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OZET

ENDUSTRIDE PLASTIKLESTiRiCi OLARAK KULLANILAN DiOKTIL ADIiPAT VE
DIiOKTIiL FTALAT MADDELERININ ZEBRA BALIGI LARVALARI UZERINE
TOKSIK ETKIiLERIi

Serap TERZI

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusi
Su Uriinleri Ana Bilim Dah
Yiksek Lisans Tezi
Damismani: Yrd. Dog. Dr. Halis BORAN

Sanayi faaliyetlerinden kaynaklanan atik maddelerin ve atik sularm gollere, nehirlere ve denizlere
karistig1 iyi bilinmektedir. Bu nedenle, iiretimi yapilan plastik ve yan triinlerin de su ortamlarina
karigsmasi1 kaginilmazdir. Plastiklestirici maddeler fiziksel, kimyasal ve biyolojik bozunmaya kars1
dayanikli olmalar1 sebebiyle canli viicudunda birikebilmekte ve besin zincirine de girerek toksik
etkiler olusturabilmektedirler. Bu ¢aligmada, dioktil adipat (DOA) ve dioktil ftalat (DOP)
plastiklestirici maddelerinin larval zebra baliklar1 (Danio rerio, 72 saatlik) Uzerine potansiyel
toksik etkileri, stres gen (p53, rad51 ve xrcc5) ekspresyonlarindaki degisimler es zamanli
kantitatif PZR (RT-qPCR) teknigi kullanilarak karsilastirilmigtir. Ayrica, DOA ve DOP
plastiklestirici maddelerinin olusturabilecegi genotoksik etkiler belirlenmeye caligilmistir.
Calisma sonucunda, 0-200 mg/L araliginda DOA ve 0-150 mg/L araligindaki konsantrasyonlarda
DOP’a maruz birakilan zebra baligi larvalarinin % 50’sini 61diiren letal konsantrasyonlar sirasiyla
89,99 £ 8,03 mg/L ve 54,02 £ 11,49 mg/L olarak hesaplanmigtir. Ayrica, DOA ve DOP
plastiklestirici maddelerine 96 saat siireyle maruz birakilan zebra baligi larvalarinin kan
hiicrelerinde, konsantrasyona bagli olarak DNA zincir kiriklar tespit edilmistir. DNA hasarinin
DOP’a (% 31,1) maruz birakilan larvalarda, DOA’a (% 20,8) maruz birakilanlara oranla daha
yiiksek oranda oldugu tespit edilmistir. Stres gen ekspresyon degisimlerinde ise 6nemli diizeyde
bir farklilik goriilmezken, yalnizca 10 mg/L DOP maddesine maruz birakilan larvalarin xrcc5 gen
ekspresyonunda kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak énemli derecede (5 kat) bir artis
belirlenmistir. Sonugta olusan diisiik diizeyde toksik etkiler genel olarak benzerlik géstermekle
birlikte, DOP’un DOA’a oranla larvalarda 1,5 kat daha toksik oldugu tespit edilmistir.

2016, 52 sayfa
Anahtar Kelimeler: Dioktil Adipat, Dioktil Ftalat, DNA Hasar1, Gen Ekspresyonu, Zebra Baligi,
Akut Toksisite.
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ABSTRACT

TOXIC EFFECTS OF DIOCTYL ADIPATE AND DIOCTYL PHTHALATE USED AS
PLASTICISER IN INDUSTRY ON ZEBRAFISH LARVAE

Serap TERZI

Recep Tayyip Erdogan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Fisheries
Master Thesis
Supervisor: Yrd. Dog. Dr. Halis BORAN

It is a well-known fact that interference of the majority of industrial wastes and wastewater
discharges into rivers, lakes and coastal waters. Therefore, contamination of the aquatic
environment by the plastic industrial products and also by-products is inevitable. Also, due to
their physical, chemical and biological degradation resistant, plasticisers can accumulate in the
body and enter the food chain of living organisms and generate toxic effects. The present study
compare potential toxic effects of dioctyl adipate (DOA) and dioctyl phthalate (DOP) plasticisers
to larval (72 h post fertilization) zebrafish (Danio rerio) by analysing changes in expression levels
of stress-related genes (p53, rad51, and xrcc5) by real-time quantitative PCR (RT-qPCR).
Another objective was to assess genotoxicity of DOA and DOP plasticisers. The lethal
concentrations for 50% mortality (LCso) in larval zebrafish exposed (96 h) to 0-200 mg/L DOA
and 0-150 mg/L DOP plasticisers were 89.99 + 8.03 mg/L and 54.02 + 11.49 mg/L, respectively.
A concentration-dependent increase in DNA strand breaks was detected in blood cells from larvae
exposed (96 h) to DOA and DOP plasticisers. DNA damage was higher in DOP (31.1%) than
DOA (20.8%) plasticisers exposed larvae. While there were no significant differences in
induction of stress-related genes in larvae exposed to plasticisers, there was only statistically
significant increase (5 fold) in expression of xrcc5 gene in larvae exposed to 10 mg/L DOP
substance relative to control. The results of the study were shown that consisted low level toxic
effects were generally similar in larvae exposed to plasticisers. However, DOP was 1.5 times

more toxic than DOA in larvae.

2016, 52 pages
Keywords: Dioctyl Adipate, Dioctyl Phthalate, DNA Damage, Gene Expression, Zebrafish,

Acute Toxicity.
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Plastikler ilk kez 20. yiizyiin baslarinda {retilmis ve kullanimi hizla
yayginlagmistir (Vural, 1977). Giiniimiize dek hizli bir gelisim siireci geciren plastikler
sahip olduklar1 bir¢ok nitelik agisindan diger malzemelerden {istiin hale gelmis, otomotiv,
elektronik ve haberlesme basta olmak {izere bircok alanda kullanilan malzeme cinsi
olmustur. Plastikten iiretilmis {rlinler en yeni malzeme tirlerinden olmasina ragmen,
gindelik yasamimizda en fazla kullanilan malzemeler haline gelmistir. Plastiklerin
Ozelliklerinin ve gesitliliklerinin ¢ok genis bir aralikta degismesi, kisa siirede

kullanimlarin1 yayginlastirmis ve ekonomik 6nem kazandirmistir (Yasar, 2001).

Gunumuzde genis uygulama alani ve diisiik maliyeti ile plastik sanayinde en ¢ok
kullanilan polimer polivinil klortr (PVC) dir (Xu vd., 2006; Marcilla vd., 2008). PVC;
malzeme 6zelligi, dogasindan gelen alev geciktiriciligi, 1s1l kararliligi, ekonomikligi ve
irtin basarimi gibi nedenlerle birgok alanda yaygin sekilde kullanilmaktadir (Basfar,
2002; Marcilla vd., 2008). 50 yil1 agkin bir siiredir plastiklestiricilerin gelismesi ile, PVC
en 6nemli plastiklerden biri haline gelmistir (Marcilla vd., 2004). PVVC; profil, film, levha
ve sise olarak cesitli sektorlerde pek cok uygulama alan1i bulmaktadir. Uygulama
alanlarinin %34’e varan kismini esnek PVC olarak adlandirilan plastiklestirilmis PVC (p-
PVC) iirtinler olusturmaktadir (Brebu vd., 2000). Polimerlere eklenen katkilar polimer
Ozelliklerini degistirmeye ya da polimerin omriinii uzatmaya yoneliktir (Wensing vd.,
2005). Plastiklestirici kullanimi, PVC’nin camsi gegis sicakligini diisiirerek esnek iirtinler
tiretiminde kullanilabilirligini saglamaktadir. PVC ve 1s1l kararli kilicilarin ¢evreye iliskin
olumsuzluklar1 biiyiik 6l¢iide ¢oziimlenebilmisken, plastiklestiricilere iliskin gevresel

sorunlart ¢oziime ulastirabilmek icin ¢caligmalar stirmektedir.

Plastik malzemeler, oda sicakliginda genellikle kat1 halde bulunan, basing ve 1s1
yardimiyla ve mekanik yontemlerle sekillendirilebilen veya kaliplanabilen organik
yapidaki polimerik maddelerdir. Plastik malzemeler genel olarak iki ana sinifa ayrilirlar.
Bunlar; termoplastikler ve termosetlerdir. Termoplastikler; 1s1 ve basinca maruz

kaldiklarinda plastik 6zelliklerini koruyabilen plastikler olup, 1s1 ve basing uygulayarak
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tekrar sekil kazandirilabilirler. Bu 6zellik bir mumun eritilip, kaliplandiktan sonra
sogutulup baska bir sekle sokulmasiyla benzer sekildedir. Termoplastiklerin kullanim
stireleri, malzemenin yorgunluguna gore degisir ve kendi agirliklar1 altinda 55°C ile
120°C arasinda, bazen de yapilarina bagli olmakla birlikte 260 - 270°C’ye varan
sicakliklarda bozunmaktadirlar. Bu nedenden dolay1 termoplastigin iglenmesi esnasinda
sicaklik dikkatli bir sekilde kontrol edilmelidir (Aydin, 2004). Termoplastiklere 6rnek

olarak polietilen, polistren ve polipropilen gosterilebilir.

Insaat sanayi basta olmak izere kablo, ambalaj ve boru tiretimi, kozmetik, saglik
sektdrlerinde ve ayrica kompozit yakitlarda genis kullanim alanina sahip bir polimer olan
PVC Uretiminde, ikincil plastiklestirici madde olarak en c¢ok kullanilan baglayici
maddelerden ikisi, ftalat grubuna giren dioktil adipat (DOA) ve dioktil ftalat (DOP) dir.
Ftalatlar kararli maddelerdir, 1s1 ve siirtiinme nedeniyle serbest hale gegerek canli
organizmalarin viicuduna girebilirler. Bu maddelerin ¢evre ve insan sagligi tizerindeki
etkilerine yonelik veriler oldukca disiik diizeydedir. Su piresi Daphnia magna
kullanilarak yapilan ¢alismalarda akut ve kronik toksisiste degerleri belirlenmis olmasina
karsin, bu plastiklestiricilerin gevreye verebilecegi zararlar konusunda, baliklar ve algler
icin akut toksisite olusturmayacagi ve giivenli bir kullanim alanina sahip oldugu seklinde,
Iyimser denilebilecek bir goriis ortaya konulmaktadir (Felder vd., 1986; Anonim, 2006).
S6z konusu maddelerin etanol, metanol, dietil eter, n-oktanol ve asetonda ¢6zinebilirken
suda ¢oziinmedigini 6ne siiren ticari raporlara ragmen, Cevre Koruma Ajansi (EPA)
kayitlarinda bu maddeler igin suda az da olsa bir ¢oziiniirliik degeri verilmektedir. EPA
kayitlarina gore bu maddelerin ratlar icin verilen LDso degerleri 5600-45000 mg/kg
olarak, ylizey sularinda bulunabilecek deger olan 0.5 pg/L’nin ¢ok Ustlndedir. Bu
maddelerin genotoksik olmadiklar1 belirtilmekle birlikte memeli hayvanlarda déllenme,
tireme ve gelisimde bazi olumsuz etkiler olusturabilecegi fakat insanlar igin ise
kanserojenik veya mutajenik olmadiklar1 belirtilmektedir. Ancak kullanimi sirasinda
nefes yoluyla alinmasindan, deriyle ve gozle temasindan kaginilmasi gerektigi seklinde
ve ayrica kronik olarak maruz kalma durumunda zayiflamaya sebep olabilecegi, kemik
yogunlugunda azalma, testis ve karaciger hasarlari olusturabilecegine dair uyarilar

yapilmaktadir (Anonim, 2006).



Ikincil plastiklestiriciler olarak adlandirilan bu maddelerin buzdolabi sicaklig1 olan
4°C’de bile besinlere gegebildigi (Goulas ve Kontominas, 1996) ve gecisimin sicaklikla
arttig bildirilmistir (Fouad vd., 1999). Bu maddelerin ayrica, bazi deney hayvanlarinin
Ureme sisteminde baskilanmaya; insanlarda ise solunum problemlerine, gégiis kanseri ve
infertiliteye neden olabilecegi bildirilmektedir (Anonim, 1999). Plastik iiretim atiklari
dogrudan ya da dolayli olarak denize desarj edilip besin zincirine girebilir. Bu ¢alismada,
Ozellikle sucul ortamda yasayan canlilara etkisi neredeyse bilinmeyen DOA ve DOP
plastiklestirici maddelerinin hem molekiiler toksikolojik ¢alismalarda, hem de akvaryum
balik¢iliginda yaygin sekilde kullanilan zebra baligi (Danio rerio) larvalarinin genetik

yapisinda neden olabilecegi toksik etkiler aragtirilmistir.

1.2. Plastik Maddeler ve Kullanim Alanlar:

Zaman icerisinde bilim ve teknolojide meydana gelen ilerlemeler, ilk zamanlarda
cok az olan malzeme kullanimini, hem malzemelerin ¢esitliliklerini hem de deger ve
kalitelerini ylikseltmeleri dogrultusunda hizli bir sekilde arttirmistir. Uzun bir siire
boyunca kullanilan metal, odun ve seramik gibi malzemelerin yaninda plastikler ancak
20. ylizyilin baslarinda taninmaya ve kullanilmaya baslanmistir. Giiniimiize dek hizli bir
gelisim siireci gegiren plastikler sahip olduklar1 birgok nitelik agisindan diger
malzemelerden listiin hale gelmis, otomotiv, elektronik ve haberlesme basta olmak iizere

birgok alanda kullanilan malzeme cinsi olmustur (Yasar, 2001).

1.2.1. Polietilen (PE)

Etilen monomerinin polimerizasyonu islemiyle olusan, uzun zincirli bir yapida olan
makromolekulli  polimer, polietilen olarak isimlendirilmektedir. Polietilen bir
homopolimerdir. Polietilen; yuksek darbe ve kimyasal dayanimi, asinma direnci diisiik
stirtiinme katsayisi, su gecirmeme, genis calisma 1sis1, kendinden yaglama ozelligi,
mekanik islemede kolaylik, kolay temizlenebilme ve antibakteriyel gibi 6zellikleri
nedeniyle bir¢cok sektérde kullanilmaktadir. Makine endistrisinde; kizak ayaklari,
stirtiinme plakalari, digli ¢ark Gretiminde, kdmir ve maden endustrisinde; bunker, tank ve
silolarin kaplanmasinda, kagit endustrisinde vakum kasasi oOrtiisii, hidrofolyo kasasi

olarak, gida ve ambalajlamada; et ve balik isleme masas1 olarak kullanilmaktadir
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(Y1lmaz, 1998). Tarihte ilk {iretilen polietilen, alcak yogunluklu polietilen olarak
adlandirilan AYPE’dir (Ezdesir vd., 1999). Diisiik yogunluklu polietilen, polietilenin
yiiksek basing sureci (1600 atm ve 200 °C’de tlp reaktorlerde) ile Uretilmesiyle elde
edilmektedir. AYPE filmler parlak ve maliyeti diisiik olmakla birlikte islenmesi kolaydir.
Bu filmlerin kullanim alanlari; ingaat ortiisii, yiyecek paketleme, ¢cOp ve gubre posetleri
ve kimyasal madde iireticileri tarafindan kullanilan dayanikli posetlerden olusmaktadir

(Keskin, 1996).

Gliniimiiz plastikleri igerisinde en fazla {iretim oranina sahip olan polietilenin
toplam tiretimi plastiklerin iiretiminin % 40’11 olusturmaktadir. Birgok plastik isleme
yontemiyle sekillendirilebilen polietilen; film, levha, profil v.b. Grtnlerin Gretiminde
kullanilmaktadir. (Ezdesir vd., 1999) (Sekil 1).

Sekil 1. Polietilen kullanilarak iiretilmis plastik tanecikler ve malzemeler.

