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Di-(2-Etilhekzil) Fitalat'in Gammarus Pulex'de Olusturdugu Toksisitenin
Histopatolojik ve Biyokimyasal Olarak Incelenmesi
OZET

Fitalatlar, plastik malzemelerin sertligini azaltmak, malzemelere esneklik ve
yumusaklik kazandirmak i¢in katilan kimyasal maddelerdir. Giiniimiizde bircok kozmetik
iiriinde, deterjan, oyuncak ve kisisel bakim {irtinleri gibi giinliikk hayatta kullanilan tiriinlerde
de kalic1 koku ve renklendirme amaciyla kullanilmaktadir. Yapilan bu tez calismasi ile Di-(2-
Etilhekzil) Fitalat (DEHP)'in farkli dozlarina maruz kalan Gammarus pulex'de biyokimyasal
ve histopatolojik degisiklikler incelenerek DEHP'in neden oldugu toksisistenin ortaya

konulmas1 amaglanmaktadir.

Bu amag¢ dogrultusunda 6ncelikli olarak DEHP’in LCs (letal konsantrasyon 50) degeri
statik bir test kullanilarak belirlenmistir. DEHP LC degeri 0,0794+0,01 ppm olarak tespit
edilmis ve sonra ii¢ subletal dozda DEHP (LC degerinin 1/4; 1/8 ve 1/16 oraninda ) 24 ve 96
saat boyunca G. pulex’e uygulanmistir. ELISA kiti kullanilarak Stiperoksit Dismutaz (SOD),
Katalaz (KAT), Sitokrom P450 (CYP1Al), Glutatyon S-transferaz (GST) aktiviteleri
Olgtilmistir.  Gammarus pulex’de  meydana gelen apoptozisi belirlemek icgin

immunohistokimyasal (IHC) analiz yontemi olan Kaspaz (Caspase) metodu kullanildi.

Farkli DEHP dozlarma maruz birakilan gruplarda CYPIA1 aktivitelerinin azaldigi
ancak bu degisimlerin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmiistiir. KAT aktivitesinin
DEHP uygulamasina bagli olarak 24 ve 96 saatler sonrasinda genel bir artis gosterdigi
gbzlenmistir. SOD ve GST aktivitelerinin ise 96.saat sonrasinda arttigi saptanmistir. Model
canlinin 151k mikroskobu incelemesinde ise; DEHP uygulamasinin 6zellikle de Gammarus
pulex solungaglarinda vakuolizasyon, anormal ¢ekirdek pigmentasyonu, siitunlarin yoklugu,
hemolenfatik kanallarda azalma veya yokluk ve hemolenf ile dolu hemolenfatik lakuna

gbzlenmistir. 96. saat sonrasinda ise solungag kollapsi ve hiperplazi belirlenmistir.

Sonug olarak, SOD, KAT ve GST’deki degisikliklerin potansiyel olarak ¢evre i¢indeki
risk degerlendirmesi i¢in hassas biyolojik belirte¢ olarak kullanilabilecegi ve DEHP’ in
Gammarus pulex’de uygulama dozlar1 ve uygulama siirelerindeki artisa bagl olarak artan

histopatolojik hasara ve pozitif immunoreaktiviteye neden oldugu saptanmustir.

Anahtar kelimeler: Antioksidan enzim, Detoksifikasyon Enzimi, G. pulex, Histopatoloji



ABSTRACT

Investigation of Di-(2-ethylhexyl) Phthalate-Induced Toxicity Histopathologically and

Biochemically in Gammurus pulex

Phthalates are chemicals that are added to reduce the hardness of plastic materials, to
give materials flexibility and softness. Nowadays, many cosmetic products, detergent, toys
and personal care products, such as products used in daily life is used for permanent odor and
coloring. In this thesis, biochemical and histopathological changes in Gammarus pulex
exposed to different doses of Di- (2-Ethylhexyl) Phthalate (DEHP) are investigated and it is
aimed to reveal the toxicity caused by DEHP.

For this purpose, the LCso (lethal concentration 50) value of DEHP was determined
primarily using a static test. The DEHP LC value was found to be 0.079 + 0.01 ppm, and then
three sublethal doses of DEHP (1/4; 1/8 and 1/16 of the LC value) were administered to G.
Pulex for 24 and 96 hours. Superoxide Dismutase (SOD), Catalase (KAT), Cytochrome p450
(CYP1Al), Glutathione S-transferase (GST) activities were measured by using ELISA Kit.
Kaspaz method that is a immunohistochemical analysis method was used to determine

apoptosis in Gammarus pulex.

CYPL1AL activities decreased in groups exposed to different DEHP doses but these
changes were not statistically significant. It was observed that the CAT activity showed an
overall increase after 24 and 96 hours after the application of DEHP. SOD and GST activities
increased after 96 hours. In light microscope examination of the model organism;
hemolymphatic filled hemolymph filled with hemolymphatic duct, hemolymphatic reduction
or hemolymphatic ducts were observed especially in the Gammarus pulex gills. After 96

hours, gill collapse and hyperplasia were determined.

As a result, it is suggested that changes in SOD, CAT and GST can potentially be used
as sensitive biomarkers for risk assessment in the environment and DEHP caused increased
histopathological damage and positive immunoreactivity in Gammarus pulex depending on

increased application doses and application times.

Key words: Antioxidant enzyme, Detoxification enzyme, G. pulex, Histopathology
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KISALTMALAR
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GIRIS

Canlilarin sagligini etkileyen, canlilara ciddi zararlar veren ve c¢evre lizerinde biiytlik
zararlar meydana getiren, ¢evrenin yapisini ve islevini bozan zararl kimyasallarin; hava, su,
toprak ve bitkilere farkli yollarla karigmasi olayma g¢evre kirliligi adi verilir (Yucel ve
Morgil, 1998).

Ik insanin yeryiiziinde ortaya ¢ikmasi ile birlikte cevre kavrami da ortaya ¢ikmustir.
Yani, ¢evre kavrami insanlik tarihi kadar eskidir. Cevre kirliliginin gesitleri genel olarak; hava
kirliligi, su kirliligi, toprak kirliligi, gitiriilti kirliligi ve goriinti kirliligi olarak
siniflandirilir(Sultin, 2002).

Cevre kirlilikleri dogaya ¢ok tehlikeli zararlar vererek dogada yasamini siirdiiren
biitlin biyotik yap1 (bitkiler, insanlar, hayvanlar) canlilarinin zarar gormesine neden
olmaktadir. Cevre Kirlenmesi ile ekosistemin dengesinin bozularak iklimsel ve kiiresel

bozulmalarin meydana geldigi bilinmektedir (Serin, 2010).

Cevreyi olusturan etmenler canli ve cansiz 6geler olmak iizere ikiye ayrilir:

Canh ogeler: bitkiler, hayvanlar, mikroorganizmalar ve insanlardir.

Cansiz 6geler: iklim, hava, su, toprak vb. yapilardir.

Canli ve cansiz varliklar siirekli birbirleriyle iletisim halindedir. Ekosistem igerisinde
karsilikli etkilesim i¢inde bulunan biitiin canlilarin hayatlarmi devam ettirebilmeleri icin
gerekli sartlar mevcuttur. Burada “ekolojik denge” denilen bir kavram stz konusudur. Bu
ekolojik denge, eckosistemde yasayan insanlarin sanayilesme ve kentlesmesi sonucu
bozulmustur (Siiliin, 2002).

Endokrin bozucularin 1940 yilindan bu yana dogal yasamdaki etkileri galisilmasina
ragmen, son on yili agkin bir siiredir ismini olduk¢a fazla duydugumuz bir calisma alani
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Cok sayida kimyasallar endokrin bozucu olarak tanimlanmakta
ve insanlar bu kimyasallara meslekleri dolayisiyla, gevresel olarak (su, hava ve toprak yolu
ile) ya da besin yolu ile maruz kalmaktadirlar. Endokrin bozucu kimyasallar, hem insanlarda

hem de dogal yasamda endokrin sistemin normal ¢alismasini degistiren bilesik lerdir.



1.1. Endokrin Bozucular

Glin gectikge miktar ve ¢esit olarak artan kimyasallar ile diinyada bulasic1 hastalik ve
Oliim nedenlerinin basinda gelen kronik hastaliklar arasindaki iliski glinlimiiz bilim adamlar1
tarafindan aragtirma konusu haline gelmistir.

Endiistriyel plastik ve atik maddeleri ¢evre ve insan sagligi {lizerine biiyiik riskler
olusturabilmekte ve ekolojik ¢evreye ciddi zararlar vermektedir. Boylelikle plastik iceren
sentetik yapidaki endokrin bozucularin varligint miimkiin kilmasi sebebiyle biiyiik riskler s6z
konusudur (Lintelmann ve ark., 2003).

Hayvanlar {izerinde yapilan bilimsel ¢aligmalarda bazi fitalat tiirlerinin endokrin
bozucularin zararli etkileri sonucu hiicrelerde kalitsal bozukluklara ve iireme toksisitesine
neden oldugu ortaya konmustur (GoOktekin ve Barlas, 2008). Sanayi inkilabiyla diinyada
olusan kimyasallarin omurgasizlar, siirtingenler ve baliklar dahil olmak iizere biitiin tiirlerde
ireme fonksiyonlarmma zarar verdigi tespit edilmistir. Bu kimyasallar endokrin sistemin
yapisini etkileyerek organizmada olumsuz saglik etkileri olusturan ekzojen madde ve madde
karisimlaridir. Herhangi bir zararhi kimyasal maddenin endokrin bozucu olarak
tanimlanabilmesi i¢in saglik tizerine ciddi olumsuz etkisinin olmas1 gerckmektedir. Bu etKiyi
endokrin sistem iizerinden gergeklestirmesi 6ngoriilmektedir (Goktekin ve Barlas, 2008).

Endokrin bozucularin etkileri; endokrin sistem ile kontrollii bir fizyolojik siirecte
gbzlenebilir ve endokrin bozucularm etkili olmadig1 bir fizyolojik siirecin bulunmadigi
diisiiniilmektedir. Endokrin bozucularim dogrudan etkili olamadiklar1 organ ve hiicreleri de

dolayli olarak etkileyebildigi bilinmektedir (Yesilkaya, 2008).

1.1.1. Endokrin Bozucularin Cesitleri

Canli viicudunun saglikli bir sekilde olmasi i¢in dnem tastyan yapilar hormonlardir.
Bu hormonlarin aktivitesini etkileyen g¢esitli kimyasallarin bulundugu bilinmektedir. Bu
bilesikler endokrin bozucu kimyasallar olarak adlandirilirlar (Alsopp, 1997).Avrupa Birligi
Komisyonu 1995 yilinda endokrin bozucu kimyasallari, saglam bir organizmanin
endokrin fonksiyonunda olumsuz degisiklikler meydana getiren kimyasal maddeler olarak

tanmimlamustir (Bang ve ark., 2012).



Endokrin bozucular, sadece kimyasal yapilariyla degil biyolojik etkileriyle de bilinen
maddelerdir. Bu kimyasallar, bir populasyonun veya populasyon soylarmin saghgmi ciddi
sekilde etkileyebilir.
ABD Cevre Koruma Ajansi (EPA)’na gore endokrin bozucu etkiye sahip bilesikler 3
grupta incelenir (McLachlan ve ark., 2006).
1. Sentetik olarak iiretilen hormonlar: Dogum kontrol ilaglar1 ve bazi hayvansal gida katki
maddeleri.
2. Dogal endokrin bozucular: Fitodstrojenler (soya fasulyesi, elma, kiraz vb.). Bu gidalar
dogal hormon yapisinda olduklarindan diisiik dozlarda kolayca pargalanir ve depolanmazlar
(Lee, 2007).
3. Cevresel endokrin bozucular: Bu kimyasal maddeler genel olarak endiistri alaninda
kullanilmak tizere gelistirilmis kimyasallar ve farkli gevresel kirleticilerdir (Bjorkblomve
ark., 2011). Bunlar; biyosidler, insektisitler, herbisitler, nematositler, fungusitler, endustriyel
kimyasallar ve agir metaller 6rnek verilebilir.
e Endiistriyel solventler veya yaglayicilar olarak kullanilan sentetik kimyasallar ve
bunlarin yan triinleri (poliklorlu bifeniller)
e Polibromlu bifeniller (PBB'ler), dioksinler
e Plastikler (bisfenol A (BPA))
e Plastifiyanlar
e Pestisitler (diklorodifeniltrikloroetan (DDT))
e Mantar ilaci (vinclozolin)
e Farmasotik ajanlar (dietilstilbestrol (DES))
Endokrin bozucu kimyasallar kokenlerine gore de gruplandirilabilir (Calimanve Gavrilescu,
2009).
e Dogal ve yapay hormonlar (fitoestrojenler, 3-omega)
® Yag asitleri, dogum kontrol haplari ve tiroid ilaglar1
e Hormonal yan etkileri olan ilaclar (naproksen, metoprololve klofibrat).
e Endiistriyel kimyasallar (fitalatlar,deterjanlar, yangin geciktiriciler, plastiklestiriciler,
¢ozucduler, 1,4-dikloro-benzen ve poliklorlubisfenoller (PCB'ler)
e Endiistriyel ve evsel atiklar (polisiklik aromatik hidrokarbonlar, dioksinler,
pentaklorobenzen)
e Ticari kullanim amaci1 olmayan, diger kimyasal maddelerin pargalanmalar1 ile ortaya

cikan ¢evresel kirleticiler yer almaktadir (Keith, 1998).



Tablo 1.1. Endokrin bozucu gesitleri

Fitodstrojenler
dogal  endokrin
bozucular

komestan, daidzein, genistein, formononetin, biokanin-A, prunetin,
pratensein, glisetein, ekuol, desmetilangolestin, enterolakton,
enterodiol, matairesinol, zearalanon

Organohalojenler

Furanlar, Dioksinler Poliklorine bifeniller, Hekzaklorobenzen,
Pentaklorofenol

Pestisitler BBDH (2,4-diklorofenoksi asetik asit, 4- Klorometoksi asetik asit,
Klormekuat), Alaklor, Aldikarb, Amitrol, Atrazin, Benomil,
Karbaril, Klordan, diklorodifeniltrikloroetan ve metabolitleri,
Endosulfan, Etilparation, Heptaklor, Kepon, Ketokonazol, Lindan,
Malation, Trifluralin, Vinklozilin, Metoksiklor

Fitalatlar Di-etilhekzil Fitalat, Di-Propil Fitalat, Dimetil Fitalat, Butil benzil
Fitalat, Di-n-butil Fitalat, Di-n-fenil Fitalat, Di-heksil Fitalat,
Dikloroheksil Fitalat, Dietil Fitalat

Agir Metaller Arsenik, Civa, Kadmiyum, Uranyum, Kursun

[laglar Dogum kontrol haplari, Simetidin, Dietilstilbestrol

1.1.2. Sularda Endokrin Bozucu Maddeler ve Cevresel Etkileri

Endokrin bozucu kimyasallar yiizeysel sularda ve yeralt1 sularinda tespit

edilebilmektedir. Bunun yanmi sira gecis sularmin kiy1r bolgelerinin de endokrin bozucu

kimyasallar ile kirlendikleri bilinmektedir.

Endokrin bozucu maddeler atiksularin aritildigi atiksu aritma tesisleri ¢ikis sularinda

bulunmaktadir. Ciinkii bu kimyasal kirleticiler atiksu aritma tesisinde giderilemez ve c¢ikis

sularinda tespit edilirler (Bjorkblomve ark., 2011).




Endokrin bozucu kimyasal maddeler atiksulara ve yeryiizii sularina insanlar tarafindan
kullanilan bazi ilaglardan, deterjanlardan, evsel ve hayvansal atiklardan, tarimsal ilaglardan
karigmaktadir. Atiksularin akarsulara bosatilmasi sonucu igme suyu olarak kullanilmasi
halinde endokrin bozucu maddeler ciddi sorunlar teskil etmektedir (Kelce ve Wilson, 2001).
Endokrin bozucu maddeler, organik yapilari nedeniyle ¢evreye verildikten sonra ekolojik
yasam zincirinde ve hiicresel yapilarda birikmektedir. Endokrin bozucular kararli ve kalici
bilesikler olduklar1 i¢in, zamanla ¢esitli faaliyetler sonucu ¢evrede dagilirlar.

