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ALLIUM CEPA L.'DA DIETIL FTALAT’IN SEBEP OLDUGU
FiZYOLOJIiK, ANATOMIK VE SITOGENETIK DEGiSIMLERIN
ARASTIRILMASI

OZET

Bu c¢alismada, Dietil ftalat’in Allium cepa L. kok ucu hiicrelerinde muhtemel toksik
etkileri fizyolojik, anatomik ve sitogenetik parametreler yardimiyla arastirilmis,
ayrica lipid peroksidasyonu ve antioksidant enzim diizeylerine etkileri de
incelenmistir. Cimlenme ylizdesi, kdk uzunlugu, agirlik kazanimi, mikronukleus
(MN) siklig1, mitotik indeks (MI), kromozomal anormallikler, anatomik hasarlar,
Malondialdehit (MDA), Siiperoksit Dismutaz (SOD) ve Katalaz (CAT) diizeyleri
toksisitenin belirtegleri olarak kullanilmistir. Bulblar bir (1) kontrol ve ii¢ (3)
uygulama grubu olmak tizere toplam dort (4) gruba ayrilmistir. Kontrol grubundaki
bulblar ¢cesme suyu, uygulama gruplarindaki bulblar ise Dietil ftalatin 1,0, 2,2, 4,4
uM dozlartyla 72 saat siiresince muamele edilmislerdir. Sonugta, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda Dietil ftalat uygulanan gruplarda c¢imlenme yiizdesi, kok
uzunlugu ve agirlik kazaniminin azaldigi, MN ve kromozomal hasar sayilari ile
MDA, SOD ve CAT diizeylerinin ise arttigi tespit edilmistir. Ayrica bu artis ve
azaliglarinda istatistiksel olarak anlamli oldugu (P<0,05) belirlenmistir. Yapilan
mikroskobik incelemeler sonucunda ise Dietil ftalat uygulamasinin kok ucu
hiicrelerinde C-mitoz, fragment, kromozom ko&priisii, binukleuslu hiicre, anormal
kutuplagma, yapiskan kromozom ve kromatinin esit olmayan dagilimi seklindeki
kromozomal hasarlar1 tesvik ettigi gézlenmistir. Diger yandan, Dietil ftalat 4. cepa
kok ucu meristematik hiicrelerinde belirgin olmayan iletim doku, korteks hiicre
deformasyonu, korteks hiicre ¢eperinde kalinlasma, epidermis hiicrelerinde bazi
maddelerin birikimi, yassilagsmis hiicre ¢ekirdegi, nekroz ve epidermis hiicrelerinde
deformasyon seklinde hasarlara neden olmustur. Sonug olarak, Dietil ftalatin belirli
doz seviyelerinde toksik oldugu, A. cepa test materyalinin ise bu etkilerin
belirlenmesinde kullanislt bir indikatér oldugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Allium cepa, toksisite, fizyoloji, anatomi, Dietil ftalat, MDA,
SOD, CAT.
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INVESTIGATION OF PHYSIOLOGICAL, ANATOMICAL AND
CYTOGENETIC CHANGES CAUSED BY DIETHYL PHTALAT
IN ALLIUM CEPA L.

SUMMARY

In this study, possible toxic effects of Diethyl phthalate were investigated by means
of physiological, anatomical and cytogenetic parameters in Allium cepa L. root cells,
besides lipid peroxidation and antioxidant enzyme levels were also examined. The
levels of germination, root length, weight gain, micronucleus (MN), mitotic index
(MI), chromosomal abnormalities, anatomical damage, and the levels of
malondialdehyde (MDA), superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) were
used as markers of toxicity.

The bulbs are divided into four (4) groups, one (1) control and three (3) application
groups. The bulbs in the control group were treated with tap water and the bulbs in
the treatment groups were treated with doses of 1,0, 2,2, 4,4 uM of Diethyl phthalate
for 72 hours. As a result, it was determined that germination percentage, root length
and weight gain decreased, MN and chromosomal damage numbers, MDA, SOD and
CAT levels increased in Diethyl phthalate treated groups when compared with
control group. In addition, these increases and decreases were statistically significant
(P <0,05). As a result of the microscopic studies, it has been observed that Diethyl
phthalate application promotes chromosomal damage in the root cells of C-mitosis,
fragment, chromosome bridge, binuclear cell, abnormal polarization, sticky
chromosome and unequal distribution of chromatin. On the other hand, Diethyl
phthalate causes damage to the root tip meristematic cells of A. cepa as
nontransmissive tissue, cortex cell deformation, thickening of the cortex cell wall,
accumulation of certain substances in epidermis cells, flattened cell nuclei, necrosis
and deformation in epidermis cells. As a result, it has been determined that Diethyl
phthalate is toxic at certain dose levels and 4. cepa test material is a useful indicator
in determining these effects.

Key words: Allium cepa, toxicity, physiology, anatomy, Diethyl phthalate, MDA,
SOD, CAT.
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BOLUM 1. GiRiS

Glnliik hayatimizda gelisen teknoloji, niifusa bagli olarak artan ihtiyaglar ve yasam
kalitesini arttirma c¢abalari, birgok kimyasal madde ile dogrudan veya dolayli olarak
etkilesim halinde olmamiza neden olmustur. Maruz kalinan kimyasallar ¢evre ve
canli populasyonu iizerinde olumsuz etkilere sebep olmaktadir. En fazla maruz
kalinan kimyasallarin basinda ise plastikler gelmektedir. Plastik kelimesi bir
maddenin farkli sekillerde kalip almasi seklinde ifade edilen, Yunancada “Plasitcos”
kelimesinden gelmektedir. Plastikler oksijen, karbon, azot ve hidrojen gibi
atomlardan olusan monomerlerin polimerlesmesiyle elde edilmektedir. Plastikler ilk
olarak 1968 yilinda sentezlenmistir. Kolay sekle sokulabilmeleri, -elektrik
yalitkanligi, 1s1 yalitkanligi, hafif ve esnek yapida olmalari, asinmaya karsi direngli
olmalar1 plastiklerin kullanim alanlarin1 oldukg¢a genisletmektedir. Teknolojinin
ilerlemesi ve niifus oranindaki artig ise plastik kullaniminda pek ¢ok yeni uygulama
alaninin dogmasina sebep olmustur. Mutfak malzemelerinde, cep telefonlarinda,
otomobil ve bilgisayar parcalarinda, bisiklet kasklarinda, elektrik endiistrisinde ve
pek cok sektorde ana malzeme olarak kullanilmaktadir (Andrady ve Neal, 2009;
Benjamin ve ark. 2015).

Plastiklerin hammaddesini komiir, petrol ve dogal gaz olusturmakla birlikte, tiretim
asamalarinda bazi katki maddeleriyle dayaniklilik, esneklik ve mukavemet gibi
ozellikleri de arttirilabilmektedir. Ftalatlar da bu katki maddelerinden biridir ve
plastik maddeleri daha esnek hale getirmek i¢in kullanilmaktadir. Zamanla pek ¢ok
sektorde farkli alanlarda kullanilmaya baslanmis ve yumusaklik saglama, ¢6ziicii,
baglayict ve yag filmi olusturma amaci ile kozmetik ve parfiim iiretiminde de yaygin
olarak yer almustir. Ftalatlarin canlilara kontaminasyonu ile ortaya ¢ikan
olumsuzluklar, ftalatlarin canlilar {izerindeki toksik etkilerinin detayli bir seklide
arastirtlmasi gerekliligini ortaya koymaktadir. Bu ¢alismada da dietil ftalatin A.cepa
kok ucu hiicrelerinde muhtemel toksik etkileri fizyolojik, sitogenetik, biyokimyasal

ve anatomik parametreler kullanilarak incelenmistir



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Ftalatlarin Kullanim Alanlari

Ftalatlar, polivinil kloriir (PVC) igeren maddelerden hava, su, toz, toprak ve gidalara

gecerek, insanlarda maruziyete neden olmaktadir (Waring ve Harris, 2005).

Diinyanin ¢esitli bolgesinde ftalat maruziyetini tespit etmek amaciyla, insan biyolojik

stvilart olan kan ve idrar {izerinde bir¢ok calisma yapilmistir. Bu calismalarin

sonuglarina goére sanayilesmenin oldugu bolgelerde farkli dozlarda ftalat maruziyeti

oldugu ortaya konulmustur (Freseriksen ve ark., 2006; Durmaz ve ark., 2010;

Serrano ve ark., 2014; Johnson ve ark., 2015). Ftalatlarin ¢calisma alanlarinda teneffiis

edilmesi biiyiik endise yaratmaktadir. Ozellikle di (2-etilheksil) ftalat (DEHP)’1n

diisiikk buhar basinci nedeni ile hizla buharlagmasi biiyiik bir tehlike olusturmaktadir

(IARC, 2012).
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Sekil 2.1. Baz1 Ftalatlarin Kimyasal Yapilari



Beslenme, genel olarak populasyondaki ftalat maruziyetinin ana kaynagidir.
Ozellikle kontamine olmus yagl yiyecekler (6r: balik veya yaglar) yiiksek derecede
ftalata maruz kalinmasina sebep olabilirler (Meek ve Chan, 1994; Wormuth ve ark.,
2006) Bir diger maruz kalma kaynag1 ise kan nakli ve diyaliz islemi yapilirken, kan
saklama posetleri ve kan nakil ekipmanlarinin yapisinda bulunan ftalata maruz

kalinmas1 seklindedir (Ndssberger ve ark., 1987 ; Mettang ve ark., 1999).

Tablo. 2.1. Bazi ftalatlarin kullanim alanlar1 (Danish EPA-2013)

Ftalatlar ~ Kimyasal Adi Kullanim Alanlar1

DINP Diisononil ftalat Kaplama malzemesi, kozmetik iirtinlerin paketleri, silgiler,
oyuncaklar, silikonlar, dekorasyon malzemeleri, kaydirmaz halilar

DIDP Diisodesil ftalat Silikonlar, oyuncaklar, kulak tikaglari

DMP Dimetil ftalat Tahta oyuncaklar, florasan tirtinleri

DEP Dietil ftalat Viicut yapistiricilary, esansiyel yaglar, parfumler, televizyonlar,
hayvan bakim iirtinleri, tiitsiiler, sabun paketleri, kulak tikaglari,
sampuanlar

DEHP Dietil hekzil ftalat Banyo perdeleri, vinil tabanlar, tekstil alani, eldivenler, kaplama

malzemeleri, vinil duvar kagitlari, cantalar, sisme yataklar, yiizme
malzemeleri vb.

