimyasalin kullanildig1 her tiirlii maddenin saglik icin risk
olusturdugunu ortaya cikarmistir. Ozellikle gocuklar tarafindan agza alman ve
fitalat iceren eden bazi Uzak Dogu kaynakli oyuncaklarin ithalati Avrupa
Parlamentosu tarafindan yasaklanmigtir. Bunlar agizdan emildikleri zaman
Ostrojenik etki yapip ¢ocugun gelisimine zararli olabilmektedirler. Cocuklarda
kanser ve astima yakalanma riskini artirdig1 ayrica bobrek, karacigere de zararl

oldugunu bilinmektedir (Kovacic and Jacintho, 2001).

Disaridan alinan bu kimyasal madde insandaki hormon sentezi ve salinimini
da bozarak etki gosterebilmektedir. Ornegin bazilari tiroid fonksiyon bozukluguna

sebep olabildikleri gibi 6strojen seviyesinde de dengesizlige neden olabilirler.

Ayrica agiz, cilt ve havadan solunum yoluyla alinabilen fitalatlar 6zellikle
gen¢ kadinlarin idrarinda fazla miktarda olduguna dair ¢alismalar bulunmaktadir.
Bunun nedeni de kozmetikler olarak agiklanmaktadir. Arastirmalar, hamilelik
doneminde fitalat maddesine ¢ok fazla maruz kalan annelerin erkek ¢ocuklarinda
cinsiyet kaymasi olabildigini ortaya ¢ikarmistir (National Toxicology Program,
NTP, 1998). Hamilelikte amnion sivisina karisip, fetiisii etkileme riski de mevcut
olan bu kimyasal, testis gelisim bozukluklara neden olmaktadir. Ayrica
kanserojen etkileri de bilinmektedir (Kovacic and Osuana, 2000; Kovacic et al.,
2009).
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2. MATERYAL VE METOT
2.1. Materyal
2.1.1. Deney Hayvanlar

Bu calisma, Ege Universitesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ nun

onay1 (23.11.2009 tarih ve 2009 - 165 no’lu onay) ile gergeklestirilmistir.

Toksisite calismalarinda, Izmir Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii’
nden temin edilen, seksiiel olgunluga erismis 8-10 haftalik, agirliklar1 15-25 g
arasinda degisen erkek (n=45) ve disi (n=25) Bulb-c albino deney fareleri
kullanilmistir (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Calismada kullanilan Bulb-c albino deney faresi

Hayvanlar ¢alismaya baglamadan 15 giin 6nce deney ortamina alinarak
deneye hazirlanmistir. Fareler kontrol ve deney gruplart icin tesadiifi olarak
secilmis ve 5° erli gruplar seklinde kafeslere yerlestirilmistir. Calisma siiresince
hayvanlar, kenarlar1 sert plastik ve {istiinde celik 1zgara bulunan, deney grubuna
gore isaretlenmis kafeslerde (425 x 266 x 185 mm — taban alani: 800 cm?)
tutulmustur (Sekil 2.2). Laboratuar sicaklign 21+ 1 °C ve nem % 45-75 olarak
diizenlenmistir. 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik periyodu uygulanmistir. Deney
hayvanlarinin beslenmeleri i¢in yeteri kadar standart laboratuar yemi (pellet) ve su

kullanilmistir. Yem ve su giinliik olarak degistirilmistir.
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Sekil 2.2. Deney hayvanlarimin tutuldugu kafesler
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2.1.2. Butil Siklohekzil Fitalat (BCP)
Calismada, Chemical Service Inc. (660 Tawer Lane PO Box 599 Pa
19381 West Chester, USA) sirketinden ticari olarak elde edilen elde edilen Butil

Siklohekzil Fitalat (CAS No: 84-64-0) kullanilmistir. Sekil 2.3’te BCP’ nin

kimyasal yapis1 gosterilmistir.

Sekil 2.3. BCP’nin genel kimyasal yapisi

Fiziko-kimyasal ozellikleri

Molekiil agirhg: : 304,380760 [g/mol]

Molekiil formiilii : CH3(CH;);00CCgH4COOCsH
Yogunlugu :1,076 g/lem™

Bulundugu faz1 ve renk : S1v1 - Renksiz

Erime noktasi : Bilinmiyor

Kaynama noktasi :374 °C

Suda ¢oziiniirliigii : Oldukca az

Kullanim Alanlari

Kullanim alanlar1 arasinda yapiskanlar, tarimsal adjuvanlar, yap1
malzemeleri, tibbi cihazlar, deterjanlar ve siirfanktanlarla, oyuncaklar
yeralmaktadir. Bunlarin haricinde yaglayict kayganlastirict maddelerde, PVC'nin
yumusatilmasinda ve gida maddeleriyle temas halinde olan stre¢ film gibi plastik
malzemelerde bulunurlar. Ayrica siklikla kullanildiklar1 diger alanlar da, plastik
balik yemleri ve boya maddeleri, elektronik cihazlar ve cesitli ev gerecleridir
(6rnegin, banyo perdesi, vinil igerikli kaplamalarla ¢ini, fayans, kiremit gibi

dosemelerde, ambalaj kagitlarinda ve temizlik malzemelerinde). Parfiim, rimel,
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nemlendirici krem, oje, sivi sabun ve sag spreyi gibi kigisel bakim iirlinlerinde de

yer alirlar.

Butil siklohekzil fitalatin memeli tokisisitesi, ekolojik tehlikesi veya kansere
yol ag¢ip agmadigr konusunda herhangi bir bilgi kaynagi bulunmamaktadir
(Material safety and data sheet, 2009).

2.2. Metot

2.2.1. Butil Siklohekzil Fitalat’in Safliginin Test Edilmesi

Toksisite denemelerine gecilmeden Once, ticari olarak elde edilen Butil
siklohekzil fitalat’in saf olup olmadiginin kontrolii i¢in GC-FID kullanilmistir.
Calisma maddemiz olan Butil siklohekzil fitalat’in daha dnceden higbir toksisite
verisi bulunmadigi i¢in ortaya konacak her toksisite verisinin dogrulugunda

maddenin saflig1 6nem tasimaktadir.