1.2.2. Polipropilen (PP)

Polipropilen, doymamis veya az doymus lineer bir hidrokarbon polimer olup,
izoaktik ve ataktik olmak (izere 2 gruba ayrilmaktadir. Izoaktik polipropilen kristal yapiya
sahip polimer, ataktik polipropilen ise kristal olmayan kat1 yapilar olup yapisi
gelisiglizeldir. Polipropilenin nitelikleri molekiill agirhgina bagli olarak da
degisebilmektedir. Diisiik molekiil agirlig1 olan sert ve kirtlgan, molekiil agirhigr yiiksek
olan polipropilen ise yumusaktir. Yiiksek molekiil agirligi olan polimerin ergime sicakligi
yiiksektir. Diistik molekiil agirligi olan polimerler ise daha akici ve yapisal 6zellikleri
daha saglamdir. Is1 ve 15181n etkisiyle kolayca bozunabilir ve kolay bir sekilde renk
verilemez. Su absorbsiyonu ve gecirgenligi diisiiktur. Gunimiz dunyasinda 150’den
fazla tretilmis polipropilen g¢esidi bulunmaktadir. Polipropilenin bu kadar fazla turde

uretilmesi, beraberinde polipropilenin kullanim alanlarini da oldukca gelistirmistir.
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Polipropilen, gesitli ev aletleri, ev esyasi, paketleme filmi, otomobil yedek pargasi,
tel ve kablo kaplamalarinda, gida ambalajlanmasinda, kaplama ve laminasyon malzemesi
olarak, yer dosemesi ve hali Uretiminde, cuval lifi ve halat {iretiminde, akii kabi
iretiminde, mesrubat sisesi kasalarinda, laboratuvar malzemeleri yapiminda, oyuncak
Uretiminde, radyator 1zgaralarinda, sentetik ¢im Uretiminde, plastik boru yapiminda,
miihendislik plastiklerinin uygulamalarinda, optik ve elektrik malzemelerin Uretiminde,
hali, kege, paspas, profil, levha ve ila¢ ambalaj endustrisinde kullanilmaktadir (Ezdesir
vd., 1999) (Sekil 2).

Sekil 2. Polipropilen maddesi kullanilarak tiretilmis tiiketici tirtinleri.
1.2.3. Polistiren (PS)

Ticari anlamda ilk polistiren iiretimi Amerika Birlesik Devletleri’nde 1938 yilinda
gergeklestirilmistir. Stiren monomerinin polimerizasyonu sonrasinda elde edilen polimer,
genel amacl polistiren olarak da adlandirilir. Polistiren polimerinin kullanim yerleri, gida
ambalaj1, radyo ve televizyon kabinleri, teyp ve video kasetleri, buzdolab1 parcalari,
dekoratif yap1 malzemeleri, masa, sandalye, mobilya, mutfak geregleri ve oyuncak

sanayidir (Yasar, 2001) (Sekil 3).

Sekil 3. Polistiren maddesinin kullanildig: tiiketici tirtinleri.
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1.2.4. Polietilen Tereftalat (PET)

Polietilen tereftalat (PET), termoplastik polyester recinesi 6zelliginde bir ambalaj
malzemesidir. Polyester kelimesi Yunanca pek ¢ok anlamina gelen “poly” ve asitlerin
alkollere etkisiyle elde edilen bir bilesik olan “ester” kelimelerinden tiiremistir. PET;
polyester; alkol, etilen glikol (EG), asit ve teraftalik asit (TPA)’ten olusmustur ve

kimyasal ismi polietilen tereftalattir (Plastics Europe, 2008).

PET’i olusturan hammaddeler ham petrolden elde edilir. Rafine islemlerinden
sonra, ham petrol ¢esitli petrol {iriinlerine donistiiriilir ve sonucta iki tane PET
hammaddesi elde edilir. Bu hammaddeler aritildiktan sonra, bir katalizor yardimiyla
kanal seklindeki bir firinda 300 °C’ye kadar 1sitilir. Kimyasal reaksiyon sirasinda olusan
cok sayidaki tekil molekiiller (monomerler) birbirleriyle ester baglariyla birleserek
polimerleri olustururlar. Reaksiyonlar ilerledik¢e karisim oldukc¢a koyu bir kivama
gelmeye baglar ve sonunda uygun bir kivama ulagir. Bu asamada, reaktérden makarnaya
benzer sekilde ¢ikan PET ¢ubuklar su altinda hizli bir sekilde sogutulur ve sonra kiiciik
tanecikler halinde kesilir. PET’in igcecek sisesi olarak kullanilacagi durumlarda, i¢lerinde
bulunan bazi yabanci maddelerin damitilmasi ve fiziksel 6zelliklerinin gelistirilmesi
amactyla, bu kati tanecikler erime noktasinin altindaki degerlere kadar 1sitilir. PET, farkli
cesitleri var olan filmler, manyetik kayit filmleri, X-1is1m1 filmleri, fotograf filmleri ve
pekcok ambalaj malzemesi yapiminda kullanilan plastik bir {iriindiir. Tekstil sanayinde
halilarin arka yiizlerinin kaplanmasinda ve battaniye yapiminda da kulanim alam
bulmaktadir. Gida endiistrisinde 6zellikle de yag ve igecek siselerinde ambalaj malzemesi

olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Plastics Europe, 2008) (Sekil 4).

Sekil 4. Polietilen tereftalat kullanilarak imal edilmis malzemeler.



1.2.5. Polivinil Klorur (PVC)

Polivinil klorur (PVC), kristal 6zellik gostermeyen plastiklerin basinda gelir. PVC
acik sar1 veya beyaz renkli toz polimeridir. Normal PVC icerisinde %53-55 oraninda klor
bulunur. PVC’yi 60°C sicakliga kadar islemek miimkiindiir (Aydin, 2004). PVC, genis
uygulama alani1 ve diisiik maliyeti ile plastik sanayinde en ¢ok kullanilan polimerdir (Xu
vd., 2006; Marcilla vd., 2008). Toz PVC polimeri islenirken, sicaklik artis1 ile PVC’den
hidrojen kloriir ayrilmasi ve polienlerin olusumu yoluyla siire¢ sirasinda bozunur
(Egbuchunam vd., 2007). Son iirlin 0&zelliklerinin iyilestirilmesi icin PVC’ye
plastiklestirici ve diger katki1 maddeleri ilavesi ile plastisol elde edilir. Plastisollerin uygun
sicaklikta jellesmesi sirasinda molekiiler bir polimer-plastiklestirici karisimi vermek
tizere plastiklestiricinin polimer i¢inde yayinmasi ile kauguksu, saglam iirtinler elde edilir.
Isleme siirecinde PVC’nin bozunmasini énlemede kullanilan Ca*? ve Zn*? esasly, sinerjik

etkili 1s1] kararli kilic1 karigimlari sagliga zararl degildir (Ulutan vd., 2006).

PVC’nin sert ve esnek olarak iki ¢esit kullanimi vardir. Sert PVC daha ¢ok duvar
kaplamalari, boru, pencere profili vb. alanlarda kullanilmaktadir. Bu malzemelerin hava
sartlarina dayaniklilik, yiksek mukavemet, sert ve kendi kendine yanmazlik gibi
Ozellikleri bulunmaktadir. Esnek veya yumusak PVC gesitleri ise daha ¢ok oyuncak ve
eldiven yapimi, kablo sanayi ve yer dosemeleri Uretiminde kullanilmaktadir. PVC’nin
diistik 1s1 kararliligina sahip olmasi, 1sitildig1 zaman metal yiizeylere yapigsma 6zelliginin
yiiksek olmasini saglamaktadir. Hava sartlarina yiiksek dayaniklilik gostermesi, kolay
islenebilmesi, metal yiizeylere tutunma 6zelliginin olmasi ve iyi elektriksel 6zelliklerinin
bulunmasi nedeni ile PVC, kablo imalatinda yaygin sekilde kullanilmaktadir (Aydin,
2004) (Sekil 5).

4“ %ab@

Sekil 5. Polivinil klortr plastik maddesinin tlketici tiriinlerinde kullanimi.




1.3. EndUstride Kullanilan Plastiklestirici Maddeler

Plastiklestiriciler, polimer reginesine eklendiginde polimerin esneklik, islenebilirlik
gibi baz1 6zelliklerini iyilestiren diisiik molekiil agirlikli, sentetik organik molekiillerdir.
Genellikle organik madde iceren, yiksek kaynama noktasina sahip, diisiik erime noktali
ve yiiksek molekiil agirlikli sivilar veya katilardan olusmaktadir. En yaygin kullanilan

plastiklestiriciler fosforik asit esterleri ve karboksilik asittir (Marcilla vd., 2008).

Genel amagli plastiklestiricilerden olan ve ftalik asit diesterleri (benzen 1,2-
dikarboksilik asit) olarak bilinen ftalatlar, uzun zincirli alkoller ile ftalik anhidritin
esterlesmesi ile tiretilirler (Cadogan, 2002). Ftalatlar ve adipatlar, 6zellikle dioktil ftalat
(DOP) olarak adlandirilan dietil-hegzil ftalat (DEHP), di-izononil ftalat (DINP), di-
izodesil ftalat (DIDP) ve dioktil adipat (DOA) (Sekil 6), PVC uygulamalarinda en gok
kullanilan (Cano vd., 2002) ve polimerle uyumlulugu ve kattig1 6zellikler kayda deger
oOl¢iide oldugu i¢in “birincil etkili” grubundan plastiklestiricilerdir (Marcilla vd., 2004;
Kurt-Comlekgi, 2011).

Sekil 6. Dioktil adipatin (DOA) kimyasal yapisi.

Ftalatlar ilk olarak 1926°da PVC katki maddesi olarak kullanilmistir ve glinlimiizde
de oldukga yaygin ve dnemli bir katki maddesi olarak plastik igeren hemen hemen her
arag ve geregte bulunmaktadir. DOP, yillardir (Sekil 7) PVC sanayinde kullanilan genel
amacli plastiklestiriciler i¢inde, endiistri standardi olarak islem gormektedir ve diger

plastiklestiriciler i¢in de bir referans olarak degerlendirilmistir (Oehlmann, vd., 2009).



Sekil 7. Dioktil ftalatin (DOP) kimyasal yapisi.

DOP, ucuz olmasi, piyasadan kolayca saglanabilmesi, uguculugunun ve sudaki
¢ozinirligliniin disiik olmas1 yonleriyle en yaygin kullanilan plastiklestiricidir. Bununla
birlikte ftalatlar, 6zellikle DOP, iirlinlere kimyasal olarak baglanmadiklar1 ve diisiik
molekiil agirliklarindan dolayr degme ortamlarina (gaz, sivi veya kati) kolayca goc
ederek, bu ortamlarin kirlenmesine yol agarlar (Goulas vd., 2007; Zygoura vd., 2007). Bu
sorun ftalatlara segenek olabilecek plastiklestiricilerin gelistirilmesi ve kullanimi

konusunu giindeme getirmistir.

Plastiklerin 1s1 ve basingla bigimlendirilmesini kolaylagtirmak, esnekligini artirip
kirilganligini azaltmak amaciyla kullanilan plastiklestiriciler hareket halindeki kiiclik
molekiillii katk1 maddeleridir ve dis ortama, 6zellikle de temas halinde olduklari besinlere
gecebilirler (Mural, 1977). Plastiklestirme, polimere kimyasal baglanma olmayan
plastiklestiriciler ile yapildiginda kaginilmaz olarak temasta bulunduklar1 ortama go¢
olgusu gerceklesir ve gociin oldugu ortam kirlenir (Goulas vd., 2007; Zygoura vd., 2007).
Plastiklestiricilerin ¢gevremizdeki yayilimini etkileyen en 6nemli faktorler; plastiklestirici
tiiri, molekiil agirligi, polimer ile uyumu, derisimi, plastiklestirme siireci ve taginma
kosullaridir. Polimer plastiklestirici uyumu arttikga gé¢ miktart azalir. Polimerin
plastiklestirici ile uyumu bu ikisinin karisabilirligini belirler ve uyum, ¢oziiniirlik

parametresi ile dngorulebilir (Kurt-Comlekci ve Ulutan, 2010).

Plastiklestirici gd¢li, son iiriiniin dig goriinlisiinii bozmakta ve c¢evresel sorunlar,
gida kirlenmesi (Wormuth vd., 2006), oyuncak uygulamalarina uygun olmayis (Marcilla
vd., 2004) gibi nedenlerle {iriinlin ticarilestirilmesini kisitlamaktadir. Bilimsel
kaynaklarda esnek filmlerden, oyuncak, conta, kan ve serum torbasi gibi malzemelerden

gidaya, gida ve salya esdegeri ortamlara plastik gociine iliskin ¢ok sayida caligma



bulunmaktadir (Zygoura vd., 2007; Ekelund vd., 2008). DOA’nin buzdolab1 sicakliginda
4°C’da bile besinlere gegebildigi (Goulas ve Kontominas, 1996) ve ge¢isimin sicaklikla
arttig1 bildirilmistir (Fouad vd., 1999).

1.4. Plastiklestirici Maddelerin Sucul Ekosistem Uzerine Etkileri

Plastiklestirici maddeler, kullanim alanlarinin ¢ok olmasi1 ve kalici 0Ozellik
gostermelerinden dolay1 ¢evrede yaygin sekilde bulunabilmektedirler. Diinyada, esnek
PVC ve bazi plastiklerin tiretiminde her y1l milyonlarca ton ftalat kullanilmaktadir. Bunun
sonucunda g¢evreye ve insan sagligina olumsuz etkiler ortaya ¢ikmaktadir. Yanma
sonucunda dioksin ve furan gibi zehirli gazlar olusturan ftalatlarin bir¢ok canli tiiriiniin
genetik yapis1 ve Ureme kabiliyeti Uzerinde zararli etkilerinin ortaya ¢ikmasindan sonra
ABD ve bir¢ok Avrupa iilkesinde son 20 yildan beri kullanimlart kisitlanmistir. Son
zamanlarda kati atiklar, atik sular, ylizey sulari ve sediment oOrnekleriyle yapilan
aragtirmalar sonucunda plastiklestirici maddelerin hala 6nemli bir kirletici oldugu tespit
edilmistir (Ballschmiter ve Zell, 1980; Travis ve Hester, 1991; Quingyu vd., 2001;
Anonim, 2009). Cok sayida kaynaktan ortaya ¢ikabilen plastiklestirici maddelerin 6nemli
bir boliimii genellikle dogrudan akarsular, géller ve kiy1 sulari gibi su sistemlerine desarj
edilmektedir. Son zamanlarda 6zellikle i¢ ve kiy1 sular1 olmak {izere sucul ¢gevrenin yogun
bir sekilde plastik malzeme atiklariyla kirletildigi goriilmektedir. Bu yiizden de plastik
kaynakli kirlenmeden dolay1 olusan g¢evresel problemler, daha ¢ok sucul cevredeki
biyolojik dengenin olumsuz etkilenmesi ve su urinlerinin kirlenmesi seklinde kendini

gostermektedir (Sigman, 2007).

Plastikler ve plastiklestirici maddeler bozunmaya karsi yuksek seviyede direng
gosterdikleri icin cevrede uzun stre kalabilmektedirler. Bu maddeler suda ¢éziinme
ozelligi gostermezken, yagda ¢oziiniirliiklerinin ¢ok yuksek seviyede olmasi nedeniyle
canl1 vicudunda, 6zellikle yag dokularinda birikebilirler. Plastiklestirici maddelerin kus
ve deniz memelilerinin Greme sistemleri Gzerine zararh etkileri arastirilmis ve sucul
ekosistem {izerinde bazi problemler olusturabilecegi tespit edilmistir (Anonim, 2009).
Sucul cevrede yasayan canlilar Uzerindeki toksik etkileri ve insanlarda da kanserojenik
etki olusturabilme potansiyelleri, bu bilesiklerin daha fazla dikkate alinmasini gerekli

hale getirmistir (Alkhatib ve Weigand, 2002). Plastiklestiriciler ¢cevrede oldugu gibi sucul
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canli vucudunda da birikim olusturabilmektedir. Lipofilik yapilarindan dolay1 yagh
baliklarda yagsiz baliklara oranla daha yiksek dizeylerde bulunabilmektedir
(Mozaffarian vd., 2006). Plastiklestirici maddeler sazan baliklarinda testosteron, dstrojen
ve kortizol salgilanmasini baskilamakta ve yumurtlamayr geciktirebilmektedir
(Bengtsson, 1980). Bazi balik tiirleri (Cyprinus carpio, Aconthobrama marmid,
Chandrostoma regium, Siluris glanis) kullanilarak yapilan diger bir c¢aligmada
plastiklestirici maddelerin seviyeleri irdelenmis ve c¢alisma sonucunda baliklarin
karaciger ve kas dokusunda daha fazla birikime neden olduklar: belirlenmistir (Erdogrul
vd., 2005). Sucul cevrede temiz ve yogun kirliligin oldugu alanlardan alinan balik
orneklerinde dokulardaki plastiklestirici madde konsantrasyonlar1 karsilastiriimas,
kirliligin yogun oldugu bolgelerden érneklenen sazan baliklarinin kas dokularinda yiiksek
oranda bu maddelerden bulundugu tespit edilmistir (Verweij vd., 2004). Diger bir
calismada, , plastiklestirici maddelerin subletal konsantrasyonlarinin zebra baliginda
embriyolojik gelisimde yavaslamaya, kalp ve perikardiyal alanda daralmaya, kan
dolasiminda azalmaya, yumurtadan ¢ikan larva sayisinda diismeye, teratojenik etkilere ve

6lumlere sebep oldugu ortaya konulmustur (Sisman, 2007).