BBP Biitil benzil ftalat Kulak tikaclar1, ¢antalar, eldivenler, yapistiricilar

DBP Dibiitil ftalat Vinil taban kaplamalar, plastik tiipler, silgiler, mobilyalar, plastik
terlik ve sandaletler, yazic1 miirekkepleri

DIBP Diisobiitil ftalat Ayakkabilar, zemin kaplamalari, mobilyalar, spor malzemeleri,
cantalar, ylizme ekipmanlari, endiistriyel ¢oziiciiler

DOP Dioktil ftalat Medikal tiipler, plastik iiriinler, kan torbalari, kablolar

Ftalatlar, alkol zincirindeki karbon atomlarinin sayisina, kullanim alanlarina ve
toksik ozelliklerine gore; yliksek molekiil agirlikli ve diisiik molekiil agirlikli ftalatlar
olmak tizere iki gruba ayrilmistir. Kullanimlar1 biiyiik 6l¢tide molekiil agirliklarina
baglidir. DEHP gibi yiiksek molekiil agirlikli ftalatlar, insaat malzemeleri ve giyim,
gida ve igecek ambalaji, ¢ocuk iriinleri (oyuncaklar vb.) ve biyomedikal ekipmanlar
(6rnegin, kan nakli torbalari, diyaliz torbalar1 vb.) dahil birgok PVC iirtintinde
kullanilmaktadir. DMP, DEP ve DBP gibi nispeten daha diisiik molekiil agirlikli



ftalatlar esas olarak koku/renk fiksatifleri veya ¢oziicli olarak kozmetik, tekstil ve
eczacilikta kullanilmaktadirlar (Heudorf ve ark., 2007). DEHP c¢ok c¢esitli akut
toksisite derecesine sahiptir ve oral 6ldiiriici doz 50 (LD50) degerleri cesitli tiirlerde

26'dan> 34 g/kg'a kadar degismektedir.

Lawrence ve ark. tarafindan yapilan bir calismada (Lawrence ve ark., 1975),
DEHP’in 6liimciil etkisinin, 10 hafta siiresince, farelere haftada 5 kez intraperitonal
(i.p) yolla uygulanmasindan sonra LD50 degerinin 1,36 g/kg oldugu rapor edilmistir.
Autian ise DEHP'nin toksik etki gostermeden 6nce biyotransformasyona ugradigini
bildirmistir. Sicanlarda, solunumla alinan o6ldiiriicii konsantrasyon 1 saat maruz
kalma igin; 50 (LC50)> 23,670 mg/m? (1457 ppm) 6 saat i¢in ise LC50 degeri>600
mg/m? (37 ppm) olarak bulunmustur (Autian ve ark., 1982). Baska bir ¢alismada ise
ratlarda oral yoldan LD50 degeri 26,000 ve 34,000 mg/kg viicut agirligt arasinda ve
1.p uygulamasinda LD50 degeri 30,600-49,000 mg/kg viicut agirlig1 arasinda oldugu
gosterilmistir (OEHHA, 1997).

2.2. Dietil Ftalat
2.2.1. Kimyasal Yapisi

Dietil ftalat (C12H1404, bagil molekiil kiitlesi 222,3; CAS No. 84-66-2), hafif

aromatik kokulu renksiz bir sividir. Yapisal formiili Sekil 2.2'de verilmistir.

0
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Sekil 2.2. Dietil Ftalat’in Genel Yapisi

Temel fizikokimyasal 6zellikleri ise Tablo 2.2'de verilmistir. Bu veriler International

Chemical Safety Card (ICSC 0258)’ dan temin edilmistir (HSDB, 1994). Uretilen



ftalat esterlerin saflig1 % 99,70 ila% 99,97 arasinda, ana safsizliklar1 ise izoftalik asit,

tereftalik asit ve maleik anhidrittir (Peakall, 1975).

Tablo 2.2. Dietil Ftalat’mn Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Ozellik | Deger | Kaynak

Suda Coziintirliik 25 °C 1000 mg/litre Yalkowsky ve Dannenfelser (1992)

Alkol, aseton, eter, benzen,

ketonlar, esterler, aromatik

hidrokarbonlar, alifatik Lewis (1993)
¢Oziiciiler ve bitkisel

yaglar icinde ¢ozlniir.

Organik Coziictideki
Coziintirligii

Buhar Basinci
20°C’de 4,59 x 102 Pa Grayson ve Fosbraey (1982)
25°C’de 2,19 x 107! Pa Hinckley ve ark. (1990)

2.2.2. Dietil Ftalat’in Kullanim Alanlari ve Cevresel Etkileri

Dietil ftalat seliiloz, plastik filmler ile tabaklar (fotografik, blister ambalajlama ve
bant uygulamalar1), kaliplanmis ve islenmis {irtinler (dis firgalari, otomotiv pargalari,
alet tutamaklar1 ve oyuncaklar gibi tiiketici {rtinleri) igin plastiklestirici olarak
kullanilir. Dietil ftalat igeren plastik ambalajla kapli ¢ok ¢esitli tiiketici tirtinleri
mevcuttur (Kamrin ve Mayor, 1991). Ayrica Dietil ftalat, banyo iirtinleri (yaglar,
tabletler ve tuzlar), goz farlari, parfiimler ve diger parfum preparatlari, sa¢ spreyleri,
ylizme arag-geregleri, oje ve emaye temizleyiciler, ¢ivi diibelleri, banyo sabunlari,
deterjanlar, tiras sonrasi losyonlar ve cilt bakim {riinleri gibi 67 kozmetik
formiilasyonun bir bileseni olarak rapor edilmistir (Anonymous, 1985; Kamrin ve

Mayor, 1991).

Daha spesifik olarak ise Dietil ftalat, nitroseliiloz ve seliiloz asetat i¢in bir ¢oziicli;
parfumlerde alkol denatiire eden bir fiksatif ve ¢6ziicli, tuvalet malzemelerinde ve
tirnak cilasinda ise plastiklestirici olarak kullanilmaktadir (Hawley, 1987; US EPA,
1989).



Buna ek olarak, Dietil ftalat, insektisit spreyleri ve sivrisinek kovucularda, kati roket
iticilerinde plastiklestirici, 1slatma maddesi, boya uygulama maddesi olarak, aspirin
kaplamalardaki bir bilesen olarak, polisiilfiir dis kalib1 materyalinde seyreltici olarak,
gida ve farmasotik ambalajlarda yapiskan, plastiklestirici ve ylizey yaglandirici
olarak kullanilmaktadir. Diyaliz hastalar1 i¢in giinimtizde de kullanilan PVC tiiplerin
yapisinda da bulunmaktadir (Verschueren, 1983; Anonymous, 1985; Hawley, 1987;
US EPA, 1989).

ABD’de Dietil ftalat tiretim hacmi 1980'de yaklasik 9,500 ton iken 1987'de 8,600
ton’a inmis (USITC, 1981; 1988), 1988'de ise tekrar 11,800 ton’a yiikselmistir
(Kamrin ve Mayor, 1991). 1999 verilerine gore Avrupa Birligi tilkelerindeki liretimi
ise yaklasik 10,000 ton civarindadir. 1999 yilinda Japonya'daki {iretim hacmi ise 700
ton olmustur (Chemical Daily, 2001).

Research Institute for Fragrance Materials tarafindan 1995-1996 yillar1 arasinda koku
iireticileri lizerinde yapilan bir ankette, parfiim karisimlarinin hazirlanmasinda yillik

yaklasik 4,000 tonluk bir dietil ftalat kullanimi oldugu rapor edilmistir (Api, 2001).

Cevreye yapilan salimimlar oncelikle Dietil ftalat {iretiminin ve imalatinin sonucu
olarak ve Dietil ftalat igeren irlinlerin kullanimi ve imhasi sirasinda ortaya

cikmaktadir (US EPA, 1981).

Seliiloz ester filmleri ile yar1 sentetik malzemeler ve ¢esitli tiiketici iirtinlerinde bir
plastiklestirici olarak kullanilmast sonucunda, insanlarin Dietil ftalata maruz
kalmalar1 olagan bir durumdur. Depolama alanlarinda meydana gelen sizintilarda su
ve toprakta artisina neden olmustur. Ayrica Dietil ftalat, plastiklerin yanmasi veya

buharlagsma sonucuda atmosfere girebilmektedir.



1994 yilindaki Toksik Yayin Envanteri verilerine dayanarak (US EPA, 1995) tiretim,
kullanim veya atik sonucunda yaklasik 72 ton ftalatin hava ve suya salindigin1 ve 364
kg dietil ftalatin ise depolama alanindaki faaliyetler sonucunda yilda bir kez ¢evreye

salindigini rapor etmistir.

2.2.3. Dietil Ftalat’in Cevresel Dongiisii

2.2.3.1. Havada Yayilim

Dietil ftalatin buharlasmasi, 20°C'de 4,59 x 10?'lik diisiik buhar basincinda yavas
olmaktadir (Grayson ve Fosbraey, 1982). Dietil ftalat, atmosferden 1slak veya kuru
cokeltme seklinde ayrilmaktadir (US EPA, 1989).

Dietil ftalat, havadaki hidroksil radikalleri ile fotokimyasal olarak reaksiyona
girmekte ve tahmini yarilanma omrii 22,2 saattir (HSDB, 1994). Dietil ftalat
atmosferde buhar formunda bulunarak, havayla tasman partikiillere adsorbe

olmaktadir.

Dietil ftalatin havadaki gaz ve partikiil fazlar arasindaki dagilimi, partikiil (aerosol)
fazda kesirligini 0,00039 olacak sekilde belirleyen Junge-Pankow modeliyle tahmin
edilmistir (Staples ve ark., 1997).

2.2.3.2. Suda Yayilim

Su veya diger sivilarla dogrudan temas halinde olan plastik malzemelerin ftalat ester
iceriginin yaklasik %]1'inin su ortamina salinabilecegi tahmin edilmistir (Peakall,

1975).



Dietil ftalat aerobik veya anaerobik yollarla biyolojik olarak parcalanabilir. Dietil
ftalat yeraltt suyuna diisiik organik madde igerigine sahip topraklardan
sizabilmektedir (US EPA, 1979). Henry'nin 4,3x10°% yasasi sabitine dayanarak,
sudan buharlasmanin, Dietil ftalat icin onemli bir uzaklagtirma islemi olmasi

beklenmemistir (US EPA, 1989).

Dort sucul sistemde, Dietil ftalatin EXAMS (Maruziyet Analizi Modelleme Sistemi)
kullanilarak taginmasinin bilgisayar simiilasyonu, organik karbon bdlme katsayisina
(4,5%10%) (Koc) gore, ftalatin % 90'mindan fazlasinin bir nehrin 6trofik ya da
oligotrofik gol ekosistemindeki su kolonunda; alt sedimende ise %10’dan azi
bulunmustur. Bir havuzda, Dietil ftalatin %70'1 su kolonunda, %30'luk kisminin ise

tortuda bulundugu tespit edilmistir (US EPA, 1989).

Dietil fitalat, deniz suyundaki askida kalan partikiillere adsorbe edilebilir. Bu da 353-
698um’de partikiiller tizerinde meydana getirdigi maksimum adsorpsiyonu gosterir

(Al-Omran ve Preston, 1987).