Gaz kromatografisi, fiziksel ve kimyasal Ozelliklerdeki farklardan
yararlanarak bir karisimi olusturan bilesiklerin birbirinden ayrilmasidir. Bu,
ylizeyi genis, kat1 bir destek (yatak) lizerinde hareketsiz duran bir faz ile bu faz
iizerinde hareket faz arasinda, ayrilmasi istenen bilesiklerin go¢ etme hizlarinin
farkli olmasindan yararlanilarak yapilir. Ayrilmasi istenen karigim, destek katisi
ve lizerindeki sabit fazla doldurulmus bir kolondan (cam veya metal) gegirilerek
ayirma gergeklestirilir. Ayrilan bilesenler kolonun diger ucunda farkli zamanlarda
cikar ve uygun bir detektorle tespit edilip miktariyla orantili kaydedilir.
Ayrilmanin gerceklestigi kolondan ¢ikan akiskanin toplamina efluenti, bunun
hareketli faza ait kismina eluent ve ayrilmig bilesene ait kismina eluat denir.
(Beyer, 1999).

Gaz kromatografisinde, kolon, yiiksek sicaklikta tutularak ayrilacak
maddeler gaz haline gegirildiginden, kaynama noktast 500 °C ye kadar olan
bilesikler ayrilabilir. Ciinkii bugiin icin ancak bu sicaklifa kadar dayanabilecek
durucu fazlar gelistirilebilmistir. Bu nedenledir ki, gaz kromatografisiyle molekiil

agirligr yaklasik 500’e kadar olan maddeler ayrilabilir.

Calismamizda bu yontemden faydalanarak ticari olarak elde edilen Butil
siklohekzil fitalatin saflik derecesi tespit edilmistir. Bu amagcla 0,15 ml 6rnek, 1,5

ml aseton igerisinde ¢ozlildiikten sonra alev iyonlagtirma dedektorii bulunan gaz
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kromotografisi (GC-FID) cihazina 1 pl hacimde enjekte edilmistir. Cizelge 2.1°de

cihazin ¢aligma sartlar1 verilmistir.

Cizelge 2.1. GC- FID cihazinin 6zellikleri

Cihaz Thermo GC Ultra
Kolon HP-5

Boy 30 m

ID 0,25 pm
Baslangi¢ Basinci 0,5 psi
Dolgu Maddesi Kalinlig1 0,320 nm
Tastyict Gaz N,

Baslangi¢ Akis Hizi 0,7 ml/dak
Seyreltme Orani 1:100
Dedektor FID
Dedektor Sicakligi 200 °C
Enjeksiyon Hacmi 0,1 pl
Enjeksiyon Sicakligi 200 °C
Baslangig¢ Sicaklig 40 °C
Baslangi¢ Bekleme Siiresi 5,00 dak
Isitma Hiz1 10.00 °C/dak
Final Sicakligi 280 °C

Final Bekleme Siiresi 5,00 dak
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2.2.2. Akut Toksisite Testi

Akut Toksisite belirlenmesinde klasik LDsy testi kullanilmistir (OECD
guideline 401). Bir maddenin toksik 06zelliginin belirlenmesinde LDs, tayini
yoluyla akut toksisitenin dl¢iilmesi ilk basamagi olusturmaktadir (Environmental
Protection Agency, 1988). Klasik LDsy testi, test havyanlarinin % 50’ sini
oldiirecek madde dozunun belirlenmesinde kullanilan testtir. (Food and Drug
Administration, 1988).

Hesaplanan konsantrasyonda (1000, 2000 ve 5000 mg/kg) hazirlanan BCP
farelere oral yolla verilmistir. Denemede 4 doz grubu (her bir grupta 10 fare; 5
erkek ve 5 disi) ve bir kontrol grubu kullamlmustir. Ik 48 saat boyunca mortalite
izlenmig ve caligmada grup bagina gozlenen 6liim sayisi kaydedilmistir. Deneme
sonunda elde edilen veriler SPSS 10.0 analiz programi kullanilarak probit

analizine tabi tutulmus ve LDsy degeri hesaplanmustur.
2.2.3. Subakut Toksisite Testi

Subakut toksisite denemesinde deneysel dizayn olarak OECD Guideline
408’ kullanilmistir. Calismada 6-8 haftalik (15-25 g agirliginda) erkek (n= 20)
albino fareler (Mus musculus) kullanilmistir. Deneme gruplart 3 doz grubu (her
bir grupta 5 erkek fare) ve bir kontrol grubundan (n=5) olusmustur.
Konsantrasyonlar hesaplanirken akut toksisite testi sonucunda hesaplanan LDsy’

nin yaklasik 1/20” si, 1/10” u ve 1/5” i alinmustir.

Uygulamadan 15 giin once laboratuvara getirilen hayvanlarin ortama
alismalar1 saglanmig, saglik taramalar1 gerceklestirilmistir. Ortalama agirliklar
birbirlerine yakin, her kafeste 5’er fare olacak sekilde diizenlenmistir (Sekil 2.4).
Hesaplanan konsantrasyonlarda hazirlanan BCP, 28 giin boyunca her giin ayni
saatte farelere oral olarak uygulanmistir. Kontrol gruba ise, 28 giin boyunca serum
fizyolojik oral uygulamasi yapilmistir (0,1 ml serum fizyolojik/ fare). Hayvanlara

standart laboratuvar pellet yemi ile birlikte yeteri kadar su verilmistir.

BCP uygulamasi yapilirken (haftalik olarak) ve uygulama tamamlandiktan
sonra fareler tartilmistir. Uygulama tamamlandiktan sonra ketamin + xylazin ile
(0,10 mg/kg Ketalar® + 0,02 mg/kg Rompun®, i.p.) anestezi altinda yaklasik her
fareden 0,7- 1,0 ml kan alinmistir. Kan alinimi sonrasinda farelerin her iki cauda

epididimisi ¢ikartilarak tartilmis ve sperm sayimi i¢in kullanilmistir (Oishi, 2002;
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Yang et al., 2005). Ayrica farelerin testisleri ¢ikarilmis ve %4 paraformaldehit

icerisinde tespit edilerek histolojik inceleme i¢in preparatlar hazirlanmistir.

2.2.3.1. Sperm Sayimi

Erkek fareler anestezi altinda disekte edilerek cauda epididimis ve vasa
deferensi ¢ikarilmistir. Dokular temiz bir bezin iistiine konularak watchmakers
forceps yardimiyla miimkiin oldugu kadar yag dokusu ve damarlardan
temizlenmigtir. Cauda epididimis’in yiizeyi 0,5 ml’lik bir insiilin ignesiyle
kesilmis ve sperm eldesi i¢cin doku dikkatlice palpe edilmistir. Cimbiz vaz
deferens boyunca siiriiliip gegirilerek spermler disart ¢ikarilmis ve lama yayilarak

boyamaya yapilmistir.