Bu da c¢evre i¢in ¢ok ciddi sorunlar ortaya ¢ikarmaktadir. Sucul ortamlarda yasayan canlilar
endokrin bozucu kimyasallardan en ¢ok etkilenen ekolojik ortamlardir. Sedimentlerde biriken
endokrin bozucu maddeler bu ortamlarda yasayan bentik organizmalara ve diger su canlilarina
ciddi zararlar vermektedir (Bistan ve ark., 2012). Bu endokrin bozucu maddeler tizerine bilim
adamlar1 tarafindan arastirmalar yliriitiilmektedir. Endokrin sistemi bozucu kimyasallar son
yillarda gelismis iilkelerde ciddi sorunlar haline gelmistir. Viicuda girdiginde dogal
hormonlar1 etkisi altina alarak hiicresel yapilar1 bozan endokrin bozucularin dogadaki bir¢ok
hayvan tiirlerinde (kuslarda, baliklarda, memelilerde, siiriingenlerde vb.) kalitsal
bozukluklara neden oldugu bilinmektedir. Ayrica erkek organizmalarda disilik gibi cinsiyet

bozukluklarina sebep oldugu ileri siiriilmiistiir (Barthold ve ark., 1999).

1.1.3. Cevresel Endokrin Bozucularin insanlar Uzerindeki Etkileri

Son yillarda, Avrupa’da bilim adamlar1 ve arastirma kurumlarinin iizerinde en ¢ok
calistiklar1 konulardan birisi endokrin sistemi bozucu olarak adlandirilan toksik ve kanserojen
maddelerin ¢evreye verdigi zararlarin arastirilmasidir. Endokrin sistemi bozucu etkiye sahip
bu kimyasal maddeler, dogal hormonlara benzerlikleri nedeniyle canlilarn normal
fizyolojilerinde hormonal bozukluklara ve kalitsal bozukluklara neden olmaktadir (Cetinkaya,
2009).

Endokrin bozucular hava ortamma dogrudan fabrikalardan, tehlikeli yakit tasiyan
araglardan, endiistriyel kuruluslardan, tarmmsal ilaglardan, deterjanlardan, sudan ve hava
emisyonu ile gegmekte olup yagmur ile yeryiiziine diigmeden 6nce de atmosferde yiizbinlerce
kilometre taginabilmektedir (Allsop ve ark., 1997).



1.1.4. Endokrin Bozucularin Saghk Uzerine Olumsuz Etkileri

Endokrin bozucularin insan sagligi iizerine etkileri; kimyasal maddeye maruz kalma

sliresine, miktarina ve maruz kalma sekline gore degismektedir (Cetinkaya, 2009).

Endokrin bozucu kimyasallar insan viicudunda en c¢ok hiicresel yapilara etki
etmektedir ancak bunun yanisira birgok zararli etkileri de bulunmaktadir. Ureme sistemi
disindaki etkileri ise, kanserojenik etkiye (insanlarda kanser hiicresi ¢ogalmasina ve riskin
artmasma) neden olmaktadir. Ornegin erkeklerde prostat kanseri gelisme riskinin artmasma
da sebep oldugu bilinmektedir (Brown ve ark., 2004). Endokrin bozucularm etkileri yalnizca
maruz kalan birey ya da nesilde degil daha sonraki nesillerde de gozlenebilir (EI-Gohary ve
ark., 1999). Yapilan bilimsel ¢aligmalarda kadinlarda herbisit ve fungisit gibi endokrin
bozuculara maruziyet ile tireme sagligi problemleri arasinda iliski oldugu kanitlanmistir.
Erkek tireme sistemlerinde ise endokrin bozucularin etkilerinin kisirhiga ve testikiiler germ
hiicreli tlimorlere neden olabildigi gosterilmektedir. Yapilan bir calismada fitalatlara maruz
kalma ile erkek Ureme sagligi bozukluklar1 arasindaki iliski incelenmis ve maruziyetteki
artisinin hastalik riskini de arttirdig1 bulunmustur (Vom Saal ve ark., 1998). Obezitenin temel
nedeni yiiksek enerji alimma kars1 diisiik fiziksel aktivite diizeyi olarak bilinmektedir. Oysa
son yillardaki obezite epidemisinin olusumunda endokrin bozuculara maruziyetin de etkili
oldugu goriilmektedir (Allsop ve ark., 1997). Endokrin bozucularin metabolik etkileri ilk
olarak Amerika Birlesik Devletleri’ nde yapilan bilimsel bir c¢alisma ile diyabetli,
kardiyovaskiiler hastalig1 olan ve karaciger fonksiyon bozuklugu olan bireylerin idrarlarinda
yiiksek bisfenol A diizeylerinin belirlenmesi ile ¢alisilmaya baglanmistir (Cetinkaya, 2009).
Endokrin bozuculara maruziyetin gelisimsel programlamayi etkiledigi bilinmesine ragmen,
dogrudan metabolik sendrom ile iliskisi aydinlatilamamistir. Ancak endokrin bozuculara
maruziyetin metabolik sendromun 6nciisii olan diyabet ve obezite olusumunda etkili oldugu
bu nedenle metabolik sendrom olusumunda da olas1 etkilerinin bulundugu diisiiniilmektedir.
Insanlarda yapilan ¢aligmalarda da BPA maruziyetinin adipoz dokudan adiponektin salmimini

inhibe ederek metabolik sendrom olusumuna yol agabilecegi belirtilmistir (Cetinkaya, 2009).



Endokrin bozucularin diger bazi olumsuz etkileri de iskelet anomalileri, ¢ift
cinsiyetlilik, feminizasyon, iireme gelisiminde zayiflama, kanda anormal hormon seviyeleri,
bagisiklik sisteminin ¢okmesi, ndrolojik problemler ve iireme dokularinda kanser olarak

siralanabilir (Kabir ve ark., 2015).
1.1.5. Beslenme ve Endokrin Bozucular

Endokrin bozucu kimyasallar; besinler yolu ile insan viicuduna alinabilmektedir.
Endokrin bozucular; yetistirme esnasinda iiriine gegebilecegi gibi, depolama, tagima ve isleme
yontemleri ile de besini kontamine edip ciddi sorunlar dogurabilir (Finkelman ve ark., 1999).
Besinlerin endokrin bozuculari kaynagi olmasina en iyi 6rneklerden biri balik ve diger deniz
canlilarinda belirlenen inorganik civadir (Booth ve Zeller, 2005). Inorganik civa su
kaynaklarma girerek daha sonra bu su kaynaklarmi kullanan canlilarin yag ve benzeri
dokularinda birikmektedir. Bu balik ve deniz iiriinlerinin insanlar tarafindan tiiketimi ile de

besin zincirine katilarak, insanlarin yag dokularinda birikmektedir (Clarkson ve ark., 2003).

Beslenme durumu cevresel endokrin bozuculara maruz kalma dizeyini ve maruziyetin
sonuglarmi etkileyebilir. Bireylerin lipid profili, oksidatif stres diizeyi ve antioksidan
dizeyleri gibi bircok faktér beslenme durumundan etkilenir. Bu parametrelerin hicre
diizeyindeki degisimleri biyolojik islevleri olumsuz yonde etkiler. Sonu¢ olarak endokrin
bozucular hastalik ve islevsel bozukluklarin ortaya ¢ikmasina neden olur (Kordas ve ark.,
2007). Zararlh olmadig1 diisiiniilen dozlardaki kursun maruziyetinin beslenme durumu iyi

olmayan c¢ocuklarda zararl etkilerin gézlenmesine sebep oldugu goriilmiistiir (Lanphear ve

ark., 2005).

Endokrin bozucu maddeler besin 6geleri ve bu 6gelerin metabolik iiriinleri ile etkilesir.
Arsenik maruziyeti ile beslenme arasindaki iliski bu duruma Ornek olabilir. Arsenik
maruziyeti oksidatif stres yaratarak viicudun antioksidan mekanizmalarini inhibe eder.
Antioksidan destegi arsenige bagl toksisiteyi azaltabilir (Brown ve Ross, 2002). Beslenme ve
endokrin bozucular ile ilgili bu etkilesimin modellemesinde yas ve cinsiyet gibi bir¢ok etmen
de goz Oniinde bulundurulmalidir. Ciinkii bu etmenler hem bireyin beslenme durumunu hem
de endokrin bozuculara maruziyeti ve endokrin bozucularin etkilerini degistirerek her iki

sureci de etkilerler.



Endokrin bozucularin insan saghigi iizerinde zararh etkilere sebep olmasi nedeni ile
cogu lilkede bazi kimyasallarin tiretimi ve kullanilmasi yasaklanmaya baslanmistir (Kim ve
ark., 2002). Besin hazirlama ve saklamada kullanilan ara¢ ve gerecler endokrin bozucu
kimyasallar icerebilir. Bu zararli malzemeler besine gecerek viicuda alinir. Besin saklamada
kullanilan kaplarin besin ile etkilesime girmeyen cam malzemeden segilmesine veya daha
giivenli TSE standartlarina uygun kaplarin kullanilmasina dikkat edilmelidir. Tarim ilaglar1
ciftciler tarafindan bilingsizce kullanilmakta ve dogaya ciddi zararlar vermektedir. Bu nedenle
Uretim tiikketim zincirinin her bir asamasinda izlenebilirligin siirdiiriilmesinden sorumlu olan
Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanlig1’ ndan iiretim izni alinan besin ve besinle temas eden

ambalaj malzemeleri kullanmalidir (Brown ve ark., 2004).

1.1.6. Endokrin Bozucu Maddelerin Etkilerinden Korunmak i¢in Alinabilecek

Onlemler

Endokrin bozucu maddeler, insan sagligi i¢in bilinen en tehlikeli kimyasal zehirlerdir.
Bu nedenle bagisiklik fonksiyonunda, hiicrelere etki yaparak dogrudan veya diger aracilarla
dolayli olarak hiicreleri etkilerler (Dix ve ark., 1993).
Endokrin bozularin etkilerinden korunmak igin;

e Bu kimyasal maddelere kars1 ilkokul yillarinda verilecek egitimle biling arttirilmali.

e Habitatin (hava, toprak, su kaynaklari, bitki ortiisii vs.) yasam alanlarimizdan uzakta
dahi olsalar bagka canlilarin dogal yagam alanlarina (endiistriyel atiklarin filtrelenmesi
vs.) 6zen gosterilmeli.

e (Cocuk sahibi olmayi planlayan ¢iftlere egitim verilmeli.

e Tiketim malzemeleri, ev ortamimnda kullanilan tiriinler almirken bilingli davranilmall.

e Sebze ve meyvelerin tarimsal ilaglardan arinmis olmasma 6zen gosterilmeli ve gerekli
durumlarda evdeki musluklarda filtre sistemi kullanilmali.

e (ida maddeleri ile temas halinde olan plastik ve benzeri petrokimyasallardan tiretilmis
kaplar ve ambalajlar bilincli secilmeli.

e (Cam sisedeki sular tercih edilmeli.

® Yapr malzemesi bilinmeyen bitkisel karigimlar saglik profesyoneline danigiimadan

tiketilmemeli.



e Bebek ve cocuklarin gelisimleri mutlaka hekimler tarafindan izlenmeli. Erken veya
gee ergenlik belirtisi gosteren, hizla kilo alan cocuklar hekim muayenesinden
gecirilmeli.

e Kirli golet ve su birikintilerine ylizme amaciyla girilmemeli.

e Kullanilmayan veya atilan deterjan, temizlik sivilari, pestisitler ve ilaglar (dogum
kontrol haplari, hormon igeren ilaglar) lavabo ve klozete dokiilmemelidir.

e Sinek, sivrisinek ve bocek kovucu olarak dogal ucucu yaglar (lavanta, limon, nane
gibi) tercih edilmeli.

o (ocuklarm oyunlardan sonra, tehlikeli maddelerle karsilasmalar1 acisindan ellerinin
sabunlu suyla yikanmasi.

e Plastik olan bazi kaplarda saklanan {iriinlerin mikrodalga firin yerine seramik veya

cam kaplarda saklanmasi tercih edilmelidir (Fleisch ve ark., 2010).

1.1.7. Fitalatlar

Fitalatlar, PVC ve plastik malzemelerin sertligini azaltmak, malzemelere esneklik ve
yumusaklik kazandirmak i¢in katilan kimyasal maddelerdir. Plastik yumusatma amaciyla
kullanildig1 gibi giiniimiizde bir¢cok kozmetik {iriinde, deterjan, oyuncak ve kisisel bakim

iirlinleri gibi giinliik hayatta kullanilan {iriinlerde de kalici koku ve renklendirme amaciyla

kullanilmaktadir (Furhacker ve ark., 2005).

Endiistride esneklik kazandirmak i¢in kullanilan fitalatlarin kullanimda olan 70’den
fazla ¢esidi bulunmaktadir. Yiiksek molekiilli fitalatlar endiistrilerde % 85 oraninda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Diisiik molekiil agirlikli fitalatlardan ise iiretanlar, seliilozikler ve
akrilikler gibi vinil olmayan plastiklestirici olarak yararlanilmaktadir. Diisiik molekiilli
fitalatlar; deterjan, sabun, kagit, karton, sampuan, otomotiv, insaat ve yap1 malzemeleri, torba,
tiipler vb. endiistri liretiminde hammadde veya yardimci kimyasal olarak kullanilmaktadir

(Garewel ve ark., 1997).

Fitalatlar ve fitalat esterleri, fitalik asit esterleridir. Plastiklere eklendiklerinde bazi
molekiillerin birbirlerine ge¢cmesini saglarlar. Suda ¢oziiniirliikleri diisiik, uguculugu diisiik,
yagda ¢oziinirliikleri yiiksektir. Fitalik anhidrid ile uygun bir alkoliin (genelde 6-15 karbonlu)

reaksiyonu ile elde edilen bu esterler, renksiz ve oda sicakliginda sivi olan maddelerdir.



Fitalatlar, erkeklerde bazi hiicresel bozukluklara sebebiyet verirler. Cinsel organlarda
baz1 gelisim bozukluklarina ve iireme hiicrelerinde ciddi sorunlara neden olabilirler. Ayrica

fitalatlar hormonlarim dengesini bozdugu i¢in bir¢ok hastalikta tetikleyici etki gosterebilir.

Fitalatlarin bebekler {izerinde ¢ok ciddi tehlikeleri olmasi nedeniyle birgok fitalat tiiriiniin

bebek tiriinlerinde ve oyuncaklarinda kullanilmas1 yasaklanmistir (Alleva ve ark., 1995).
1.1.7.1. Fitalatlarin Yaptig1 Toksik Etkiler

Farkl fitalat esterlerinin toksisite potansiyeleri farklidir. Tiir farklary, temas yolu ve
temas yas1 yoniinden farkliliklar gozlenir ve toksisitenin ana maddenin toksik bir metabolite

doniigiimiine bagimli oldugu bildirilmektedir (Herbette ve ark., 2007).

Laboratuvar hayvanlarinda fotal 6liim, malformasyon, karaciger hasari, antiandrojenik
etki, testikuler hasar, peroksizom proliferasyonu ve Ureme toksisitesine neden olduklari
gosterilmistir. Fitalat esterleri kemiricilerde kanserojen etki yapar (Fleisch ve ark., 2010).
Ornegin; DEHP hepatokarsinojendir. Diizononil fitalat (DINP)’ 1n ise bobrek ve karaciger
kanseri yaptigi belirtilmektedir. Ancak bu risklerin insanlara ekstrapolasyonu temas dizeyleri
ve kosullar1 yoniinden yapilamadigi gibi, yeterli diizeyde ve kanitlayici insan verileri
bulunmamakta, uzman panellerin ve yonetsel kuruluslarin degerlendirme ve yorumlari siirekli
endise icermekle birlikte kesin bir yargiya varmamaktadir (Staples ve ark., 1998). Nitekim
DEHP kemiricilerde hepatokarsinojen olmasma karsin Uluslararas1 Kanser Arastirma
Enstitiisii (IARC) tarafindan “insanda karsinojen olarak siniflanamayan” (KATEGORI III)
olarak degerlendirilmektedir. DEHP’ 1 karsinojenik etki mekanizmasi peroksizom
proliferasyonu yapici etkisine ve insan karacigerinde bulunmayan bir dizi hiicresel olaya
baglanmakta, DINP’ m neden oldugu bobrek neoplazilerinin insanda bulunmayan

mekanizmalar araciliginda gelistigi ileri siirtilmektedir (Dodds ve ark., 1936).

“Gap junction” intraselliiler iletisiminin (GJIC) inhibisyonunun nongenotoksik
karsinogenezin mekanizmalarindan biri oldugu hipotezinden hareketle yapilan bir ¢aligmada,
yiiksek konsantrasyonda DEHP ve DINP’ in fare ve sicanlarda GJIC inhibisyonu yaptigi
gosterilmistir (Dodds ve ark., 1936). Gozlenen inhibisyon ile karaciger tiimor indiiksiyonu ve
peroksizom proliferasyonu gostergeleri arasinda bir baglant1 oldugu goriilmistiir. Ancak

primat ve insan karaciger hiicrelerinde bu inhibisyon gézlenmemistir.
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Bu bulgularin, DEHP ve DINP’ 1n kemiricilerdeki karsinojenik etkisinin insanlar i¢in gegerli

olmadig1 goriisiinii destekledigi bildirilmektedir (Staples ve ark., 1998).