1.5. Akuatik Toksikoloji Deneyleri

Canli organizma hiicrelerinde kimyasal maddelere maruz kalma nedeniyle 6nemli
yap1 ve fonksiyon degisikliklerinin tespit edilmesi ve yorumlanmasi amaciyla deneysel
toksikolojik arastirmalar yapilmaktadir (Loomis, 1978). Toksikolojik deneyler, sadece
kimyasal maddelerin canlilar Gzerindeki olumsuz etkilerini ortaya koymak i¢in degil, bu
maddelerin zehirlilik etkilerinin goriilmeyecegi konsantrasyon degerlerini belirlemek icin
de yapilmaktadir. Toksikolojik testlerde uzun siireli madde maruziyetine bagli zehirlilik
etkileri belirlenecek ise, deneyin gergeklestirildigi siire igerisinde de aynmi 6zellikteki
kimyasal maddelerin, su miktarlarinin ve test sartlarinin uygulanmasi gerekmektedir
(Altinok vd., 2011). Ayrica, beklenen zehirlilik etkisinin belirlenmesine yo&nelik
deneylerde, bu etkiye neden oldugu bilinen bir kimyasalin, pozitif kontrol grubuna
uygulanmasi ve deneyin dogru isleyip islemediginin de test edilmesi gerekmektedir
(Saygi vd., 1991; CPMP, 2000).
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Toksikolojik deneylerde kullanilan deney canlilar1 artan miktarlarda toksik
maddelerin bulundugu ortamda tutularak bu maddelerin canlilar iizerindeki etkileri
arastirilir. Bu arastirmalarda; 6liimler, iireme ve denge bozukluklari, gelisme durumlari,
ylizme yetenekleri, histolojik ve biyokimyasal degisimler ve organlarin aktiviteleri gibi
faktorler incelenir. Testlerde kullanilan materyal tek bir kirletici olabilecegi gibi birden
fazla madde igeren kompleks bir karigim da olabilir (APHA, 1992; Laufer ve Nation,
1999). Toksikolojik deneylerde ayni 6zelliklere sahip canlilar, farkli miktarlarda toksik
maddeye maruz birakilmaktadir. Toksik madde disindaki faktorlerin etkilerinin ortadan
kaldirilmas1 bakimindan testlerde ayrica kontrol grubu kullanilir (EPA, 1993; Unsal,
1998).

Zehirlilik deneyleri; testin siiresine, test ortamina, toksik madde ilavesine ve
amaclarina gore smiflandirilmaktadir. Test siirelerine gore yapilan siniflandirmada
testler, akut ve kronik olmak iizere iki sekilde gruplandirilir. Akut toksikolojik testler,
deney siiresi 24, 48, 72 ve 96 saatlik zaman dilimleri kullanilarak yapilmaktadir. Deney
stiresi, deneyde kullanilacak canli tiirtine gore de degisiklik gostermektedir. Bu sire
boyunca kullanilan organizmanin biiyiime ve gelisimi de géz dniinde bulundurulmalidir.
Kronik testlerde deney siiresi bir hafta ile bir ay arasinda olabilir veya daha uzun stireler
de kullanilabilir. Bu test tiirtinde genellikle farkli toksik madde miktarlarinin
organizmalarin iireme ve gelismeleri iizerine etkileri incelenmektedir (FAO, 1987; Unsal,
1998). Toksikolojik deneyler, kirletici ilavesine gore statik, yar1 statik ve siirekli akis
sistemli olacak sekilde {i¢ gruba ayrilmaktadir. Statik testlerde deneye tabi tutulacak
organizmalar uygun bir diizenek icerisinde hazirlanmis deney ortamina konur ve deney
stiresi boyunca herhangi bir degisiklik yapilmaz. Bu deneylerde metabolizma sonucu
olusan atiklarin su kalitesinde meydana getirecegi olumsuzluklar1 gidermek amaciyla
genellikle 96 saatlik siire tercih edilmektedir. Yar1 statik toksik testlerde, deney ortami
belirli zaman araliklariyla yenilenmekte olup, bu zaman araliklari toksik madde ve
deneyde kullanilan organizma tiirline gore degismektedir. Bu test tiiriinde genellikle farkl
zaman dilimleri tercih edilmektedir. Bu sayede, statik testlerde metabolizma atiklar1 ve
diger bazi nedenlerden kaynaklanan su kalitesindeki degisimlerin olumsuz etkileri
ortadan kaldirilmis olmaktadir. Siirekli akis sistemli testlerde ise, deney ortami devamli

olarak yenilenir ve deney siiresince su kalitesinde metabolizma atiklar1 nedeniyle
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herhangi bir degisiklik meydana gelmez. Bu testler dogal ortam sartlarini en iyi sekilde
temsil eden deney sistemleridir (FAO, 1987; Unsal, 1998).

Zehirlilik testleri, toksik maddelerin zararli etkilerini ve su kalitesini belirlemek,
atiklar1 ve bu atiklarin bosaltildigi alanlar1 izlemek, gida zincirinin iist seviyesindeki
canlilar1 korumak, insanlar tarafindan tiiketilen su {irlinlerinin saglik acisindan zararl
olup olmadiklarim1 belirlemek ve toksik maddelerin organizmalar iizerindeki uyarici
etkilerini ve biyolojik birikimini gézlemlemek icin yapilmaktadir. Ayrica, farkli toksik
maddelerin canli organizmalara olan etkilerini karsilagtirmak ve bu toksik maddelere
kars1 tepkilerini 6lgmek amaciyla da bu testler yaygin sekilde gergeklestirilmektedir
(Nowak, 1992; Arnold vd., 1996; Klauning, 2000; Leblond vd., 2001).

1.6. Biyodeneylerde Deney Canlhilarinin Se¢imi

Toksikolojik deneylerde kullanilacak olan canlilar miimkiin oldugunca ekosistemi
temsil edebilecek yerli tirler olmalidir. Segilecek olan bu tiiriin ekolojik ve ekonomik
oneme sahip olmasi ve teminin de kolay olmas1 gerekmektedir. Tiir i¢i ve tiirler arasinda
duyarhilik farklilik gosterdiginden miimkiin oldugunca genis bir duyarlilik arali§ina sahip
canlilar secilmelidir. Bu tlrlerin laboratuvar kosullarina dayanikliligimin yiksek ve
kiiltiirlerinin de yapilabilir olmasi gerekir. Secilecek tlrler en az bir ay sireyle
laboratuvarda saglikli sartlarda muhafaza edilebilmelidir. Deney canlilarinin
biyolojilerinin, tuzluluk, pH ve sicaklik isteklerinin 6nceden bilinmesi gerekir. Canli
organizmanin gida zincirindeki diizeyi, ekonomik yonden onemi ve en hassas evresi
bilinmelidir. Ayrica, denemede kullanilacak organizmalar uygun boyda olmalidir

(Greenberg vd., 1985; Rand, 1995; Atamanalp, 2004).

Sunulan bu tez ¢alismasinda deney canlisi olarak zebra baligi (Danio rerio) (Sekil
8) larvalar1 tercih edilmistir. Calismamizda bu tiiriin tercih edilme nedenleri; laboratuvar
sartlarina uyum Yyeteneklerinin yiiksek olmasi, genel fizyolojisi, genetik yapisi ve
davraniglarinin iyi bilinmesi, embriyonun dig ortamda gelismesiyle tim sathalarinin
izlenebilmesi ve degisiklik yapilabilmesi, bircok insan hastalik ve gelisim genleriyle

benzer genler bulundurmasi, genetik analizler i¢in uygun olmasi, insan genlerinin
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karsilastirmali haritalanmasinda kullanilmasi ve haftada yaklasik birey basina 120-150
yumurta Uretebilme kapasitesine sahip olmalar1 gibi 0zellikleridir.

Sekil 8. Toksikolojik deneylerde anag olarak kullanilan zebra baliklar: (Danio rerio).
1.7. Gen Ekspresyonu

Gen ekspresyonu ya da gen ifadesi, DNA dizisi olan genlerin, fonksiyonel protein
yapilarina doniismesi siireci i¢in kullanilan bir terimdir. DNA’da bulunan genetik
bilgilerin bir RNA molekiilii (mRNA) sentezi suretiyle kopyalanmasi (transkripsiyon) ve
kopyalanan genetik bilgilerin bir protein molekull haline donistiiriilmesi (translasyon)
islemlerinin tamami gen ifadesi (ekspresyonu) olarak adlandirilir. DNAnin farkli genlere
karsilik gelen bolgelerindeki baz dizilimleri, o gen tarafindan sifrelenen proteinin
aminoasit dizisini belirler. DNA’daki baz dizilimlerinin proteinin amino asit dizisini nasil
sifreledigi genetik ve biyokimyasal yontemlerin birlikte kullanilmasi ile tespit edilmistir

(Yauk ve Berndt, 2007).

Gen ifadesinin en genel 6l¢tim amaci karsilastirmadir. Farkli hiicrelerdeki genlerin
MRNA miktarlarini karsilagtirma, bir organ veya dokudaki timor hiicresiyle normal bir
hiicrenin karsilastirilmasi, farkl: siirelerle ilag uygulanan veya zehirli kimyasallara maruz
birakilan canlilarin  genlerindeki ekspresyon degisimlerinin karsilastirilmasi  gibi

amaclarla yapilmaktadir (Suter vd., 2004).

14



1.8. DNA Hasar1 (Comet Assay)

DNA hasarimin hassas bir sekilde ol¢llmesine olanak saglayan teknikler
glinlimiizde biiyiik 6nem kazanmistir. Tek hiicreli jel elektroforezi veya siklikla tercih
edilen diger adiyla “Comet Assay” teknigi hiicre diizeyinde DNA hasarini belirlemek ve
miktarini tespit etmek i¢in uygulanan hizli ve hassas bir floresan mikroskobik yontemdir.
1988 yilinda ‘“Alkali Comet Assay’’ olarak tanitilmasindan sonra ¢esitli degisikliklerle
gelistirilerek cok farkl tiplerde DNA hasarinin belirlenmesinde kullanilir hale gelmistir.
Yaslanma, molekiiler epidemiyoloji, klinik ve genetik toksikoloji alanlarinda 6nemli
uygulamalart olan “Comet Assay” teknigi, son yillarda giderek artan bir siklikta
apoptozis, oksidatif stres-antioksidan calismalarinda da yerini almistir. Islem
basamaklari; hiicre suspasiyonunun ve mikroskop lamlarinin hazirlanmasi, lizis islemi,
alkali ortamda DNA siiperkoil yapisinin agilmasi, elektroforez ve nétralizasyon islemi,
DNA’nin boyanmasi ve cometlerin gorinttlenmesi, comet sayimi ve DNA hasarinin

tespit edilmesi gibi asamalar1 kapsamaktadir (McKelvey-Martin vd., 1993).

1.9. Onceki Cahsmalar

PVC, malzeme o6zelligi, dogasindan gelen alev geciktiriciligi, 1s1l kararliligi,
ekonomikligi ve f{irlin basarimi gibi nedenlerle bircok alanda yaygin sekilde
kullanilmaktadir (Basfar, 2002; Marcilla vd., 2008). 50 yili askin bir siiredir
plastiklestiricilerin gelismesi ile, PVC en 6nemli plastiklerden biri olmustur (Brebu vd.,
2000; Marcilla vd., 2004). Uygulama alanlarinin %34’e varan kismini esnek PVC olarak
adlandirilan plastiklestirilmis PVC (p-PVC) {iriinler olusturmaktadir (Brebu vd., 2000).
Dioktil ftalat (DOP) en ¢ok kullanilan, ancak toksik etkilerinden dolayr son 20 yildir
cesitli cevre ve saglik orgiitleri tarafindan en ¢ok karsi ¢ikilan plastiklestiricilerden biridir
(Heudorf vd., 2007; Marcilla vd., 2008; Pant vd., 2008). Ikincil plastiklestiriciler olan
adipatlardan en yaygin kullanilani ise dioktil adipat (DOA), 6zellikle Glkemizde PVC
tretiminin esas girdilerinden biridir. DOA’nin buzdolab1 sicakliginda besinlere
gecebildigi (Goulas ve Kontominas, 1996) ve gegisimin sicaklikla arttigi bildirilmistir
(Fouad vd., 1999). DOA, bazi deney hayvanlarinin iireme sisteminde baskilanmaya;
insanlarda ise solunum problemlerine ve gogiis kanserine neden olabilmektedir (Anonim,

1999).
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Hayvanlar {izerindeki deneyler DOP ve DOA’nin 6zellikle iiremeye iliskin ¢esitli
saglik sorunlarina neden oldugunu gostermektedir (Koch vd., 2003). Fareler tizerinde
yapilan deneylerde maruz kaliabilecek derisimin ¢ok iistiinde dozlarda DOP spermle
etkilesim yaparken, diisiik derisimde kisa siireli etkilesimin iiremeye olumsuz etki
yapmadigi goriilmiistiir. DOP’un baska dokulardaki zararli etkileri ¢cok fazla ¢alisilmamais
olsa da tiroid, bobrek ve kan ile etkilesime iliskin ¢alismalar yapilmistir. DOP’un
insanlarda kanser yapma potansiyeline iliskin bir ¢alisma bulunmamakla birlikte, uzun
sure yiikksek doz DOP temasinin farelerde karaciger kanserine yol agmasi nedeniyle
Uluslararas1 Kanser Arastirmalart Ajansi (IACR) 2000 yilinda insanlar i¢in de kanserojen
olabilecegine karar vermistir (Koch vd., 2003). DOA ile hayvanlar {izerinde yapilan
caligmalar agizdan, temasla ve solumayla sinirl zehirli etkisi oldugunu, cilt ve gozii tahris

ettigini géstermistir (Cho vd., 2008).

Son zamanlarda, kati atiklar, sediment, yiizey sulari ve atik su 6rnekleriyle yapilan
arastirmalar sonucunda plastiklestirici maddelerin halen 6nemli bir kirlilik sebebi oldugu
tespit edilmistir (Ballschmiter ve Zell, 1980; Travis ve Hester, 1991; Quingyu vd., 2001;
Anonim, 2009). Plastikler ve plastiklestirici maddeler parcalanmaya karsi ylksek
seviyede dayaniklilik gosterdikleri igin sucul gevrede uzun sire kalabilmektedirler. Bu
maddelerin  suda c¢oziinme Ozellikleri olmamasina ragmen, yagda kolayca
cozlnebilmeleri canli organizmalarin yag dokularinda birikim olusmasina neden
olmaktadir. Bazi sucul organizmalarin {ireme sistemleri iizerine plastiklestirici
maddelerin muhtemel etkileri arastirilmis ve sucul gevre {izerinde bazi1 problemlere neden
olduklari tespit edilmistir (Anonim, 2009).