Diff Quick Boyama: Lamlar, 5 dakika %70’lik Alkol, 5 dakika Eozin
Boyama Soliisyonu ve 5 dakika Hematoksilen Boyama Sollisyonundan gegirilmis,

10x100 liik biiyiitme altinda immersion yag: kullamlarak fotograflanmistir.

200 mg/ kg
ERKEK

100mg/ kg |

Sekil 2.4. Doz gruplarina gore ayrilmis deney hayvanlari ve kafes sistemi
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2.2.3.2. Histopatolojik Yontem

Boyama Oncesi Islemler:

1. Alinan 6rnekler % 4’°liik Paraformaldehit igerisinde 1 gece bekletilmistir. Daha

sonra asagidaki uygulamalar sirastyla gerceklestirilmistir.
Akarsuda 1 gece bekletme
%80’lik Alkolde 2 saat bekletme
% 95°lik Alkolde 2 saat bekletme
% 95°lik Alkolde 4 saat bekletme
% 95’lik Alkol ¢ozeltisinde 1 gece bekletme
% 100’lik Alkol igerisinde 2 saat bekletme
%100’lik Alkol igerisinde 2 saat bekletme
%100’lik Alkol igerisinde 2 saat bekletme

Alkolden gikartilan 6rnekler havada kurutmaya birakilmistir.

2. Kuruyan o6rnekler, seffaflasana kadar 30 dk’ lik 3 defa Xylol’den gegirilmistir.

Parafine koyulan 6rnekler, 58 C*’lik etiivde 1 gece bekletilmistir.
Parafin yenilenmis ve 2 saat beklenmistir.
Tekrar parafin yenilenmis ve 2 saat beklenmistir.

Son islem olarak ornekler parafine gomulmiistiir.

3. Buzdolabinda donmaya birakilan 6rnekler kesim igin ¢ikarilmis ve asagidaki

islemler uygulanmistir:
Bloklar traglanmistir (trimleme).
Bloklar sirastyla mikrotoma yerlestirilmistir.
Kesit alindiktan sonra lamlara alinan 6rnekler havada kurutulmustur.
Boyama 6ncesi 58 C”’lik etiivde 1.5 saat tutulmugtur.

Hemotoksilen — Eozin Boyama:

Etiivden ¢ikarilan 6rnekler Xylol i¢erisine konmustur.
58 C*’lik etiivde 20 dakika beklenmistir.

Xylol’den ¢ikarilip havada kurutulmaya birakilmistir.
% 100’lik Alkol igerisinde 2 dakika

% 100’lik Alkol igerisinde 2 dakika

% 95’lik Alkol igerisinde 2 dakika

%80’lik Alkol icerisinde 2 dakika

Distile suda 5 dakika

Hemotoksilen boyasinda 2.5 dakika

Akar sudan gegirme 5 dakika

Asit Alkol igerisinde pembe renk olusana kadar bekletilmistir.
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Akar sudan gegirilmistir.

Amonyakli suda mor renk olana kadar bekletilmistir.
Akar sudan gegirilmistir.

Distile suda 5 dakika bekletilmistir.

Kurutmaya birakilmistir.

Eozin boyasinda 2.5— 3 dakika bekletilmistir.

% 95°lik Alkol igerisinde 2 dakika bekletilmigtir.
% 100’lik Alkol igerisinde 2 dakika bekletilmistir.
% 100’lik Alkol igerisinde 2 dakika bekletilmistir.
Kurutmaya birakilmistir.

Xylol igerisinde 3 kez 10’ar dakika bekletilmistir.
Havada kurutmaya birakilmistir.

Entellan ile lamel kapatilip 10 giin beklenmistir.

2.2.3.3. Testiste Lipit Peroksidavonu Belirlenmesi

Lipit peroksidasyonu membran fosfolipidlerinin, spontan olarak veya
oksidan metabolitlerine maruziyet sonucu oksitlenmesi ve peroksit tiirevlerine
doniismesidir. Serbest radikallere bagli gelisen hasarin tespitinde onemli bir
gostergedir.  Lipit  peroksidasyonu; membran  akigkanliginda  azalma,
fonksiyonlarinda  bozulma, membran reseptorlerinin  ve enzimlerinin
inaktivasyonu, membran permeabilitesinin artis1 ve Ozellikle hiicre iginde
kalsiyum iyon seviyelerinde artisa neden olarak hiicrenin yapisal ve fonksiyonel
ozelliklerini bozar. Lipit peroksidasyonunun siddeti peroksidasyon sonucu olusan
malondialdehitin (MDA) miktarinin saptanmasi ile tayin edilmektedir (Ji et al.,
2010).

Calisma materyalimiz olan Butil siklohekzil fitalatin reprodiiktif sistem
organlarindan testiste membran lipitlerindeki etkisini belirlenmek amaciyla lipit
peroksidasyonunun gdostergesi olan malondialdehit (MDA) diizeyinin tespiti igin
tiyobarbiturik asit metodu kullanilmistir (Janero, 1990).

Bu amagcla % 1°lik TCA (Trikloroasetik asit) homojenizasyon tamponu ile
icinde % 20’lik TCA ve % 5’lik TBA’ nin (2-Thiobarbiitrik asit) yer aldigi
reaksiyon karisimi hazirlanmistir. Disseksiyon sonrasi elde edilen testisler
gruplarima gore ayrilmis ve tartilmiglardir. 0,5 gr. testis Ornegi 2,5 ml
homojenizasyon tamponu ile karistirilmis ve 1000 rpm’de 5 dk. santrifiij

edilmistir. Bu islem sonrasinda 250 pl siipernatant alinmig, 1 ml reaksiyon
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karigimi eklenmistir. 95°C’de sicak su banyosunda 30 dk beklemenin ardindan,
ornekler sogutulmus 1000 rpm’de 15 dk santrifiij gergeklestirilmistir. MDA
konsantrasyonu 532 nm ve 600 nm’de dlcililen absorbans degerlerine gore
hesaplanmistir. 600 nm’de Olglilen spesifik olmayan turbiditedir ve 532 nm’de
Olciilen absorbanstan c¢ikartilarak gercek MDA miktar1 belirlenmistir. MDA

miktar1 hesaplanirken ekstinksiyon katsayis1 155 mM'cm™ kullanilmustir.
2.2.4. Istatistiksel Degerlendirme