KOWWIN modeline gore; Log oktanol/su bolme katsayisina (log Kow 2,47)
dayanarak, Dietil ftalatin orta derecede lipofilik oldugu ve sudaki organizmalarda
lipitler tarafindan baglanabilecegi diisiiniilmektedir. Suda yasayan organizmalarda
Dietil ftalat tespit edilmis ve bu organizmalarda yavas bir sekilde biyokonsantre
oldugu bulunmustur (Camanzo ve ark., 1983; DeVault, 1985; McFall ve ark., 1985).
Bununla birlikte, Dietil ftalat bu organizmalar tarafindan parcalanabilir, bu da besin
zincirini biyolojik olarak teshis etmenin miimkiin olmadigin1 gosterir (US EPA,

1979).

21 gilin sonunda, bluegill (Lepomis macrochirus) balig1 i¢indeki Dietil ftalat icin
biyokonsantrasyon faktoriiniin 117 (suda ortalama dietil ftalat konsantrasyonu 9,42

pg/L) ve balik dokusunda yar1 dmriintin 1 ile 2 giin arasinda oldugu rapor edilmistir



(Barrows ve ark., 1980; Veith ve ark., 1980). English sole (Parophrys vetulus) tiirti
solungaglar1 lizerine yapilan bir calismada, Dietil ftalat alim veriminin, agirhiga 6zgii
ventilasyon hacmi ile ters orantili oldugu ve balik agirligt ya da Dietil ftalat
maruziyet konsantrasyonu ile iliskili olmadigi; ortalama alimin sadece %11,3

seklinde oldugu belirlenmistir (Boese, 1984).

Dietil ftalat su altinda kalan yiizeylere bagli mikrobik biiyiime, suda yiizen ya da
flamalar olarak askida olan sistemler i¢in simiile edilmis ancak sucul ekosistemde
herhangi bir su yiizeyine adsorbe edilmemistir. Fotoliz ile neredeyse hi¢ transforme
edilmemis (<% 1) ve 191 pg/L baslangi¢ dietil ftalat konsantrasyonunun sadece
%5’lik bolumii 12 saatte (pH-12) hidroliz olarak kaybolmustur (Lewis ve ark.,
1984).

Dietil ftalat degradasyonu, bakteriler tarafindan kolonize edilen ve ¢oziinmiis organik
karbon, nitrojen veya fosfordan etkilenmeyen yiizey alanina bagl yasayan bakteriyel
transformasyonun bir sonucu olarak meydana gelmistir (%95-99). Laboratuvar
mikrokozmoslar1 ve tarlada toplanan mikrobiyota kullanilarak yapilan calismalar,
Dietil ftalatin tiim laboratuvar mikrokozmoslar: tarafindan bozunurken, 10 tarladan
toplanan mikrobiyotadan sadece 2'si tarafindan bozuldugunu gostermistir (Lewis ve

ark., 1985).

Toplanan toprak ve aktif kanalizasyon camur mikroplar: ile Dietil ftalatin aerobik
bozunumu karbondioksit evrimi kullanilarak incelenmistir. Dietil ftalatin birincil
biyodegradasyonunun (ana ester kaybi) %99'dan fazla oldugu, 2,3 giinlik bir
gecikme fazi ve nihai biyobozunmasinin (karbon dioksit gelisimi) %95 oldugu
gozlenmistir. Bu kosullar altinda, bilesigin yar1 émrii 2,21 giin olarak bulunmustur
(Sugatt ve ark., 1984). Bununla birlikte, Dietil ftalatin %94'tinden fazlasi, yari-
kesintisiz aktif camur uygulamasi kullanilarak 1,1 giin i¢inde biyolojik olarak
ayristirtlmistir (O’Grady ve ark., 1985). Dietil ftalatin aerobik biyodegradasyonu ile

ilgili diger calismalar, bozunmanin, karanlik ortamdaki inkiibasyonun 1. haftasi



icinde, statik kiiltiir sisesi testinde 5 veya 10 mg Dietil ftalat/litre icinde mikrobiyal
inokulum seklinde c¢oken evsel atik suyun kullanilmasiyla tamamlandigini
gostermistir (Tabak ve ark., 1981). Cesitli kosullar altinda aerobik ve anaerobik
biyodegradasyonun aerobik bozunmasi ile ilgili verilerin bir 6zeti, ilk
konsantrasyonlarin ¢ok diisiik oldugu durumlar haricinde, bozulmanin ¢ogunlukla

%76'dan daha biiyiik oldugunu gostermistir (Staples ve ark., 1997).

2.2.3.3. Toprakta Yayilimi

1 mg/kg'lik bir baslangic konsantrasyonunda topraga uygulanan Dietil ftalatin
parcalanmasinin 24 saatte %4,48 oraninda (saatte %11), 72 saatte %40 ve 120 saatte
%86 oranlarinda oldugu belirlenmistir. Topraga sizan c¢oplerin  eklenmesi
degradasyon oranint onemli Olgiide arttirmis, calismada kullanilan Dietil ftalatin

tamaminin 72 saat i¢ginde bozundugu rapor edilmistir (Russell ve ark., 1985).

Dietil ftalat igeren atik sularin kullanildigi, yavas-oranl arazi aritimi {izerine yapilan
2 yillik bir ¢alismada, sprey uygulamasi sirasinda Dietil ftalatin nispeten ugucu
olmadigi bulunmustur. Kumlu balgik ve silisli bal¢ik topraklara 56 pg/L’lik bir
oranda uygulanmistir. Sonug olarak, balgik topraklarin en iist 5 cm'sinde 1000-6700
ng/g'lik konsantrasyonlara ve kumlu, siltli topragin yiizeyinden tespit edilen Dietil
ftalat limitleri kuru toprak i¢in 1 ng/g ila 2200 ng/g olarak belirlenmistir. Her bir
toprak tipinde 150 cm derinlige kadar Dietil ftalat tespit edilmistir (Parker ve
Jenkins, 1986).

Dietil ftalatin toprakta biyolojik olarak bozunmasinin, biitiin ftalatlarin
parcalanmasinda ortak bir dizi birbirini takip eden adim olarak ortaya c¢iktig
gosterilmistir. Dietil ftalatin ftalik aside kars1 birincil bozulmasi, monoester, monoetil
ftalat, daha sonra ftalik asitin iiretilmesi i¢in ftalatin iki dietil zincirinin her birinin

hidrolizini kapsadig1 rapor edilmistir (Cartwright ve ark., 2000a). Dietil ftalat (0.1-
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100 mg/g), toprakta 20°C sicaklikta 0,75 giinliik bir yar1 6miir ile hizla biyolojik
olarak ayristirilmis ve ortamdan uzaklastirilmistir (Cartwright ve ark., 2000b).

2.3. Ftalatlarin Toksik Etkileri

2.3.1. Ftalatlarin Genotoksik ve Karsinojenik Etkileri

Ftalatlarin biyolojik etkileri biiyiik bir endise kaynagi olmus, hayvanlarda ve
insanlarda sitogenetik hasara neden oldugu gosterilmistir. Ftalatlar, 1980'lerde,
peroksizom proliferatif etkileri nedeniyle, epigenetik kanserojen maddeler olarak
degerlendirilmislerdir. Bununla birlikte, 1990'lar ve 21. yiizyilda, ¢esitli ¢calismalar
genotoksik etkileri oldugunu da gostermistir (Klensasser ve ark., 2001; Erkekoglu ve
ark., 2010a; Erkekoglu ve ark., 2010b) Ftalatlarin genotoksik potansiyellerini
degerlendirmek icin kromozomal sapma testi, programlanmamis DNA sentezi
(UDS), AMES testi, mikroniikleus testi ve hipoksantin guanin fosforiboziltransferaz
(HPRT) mutasyon testleri uygulanmis, buna gére DEHP'nin insan lenfositlerinde tek
kromatid hasar1 ve kardes kromatid degisimini (SCE) indiikledigi gosterilmistir.
Ayrica, DEHP, maruz birakilmasindan 4 saat sonra lenfotik mitotik inhibisyona
neden oldugu ve insan lenfositlerinin katlanma siiresinde bir artisa yol agtigi
belirlenmistir (Turner ve ark., 1974). Stenchever ve ark. (1976) DEHP'nin insan
lenfositlerinde kromozomal kirilmalara neden oldugunu bildirmisler; mitotik hizin
azaldig1 ve DEHP tarafindan insan fetal akciger hiicrelerinde poliploidi ve andploidi
olustugunu rapor etmislerdir. Phillips ve ark. (1982) Cin Hamsteri Yumurtalik (CHO)
hiicrelerinde Mono-2-etilheksil ftalat (MEHP)'nin SCE ve HPRT mutasyon testinde
kromozom hasarina neden oldugunu bildirmislerdir. Bununla birlikte, Astill ve ark.
(1986) DEHP uygulanmas1 sonrast AMES, fare lenfoma aktivasyon, mikroniikleus,
UDS'de ve hiicre transformasyon testlerinde sican hepatositlerinde bir degisiklik
olmadigini belirtmislerdir. CHO hiicresi ve RL4 karaciger hiicresi lizerinde yapilan
bir ¢alismada ise her iki hiicre tipinde de MEHP'nin kromozomal sapmalara neden
oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte, CHO hiicrelerinde MEHP tarafindan
olusturulan kromozom hasarindan S-9 karisimi (sitosolik ve mikrozomal ilag

metabolize eden enzimlerin ve kofaktorlerin bir karisimi) etkilenmemistir (Philips ve
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ark., 1986). Fare hepatositleriyle yapilan bir bagka calisma ise ftalat bilesiklerinin
genotoksisitesi degerlendirmis, sonugta DNA tamir kapasitesinde herhangi bir
degisiklik gézlenmemis, bununla birlikte, DEHP igeren besinler ile muamele edilen
farelerden elde edilen hepatositlerin ~ UDS'sinin,  kontrol  hiicreleriyle
karsilastirildiginda belirgin sekilde daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Smith-
Oliver ve Butterworth, 1987). Lindahl-Kiessling ve ark. (1989) DEHP'nin sican
karaciger hiicreleri ile birlikte kiiltiiri yapilan insan lenfositlerinde SCE'yi uyardigini
gostermislerdir. Miiller-Tegethoff ve ark. (1995), peroksizom proliferatérlerinin
(nafenopin, Wy-14,643) ve DEHP'nin sigan hepatositlerinde mikronukleus testinde
herhangi bir degisiklik olusturmadigini gézlemislerdir. Kim ve ark. (2002), B6C3F1
farelerinin lenfositlerinde Dibiitil ftalat (DBP)'in kromozomal tip sapmalara (kirilma
ve degisim) neden oldugunu, bu sapmalarin maruz kalma siiresine bagli olarak
belirgin artis gosterdigini rapor etmislerdir. McKee ve ark. (2000) Di (izononil)
ftalatin (DINP) AMES testinde, in vitro sitogenetik testler ve fare mikronukleus
analizinde mutajenik olmadigin1 bildirmislerdir. Lee ve Lee (2007) Ames testinde
Salmonella typhimurium suslarinda S-9 karisimimin varliginda veya yoklugunda
ftalik asit ve tereftalik asitin herhangi bir mutajenik yanit iiretmedigini
gozlemislerdir. Diger yandan, ftalik asit ve tereftalik asit, kromozomal sapma
testinde ve fare mikronukleus testinde CHO hiicreleri {izerinde 6nemli bir sitogenetik

etki gostermemistir.