Fitalatlarin deney hayvanlarinda gelisimsel toksisite gosterdigi ve teratojen etkili
oldugu bilinmektedir. Son yillarda bu konuda insanlarda da, 6zellikle erkek lireme gelisimini

etkileyen genis toksikantlar oldugu gozlenmistir (Gerhardt., 2009).

Di-(2-etilhekzil) fitalat, su ekosistemlerinde nispeten uzun sire kalabilmekte ve sudaki
organizmalar i¢in risk olusturabilmektedir. DEHP, bir gelisim ve iireme toksikanti olarak
bircok akuatik toksikolojik ¢alismada yaygin bir sekilde tanimlanmaktadir. DEHP’ 1n disi
Japon medekalarin (Oryzias latipes) oosit gelisimini geciktirdigi tespit edilmistir (Kim ve
ark., 2002). Son zamanlarda, DEHP’ in disi zebra baliklarinda oogenez ve embriyo iiretimini
onemli Ol¢iide bozdugu da gosterilmistir (Carnevali ve ark., 2010). Ayrica DEHP’ m erkek
Zebra baliklarinda (Danio rerio) spermatogenezi bozdugu ve bunun sonucu olarak da oositleri

délleme kabiliyetinde bir azalmanin oldugu ifade edilmistir(Uren-Webster ve ark., 2010).

1.1.Biyoindikatorler

Ekolojik ortamlarda bazi tiirlerin baskin olarak bulundugu gézlenmistir. Baz1 tlrlerin
ise baskim tlir olmamasina ragmen belli ¢cevre kosullarda ya da tiir topluluklarmin gostergesi
olarak kullanilabildigi goriilmiistiir. Bu tirler biyolojik anlamda indikator tir olarak bilinirler.
Bazi bilimsel arastirmalar biyoindikatdr tiirleri ‘dogal dengenin bozuldugunu gosteren ve belli
kosullarda gelisebilen tiirler’ olarak tarif ederken bazilar1 da belli ¢evre etkilerine kars1 duyarh
olan bitki ve hayvan turleri olarak tanimlamaktadir (Tejeda-Vera ve ark., 2007).

Dogal su ekolojisine ¢esitli yollarla giren kimyasal kirleticiler arasinda en énemlileri
otrofikasyona yol acan gida elementleri ile birleserek kalici toksik ve kanserojen etki
olusturan kimyasal maddelerdir. Kirleticilerin dogal su ekosistemlerindeki davraniglarinin
incelenmesi amaciyla c¢esitli bilimsel Ol¢limler yapilmakta ve ortamdaki hareketleri,
organizmalar ile iliskileri incelenmektedir (Adams, 2002). Artan cgevresel Kirleticiler su
kaynaklarindaki fiziksel, kimyasal ve biyolojik yapiy1 degistirmektedir. Bu degisimler su
kaynaklarinda yasayan canli organizmalar1 da etkilemektedir. Yapilan bilimsel arastirmalar bu
degisimin diizeyini belirlemek i¢in kimyasal aragtirmalarm yanisira biyolojik arastirmalarin

da yapilmasmin gerekliligini ortaya koymaktadir (BriggsReed ve Heagler, 1997).
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Biyolojik arastirmalar kimyasal yontemler ile tespit edilmeyen bazi verilerin elde
edilmesi bakimindan biiylik 6nem saglamaktadir. Biyoindikatdr ve biyobelirte¢ kavramlari
bu incelemelerin kaynagmi olusturmaktadir. Biyoindikatorler sucul ortamlarda yasayan bazi
spesifik tiir veya tiir gruplarmi igerirken, biyobelirtegler bu canlilara ait biyokimyasal,
fizyolojik ve histolojik parametreleri igcermektedir. Su ortamindaki ekosistemlerde meydana
gelen degisikliklerin izlenmesi i¢in olusturulan biyoizleme gruplarinda biyoindikatdr tiirler ve

biyobelirte¢ parametreler dahil edilmelidir (BriggsReed ve Heagler, 1997).

1.2.1. Gammarus pulex

Amphipoda tiirii icinde yasayan, Gammaridae familyasi en ilkel tiyeleri de i¢cine alan
blyik bir grubu temsil etmektedir. Bu grup diinya genelinde 200°den fazla cins ve 1340’dan
fazla tiire sahiptir. Bu tiirler genellikle tatli sularda yasamsal faaliyetler gostermektedirler
(Leroy ve ark., 2010).

Gammarus cinsine ait olan tiirler yiizey sularinda yasarken, birkag tiirliniin magaralar,
kuyular ve diger yeralt1 habitatlarinda bulundugu gézlenmistir. Amphipoda’ya ait cinslerin,
Gammarus cinsi yiizey sularinda yasayan en fazla sayiya sahip cins oldugu bilinmektedir.
Arastirmalar sonucunda Gammarus cinsinin Avrupa ve Tiirkiye’nin tath sularinda olduk¢a
yiiksek bir tiir ¢esitliligine sahip oldugu gézlenmistir (Karaman ve Pinkster, 1977).

Gammarus pulex tirleri sularm  verimli bolgelerinde ve predatorlerinden
saklanabilecekleri bitkiler arasinda, kayalarin altinda, ¢akil, kum ve O6lii organizmalarin
arasinda yasarlar. Cogunlukla parcalanmis hayvansal ve bitkisel atiklar ile beslenirler. Sudaki
etcil canlilarin, balik, su kuslar1 ve diger su canlilarinin besin kaynagidirlar (Barnard ve
Barnard, 1983).

Su kalitesinin analizinde yapilan c¢alismalarda Gammaridaeler biyoindikator
organizmalar olarak kullanilirlar. Ozellikle kimyasal madde atiklar1 ve metal kaynakli su
kirliligi lizerine yapilan ¢aligmalarda Gammaridae familyasina ait tiirlerden yararlanilir (Tath
ve ark., 2018). Bu konuda yapilmis bir bilimsel ¢alismada, Manchester’ da kire¢ madenlerinin
bulundugu bir bolgedeki kiiciik bir akarsu sedimentinde biriken agir metalleri belirlemek i¢in
Gammarus tlrlerinin dokularindaki agir metal birikimi arastirilmistir (Gazea ve ark., 1999).
Bakir, ¢inko ve kursun gibi tehlikeli maddelerin sicaklikla olan iligkisini inceledikleri bilimsel

caligmalarinda Gammarus pulex’i deney hayvani olarak kullanmistir (Bat ve ark., 2000).
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1.2.1.1. Gammarus pulex turinun sistematikteki yeri

Alem: Animalia
Sube : Arthropo
Altsube : Crustacea
Simnif : Malacostraca
Takim : Amphipoda
Aile : Gammaridae
Cins : Gammarus

Tur : Gammarus pulex

Resim 1.1. Gammarus pulex

Su kalitesi analiz ¢aligmalarinda Gammaridlerin etkin bir sekilde kullanildig: yapilan
literatiir ~ arastrmalarinda kanitlanmistir  (Issartel ve ark., 2010). Yapilan laboratuvar
calismalarinda kabuklulardan olan gammaridlerin su Kalitesinin dlcumi icin énemli araglar
oldugu 6ne siiriilmistiir (Maltby ve Crane., 1994). Yapilan bir calismada G. pulex’ in metalik
atiklara kars1t tepkileri arastirilmistir. Metalik atiklarin  atik su  kalitesine etkisini

degerlendirmek i¢in G. pulex’in duyarl bir indikator tiir oldugu kanitlanmigtir (Mayes,1991).
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1.2. Biyobelirtecgler

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) biyobelirte¢ terimini, canli organizmalarda ortaya ¢ikan
hastaliklarin zararlarinin ve sonuglarmin tahmini igin viicutta 6lgiilebilir olan butliin madde,
yap1 veya siirecler olarak tanimlamaktadir. Biyobelirtegler, belirli ¢evresel kirleticilerin neden
olduklari, fizyolojik, biyokimyasal, immiinolojik ve histopatolojik etkiler gibi toksik
etkilesimlerin gostergesidirler (Sanchez-Hernandez, 2007).

Biyobelirtecler kan, viicut sivilar1 veya dokularda bulunan, normal veya anormal bir
durumun gostergesi olan biyolojik molekdllerdir (Nam ve ark., 2010).

Biyobelirteg terimi, ilk zamanlarda tip alanlarinda kullanilmistir. Sucul ortamlarda ise
olusan kirliligin belirlenmesinde tercih edilmistir. Cogunlukla omurgasiz ve ¢ift kabuklu
yumusakea tiirii canlilardan saglanan parametreler i¢in de kullanilmistir (Poste, 2011).

Biyobelirtegler biyolojik analiz yontemleri olarak da tanimlanabilirler, ekosistemlerde
yasayan canli organizmalarda kirlenmenin etkilerini iyi yansitabilirler (Maggioni ve ark.,

2012).

1.4. Oksidatif Stres

Biyokimyasal parametreler sucul organizmalarin saglik durumlarinin bir gostergesi
olarak sik¢a kullanilmaktadir. Bu bakimdan herhangi bir stresin gostergesi olarak
biyokimyasal metotlarin kullanimi, bu degisen ¢evreye karsi canlilarin fizyolojik tepkileri
hakkinda 6nemli bilgiler saglamaktadir (Revathv ve ark., 2015).

Aerobik organizmalarda normal fizyolojik ve metabolik sirecler sonucunda Uretilen
reaktif oksijen tirleri toksiktir ve bircok biyomolekili oksitleyerek hiicre élimlerine ve doku
hasarlarina yol acarlar. Bu reaktif oksijen tiirleri insan viicudunda siirekli olusturulur ve
normal sartlar altinda enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemleri
tarafindan ortadan kaldirilmaktadirlar (Yamamoto ve ark., 2002).

Prooksidanlar ve antioksidanlar arasindaki denge, aerobik organizmalarm fonksiyonu
ve yasami i¢in onemlidir. Prooksidanlar lehine ve antioksidanlar aleyhine bir dengesizlik,
canli viicudunda ciddi hasara yol agabilir ve bu oksidatif stres olarak adlandirilir (Meotti ve

ark., 2004).
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Bir bagka bir ifadeyle oksijen radikallerinin fazla yapiminin neden oldugu etkilerin
toplami1 oksidatif stres olarak adlandirilir.
Serbest oksijen radikallerinin uzaklastirilmasinda bir azalma oldugu zaman ya da asir1

uretilmeleri durumunda patolojik bir durum olusabilir (Menster ve ark.,1983).

1.4.1. SUperoksit Dismutaz (SOD)

(SOD), oksijen ve hidrojen peroksit igine sliperoksit anyonun par¢alanmasini katalize
eden bir enzimdir. Bu enzimler, hiicrelerde aerobik ortamlarda ve hiicre disi sivilarda
bulunmaktadir. Siiperoksit dismutaz 1960’I1 yillarda oksijenli solunum yapan canlilarda
belirlenmistir. Bu enzim; siliperoksitin, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii
katalizler.

Hicre bolinmelerindeki stperoksit dizeylerini kontrol etmede 6nemli bir rol oynar
(Fridovich, 1983).

Antioksidan etkisi ilk defa 1969 yilinda kesfedilmistir (Mccord ve Fridovich, 1969).
SOD enzimi, aktif merkezinde bulunan metale gore bakir-¢cinko (CuzZnSOD), mangan
(MnSOD) ve demir (FeSOD) olmak iizere ii¢ ¢esittir. SOD aktivitesi omurgasizlarda biiytlik
Olciide degiskenlik gosterir, fakat omurgalilara gore aktivitesi genellikle daha diisiiktiir.
Omurgasiz CuZn-SOD formu memelilerdekine benzer 6zellik gdsterir. Amfibilerdeki SOD
beyinde en yiiksek aktivite ve akcigerde en diisiik aktiviteyi gosterirken yiiksek omurgalilarda
karacigerde aktivite genellikle en yiiksektir (Ahmad, 1995).

O2" anyonunun HO2’ye dismutasyonunu gergeklestiren enzimdir (Valko ve ark.,
2004).

202- + 2H*—H20, + O

Bu tepkime oksidatif strese kargi savunmayi baslatir (Gilbert ve ark., 2002). Sonugta
olusan ftiriinler ya lizozomlardaki CAT tarafindan ya da mitokondrideki glutatyon peroksidaz

tarafindan H.O’ye detoksifiye edilir (Johansen ve ark., 2005).
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1.4.2. Katalaz (KAT)

Hidrojen peroksit (H202), superoksit anyonu ve hidroksil radikali, oksijen (O3)
molekiiliiniin rediiksiyonu ile ortaya ¢ikan biolojik etmenlerdir. VVarolan bu radikaller oldukga
reaktif ve canli organizmalar igin toksiktir (Duthie ve ark., 1989).

SOD ve KAT gibi antioksidan enzimler canliy1r bu zararli maddeelere kars1 korurlar.
Serbest radikaller ¢esitli hiicrelere ait pek ¢ok hastaligin patofizyolojisinde su¢lanmakta ve bu
hastaliklarin tedavilerinde serbest radikal olusumunu oOnleyen ilaglar ve antioksidanlar
kullanilmaktadir (Duthie ve ark., 1989).

KAT, yaklagik 240 kDa molekiil agirliginda olup, aktif kisminda dort tane Fe*
bulunduran proteindir. Her alt {inite enzimi kendi substrati suya kars1 koruyarak ve etkinligini
arttirarak NADPH igerir (Young ve Woodside, 2001).

KAT, SOD’a benzer bir dismutasyon mekanizmasi ile hidrojen peroksiti su ve
molekiiler oksijene parcalayarak biyolojik sistemleri suyun zararlarina karsi korur (Duthie ve
ark., 1989).

1.4.3. Sitokrom P450 (CYP1ALl)

Viicuda giren biitlin yabanci kimyasal maddeler Faz I ve Faz II enzimleri ile
metabolitlerine cevirilerek vicuttan atilir. Viicuda alinan ve ¢ogu hidrofobik yapidaki
ksenobiyotikler karacigerde once Faz I enzimleri tarafindan katalizlenen rediiksiyon,
oksidasyon ve hidroliz reaksiyonlar1 sonucunda suda ¢6ziiniir metabolitlere doniistiiriiliirler
(Kaklikkaya ve ark., 2010).

Faz 1 reaksiyonlari, substratin dogasina gore bazen aktivasyon bazen de
deaktivasyonla sonuclanir. Bu metabolitlerin ¢ogu bundan sonra, Faz II enzimleri olarak
adlandirilan konjugasyon enzimleri tarafindan daha da hidrofilik yapida olan siilfat,
glukuronik asit gibi konjugatlarina gevrilirler. Faz II reaksiyonlar1 ¢cogunlukla deaktivasyonla
sonlanir ve olusan metabolit viicuttan atilir (Buhler ve Williams, 1989).

Sitokrom P450 enzimleri ise, farkli ve c¢ok cesitli substrat 6zgiilliikklerine sahip bir
enzim super ailesidir. Bu enzimler; cevresel Kirleticiler, kimyasal maddeler, ilaclar,
antioksidanlar, organik ¢oziiciiler ve boyalar gibi ekzojen bilesiklerin metabolizmasinda rol
almalarmimn yan1 sira, steroid hormonlar, yag asitleri, kolestrol, safra asidi, prostoglandinler,

biyojenik aminler, retinoidler gibi endojen kaynakl bilesiklerin de oksidatif, rediiktatif ve
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peroksidatif metabolizmasindan da sorumludurlar (Gonzalez, 1989; Guengerich, 1992;
Waterman, 1996).

Organizmada endojen ve ekzojen kaynakli bilesiklerin metabolizmasinda ve ¢esitli
fizyolojik islevlerinde ¢ok 6nemli role sahip sitokrom P450 enzimleri arkealardan funguslara,
mayalara; bitkilerden hayvanlara kadar yasamin tiim formlarinda bulunmaktadir (Wright ve
ark., 1996; ).

Baz1 sitokrom P450’lerin seviyeleri ve aktiviteleri gesitli kimyasallara maruz kalma
neticesinde de artma veya azalma gosterebilir (Conney ve ark., 1956).

Sitokrom P450’ lerin substrati olan pek ¢ok endojen ve ekzojen maddenin ayni
zamanda enzimin yarigmali, yarismasiz ve geri donisiimsiiz inhibitoru, indikleyicisi veya

baskilayicisi olduklar1 durumlar da s6z konusudur (Coleman, 2005; Estabrook, 2003).