Calismadaki istatistiksel degerlendirmeler SPSS for Windows 10.0
istatistiksel analiz programi kullanilarak yapilmigtir. Deney sonunda biitiin
gruplardaki farelere ait total agirlik, organ agirliklarinin ortalamalar1 ve organ
agirligi/total viicut agirlig1 oranlar1 hesaplanarak, sonuglar varyans analizi (One-
Way ANOVA) ile kontrole gore karsilastirilmistir. MDA  igeriginin
degerlendirilmesinde de, farkli konsantrasyon gruplart kontrol grubu ile
karsilagtirilmak iizere yapilan varyans analizi ile gruplar arasinda farklilik olup
olmadig1 saptanmustir. Istatistiksel agidan 6nem kontrolii p< 0.05 seviyelerinde,

kontrol grubu ile uygulama gruplari arasinda yapilmistir.
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3. SONUCLAR

3.1. Butil Siklohekzil Fitalat’in Saflik Kontrolii

GC-FID ile Butil Siklohekzil Fitalatin saflig1 %100 oraninda dogrulanmas,
elde edilen kromotogramlar sekil 3.1°de verilmistir.

Wi T Aseton

BCP

II\“M-____ S ~] II"\% J\_ﬁq_

m ! = m ]

Sekil 3.1. Cozgen olarak asetonun kullanildigi BCP’nin kromotogrami
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3.2. Invivo Toksisite Denemeleri Sonugclari

3.2.1. Akut Toksisite Testi Sonucu

Butil siklohekzil fitalatin disi ve erkek deney fareleri iizerinde yapilan oral
akut toksisite testi sonucunda oral LDsy degeri belirlenmistir. Kontrol gruba serum
fizyolojik olmak tizere 1000, 2000 ve 5000 mg/kg dozlarda hazirlanan BCP
fareler oral olarak uygulanmis, 24 ve 48 saat sora hayvanlarda Sliim oranlar
kaydedilmistir (Cizelge 3.1). Deneme sonunda 24 ve 48 saatteki 6liim oraninda
bir degisme olmamustir. Yapilan probit analiz sonucunda Butil siklohekzil fitalatin

oral LDs degeri 1931 mg/kg olarak belirlenmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.1. Uygulama sonrasi 6liim orani

Uygulanan Doz Total Fare Olen Fare Kalan Fare
Sayisi Sayisi Sayisi
Kontrol 10 0 10
1000 mg/kg 10 0 10
2000 mg/kg 10 6 4
5000 mg/kg 10 10 0

Cizelge 3.2. Probit analizi sonucu BCP’nin LDs, degeri

Saat Letal Doz (mg/kg)
LDlO LD50 LD‘)O
24 1583 1931 2279

Butil siklohekzil fitalatin Diinya Saghk Orgiiti (WHO: World Health
Organisation) ve Cevre Koruma Ajansi (EPA: Environmental Protection Agency)
tarafindan akut toksisite dikkate alinarak yapilan toksisite siniflandirmasina gore;
toksisite sinifi WHO II ve EPA III diir. Bu degerler Butil siklohekzil fitalatin oral

olarak alindiginda orta derece zehirli oldugunu gostermektedir.
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3.2.2. Subakut Toksisite Testi Sonuclari

Calismaya 20 fare ile baglanmis (15 fare deneme grubu ve 5 fare kontrol
grubunda), caligsma sirasinda 1 fare 6lmiis ve ¢alisma 19 fare ile tamamlanmstir.
Deney gruplarina gore farelerin dagilimi ve dlim %’ si Cizelge 3.3’ de

goriilmektedir.

Butil siklohekzil fitalatin uygulamasini takiben 6zellikle yiiksek dozlar (200
ve 400 mg/kg doz gruplarinda) uygulanan farelerde genellikle tiiylerin dokiilmesi

seklinde tiiy problemi yasanmaya baglamistir.

Cizelge 3.3. Calisma sonunda deney gruplarina gore farelerin dagilimi

Uygulama Gruplar Baslangi¢ Bitis Fare Oliim
Fare Sayisi Sayisi %’ si
Kontrol 5 5 0
100 mg/kg BCP 5 5 0
200 mg/kg BCP 5 5 0
400 mg/kg BCP 5 4 20
TOPLAM 20 19 5

3.2.2.1. Total Viicut ve Organ Agirhklari ile ilgili Bulgular

Calisma sonunda fareler tartilmis, anestezi altina alinmis ve disekte edilen
farelerden c¢ikarilan testis ve cauda epididimisler yikanmis ve tartilmistir.
Farelerin total agirliklar1 Cizelge 3.4 ve organlarin ortalama agirliklari, rolatif

organ agirliklar1 ve standart hatalar1 Cizelge 3.5 de goriilmektedir.

Deneme sonunda, BCP’ nin farkli dozlar1 uygulanan erkek farelerin final
total viicut agirliklari, kontrole oranla ve baslangi¢ agirliklarina oranla herhangi
degisiklik gostermemistir. Yine kontrol ile karsilastirildiginda fare testis
agirliklarinda ve rolatif testis agirliklarinda 6nemli bir degisme bulunmamistir
(Cizelge 3.5). Aym sekilde kontrol ile karsilastirildiginda cauda epididimis
agirliklarinda ve rolatif cauda epididimis agirliklarinda da 6nemli bir fark

bulunmamustir.
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Cizelge 3.4. Erkek farelerin total viicut agirlig1 ortalamalar1 ve standart sapmalart

Uygulama Total viicut agirhg (g)
Gruplari (ort £SS)
0.giin 7.giin 14.giin 21.giin 28.giin
Kontrol 19,4 +4,56 21,6 +4.39 232+£3,03 | 258+228 29,2 +2,58
100 mg/kg 21,8+4,14 23,8 +£4,91 252+342 | 272+1,92 274 +2,19
200 mg/kg 22,6 £2,96 23,0 £ 4,69 25,6 £5,36 | 27,0+5,19 26,8 + 4,54
400 mg/kg 22,4 +427 25,0 £ 2,64 26,0+4,69 | 28,4+4,03 27,6 +3,28

Cizelge 3.5. Erkek farelerin testis, cauda epididimis ve rélatif organ agirliklari ortalamalari (g) ve

standart sapmalar1

Rélatif Cauda

Grup Testis agirhgi Rolatif Testis | Cauda Epididimis epididimis

(ort £ SS) agirhg agirhgi (ort £ SS) agirhg

(ort £SS) (ort £SS)
Kontrol 0,176 + 0,035 0,0060 = 0,0011 0,072 £ 0,017 0,0025 £ 0,0008
100 mg/kg 0,172 + 0,033 0,0063 = 0,0012 0,076 £ 0,016 0,0028 + 0,0007
200 mg/kg 0,168 + 0,030 0,0062 = 0,0008 0,108 + 0,038 0,0041 +0,0016
400 mg/kg 0,160 + 0,031 0,0058 = 0,0009 0,104 + 0,032 0,0038 +0,0015

3.2.2.2. Sperm Sayimu ile ilgili Bulgular

BCP’ nin sperm sayist ve morfolojisinde olumsuzluklar olusturdugu

belirlenmistir. Her deneme grubudan hazirlanan preparatlarda 100’er sperm

hiicresi sayilarak Kruger Morfoloji Kriterlerine gore elde edilen veriler Sekil 3.2,

3.3,3.4 ve 3.5° de ve Cizelge 3.6 da goriilmektedir. Uygulanan doza bagli olarak

sperm morfolojisinde ortaya c¢ikan anomalilerin sayisi da artis gostermistir.