Son 30 yilda, Comet testi yardimiyla fitalatlarin genotoksisitesi {izerine c¢esitli
caligmalar yapilmaktadir. Anderson ve ark. (1999) DEHP ve onun baslica
metabolitleri olan MEHP'in insan l6kositlerinde DNA hasarina neden oldugunu ve
bunun Comet testinde kuyruk momentinin artis1 ile kanitlandigini gostermislerdir.
Ayni arastirmacilar tarafindan Comet testi kullanilarak, mukozal epitel hiicrelerinde
veya lenfositlerdeki DBP'ye ve izomer di-izo-butil-ftalat (DiBP)'ye kars1 genotoksik
duyarliliklar arasindaki korelasyonda belirlenmis, sonugta her iki ftalatinda 6nemli
genotoksisite sahip oldugu, ayrica DiBP'min genotoksik etkisinin DBP'den daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir (Kleinsasser ve ark., 2001). Biscardi ve ark. (2003)
DEHP'nin, yaklasik 10 aylik bir depolamadan sonra, polietilen tereftalat (PET)

siselerden zamanla sizint1 yapabilecegini, bununda in vitro insan lokositlerindeki
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toplam kuyruk uzunlugunda ve hiicre sayisinda artisa neden olabilecegini

gostermislerdir.

DEHP, Bisfenol A (BPA), nonilfenol ve paraquat dikloriir, genotoksisite
potansiyelleri acisindan HeLa hiicreleri tizerinde test edilmis, DEHP’nin kuyruk
momentinde 6nemli artislarla birlikte, genotoksisiteye sebep oldugu (>90 uM)
gosterilmistir (Park ve Choi, 2007). Cesitli konsantrasyonlarda DEHP'e 24 veya 48
saat stiresince maruz birakilan HepG2 hiicreleri tizerinde yapilan bir ¢calismada, DNA
hasarinin doza bagimli bir sekilde arttig1 rapor edilmistir (Choi ve ark., 2010). DEHP
ve MEHP ile ilgili yapilan ¢alismalarda, hem DEHP hem de MEHP'nin LNCaP
hiicrelerinde (insan prostat kanseri hiicre dizisi) ve Leydig hiicrelerinde sitotoksik ve

genotoksik etkilere neden oldugu belirlenmistir.

Urtiker ftalat seviyeleri ile sperm DNA hasar1 arasindaki korelasyon da gesitli
caligmalarla arastirilmistir. Duty ve ark. (2003), 141 denekten alinan sperm ve idrar
ornekleri ile notr Comet testi uygulanan bes ftalat metabolitinde ve diger ftalat
metabolitleri ile monobenzil ftalat (MBzP) ile monoetil ftalat (MEP) seviyeleri
arasinda korelasyon bulunmamasina ragmen, monobiitil ftalat (MBP), MEHP ve
monometil ftalat (MMP) seviyeleri arasinda belirli bir korelasyon oldugu rapor
edilmistir. Hauser ve ark. (2007) infertilite klinigine bagvuran erkeklerde (n=379)
ftalat metabolitlerinin tiriner konsantrasyonlarini belirlemisler, sonugta sperm DNA
hasarin1 MEP ve MEHP ile iliskilendirmislerdir. Ahbab ve ark. (2014) gebelik haftas
GD6'dan GD19'a kadar olan erkek sican yavrularinda, Comet testini kullanarak farkli
konsantrasyonlarda di-n-heksil ftalat (DHP) ve disikloheksil ftalat (DCHP)
esterlerinin O (kontrol), 20, 100 ve 500 mg/kg/giin dozlarinin olas1 genotoksisitesini
belirlemisler, sonugta yetiskin erkek sicanlarin kan lenfositleri ve testis numuneleri
iizerinde gerceklestirilen Comet testi sonucglarina gére DHP'nin 100 ve 500 mg/kg
dozlarinda genotoksisiteye neden oldugu gozlenirken, DCHP nin ise aym etkiyi

gostermedigi tespit edilmistir.
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Ftalatlar, gen ve protein ekspresyonlarini degistirebildigi i¢in iyi bilinen peroksizom
cogalticilaridir. Bu nedenle de, kemirgenlerde hepatik karsinojenezin tesvik
edilmesine neden olmaktadirlar (Huber ve ark., 1996). Literatiirde, peroksizomal
oksidazlar indiiklenmeden once ftalatlarin kemirgen karacigerindeki oksidatif stresini
arttirdigina dair veriler de bulunmaktadir. Ayrica, Kupffer hiicrelerinin DEHP
uygulamasindan sonra kemirgen karacigerinde potansiyel bir oksidan kaynagi oldugu
da oOne striilmektedir. Oksidatif stresin artmasi sonucu olabilecek molekiiler
olaylarn, kemirgen karacigeri peroksizom proliferasyonuyla aktive edilen diger
yollarla etkilesebilecegi goriilmiistiir (Rusyn ve ark., 2001; Rusyn ve ark., 2006). Son
10 yilda yapilan ¢alismalar, DEHP'nin reaktif oksijen tiirlerini (ROS) tiretebilecegini,
in vivo ve in vitro hiicresel oksidatif streste artisa neden olabilecegini gostermistir.
ROS {iretiminin indiiksiyonu, basta DEHP olmak {izere, ftalatlarin sebep oldugu bir
dizi molekiiler olaydan sonra ROS eksikliginin etkili bir sekilde goriillmemesine bagli
olarak 6nemli yollardan biridir (IARC, 2000; Rusyn ve ark., 2006; Erkekoglu ve ark.,
2010a; Erkekoglu ve ark., 2010b) 1980'lerde DEHP'in peroksizom proliferator etkisi
nedeniyle hepatokarsinojenik etkileri cesitli ¢alismalarla gosterilmistir. O yillarda, bu
maddenin giivenligi konusunda bazi endiseler yaganmistir. DEHP'e maruz birakilmis
insan hepatosit kiiltirlerinde peroksizom c¢ogalmasi goriilmedigi gibi insan dist
primatlarin maruz kaldigt DEHP'yi Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (IARC)
Grup III kanserojen olarak siniflandirmistir (IARC, 2000). Bu nedenle DEHP'nin
siganlarda ve farelerde hepatoseliiler timor insidansini arttirdigi mekanizma, insanlar
icin gecerli degildir. 2013 yilinda ise DEHP bazi endiseler nedeniyle Grup IIB
kanserojeni olarak siniflandirilmistir (IARC, 2013). Ote yandan, butil benzil ftalat
(BBP) ise 1999 yilinda Grup III kanserojeni olarak siniflandirilmistir (IARC, 1999).
Blom ve ark. (1998) farkli ftalat esterlerine maruz kalmanin, 6zellikle de DBP'ye
kars1 insan meme kanseri hiicre hatlarmin yiiksek ¢ogalmasina neden olabilecegini
gostermistir ki, bu da kismen ftalatlarin "ksenodstrojenik etki” agisindan potensiyeli
oldugu seklinde agiklanmistir. Ancak ftalatlar genellikle "Ksenodstrojenler” degil
"antiandrojenler” olarak smiflandirilmistir (Bloomve ark., 1998, Fisher 2004).
Ftalatlarin, dogrudan dogruya bir ER baglanmas: ile iliskili oldugu diisiiniilmekte
fakat bazi ftalatlar i¢in bu durumun gecerli olmadig1 da goriilmiistiir (Nakai ve ark.,

1999; Fisher, 2004).
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2.3.2. Ftalatlarin Epigenetik Etkileri

Yapilan bir¢ok calismanin sonuglari, endokrin bozuculara (EDC) maruziyetin
gelecek kusaklar {izerinde olumsuz etkilere neden olabilecek, epigenetik
mekanizmalara sebep olabilecegini gosterilmistir. Epigenetik olusumlar, bir omiir
boyu devam edebilen gen ekspresyonunda yukari/asagi yonlii degisikliklere neden
olabilmektedirler. Bu kalic1 degisiklikler; sinirsel ve immiin hastaliklar, infertilite ve
gee baslangich kompleks hastaliklar (kanserler ve diyabet vb.) gibi olumsuz saglik
sorunlari ile sonuglanabilmektedir (Sigh ve Li, 2012).

Ftalatlarin, peroksizom proliferator etkileri nedeniyle epigenetik karsinojenler oldugu
uzun zamandir ileri stiriilmektedir. Ftalatlara (6zellikle DEHP, MEHP, benz-biitil
ftalat (BBP), DBP ve MBP'ye) in utero ve neonatal maruz kalmanin gen promotor
bolgeleri yakinindaki sitozin fosfo guanin (CpG) adalarinda DNA'da metilasyon
degisikliklerine, farkli histon modifikasyonlarina (asetilasyon, metilasyon,
fosforilasyon, ubikitinasyon, sumoilasyon ve ADP ribozilasyonu) ve mikro
RNA'lardan (miRNA'lar dahil) kodlanmayan RNA'larin ekspresyonundaki
degisikliklere neden olduklari goriilmiistiir (Chan Kang ve Mu Lee, 2005).

Insan gogiis kanseri MCF-7 hiicrelerinin BBP ile tedavisi, ERa yiikseltici ile iliskili
CpG adalarinin demetilasyonuna yol agar iken; BBP'nin degistirilmis ERo mRNA
ekspresyonunun, bu genin promotdr bolgesindeki hasarli DNA metilasyonunu
indiikleyebildigini gostermistir. DEHP'ye embriyonik dénemde maruz kalmanin fare
testisinde DNA metilasyonu ve farkli DNA metil transferaz ekspresyonunu
indiikledigi gosterilmistir. Fetal testisin DEHPmin ana hedefi oldugu o6ne
stirilmiisti. DEHP, insiilin benzeri hormon 3 (INSL3) ekspresyonunda ve
testosteron tretiminde bir diisiise bagl olarak testikiiler disgenezis sendromuna
(TDS) neden olabilecegi rapor edilmistir (Wu ve ark., 2010). Embriyonik cinsiyet
belirleme doneminde, disi sicanlarin gebe kaldiklarinda bir plastik karisima (BPA ve
ftalatlar) gec¢ici maruziyetlerinde, erken nesil ergenlik cagminin (F3 iiretimi)

desteklendigi ve disi yavrulardaki yumurtalik primordial follikiillerinin havuz
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boyutunu azalttig1 gosterilmistir. Erkek yavrularda ise aksine, spermatojenik hiicre
apoptozu transgeneratal olarak da etkilenmistir ve F3 kusak sperm yiikseltici
bolgelerinin diferansiyel DNA metilasyonu da gézlemlenmistir (Manikkam ve ark.,

2012).