Plastiklestiriciler ¢evrede oldugu gibi sucul organizmalarin viicudunda da birikim
olusturma potansiyeline sahiptir. Yagda ¢oziinme Ozelliklerinden dolayr yagli balik
dokularinda yagsiz baliklara nazaran daha yiiksek oranda bulunabilmektedirler
(Mozaffarian vd., 2006). Birka¢ farkli balik tiirii kullanilarak yapilan bir ¢alismada
plastiklestirici maddelerin seviyeleri irdelenmis ve ¢alisma sonucunda baliklarin 6zellikle
kas ve karacigerlerinde birikimin daha yuksek diizeyde oldugu belirlenmistir (Erdogrul
vd., 2005). Bir su kaynaginda, temiz ve asir1 kirliligin oldugu alanlardan yapilan balik

orneklemelerinde, dokulardaki plastiklestirici madde konsantrasyonlari arastirilmis,
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yiiksek oranda kirliligin oldugu bolgelerde yakalanan sazan baliklarinin dokularinda

yiiksek miktarda bu maddelerden bulundugu ortaya konulmustur (Verweij vd., 2004).

Yapilan tim calismalar plastiklestirici maddelerin, ¢evreye ve insan sagligina
etkileri yonuinden dikkatle izlenmesi gerektigini vurgulamaktadir. Bu dogrultuda Avrupa
ve Amerika’da cesitli uzmanlik panellerinde plastiklestiricilerin risk degerlendirmesi
yapilmigtir. 2008 yilinda DOA ve DOP, insan iiremesinde zehirli etkisi olan maddeler
olarak “Cok Yiiksek Onem Arz Eden Maddeler” (Substances of Very High Concern;
SVHC) listesinde 14 madde arasina alinmistir (Koch vd., 2003). Ayrica, bu maddelerin
yilda 1 tonu asan miktariin 6zel onayla kullanilmas1 ve bunlarin yerine gegecek zararsiz
olanlarinin saptanmasi i¢in yapilacak Ar-Ge c¢alismalarinin desteklenmesi gerektigi not
edilmistir (AB Direktifleri, 2007). Diinya genelinde tiim bu farkindaliklar artarken son
yillarda DOP’un yerini alacak ve PVC uygulamalarinda genel amacghi olarak
kullanilabilecek plastiklestiriciler dnerilmistir. Doksanlarin sonuna kadar PVC’de baslica
DOP kullanilirken, 2000’lerde bunlarin yerini farkl plastiklestiriciler almistir (Wensing
vd., 2005).

1.10. Calismanin Onemi ve Amaci

Plastik ve plastiklestirici maddelere maruz kalma konusunda risk altinda bulunan
ortamlardan biri de 06zellikle su kaynaklar1 ve sucul ortamlardir. Plastiklestirici
maddelerin su ortamindaki davraniglari, sucul organizmalar tarafindan viicuda alinma
kapasitesi ve sucul canlilarda olusturabilecegi potansiyel toksik etkileri konusunda
giinimiize kadar yapilmis calismalar oldukg¢a simirlidir. Plastiklestirici maddelerin
cevremizde olusturabilecegi risklerin belirlenebilmesi igin Oncelikle sucul canlilar
uzerindeki etkilerinin detayli olarak arastirilmasi gerekmektedir. Ayrica, plastiklestirici
maddelerin sucul canlilardaki toksisite mekanizmalarini tespit edebilmek icin oksidatif
stres nedeniyle olusabilecek DNA hasarlar1 ve stres gen ekspresyonlarindaki degisimlerin

molekdler diizeyde belirlenmesi de 6nem arz etmektedir.

Bu calismada, zebra baligi larvalar1 kullanilarak ticari amagla imal edilen DOA ve

DOP plastiklestirici maddelerinin genel ekotoksikolojik 6zelliklerinin belirlenmesi ve
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molekdiler genetik duizeyinde toksik etkilerinin tespit edilmesi hedeflenmistir. Bu amagla

bu caligmada;

1- Konsantrasyon-etki deneyleri yardimiyla DOA ve DOP plastiklestirici
maddelerinin letal (LCso) ve subletal konsantrasyonlarinin belirlenmesi,

2- Subletal konsantrasyonlarda DOA ve DOP plastiklestirici maddelerine maruz
birakilan zebra baligi larvalarinin kan hiicrelerinde olusabilecek DNA hasarlarinin
belirlenmesi,

3- Testlerde kullanilan zebra baligi larvalariin stres gen (p53, rad51 ve xrccb)
ekspresyonlarindaki degisimlerin real-time PZR teknigi ile belirlenmesi ve

4- Plastiklestirici maddelere maruz birakilan larvalarin morfolojik yapilarinda

meydana gelebilecek anormalliklerin belirlenmesi amaglanmustir.
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kimyasal Maddeler

Bu tez ¢alismasinda plastik endiistrisinde yaygin sekilde kullanilmakta olan dioktil
adipat (DOA, %99) ve dioktil ftalat (DOP, %>99,5) plastiklestirici maddeleri zebra baligi
larvalarinda toksikolojik ac¢idan degerlendirilmistir. Calismada kullanilan plastiklestirici

maddeler ve diger kimyasal maddeler araci medikaller araciligiyla temin edilmistir.

2.2. Deney Canlilar

Toksikolojik deneylerde ana¢ olarak kullanilan 8-10 aylik zebra baliklar1 Recep
Tayyip Erdogan Universitesi, Su Uriinleri Fakiiltesi, Akuatik Toksikoloji
Laboratuvari’'ndan temin edilmistir (Sekil 9). Ana¢ zebra baliklarmin 20 litrelik
akvaryumlar igerisinde tiremeleri saglanmis, akvaryumlarin tabanina yerlestirilen
gozenekli 1zgaralar yardimiyla anag baliklarin yumurtalar1 yemeleri engellenmistir. Daha
sonra, akvaryum tabaninda biriken déllenmis yumurtalar sifonlanarak toplanmis ve petri

plaklarina aktarilmistir.

Sekil 9. Larva temininde kullanilan anag¢ zebra baliklar1 i¢in bakim {initeleri.

Konsantrasyon-etki ve gen ekspresyon deneyleri i¢in haftalik olarak 1500-2000

civarinda larva elde edilmistir. Dollenmeden 72 saat sonra yumurtadan ¢ikan saglikli
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larvalar toplanarak deneylerde kullanilmistir (Sekil 10). Ana¢ baliklarin laboratuvar
sartlarina adaptasyonunda ve toksikolojik deneylerde en az 24 saat siireyle dinlendirilmis
klor icermeyen sebeke suyu kullanilmistir. Anag¢ baliklara gilinliik olarak yapilan
yemlemede bir defa Artemia sp., sabah ve aksam olmak tizere iki defa Tetramin hazir
yem verilmistir. Baliklar 14 saat aydinlik, 10 saat karanlik olacak sekilde fotoperiyot
uygulamasina tabi tutulmustur. Test suyunun pH’si, ¢Oziinmiis oksijen miktar1 ve
sicakligi gunluk olarak, toplam sertlik, nitrat, nitrit ve amonyak miktarlar1 haftalik olarak
Olciilmiistiir. Yapilan olglimler sonucunda, su sicakligi; 27,5 £ 1°C, pH; 7,4 £ 0,3,
¢oziinmiis oksijen; 7,6 + 0,4 mg/L, toplam sertlik; 54,09 + 1,8 mg/L CaCOs, nitrit; <0,1
mg/L, nitrat; <20 mg/L ve toplam amonyak; <0,02 mg/L olarak dl¢iilmiistiir.

1500-2000 larva

l, 10 erkek + 10 disi \ t
) G, @
20 %y 3ye |~

@ 0o Y@ —/

4s 24 s 48 s 72s

8

Sekil 10. Anag zebra baliklarinin lireme iglemi ve embriyo agamalari.
2.3. Test Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Toksikolojik testlerde kullanilmak tizere DOA ve DOP plastiklestirici maddelerinin
cozeltilerinin hazirlanmasinda saf su kullanilmistir. Ayrica, bu maddelerin su igerisinde
Iyi ¢coziinmemeleri nedeniyle her bir test sistemi icerisine solvent olarak %1 (v/v)
oraninda saf etil alkol ilave edilmistir. Konsantrasyon-etki deneyleri igin 6 farkl letal,
DNA hasar ve gen ekspresyon deneyleri i¢in ise 5 farkli subletal konsantrasyonlar

kullanilmistir.
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2.4. Letal ve Subletal Toksikolojik Deneyler

Toksikolojik deneylerde kullanilan plastiklestirici maddelerin letal ve subletal
konsantrasyonlarini, ayrica larvalarda meydana gelebilecek DNA hasarlar1 ve gen
ekspresyon degisimlerini belirlemek amaciyla igerisinde 200 mL dinlendirilmis sebeke
suyu bulunan 400 mL’lik beherler kullanilmis deneyler 3 tekerriir olacak sekilde
yiritilmistir (Sekil 11).

Sekil 11. Zebra balig1 larvalari kullanilarak 3 tekerrlr olacak sekilde hazirlanmis
toksikolojik test Uniteleri.

Toksikolojik testlerde dollenmeden 72 saat sonra yumurtadan g¢ikan saglikli
larvalar, 96 saatlik sireyle plastiklestirici maddelere maruz birakilmistir. Test
sistemlerinin her biri igerisine 30’ar adet larva konulmus ve her bir deneme i¢in kontrol
grubu olusturulmustur. Test iinitelerinin {izeri plastik kapaklar yardimiyla kapatilmis ve
deneyler siresince test sistemlerinde herhangi bir degisiklik yapilmamistir.
Konsantrasyon-etki deneyleri sonunda 6lii larvalar plastik pastor pipeti yardimiyla
toplanarak sayilmis ve LCso degerleri hesaplanmistir. DNA hasar ve gen ekspresyon
deneyleri icin ise, maruziyet islemi sonunda canli larvalar toplanarak ependorf tuplerine

aktarilmis ve islem asamasina kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir.
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2.5. Gen Ekspresyon Degisimlerinin Belirlenmesi

2.5.1. Dokudan RNA Eldesi

Zebra balig1 larvalarindan toplam RNA izolasyonu, larvalar bitin halde ve bir
ependorf tlpl icerisinde 30 adet larva olacak sekilde RNeasy mini kit (Qiagen)
kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu amagla; larvalarin igerisinde tutuldugu tiplere lizis
islemi icin RLT tamponu ilave edilmis ve prob sonikatér kullanilarak larvalarin
homojenizasyonu saglanmistir. Elde edilen sollisyon Qiashredder spin tlplne aktarilmig
ve 13000 g’de santrifiij edilmistir. Tiptn alt kisminda biriken siipernatan yeni bir
mikrosantrifiij tlipline aktarilmis ve lizat1 temizlemek i¢in 1:1 oraninda %70’lik etanol
eklenmistir. Daha sonra tiip i¢erisinde bulunan sollisyonun tamami RNeasy mini tiipe
aktarilmig, 13000 g’de santrifiij edilmis ve tiipiin alt kisminda biriken sivi atilmistir.
Ornek igerisinde bulunan DNA’y1 uzaklastirmak icin 6rnekler DNase ¢ozeltisine tabi
tutularak 15 dakika bekletilmistir. Bu islemden sonra, mini tip yeni bir mikrosantrifij
thpu icerisine konularak yikama islemi igin iizerine RPE tamponu ilave edilmistir. Tekrar
13000 g’de santrifiij isleminden sonra mini tiip yeni bir mikrosantrifiij tiipiine aktarilarak
tizerine RNA stoklama ¢ozeltisi eklenmistir. Son asamada santrifiij islemi yapilmis ve
RNA’nin mini tiipdeki silika jel membrandan ayrilarak mikrosantrifiij tiipiinde
toplanmasi saglanmistir. Bu islem sonucunda 30 larva bulunan her bir 6rnekten yaklagik

olarak 30 uLL RNA ¢ozeltisi elde edilmistir.

RNA’nin elde edilmesinden sonra NanoDrop 2000 spektrofotometre (Thermo
Scientific, Wilmington, DE, USA) kullanilarak 6rneklerdeki RNA’nin kalitesi ve
konsantrasyonlari Ol¢iilmiistiir. Spektrofotometrede 6l¢iim icin 2 pL 6rnek kullanilmus,
RNA konsantrasyonunun >100 ng/uL ve RNA kalitesinin 260/280: 1,8-2,1 degerlerinde

olmasi saglanmstir. Biitiin islemler soguk ortamda ve buz igerisinde yapilmistir.

2.5.2. Revers (Ters) Transkripsiyon

Izole edilen RNA orneklerinden ImProm-11 Revers Transkriptaz Kiti (Promega)
kullanilarak tamamlayici DNA’lar (cDNA) elde edilmistir. Bu amagcla, NanoDrop ile

RNA konsantrasyonu olgiilen 6rnekler alinmis ve bitiin érneklerin son konsantrasyonu
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100 ng/pL olacak sekilde niikleaz igermeyen su ilave edilerek seyreltilmistir. Daha sonra
PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) tiiplerine 8 pL seyreltilmis kalip RNA ve 16 pL
revers transkripsiyon reaksiyon karisimi eklenmistir. icerisinde 6rnekler bulunan PZR
tipleri Termal Cycler (Bio-Rad, T100) cihazina yerlestirilmis ve 1,5 saat sireyle
reaksiyona tabi tutulmustur. Reaksiyon sartlari; tutunma (annealing) 25°C’de 5 dakika,
uzama (extension) 42°C de 60 dakika, ve revers transkriptaz enziminin inaktive olmasi
icin 70°C’de 15 dakika olacak sekilde diizenlenmistir. Reaksiyon isleminin sonunda elde
edilen tamamlayici DNA Ornekleri bir sonraki analiz islemine kadar -80°C’de

saklanmigtir.

Revers transkripsiyon analizinde asagida miktarlar1 verilen reaksiyon karisimi

kullanilmuistir.
- Nikleaz icermeyen su 6,6 pL
- 5 x Reaksiyon tamponu 4 uL
- MgCl2 (25mM) 2,4 uL
- dNTP karisimi (herbiri 10 mM) 1 puL
- Hegzanukleotid primerler 1puL
- Reverse Transkriptaz 1uL
- Kalip RNA 8 uL

2.5.3. Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR)

Gen ekspresyon degisimlerinin belirlenmesine yonelik deneylerde, hedef gen
olarak; hiicre dongusunu duzenleyen tiimor baskilayici ve kanser olusumunu Onleyici
gorev yapan p53, DNA onarim proteini olan, DNA’nin ¢ift zincir kiriklarinin onariminda
gorev alan rad51 ve yine ¢ift zincir DNA kiriklarinin ug¢ kisimlara tutunarak tamir
islemini gergeklestiren xrcc5 proteinlerini kodlayan genler segilmistir. Ayrica ekspresyon
degisimlerini karsilastirmali olarak hesaplamak amaciyla standart gen olarak,
sitoiskeletal sistemde gdrev alan hiicre yapisi, biitiinliigii ve hareketinden sorumlu beta
aktin (f-actin) proteinini kodlayan gen tercih edilmistir. Her bir gene 6zgl primerler Bio
Basic firmasindan saglanmistir. Nikleotid primer sekanslar1 ve hedef amplikon bolgesi

bliytikliikleri Tablo 1°de belirtilmistir.
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Tablo 1. Zebra balig1 hedef genleri i¢in niikleotid primer sekanslari.