Bununla birlikte kontrol grubunda 17 sperm hiicresi fertilite yetenegine sahip

normal morfolojide iken, 100 mg/kg uygulama grubunda 3 sperm hiicresi, 200

mg/kg uygulama grubunda 3 sperm hiicresi ve 400 mg/kg uygulama grubunda ise

yalnizca 2 sperm hiicresi fertilite yetenegine

sahip normal morfolojide

saptanmustir. Diger gruplardan farkli olarak 400 mg/kg uygulanan grupta yogun

aggliitinasyon bulgular1 saptanmustir.
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Sekil 3.2. Kontrol grubunun sperm morfolojisi

Sekil 3.3. 100 mg/kg doz uygulanan grubun sperm morfolojisi

Sekil 3.4. 200 mg/kg doz uygulanan grubun sperm morfolojisi

Sekil 3.5. 400 mg/kg doz uygulanan grubun sperm morfolojisi
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Cizelge 3.6. Sperm Morfolojik Anomalileri

Sperm Anomalileri

Grup Bas Anomalileri Diger Anomaliler Toplam
Biiyiik | Kiicik | 1ki | Kuyruk | Boyun | Droplet | Serbest | Bas | Anomali
Kkafa Sayisi
Kontrol 12 2 4 0 46 6 2 6 78
100mg/kg 27 4 4 0 61 7 4 13 120
200mg/kg 23 4 5 0 55 7 12 32 138
400mg/kg 22 4 4 0 66 11 32 29 168

3.2.2.3. Testis Histopatolojik Bulgulari

Kontrol grubundan elde edilen testis dokusu 151k mikroskopik goriintiileri
Sekil 3.6° da goriilmektedir. Kontrol grubu farelerdeki tubuli seminiferi contorti
ve spermatojenik hiicre serileri normal histolojik gériiniimdedir. 100 mg/kg BCP
uygulanan gruptan elde edilen testis dokusu 151k mikroskopik goriintiileri Sekil
3.7 de goriilmektedir. Bu grupta intersitisyum normal goriiliirken, seminifer
tubuller icerisinde bulunan spermatojenik seri hiicreleri arasinda 6dem ve hiicresel
ayrigmalar dikkati ¢ekmektedir. Ayrica, seminifer tiibiil lumeni icinde spermler

disinda spermatojenik seri hiicre dokiintiilerine rastlanmaktadir.

200 mg/kg BCP uygulanan gruptan elde edilen testis dokusu 1sik
mikroskopik gorlintiileri Sekil 3.8 de goriilmektedir. Kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda, bu grupta intersitisyal ve intratiibiiler 6dem goriiliirken,
spermatojenik seri hiicreleri arasinda hiicresel ayrismalar dikkati ¢ekmektedir.
Spermatojenik seri hiicre dokiintiilerine seminifer tiibiill lumeni iginde
rastlanmaktadir. 400 mg/kg BCP uygulanan gruptan elde edilen testis dokusu 151k
mikroskopik goriintiileri Sekil 3.9 da goriilmektedir. 400 mg/kg BCP uygulanan
grupta yaygin intersitisyal ve intratiibiiler 6dem ve spermatojenik seri hiicreleri
arasinda hiicresel ayrigmalar dikkati c¢ekmektedir. Seminifer tiibiillerde
deformasyonlar ve buna bagh olarak dejenerasyonlar izlenmektedir. Intersitisyel
bag dokusunda kapillar damarlarda dolgunluk goriilmektedir. Spermatojenik seri
hiicre dokiintiilerine seminifer tiibiil lumeni i¢inde rastlanmaktadir. Baz tiibiiller

tamamen bosalmis durumda gozlenmektedir.
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Sekil 3.6. Kontrol grubuna ait fare testis kesiti. Seminifer tiibiillerdeki (t) spermatojenik seri
hiicreleri (X) normal gériiniimdedir. Seminifer tiibiil lumeni (L) agik ve interstisyum (i) ve Leydig
hiicreleri (ok) normal histolojik yapidadir. (A: 20x, B: 40x, H&E).



Sekil 3.7. 100 mg/kg BCP uygulanan grupta; intersitisyum (I) normal gériiliirken, seminifer
tubuller (t) igerisinde bulunan spermatojenik seri hiicreleri (X) arasinda 6dem ve hiicresel
ayrigsmalar dikkati ¢ekmektedir. Ayrica, seminifer tiibiil lumeni (L) i¢inde spermler diginda
spermatojenik seri hiicre dokiintiilerine rastlanmaktadir (A: 20x, B: 40x, H&E).



Sekil 3.8. 200 mg/kg BCP uygulanan grupta; intersitisyal (1) ve intratiibiiler dem (o) gériiliirken,
spermatojenik seri hiicreleri (X) arasinda hiicresel ayrismalar dikkati ¢ekmektedir. Spermatojenik
seri hiicre dokiintiilerine seminifer tiibiil lumeni (L) i¢inde rastlanmaktadir (A: 20x, B: 40x, H&E).
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Sekil 3.9. 400 mg/kg BCP uygulanan grupta; yaygin intersitisyal ve intratiibiiler 6dem (o) ve
spermatojenik seri hiicreleri (X) arasinda hiicresel ayrismalar dikkati ¢ekmektedir. Seminifer
tiibiillerde deformasyonlar ve buna bagl olarak dejenerasyonlar izlenmektedir. Intersitisyel bag
dokusunda kapillar damarlarda (ok) dolgunluk goriilmektedir. Spermatojenik seri hiicre
dokiintiilerine seminifer tiibiil lumeni (L) iginde rastlanmaktadir. Bazi tiibiiller tamamen bosalmis
durumda goézlenmektedir (X) (A: 20x, B: 40x, H&E).
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3.2.2.4. Testiste Lipit Peroksidayonu Bulgulari