2.3.4. Ftalatlarin Hepatoksik Etkileri

DEHP ve di- (2-etilheksil) adipat (DEHA) ve DINP gibi diger ftalatlarin farelerde ve
sicanlarda, her iki cinsiyette de hepatokarsinojenik oldugu gosterilmistir (Kluwe ve
ark., 1985; Astill ve ark., 1996). Bu maddelerin hepatokarsinojenik potansiyelinin
altinda yatan bir takim molekiiler olaylar vardir: Bunlarin genotoksisitesi,
peroksizom proliferatif ozellikleri ve epigenetik etkileri en ¢ok incelenen
mekanizmalardir. Toplu olarak, kemirgen karacigerinde, oksidatif strese bagl
molekiiler olaylarin peroksizom proliferasyonu ile aktive edilebilen diger yollarla
etkilesime girebilecegi gorilmektedir. 10 haftalik farelere 1000 ppm dozunda 10 giin
stiresince uygulanan DEHP'nin peroksizom c¢ogalmasi, antioksidan enzim
aktivitelerinde ve karaciger enzimler aktivitelerinde degisiklere neden oldugunu
gosterilmistir, Ayrica, DEHP; hiicresel diizensizlige, katalaz
aktivitesinde/immiinreaktivitede artiglara ve lipid peroksidasyonuna neden olmustur

(Erkekoglu ve ark., 2014).

2.4. Allium cepa Testi

Bu calismada, DEP’nin genotoksik etkileri 4.cepa testi kullanilarak incelenmistir.
Allium cepa testi, bircok calismada ¢evre kirliligi ile ilgili bir biyoindikator olarak
kullanilmistir (Bagatini ve ark., 2007; Leme ve Marin-Morales, 2009). Bu testin
cesitli kimyasallar tarafindan indiiklenen kromozomal anormalliklerin belirlemesinde
duyarli bir model oldugu 6ne siiriilmektedir. A//ium cepa testi, koklerin kimyasallarla
direkt temas etmesi ile in vivo olarak hasarlarin tespitinde oldukc¢a kolay ve sonuglari
oldukca giivenilirdir. Elde edilen veriler sayesinde hayvanlar1 ve bitkileri de i¢ine

alan oOkaryotik hiicrelerde de kimyasallarin potansiyel zararlar1 hakkinda ©n
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degerlendirmeye inkan vermektedir. Bu test ile kimyasallarin neden oldugu yapisal
hasarlar ve sayisal kromozom mutasyonlar1 da belirlenebilmektedir. A//ium cepa’nin
vaskiiler bir bitki olmasindan dolay1 bu test, cevresel kirleticilerinin nokta mutasyonu
da dahil tiim sitogenetik etkilerinin belirlenmesinde kullanishi bir genetik model

haline gelmektedir (Solange ve Haywood, 2012).

flk kez 1938’de “Levan” tarafindan kullanilan Allium cepa testi sayesinde mitoz
bolinmedeki anormallikler belirlenmistir (Levan, 1938). 1985°de Fiskesjo ise
polisiklik aromatik hidrokarbonlar1 metabolize eden bir oksidaz sistemine sahip olan
A.cepa’nin genotoksisite ¢alismalarinda olduk¢a 6nemli olduguna dikkat ¢ekmistir
(Fiskesjo, 1985). Ilk calisma sonrasinda Fiskesjo birbirini takip eden bircok ¢alisma
ile A. cepa testinin kimyasallar tarafindan indiiklenen kromozomal hasarlarin
belirlenmesinde, hiicre boliinmesindeki anormalliklerin tespit edilmesinde ve kirlilik
biyoindikatorii olarak da olduk¢a kullanish oldugunu kanitlamistir (Fiskesjo, 1988,
1993,1994, 1995). Genotoksisitenin belirlenmesinde diger toksisite testleri de yiiksek
giivenilirliktedir. Ancak A/lium cepa testi, sonuglart diger testlere kiyasla daha hizli
sonu¢ veren, uygulamasi kolay ve maliyeti diisiik bir uygulama yontemidir. Ayrica bu
test ile elde edilen sonuclar diger toksisite testleri ile de yiiksek uyumluluk
sergilemektedir. Insan lenfosit hiicreleri ve alg hiicrelerine uygulanan sitotoksite testi
sonuglart ile Allium cepa test sonuglar1 karsilastrildiginda ayni duyarlilikta sonuglar

elde edilmistir (Solange ve Haywood, 2012).

Rank ve Nielsen (1994) kemiricilerde uygulanan ve benzer bir test olan genotoksisite
testi ile A.cepa test sonuglarimin %82 oraninda benzerlik gosterdigini rapor
etmislerdir. Vincentini ve ark. (2001) ise kimyasalarin sitotoksik ve geneotoksik
etkilerinin konsantrasyon ve maruziyet siiresine bagli olarak degerlendirilmesinde A.
cepa testinin yliksek derecede kabul edilebiliriligine dikkat ¢ekilmistir. Camparoto
ve ark. (2002) Maytenus ilicifolia Mart. ve Bauhinia candicans Benth infilizyon
etkilerinin degerlendirildigi, Allium cepa testi ve Wistar siganlarin kemik iliginde

yapilan toksisite test sonug¢larinin ayni oldugunu rapor etmislerdir.
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A. cepa testinin sundugu en 6nemli avantaj ise hazirlanan preparatlar ile tek seferde
kromozom anormallikleri, mikroniikleus ve mitotik indeks gibi bir¢cok parametrenin
belirlenmesine imkan tanimasidir. Mitotik indeks hiicre proliferasyon durumunun
degerlendirilmesinde kullanilmaktadir. Bunun haricinde mitotik indeks mitozdaki
hiicre sayis1 ile toplam hiicre sayisi arasindaki orani ifade etmektedir. Bu sayede
mitotik bolgenin yogun oldugu dokularin tespit edilmesini saglamaktadir. Mitotik
indeks, kok ucunda artan mesafe ile azalmakta ve hiicre boliinmesinden hiicre
uzamasina kadar olan bolgede ise kademeli bir diisiis anlamina gelmektedir. Kok
ucundaki meristematik bolge aktif olarak biiyliyen bolgedir ve bu nedenle mitotik
indeksi yiiksektir. Allium cepa testi kullanilarak her bir dokudan hazirlanacak ayri
preparatlar ile mitotik indeksteki degisimler ve kimyasallarin etkisi kolaylikla
incelenebilmektedir (Darbelley ve ark., 1989; Driss-Ecole ve ark., 1994). A. cepa
testi 1ile kimyasallar tarafindan indiiklenen mikronukleuslar da kolaylikla
belirlenmektedir (Vanparys ve ark., 1990; Kirsch-Volders ve ark., 1997).
Hiicrelerdeki MN biytikliigli incelenerek, kimyasalin anojenik ya da klastojenik
etkisi olup olmadig1 da belirlenebilmektedir. Anojenik etki sentromer bdoliinme
hatalar1 ve ig iplik¢igi bozukluklarina sebep olmaktayken, klastojenik etki kromozom
kiriklarina sebep olmaktadir. Kiigiik yapidaki MN’ler anojenik etki ile, daha biiyiik
Olctideki MN’ler ise klastojenik etki ile olusmaktadir (Von Ledebur ve Schmid,
1973; Hogstedt ve Karlsson, 1985).

Klastojen
(DNA Hasari)

" Anojen
(ig ipligi inhibisyonu)

Kromozom

G
'
ol
4 Sentromer/
) Kinetekor
" Kromatit @

Sentromer/Kinetekor igermeyen Mikroniikleus Sentromer/Kinetekor iseren Mikroniikleus

Sekil 2.3. Anojenik ve Klastojenik etkiler ile Mikroniikleus (MN) yapisindaki degisim (Mishima,
2017)
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BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Arastirma Materyali ve Uygulanan Dozlar

Bu calisma, Dietil ftalat (Sigma-Aldrich, w512206)’1n 1,0, 2,2 ve 4,4 uM dozlar1
kullanilarak gergeklestirilmistir. Arastirma materyali olarak hemen hemen esit
biiyiikliikte 4. cepa L. bulblar se¢ilmis, bulblar 85X100 ¢apinda cam beherlerde, 25
°C’de 72 saat ¢imlenmeye birakilmistir. Kontrol grubundaki bulblar ¢esme suyu,
uygulama grubundaki bulblar ise Dietil ftalat’in sirasiyla 1,0, 2,2 ve 4,4 uM’lik

dozlariyla muamele edilmistir.

3.2. Fizyolojik Parametrelerin Ol¢iimii

72 saatlik uygulama periyodu sonunda, ¢imlenen bulblarin kok uzunlugu
radikula olusumu temel alinarak milimetrik cetvel, agirlik artiglar ise hassas terazi
yardimiyla ol¢iilmiistiir. Agirhiktaki degismeler, uygulama oncesi ve sonrasi dlciilen
bulb agirlik farklar1 dikkate alinarak belirlenmistir. Cimlenme ytiizdesi ise denklem 1

kullanilarak tespit edilmistir (Atik ve ark., 2007).

. . . Cimlenen Bulb Sayisi
imlenme yiizdesi (9 = x 100 1
C y ( % ) Toplam Bulb Sayisi ( )
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3.3. Kromozomal Anormallik, Mitotik indeks (MI) ve Mikronukleus (MN)
Testi

Kromozomal anormalliklerin tespiti i¢in kontrol ve Dietil ftalat’in 1,0, 2,2 ve 4,4
uM dozlariyla muamele edilen gruplardan alinan kok uglart yaklagik 1-2 cm
uzunlugunda kesilerek, 2 saat siiresince “Clarke” fiksatoriinde (3:1, etanol:glasial
asetik asit) bekletilmis, 15 dk %96’lik etanol (CH3CH2OH)’de yikanmis ve +4 °C’de
%70’lik etanolde bekletilmistir. Daimi preparasyon icin kok uglari 60 °C’de 17 dk
IN HCI’de hidrolize edilmis ve 30 dk %@45’lik asetik asitte (CH3COOH)
bekletilmistir. Son asamada ise, kok uglart 24 saat Asetokarmin ile boyanmis,
%45°lik asetik asitte ezilmis ve mikroskopta X500 biiylitmede fotograflandirilmistir
(Staykova ve ark., 2005). Mitotik indeks tespitinde her grup i¢in 10,000 hiicre,
Mikroniikleus (MN) olusumu tespiti i¢in ise her grup i¢in 1,000 hiicre sayilmistir.

3.3.1. Asetokarmin Cozeltisinin Hazirlanmasi

0,5 gr Karmin (C1022, Sigma-Aldrich), 100 ml %45°lik kaynayan asetik asit ile 1-2
dk muamele edilmis ve sogumaya birakilmistir. Sogutma isleminden sonra filtre

kagidindan siiziilerek, koyu renkli sisede +4 °C’de muhafaza edilmistir.