1.4.4. Glutatyon S-Transferaz (GST)

Ksenobiyotik metabolizmasinda 6nemli role sahip bir diger enzim ailesi GST’lar
ilaglarin ve ksenobiyotiklerin biiyiik bir kisminin Faz II metabolizmasindan sorumludur. Bu
enzimler, ¢esitli ekzojen veya endojen kaynakli elektrofilik ve hidrofobik bilesiklerin,
glutatyon (GSH) ile konjugasyonunu saglayarak viicuttan atilimlarimi gergeklestirir (Allsopp
ve ark., 1997).GST’ lar, elektrofilik substratlarin, GSH’a niikleofilik ataklarini katalize eder
dolayisiyla, bu substratlarin hiicre igerisindeki makromolekiillere karsi reaktivitelerini
azaltirlar (Allsopp ve ark., 1997). Bu enzimler, ksenobiyotikleri GSH’daki sistemine ait —SH
grubu ile baglayarak onlarin elektrofilik bolgelerini notralize eder. Bu sayede olusan GSH
konjugatlariyla bilesigin daha fazla suda ¢6ziiniir hale gelmesi saglanir. Bu asamanin ardindan
GSH’dan koparilan glutamat ve glisin, serbest amino grubu ile asetillenip, merkapturik
asitlere doniistiiriiliir ve safra yolu ile viicuttan atilir. Bu sekilde, pek c¢ok potansiyel
kanserojen, sitotoksik ve genotoksik bilesigin GSH ile konjugasyonu sonucu viicuttan
atilimlarini saglayan bu enzim ailesi, viicut i¢in olduk¢a dnem tasiyan enzim gruplarindan

biridir (Cobanoglu ve ark., 2011).
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1.5. Histopatoloji

Histopatoloji, temelde bir organizmanin hastalikli veya deneysel olarak degistirilmis
hiicre ve dokularinin saglikli veya kontrol muadilleri ile karsilastirilmasiyla gergeklestirilen
bir mikroskobik inceleme yontemi olarak tanimlanmaktadir. Bu inceleme yontemi sayesinde
histolojik anormalliklerin yar1 kantitatif olarak belirlenmesi amaglanmaktadir. Insan veya
hayvan histolojisi ¢alismalarina dayanan histopatolojik degerlendirme yontemi ayni zamanda
mikroskobik anatomi olarak adlandirilmakta ve tibbi arastirmalar i¢in 6nemli bir ara¢ olarak
gorev yapmaktadir. Isik mikroskobu kapsamlar1 altinda ince bir Ornek Kkesitinin
incelenmesiyle gergeklestirilen histoteknik, doku ve hiicrelerin mikroskobik o6zelliklerinin
gorsellestirilmesine izin veren ve hastaliklarin spesifik mikroskobik yapisal degisikliklerini

tanimlayan bir dizi prosediirden olusmaktadir (Staples ve ark., 1998).

Histolojik calisma, toksik maddelere maruz kalma nedeniyle organlarin yapisal
organizasyonunda meydana gelen degisikliklerin derecesini anlamak i¢in dikkate deger ve
ilgili bir parametredir. Kirletici maddelere maruz kalmanin bir goéstergesi olarak histoloji;
Ozellikle subletal ve kronik etkiler icin, Kirliligin derecesini degerlendirmede yararl bir yol
sunmaktadir (Bernet ve ark., 1999).

1.6. Apoptozis

Apoptozis, bir hiicrenin programli 6liimiine yol agan ve canlilarda normal fizyolojik
durumlar icin gerekli olan bir surectir (Sinha Hikim ve Swerdloff, 1999). Fakat baz1 sentetik
endokrin bozucularin organlarda apoptotik etki yaptigi gosterilmistir. Normal sartlarda
antioksidan enzimler, organizmada olusan reaktif oksijen radikallerini (ROS) zararsiz hale
getirmektedir. Ancak, endokrin bozucularin ¢ok degisik mekanizmalar ile antioksidan
enzimleri inhibe ettigi ve ortamda ROS’ nin artmasiyla apoptotik hiicre 6liimune neden
olduklar1 diistiniilmektedir. Oksidatif stres sonucu agiga ¢itkan ROS’ nin mitokondri, plazma
membrani  ve genom {izerinde olusturabilecegi hasarlara baglh olarak apoptozis
basglatilabilmektedir (Ulukaya, 2003).

Hayvanlarda nongenotoksik epigenetik bir karsinojen oldugu bilinen DEHP’ m geri
donisimlii olarak interselliiler gap junctional iletigsimi inhibe ettigi ve bu sebeple hicrelerin
cogalmasi, farklilagsmasi ve apoptozisi ilizerinde etkisi oldugu belirtilmektedir (Takeuchi ve
ark., 2003).
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Model Canlinin Dogadan Temini

Calismada kullanilan model canli G. pulex drnekleri, Tunceli ili Munzur Akarsuyu
yan kollarindan (39.156820 N, 39.499640 E) temin edilmistir (Resim 2.1).

G. pulex’ler Eylul 2018 — Ekim 2018 doéneminde, 6rnekleme noktasmin akimtili
kisimlarindan dip kepgesi yardimiyla, durgun kisimlarindan hortumla vakumlanmak suretiyle
toplanarak, hava takviye edilmis tanklarla Munzur Universitesi Cevre Miihendisligi Bélimii

Akuatik Toksikoloji Aragtirma Laboratuvarina canli olarak getirilmistir.

Resim 2.1. G.pulex’in toplanmasi

2.2. G. pulex’ lerin Laboratuvar Kosullarina Adaptasyonu

Laboratuvara canli olarak getirilen G. pulex ornekleri dogal ortamima benzer sekilde

hazirlanmis akvaryumlara yerlestirilmistir. Bu amacla canli materyalin yasam ortamindan



getirilen sedimentler distile su ile yikanarak 80x40x25 cm ebatlarindaki stok akvaryumlarina
ilave edilmistir (Resim 2.2).

Akvaryumlara Orneklerin temin edildigi dogal ortamlardan alman dinlenmis su
konulmustur. Laboratuvar aydinlatmasinda, (12 saat aydinlik, 12 saat karanlik) sekilde
fotoperiyot uygulanmistir (Wetherill ve ark., 2007).

Ortam sicaklig1 termostath klima sayesinde hem adaptasyon hem de test asamalarinda
10, 14 ve 18°C’ye ayarlanarak sabit tutulmustur. G. pulex’lerin dogal ortamlarindan toplanan
salkim sogiit ve cayir soglidii agag yapraklar1 cam bir kapta, suyun iginde ¢iirltilerek G.
pulex’lerin beslenmesinde kullanilmistir (Cernevali ve ark., 2010).

Stok akvaryumlarinda su sirkiilasyonu i¢in harici filtre, G. pulex’lerin oksijen
ihtiyacin1 karsilamak i¢cin hava motoru kullanilmistir. Akvaryumlardaki sularin %70’1
canlilarin dogal ortamimdan temin edilen dinlenmis suyla haftada bir degistirilerek

yenilenmistir. Adaptasyon siiresince canlilarin beslenmesi ve hareketliligi gozlemlenmistir.

Resim 2.2 Gammarus pulex’lere uygulama yapilan akvaryumlar.
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2.3. Di-2-Etilhekzil Fitalat’in LCso Degerlerinin Belirlenmesi

96 saat maruziyet sonrasindaki Di-2-etilhekzil fitalat (DEHP)'in LCso degeri
belirlenmistir. Bu amagla oncelikle aralik belirleme ¢alismasi yapilmis, sonrasinda statik test

uygulanmistir (APHA, 1998).
2.4. G. pulex’ in Di-2-Etilhekzil Fitalat (DEHP)’a Maruz Birakilmas

Calismada  kullanilan DEHP Sigma-Aldrich firmasindan ticari olarak satin
almmistir. DEHP’1in LCso degeri 0,079+0,01 ppm olarak tespit edildi ve sonra ii¢ subletal
dozda DEHP (LCso degerinin 1/4; 1/8 ve 1/16 oraninda ) 24 ve 96 saat boyunca G. pulex’e
uygulandi. G. pulex (her grup icin n: 10), 24 saat ve 96 saat boyunca DEHP iceren sentetik
soliisyonlara maruz birakilmistir. Dort deney grubu asagidaki sekilde tasarlanmistir: A (0,02
mg/L DEHP igeren grup); B (0,01 mg/L DEHP ihtiva eden grup); C (0,005 ppm DEHP igeren

grup) ve kontrol grubu.

2.5. Diseksiyon Islemleri ve Dokularin Hazirlanmasi

Bu kisimda yapilacak tiim c¢alismalar Munzur Universitesi Merkezi ARGE
Laboratuarinda gergeklestirilmistir. Calismamizda model canli olarak Gammarus pulex
kullanilmistir. Dokular tartilmis ve 1/5 w / v oraninda PBS tamponu (fosfat ile tamponlanmis
tuz c¢ozeltisi) eklenerek, buz ile birlikte homojenizator kullanilarak homojenize edilmistir.
Homojenize edilen bu ornekler sogutmali santrifiijde 17000 rpm’de 15 dakika santrifiij
edilerek ve elde edilen slpernatanlar -86°C’de derin dondurucuda olgiim islemleri

tamamlanincaya kadar muhafaza edilmistir.

2.6. Biyokimyasal Yamitin Belirlenmesi

Caligmamizda biyokimyasal yanitin belirlenmesi igin, SOD, KAT, CYP1Al, GST
aktiviteleri seviyeleri belirlendi.

SOD, KAT, GST enzim aktiviteleri Cayman ticari firmasindan satin alinan (katalog no
KAT: 707002, SOD: 706002, GST: 703302) ELISA kitleri kullanilarak mikroplaka

okuyucuda belirlenmistir.
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CYPI1A1l kiti ise CUSABIO firmasindan satin almmistir. (katalog no: CSB-
ELOO6395FI).

2.6.1 Suiperoksit Dismutaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Kit igeriginin belirledigi bu yontem hipoksantin ve ksantin oksidaz tarafindan tiretilen
stiperoksit radikallerinin belirlenmesi igin tetrazolium tuzu kullanilir. Bir tinite SOD %
50’sinin dismutasyonunu gosteren enzim miktar1 olarak tanimlamaktadir. Bu yontem ii¢ tip

SOD’un aktivitesini de belirlemektedir.

2.6.2. Katalaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Kullandigimiz kit enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in KAT'inn (peroksidatik)
fonksiyonunu kullanilmistir. YOntem enzimin optimal bir su (H202 konsantrasyonunun
varliginda metanol ile reaksiyona girmesine dayanir. Uretilen formaldehit, 5-amino-4-
hidrazino-6-merkapto-2,3,4-triazol (Purpald) ile kromojen olarak spektrofotometrik olarak
Olciiliir. 1,2 Purpald, o6zellikle aldehitlerle bisiklik bir heterosikl olusturur; oksidasyon

degisimine bagl olarak renksizden mor renge dogru bir degisim gozlenir.

2.6.3. Glutatyon S-Transferaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Glutatyon S-Transferaz enzim aktivitesi (Cayman Chemical Company) The Cayman
Glutathione S-Transferase Assay Kit (Catalog No: 703302) ile 340 nm’de mikroplaka
okuyucuda ol¢iilmiistiir. Yapilan Slctimler sonucunda kit iceriginde bulunan protokole gore
standart grafik ¢izilmistir. Enzim aktivitesi standart grafik kullanilarak nmol/dk/ml olarak
hesaplanmistir. Yontemin esasi, Cayman Glutathione S-Transferase Assay Kiti redikte
glutatyon ile 1-chloro-2,4-dinitrobenzenin (CDNB) konjugasyonunun élcimi yoluyla toplam
GST aktivitesini Olgmektedir. Konjugasyon 340 nm’de bir artisa neden olur. Bu artis

ornekteki GST aktivitesinin oransal artig1 anlamina gelir.
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2.7. Histopatolojik ve Immunohistokimyasal Degerlendirmeler

Calismamizda, 24 saat ve 96 saat boyunca li¢ farkli oranda DEHP iceren sentetik
soliisyona maruz birakilan G. pulex model canlilarinda meydana gelen histopatolojik ve
immunohistokimyasal degisikliklerin tespit edilmesi amaglanmistir. Bahsi  gecen
degerlendirmeler i¢in G. pulex model canlilar1 bulunduklar1 soliisyonlardan alinarak hizlica
Bouin (her grup igin n: 5) ve % 10 Tamponlanmis Notral Formalin (her grup igin n: 5) doku
tespit soliisyonlarma birakildi. Bouin solisyonunda 24 saat slreyle tespit edilen model
canlilar % 50, 70, 80, 96 1, 96 II, 100 I ve 100 II'lik alkol serilerinden gegirildi. % 10
Tamponlanmis Notral Formalin sollisyonunda 24-30 saat sireyle tespit edilen canlilar daha
sonra 12-24 saat kadar akarsuda yikamaya birakildi. Yikamayi takiben model canlilar % 70,
80,961, 96 11, 100 I ve 100 II'lik alkol serilerinden gecirildi. Her iki tespit sollisyonundaki G.
pulex model canlilar1 alkol serilerini takiben ksilol I, ksilol 11 ve ksilol 111 serilerinden de
gecirilerek 45°C’lik etiivde ksilol-parafin karisiminda 1 gece bekletildi. Bunu takiben ii¢ ayr1
parafin serisinde birer saat siireyle bekletilerek parafin bloklar hazirlandi. Hazirlanan parafin
bloklardan kizakli mikrotomda 5 pm kalinliginda immunohistokimyasal degerlendirme icin
poli-L-lizin kapli ve histopatolojik degerlendirme i¢in rodajli lamlara seri kesitler alindi. Bu
kesitlere 24 saat ya da daha uzun siireyle oda 1sisinda kurutma yapildi. Kesitler, histopatolojik

incelemeler icin rutin Hematoksilen-Eozin (H&E) boyama yontemine gore boyandu.

Gammarus pulex model canlilarinda meydana gelen apoptozisi (programli hiicre
6limu) belirlemek icin immunohistokimyasal (IHC) analiz yontemi olan Kaspaz (Caspase)
metodu kullanildi. immunohistokimyasal boyama prosediirii iiretici firma talimatlarma ve
onceki ¢aligmalarimizda uyguladigimiz protokole uyularak gergeklestirildi (Tatli Seven ve
ark., 2018a; 2018b). Boyama islemine baslamadan once, kesitler 60 °C’lik etiivde 1 gece
bekletildi. Etiivden ¢ikarilip sogutulan kesitlere 3 kez, 10’ar dakika ksilol soliisyonlarinda
deparafinizasyon igslemi uygulandi. Daha sonra % 100, 96 ve 80°lik alkol serilerinde ise 10’ar
dakika rehidratasyon iglemi yapildi. Kesitler 6nce distile suda calkalandi ve arkasindan antijen
retrieval prosedirini uygulamak (zere sitrat buffer sollisyonuna (pH 6.0) alind1
Mikrodalgada yaklagik 20 dakika kaynatildiktan sonra ¢ikarilan kesitler oda 1sisinda
sogutulduktan sonra 3 kez, 5’er dakika Phosphate Buffered Saline (PBS) soliisyonunda
yikandi. Kesitler kurulanarak dokularin etrafi immun kalemle gizildikten sonra

endojenperoksidaz aktivitesini engellemek igin % 3’lik H202’de (200 ml methanole 6 ml
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H20> eklenerek) 5 dakika bekletilerek akabinde 3 kez, 5’er dakika PBS soliisyonunda yikandh.
Ardindan kesitler Ultra V (UV) blok ile 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra
direkt primer antikor uygulamasina gegcildi. Kesitler, primer antikor olarak Rabbit Polyclonal
Active Caspase-3 Antibody (Thermo Scientific, CPP32, Ab-4, UK) ile 37 °C’lik etiivde 1 saat
stireyle nemli ve karanlik ortamda (humidifiedchamber) inkiibe edildi. Primer antikor
inkiibasyonundan sonra PBS soliisyonunda 3 kez, 5’er dakika yikanan kesitlere akabinde
Biotinylated Goat Anti-Polyvalent ile 30 dakika oda sicakliginda sekonder antikor
inkiibasyonu yapildi. Ardindan PBS solisyonunda 3 kez, 5’er dakika yikanan kesitler
Streptavidin HRP (Horseradish peroksidaz) ile 30 dakika oda sicakliginda inkibe edildi. PBS
solisyonunda 3 kez, 5’er dakika yikanan kesitler kurulanarak 3-Amino-9-etilcarbazole (AEC)
kromojen (ThermoScientific, Ultra Vision Detection System Anti-Polyvalent, HRP/AEC,
UK) ile 5-20 dakika muamele edildi. Sonrasinda kesitler 5 dakika distile suda yikandi ve
zemin boyamasi i¢in zit boya olarak Mayer’s hematoksilende 30 saniye boyama yapildi. Son

olarak akarsuda 5 dakika yikanan kesitler aqueousmountingmedium ile kapatildi.

Gammarus pulex model canlilarina ait kesitlerdeki histopatolojik  ve
immunohistokimyasal degerlendirmeler fotomikroskop 6zelligine sahip 151k mikroskobunda
(Olympus BX- 51, Olympus Optical Co., Ltd.,, Tokyo, JAPAN) incelenerek yapildi ve
fotograflar1 gekildi. Kesitlerdeki pozitif immunoreaktivite boyanma yogunluguna bakilarak (-;

boyanma yok, +; zayif, ++; orta, +++; siddetli) derecelendirildi.
2.8. Istatistiksel Analiz
Ayn1 uygulama peryodunda uygulama dozlar1 arasi istatistiksel fark Duncan’s ¢oklu

karsilastirma testine gore belirlenmistir. Ayn1 uygulam grubunda uygulama stireleri arasindaki

fark Bagimsiz T testi ile belirlenmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Biyokimyasal Bulgular

Bu ¢alismada DEHP’m Gammarus pulex’de olusturdugu toksisite biyokimyasal
olarak incelenmis olunup G.pulex’deSOD, KAT, CYP1Al, Glutatyon GST aktiviteleri

belirlenmistir.