Testisde yapilan MDA tayini sonuglart Sekil 3.10°da goriilmektedir.
Yapilan varyans analizi sonucunda farkli dozlarda BCP uygulanan farelerin
testislerinde hesaplanan MDA miktarinda kontrole gdre herhangi bir farklilik
belirlenmemistir (p>0.05).Bu da BCP’ nin testiste lipit peroksidasyonuna sebep

olmadigini géstermektedir.
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MDA igerigi (nmolgFW-1)

Kontrol 100 mg/kg 200 mg/kg 400 mg/kg

Sekil 3.10. Testiste farkli doz uygulamalarinda MDA miktarinin hesaplanmasi
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4. TARTISMA

Cevremizde biyolojik etkileri heniiz tamamen bilinmeyen bir¢ok sentetik
madde bulunmaktadir. Bu maddeler gerek yaban hayati ve gerekse insanlar
iizerinde reprodiiksiyon ve diger endokrin diizenleyici fonksiyonlar1 bakimindan
dikkat cekmektedir. Bunlardan biri olan fitalatlar, genellikle plastiklere eklenerek
sert plastik olan polivinilkloriti (PVC) esnek plastige cevirmede kullanilirlar.
Farmasotik ilaglarin i¢ kaplamalarinda, besin maddelerinin viskozitesini ayarlayan
maddelerde, jellestirici ajanlarda, stabilizatorlerde, seyrelticilerde, yaglayici-
kayganlastirict maddelerde, tutkallarda, emiilsifiye ajanlarda, siispansiyon halinde
tutacak maddelerde, gida maddeleriyle temas halinde olan stre¢ film gibi plastik
malzemelerde, oyuncaklarda ve siit iirinlerinde bulunabilen, ¢ok genis kullanim
alan1 olan zehirli kimyasal maddelerdir. Bu nedenle insanlar fitalatlara oral,
dermal ve inhalasyon yollar1 ile maruz kalmaktadirlar (Koch et al., 2006;
Wormuth et al., 2006). Fitalatlar viicutta 6zellikle bagirsaklarda ve bir¢ok dokuda
hizla esterazlar tarafindan hidrolize edilerek daha aktif bir molekiil olan
monoestere doniisiirler (Latini, 2005). Yapilan calismalarda monoester formun
diester formdan daha toksik oldugu ortaya konmustur. Bir¢ok endokrin bozucu
bilesik ¢evrede kalict olup yagda birikme egilimi gosterirken fitalatlarin yari
Oomiirleri viicutta 36 saatten daha fazla degildir. Bu nedenle fitalatlar ¢evrede

yayin olarak bulunan ve insanlarin ¢ok fazla etkilendigi kimyasallardir.

Yasamimizi kolaylastirmak icin iiretilen ancak biyolojik etkileri heniiz
bilinmeyen bir¢cok sentetik maddeden biri olan fitalatlarla gerekli deneylerin
yapilmasi insan sagligi ve ¢evreye olan etkileri bakimindan 6nem tasimaktadir.
Birgok fitalat giinlimiize kadar ¢alisilmis olup reprodiiktif sistem 6zellikle de testis
ve adrenal bez iizerine toksik etkileri ¢esitli arastiricilar tarafindan belirlenmistir
(Harris et al., 1997; Ferrara et al., 2006; Park and Choi, 2007; Adamsson et al.,
2009; Habert et al., 2009; Kwack et al., 2009; Lambrot et al., 2009; Bonde, 2010;
Erkekoglu et al., 2010; Hannas et al., 2010; Webstera et al., 2010). Bu ¢alismada
ise, daha Once hi¢bir toksikolojik verisi ortaya konmamig bir fitalat olan butil
siklohekzil fitalatin (BCP) erkek reprodiiktif sistemi iizerindeki toksik etkileri

ortaya konmustur.

Test materyalinin saflii ¢alismamizda Onemli oldugundan toksisite
denemelerine gecilmeden once GC-FID cihazi ile madde analiz edilmis ve
calismada kullanilan Butil siklohekzil fitalatin % 100 oraninda saf oldugu tespit

edilmisgtir.
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In vivo toksisite denemelerinin basinda LDsy degerini ve subakut toksisite
icin doz araliklarini belirlemek amaciyla akut toksisite testi gerceklestirilmistir.
Bilindigi gibi birgok kimyasal madde uygun yol ve uygun dozda canli
organizmaya verildiginde zararli etki meydana getirme kapasitesine sahiptir.
Kimyasal maddenin bir etki meydana getirebilmesi igin Oncelikle viicuda
alinmasi, absorbe olmasi ve belirli bir zaman diliminin ge¢mesi gerekmektedir.
Cevre Koruma Ajansi (EPA: Environmental Protection Agency)’ na gore bir
maddenin toksik 6zelliginin belirlenmesinde deney hayvanlarinin % 50’sini
oldiiren dozun bulunmasi yoluyla akut toksisitesinin Olgiilmesi ilk basamagi
olusturmaktadir. Bu amagla 48 saat sonunda dlen fare sayisina gére BCP’ nin oral
LDso degeri 1931 mg/kg olarak belirlenmistir. Butil siklohekzil fitalatin Diinya
Saglik Orgiitii (WHO: World Health Organisation) ve Cevre Koruma Ajansi
tarafindan akut toksisite dikkate alinarak yapilan toksisite siniflandirmasina gore;
toksisite sinift WHO 1II ve EPA 111 diir. Bu degerler Butil siklohekzil fitalatin oral
olarak alindiginda orta derece zehirli oldugunu gostermektedir. BCP’ 1n kullanim
alanlaria benzer olarak birgok kozmetik ve kisisel bakim iiriiniiniin i¢erisinde yer
alan DEP (dietil fitalat) ile gerceklestirilen bir ¢alismada ise farelerde oral LDs
degerinin 1-31 g/kg seklinde oldugu hesaplanmistir (Api, 2001). Bu da genel

olarak fitalatlarin oral olarak alindiginda ¢ok zehirli olmadigini géstermektedir.