3.4. Anatomik Hasarlarin Mikroskobik Gozlemi

Anatomik hasarlarin belirlenmesi i¢in 72 saat siiresince 1,0 uM, 2,2 uM ve 4,4 uM
dozlarinda Dietil ftalat ile muamele edilerek ¢imlenmeye birakilan A. cepa L. kok
uclar, belirtilen siire sonunda distile su ile yikanmis, tiim gruplardan enine kesitler
alinmig, Metilen Mavisi (77515, Sigma-Aldrich) ile boyanarak Entellan yardimi ile
daimi preparat haline getirilmis ve X500 biiylitmede arastirma mikroskobu (Nikon E-

100) altinda fotograflandirilmistir (Makbul ve ark., 2008).
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3.5. Biyokimyasal Analizler

3.5.1. Lipid Peroksidasyonu Tayini

Lipid peroksidasyonu, Unyayar ve ark. (2006) tarafindan verilen metoda gore
malondialdehit (MDA) miktar 6lgiilerek belirlenmistir. Kontrol ve uygulama grubu
kok uglarindan alinan yaklasik 0,5 g doku 6rnegi, kiigiik parcalar halinde kesilmis ve
%5’lik trikloroasetik asit (TCA) ilave edilerek homojenize edilmistir. Homojenatlar
yeni tiplere aktarilmis ve oda sicakliginda 12,000 rpm'de 15 dakika santrifiij
edilmistir. %20’lik TCA soltisyonunda %5’lik tiyobarbitiirik asit ve siipernatan esit
hacimlerde yeni bir tiipe aktarilarak, 96 °C'de 25 dakika kaynatilmistir. Siire
sonunda, tiipler buz banyosuna aktarilmis ve 10,000 rpm'de 5 dakika santrifiij
edilmistir. Siipernatan’in absorbans1 532 nm'de 6l¢iilmiis ve MDA igerigi 155M'cm’!
ekstinksiyon (soniimleme) katsayist kullanilarak hesaplanmistir. MDA igeriginin
degerleri ti¢ bagimsiz 6rneklemenin 6l¢iimlerinden alinmis ve ortalama standart hata

(SD) olarak belirtilmistir.

3.5.2. Siiperkosit Dismutaz (SOD) Tayini

Stiperoksit Dismutaz (SOD) aktivitesi Beauchamp ve Fridovich (1971) tarafindan
belirtilen yonteme gore Olclilmiistiir. Reaksiyon karigimi 1,5 mL 0,05 M sodyum
fosfat tamponu (pH 7,8), 0,3 mL 130 mM metionin, 0,3 mL 750 uM nitroblue
tetrazolium klortir (NBT), 0,3 mL 0.1 mM EDTA-Na2, 0,3 mL 20 uM riboflavin,
0,01 mL enzim ekstresi, 0,0lmL %4 (w/v) ¢6zlinmez polivinilpirolidon (PVPP) ve
0,28 mL deiyonize su icermektedir. Reaksiyon 10 dk stiresince 2 adet 15 W floresan
lamba altina tiiplerin yerlestirilmesiyle baslatildi ve 10 dakika siiresince tiiplerin
karanlikta bekletilmesiyle sonlandirildi. Absorbans 560 nm'de kaydedildi (Zou ve
ark., 2012).
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3.5.3. Katalaz Aktivite Tayini (CAT)

Katalaz aktivitesi Beers ve Sizer (1952)’in metoduna goére analiz edilmistir. CAT
aktivitesi, kullanimdan hemen 6nce hazirlanan 0,3 mL 0,1 M H>03, 1,0 mL deiyonize
su ve 1,5 mL 200 mM sodyum fosfat tamponu (pH 7,8) iceren 2,8 mL reaksiyon
karigiminda, 25°C’de UV-VIS Spektrofotometrisi (UV-2550, Shimadzu, Japonya)
yardimiyla Olgiilmiistiir. Reaksiyon, 0,2 mL enzim ekstrakti ilave edilerek
baslatilmistir. CAT aktivitesi ise H>O» tiiketiminin bir sonucu olarak, 240 nm'de
absorbanstaki azalma izlenerek olgiilmistiir. Aktivite, g kok taze agirligi basina
dakika bagina birim olarak ifade edilir; bir CAT aktivite birimi, 240 nm'de

absorbansta 0,1 degisiklik olarak tanimlanmistir (Beers ve Sizer, 1952).
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BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Dietil Ftalat’in Cimlenme Uzerine Etkisi

Dietil ftalat’in ¢imlenme tizerine etkisi Tablo 4.1°de verilmistir. En fazla ¢imlenme
yiizdesi %100’liikk bir oran ile kontrol grubunda, en az ise yar1 yariya azalma ile
Dietil ftalat’in 4,4 pM dozuyla muamele edilen Grup IV’de belirlenmistir. Sonug
olarak, Dietil ftalat’in uygulama dozuna bagl olarak ¢imlenme yiizdesinde azalmaya

neden oldugu tespit edilmistir.

Tablo 4.1. Dietil ftalat’in ¢imlenme tizerine etkisi

Gruplar Cimlendirilen bulb Cimlenen Cimlenmeyen Cimlenme
sayisi bulb sayisi bulb sayisi yiizdesi (%)
Grup I 50 50 0 100
Grup II 50 43 7 86
Grup III 50 35 15 70
Grup IV 50 25 25 50

*Grup I: kontrol, Grup II: 1,0 uM Dietil ftalat, Grup III: 2,2 pM Dietil ftalat, Grup IV: 4,4 uM Dietil
ftalat

4.2. Dietil Ftalat’in Kok Uzunlugu Uzerine Etkisi

Dietil ftalat’in kok uzunlugu {izerine etkisi Tablo 4.2°de gosterilmistir. Ayrica
uygulama dozuna gore kok uzunluklarindaki degisim Sekil 4.1°de goriilmektedir.
Uygulama periyodu sonunda, en fazla kék uzunlugu kontrol grubunda, en az ise 4,4
uM dozunda Dietil ftalat uygulanan Grup IV’de olctilmistiir. Kontrol grubunda
ortalama 9,22 cm kok uzunlugu olgiilirken, Grup IV ise ortalama 1,71 cm kok
uzunlugu 6l¢tilmistiir. Kontrol grubu ile 1,0 uM Dietil ftalat’in uygulandigr Grup 11
kiyaslandiginda ortalama kok uzunlugunda %27 oraninda bir azalma oldugu,
Kontrol grubu ile en yiiksek doz uygulanan Grup IV karsilastirildiginda ise kok

uzunlugunda %81,45 oraninda bir azalma goriilmiistiir. Ayrica Grup II, Grup III ve
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Grup IV’de elde edilen kok uzunluklarinin, kontrol gruplarina kiyasla sirasiyla 1,4,
2,2 ve 5,4 kat daha dustik oldugu belirlenmistir. Kontrol grubuna gore Dietil ftalat
uygulanan gruplarda kok uzunlugundaki bu azalmalarin istatistiksel olarak anlamli

(p<0,05) oldugu da belirlenmistir.

GRUP I GRUP 1l GRUP IV

Sekil 4.1. Dietil Ftalat’in k6k uzunluguna etkisi (soldan saga kontrol, 1,0 uM Dietil ftalat, 2,2 uM
Dietil ftalat, 4,4 uM Dietil ftalat).

Tablo 4.2. Dietil ftalat’in kok uzunlugu (cm) tizerine etkisi

Gruplar Minimum Maksimum uzunluk Ortalama
uzunluk uzunluk
Grup I 8,20 10,00 9,22+0,57?
Grup 11 5,70 7,60 6,73+0,67°
Grup I 3,60 4,80 4,26+0,42°
Grup IV 1,10 2,50 1,71+0,534

*Grup [: kontrol, Grup II: 1,0 uM Dietil ftalat, Grup III: 2,2 uM Dietil ftalat, Grup IV: 4,4 uM Dietil
ftalat (n=10). Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak gosterildi. Ortalamalar arasindaki
istatistiksel degisimler sirasi ile “Duncan” testi ve “one-way” varyans analizi kullanilarak
belirlenmistir. Ayn1 stitun icerisinde birbirinden farkli harfler ile gosterilen ortalamalar istatistiksel
acidan onemlidir (P<0,05).
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4.3. Dietil Ftalat’in Agirhk Artisi Uzerine Etkisi

Dietil ftalat’in agirlik artisi tizerine etkisi Tablo 4.3°de verilmistir. En fazla agirlik
artist 6,56 g ile kontrol grubunda, en az ise 0,97 g ile 4,4 uM dozunda Dietil ftalat
uygulanan Grup IV’de tespit edilmistir. Uygulanan Dietil ftalat dozundaki artisla ters
orantili olarak agirlik artis1 azalmistir. En yiiksek dozun uygulandigi Grup IV’ deki
ortalama agirlik artisinda, kontrol grubuna gére %85,21 oraninda bir azalig olmustur.
Kontrol Grubuna gore Grup II ve Grup III de ise sirasi ile yaklasik %40 ve %63
oraninda agirhik artisinda azalma oldugu goriilmiistir. Kontrol grubuna gore

gozlenen bu azalmalarin istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) oldugu da

belirlenmistir.
Tablo 4.3. Dietil ftalat’in agirlik artisi (g) tizerine etkisi
Gruplar Ik agirlik Son agirlik Agwhik artisi
Grup | 5,14+0,16¢ 11,70+1,50 +6,56
Grup II 5,16+0,159 9,07+1,10° +3,91
Grup 111 5,13+0,20¢ 7,56£1,07¢ +2,43
Grup IV 5,16+0,20¢ 6,13+0,624 +0,97

*QGrup I: kontrol, Grup II: 1,0 uM Dietil ftalat, Grup III: 2,2 uM Dietil ftalat, Grup IV: 4,4 uM Dietil
ftalat (n=10). Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak gosterildi. Ortalamalar arasindaki
istatistiksel degisimler sirasi ile “Duncan” testi ve “one-way” varyans analizi kullanilarak
belirlenmistir. Ayn1 stitun icerisinde birbirinden farkli harfler ile gosterilen ortalamalar istatistiksel
acidan 6nemlidir (P<0,05).