Nukleotid dizisi Amplikon

5" -3 bityiikliigii
Forward TTG TCC CAT ATG AAG CAC CA
Reverse TTT CCT GTC TCT GCC TGG AC

Hedef gen  Primer

p53 200 bp

Forward  ACT AGC CGT CAC CTG CCA GC
rads1 Reverse ACT GCC CAC CAG ACC ATACCG TT 133 bp

Forward AGA AGT TTG TCC AGC GGC AGG TG
Reverse GAG CAT CGAGCCAGTCTGCCTG

Forward ACA CAG CCATGG ATG AGG AAATCG 138 bp
Reverse TCACTC CCT GATGTCTGG GTCGT

Xrceh 216 bp

fS-actin

Es zamanli PZR reaksiyonunda kullanilacak olan mastir karigimi; forward primer,
revers primer ve SYBR green (SYBR Green JumpStart Taq Ready Mix, Sigma-Aldrich)
floresan boya karigimi kullanilarak hazirlanmistir. Revers transkripsiyon reaksiyonu
sonucu elde edilen DNA 6rnekleri 1:10 oraninda seyreltilmis ve 3 tekerriir olacak sekilde
hazirlanmistir. Ayrica, reaksiyon etkinliginin kontrolii amaciyla standart DNA 6rnekleri
de 3 tekerrur olacak miktarda hazirlanmistir. Real-time PZR reaksiyonunda sirasiyla
negatif kontrol, niikkleaz igermeyen su, 1:10 oraninda seyreltilmis DNA 6rnekleri ve son
olarak da reaksiyonun etkinligini belirlemek ic¢in farkli oranlarda seyreltilmis standart
DNA o6rnekleri  kullanilmustir.  Orneklerin  pipet yardimiyla 0,2 mL’lik tiiplere
konulmasindan sonra tiipler real-time PZR cihazina yerlestirilmistir. PZR islemi i¢in real-
time PZR cihaz1 (Qiagen, Rotor-Gene 3000) kullanilmis ve reaksiyon 40 dongu (2 saat
40 dakika) olacak sekilde asagida belirtilen sartlarda yiiriitilmustiir.

a. Bekleme asamasi
94 °C, 2 dakika
b. Dongili asamast
1. adim 94°C, 15 saniye
2. adim 55°C, floresan kapali, 1 dakika
3. adim 72°C, floresan agik, 1 dakika
c. Erime egrisi agamasi
1. adim 94°C, 15 saniye
2. adim 60°C, 1 dakika
3. adim 94°C, 15 saniye

d. 4 °C de bekleme
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2.5.4. Gen Ekspresyon Degisimlerinin Hesaplanmasi

Es zamanli PZR reaksiyonunda kullanilan bilgisayar programi yardimiyla, DNA
replikasyonu sirasinda olusan floresan 1ginim miktarinin istatistiksel olarak onemli
miktarda arttig1 seviyedeki dongii sayilar1 (Threshold Cycle, Ct) es zamanli olarak
kaydedilmistir. Elde edilen, esik seviyesindeki dongii sayilar1 kullanilarak asagida verilen
formiiller yardimiyla gen ekspresyonlarindaki degisimler kat degisim olarak ifade

edilmistir.

Cr (Treshold cycle) : DNA 6rnegindeki floresan 1sinim miktarinin esik seviyesine
ulastig1 noktadaki dongii sayisi

ACt = ortalama Cr hedef gen — Ortalama Cr standart gen (S-actin)

AACT = ACt érek — Ortalama ACr kontrol

RQ (Relative quantification) = 2227 (gen ekspresyon degisimi)

Ayrica, PZR reaksiyonunun diizgiin ¢alisip ¢alismadiginin bir gostergesi olarak
reaksiyonun etkinligi hesaplanmistir. Bu amagla elde edilen veriler yardimiyla standart
egri olusturulmus ve egrinin egimi belirlenerek 10CY€™ - formiiliinde yerine yazilarak
etkinlik degeri hesaplanmistir. Reaksiyonun diizgiin bir sekilde ¢alismasi igin etkinlik
degerinin 0,9 ile 1,1 (%90 - %110) araliginda olmasi gereckmektedir. Real-time PZR
reaksiyonunun etkinliginin bu deger araligindan farkli hesaplanmasi durumunda, hatanin

kaynag belirlenerek reaksiyon tekrarlanmigtir.

2.6. Hicresel DNA Hasarmn Tespiti (Comet Assay)

Plastiklestirici maddelere 96 saat suireyle maruz kalan larvalar deney siiresi sonunda
1,5 mI’lik santifirijj tiiplerine (bir tiipte 30 adet larva) alinmis ve tzerine 350 uL RLT
buffer (Qiagen) eklendikten sonra doku homojenizatorii yardimiyla homojenize edilerek
hiicre stispansiyonu hazirlanmistir. Daha sonra 10 pul hiicre siispansiyonu 180 pl %0,5’lik
LMP (diisek erime 1s1l1) agaroz ile karistirilmistir (LMP agaroz 37°C’de bekletilerek
kullanilmustir). Uzerinde hiicre sayrmi yapilan rodajli lamlarm ilk asamada %1°lik NMP
(normal erime 1s1l1) agaroz ile yiizeyleri kaplanmis ve bir giin siireyle oda sicakliginda

kurutulmustur. Hiicrelerin tizerini kaplama islemi igin lameller kullanilmistir. Daha sonra
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ikinci tabaka olarak hazirlanmig hiicre siispansiyonu ve LMP karisimindan 75 pl
kullanilarak ikinci tabaka olusturulmus ve iizeri lamelle kapatilmistir. Bu islemden sonra
bir saat siireyle agarozun donmas1 beklenmistir. Uglincii tabakada ornekler sadece 75 pL
%0,5 LMP agarozla kaplanmis ve yine tizeri lamelle kapatilarak agarozun donmasi
beklenmigtir. Hazirlanan slaytlar daha once hazirlanmis ve +4°C’de bekletilen lizis
soliisyonu igerisinde (2,5 M NaCl, 100 mM Na2 EDTA, 10 mM Tris, pH 10, %10 DMSO
ve %1 Triton X-100) en az 1 saat karanlik ortamda bekletilmistir. Slaytlar yan yana
elektroforeze yerlestirilmis ve +4°C’de 20 dakika sicaklik dengelenmesi igin
bekletilmistir. Hazirlanan 6rnekler 20 dakika (24 V, 300 mA) +4°C’de elektroforezde
yurutllmiistiir. Yiriitme isleminden sonra slaytlar notralize buffer icerisinde 10 dakika
bekletilmis ve 0,5 mg/mL konsantrasyonunda Etidium Bromur ile boyanmistir. Pozitif
kontrol icin hidrojen peroksit (H202) kullanilmistir. Son olarak boyanmuis slaytlar 20X’da
floresan mikroskop altinda goriintilenmis ve sonuglar Comet Assay programi

kullanilarak degerlendirilmistir.

2.7. Istatistiksel Degerlendirme

Bu ¢aligmada gergeklestirilen konsantrasyon-etki deneylerinin tamami bagimsiz
olarak 3 farkli zamanda tekrarlanmis ve tiim veriler ortalama standart sapma olarak ifade
edilmistir.  Istatistiksel ~analizler ~SPSS 15.0 paket programi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Hedef gen ekspresyon seviyeleri, kontrol érneklerinin ortalamalari
ile karsilastirilarak kat degisim olarak ifade edilmistir. Farkli test kosullari altinda hedef
genler ve S-actin gen ekspresyonlarindaki 6nemli farkliliklar: belirlemek amaciyla esit
degiskenler icin veri degerlerine O6nce Levene testi, sonrasinda ise ANOVA testi
uygulanmistir. Coklu gruplar arasindaki 6nemli farkliliklar1 belirlemek i¢in Tukey testi

kullanilmistir. LCso degerleri Probit analiz metoduna gore belirlenmistir.
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3. BULGULAR

Plastik sanayinde yaygin sekilde kullanilan plastiklestirici maddelerin zebra baligi
larvalarindaki toksisite duizeylerini ve LCso degerlerini belirlemek amaciyla, bu ¢alismada
dioktil adipat (DOA) ve dioktil ftalat (DOP) kullanilmis ve bu maddelerin zehirlilik
duzeyleri karsilastirilmistir. Bu amagla, 96 saat stireyle DOA ve DOP’un (¢ tekerrir
olacak sekilde yapilan konsantrasyon-etki deneyleri sonucunda LCso degerleri sirasiyla
89,99 + 8,03 mg/L (GA: 74,26 - 109,40) ve 54,02 + 11,49 mg/L (GA: 47,88 - 60,69)
olarak hesaplanmistir (Sekil 12).
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Sekil 12. Toksikolojik testlerde DOA ve DOP plastiklestirici maddelerine 96 saat
stireyle maruz birakilan zebra baligi larvalarinin 6liim oranlart.

DOA ve DOP plastiklestirici maddelerine maruz kalan zebra baligi larvalarinin kan
hiicrelerinde olusabilecek DNA hasarlarin1 belirlemek aracilifiyla “Comet Assay”
teknigi kullanilmistir. Subletal konsantrasyonlarda DOA ve DOP plastiklestirici
maddelerine maruz birakilan larvalarin DNA’larinda maruziyet konsantrasyonuna baglt
olarak diisiik derecede hasar tespit edilmistir. Ayrica, pozitif kontrol grubuna H2O>
uygulanmasi1 sonucunda olusan hasarin DOA ve DOP uygulanan larvalarda olusan

hasardan daha yiksek seviyede oldugu belirlenmistir (Sekil 13).
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En yuksek subletal konsantrasyonlarda DOA (25 mg/L) ve DOP (10 mg/L)
plastiklestirici maddelerine maruz birakilan larvalarin Comet analizi sonucunda olusan
ortalama DNA hasarlar1, kontrol grubuna oranla sirasiyla % 20,8 ve % 31,1 olarak
hesaplanmistir (P < 0,05). En diisiik konsantrasyonlarda DOA (1 mg/L) ve DOP (0,5
mg/L) plastiklestirici maddelerine maruz birakilan larvalarin Comet analizi sonucunda
ise olusan ortalama DNA hasarlari, kontrol grubuna oranla sirastyla % 6,2 ve % 10,9

olarak hesaplanmistir (Sekil 14).

.

Sekil 13. DOA ve DOP uygulanan zebra baligi larvalarinin kan hiicrelerinde Comet
olusumu. (a) Kontrol, (b) solvent kontrol (%1 etil alkol (v/v)), (c) Pozitif
kontrol (1 pL/mL H20>), (d) 1 mg/L DOA, (e) 25 mg/L DOA, (f) 0,5 mg/L
DOP, (g) 10 mg/L DOP.
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Sekil 14. 96 saat sureyle subletal konsantrasyonlarda DOA ve DOP plastiklestirici
maddelerine maruz birakilan larvalardaki DNA hasarlari (% kuyruk DNA,
Comet assay), P < 0.05.

Yapilan comet analizleri sonucunda kullanilan DOA ve DOP konsantrasyonlarinin
ortalama DNA hasarlar sirastyla %14,5 ve % 20,3 olarak hesaplanmistir. Plastiklestirici
maddelerin su igerisinde ¢dziinmelerini saglamak amaciyla solvent olarak (%1 v/v)
kullanilan etil alkoliin kontrol grubuna oranla 6nemli bir farklilik gostermedigi tespit
edilmistir. Ayrica, pozitif kontrol olarak kullanilan H>Oz’nin (1 pg/mL) ise larva
hiicrelerinin DNA’larinda ortalama %73,6 oraninda hasar meydana getirdigi

belirlenmistir (Sekil 15, 16).
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Sekil 15. DOA plastiklestirici maddesinin subletal konsantrasyonlarina 96 saat sureyle
maruz birakilan larvalarda olusan DNA hasarlari. Solvent kontrol: %1 etil
alkol (v/v), pozitif kontrol: 1 pg/mL H20,, P < 0.05.
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Sekil 16. DOP plastiklestirici maddesinin subletal konsantrasyonlarina 96 saat siireyle
maruz birakilan larvalarda olusan DNA hasarlar1. Solvent kontrol: %1 etil
alkol (v/v), pozitif kontrol: 1 pg/mL H20,, P < 0.05.

DOA’nin gen ekspresyon degisimleri agisindan degerlendirildigi deneme
sonuglarinda, 96 saat siireyle en yiksek subletal konsantrasyon olan 25 mg/L’ye maruz
kalan zebra balig: larvalarinda p53, rad51 ve xrcc5 genleri icin kontrol grubuna oranla
sirastyla; 2,2, 1,9 ve 2,4 kat artis meydana gelmistir. Elde edilen sonuglara gére DOA
maddesine maruz kalan zebra balig1 larvalarindaki stres genlerinde istatistiksel olarak

6nemli duzeyde bir ekspresyon degisiminin olmadigi tespit edilmistir (Sekil 17).
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Sekil 17. Toksikolojik testlerde 96 saat siireyle farkli konsantrasyonlarda DOA’a maruz
birakilan zebra balig1 larvalarindaki stres gen ekspresyon degisimleri.

Farkli konsantrasyonlarda DOA’in larvalarda bulunan stres genlerindeki

ekspresyon degisimleri agisindan karsilastirildigi ¢aligma sonucunda, DNA onarim
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proteinlerini kodlayan rad51 ve xrcc5 genlerinde tiimor baskilayict proteinini kodlayan
gen olan p53 genindeki ekspresyon degisimine gore daha yiiksek oranda bir artis meydana
geldigi belirlenmistir (Sekil 18).
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Sekil 18. Toksikolojik testlerde 96 saat siireyle farkli konsantrasyonlarda DOA’a maruz
birakilan zebra baligi larvalarindaki ii¢ farkli gende olusan ekspresyon
degisimleri.

DOP’un stress gen ekspresyon degisimleri acisindan degerlendirildigi test
sonuglarinda, 96 saat siireyle en yiiksek subletal konsantrasyon olan 10 mg/L’ye maruz
kalan zebra balig1 larvalarinda p53, rad51 ve xrcc5 genleri igin kontrol grubuna oranla
sirastyla; 3,2, 3,1 ve 5,0 kat artis meydana gelmistir. Elde edilen sonuglara gére DOP
maddesine maruz kalan zebra baligi larvalarindaki p53 ve rad51 genlerinde 6nemli
duizeyde bir ekspresyon degisimi olmamakla birlikte xrcc5 geninde ise istatistiksel olarak

onemli diizeyde bir gen ekspresyon artigi tespit edilmistir (Sekil 19).
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Sekil 19. Toksikolojik testlerde 96 saat siireyle farkli konsantrasyonlarda DOP’a maruz
birakilan zebra balig1 larvalarindaki stres gen ekspresyon degisimleri.

Farkli

konsantrasyonlarda DOP’un

larvalarda bulunan stres genlerindeki

ekspresyon degisimleri acisindan karsilastirildigi calisma sonucunda, DNA onarim
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proteinlerini kodlayan xrcc5 geninde p53 ve rad51 gen ekspresyon degisimlerine oranla

istatistiksel olarak onemli oranda bir artis meydana geldigi belirlenmistir (Sekil 20).
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Sekil 20. Toksikolojik testlerde 96 saat siireyle farkli konsantrasyonlarda DOP’a maruz
birakilan zebra baligi larvalarindaki ii¢ farkli gende olusan ekspresyon
degisimleri.

DOA ve DOP plastiklestirici maddelerinin zebra balig1 larvalarindaki gen
ekspresyon degisimleri agisindan karsilastirildigi deneme sonuglarinda DOP’un DOA’ya

oranla ortalama 1,5 kat daha toksik oldugu tespit edilmistir (Sekil 21).
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Sekil 21. Toksikolojik testlerde DOA ve DOP plastiklestirici maddelerine 96 saat streyle
maruz birakilan zebra balig1 larvalarinda ii¢ farkli gende olusan ekspresyon
degisimlerinin karsilastirilmasi.
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DOA ve DOP plastiklestirici maddeleri sucul organizmalar Gizerinde toksik etkilere
ve bunun sonucunda da oOliimlere neden olabilmektedir. Bu calismada kullanilan
plastiklestirici maddeler, zebra balig: larvalarinda; perikardiyal bdlgede kan toplanmasi
(hiperemiya), notokord egriligi, renkte kararma, besin kesesinde sisme, yizme kesesinde
deformasyon ve karin bdlgesinde plastiklestiricic madde birikimi gibi etkiler

olusturabilmekte ve ileri asamada da Gliimlerine sebep olabilmektedir (Sekil 22).

gozler kalp besin kesesi

a_ b

Sekil 22. Zebra balig1 larvasinin viicut boliimleri ve plastiklestirici maddelere maruz
birakilan larvalarda gorilen anormallikler. (a, b) Normal larvalar, (c, d) canli

fakat anormal larvalar; kan toplanmasi (mavi oklar), ylizme kesesi deformitesi

(siyah oklar), ve spinal egrilik olusumu (kirmiz1 oklar), (e, f) plastiklestirici
maddelere maruziyet sonucu 6lmiis larvalar.
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4. TARTISMA VE SONUCLAR

Sanayi atiklarinin temiz sulara, igme sularina, deniz ve nehirlere karigmasi, basta
baliklar olmak tizere, algler, kerevitler ve su piresi gibi sucul mikroorganizmalar1 da
etkilemekte ve bioakiimiilasyona neden olmaktadir (Laughlin vd., 1978; Adams vd.,
1995). Avrupa’da plastiklestirici maddelerin PEC (Priority Existing Chemicals: Onceligi
Olan Kimyasallar) raporlarina gore tatli su ve sedimentlerde biriken miktarlar1 0,4 mg/L
ve 0,231 mg/kg olarak belirtilmistir. Plastiklestirici maddelerin tatli sularda biriken
miktarlari, endiistrinin daha yaygin oldugu ingiltere gibi iilkelerde ise 33,5 mg/L’ye kadar
cikabilmektedir. Almanya ve Japonya gibi iilkelerde ise tatli sularda biriken miktarlar 98

mg/L olarak tespit edilmistir (Oehlmann vd., 2009).