Calismamizda, reprodiiktif sistem {izerine etkilerinin belirlenmesi amaciyla
BCP’ nin daha uzun siireli uygulanmasin1 kapsayan subakut toksisite denemesi
gergeklestirilmistir. Bunun i¢in BCP’ nin akut toksisite testinden elde ettigimiz
LDsy degerinin yaklasik 1/5, 1/10 ve 1/20 oranlart OECD Guideline 408’e gore
toplam 20 erkek fareye 28 giin boyunca oral yoldan verilmistir. Siire sonunda
hayvanlar BCP’ nin reprodiiktif sisteme olasi toksik etkileri bakimindan

degerlendirilmistir.

Toksisite denemelerinde; organ agirliklar1 ve rdlatif organ agirliklart (organ
agirligi/total viicut agirhigi), organ toksisitesini degerlendirmede kullanilan 6nemli
kriterlerdendir (Timbrell, 2000; Crissman et al., 2004). Cesitli arastiricilar
tarafindan ksenobiyotiklerin testis lizerindeki etkilerini saptamada; organ agirligi
ve histopatolojik inceleme metotlarinin, serum hormon seviyeleri veya sperm
inceleme metodlarindan daha kolay ve daha etkili oldugu bildirilmistir (Okazaki
et al., 2001; Crissman et al., 2004). Calismamiz sonunda, BCP’ nin farkli dozlar1
uygulanan farelerin final total viicut agirliklari, kontrole oranla ve baslangig
agirliklarina oranla herhangi degisiklik gdstermemistir. Yine tiim uygulama

gruplarinda bulunan fareler, testis ve cauda epididimis agirliklar1 bakimindan ve



36

rolatif organ agirligi bakimindan kontrole gore ve kendi aralarinda herhangi bir
onemli farklilik gostermemistir. DEHP, DBP, BBP, DIDP, DINP ve MEHP gibi
fitalatlarin uygulandigi hayvanlarla yapilan bir calismada; rolatif testis
agirliklarinin yalnizca DEHP, DBP ve MEHP uygulanmis hayvanlarda 6nemli
derecede azaldig, diger fitalatlarin uygulandigi hayvanlarda herhangi bir degisime
sebep olmadigi belirlenmistir (Kwack et al., 2009). Anne karninda DINP (Di-
isononylphthalate) a maruz kalan farelerin testislerinde de kiigiilmeler ve atrofi
bulgular1 kaydedilmistir (Adamsson et.al, 2009). Bu sonuclar farkli fitalalarin
organ agirliklar1 tizerinde farkli sonuglar olusturdugunu ortaya koymaktadir.
Bununla birlikte bir ¢ok fitalat tiirlinliin ¢esitli organlara zarar verdigi cesitli

arastiricilar tarafindan ortaya konmustur (Ravenzwaay et al., 2010).

Memelilerde sperm olusumu spermatojenik hiicre serilerinin faaliyetleri
sonucu meydana gelmektedir. Kimyasallar nedeniyle bu hiicre dizileri, kismen
veya tamamen dejenerasyona ugrayabilmektedir ve lireme sistemine etkili bir¢ok
kimyasal bilinmektedir. Sperm {iretim siireci bir¢ok basamakta gergeklesmektedir
ve bu siireglere katilan hiicre dizilerinden herhangi birisinde meydana gelecek
bozulmalar tiim siireci etkileyebilmektedir. Sperm liretme kapasitesi seminifer
tiibiillerdeki Sertoli hiicre sayisina baghidir (Orth et al., 1988) ve her bir sertoli
hiicresi sinirli sayida germ hiicresini destekleyebilmektedir (Ruseel and Peterson,
1984). Bu hiicrelerin dejenere olmasi sperm sayisina dogrudan etki etmektedir.
Calismamizda BCP’ nin sperm sayisi ve morfolojisinde olumsuzluklar
olusturdugu belirlenmistir. Uygulanan doza bagli olarak sperm morfolojisinde
ortaya ¢ikan anomalilerin sayist da artis gostermistir (Kontrol’ de 78, 100 mg/kg
uygulanan grupta 120, 200 mg/kg uygulanan grupta 138, 400 mg/kg uygulanan
grupta 168 anormal sperm). Bununla birlikte, kontrol grubunda 17 sperm hiicresi
fertilite yetenegine sahip normal morfolojide iken, 100 mg/kg uygulama grubunda
3 sperm hiicresi, 200 mg/kg uygulama grubunda 3 sperm hiicresi ve 400 mg/kg
uygulama grubunda ise yalnizca 2 sperm hiicresi fertilite yetenegine sahip normal
morfolojide saptanmistir. Bu sonuclar BCP’ nin sperm morfolojisinde anomalilere
sebep olmasinin yaninda sperm fertiltesinde de azalmaya sebep oldugunu
gostermektedir. Yine DEHP, DBP, BBP, DIDP, DINP ve MEHP gibi fitalatlarin
28 giin boyunca uygulandig1i hayvanlarla yapilan bir ¢alismada; sonuglarimizi
destekler sekilde sperm sayisinda ve canliliginda kontrole oranla 6nemli bir
azalmanin oldugu ortaya konmustur (Kwack et al., 2009). Ayrica butil benzil
fitalat (BBP) 1n rat testis boyutu ve sperm liretimi tizerine advers etkileri Harris et
al., (1997) tarafindan da gosterilmistir.
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Calismamizda 100 mg/kg BCP uygulanan grupta intersitisyum normal
goriiliirken, seminifer tiibiiller igerisinde bulunan spermatojenik seri hiicreleri
arasinda 0dem ve hiicresel ayrismalar dikkati ¢ekmistir. Ayrica, seminifer tiibiil
limeni iginde spermler disinda spermatojenik seri hiicre dokiintiilerine
rastlanmigstir. 200 mg/kg BCP uygulanan grupta intersitisyal ve intratiibiiler 6dem
goriiliirken, spermatojenik seri hiicreleri arasinda hiicresel ayrigmalar dikkati
cekmistir. Spermatojenik seri hiicre dokiintiilerine seminifer tiibiil lumeni iginde
rastlanmaktadir. 400 mg/kg BCP uygulanan grupta ise yaygin intersitisyal ve
intratiibiiler 6dem ve spermatojenik seri hiicreleri arasinda hiicresel ayrigmalar
dikkati ¢cekmektedir. Seminifer tiibiillerde deformasyonlar ve buna bagli olarak
dejenerasyonlar izlenmektedir. Intersitisyel bag dokusunda kapillar damarlarda
dolgunluk goriilmektedir. Spermatojenik seri hiicre dokiintiilerine seminifer tiibiil
lumeni iginde rastlanmaktadir. Bazi tiibiiller tamamen bosalmis durumda
gozlenmektedir. Sonuglarimizi destekler sekilde Hess ve Nakai (2000), Foley
(2001) ve Creasy (2001) tarafindan da toksik madde etkisiyle germ hiicrelerinin
tibiiler liimene dokiildigli bildirilmistir. Bu dokiilmenin, kimyasalin sertoli
hiicrelerinin mikrotiibiilleri veya intermediat filamentleri iizerindeki etkilerinden
kaynaklandig1 bildirilmistir (Hess and Nakai, 2000). Yine valide organ kiiltiir
sisteminde insan fetal testisinin gelisimi iizerine MEHP (mono-2-ethylhexyl
phthalate)’ in etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada MEHP’ in insanlarda erkek
fetal germ hiicre hatlarinin gelisimini bozdugu ortaya konmustur (Lambrot et al.,
2006, 2007).