4.4. Dietil Ftalat’in Kok Ucu Hiicrelerinde Tesvik Ettigi MN Sikhg1

Dietil ftalat uygulamasiin kok ucu hiicrelerinde tesvik ettigi mikronukleus (MN)
siklig1 Tablo 4.4’de gosterilmistir. Kontrol grubunda ortalama 0,20+0,42 oraninda
MN olusumu gozlenirken, Ftalat uygulanan gruplarda ise sirasiyla 7,20+£2,15,
22,20+5,39 ve 41,90+3,78 oraninda MN varlig1 tespit edilmistir. Uygulanan Dietil
ftalat doz artisina bagli olarak MN sayis1 artmis, s6z konusu artigin ise istatistiksel
olarak anlamli oldugu (p<0,05) belirlenmistir. Ayrica Dietil ftalat uygulamasinin
anojenik ve klastojenik etkiler varliginda, farkli MN sekillerini meydana getirdigi de

Sekil 4.2°deki gibi gozlenmistir.
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Tablo 4.4. Dietil ftalat’in kok ucu hiicrelerinde tesvik ettigi MN siklig1

Gruplar H?sap lanan Minimum MN Maksimum MN Ortalama MN
hiicre sayisi

Grup I 1000 0,00 1,00 0,20+0,42¢

Grup 11 1000 4,00 10,00 7,2042,15¢

Grup 111 1000 14,00 30,00 22,20+5,39%

Grup IV 1000 36,00 48,00 41,90+3,78*

*Grup I: Kontrol, Grup II: 1,0 uM Dietil ftalat, Grup III: 2,2 uM Dietil ftalat, Grup IV: 4,4 uM Dietil
ftalat (n=10). Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak gosterildi. Ortalamalar arasindaki
istatistiksel degisimler siras1 ile “Duncan” testi ve “one-way” varyans analizi kullanilarak
belirlenmistir. Ayn1 stitun icerisinde birbirinden farkli harfler ile gosterilen ortalamalar istatistiksel

acidan onemlidir (P<0,05).
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Sekil 4.2. Dietil ftalat’in Anojenik ve Klastojenik etkileri ile olusan MN yapilari
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Sekil 4.3. Dietil ftalat tarafindan tesvik edilen kromozomal hasarlar (a: MN, b: ters kutuplasma, c:
kromozom kopriisii, d: yapiskan kromozom, e: C-mitoz, f: kromozomun esit olmayan dagilimi, g:
fragment

4.6. Dietil Ftalat’in Mitotik Indeks (MI) Uzerine Etkisi

Dietil ftalat uygulanmasinin boliinen hiicrelerin sayisini ifade eden mitotik indeks
(MI) tizerine etkisi Tablo 4.6’da gosterilmistir. Kontrol grubunda ortalama
912,60+23,86 ayrica 4,4 uM Dietil ftalat dozu ile muamele edilen Grup IV’de ise
ortalama 548,50+24,54 oraninda MI sayilmis, her iki grup arasinda ortalama
degerlerde %39,90 oraninda azalmanin oldugu goriilmistiir. Grup II ve Grup III
ortalamalar1 kiyaslandiginda ise ortalama degerlerde %12,10 oraninda bir azalmanin
oldugu goriilmiistiir. Sonug olarak, Dietil ftalat uygulamasi doz artisina bagl olarak
MI degerinde azalmaya sebep olmus, bu azalisin ise kontrol grubu ile

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0,05) gozlenmistir.
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Tablo 4.6. Dietil ftalat’in MI {izerine etkisi

Gruplar Minimum MI ~ Maksimum MI Ortalama % Deger
Grup I 878 948 912,60+23,86° 9,12
Grup I 724 884 807,00+50,10° 8,07
Grup 111 684 735 709,30£17,15¢ 7,09
Grup IV 515 584 548,50+24,544 5,48

*QGrup I: Kontrol, Grup II: 1,0 uM Dietil ftalat, Grup III: 2,2 uM Dietil ftalat, Grup IV: 4,4 uM Dietil
ftalat (n=10). MI her bir kok ucu i¢in 1000 hiicre toplamda 10000 hiicre sayilarak yiizde olarak
hesaplandi. Veriler ortalama =+ standart sapma (SD) olarak gosterildi. Ortalamalar arasindaki
istatistiksel degisimler sirasi ile “Duncan” testi ve ‘“one-way” varyans analizi kullanilarak
belirlenmistir. Ayn1 siitun igerisinde birbirinden farkli harfler ile gosterilen ortalamalar istatistiksel
acidan 6nemlidir (p<0,05).

4.7. Dietil Ftalat Tarafindan Tesvik Edilen Anatomik Hasarlar

Yapilan mikroskobik incelemeler sonucunda, Dietil ftalat’in 4. cepa L. kok ucu
hiicrelerinde; belirgin olmayan iletim doku, korteks hiicre deformasyonu, korteks
hiicre ¢eperinde kalinlasma, epidermis hiicrelerinde madde birikimi, yassilagmis
hiicre ¢ekirdegi, nekroz ve epidermis hiicrelerinde deformasyon seklinde anatomik
hasarlara neden oldugu ve s6z konusu hasarlarin Dietil ftalat uygulama dozuna bagh
olarak arttig1 belirlenmistir.

-“.}: L% ’_1 'b

Sekil 4.4. Dietil ftalat tarafindan tesvik edilen anatomik hasarlar (a: belirgin olmayan iletim doku, b:
korteks hiicre deformasyonu, c: korteks hiicre ¢eperinde kalinlasma, d: epidermis hiicrelerinde bazi
maddelerin birikimi, e: yassilagmis hiicre ¢ekirdegi, f: nekroz, g: epidermis hiicrelerinde deformasyon)
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4.8. Dietil Ftalat’in Kok Ucu Hiicrelerinin Malondialdehit (MDA) Diizeyine
Etkisi

Dietil ftalat uygulamasinin lipid peroksidasyonunun onemli bir gostergesi olan
Malondialdehit (MDA) diizeyine etkisi Tablo 4.8’de gosterilmistir. Tablodaki
sonuglardan, Dietil ftalat uygulamasinin kontrol grubuna gére MDA diizeyini
istatistiksel olarak anlamli diizeylerde arttirdigi (p<0,05) ve bu artisinda doza bagh
oldugu goriilebilmektedir. Kontrol grubunda ortalama 9,20 pmol g' MDA diizeyi
olgiiliirken, Dietil ftalat’in 1,0 uM dozunda 17,30 pmol g, 2,2 uM dozunda 22,20
umol g! ve 4,4 uM dozunda ise 28,80 pmol g! MDA diizeyi 6l¢iilmiistiir. Dietil
ftalat’in 4,4 uM dozunda MDA diizeyi kontrol grubuna oranla %313’lik bir artis

gostermistir.

Tablo 4.7. Dietil ftalat uygulamasinin kék ucu hiicrelerinin MDA igerigine etkisi [(MDA) (umol g
FW)]

Uygulama siiresi ~ Gruplar Minimum MDA Maksimum MDA Ortalama MDA
(Saat)
72 Grup 1 7 12 9,20+1,62¢
72 Grup 11 10 24 17,30+3,62¢
72 Grup 111 15 26 22,20+3,61°
72 Grup IV 25 35 28,80+3,22°

*Her bir grup 10 bulb igerir. Grup I: kontrol, Grup II: 1,0 uM Dietil ftalat, Grup III: 2,2 uM Dietil
ftalat, Grup IV: 4,4 uM Dietil ftalat. Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak gosterildi.
Ortalamalar arasindaki istatistiksel degisimler sirasi ile “Duncan” testi ve “one-way” ANOVA varyans
analizi kullanilarak belirlenmistir. Ayni siitun igerisinde birbirinden farkli harfler ile gosterilen
ortalamalar istatistiksel agidan 6nemlidir (P<0,05).

4.9. Dietil Ftalat’in Kok Ucu Hiicrelerinde Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Olusumuna Etkisi

Dietil ftalat uygulamasiin antioksidan 6zellikte enzimatik stres faktorlerinden biri
olan Siiperoksit Dismutaz (SOD) diizeyine etkisi Tablo 4.9’da gdsterilmistir.
Tablodaki sonuclardan, Dietil ftalat uygulamasinin kontrol grubuna goére SOD
diizeyini istatistiksel olarak anlamli diizeylerde arttirdigi (p<0,05) ve bu artisinda
doza bagl oldugu goriilebilmektedir. Kontrol grubunda ortalama 101,00 U/mg SOD
diizeyi ol¢iiliirken, Dietil ftalat’m 1,0 uM dozunda 125,00 U/mg!, 2.2 uM dozunda
166,00 U/mg™! ve 4,4 uM dozunda ise 217,00 U/mg' SOD diizeyi 6l¢iilmiistiir. Dietil
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ftalat’in 4,4 pM dozunda SOD diizeyi kontrol grubuna oranla %115’lik bir artig

gostermistir.

Tablo 4.8. Dietil ftalat uygulamasinimn kék ucu hiicrelerinin SOD olusumuna etkisi [(SOD) ([U/mg’!
FWD]

Uygulama siiresi ~ Gruplar Minimum SOD Maksimum SOD Ortalama SOD
(Saat)

72 Grup I 90 118 101,00£10,844

72 Grup 11 100 140 125,00+12,13¢

72 Grup 111 150 180 166,00+£10,04°

72 Grup IV 200 230 217,0049,82*

*Her bir grup 10 bulb igerir. Grup I: kontrol, Grup II: 1,0 uM Dietil ftalat, Grup III: 2,2 uM Dietil
ftalat, Grup IV: 4,4 uM Dietil ftalat. Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak gosterildi.
Ortalamalar arasindaki istatistiksel degisimler sirasi ile “Duncan” testi ve “one-way” ANOVA varyans
analizi kullanilarak belirlenmistir. Aynit siitun igerisinde birbirinden farkli harfler ile gosterilen
ortalamalar istatistiksel agidan 6nemlidir (P<0,05).

4.10. Dietil Ftalat’in Kok Hiicrelerinde Katalaz (CAT) Olusumuna Etkisi

Dietil ftalat uygulamasiin antioksidan 6zellikte enzimatik stres faktorlerinden biri
olan Katalaz (CAT) diizeyine etkisi Tablo 4.9°da gosterilmistir. Tablodaki
sonuglardan, Dietil ftalat uygulamasimin kontrol grubuna gore CAT diizeyini
istatistiksel olarak anlamli diizeylerde arttirdig: (p<0,05) ve bu artisinda doza bagl
oldugu goriilebilmektedir. Kontrol grubunda ortalama 1,30 gFW CAT diizeyi
Olciiliirken, Dietil ftalat’in 1,0 uM dozunda 1,68 gFW, 2,2 uM dozunda 2,52 gFW ve
4,4 uM dozunda ise 3,55 gFW CAT diizeyi olctilmiistiir. Dietil ftalat’in 4,4 uM
dozunda CAT diizeyi kontrol grubuna oranla %173’lik bir artis gdstermistir.

Tablo 4.9. Dietil ftalat uygulamasinin kok ucu hiicrelerinin CAT olugsumuna etkisi [(CAT)([OD240nm
min.”! gFW])]

Uygulama stiresi ~ Gruplar Minimum CAT Maksimum CAT Ortalama CAT
(Saat)
72 Grup | 1,15 1,45 1,30+0,11¢
72 Grup 11 1,58 1,76 1,68+0,06°
72 Grup III 2,32 2,75 2,52+0,15°
72 Grup IV 3,16 3,85 3,55+0,27°

*Her bir grup 10 bulb igerir. Grup I: kontrol, Grup II: 1,0 uM Dietil ftalat, Grup III: 2,2 uM Dietil
ftalat, Grup IV: 4,4 uM Dietil ftalat. Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak gosterildi.
Ortalamalar arasindaki istatistiksel degisimler sirasi ile “Duncan” testi ve “one-way” ANOVA varyans
analizi kullanilarak belirlenmistir. Ayni siitun igerisinde birbirinden farkli harfler ile gosterilen
ortalamalar istatistiksel agidan 6nemlidir (P<0,05).
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BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada, Allium cepa L.’da Dietil Ftalat’in 1,0, 2,2, 4,4 uM dozlariin sebep
oldugu fizyolojik, anatomik ve sitogenetik degisimler arastirilmistir. Bu baglamda,
¢imlenme yiizdesi, kok uzunlugu, agirlik artisi, kromozomal hasarlar, MN siklig1, MI
degeri ve anatomik hasarlarin tespiti yoluna gidilmis, ayrica kok ucu hiicrelerinde

stres parametreleri olan MDA, SOD ve CAT diizeyleri de 6l¢tilmiistiir.