Tablo 3.1. Farkli konsantrasyonlarda di-(2-etilhekzil) fitalat’a maruz kalan Gammarus pulex’de bazi antioksidan

ve detoksifikasyon enzim aktivitelerindeki degisimler.

Biyokimyasal 24 .saat 96.saat
SOD(U/ml) Kontrol 0,010+0,0012 0,0067+0,0002°
A 0,006+0,0022 0,0131+0,0044%
B 0,008+0,003? 0,0217+0,0034%
C 1,39+0,252 1,55+0,542
KAT (nmol/dk/ml) Kontrol 4,92+0,212 5,2+0,9°
A 4,69+0,42° 11,560,6%"
B 6,14+0,45% 12,95+2,093%
C 9,13+0,492 6,24+0,82"
GST(nmol/dk/ml) Kontrol 2,97+0,57° 2,970,572
A 6,95+0,572 2,64+0,66%"
B 2,31+0,33° 5,2+0,66%"
C 2,97+0,57° 3,97+1,12
CYP1Al(pg/ml) Kontrol 153,745,122 150,048,317
A 145,642,842 136,214,422
B 147,446,892 143,1+3,52%
C 162,545,292 146,917,592

Ust simgedeki a, b ve ¢ harfleri ayn1 saatteki farkli uygulama gruplari arasindaki farki gosterir. * ayn1 uygulama
grupta uygulama stireleri (24. ve 96. saatler) arasindaki istatistiksel farklar1 gostermektedir.




3.1.1. SOD Aktivitesi

Farkli konsantrasyonlarda Di-(2-etilhekzil) fitalat’a maruz kalan Gammarus pulex’de
SOD enzim aktivitesindeki degisimler arastirilmis olup sonuglar Tablo 3.1’de gosterilmistir.
SOD aktivitesinin kontrol ile kiyaslandiginda 24. saatte A ve B gruplarinda azaldigi, C
grubunda ise arttigi gézlenmistir (p>0.05). Yine kontrol grubu ile kiyaslandiginda tiim

gruplarda 96. saatte bir artis saptanmistir (p<0.05) .

Maruz kalma sireleri karsilastirildiginda ise; 96. saat sonunda enzim aktivitelerinde

istatistiksel olarak onemli olmamakla birlikte bir artig goriilmistiir (Tablo 3.1) (Sekil 3.1).

0.25 24, saat

a M96. saat
0.2

0.15

SOD (U/mL)
o
[N

0.05

Kontrol A B C

Sekil 3.1.Farkli konsantrasyonlarda di-(2-etilhekzil) fitalat’a maruz kalan Gammarus pulex’de SOD
enzim aktivitesindeki degisimler .(C grubunda degerler 1/10 olarak yansitilmigtir). Barlar tizerindeki farkli
harfler ayn1 uygulama peryodunda gruplar arasi isttatistiksel olarak fark oldugunu gostermektedir, ®°p<0.05
(Duncan’s ¢oklu karsilastirma testine gore). *; ayni uygulama grubunda 24. ve 96. saatler arasindaki istataistiksel
farki gostermektedir (Bagimsiz T testi).

3.1.2. KAT Aktivitesi

Farkli konsantrasyonlarda di-(2-etilhekzil) fitalat’a maruz kalan Gammarus pulex’de
KAT enzim aktivitesindeki degisimler arastirilmis olup sonuclar Tablo 3.1°de gdsterilmistir.
Kontrol grubu ile kiyaslandiginda farkli dozlarda di-(2-etilhekzil) fitalat’a maruz kalan maruz

kalan Gammarus pulex’de KAT aktivitesi 24. saat sonunda B ve C gruplarinda artmis, A
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grubunda ise azalmistir fakat bu degisimler istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0.05). 96. saat sonunda ise KAT aktivitesinin tum uygulama gruplarda istatistiksel olarak
anlamli diizeyde artmustir (p<0.05) .

24. saat ile 96. saat sonuglar1 karsilastirildiginda 96. saat sonrasinda KAT aktivitesinde
A, B ve C gruplarinda istatistiksel olarak onemli diizeyde bir atig goriilmiistiir (p<0.05) (Tablo
3.1) (Sekil 3.2).

24, saat
m 96. saat

KAT (nmol/min./ml)

Kontrol A B C

Sekil 3.2 Farkli konsantrasyonlarda di-(2-etilhekzil) fitalat’a maruz kalan Gammarus pulex’de KAT
enzim aktivitesindeki degisimler. Barlar iizerindeki farkli harfler ayn1 uygulama peryodunda gruplar arasi
isttatistiksel olarak fark oldugunu gostermektedir, ®°p<0.05 (Duncan’s ¢oklu karsilastirma testine gore). *; ayn1
uygulama grubunda 24. ve 96. saatler arasindaki istataistiksel farki géstermektedir (Bagimsiz T testi).

3.1.3. GST Aktivitesi

Farkli konsantrasyonlarda di-(2-etilhekzil) fitalat’a maruz kalan Gammarus pulex’de
GST enzim aktivitesindeki degisimler arastirilmis olup sonuglar Tablo 3.1° de gosterilmistir.
GST aktivitesi, kontrol grubuyla kiyaslandiginda A grubunda artmig (p<0.05), B grubunda
azalmig, C grubunda ise degismemistir (p>0.05). 96. saat sonrasinda ise; A grubunda azalmas,

B ve C grubunda ise artmistir (p>0.05).

Uygulama siireleri karsilastirildiginda, A grubunda 96.saat sonrasinda GST enzim

aktivitesi azalirken (p<0.05), B grubunda istatistiksel olarak 6nemli bir artig (p<0.05), ve C
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grubunda ise istatiksel olarak anlamli olmayan bir artis saptanmistir (p>0.05) (Tablo 3.1)
(Sekil 3.3).

24, saat
m 96. saat

GST (nmol/dk/ml)

Kontrol A B C

Sekil 3.3 Farkli konsantrasyonlarda di-(2-etilhekzil) fitalat’a maruz kalan Gammarus pulex’de GST
enzim aktivitesindeki degisimler. Barlar iizerindeki farkli harfler ayn1 uygulama peryodunda gruplar arasi
isttatistiksel olarak fark oldugunu gostermektedir, ®°p<0.05 (Duncan’s ¢oklu karsilastirma testine gore). *; ayni
uygulama grubunda 24. ve 96. saatler arasindaki istataistiksel farki géstermektedir (Bagimsiz T testi).

3.1.4. CYP1ALl Duzeyleri

Farkli konsantrasyonlarda di-(2-etilhekzil) fitalat’a maruz kalan Gammarus pulex’de

CYPI1AL1 diizeylerindeki degisimler arastirilmis olup sonuglar Tablo 3.1°de gosterilmistir.

24. saat sonunda CYP1A1 diizeyleri kontrol ile kiyaslandiginda A ve B gruplarda
azalirken, C gruplarinda artiy gézlenmistir (p>0.05). 96. saat sonunda ise; tim uygulama

gruplarinda azalig goriilmistiir (p>0.05).

Farkli uygulama siireleri karsilastirildiginda ise; CYP1Al diizeyleri 96. saat
sonrasinda tiim uygulama gruplarinda azalig gostermistir (p>0.05) (Tablo 3.1) (Sekil 3.4).
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Kontrol A B C

Sekil 3.4 Farkli konsantrasyonlarda di-(2-etilhekzil) fitalat’a maruz kalan Gammarus pulex’de CYP1A1
enzim aktivitesindeki degisimler. Barlar iizerindeki farkli harfler ayn1 uygulama peryodunda gruplar arasi
isttatistiksel olarak fark oldugunu gostermektedir, ®°p<0.05 (Duncan’s ¢oklu karsilastirma testine gore). *; ayni
uygulama grubunda 24. ve 96. saatler arasindaki istataistiksel farki géstermektedir (Bagimsiz T testi).

3.2. Isik Mikroskobik Bulgular

Gammarus pulex’in de dahil oldugu Gammaridae Amphipodalari, 3-8. torakopodlara
bagl tek coxal solungaglara (epipodlar) sahip olmasiyla karakterize edilmistir. Cogu
Amphipodanin solungaglari, siklikla kisa bir sapla peracopodlara baglanmis ince, diiz ve oval
yapilar olarak goriilmektedi r(Steele and Steele, 1991). Histolojik olarak coxal solungaglarin
tim duvarlar: ince bir kitikil tabakasi ile kapl epiteliyal hiicrelerin tek bir tabakasindan
olugsmaktadir. Solungacmn karsilikli duvarlari, kan akimi i¢in birkag kompartmana boliinmiis
siniizoid benzeri biiyiik bir hemos6l elde etmek i¢in pillar (siitun) parcalarmin ekleri ile sik¢a
bir arada tutulmaktadir (Takeuchi ve ark., 2003). Hemosdl veya hemolenfatik kanallar,
karsilikli epitel tabakalarini ayiran siitunlarla sinirlandirilmistir. Solungaglarin uglarinda, daha
biyuk hemolenfatik bosluklar hemolenfatik sindsleri (marjinal kanal) olusturmaktadir.
Kabuklularda, iyonik regiilasyonda rol oynayan ana organlar olan solungaclar dis ve i¢ medya
arasinda pasif ve aktif bir iyonik aligveris bdlgesi olusturmaktadir (Issartel ve ark., 2010).

Kontrol grubuna ait G. pulex model canlilarinin 151k mikroskobik incelemesinde; 24.

saat ve 96. saat sonrasinda deney gruplari ile karsilastirildiginda solungaglarinda herhangi bir
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histopatolojik degisikligin bulunmadigi ve normal morfolojiye sahip olduklari tespit edildi
(Sekil 3.5.A, Sekil 3.5.B). Immunohistokimyasal boyama yontemi ile boyanan kesitler

incelendiginde ise pozitif immunoreaktiviteye rastlanmadi (Sekil 3.5.C, Sekil 3.5.D).

Sekil 3.5 Kontrol grubu G. pulex érneklerinin solungaglarinda 24. saat sonrasinda (A) ve 96. saat sonrasinda (B)
normal histolojik yapi. Hemosol-Hemolenfatik kanal-Hemolenfatik lakuna (kalin siyah ok), Pillar (destek)
hiicresi (kalin beyaz ok), Epitelyum (ince siyah ok), Kiitikiil tabakasi (ince beyaz ok), Hemolenfatik sinus-
Marjinal kanal (kirmizi ok) (H&E). Kontrol grubu G. pulex érneklerinin solungaglarinda 24. saat sonrasinda (C)
ve 96. saat sonrasinda (D) negatif immunoreaktivite (Caspase-3).

30



Histopatolojik sonuglar solunga¢in DEHP’dan etkilenen birincil hedef doku oldugunu
gosterdi. A grubuna ait G. pulex model canlilarinin 151k mikroskobik incelemesinde; 24. saat
sonrasinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda solungaglarinda birgok alanda vakuolizasyon
(vakuollesme), hemostatik infiltrasyon (gog), anormal g¢ekirdek pigmentasyonu, siitunlarin
yoklugu, hemolenfatik kanallarda azalma veya yokluk ve hemolenf ile dolu hemolenfatik
lakuna gozlendi (Sekil 3.6.A, Sekil 3.6.B). 96. saat sonrasinda ise belirtilen bulgulara ilaveten
belirgin solunga¢ kollapst (¢cokme) ve hiicre proliferasyonu (hiperplazi) belirlendi (Sekil
3.6.C, Sekil 3.6.D). Immunohistokimyasal boyama yontemi ile boyanan kesitler
incelendiginde ise siddetli pozitif immunoreaktiviteye rastlandi (Sekil 3.6.E, Sekil 3.6.F).

B grubuna ait G. pulex model canlilarinin 151k mikroskobik incelemesinde; 24. saat
sonrasinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda solungaglarinda birgok alanda vakuolizasyon,
anormal ¢ekirdek pigmentasyonu, siitunlarm yoklugu ve hemolenfatik kanallarda azalma veya
yokluk go6zlendi (Sekil 3.7.A). 96. saat sonrasinda ise belirtilen bulgulara ilaveten belirgin
solungag kollaps1 belirlendi (Sekil 3.7.B). Immunohistokimyasal boyama ydntemi ile boyanan
kesitler incelendiginde ise orta yogunlukta pozitif immunoreaktiviteye rastlandi (Sekil 3.7.C,

Sekil3.7.D).
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Sekil 3.6 A grubu G. pulex 6rneklerinin solungaglarinda 24. ve 96. saat sonrasinda meydana gelen histopatolojik
degisiklikler. A grubu G. Pulex orneklerinin solungaglarinda 24. saat sonrasinda vakuolizasyon (ok) (A),
anormal niikleus pigmentasyonu (kalin siyah ok), hemolenf ile dolu hemolenfatik lakuna (kalin beyaz ok),
hemolenfatik sinus-marjinal kanal (ince siyah ok) (B) ve 96. saat sonrasinda kollaps (oklar) (C), hiperplazi
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(beyaz ok), hemolenfatik sinus-marjinal kanal (siyah ok) (D) (H&E). A grubu G. pulex Orneklerinin
solungagclarinda 24. saat sonrasinda (E) ve 96. saat sonrasinda (F) siddetli pozitif immunoreaktivite (Caspase-3).

&

Sekil 3.7 B grubu G. pulex 6rneklerinin solungaglarinda 24. ve 96.saat sonrasinda meydana gelen histopatalojik
degisiklikler. B grubu G. Pulex 6rneklerinin solungaglarinda 24. saat sonrasinda vakuolizasyon (beyaz ok),
hemolenfatik sinus-marjinal kanal (siyah ok) (A) ve 96. saat sonrasinda solungag kollapsi (oklar) (B) (H&E). B
grubu G. pulex érneklerinin solungaglarinda 24. saat sonrasinda (C) ve 96. saat sonrasinda (D) orta yogunlukta
pozitif immunoreaktivite (Caspase-3).

C grubuna ait G. pulex model canlilarinin 151k mikroskobik incelemesinde; 24. saat
sonrasinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda solungaglarinda vakuolizasyon, anormal
cekirdek pigmentasyonu, siitunlarin yoklugu, hemolenfatik kanallarda azalma veya yokluk ve
hemolenf ile dolu hemolenfatik lakuna gozlendi (Sekil 3.8.A). 96. saat sonrasinda ise

33



belirtilen bulgulara ilaveten solunga¢ kollapsi ve hiperplazi belirlendi (Sekil 3.8.B).

Immunohistokimyasal boyama ydntemi ile boyanan kesitler incelendiginde ise orta

yogunlukta pozitif immunoreaktiviteye rastlandi (Sekil 3.8.C, Sekil3.8.D).

Sekil 3.8 C grubu G. pulex 6rneklerinin solungaglarinda 24. ve 96.saat sonrasinda meydana gelen histopatalojik
degisiklikler. C grubu G. pulex 6rneklerinin solungaglarinda 24. saat sonrasinda vakuolizasyon (kisa siyah ok),
anormal cekirdek pigmentasyonu (uzun siyah ok), hemolenf ile dolu hemolenfatik lakuna (beyaz oklar),
hemolenfatik sinus-marjinal kanal (kirmizi ok) (A) ve 96. saat sonrasinda hiperplazi (siyah ok), hemolenfatik
sinus-marjinal kanal (kirmizi oklar) (B) (H&E). B grubu G. pulex orneklerinin solungaglarinda 24. saat
sonrasinda (C) ve 96. saat sonrasinda (D) orta yogunlukta pozitif immunoreaktivite (Caspase-3).

34



4. TARTISMA

Bu ¢aligmada; di-(2-etilhekzil) fitalat’in Gammarus pulex’de olusturdugu toksisite
biyokimyasal ve histopatolojik olarak incelenmis, bazi antioksidan ve detoksifikasyon

enzimleri arastirilmastir.