Farmakoloji, toksikoloji ve ¢evre bilimlerinde bir kimyasalin bir canli organizma
uzerindeki etkisini belirlemek amaciyla bazi parametreler kullanilmaktadir. Bunlar ECso
(etken konsantrasyon 50), 1Cso (inhibitor konsantrasyon 50), LCso (ortalama olddriict
konsantrasyon) ve LDs (ortalama 6ldiriici doz) gibi kimyasal ya da patojenlerin etkin
dozlarinin belirlenmesini saglayan referans bilgilerdir. ECs0/1Cs0 degeri genelde ilaglarin
biyoaktivite degerlendirmelerinde kullanilir (Sebaugh, 2011). LCso ve LDso ise bir
kimyasal veya patojenin bir canli popiilasyonunun yarisini 6ldiirdiigii konsantrasyon veya
dozdur ve birimi genellikle “mg (kimyasal)/kg (viicut agirligi)” olarak alinir. LCso
toksikoloji ¢alismalarinda ve yaygin olarak sucul organizmalarda akut toksisiteyi
belirlemede kullanilir. LCso degerleri standart degerler oldugundan, kimyasallar arasinda
nispi toksisite veya tiirler arasi toksisite farklart LCso degerleri kullanilarak belirlenebilir
(Rispin vd., 2002). Bunlarin yan1 sira, NOEC (etki gbrilmeyen konsantrasyon) ve LOEC
(en diisiik etki goriilen konsantrasyon) degerleri de kullanilmaktadir. NOEC ve LOEC,
kullanilan metodun tetkik limitlerini belirlemede arastirmacilara yardimci olan
parametrelerdir (Murado ve Prieto, 2013). Plastiklestirici maddeler kullanilarak yapilan
toksikolojik ¢alismalarda Tetrahymena thermophila’da DMP, DEP ve DBP’nin ECsg
degerleri sirasiyla 537 mg/L, 132 mg/L ve 7 mg/L olarak bulunmustur (Jaworska vd.,
1995). DBP’nin tiirler arasi hesaplanan ECsp degerleri ise kirmizi yillik baligi
(Fundulopanchax gardneri) icin 4,3 mg/L, zebra baligi (Danio rerio) i¢in 2,2 mg/L, sar1
tatli su levregi (Perca flavescens) icin 0,35 mg/L’dir (Staples vd., 1997). Kanada Cevre

Koruma Konseyi’nin raporuna gore ftalatlarin sar1 tath su levregi (Perca flavescens),
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alabalik (Oncorhynchus mykiss), ay baligi (Mola mola), kedi baligi (Pseudobagrus
fulvidraco) ve minnov (P. Promelas) igin 96 saat LCso degerleri 0,35 ile 3,96 mg/L
arasinda degismektedir (ECB, 2004). Benzer sekilde, ftalatlar kullanilarak yapmis
oldugumuz ¢alismalarda da 0-200 mg/L araliginda DOA ve 0-150 mg/L araligindaki
konsantrasyonlarda DOP’a maruz birakilan zebra balig1 larvalarinin % 50’sini 6ldiiren
letal konsantrasyonlar sirasiyla 89,99 mg/L ve 54,02 mg/L olarak hesaplanmistir. Bu
caligmada elde ettigimiz LCso degerlerinin onceki ¢alismalara gore yiiksek olmasi ve
toksik etkilerin daha diisiik diizeyde olmasinin nedeninin maddelerin sudaki

¢ozliniirliikleri ve balik tiirlerinin farkli olmasindan kaynaklandig: diisiinilmektedir.

Ftalatlar kozmetik sanayinde, plastik malzemesi olarak ve polimerlerin yapisinda
saglamlastiric1 ve esneklestirici madde olarak, boya ve vernik iiretiminde, oyuncaklarin
yapisinda ve birgok alanda yaygin sekilde organik ¢o6ziicli olarak kullanilmaktadir
(Staples vd., 1997; Rudel vd., 2003; Huang vd., 2008). Ancak polimerlere kimyasal
olarak baglanmadiklarindan ¢evreye kirletici olarak salinimi son derece yliksektir ve
dogal yasami oldugu kadar insan sagligin1 da tehdit etmektedir. Ftalatlarin bir¢ogunun
karsinojenik ve mutajenik etkiye sahip oldugu, bunun yaninda endokrin bozucu
kimyasallar (EDC) olarak degerlendirildikleri ve hayvan tiirlerinde antiandrojenik etki
olusturduklart belgelenmistir (Mylchreest vd., 1998; ECHA, 2008). Ftalatlar ince
bagirsaktan absorbe edildikten hemen sonra hizlica hidrolize olmakta ve glukuronid
bilesikleri halinde idrarla viicut disina atilmaktadir. Ftalatlarin 7 giinde idrarla viicut
disina atilan miktar1 yalnizca %60°dir (Calafat vd., 2004). Bu bilgi bize ftalatlarin
organizmada birikebildigi ve canlilarda kronik toksisiteye ve metabolik bozukluklara
sebebiyet verebilecegini gostermektedir. Nitekim, yapmis oldugumuz ¢alismalarda da
DOA ve DOP’a maruz kalan zebra baligi larvalarinin mikroskobik analizlerinde
larvalarin  besin keselerinde bu maddelerin birikim olusturdugu ve morfolojik

bozukluklara neden olduklar tespit edilmistir.

Bu c¢alismada, p53, rad5l ve xrcc5 gen ekspresyonlarindaki degisimlere
bakildiginda, plastiklestirici maddelere maruz kalan larvalarda konsantrasyona bagl
olarak kontrol grubuna oranla onemli bir fark goriilmemistir. En yiiksek subletal
konsantrasyonda DOA ve DOP plastiklestirici maddelerine maruz kalan larvalarda 3

farkli gen ekspresyonunda sirasiyla ortalama 2,2 ve 3,8 kat artis tespit edilmistir. Diisiik
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konsantrasyonlarda ise gen ekspresyonlarinda 6nemli bir degisim goriilmemistir. Bu
durumun nedeni, muhtemelen DNA onarim mekanizmasinin daha erken harekete
ge¢mesinden kaynaklanmaktadir (Checkik ve Koller, 2009). Canli organizmalarda
hiicrenin hayatta kalmasinda, DNA onariminin oneminden ve standart gen olarak
kullanilmalarindan dolay1, bu onarim genleri devamli olarak uyarilirlar (Kim vd., 2001;
Iwanaga vd., 2004; Bladen vd., 2007). Bu nedenle, aktif sekilde boliinen hiicrelerde belirli
oranda, DNA onarim genlerine ait transkriptler devamli olarak yiiksek miktarda
bulunabilirler (Lu ve King, 2009) ve DNA onarim aktivitesindeki artis nedeniyle de
onemli bir ekspresyon degisimi goriilmez. Bu ¢alismada incelenen p53, rad51 ve xrcc5
gen ekspresyonlarinda ortalama 3 kat degisim goriilmiistiir. Bu sonuglar daha once
yapilan ve diisiik seviyede ekspresyon degisimi goriilen ¢alisma sonuglariyla da benzerlik
gostermektedir (Sandrini vd., 2009). Karasal hayvanlar ile yapilan bir ¢calismada DBP ve
DEHP gibi yiiksek molekiil agirlikli ftalatlarin viicut tarafindan absorbe edildigi ve toksik
etki olusturdugu, ancak diger ftalatlara gore daha diisiik bioakiimiilasyon degerlerine
sahip olduklari, bunun yaninda DMP ve DEP gibi ftalatlarin ise absorbsiyonunun daha
diisiik bulundugu bildirilmistir (Hu vd., 2005). DEHP’nin 70-500 mg/L konsantrasyon
araliginda Diptera larvalarinda HSP70 (Is1 Soku Proteini-70) ve hemoglobin genlerinin
ekspresyonunu arttirdigr bilinmektedir (Lee vd., 2006). Vertebrata’da 1s1 soku
proteinlerinin steroid hormon reseptor aktivasyonu ve stabilizasyonuyla iligkili oldugu
ortaya konmustur (Gillesby vd., 1998). Pimephales promelas’da 100 mg/L BBP
maruziyetinde vitellogenin proteininin indiiklendigi ve Ostrojenik aktivitenin arttigi,
sazan baliginda (C. carpio) ise 20 mg/L DEP maruziyetinde vitellogenin sentezinin arttigi
bildirilmistir (Harries vd., 2000; Barse vd., 2007). DEHP ve DBP sazan baliginda steroid
hormon sentezi ve metabolizmasini  bozarak androjen-Ostrojen  dengesini
degistirebilmekte ve tiim iireme sisteminde hasar birakabilmektedir. Plastiklestirici
maddelerin 06zellikle baliklarda stres genlerini indlkleyebilmesi ve bu genlerin
reglilasyonlarindaki anormal degisimlerin izlenmesi gevresel bir kirletici olan ftalatlar

icin markir potansiyeli oldugunu gostermektedir (Allen vd., 2008).

[-actin geninin ekspresyon diizeylerinin higbir durumda degisiklik géstermemesi
hedef genlerin (p53, rad51 ve xrcc5) normalizasyonu igin standart gen olarak secilmesine
olanak saglamaktadir. Casadei vd. (2011) 8 farkli zebra balig1 standart genini analiz

ettikleri bir caligmada kantitatif PZR’nda normalizasyon i¢in en uygun genin hangisi
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oldugunu belirlemeye ¢alismiglardir. Calismadan elde ettikleri sonuglarda, f-actin’in
larvalarin farkli gelisim asamalarinda en fazla ifade edilen gen oldugunu ve ekspresyonun
en yiiksek ve en sabit dlizeyde oldugunu tespit etmislerdir. Yapilan bu ¢alismada da hedef

genlerle standardizasyon isleminde S-actin geni tercih edilmistir.

Bu calismada, DOA ve DOP plastiklestirici maddelerine maruz birakilan zebra
balig1 larvalarinda konsantrasyona bagli olarak DNA hasarlarinda diisiik seviyede bir artig
tespit edilmistir. Benzer sekilde, insan hiicreleri ve zebra baligi kullanilarak yapilan bir
karsilastirma deneyinde 20 mg/L toksik madde maruziyeti sonucunda insan hucrelerinde
% 20 ve 100 mg/L maruziyet sonucunda ise zebra baliklarinda kontrol grubuna oranla %
50 oraninda DNA hasar1 tespit edilmistir (Ng vd., 2011; Zhao vd., 2013). Hucresel
oksidatif stres; protein yapisinin bozulmasi, iyon kaybi, membran peroksidasyonu ve
DNA zincir kiriklar gibi pekcok zararli etkiye neden olabilmektedir. Cevresel kirleticiler,
direkt olarak canli viicudunda bulunan bazi bilesiklerle ve onlarin metabolitleriyle
etkilesime girerek ve dolayl olarak da reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna zemin
hazirlayarak DNA da hasar meydana getirebilirler (Oliveira vd. 2009). Bu calismada,
subletal konsantrasyonlarda DOA ve DOP plastiklestirici maddelerine maruz kalan
larvalarda kontrol grubuna oranla sirasiyla % 20,8 ve % 31,1 oraninda DNA hasar1 tespit
edilmistir. Benzer sekilde, Zhu vd., (2011) yaptiklart bir ¢alisma sonucunda toksik
kimyasallara maruz birakilan zebra baliklarinin karaciger hiicrelerinde konsantrasyona

bagli olarak artan oranda DNA hasar1 tespit etmislerdir.

Sazan balig1 ve ftalatlarla yapilan bazi in vitro ¢alismalarda, 1000 nM DEHP
konsantrasyonunun sazan balig1 bobreginde fagositik hiicrelerde siiperoksit anyonunun
tiretiminde ve fagositik aktivitede artis; DBP ile DEHP maruziyetinin ise sazan baligi
makrofajlarinda nitrik oksit tiretimini arttirdigi rapor edilmistir (Watanuki vd., 2003).
Genel olarak ftalatlarin in vitro ¢alismalarda hepatik Ostrojen reseptorii igin B-Ostradiol
ile yaristig1 bilinmektedir ve immiin sistem hiicrelerinden olan makrofaj ve lenfositlerin
de Ostrojenik reseptorlere sahip olmasi, kortizol, Gstrojen ve blylime hormonu gibi
hormonlarla yarisabilen ¢evresel Kirletici endokrin bozucularin balik immiin sistemini
olumsuz etkileyecegi sOylenebilir. Benzer sekilde yapmis oldugumuz ¢alismada da, zebra

balig1 larvalarinda metabolik aktivitenin bozuldugu ve immiin sistemin olumsuz
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etkilenmesi nedeniyle morfolojik yapida da oOnemli degisimlerin olustugu tespit

edilmistir.

Kimyasallarin ileriye doniik ekolojik risk degerlendirmelerinde genellikle toksik
etki mekanizmas1 hakkinda iiretilen veriler sinirhidir. Ekolojik etkileri saptamak icin
gelistirilen test yontemleri, ¢ok ¢esitli canli tiirlerinde uygulanir ve son nokta etkilerini
incelemeyi kapsar. Etki mekanizmasinin bilinmesi, Kirletici maddenin cevresel
konsantrasyonlarinin belirlenmesinde kullanilabilecek, strese neden olan ve strese 0zgii
molekdler indikatorlerin tanimlanmasimi saglayacaktir. Bununla birlikte, hareket
mekanizmasinin bilinmesi tiirler aras1 biyolojik etkilerin tahmin edilmesi, kimyasal yap1
ve biyolojik organizasyon seviyelerinin etkili bir sekilde anlagilabilmesi ve tepki
hassasiyetinin, zaman ve kaynak kullaniminin belirlenmesine olanak saglayabilir (Ankley
vd., 2009. Endokrin bozucu kimyasallarin belirlenmesinde mekanistik yaklagimlar i¢in
teknolojik gelismelerden, genomik ve matematiksel biyolojiden yararlanilarak,
organizmalardaki stres bagimli ve ters tepkiler i¢cin Onceden ¢ikarim yapma ve
konsantrasyon belirleme gibi arastirmacinin kullanimina sunulabilecek yararh bilgiler
olusturulabilir (Neumann ve Galvez, 2002). Bu c¢alismada kullanilan plastiklestirici
maddelerin de endokrin bozucu kimyasallardan oldugu bilinmekle birlikte, elde edilen
sonuclara goére bu maddelerin baliklarda diisiik diizeyde hiicresel strese neden olduklari

tespit edilmistir.

Son zamanlarda bilim insanlar1 plastik ve yan drlnlerin gelistirilmesinin bilime,
saglik sektoriine ve teknolojiye faydali olacagi konusunda hemfikirdirler, fakat onlarin
cevreye, ozellikle de sucul ¢evreye salinimi insanlarda, canli organizmalarda ve hassas
ekosistemlerde zararl etkilere neden olabilmektedir. Ulkeler, endiistriler ve bagimsiz bir
cevresel bilim toplulugu arasinda etkin bir is iligkisinin gelistirilmesi, uygun
ekotoksikolojik calismalarin  gelistirilmesini  kolaylastiracak, ¢evresel zararlarin
belirlenmesini ve dnlenmesini saglayacaktir. Giintimiizde plastiklestirici maddelerin su
ortamindaki davraniglari, organizmalar tarafindan viicuda alinma mekanizmasi1 ve
potansiyel toksik etkileri konusunda halen ¢ok az bilgi mevcuttur. Yapilan bu ¢alisma,
plastiklestirici maddelerin ¢evremizde olusturabilecegi risklerin tespit edilebilmesine
kolaylik saglayabilecek ve gelecekte yapilmasi diisiiniilen caligmalara 1s1k tutabilecek

niteliktedir.
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5. ONERILER

Plastiklestirici maddelerin sucul ¢evrenin en degerli Uyesi olan baliklar iizerinde
bazi zararh etkilere yol agmasi, baliklarda birikim olusturarak insan sagligini da tehdit
eder hale gelmesi, bu bilesiklerin daha fazla Gnemsenmesini gerekli kilmistir. Bu
kimyasallarin sucul ortamlara farkli yollardan ulagmasinin 6nune gegilmesinin,

zararlarinin azaltilmasinda en etkili yontem olacagi diisiiniilmektedir.