Ftalatlar tizerine daha once yapilmis bazi ¢alismalar bulunmakla birlikte, bunlarin
cogunun insan dokulari, rat ve fare gibi deney hayvanlariyla gergeklestirilmis
caligmalar oldugu, bitkiler {izerinde Ftalatlarin etkilerini arastiran c¢alismalarin ise
oldukea yetersiz oldugu goriilebilecektir. Gergeklestirilen bu ¢aligmanin literatiire bu
anlamda yeni bilgiler saglamasi agisindan da olduk¢a O©nemli oldugunu

diustinmekteyiz.

Dietil ftalatin 1,0, 2,2 ve 4,4 uM dozlarinda uygulamasi A. cepa test materyalinde
cimlenme yiizdesi, kok uzunlugu ve agirlik artis1 gibi fizyolojik parametrelerde doza
bagl azalisa neden olmustur. Literatiirde Dietil Ftalat ile olmasa da, diger kimyasal
ajanlarin fizyolojik parametreler {izerine etkileri konusunda gergeklestirilmis
calismalar bulunmaktadir. Ornegin EL-Barghathi ve Asoyri (2007) tarafindan
gerceklestirilen bir calismada fenol, naftanol ve giberellik asitin 4. cepa L.’da
cimlenme yiizdesi {lizerine etkilerini arastirmis, sonucta her iic kimyasalinda
uygulama dozuna bagli olarak ¢imlenme yiizdesini azalttigi rapor edilmistir. Seth ve
ark. (2008) tarafindan gerceklestirilen bir bagka ¢alismada ise Kadmiyumun (Cd) 10,

20 ve 40 uM dozlarinin A. cepa L. kok uzunluguna etkileri arastirilmis, sonugta Cd
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uygulamasimin doza bagh sekilde kok uzunlugunu azalttig1, bu azalisinda Cd’nin 40
UM dozunda daha da belirgin oldugu goriilmiistiir. Demirtas ve ark. (2015) tarafindan
gergeklestirilen bir diger calismada ise bir fungusit olan Dinikanazol’tin artan
dozlarinin (25, 50 ve 100 ppm) A. cepa’da tesvik ettigi fizyolojik degisimler
arastirilmis, sonugta Dinikanazol dozundaki artisa bagli olarak ¢imlenme ylizdesi,
kok uzunlugu ve agirlik kazanimi gibi fizyolojik parametrelerde 6nemli azalmalar

oldugu tespit edilmistir.

Dietil ftalat uygulamasinin sitogenetik etkileri MN ve kromozomal hasar sayilari ile
MI degerinin belirlenmesiyle arastirilmis, sonugta Dietil Ftalat uygulamasinin MN ve
kromozomal hasar olusumunu tesvik ettigi, ayrica MI degerini azalttig
belirlenmistir. Literatiirlerde Dietil ftalatin mito-depresif etkiye neden olarak MI
degerini azaltmasinin nedeni olarak, hiicrenin normal gelisiminin engellenmesi ve
hiicrenin profaza girmesinin engellenerek interfaz safthasinda mitozun bloklanmasi
gosterilmistir (Rijstenbil and Poortvliet, 1992, Duan and Wang, 1995; Borboa and De
la Torre, 1996). Diger yandan, bilimsel arastirmalarda MN’lerin olusum
mekanizmasmi agiklayan bazi bilgiler de mevcuttur. Ornegin Sudhakar ve ark.
(2001) MN’lerin asentrik fragmentlerden (klastojenik tepki) yadda anafazda geri
kalmis kromozomlardan veya ig ipliklerindeki anormalliklerden (anojenik tepki)
kaynaklanabilecegini bildirmislerdir. Kromozom anormalliklerinin nedeni olarak ise
hatal1 eslestirilen veya tamir edilemeyen DNA iplikleri ile bunlarda meydana gelen
kirilmalar oldugu bildirilmistir (Maluszynska and Juchimiuk, 2005). Bu bilgiler
1s181nda, literatiirde farkli kimyasal ajanlarin sebep oldugu sitogenetik -etkileri
arastiran ¢esitli calismalar bulunmaktadir. Ornegin; Konuk ve ark. (2009) tarafindan
gergeklestirilen bir calismada Bakir siilfat ve Kobalt klorit’in A. cepa kok
hiicrelerindeki sitotoksik etkilerini arastirilmis, sonugta her iki kimyasalinda
uygulama dozundaki artisa bagli olarak MI’1 azalttif1, ayrica kromozom kopriisii,
vagrant kromozom, fragment, c-anafaz ve kromozom kutuplasmasi seklinde
hasarlara neden oldugu tespit edilmistir. Rank ve arkadaslari (2002) tarafindan
gerceklestirilen bir baska calismada ise Dietil hekzil ftalat’in A. cepa test
materyalinde, MI degerinde kontrol grubuna gore azalmaya sebep oldugu rapor

edilmistir. Bianchi ve ark. (2016) tarafindan gergeklestirilen bir diger ¢alismada ise
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Imidacloprin insektisitinin 4. cepa’da sitotoksik ve genotoksik etkileri arastirilmais,
sonugta MN, yapiskanlik ve koprii seklindeki kromozomal hasar sayilarinda artig, MI

degerinde ise azalma rapor edilmistir.

Dietil fitalat’in gozlenen bir diger etkisi ise 4. cepa kok ucu meristem hiicrelerinin
anatomik yapis1 {izerine olmustur. Gergeklestirilen mikroskobik incelemeler
sonucunda Dietil fitalat’in kok ucu hiicrelerinde belirgin olmayan iletim doku,
korteks hiicre deformasyonu, korteks hiicre ¢eperinde kalinlasma, epidermis
hiicrelerinde bazi maddelerin birikimi, yassilasmis hiicre cekirdegi, nekroz ve
epidermis hiicrelerinde deformasyon seklinde anatomik hasarlara neden oldugu ve bu
hasarlarin Dietil fitalat dozundaki artisa bagl olarak arttig1 belirlenmistir. Literatiirde
cesitli kimyasal ajanlarin bitki koék ucu hiicrelerinde anatomik hasarlar1 tesvik
ettikleri yoniinde bazi calismalar mevcuttur. Ornegin Bicakg1r ve ark. (2017)
tarafindan gergeklestirilen bir calismada, Diazinon’un 50, 250 ve 500 mg/L!
dozlarinin A. cepa kok uglarinda meydana getirdigi anatomik hasarlar incelenmis,
sonucta kok ucu hiicrelerinde yassilasmis hiicre ¢ekirdegi, hiicre deformasyonu,
belirgin olmayan iletim doku, korteks hiicre ¢eperlerinde kalinlagma, iletim dokuda
bazi maddelerin birikimi ve nekroz seklinde anatomik hasarlar belirlenmistir.
Cavusoglu ve ark. (2012) tarafindan gergeklestirilen bir bagka c¢alismada ise
Thiamethoxam insektisitinin 4. cepa kok ucu hiicrelerinde meydana getirdigi
anatomik degisimler arastirilmis, sonu¢ta Thiamethoxam uygulamasinin kok ucu
hiicrelerinde hiicre ¢ekirdeginin olagan olmayan sekli, nekrotik hiicre 6limii, belirgin
olmayan iletim doku ve belirgin olmayan epidermis tabakasi seklindeki anatomik
hasarlar1 tesvik ettigi rapor edilmistir. Acar ve ark. (2015) tarafindan gerceklestirilen
bir diger calismada ise Paraquat herbisitinin 4. cepa kok uclarinin anatomisine
etkileri arastirilmig, sonu¢ta Paraquat uygulamasmmin koék wucu meristematik
hiicrelerinde yassilasmis hiicre c¢ekirdegi, nekroz, belirgin olmayan iletim doku ve
iletim dokuda bazi maddelerin birikimi gseklinde hasarlara neden oldugu

bildirilmistir.
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Bu caligmada, Dietil fitalat’in A. cepa kok ucu hiicrelerinin MDA, SOD ve CAT
diizeylerine etkileri de arastirtlmisti. MDA lipid peroksidasyonunun o6nemli
gostergelerinden biridir. SOD ise organizmalar1 oksidatif strese kars1 korumada kritik
bir rol oynamaktadir. SOD'un glikasyon ile in-aktivasyonu, oksidatif stresin neden
oldugu hasarlar1 arttirmaktadir. CAT ise stres kosullarinda olusan Hidrojen Peroksiti
(H202) H20 ve O2’ye donustiiriilerek, hiicreleri strese karsi korumaktadir (Anwar ve
Younus, 2017). 1,0 2,2 ve 4,4 uM dozlarinda Dietil ftalat uygulamasi 4. cepa kok
ucu hiicrelerinde MDA diizeyi ile antioksidant savunma enzimleri olan SOD ve CAT
dizeylerinde artisa neden olmustur. Yakin zamanda yapilan benzer tarzdaki
calismalarda, strese bagli olarak Lycopersicon esculentum L. (Krupa ve Baszynski,
1989), Triticum aestivum L. (Vassilev, 2004) ve Hordeum vulgare L.’de (Gaur ve
Grupa, 1994) MDA diizeyinin arttifin1 gosterilmistir. Benzer sekilde A. cepa test
materyali kullanilarak gergeklestirilen bazi calismalar da mevcuttur. Ornegin Qin ve
ark. (2010) tarafindan gerceklestirilen bir ¢alismada, Al’'nin 50 uM dozunun A. cepa
kok ve yaprak dokularinda sebep oldugu biyokimyasal degisimler arastirilmus,
sonugta Al uygulamasinin MDA ve SOD diizeyinde artisa, CAT diizeyinde ise
azalmaya neden oldugu rapor edilmistir  Zou ve ark. (2012) tarafindan
gerceklestirilen benzer tarzdaki bir baska ¢alismada ise Cd’nin farklt dozlarinin (0, 1,
10, 100 uM ) zamana bagli olarak 4. cepa kok ve yaprak dokulariin MDA, SOD ve
CAT diizeyleri tizerine etkileri arastirilmis, sonugta Cd dozundaki artis1 bagli olarak
zamanla MDA diizeyinin arttigi, SOD ve CAT diizeylerinin ise once artis daha sonra

ise azalma gosterdigi tespit edilmistir.

Sonug olarak, giinlik yasamimizda stirekli kullandigimiz birgok iirtiniin yapisinda
bulunan Dietil ftalat’in belirli bir doz esigine ulastiginda toksik etkilere neden oldugu
A. cepa test materyali yardimiyla belirlenmistir. Bu nedenle, Dietil ftalat
kullantminin sinirlandirilmasi, kullaniminin elzem oldugu durumlarda ise canlilarda

toksik etki olusturmayacak doz seviyelerinin tercih edilmesi gerekmektedir.
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