Fitalat esterlerin toksisitesi ve kanserojenitesi ¢esitli yazarlar tarafindan ¢aligilmistir
(Kapdan ve Kargi, 2000). Mutajenite (Adams, 2002), teratojenite ve fetotoksisite (Dulligan ve
Austian, 1973; Tomita ve ark., 1982). Daphnia magna nin liremesi tizerine etki (Brown ve
Thompson, 1982), tath su amfioidi, Gammarux pulex’de fizyolojik bozukluklar ve tuzlu su
karideslerinden kuluckalamasi tizerine gesitli ¢aligmalar yapilmistir. Literatiire bakildiginda,
kirletici etkileri degerlendirilmek {izere gammaridlerle bir¢ok ekotoksikolojik caligma
yapilmistir ancak yapilan bu ¢alisma model canli olarak G. pulex kullanilarak di-(2-etilhekzil)
fitalat’in canlidaki olusturdugu toksisistenin hem histopatolojik hem de biyokimyasal olarak
incelendigi ilk calismadir. Ayrica, bu ¢alisma ile gevre kirleticisi fitalatlarin sucul canlilar
iizerine etkilerinin anlasilmas1 ve kirlilik biyobelirteci olarak yontem gelistirilmesi icin

literatiire katki saglanmaistir.

Calismada, biyolojik belirteg gesitleri arasinda detoksifikasyon enzimlerinden (GST ve
CYP1A1), antioksidan enzimlerinden (SOD, KAT) aktivitesi, di-(2-etilhekzil) maruziyetinin

etkilerini 6ngérmede biyolojik belirte¢ olarak kullanilmistir.

Ksenobiyotik-metabolize edici enzim aktivitelerinin  degistirilmesi, yabanci1
bilesiklerin metabolizmasin1 ve/veya toksisitesini etkileyebilir. GST ksenobiyotiklerin
metabolizmasinda ve detoksifikasyonunda yer alan 6nemli konjugasyon enzimleridir (Seriner,
2010). Yapilan bir caligmada tathsu bagrid yaymn baligi Psddobagrus fulvidraco'nun
karaciger, bobrek ve solunga¢ dokularinda dietilheksil ftalat (DEHP) n gesitli oksidatif stres
tepkilerine etkileri laboratuvar kosullarinda arastirmistir. Baliklarm oksidatif stres yanitlari,
glutatyon (GSH) seviyesinin yani sira glutatyon S-transferaz (GST), glutatyon peroksidaz
(GPx) ve glutatyon redilktaz (GR) gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerini analiz ederek
degerlendirilmistir. DEHP’in oksidatif stresi indiikledigi ve karacigerin ise; bu durumdan
encok etkilenen organ oldugu onerilmistir. Bu degisiklikler, artmug GST aktivitelerinin
muhtemelen yuksek DEHP seviyelerine maruz kalma i¢in metabolik bir adaptasyon oldugunu

ve oksidatif hasara karsi bir savunma mekanizmasinin devreye sokuldugunun gostergesidir.
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Yapilan benzer calismalarda DEHP’a maruz kalindiginda da benzer bir sekilde GST

aktivitesinde artiglar gdzlemlenmistir.

SOD ve KAT enzimleri oksijen toksisitesine karsi ilk savunma sistemidir (Zagal ve
Mazmanci, 2011). SOD, oksijen tiirevi serbest radikallere karsi, reaktif ve toksik siiperoksit
radikallerini hidrojen peroksit (H202) haline doniistiiren ilk savunma hattidir (Duman ve Kar,
2015). KAT, H20z>'1 hiicrelere zararsiz olan toksik olmayan H,O ve Oz'e indirgemektedir (Li
ve ark., 2012). Halliwell ve ark.(1995)yaptiklar1 ¢alismada, 24. saat sonunda DEHP’e
maruziyet sonrasi Daphnia magna’da SOD ve faz Il detoksifikasyon enzimi olan GST
enzimlerinde artig, 48. Saat sonrasinda ise her iki enzimin seviyelerinde de bir inhibisyon
saptamiglardir. KAT enzim aktivitesinde de bir inhibisyon goriilmiistiir. Yapilan baska bir
calismada, DEHP uygulamasmma baglh olarak testikiiler oksidant/antioxidant durum
arastirilmigtir.  KAT, SOD ve GST aktivitelerindeki dgisimleri incelemiglerdir. SOD
aktivitesinin DEHP uygulan grupta distigiinii, KAT aktivitesinin kontrole gore neredeyse iki
kat1 arttigi, GST aktivitesinin ise degismedigini bulmuslardir. Dibltil fitalat, organik
kirleticiler ve agir metaller gibi pekgok kirleticiler Cyprinus carpio, carp ve blue mussels’de
KAT aktivitesini arttirdigr bulunmustur. Akhtar ve ark. (2016) yaptiklar1 bir ¢alismada, 60
giin boyunca sicanlar1 di-etilhekzil fitalatta maruz brakmislardir. Uygulama sonrasinda
siganlarin karaciger, bobrek ve kan/plazma’larinda SOD, KAT ve H>O: seviyelerinin 6nemli
derecede diistiigiinii bulmuslardir. Sonug¢ olarak Di-Etilhekzil Fitalatin in-vitro olarak
oksidatif strese, mutajeniteye, oksidatif strese bagli DNA hasarma ve sitotoksisiteye neden
oldugunu 6nermislerdir. Shen ve ark. (2019), dibiitil fitalat’in Daphnia magna tzerine toksik
etkileri arastirilmistir. KAT ve GST aktivitelerinin 6nemli diizeyde diistiigii bulunmustur.
SOD seviyelerinin ise; 0.5 mg/L DBP’a maruziyet sonrasi arttig1 daha sonra daha yliksek
konsantrasyonlara daha uzun maruziyetle birlikte azalmaya bagladigi goriilmiistiir. Turja ve
ark. (2014) yaptiklar1 calismada, Gammarus oceanicus’u 48 ve 96 saat boyunca di-etilhekzil
fitalatta maruziyet sonrasini antioksidan enzim GST, glutatyon, katalaz KAT ve
SODaktivitesindeki degisimleri incelemislerdir. Gammarus oceanicus uygulama sonrasi farkl
biyokimyasal cevaplar vermis olup, kullandiklar1 tiiriin bioizleme i¢in uygun oldugunu
onermislerdir. Barrosa ve ark. (2017) yaptiklar1 ¢alismada, oksidatif stresin biyokimyasal
belirteclerini (katalaz, GST ve lipid peroksidasyonu ve asetilkolinesterazi) nasil etkiledigini
Gammarus locusta’da kronik triklokarban uygulamasma bagh olarak arastirmiglardir.

Biokimyasal biyobelirteglerde ©onemli degisiklikler bulmuslardir fakat oksidatif stres
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biyobelirteglerinin doz bagimli bir egri ¢izmedigini onermisleridir. Agus (2014), Di-N-bditil
fitalat''nm sazan baliklarinda (Cyprinus carpio) SOD ve CYP1A lzerine toksik etkilerinin
molekiiler diizeyde arastirmistir. CYP1A mRNA seviyelerinin solunga¢ dokusunda 4. saatte 7
kat, 24. saatte 1,22 kat ve 96. saatte 2,15 kat arttigini, karacigerde ise bunun tersine, sirasiyla
1,76 kat, 8,46 kat ve 1,08 kat azadigin1i bulmuslardr. SOD mRNA seviyelerinde
solungaglarda anlamli degisim gozlenmemistir. Karacigerde ise mRNA seviyeleri 4. ve 24.
saatlerde sirasiyla 2,58 ve 2,67 kat, 96. saatte 10,82 kat artmustir. Kirleticilerin neden oldugu
oksidatif stres SOD enziminin tiikenmesine yol agmis olabilir SOD'daki artisin H>O»
birikimine yol agabilecegi ve bunun da KAT’1n iglevini sinirlayacag: diistiniilmektedir (Li ve
ark., 2012). Kirleticilerin neden oldugu oksidatif stres SOD ve KAT enzimlerinin
tilkenmesine yol agmis olabilir ve bu tiikenis antioksidan sistemin basarisizligini yansitabilir

(Li ve ark., 2012).

Bizim caligmamizda ise; 96.saat sonrasinda SOD aktivitesinde goriilen artigin, artan
stiperoksit anyonlarindan kaynaklanabilecek muhtemel hasarlardan korunmak i¢in adaptif bir
yanit olabilecegi kanaatindeyiz. Calismamizda GST aktivitesinin de 96. saat sonunda arttig1
goriilmiistiir. Organizma GST aktivitesini DEHP’ten kaynakli hasar1 telafi etmek igin
arttrmistir. Katalaz aktivitesinde bizim ¢alismamizda her iki uygulama peryodu sonrasinda
genel anlamda bir artig goriilmiistiir. Organizma meydana gelen oksidatif stres durumu ile

basacikabilmek i¢in KAT enzim aktivitesini arttirmistir.

Sitokrom P450’ler kesenobiyotiklerin metabolizmasinda yer alan faz II enzimleri olup,
fizyolojik kosullar altinda serbest radikallerin iiretilmesine de katkida bulunmaktadir (Peltola
ve ark., 1996; Hanukoglu., 2006). Yapilan ¢esitli ¢alismalarla DEHP'in gesitli sitokrom p50
enzimleri lizerine etkileri calisilmistir. Nims ve ark. (1994), yaygmn olarak kullanilan
plastiklestirici madde di-(2-etilheksil) ftalat, agirhkli olarak CYP4A alt ailesinin
indiiklenmesini sagladigin1 belirtmislerdir. Seovd (2004), ratlarda ksenobiyotik metabolize
edici enzimleri aragtirmiglardir. DEHP uygulanan gruplarda (200 and 1000 mg/kg) kontrole
kiyasla CYP1A2 CYP3A aktivitelerinin diislis gosterdigi saptanmistir. DEHP’in CYP1A1
grubunda da istatistiksel olarak anlamli olmayan bir diisiise neden oldugu saptanmistir. Ayni
calismada bir FAZ II enzimi olan GST aktivitesi de belirlenmis olunup, Ratlarda 50 mg/kg
uygulama sonrasmda GST aktivitesinde bir degisiklik olmazken, daha yiiksek dozlarda GST
aktivitesinin kontrole kiyasla %75 oraninda azldigi bulunmustur. Bu sonug, CYP1A1l ve

CYP1A2 faaliyetlerinin DEHP ile inhibe edildigini gosteren daha 6nce Agarwal ve ark.
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(1982) ve Sharma ve ark. (1989) calismalariyla uyumluluk gostermektedir. Agarwal ve ark.
(1982)’nin vitro kosullarda DEHP’in metaboliti olan mono- 2 etil hekzil fitalat tarfindan da
ayni inhibisyon etkisinin yaratildig1 in vitro ¢aligmalarda gosterilmistir. Bizim ¢aligmamizda
dadaha once yapilan ¢aligmalarla benzer sonuglar elde edilmis olunup, DEHP uygulamasina
bagli olarak 24. saat sonrasinda CYPIAIl diizeyleri kontrol ile kiyaslandiginda A ve B
gruplarda azalirken, 96. saat sonrasinda ise; tiim uygulama gruplarinda azalis gostermistir.
Farkli uygulama siireleri karsilastirildiginda ise; CYP1A1 dlzeyleri 96. saat sonrasinda tiim
uygulama gruplarinda azalis gostermistir (p>0.05) (Tablo3.1) (Sekil 3.4). Elde edilen bu
sonuclara gore; DEHP’in CYP1Al enziminin post-transkripsiyonel baskilanmasina neden
oldugu ve DEHP’in CYP1Al mRNA'sinda bir artisa neden olup, miktarinin veya enzimatik

aktivitesinin artmasina neden olmadig: diisiincesindeyiz (Sies ve ark., 1991).

DEHP’m farkli canl tiirleri tizerindeki toksik etkileriyle meydana gelen histopatolojik
degisiklikler ile ilgili bircok ¢alismanin bulundugu rapor edilmistir. Alleva ve ark. (1995)
yaptigi ¢alismada, Disbiitil fitalat (DIBP)’in sigan karacigeri iizerine histopatolojik etkilerini
arastirmislardir. Sonug¢ olarak DIBP’mn hepatotoksik oldugu ve karaciger dokusunda geri
doniisiimii olmayan ciddi histopatolojik degisikliklere yol actigi tespit edilmistir. Goktekin
(2016), prenatal donemde dihekzil fitalat ve disiklohekzil fitalata maruziyetin erkek ve disi
sicanlarin  bazi endokrin dokular1 {izerindeki etkilerini incelemistirve histopatolojik
incelemelerde Ozellikle yiiksek doz DHP ve DCHP verilen gruplarda cesitli histopatolojik
bozukluklar goézlenmistir. Adrenal bezde hiicresel dejenerasyon, kapsiilde kalinlagsma, 6dem
ve konjesyon; pankreasin Langerhans adaciginda dejenerasyon; tiroid dokusunda folikullerde
bozulma, yag dokuda artis, mononiiklear hiicre infiltrasyonu ve kolloidal bozulma; hipofiz
bezinde hiicresel dejenerasyon ve konjesyon tespit edilen degisikliklerden bazilaridir.
Ahmad(1995), prepubertal gelisim donemindeki ratlara farkli siirelerde ayn1 dozda DEHP
verilerek olusturulan testis hasar1 lizerine ginkgo biloba ekstrakt 761 (EGb 761)’in koruyucu
etkisi mikroskobik ve biyokimyasal olarak incelemistir.Tiim deney periyotlar1 boyunca
kontrol grubuna kiyasla DEHP grubunda MDA, GSH-Px ve KAT seviyelerinde yikselme;
GSH diizeylerinde azalma tespit edilmistir. TUNEL yontemi ile yapilan degerlendirmelerde
kontrole gore DEHP grubunda; 7. giinde spermatogenik hiicrelerde apoptozisin arttigi, 14. ve
28. glnlerde ise bir Onceki deney periyoduna gore kademeli olarak azaldigi ortaya
konmustur.Yetigkin erkek Zebra baliklarinin (Danio rerio) iireme biyolojisi lizerine yapilan

histolojik caligmalar, 0.2 mg/L ve 20 mg/L konsantrasyonlarmdaki DEHP’a nispeten kisa
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stireli maruz kalmanin spermatogenezi degistirebilecegini ve iiremeyi etkileyebilecegini
gosterilmistir (Corradetti ve ark., 2013). Baska bir g¢alismada taze su baliklarindan
Oreochromis mossambicus (Peters, 1852)’un solunga¢ ve karacigerinde DEHP indiiklii
histopatolojik degisiklikler incelendiginde; konsantrasyon bagimli durumda lamel epitelinin
yiikselmesi ve sismesi, eritrositlerin infiltrasyonu, anevrizma, primer ve sekonder lamellerin
kaybi, sekonder lamellerin kisalmasi ve kivrilmasi ile solunga¢ lamelinin tam yikimi gibi

bulgularin goriildiigi belirtilmistir (Revathy ve Chitra, 2015).

Literatiir incelemeleri sonucunda DEHP’in Gammarus tirt sucul biyoindikator
organizmalarinda sebep oldugu toksisite sonucu meydana gelen histopatolojik degisiklikleri
inceleyen calismalarin lizerinde yogunlasilmadigir gozlenmistir. Fakat nadir de olsa bazi
cevresel kirleticilerin Gammarus tirleri Uzerindeki toksik etkileri neticesinde meydana gelen
histopatolojik degisikliklerin incelendigi birka¢ 151k mikroskobik calismanin bulundugu
dikkati cekmistir.

Issartel ve ark. (2010)’nin kadmiyumun Gammarus fossarum dzerindeki toksik
etkisini arastirmak igin yaptiklar1 calisma, toksik bilesiklerin Gammaridean turlerinin
solungaglar1 tizerindeki histopatolojik etkileri {izerine yapilan nadir ¢alismalardan biridir.
Aragtirmada G. fossarum’da kadmiyuma maruz kalmanin hiicresel ve molekiler
osmoregiilatuar tepkilerini arastiran ¢alismacilar, 3 gin boyunca 15 pg/l kadmiyum
maruziyetinin 6zellikle anormal ¢ekirdek pigmentasyonuna ve siitunlarin yokluguna neden
oldugunu; bunun da kontrollere kiyasla solunga¢ kalinliginin %71 oranmnda azalmasiyla
baglantili oldugunu ve hemolenf kanallarinin azalmasi veya yoklugu ile sonuglandigini rapor
etmislerdir. Ayrica hiperplazik solungaglarda birka¢ anevrizmanimn varligini, belirgin solungag
kollapsini ve solunga¢ hacminde artig gosteren hiicre hiperplazisini belirlemislerdir. Ugurlu
ve ark. (2015), thiamethoxam pestisitinin Gammarus kischineffensis’in solunga¢ dokusu
iizerindeki akut toksisitesini ve histopatolojik etkilerini incelemistir. Caligmacilar, 14 gun
boyunca 0.004, 0.04 ve 0.4 mg/l thiamethoxam konsantrasyonlarina maruz kalan G.
kischineffensis  bireylerinin  solungaglarindakien yaygin histopatolojik degisikliklerin
vakuolizasyon ve hemostatik infiltrasyon oldugunu; bununla birlikte pillar (destek)
hiicrelerinde gozlenen kollapsin bir sonucu olarak hemosdl lakuna atrofisini tespit ettiklerini
belirtmislerdir.