Plastik endustrisi, ginimiz diinyasinda ekonomik biiyiimede, saglik sektoriinde ve
tiretim teknolojilerinin gelistirilmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Bu durum goz dniinde
bulunduruldugunda plastik malzemelerin ve yan Urtinlerin de iiretim, gelistirme, taginma,
kullanom ve sonrasinda imha islemleri esnasinda farkli ekosistemlerle temasi
kagmilmazdir. Bundan dolayr bu maddelerin ¢evre sagligi tizerinde olusturabilecegi

riskler goz oniinde bulundurulmalidr.

Plastiklestirici maddelerin ¢evresel diizeylerinin gliniimiizde ¢ok diisiik seviyelerde
oldugu diislintilmekle birlikte bu konuda yapilmis calismalar olduk¢a sinirhidir. Bu
nedenle yeni izleme ve 6lgme tekniklerinin gelistirilerek ekotoksikolojik c¢aligmalar

vasitasiyla ¢evresel seviyelerinin zararli diizeyde olup olmadigi belirlenmelidir.

Plastiklestirici maddelerin suda ¢Ozinmemeleri ve yag gibi 06zellik
gostermelerinden dolayi, yapilacak c¢aligmalarda bu maddelerin dogal ekosistemlerde
gosterecekleri kararliligin ve ¢oziinmede diger organik maddelerin etkisinin arastirilmasi

icin ylizey suyu 6rneklerinden yararlanilmalidir.

Maruz kalma siiresini artirarak gergeklestirilecek deneylerle canlilarin uzun vadede
davraniglarindaki degisikliklerin incelenmesi de plastiklestirici maddelerin sucul
ekosistemler iizerindeki etkilerinin ortaya ¢ikarilmasinda onemli bulgular saglayabilir.
Av-avci iligkisi i¢inde olan canlilarla yiiriitiilecek kronik testler vasitasiyla uzun vadede
bu maddelerin izleyecegi yollar ve besin zincirinde olusturacag: etkilerin arastirilmasi

ekotoksikolojik caligsmalara 151k tutabilecektir.

41



KAYNAKLAR

Adams, W.J., Biddinger, G.R., Robillard, K.A. and Gorsuch, J.W., 1995. A summary
of the acute toxicity of 14 phthalate esters to representative aquatic organisms.
Environmental Toxicology and Chemistry, 14, 1569-1574. DOI: 10.1897/1552-
8618

Alkhatib, C. and Weigand, C., 2002. Parameters affecting partitioning of 6 PCB
congeners in natural sediment. Environmental Monitoring and Assessment, 78, 1-
17. DOI: 10.1023/A:1016180422675

Allen, Y.T., Katsiadaki, 1., Pottinger, T.G., Jolly, C., Matthiessen, P., Mayer, I.,
Smith, A., Scott, A.P., Eccles, P., Sanders, M.B., Pulman, K.G.T. and Feist, S.,
2008. Intercalibration exercise using a stickleback endocrine disrupter screening
assay. Environmental Toxicology and Chemistry, 27, 404-412. DOI: 10.1897/07-
228R.1

Altinok, 1., Capkin, E. and Boran, H., 2011. Influence of bioassay volume, water
column height, and octanol-water partition coefficient on the toxicity of pesticides
to rainbow trout. Bulletin of Environmental Contamination and Toxicology, 86,
596-600. DOI: 10.1007/s00128-011-0281-4

Ankley, G.T., Bencic, D.C., Breen, M.S., Collette, T.W., Conolly, R.B., Denslow, D.,
Edwards, S.W., Ekman, D.R., Garcia-Reyero, N., Miller, D.H., Jensen, K.M.,
Lazorchak, J.M., Martinovi, D., Perkins, E.J., Orlando, E.F., Villeneuve, L.,
Wang, R. and Watanabe, K.H., 2009. Endocrine disrupting chemicals in fish :
Developing exposure indicators and predictive models of effects based on
mechanism  of action. Aquatic Toxicology, 92, 168-178. DOI:
10.1016/j.aquatox.2009.01.013

Anonim, 1999. Plastic Wrap. www.nsc.org/ehc/minute/em990517.htm. Son erisim
tarihi: 02.09.2008.

Anonim, 2006. US EPA: Technical factsheet on: Di (2-ethylhexyl) adipate. Nation
Primary Drink Water Reg, 141, 13-61.

Anonim, 2009. Poliklorlu Bifenil Ve Poliklorlu Terfenillerin Kontrolii Hakkinda
Yonetmelik, Cevre ve Orman Bakanligi, Resmi Gazete, Say1: 26739.

APHA/AWWA/WEF, 1992. Standart Metods for the Examination of Water and
Wastwater, 18th Edition, Washington D.C. ISBN 0-87553-207-1, 167 p.

Arnold, H., Pluta, H.J. and Braunbeck, T., 1996. Cytological alterations in the liver of
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) after prolonged exposure to low
concentrations of waterborne endosulfan. Diseases of Aquatic Organisms, 25, 39-
52. DOI: 10.3354/da0025039

42


http://www.nsc.org/ehc/minute/em990517.htm

Arnot, J.A. and Gobas, F.A., 2006. A review of bioconcentration factor (BCF) and
bioaccumulation factor (BAF) assessments for organic chemicals in aquatic
organisms. Environmental Reviews, 14, 257-297. DOI: 10.1139/A06-005

Atamanalp, M., 2004. Akuatik Toksikoloji Ders Notlar1, Atatiirk Universitesi Ziraat
Fakdiltesi, Su Uriinleri Boltimii, Erzurum, 8 s.

Avrupa Birligi Direktifleri, 2007. Committed to Sustainable Development, Ftalatlarin
Cevre ve Insan Saglig1 Agisindan Risk Degerlendirmesi, 10 p.

Aydin, H., 2004. PVC Uretimi ve Katki Maddeleri, Eskisehir.

Ballschmiter, K. and Zell, M., 1980. Baseline studies of the global pollution .1.
occurrence of organohalogens in Pristine European and Antarctic aquatic
environments. International Journal of Environmental Analytical Chemistry, 8, 15-
35.DOI: 10.1080/03067318008071876

Barse, A.V., Chakrabarti, T., Ghosh, T.K., Pal, A.K. and Jadhao, S.B., 2007.
Endocrine disruption and metabolic changes following exposure of Cyprinus
carpio to diethyl phthalate. Pesticide Biochemistry and Physiology, 88, 36-42. DOI:
10.1016/j.pestbp.2006.08.009

Basfar, A.A., 2002. Flame retardancy of radiation cross-linked poly(vinyl chloride)
(PVC) used as an insulating material for wire and cable. Polymer Degradation and
Stability, 77, 221-226. DOI: 10.1016/S0141-3910(02)00037-X

Bengtsson, B.E., 1980. Long- term effects of PCB (Clophen A 50) growth, reproduction
and swiming performance in the minnow, Phonixus phonixus. Water Research, 14,
681-688. DOI: 10.1016/0043-1354(80)90127-X

Bladen, C.L., Navarre, S., Dynan, W.S. and Kozlowski, D.J., 2007. Expression of the
Ku70 subunit (XRCC6) and protection from low dose ionizing radiation during
zebrafish  embryogenesis.  Neuroscience Letters, 422, 97-102. DOI:
10.1016/j.neulet.2007.05.045

Brebu, M., Vasile, C., Rovana-Antonie, S., Chiriac, M., Precup, M., Yang, J. and
Roy, C., 2000. Study of the natural ageing of PVC insulation for electrical cables.
Polymer Degradation and Stability, 67, 209-221. DOI. 10.1016/S0141-
3910(99)00114-7

Cadogan, D., 2002. Health and environmental impact of phthlates. Plastics Additives &
Compounding, 4, 28-29.

Calafat, A.M., Slakman, A.R., Silva, M.J., Herbert, A.R. and Needham, L.L., 2004.
Automated solid phase extraction and quantitative analysis of human milk for 13
phthalate metabolites. Journal of Chromatography-Analytical Technologies in the
Biomedical and Life Sciences, 805, 49-56. DOI: 10.1016/j.chromb.2004.02.006

43



Cano, J. M., Marin, M.L., Sanchez, A. and Hernandis, V., 2002. Determination of
adipate plasticizers in poly(vinyl chloride) by microwave-assisted extraction.
Journal of Chromatography, 963, 401-409. DOI: 10.1016/S0021-9673(02)00642-8

Casadei, R., Pelleri, M.C., Vitale, L., Facchin, F., Lenzi, L., Canaider, S., Strippoli,
P. and Frabetti, F., 2011. Identification of housekeeping genes suitable for gene
expression analysis. Gene Expression Patterns, 11, 271-276. DOI:
10.1016/j.gep.2011.01.003

Castle, L., Mayo, A. and Gilbert, J., 1989. Migration of plasticizers from printing inks
into foods. Food Additives and Contaminants, 6, 437-443.

Checkik, G. and Koller, D., 2009. Timing of gene expression responses to
environmental changes. Journal of Computational Biology, 16, 279-290. DOI:
10.1089/cmb.2008.13TT

Cho, W.S., Han, B.S., Ahn, B., Nam, K.T., Choi, M., Oh, S.Y., Kim, S.H., Jeong, J.
and Jang, D.D., 2008. Peroxisome proliferator di-isodecyl phthalate has no
carcinogenic potential in Fischer 344 rats. Toxicology Letters, 178, 110-116. DOI:
10.1016/j.toxlet.2008.02.013

CPMP, 2000. The European Agency for the Evaluation of Medicinal Products:
Evaluation of Medicines for Human Use. Note for Guidance on Repeated Dose
Toxicity, CPMW/SWP/1042/99, 1-9.

Egbuchunam, T.O., Balkdse, D. and Okieimen, F.E., 2007. Effect of zinc soaps of
rubber seed oil (RSO) and/or epoxidised rubber seed oil (ERSO) on the thermal
stability of PVC plastigels. Polymer Degradation and Stability, 92, 1572-1582.
DOI: 10.1016/j.polymdegradstab.2007.05.002

Ekelund, M., Azhdar, B., Hedengvist, M.S. and Gedde U.W., 2008. Long-term
performance of poly(vinyl chloride) cables, Part 2: Migration of plasticizer.
Polymer Degradation and Stability, 93, 1704-1710. DOl:
10.1016/j.polymdegradstab.2008.05.030

EPA, 1993. Methods for measuring the acute toxicity of effluents and receiving waters
to freshwater and marine organisms, U.S. Environmental Protection Agency, Office
of Research and Development, Washington D.C., EPA/600/4-90/027F.

Erdogrul, O., Covaci, A. and Schepens, P., 2005. Levels of organochlorine pesticides,
polychlorinated biphenyls and polybrominated diphenyl ethers in fish species from

Kahramanmaras, Turkey. Environment International, 31, 703-711. DOI:
10.1016/j.envint.2005.01.002

European Chemicals Agency, 2008. ECHA, Member State Committee Support

Document for Identification of Dibutyl Phthalate (DBP) As A Substance of Very
High Concern.

44



European Chemicals Bureau, 2004. EURAR (European Union Risk Assessment
Report), Dibutyl Phthalate, Luxembourg.

Ezdesir, A., Erbay, E., Taskiran, i.? Yagci,, M.A., Cobek, M. ve Bilgic, T., 1999.
Polimerler 1, PAGEV Yayinlari, Istanbul, 17-167 s.

FAO, 1987. Manual of Methods in Aquatic Environment, Parth 10, Shotterm Static
Bioassays, Fisheries Technical Paper Number: 247, Roma, 81 p.

Felder, J.D., Adams, W.J. and Saeger, V.W., 1986. Assessment of the safety of dioctyl
adipate in freshwater environments. Environmental Toxicology and Chemistry, 5,
777-784. DOI: 10.1897/1552-8618

Fouad, M.M.K., El Sayed, A.M. and Mahdy, A.N., 1999. Migration of DINP and DOP
plasticisers from PVC sheets into food. Environmental Management and Health,
10, 297-302. DOI: 10.1108/09566169910289577

Gillesby, B.E. and Zacharewski, T.R., 1998. Exoestrogens: Mechanisms of action and
strategies for identification and assessment. Environmental Toxicology and
Chemistry, 17, 3-14. DOI: 10.1897/1551-5028

Goulas, A.E. and Kontominas, M.G., 1996. Migration of dioctyl adipate plasticizer
from food-grade PVC film into chicken meat products: Effect of gamma-radiation.
Zeitschrift fir Lebensmittel-Untersuchung und -Forschung A, 202(3), 250-255.
DOI: 10.1007/BF01263549

Goulas, A.E., Zygoura, P., Karatapanis, A., Georgantelis, D. and Kontominas, M.G.,
2007. Migration of di(2-ethylhexyl) adipate and acetyltributyl citrate plasticizers
from food-grade PVC film into sweetened sesame paste (halawa tehineh): Kinetic
and penetration study. Food and Chemical Toxicology, 45, 585-591. DOI:
10.1016/j.fct.2006.10.003

Greenberg, A.E., Trussell, R.R. and Clesceri, L.S., 1985. Standart Methods for the
Examination of Water and Wastewater, Sixteenth Edition, 541 p.

Harries, J.E., Runnalls, T., Hill, E., Harris, C.A., Maddix, S., Sumpter, J.P. and
Tyler, C.R., 2000. Development of a reproductive performance test for endocrine
disrupting chemicals using pair-breeding fathead minnows (Pimephales promelas).
Environmental Science & Technology, 34, 3003-3011. DOI: 10.1021/es991292a

Hasselberg, L., Grasvik, B.E., Goksgyr, A. and Celander, M.C., 2005. Interactions
between xenoestrogens and ketoconazole on hepatic CYP1A and CYP3A, in
juvenile Atlantic cod (Gadus morhua). Comparative Hepatology, 4, 2, 2005. DOI:
10.1186/1476-5926-4-2

Heudorf, U., Mersch-Sundermann, V. and Angerer, J., 2007. Phthalates: Toxicology

and exposure. International Journal of Hygiene and Environmental Health, 210,
623-634. DOI: 10.1016/j.ijheh.2007.07.011

45



Hu, X., Wen, B., Zhang, S. and Shan, X., 2005. Bioavailability of phthalate congeners
to earthworms (Eisenia fetida) in artificially contaminated soils. Ecotoxicology and
Environmental Safety, 62, 26-34. DOI: 10.1016/j.ecoenv.2005.02.012

Huang, P.C., Tien, C.J., Sun, Y.M., Hsieh, C.Y. and Lee, C.C., 2008. Occurrence of
phthalates in sediment and biota: Relationship to aquatic factors and the biota-
sediment  accumulation  factor, Chemosphere, 73, 539-544. DOI:
10.1016/j.chemosphere.2008.06.019

Jaworska, J.S., Hunter, R.S. and Schultz, T.W., 1995. Quantitative structure-toxicity
relationships and volume fraction analyses for selected esters. Archives of
Environmental Contamination and Toxicology, 29, 86-93.

Keskin, S., 1996. Plastik Isleme Teknikleri ve Kalite Kontrol, TMMOB, Kimya
Muhendisleri Odasi, Plastikler, 139-145 s.

Kim, G.W., Noshita, N., Sugawara, T. and Chan, P.H., 2001. Early decrease in DNA
repair proteins, Ku70 and Ku86, and subsequent DNA fragmentation after transient
focal cerebral ischemia in mice. Stroke, 32, 1401-1407.