Fitalatlar rodentlerde Sertoli hiicre toksikanti olarak da bilinmektedir ve
yapilan bazi ¢alismalarda sertoli hiicre sayisi ve proliferasyonunda azalmalar
rapor edilmigtir (Hutchison et al. 2008; Li and Kim 2003; Li et al. 2000). MEHP
sertoli hiicrelerinde proliferasyonu ya da apoptozis oranini etkilememekle birlikte
fetal leydig hiicreleri tlizerinde direk etkili bir fitalattir. Fitalatlarin asil etkileri
testosteron Uretiminin baskilanmasi, anormal Leydig hiicre agregasyonu ve
intratubular Leydig hiicrelerinin varligi seklindedir (Culty et al., 2008; Fisher et
al., 2003; Parks et al., 2000). Calismamizda BCP’ nin Leydig hiicrelerinde
herhangi bir histopatolojik anomaliye sebep olmadigi belirlenmekle birlikte
testosteron liretimini baskilayip baskilamayacagini belirlemek i¢in ek analizlere

ihtiya¢ duyulmaktadir.

Fitalatlar Ostrojenik o6zellikleri bilinen bircok kimyasal sinifindan yalnizca
biridir. Bazi fitalatlarin Ostrojenik etkileri daha o6nceki calismalarda rapor

edilmistir. Hayvanlar iizerinde yapilan arastirmalar, yasamin erken evrelerinde
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maruz kalinan bazi fitalat tiirlerinin erkek tireme fonksiyonlarini olumsuz yonde
etkiledigini gostermektedir (Ferrara et al., 2006; Latini et al., 2006). Ayrica
Kudiis’te yapilan bir ¢aligmada binalarda yapr malzemesi olarak kullanilan
fitalatlarin hamile kadinlarin saglhigini olumsuz yonde etkiledigini, endokrin
hormon fonksiyonlarini bozdugunu ve fetiise zarar verdigini ortaya koymustur
(Berman et al., 2009). Fitalatlar ¢evreye gelis capta yayilan ve endokrin bozucu
olarak bilinen bir bilesik ailesidir. Insanlarda erkek germ hiicrelerinin gelisimini
degistirmektedir. Bu ¢aligma fetal testis gelisimi sirasinda cevresel kirleticilere
maruz kalan canlilarda fitalatlarin potansiyel etkilerini ortaya konmasi

bakimindan dnemlidir.

Serbest radikaller, hiicrelerde endojen ve ekzojen kaynakli etmenlere bagl
olarak olusurlar. Ekzojen kaynakli etmenler arasinda kimyasallarin etkisi altinda
kalma, karbon tetrakloriir, parasetamol gibi ila¢ toksikasyonlari, iyonize ve
ultraviyole radyasyon, hava kirliligi yapan fitokimyasal maddeler yer almaktadir.
Ayrica sigara dumani, solventler gibi cevresel faktorler ile alkol ve uyusturucu
gibi aligkanlik yapici maddeler de serbest radikallerin olusumunu tetiklemesi
nedeniyle toksikolojik ag¢idan onemlidir (Seo et al., 2004). Klinik ve deneysel
caligmalar serbest radikallerin bir¢ok fizyolojik ve patolojik olayda 6nemli rol
oynadigim1 gostermektedir. Egzersiz, aclik, agir metaller, soguk ve hareketsizlik
gibi bir¢ok stres modelinin serbest radikal olusumunu artirdig1 ve bu radikallerin
de lipit peroksidasyonunu uyardigi bilinmektedir. Lipit peroksidasyonu serbest
radikallere bagli gelisen hasarin tespitinde 6nemli bir gostergedir ve membran
akigkanliginda azalma, fonksiyonlarinda bozulma, membran reseptorlerinin ve
enzimlerinin inaktivasyonu, membran permeabilitesinin artis1 ve 6zellikle hiicre
icinde kalsiyum iyon seviyelerinde artisa neden olarak hiicrenin yapisal ve

fonksiyonel 6zelliklerinin bozulmasina sebep olmaktadir.

Lipit peroksidasyonu esas olarak bir¢ok reaktif oksijen tiirlerinin (hidroksil
radikal, hidrojen peroksit gibi) etkisiyle organizmada kiigiik miktarlarda dogal
olarak olusan bir islemdir. Bu reaktif oksijen tiirleri membranin poli-doymamis
yag asitlerine saldirir ve bir dizi reaksiyonu baslatarak membran lipitlerinin
tahribine neden olurlar. Lipit peroksidasyon reaksiyonlarinin son iiriinleri
hiicrelerin hatta dokularin canlilig1 icin tehlikelidir. Ayn1 zamanda bu {iriinlerin
tespiti serbest radikallere bagli hasarin da Onemli bir gostergesidir. Lipit
peroksidasyonun bir gostergesi olan malondialdehit (MDA); kalp, akciger,
bobrek, ince barsak ve mide gibi bir ¢ok organda doku hasarinin esas belirleyicisi

olarak kabul edilmektedir (Giineli E ve ark, 2003). Calisma materyalimiz olan
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Butil siklohekzil fitalatin testis membran lipitlerindeki etkisini belirlemek
amactyla yapilan analiz sonucunda, farkli dozlarda BCP uygulanan farelerin
testislerinde hesaplanan MDA miktarinda kontrole gore istatistiksel olarak 6nemli
bir artig gozlenmemistir (p>0.05). Bu sonuglar BCP’ nin testislerde lipid

peroksidasyonun indiiklemedigini gdstermektedir.

Sonug olarak BCP’ nin 28 giinliilk uygulama sonucunda testislerde, sperm

sayist ve morfolojisinde toksik etkilere sebep oldugu belirlenmistir.
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