Toksik bilesiklerin kabuklu hayvan tiirlerinin solunga¢ dokular1 iizerindeki

histopatolojik etkileri hakkinda da bircok ¢alisma yapilmistir. Li ve ark. (2007), su kaynakli
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bakirm, tath su karidesi Macrobrachium rosenbergii’nin (Crustacea: Decapoda) solungaglar1
ve hepatopankreas: tiizerindeki etkilerini aragtrmistir. Calismada 0.01 mg/l bakir
konsantrasyonuna maruz kalan bireylerin solungaglarinda epitelyal kalinlasma ve solungag
lamellerinde sisme belirlenirken0.05 mg/l bakir konsantrasyonuna maruz kalan bireylerin
solungaglarinda ise, hemosdl lakunada hemostatik infiltrasyon ve filamentlerin flizyonu tespit
edilmistir. Bhavan ve Geraldine (2000), bir organoklorin pestisit olan endosiilfanin subletal
konsantrasyonunun, M. malcolmsonii’nin solunga¢ dokusu tizerindeki histopatolojik etkilerini
incelemistir. Arastirmacilar, 10.6 ng/l endosiilfana maruz kalan bireylerin solungaglarinda
hemosol lakunada hemostatik infiltrasyon, solunga¢ lamellerinde 6dem, lamel epitelinin
kaldirilmasi ve lamellerin flizyonu goriildiigiini bildirmislerdir. Ayrica en yuksek endostlfan
konsantrasyonunda (32.0 ng/l) solunga¢ lamellerinde sisme, kalinlasma ve flizyon ile nekroz

tespit etmislerdir.

Bizim ¢alismamizda histopatolojik sonuglar solungagin DEHP’dan etkilenen birincil
hedef doku oldugunu gostermistir. A, B ve C grubuna ait G. pulex model canlilarmnin 1s1k
mikroskobik incelemesinde; 24. saat sonrasinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda
solungaclarinda bir¢cok alanda vakuolizasyon (vakuollesme), hemostatik infiltrasyon (goc),
anormal c¢ekirdek pigmentasyonu, siitunlarin yoklugu, hemolenfatik kanallarda azalma veya
yokluk ve hemolenf ile dolu hemolenfatik lakuna gozlenmistir. 96. saat sonrasinda ise
belirtilen bulgulara ilaveten belirgin solunga¢ kollapsi (¢cokme) ve hiicre proliferasyonu
(hiperplazi) belirlendi. Immunohistokimyasal boyama yontemi ile boyanan kesitler
incelendiginde ise A grubunda siddetli pozitif immunoreaktiviteye rastlanirken B ve C

gruplarinda orta yogunlukta bir immunoreaktiviteye rastlanmistir.
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5. SONUCLAR

Yapilan bu ¢aligmadan elde edilen sonuglara gore; DEHP’in G.pulex zerine toksik
etkiye sahip oldugu ve DEHP’den kaynaklanan kirliligin ¢evresel bir tehdit olusturabilecegi

disiiniilmektedir.

Endokrin bozucu bir kimyasal olan DEHP’in G. pulex deyarattig1 toksik etkilerin
arastirilmasinda kullandigimiz biyobelirteglerdenSOD, KAT ve GST’nin yararli birer
biyobelirte¢  oldugu, CYPIAl’de ise istatistiksel olarak anlamli  degisimler
gozlenmemesinden dolayr biyobelirte¢ olarak kullanilmasmmin uygun olmadigi kanaatine
varilmistir. Sonug olarak, antioksidan enzimlerden olan SOD, KAT ve detoksifikasyon
enzimlerinden olan GST’deki degisikliklerin potansiyel olarak c¢evre i¢indeki risk
degerlendirmesi i¢in hassas biyolojik belirteg olarak kullanilabilecegi ve desarj

dizenlemelerinin yapilmasina katkida bulunabilecegi 6nerilmektedir.

Elde edilen bulgulara gore uygulama siirelerinin ve dozlarmmin biyokimyasal yaniti
degistirdigi goriilmiistiir.

Model canlmin 151k mikroskobu incelemesinde; DEHP uygulamasmin ozellikle de
Gammarus pulex solungaglarinda hasara neden oldugu, uygulama dozlar1 ve uygulama

stirelerindeki artisa bagli olarak Gammarus pulex’de meydana gelen immunoreaktivitenin

arttig1 gézlenmistir.
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6. ONERILER

Endokrin bozucu kimyasallar biylk 6lgekte insan ve yaban hayati etkilemeden 6nce

kamu bilincinin yukseltilmesi gerekmektedir.

Endokrin bozucularin zararh etkileri ile ilgili yazili ve elektronik medya ortamlar1

kullanilarak halk bu konuda bilinglendirilmelidir.

Gelismis ve gelismekte olan iilkeler arasinda endokrin bozucu kimyasallarin toksik
etkileri hakkinda daha fazla bilgi paylasimi yapilmali ve bosluklar1 kapatmaya yardimci

olmasi i¢in daha fazla isbirlik¢i bir galisma prensibi benimsenmelidir.

Kamu ayrica, bu toksik maddelerin tiretimi, ithalat1 ve kullanimi ile ilgili insanlari
caydirarak, bu kimyasallarin farkindaliginda ve en aza indirilmesinde yaratilan politikalarin

etkin bir sekilde uygulanmasinda politika yapicilara yardimei olmaya tesvik edilmelidir.

Bu endokrin bozucularin neden oldugu sorunlarin azaltilabilmesi i¢in mevzuat

stirecimizi gbzden gecirmek ve politika yapicilara 6zel fikirler vermek de gerekebilir.

42



KAYNAKCA

Alleva, E., Brock, J., Brouwe, A., Colborn, T., Fossi, C., Gray, E., Guillette, L., Hauser,
P., Leatherland, J., MacLusky, N., Mutti, A., Palanza, P., Porterfield, S., Santti,
R., Stein, S.A., vom Saal, F., Weiss, B., 1995. Consensus Statement from the work
session on environmental endocrine disrupting chemicals: neural , endocrine and
behavioural effects, held at Erice, Sicily, November 5-10.

Allsopp, M., Santillo, D., Johnston, P., 1997. Poisoning the Future: Impacts of Endocrine
Disrupting Chemicals on Wildlife and Human Health, Greenpeace Research
Laboratories, Dept. Biological Sciences, University of Exeter,UK. (in reports section).

Alexopoulos, E., McCrohan, C.R., Powell, J.J., Jugdaohsingh, R., White, K.N., 2003.
Bioavailability and Toxicity of Freshly Neutralized Aluminium to the Freshwater
Crayfish Pacifastacus leniusculus. Archives of Environmental Contamination and
Toxicology, 45(4): 509-514.

Antmen, S.E., 2005. Beta Talasemide Oksidatif Stres, Yuksek Lisans Tezi,
CukurovaUniversitesi Saglik Bilimleri Enstitlisti, Adana.

Arteel, G.E., Sies, H., 2001. The Biochemistry of Selenium and the Glutathione System.
Environ. Toxicol. Pharmacol., 10, 153-158.

Ahmad, S., 1995. Oxidative stres and antioksidant defenses in biology Chapman and Hall
Inc, London, 447s.

Adams, M.S., 2002. Biological Indicators of Aquatic Ecosystem Stress. American Fisheries
Society, Bethesda, Mayland, 644 s.

Barnard, J.L., Barnard, C.M., 1983. Freshwater Amphipoda of the World. 1. Evalutionary
Patterns, I-VIII, IX-XVIII, 1-358; Il. Handbook and Bibliography, XIX, 359- 830.
Hayfield Ass., Mt. Vernon, Va., U.S.A.

Barthold, J.S., Kryger, J.V., Derusha, A.M., Duel, B.P., Jendak, R, Skafat, D.F., 1999.
Effenct ofan environmental endocrine disruptor on fetaldevelopment,
estrogenreceptor(alpha) and epidermal growth factor receptor expression in the
porcinemale genital tract. J Urol; 162: 864-871.

Bang, D.Y., Kyung, M., Kim, M.J., Jung, B.Y., Cho, M.C., Choi, S.M., Kim, Y.W., Lim,
S.K., Lim, D.S., Won, AJ., Kwack, S.J., Lee, Y., Kim, H.S., Lee, B.M., 2012.
Human risk assessment of endocrine-disrupting chemicals derived from plastic food
containers. 44, 56-61.

Basak, E., 20l11. Modifiye edilmiy kitosan boncuklar  lzerine katalaz
enzimininimmobilizasyonu. Yuksek Lisans Tezi, Celal Bayar Universitesi, 53s,
Manisa.

43



Bat, L., Akbulut, M., Culha, M., Giindogdu, A., Satilmus, H.H., 2000. Effect of
Temperature on the Toxicity of Zinc, Copper and Lead to the Freshwater Amphipod
Gammarus pulex pulex (L., 1758), Turkish Journal of Zoology, 24, 409-415.

Beck, 1.C., Bruhn, R., Gandrass, J., 2006. Analysis of estrogenic activity in coastal surface
waters of the Baltic Sea using the yeast estrogen screen. Chemosphere, 63, 1870-1878.

Behr, M., Oehlmann, J., Wagner, M., 2011. Estrogens in daily diet: In vitro analysis
indicates that estrogenic activity is omnipresent in foodstuff and infant formula. Food
and Chemical Toxicology, 49, 2681-2688.

Bernet, D., Schmidt, H., Meier, W., Burkhardt-Holm, P., Wahli, T., 1999. Histopathology
in Fish: Proposal for a Protocol to Assess Aquatic Pollution. J. Fish Dis. 22, 25-35.

Bhavan, P.S., Geraldine, P., 2000. Histopathology of the hepatopancreas and gills of the
prawn Macrobrachium malcolmsonii exposed to endosulfan. Aquat. Toxicol. 50, 331—
339.

BriggsReed, L.M., Heagler, M.G., 1997. A Comparative Analysis of Lead Concentrations in
Purged and Unpurged Crayfish (Procambarus clarkii): The Significance of Digestive
Tract Removal Prior to Consumption by.

Brown, S.B., Evans, R. E., Vandenbyllardt, L., Finnson, K.W., Palace, V.P., Kane, A.S.,
Yarechewski, A.Y., Muir, D., 2004. Altered thyroid status in lake trout (Salvelinus
namaycush) exposed to co-planar 3,3'4,4',5-pentachlorobiphenyl. AguaticToxicology,
67(1), 78-85.

Bjorkblom, C., Mustamaki, N., Olsson, P., Katsiadaki, 1., ve Wiklund, T., 2011.
Assessment  of  reproductive  biomarkers in  three-spined  stickleback
(Gasterosteusaculeatus) from sewage effluent recipients. Environmental Toxicology,
28, 229-237.

Bistan, M., Podgorelec, M., Logar, R.M., Tisler, T., 2012. Yeast estrogen screen assay as a
tool for detecting estrogenic activity in water bodies. Food Technology and
Biotechnology, 50, 427-433.

Carnevali, O., Tosti, L., Speciale, C., Peng, C., Zhu, Y., Maradonna, F., 2010. DEHP
Impairs Zebrafish Reproduction by Affecting Critical Factors in Oogenesis. PloS ONE
5, e10201.

Corradetti, B., Stronati, A., Tosti, L., Manicardi, G., Carnevali, O., Bizzaro, D., 2013.
Bis-(2-ethylexhyl) phthalate impairsspermatogenesis in zebrafish (Danio rerio).
Reproductive Biology, 13, 195-202.

Cetin, C., 2011.Koroner Arter Ektazi Hastalarinda Oksidatif Dna Hasari, Lipid

Peroksidasyonu ve Bazi Antioksidant Enzimler(yiiksek lisans tezi,basiimamis),
Yiiziincii Y11 Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Kimya Anabilim Dali, Van.

44



Cetinkaya, S., 2009. Endokrin ¢evre bozucular ve ergenlik Uzerine etkileri, Dicle Tip
Dergisi,36, 59-66.

Cobanoglu, U., Demir, H., Cebi, A., Sayir, F., Alp, H.H., Akan, Z., Gur, T., Bakan, E.,
2011. Lipid peroxidation, DNA damage and Coenzyme Q10 in lung cancer Patients -
Markers for Risk Assessment? Asian Pacific J Cancer Prev.,12: 1399-1403.

Cimen, C., Oter, C., Demir, H., Savran, A., 2005. Rat Eritrositlerinden Elde Edilen Katalaz
Enziminin Karekterizasyonu ve Kinetiginin Incelenmesi. YYU Veteriner Fakiiltesi 16:
15-20.

Deaton, C.M., Marlin, D.J., 2003. Exercise-Associated Oxidative Stress, Clin. Tech. Equine
Pract, Vol 2, No 3, 278-291.

Desbrow, C.E.J.R., Routledge, E.J., Brighty, G.C., Sumpter, J.P., Waldock, M., 1998.
Identification of estrogenic chemicals in STW effluent. 1. Chemical fractionation and
in vitro biological screening. Environmental Science andTechnology, 32(11), 1549-
1558.

Deveci, A., 2007. Mastitisli (Meme Iltihab1) Ineklerde Kan MDA ve GSH Diizeylerinin
Arastirilmas: (yuksek lisans tezi). KU, Fen Bilimleri Enstitisu, Kars.

Dix, T.A., Aikens, J., 1993. Mechanisms and biological relevance of lipid peroxidation
initiation, Chem, Res. Toxicol, 6:2-18.

Dodds, E., Lawson, W., 1938. Molecular Structure in Relation to Oestrogenic Activity.
Compounds without a Phenanthrene Nucleus. Proceedings of the Royal Society of
London. Series B, Biological Sciences, 125, s. 222-232.

Dodds, E., Lawson, W., 1936. Synthetic, oestrogenic agents without the phenanthrene
nucleus, Nature, 137: 996.

Dorval, J., Leblond, V.S., Hontela, A., 2003. Oxidative stress and loss of cortisol secretion
in adrenocortical cells of rainbow trout (Oncorhynchusmykiss) exposed in vitro to
endosulfan, an organochlorine pesticide. Aquatic Toxicology, 63: 229-241.

Dzeroski, S., Demsar, D., Grbovié, J., 2000. Predicting Chemical Parameters of River Water
Quality from Bioindicator Data, Applied Intelligence 13, p. 7-17.

El-Gohary, M., Awara, W.M., Nassar, S., Hawas, S., 1999. Deltamethrininduced testicular
apoptosis in rats: the protective effect of nitric oxide synthase inhibitor. Toxicology,
132: 1-8.

Fleisch, A.F., Sheffield, P.E., Chinn, C., Edelstein, B.L., Landrigan, P.J., 2010. Bisphenol
A and related compounds in dental materials. Pediatrics, 126(4):760-768.

Fridovich, 1., 1983. Superoxide Radical: An Endogenous Toxicant. Ann RevPharmacol
Toxicol, 23: 239-257.

45



Furhacker, M., Scharf, S., Weber, H., 2000. Bisphenol A: Emissions from PointSources.
Chemosphere,41: 751-756.

Garewal, H.S., 1997.Antioxidants and disease prevention. CRC Press LLC. pp 3-19. Florida.

Gazea, A., Koukoumides, C., Lazaridou-Dimitriadou, M., White, K.N., 1999. Heavy
Metals in Tissues of Gammarus spp. (Amphipoda, Crustacea), From a Mining Area of
Chalkidiki, 6th. Intern Conference on Environmental Science and Technology, Samos,
Greece, 30 August — 2 September.

Gerhardt, A. 2009. Bioindicator species and their use in biomonitoring. Boris Stepanovich
Maslov (Ed), Environmental Monitoring, UNESCO (ed), Encyclopedia of Life
Support Systems (EOLSS), Oxford, EOLSS.

Goktekin, E., Barlas, N., 2008. Histopathological effects of 4-tert-octylphenol treatment
through the pregnancy period, on the pituitary, adrenal, 93 pancreas, thyroid and
parathyroid glands of offspring rats at adulthood, Environ Toxicol Pharmacol. 26, 199-
205.

Hachfi, L., Couvray, S., Simide, R., Tarnowska, K., Pierre, S., Gaillard, S., Richard, S.,
Coupé, S., Grillasca, J.P., Prévot-D’Alvise, N., 2012. Impact of endocrine disrupting
chemicals [EDCs] on hypothalamic-pituitary-gonad-liver [HPGL] axis in fish. World
Journal of Fish and Marine Sciences, 4(1), 14-30.

Halliwell, B., 1994. Freeradicals, antioxidants and humandi sease: curiosity, causeor
consequence? The Lancet, 344: 721.

Halliwell, B., Gutteridge, J.M.C., 1999. Free Radicals in Biology and Medicine. 3rd edn.
Oxford: Oxford Science Publications.

Halhwell, B., Gutteridge, J.M.C., 1999. Free Radicals in Biology and Medicine. Oxford
University Press Inc. New York, 936s.

Hamza-Chaffai, A., 2014.Usefulness of Bioindicators and Biomarkers in Pollution
Biomonitoring. International Journal of Biotechnology for Wellness Industries, 3: 19-
26.