Klauning, J.E., 2000. Pesticide Toxicology, Evaluating Safety and Risk, Purdue
Pesticide Programs, Purdue University Cooperative Extension Service, PPP-40,
Indiana University School of Medicine.

Koch, H.M., Drexler, H. and Angerer, J., 2003. An estimation of the daily intake of
di(2-ethylhexyl)phthalate (DEHP) and other phthalates in the general population.
International Journal of Hygiene and Environmental Health, 206, 77-83. DOI:
10.1078/1438-4639-00205

Kurt-Comlekgi, G. ve Ulutan, S., 2010. Plastik ve Ambalaj Teknolojisi, EKim 2010, 66-
70 s.

Kurt-Comlekgi, G., 2011. Water Vapor Transport Properties of Plasticized PVC Films.
Yiiksek Lisans Tezi, Ege Universitesi, Izmir.

Kusk, K.O., Kruger, T., Long, M., Taxvig, C., Lykkesfeldt, A.E., Frederiksen, H.,
Andersson, A.M., Andersen, H.R., Hansen, K.M.S., Nellemann, C. and
Bonefeld-Jagrgensen, E.C., 2011. Endocrine potency of wastewater: contents of
endocrine disrupting chemicals and effects measured by in vivo and in vitro assays.
Environmental Toxicology and Chemistry, 30, 413-426. DOI: 10.1002/etc.385

Laufer, B. and Nation, P.A., 1999. Vocabulary-size test of controlled productive ability.
Language Testing, 16, 36-55 p.

Laughlin, R.B., Neff, J.M., Hrung, Y.C., Goodwin, T.C. and Giam, C.S., 1978. The

effects of three phthalate esters on the larval development of the grass shrimp
Palaemonetes pugio (Holthuis). Water, Air & Soil Pollution, 9, 323-336.

46



Leblond, V.S., Bisson, M. and Hontela, A., 2001. Inhibition of cortisol secretion in
dispersed head kidney cells of rainbow trout (O. mykiss) by endosulfan, an
organochlorine pesticide. General and Comparative Endocrinology, 121, 1, 48-56.
DOI: 10.1006/gcen.2000.7556

Lee, S.M,, Lee, S.B., Park, C.H. and Chol, J., 2006. Expression of heat shock protein
and hemoglobin genes in Chironomus tentans (Diptera, chironomidae) larvae
exposed to various environmental pollutants: A potential biomarker of freshwater
monitoring. Chemosphere, 65, 1074-1081. DOI:
10.1016/j.chemosphere.2006.02.042

Loomis, T.A., 1978. Essentials of Toxicology, 3rd Edition, Philadelphia, Lea and
Febiger, 157-232 p.

Lu, C. and King, R.D., 2009. An investigation into the population abundance
distribution of mMRNAs, proteins, and metabolites in biological systems.
Bioinformatics, 25, 2020-2027. DOI: 10.1093/bioinformatics/btp360

Marcilla, A., Garc, S. and Garcia-Quesada, J.C., 2008. Migrability of PVC
plasticizers. Polymer Testing, 217, 221-233. DOl:
10.1016/j.polymertesting.2007.10.007

Marcilla, A., Garcia, S. and Garcia-Quesada, J.C., 2004. Study of the migration of
PVC plasticizers. Journal of Analytical and Applied Pyrolysis, 71, 457-463. DOI:
10.1016/S0165-2370(03)00131-1

McCarthy, J.F. and Whitmore, D.K., 1985. Chronic toxicity of di-n-butyl and di-n-
octyl phthalate to Daphnia magna and the fathead minnow. Environmental
Toxicology and Chemistry, 4, 167-179. DOI: 10.1897/1552-8618

McKelvey-Martin, V.J., Green, M.H., Schmezer, P., Pool-Zobel, B.L., De Méo, M.P.
and Collins, A., 1993. The single cell gel electrophoresis assay (comet assay): a
European review. Mutation Research, 288, 47-63. DOI: 10.1016/0027-
5107(93)90207-V

Mozaffarian, D. and Rimm, E.B., 2006. Fish intake, contaminants, and human health:
Evaluating the risks and the benefits. Journal of The American Medical
Association, 296, 1885-1899. DOI: 10.1001/jama.296.15.1885

Murado, M.A. and Prieto, M.A., 2013. NOEC and LOEC as merely concessive
expedients: Two unambiguous alternatives and some criteria to maximize the
efficiency of dose-response experimental designs. The Science of the Total
Environment, 461, 576-586. DOI: 10.1016/j.scitotenv.2013.04.098

Mylchreest, E., Cattley, R.C. and Foster, P.M., 1998. Male reproductive tract
malformations in rats following gestational and lactational exposure to Di(n-butyl)
phthalate: An antiandrogenic mechanism, Toxicological Sciences, 43, 47-60. DOI:
10.1093/toxsci/43.1.47

47



Neumann, N.F. and Galvez, F., 2002. DNA microarrays and toxicogenomics:
Applications for ecotoxicology. Biotechnology Advances, 20, 391-419, 2002. DOI:
10.1016/S0734-9750(02)00025-3

Ng, K.W., Khoo, S.P.K., Heng, B.C., Setyawati, M.I., Tan, E.C., Zhao, X.X., Xiong,
S.J., Fang, W.R., Leong, D.T. and Loo, J.S.C., 2011. The role of the tumor
suppressor p53 pathway in the cellular DNA damage response to zinc oxide
nanoparticles. Biomaterials 32, 8218-8225. DOl:
10.1016/j.biomaterials.2011.07.036

Nowak, B., 1992. Histological changes in gills induced by residues of endosulfan.
Aquatic Toxicology, 23, 65-83. DOI: 10.1016/0166-445X(92)90012-C

Oehlmann, J., Schulte-Oehlmann, U., Kloas, W., Jagnytsch, O., Lutz, 1., Kresten,
O., Wollenberger, L., Santos, E.M., Paull, G.C., Van Look, K.JW., Tyler, R.,
Kusk, O. and Tyler, C.R., 2009. A critical analysis of the biological impacts of
plasticizers on wildlife. Philosophical Transactions of The Royal Society B, 364,
2047-2062. DOI: 10.1098/rstb.2008.0242

Okubo, T., Suzuki, T., Yokoyama, Y., Kano, K. and Kano, I., 2003. Estimation of
estrogenic and anti-estrogenic activites of some phthalate diesters and monoesters
by MCF-7 cell proliferation assay in Vitro. Biological & Pharmaceutical Bulletin
26, 1219-1224.

Oliveira, M., Maria, V.L., Ahmad, 1., Serafim, A., Bebianno, M.J., Pacheco, M. and
Santos, M.A., 2009. Contamination assessment of a coastal lagoon (Ria de Aveiro,
Portugal) using defence and damage biochemical indicators in gill of Liza aurata-
an integrated biomarker approach. Environmental Pollution, 157, 959-967. DOI:
10.1016/j.envpol.2008.10.019

Pant, N., Shukla, M., Patel, D.K., Shukla, Y., Mathur, N., Gupta, Y.K. and Saxena,
D.K., 2008. Correlation of phthalate exposures with semen quality. Toxicology and
Applied Pharmacology, 231, 112-116. DOI: 10.1016/j.taap.2008.04.001

Plastics Europe, 2008. Association of Plastics Manufacturers. Home, Discover Plastics,
Plastics Materials, PET. http://www.plasticseurope.org. Son erisim tarihi:
08.05.2014.

Quingyu, M., Shaogang, C. and Xiaobali, X., 2001. Sorption phenomena of PCBs in
environment. Chinese Science Bulletin, 46, 89-97.

Rand, G.M., 1995. Fundamentals of Aquatic Toxicology, Second Edition, ISBN 1-
56032-090-7, 1148 p.

Rispin, A., Farrar, D., Margosches, E., Gupta, K., Stitzel, K., Carr, G., Greene, M.,
Meyer, W. and McCall, D., 2002. Alternative methods for the median lethal dose
(LD50) test: the up-and-down procedure for acute oral toxicity. ILAR Journal, 43,
233-243.

48


http://www.plasticseurope.org/

Rudel, R.A., Camann, D.E., Spengler, J.D., Korn, L.R. and Brody, J.G., 2003.
Phthalates, alkylphenols, pesticides, polybrominated diphenyl ethers, and other
endocrine-disrupting compounds in indoor air and dust. Environmental Science &
Technology, 37, 4543-4553. DOI: 10.1021/es0264596

Saito, 1., Onuki, A. and Seto, H., 2001. Determination of organic phosphate triesters in
indoor and outdoor air. Jounal of Aerosol Research, 16, 209-216. DOI:
10.11203/jar.16.209

Sandrini, J.Z., Bianchini, A., Trindade, G.S., Nery, L.E. and Marins, L.F., 2009.
Reactive oxygen species generation and expression of DNA repair related genes
after copper exposure in zebrafish (Danio rerio) ZFL cells. Aquatic Toxicology,
95, 285-291. DOI: 10.1016/j.aquatox.2009.02.016

Saygi, S., Deniz, G., Kutsal, O. and Vural, N., 1991. Chronic effect of cadmium on
kidney, liver, testes and fertility of male rats. Biological Trace Element Research,
31, 209-214.

Sebaugh, J.L., 2011. Guidelines for accurate EC50/IC50 estimation. Pharmaceutical
Statistics, 10, 128-134. DOI: 10.1002/pst.426

Sen, A., Ulutas, O.K., Tutuncu, B., Ertas, N. and Cok, 1., 2010. Determination of 7-
ethoxyresorufin-o-deethylase (EROD) induction in leaping mullet (Liza saliens)
from the highly contaminated Aliaga Bay, Turkey. Environmental Monitoring &
Assessment, 165, 87-96. DOI: 10.1007/s10661-009-0928-3

Shen, H., 2005. Simultaneous screening and determination eight phthalates in plastic
products for food use by sonication-assisted extraction/GC-MS methods. Talanta,
66, 734-739. DOI: 10.1016/j.talanta.2004.12.021

Staples, C.A.S., Dams, W.J.A., Arkerton, T.F.P., Orsuch, J.W.G., Iddinger, G.R.B.
and Einert, K.H.R., 1997. Aquatic toxicity of eighteen phthalate esters.
Environmental Toxicology Reviews, 16, 875-891. DOI: 10.1002/etc.5620160507

Suter, L., Babiss, L.E. and Wheeldon, E.B., 2004. Toxicogenomics in predictive
toxicology in drug development. Chemistry & Biology, 11, 161-171. DOI:
10.1016/j.chembiol.2004.02.003

Sisman, T., 2007. Poliklorlubifenil Bilesiklerinin Danio rerio’nun (Zebra baligi)
Gelisimi Uzerine Etkileri. Atatiirk Universitesi. Fen Bilimleri Enstitiisii. Biyoloji
Anabilim Dali, Doktora Tezi, Erzurum, 107 s.

Travis, C.C. and Hester, S.T., 1991. Global chemical pollution. Environmental Science
& Technology, 25, 814-819. DOI: 10.1021/es00017a001

Tyler, C.R., Filby, A.L., van Aerle, R., Lange, A., Ball, J., Santos, E.M., Christer H.

and Peter, K., 2008. Fish toxicogenomics. Advances in Experimental Biology, 2,
324-325.

49



Ulutan, S., Yapar, S., Kocagiil, A.S. ve Tuzum-Demir, P., 2006. PVC/DOP nanokil
kompozitlerinin 1s1l davranisi. l. Polimerik Kompozitler Sempozyumu, Bildiri
Kitab1, 17-19 Kasim 2006, KMO Ege Bélge Sb., izmir, 405-416 s.

Unsal, M., 1998. Kirlilik Deneyleri-Yontemler ve Sonuglarin Degerlendirilmesi, T.C.
Tarim ve Orman Koyisleri Bakanligi Bodrum Su Uriinleri Arastirma Enstitiist
Miidiirligi, Yay. No:11, 168 s.

Verweij, F., Booijb, K., Satumalaya, K., Molena, van der N. and Oosta, van der R.,
2004. Assessment of bioavailable PAH, PCB and OCP concentrations in water,
using semipermeable membrane devices (SPMDs), sediments and caged carp.
Chemosphere, 54, 1675-1689. DOI: 10.1016/j.chemosphere.2003.10.002

Vural, N., 1977. Toxicological assessment of plastic food containers used in Turkey.
Ankara Eczacilik Fakiiltesi Dergisi, 7(2):163-181.

Watanuki, H., Gushiken, Y. and Sakai, M., 2003. In vitro modulation of common carp
(Cyprinus carpio L.) phagocytic cells by Di-n-butyl phthalate and Di-2-ethylhexyl
phthalate. Aquatic Toxicology, 63, 119-126. DOI: 10.1016/S0166-445X(02)00172-
8

Wensing, M., Uhde, E. and Salthammera, T., 2005. Plastics additives in the indoor
environment - flame retardants and plasticizers. Science of the Total Environment,
339, 19-40. DOI: 10.1016/j.scitotenv.2004.10.028

Wormuth, M., Scheringer, M., Vollenweider, M. and Hungerbuhler, K., 2006. What
are the sources of exposure to eight frequently used phthalic acid esters in
Europeans? Risk Analysis, 26, 803-824. DOI: 10.1111/j.1539-6924.2006.00770.x

Xu, Z.P., Saha, S.K., Braterman, P.S. and D’Souza, N. 2006. The effect of Zn, Al
layered double hydroxide on thermal decomposition of poly(vinyl chloride).
Polymer Degradation and Stability, 91, 3237-3244. DOl:
10.1016/j.polymdegradstab.2006.07.006

Yasar, H., 2001. Plastikler Diinyasi, MMO Yayinlari, Ankara, 2. Baski, (3-
89,97,107,112,115,116,118,119,121,123,125,127,131,132).

Yauk, C.L. and Berndt, M.L., 2007. Review of the literature examining the correlation
among DNA microarray technologies. Environmental and Molecular Mutagenesis,
48, 380-394. DOI: 10.1002/em.20290

Yilmaz, F., 1998. Plastik & Ambalaj Teknolojisi, Eyliil say1 28.
Zhao, X., Wang, S., Wu, Y., You, H. and Lv, L., 2013. Acute ZnO nanoparticles
exposure induces developmental toxicity, oxidative stress and DNA damage in

embryo-larval  zebrafish. Aquatic Toxicology, 136-137, 49-59. DOI:
10.1016/j.aquatox.2013.03.019

50


http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?tool=pmcentrez&artid=2682332
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?tool=pmcentrez&artid=2682332

Zhu, L.S., Dong, X.L., Xie, H., Wang, J., Wang, J.H., Su, J. and Yu, C.W., 2011.
DNA damage and effects on glutathione-S transferase activity induced by atrazine
exposure in zebrafish (Danio rerio). Environmental Toxicolology, 26, 480-488.
DOI: 10.1002/tox.20575

Zygoura, P.D., Goulas, A.E., Riganakos, K.A. and Kontominas, M.G., 2007.
Migration of di-(2-ethylhexyl)adipate and acetyltributyl citrate plasticizers from
food-grade PVC film into isooctane: Effect of gamma radiation. Journal of Food
Engineering, 78, 870-877. DOI: 10.1016/j.jfoodeng.2005.12.004

51



OZGECMIS

Serap TERZI, 1987 yilinda Trabzon’da dogdu. Ilkdgretim ve lise egitimini 2004
yilinda Trabzon’da tamamladi. 2008 yilinda basladigi Karadeniz Teknik Universitesi
Macka Meslek Yiksekokulu Su Uriinleri B6lumi’nden mezun olduktan sonra 2010
yilinda basladig1 lisans egitimini 2014 yilinda Karadeniz Teknik Universitesi, Siirmene
Deniz Bilimleri Fakiiltesi, Balik¢ilik Teknolojisi Mithendisligi Boliimii’nde tamamladi.
2014 yilinda Recep Tayyip Erdogan Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Su Uriinleri

Anabilimdali’nda basladig: yiiksek lisans 6grenimini halen devam ettirmektedir.

52



	TEZ ETİK BEYANNAMESİ
	Tablo 1. Zebra balığı hedef genleri için nükleotid primer sekansları.