Herbette, S., Roeckel-Drevet, P., Drevet, J.R., 2007.Seleno-independent glutathione
peroxidases. More than simple antioxidant scavengers. Review. FEBS J. 274: 2163-
80.

Issartel, J., Boulo, V., Wallon, S., Geffard, O., Charmantier, G., 2010. Cellular and
molecular osmoregulatory responses to cadmium exposure in Gammarus fossarum
(Crustacea, Amphipoda). Chemosphere, 81, 701-710.

Jam, S.K., 2006. Oxidative stress and metabolic diseases: Introduction. Pathophysiology.
13(3):127-128.

46



Kabir, E.R., Rahman, M.S., Rahman, I., 2015. A review on endocrine disruptors and their
possible impactson human health. Environmental Toxicology and Pharmacology, 40,
1, 241-58.

Kamiloglu, N.N., 2002.Tuj Koyunlarinda D6l Verimi ve Antioksidatif Savunma Sistemi
Qzerine A Vitamini ve -Karoten Enjeksiyonlarinin Etkileri, Doktora Tezi, Kafkas
Univ. Saglik Bil. Enst., Kars.

Kang, J., Kondo, F., Katayama, Y.,2006. Human Exposure to Bisphenol A.Toxicology,
226: 79-89.Keha, E.E., Kiifrevdoglu, O.1., Biyokimya, Aktif Yaymevi, 241,Istanbul,
2001.,

Karaman, G.S., 1973. 53. Contribution to the Knowledge of the Amphipoda. some new or
very interesting Gammarus species from southern Europa and Asia minor,
Polyoprivreda I. Sumarstvo, X1X(3): 1- 42.

Karaman, G.S., Pinkster, S., 1977. Freshwater Gammarus species from Europe, North
Africa and adjacent regions of Asia (Crustacea-Amphipoda), Part I Gammarus pulex-
group and related species, Bijdragen Tot de Dierkunde, 47: 1-97.

Kapdan, 1. K., Kargi, F., 2000. Atiksulardan Tekstil Boyar Maddelerinin Adsorpsiyonlu
Biyolojik Aritim ile Giderimi, Turk J Engin Environ Sci,24 , 161 — 169.

Kavas, G., 1989.Serbest radikaller ve organizma Uzerine etkileri. Turkiye Klinikleri Dergisi,
9(1): 2.

Kazana, G., Girgin, S., Diigel, M., ve Oguzkurt, D., 1997. Akarsularin ¢evre kalitesi
yoninden degerlendirilmesinde ve izlenmesinde biyotik indeks yontemi [The method
of the biotic index of assessment and monitoring with respect to environmental quality
of running waters]. Imaj Yaymcilik. ANKARA, 100 s.

Kelce, W.R. ve Wilson E.M., 2001. Antiandrogenic Effects of Environmental Endocrine
Disruptors. In: Metzler M (ed). The Handbook of Enviromental Chemistry, Endocrine
Disruptors Part 1. Springer-Verlag Berlin Heidelberg; p. 39-61.

Kidd, P., 1997. Glutathione: systemic protectant against oxidative and free radical damage.
Alternative Medicine Reviews 1997; 2: 155-176.

Kim, E.J., Kim, JW., Lee, S.K., 2002. Inhibition of Oocyte Development in Japanese
Medaka (Oryzias Latipes) Exposed to Di-2-Ethylhexyl Phthalate. Environ. Int. 28,
359-365.

Kuniyoshi, L.S., ve Braga, E.S., 2010. Cytogenetic disruption in fishes as bioindicator of the
Environmental quality in two estuarine systems under different exposition to
anthropogenic influences. Safely, Health and Environment World Congress Book, Sao
Paulo, Brazil, 93-96.

47



Khoschsorur, G.A., Winklhofer-Roob, B.M., Rab, P.H., 2000. Evaluation of a sensitive
Hplc method for the determination of malondialdehyde and application of the method
to different biological materials. Chromatographi A,52: 181-184.

Lam, P.K.S., Gray, J.S.,2003. The Use of Biomarkers in Environmental Monitoring
Programmes. Marine Pollution Bulletin, 46: 182-186.

Lee, M.M., 2007. Endocrine Disrupters. A Current Review of Pediatric Endocrinology, 109-
118.

Leroy, D., Haubruge, E., De Pauw, E., Thome, " J.P., Francis, F., 2010.
Development of ecotoxicoproteomics on the freshwater amphipodGammarus
pulex: identificationof PCB biomarkers inglycolysis and glutamate pathways.
Ecotoxicol Environ Saf., 73:343-352.

Lintelmann, J., Katayama, A., Kurihara, N., Shore, L., ve Wenzel, A., 2003. Endocrine
Disruptors in the Environment. Pure Appl. Chem., 75: 631-681.

Li, N., Zhao, Y., Yang, J., 2007. Impact of waterborne copper on the structure of gills and
hepatopancreas and its impact on the content of metallothionein in juvenile giant
freshwater prawn Macrobrachium rosenbergii (Crustacea: Decapoda). Arch. Environ.
Contam. Toxicol., 52, 73-79.

Maffini, M.V., Rubin, B.S., Sonnenschein, C., Soto, A.M., 2006. Endocrine disruptors and
reproductive health: the case of bisphenol-A. Mol. Cell Endocrinol., 25: 254- 255.

Maggioni, T., Hued, A.C., Monferra'n, M.V., Bonansea, R.l., Galanti, L.N., Arne, M.V.,
2012. Bioindicators and Biomarkers of Environmental Pollution in the Middle-Lower
Basin of the Suquia River (Cordoba, Argentina). Arch. Environ. Contam. Toxicol., 63:
337-353.

Mates, J.M., Perez-Gomez, C., De Castro, I.N., 1999.Antioxidant enzymes and human
diseases. Clinical Biochemistry, 32; 595-603.

Mayes, P.A., 1991. The pentose posphate pathway & other pathways of hexose metabolism.
Appleton & Lange, California, 189-198.

Meister, A., Anderson, M.E., 1983. Glutathione. Annu. Rev. Biochem.,52:711-760.

Mercan, U., 2004. Toksikolojide serbest radikallerin 6nemi. YYU Vet. Fak. Derg., 15(1-2):
91-96.

McLachlan, J.A., Simpson, E., ve Martin, M., 2006. Endocrine disrupters and female
reproductive health, Best Practice Res. Clin. Endocrinol. Metab.,20, 46-63.

Mccord, J.M., Fridovich, I., 1969. Superoxide Dismutase. An Enzymic Function For
Erythrocuprein (Hemocuprein). J. Biol. Chem., 244 (22):6049-6055.

48



Michalowicz, J., 2014. Bisphenol A—sources, toxicity and biotransformation. Environmental
Toxicology and Pharmacology, 37, 2, 738-758.

Nam, S.H., Seo, Y.M., Kim, M.G., 2010. Bisphenol A migration from polycarbonate baby
bottle with repeated use. Chemosphere, 79, 9, 949-52.

Osman, A.G.M., Abd El Reheem, A.E.B.M., Abuel-Fadl, K.Y., Gad El Rab, A.G., 2010.
Enzymatic and histopathologic biomarkers as indicators of aquatic pollution in fishes.
Natural Science, 2 (11): 1302-1311.

Ozsahin, E.A., Yazicl, C., Kése, K., Utas, C., Tokgoz, B.,20__O4. Hemodiyaliz hastalarinda
plazma malondialdehit ve tiyol seviyeleri. Erciyes Universitesi Saglik Bilimleri
Dergisi, 13(2):8-14.

Revathy, V., Chitra, K.C.,2015. Di(2-Ethylhexyl) Phthalate-Induced Histopathological
Changes In Gill and Liver of Freshwater Fish, Oreochromis mossambicus (Peters,
1852). International Journal of Advanced Research, 3(9), 263 — 270.

Roefer, P., Synder, S., Zegers, R.E., rexing, D.J., Fronk, J.L., 2000. Endocrine-Disrupting
Chemicals in A Source Water, Journal of AWWA, 92(8): 52-58.

Routledge, E.J., Sheahan, D., Desbrow, C., Brighty, G.C., Waldock, M., Sumpter, J.P.
1998. Identification of estrogenic chemicals in STW effluent. 2. In vivo responses in
trout and roach. Environmental Science andTechnology,32(11), 1559-1565.

Rinderhagen, M., Ritterhoff, J., Zauke, G-P., 2000. Crustaceans as Bioindicators,
Biomonitoring of Polluted Water — Reviews on Actual Topics (A. Gerhardt, ed.),
Trans Tech Publications — Scitech Publications, Environmental Research Forum Vol.
9, p. 161-194.

Sanchez-Hernandez, J.C., 2007. Ecotoxicological perspectives of B-esterases in the
assesment of pesticide contamination, Environmental Pollution: New research, 1-45.

Serin, D.S., 2010. Supranol Yellow 4 GL boyar maddesi Ve Nikel (II) Iyonlarmm Portakal
Kabuguna Adsorpsiyonunun Kesikli Ve Siirekli Sistemlerde Incelenmesi, Y tiksek
Lisans Tezi. Mersin Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Kimya Miihendisligi Ana
Bilim Dali, Mersin.

Seriner, R., 2010. Katalaz enziminin hiyardan (cucimus sativus) saflagtirilmasi. Yiiksek
Lisans Tezi,. Cukurova Universitesi, 45s, Adana.

Sinha Hikim, A.P., Swerdloff, R.S., 1999. Hormonal and Genetic Control of Germ Cell
Apoptosis in the Testis. Rev Reprod, 4: 38-47.

Solomon, G.M., Schettler, T., 2000. Environment and health. 6.Endocrine disruption and

potential human health implications. CMAJ Canadian Medicel Asoociation Journal,
1116: 1467-74.

49



Sies, H., 1991. Oxidative stress from basicrese arch toc lini cal application. The Am J Med.,
3(91): 31

Slaoui, M., Fiette, L., 2011.Histopathology Procedures: From Tissue Sampling to
Histopathological Evaluation. Jean-Charles Gautier (ed.), Drug Safety Evaluation:
Methods and Protocols, Methods in Molecular Biology(Clifton, N.J.), 691: 69-82.

Sultin, Y., 2002. Cevre Kirliligini Onlemede Egitimin Rolii, Mugla Universitesi,SBE Dergisi,
Say1 8.

Staples, C.A., Dome, P.B., Klecka, G.M., Oblock, S.T., Harris, L.R., 1998. A review of
the environmental fate, effects, and exposures of bisphenol A. Chemosphere, 36, 10,
2149-2173.

Steele, D.H., Steele, VV.J., 1991. The structure and organization of the gills of Gammaridean
Amphipoda. J. Nat. His. 25, 1247-1258.

Tabb, M.M., ve Blumberg, B., 2006. New models of action for endocrine disrupting
chemicals, Mol. Endocrin.,20,475-482.

Takeuchi, 1., Matsumasa, M., Kikuchi, S., 2003. Gill ultrastructure and salinity tolerance of
Caprella spp. (Crustacea: Amphipoda: Caprellidea) inhabiting the Sargassum
community. Fish Sci. 69, 966-973.

Tath Seven, P., Giil, B.B., Parlak, A.T., Seven, I., Basak, N., Yaman, M., 2018a. The
Protective Effects of Propolis and Flunixin Meglumine on Feed Intake, Antioxidant
Status and Histological Parameters in Liver and Kidney Tissues Against Excess
Copper in Rats. Ankara Universitesi Veteriner Fakltesi Dergisi, 65(4),395-406.

Tath Seven, P., Giil, B.B., Seven, I., Parlak, A.T., Basak, N., Giilloglu, H., 2018b. The
Protective Effects of Chrysin and Flunixin Meglumine Against Excess Copper in Male
Rats. Turkish Journal of Veterinary Animal Sciences, 42(5),376-387.

Tejeda-vera, R., Lopez-lopez, E., Sedeno-diaz, J.E., 2007. Biomarkers and Bioindicators of
the Health Condition of Ameca splendens and Goodea atripinnis (Pisces: Goodeaidae)
in the Ameca River, Mexico. Environmental International, 33: 521-531.

Trosko, J.E., Chang, C.C., Upham, B., 1998.Epigenetic toxicology as toxicant-induced
changes in intracellular signalling leading to altered gap junctional intercellular
communication. Toxicol Lett, 102: 71-78.

Ugurlu, P., Unlii, E., Satar, Ei., 2015. The Toxicological Effects of Thiamethoxam
onGammarus  kischineffensis  (Schellenberg  1937)(Crustacea: =~ Amphipoda).
Environmental Toxicology and Pharmacology, 39, 720-726.

Ulukaya, E., 2003. Apoptozis Ders Notlart. Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi, Biyokimya
Anabilim Dal1,15- 26.

50


http://online.journals.tubitak.gov.tr/openDoiPdf.htm?mKodu=vet-1710-70
http://online.journals.tubitak.gov.tr/openDoiPdf.htm?mKodu=vet-1710-70
http://online.journals.tubitak.gov.tr/openDoiPdf.htm?mKodu=vet-1710-70

Uren-Webster, T.M., Lewis, C., Filby, A.L., Paull, G.C., Santos, E.M., 2010. Mechanisms
of Toxicity of Di (2-Ethylhexyl) Phthalate on the Reproductive Health of Male
Zebrafish. Aquat. Toxicol. 99, 360-369.

U.S. Environmental Protection Agency (USEPA), 1998. Endocrine Disrupter Screening
and Testing Advisory Committee (EDSTAC) Final Report.

Unal, A., 2007. Uriner sistem kanser hastalarinda cerrehi tedavi 6ngesi ve sonrast idrar 8-
hidroksideoksiguanozun seviyeleri. Doktora Tezi, Gazi Univ Saglik Bilimleri
Enstittst.

Yagi, K., 1987. Lipid peroxides and human diseases. Chem Phys Lipid, 45: 337-351.

Yamamoto, T., Yasuhara, A., Shiraishi, H., ve Nakasugi, O., 2002. Bisphenol A in
Hazardous Waste Landfill Leachates. Chemosphere, 42: 415-418.

Yildiz, N., 2009. Cevresel Gstrojenlerden bisfenol-A ve oktilfenoliin erkek siganlarda
subkronik etkileri”, Yiiksel Lisans Tezi, Hacettepe Universitesi Biyoloji
A.B.D.Ankara, 23-31.

Valavanidis, A., Vlachogianni, T., 2010. Integrated Biomarkers in Aquatic Organisms as a
Tool for Biomonitoring Environmental Pollution and Improved Ecological Risk
Assessment. www.chem-tox-ecotox.org, Science advances on Environmental
Chemistry, Toxicology and Ecotoxicology issues.

Vom Saal, F.S., Cooke, P.S., Buchanan, D.L., 1998. A physiologically based approach to
the study of bisphenol A and other estrogenic chemicals on the size of reproductive
organs, daily sperm production, and behavior. Toxicol Ind Health ; 14: 239-60.

Yicel, A.,& Morgil, S., 1998. “Yiiksek Ogretimde Cevre OlgusununArastirilmasi”,
Hacettepe Catalases:Clues from Molecular Evolution and in vitro Mutagenesis, Prog.
Biophys. Mol. Biol.,72, 19-66.

Zhou, J., Shan Zhu, X., Cai, Z.H., 2009. Endocrine disruptors: an overview and discussion
on issues surrounding their impact on marine animals. Journal of MarineAnimals and
Their Ecology, 2(2), 7-17.

Wenzel, A., Muler, J., Ternes, T., 2003. Study on Endocrine Disrupters in Drinking Water
Final Report, Schmallenberg and Wiesbaden Env.D.1/Etu/2000/0083.

Wetherill, Y.B., Akingbemi, B.T., Kanno, J., Mclachlan, J.A., Nadal, A., Sonnenschein,
C., Watson, C.S., Zoeller, R.T., Belcher, S.M., 2007. In vitro molecular mechanisms
of bisphenol A action. Reprod Toxicol. 24, 178-198.

Wou, D.,Cederbaum, A.J., 2003. Alcohol,oxidative stres and free radical damage. Alcohol
Research and Health; 4: 277-284

51



Url-1.https://www.memorial.com.tr/saglik-rehberleri/endokrin-bozucular-sagligi-tehdit-
ediyor/Guncellenme Tarihi: 19 Temmuz 2014- Yaymlanma Tarihi: 19 Temmuz
2014-Almt1 tarihi 05.01.2018

Url-2.https://prezi.com/wpréygkiptyw/endokrin-maddeler-ve-cevresel-etkileri/- Alint1 tarihi-
05.01.2018

52


https://www.memorial.com.tr/saglik-rehberleri/endokrin-bozucular-sagligi-tehdit-ediyor/
https://www.memorial.com.tr/saglik-rehberleri/endokrin-bozucular-sagligi-tehdit-ediyor/
https://prezi.com/wpr6ygkiptyw/endokrin-maddeler-ve-cevresel-etkileri/-

	KAPAK
	ÖMER TEZ18 haziran (1)

