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OZET

GIRIS VE AMAC: Bu ¢alismada plastiklerin esnetilmesinde kullanilan madde olan
fitalatlarin (DBP) erken embriyonik gelisim doneminde ve ge¢ fétus doneminde (72
saat ve 14 gilin) tavuk embriyolarinda olasi maruziyetlerinin ortaya konulmasi

amaglanmstir.

GEREC VE YONTEM: Bu amag¢ dogrultusun da dollenmis tavuk yumurtalarmin
hava bosluklar1 agilip igine bir kez olmak kosuluyla uygulamanin basinda 50 mg/ kg/
giin ve 100 mg/ kg/ giin olmak {izere fitalat enjekte edilmis ve sivi parafin ile
kapaltilmigtir. Diger deney gruplari; hi¢ bir islem uygulanmayan 2 kontrol grubu,
sadece hava bosuklar1 acilip kapatilan 2 plasebo grubu,2 uygulama grubundan
olugmaktadir. Her grupta 18 adet dollenmis yumurta kullanilmistir. Kontrol, plasebo
ve fitalata maruz birakilan embriyolar gelisimlerinin {i¢ ve on dordiincii giinlerinde

yumurtadan ¢ikartilarak morfolojik ve histolojik olarak incelenmistir.

BULGULAR: Morfolojik inceleme sonucunda kontrol grubu ile karsilastirildiginda
fitalata baglh olarak 72 saat embriyolarda kan adaciklarinda deformasyon ve gelisim
geriligi; 14 gilinlik embriyolarda kontrol ve plaseboda gelisim geriligi gériinmezken
fitalat uygulanan gruplarda gelisimin erken evrelerinde gelisimi durmus embriyolara
rastland1. I¢lerinden sadece bir tanesi 14 giine ulasan fotusun karaciger doku drnegi
histolojik ve morfolojik olarak incelendi ve kontrol grubu ile karsilagtirildiginda fitalat

grubu fotusun karaciger doku kesitinde belirgin herhangi bir patoloji izlenmedi.

SONUC: Sonug¢ olarak dollenmis yumurta igerisine uygulanan farkli dozlarda
fitalat’in kanatlilarin erken embriyonik gelisimi sirasinda ozellikle ilk 48-72 saatlik
evrede gelisimi durdurdugu ve gelisebilen fotuslarda karaciger doku kesitinde belirgin

herhangi bir patoloji olusturmadig: goriildii.

Anahtar Kelimeler: Civciv Embriyosu, Fitalat, NTD, Embriyo, Karaciger



ABSTRACT
Investigation Of The Effect Of Phthalate Exposure On Embronic Development

INTRODUCTION AND PURPOSE: In this study, it was aimed to reveal the
possible exposures of phthalates (DBP), which are used to stretch plastics, in chicken
embryos during early embryonic development and late fetus period (72 hours and 14

days).

MATERIALS AND METHODS: According to this purpose, the air chambers of
fertilized chicken eggs were opened and phthalate was injected once at the beginning
of the application, 50 mg / kg / day and 100 mg / kg / day then sealed with liquid
paraffin. Other experimental groups; two control groups without any treatment, two
placebo groups with only air gaps opened and sealed, and two application groups. 18
fertilized eggs were used in each group. The control, placebo and phthalate-exposed
embryos were hatched on the third and fourteenth days of their development and

examined morphologically and histologically.

FINDINGS: As a result of morphological examination, deformation and growth
retardation in blood islets in embryos for 72 hours due to phthalate when compared
with control group. In the 14-day-old embryos, growth retardation did not appear in
the control and placebo groups, whereas in the phthalate-treated groups, embryos that
had stopped developing at the early stages of development were found. Only one of
them reached 14 days-old and the liver tissue sample of the fetus was examined
histologically and morphologically and no significant pathology was observed in the

liver tissue section of the phthalate fetus when compared with the control group.

RESULT: As a result, it was observed that different doses of phthalate administered
into fertilized eggs halted the development during early embryonic development of
birds, especially during the first 48-72 hours and there was no significant pathology in

the liver tissue section of the fetuses that could develop.

Keywords: Chick Embryo, Phthalate, NTD, Embryo, Liver
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1. GIRIS VE AMAC

Insanlar her gecen giin artan miktarlarda embriyotoksik ve teratojenik potansiyeli
bilinmeyen ilaglar, endiistri yan drilinlerine, c¢evre Kkirleticilerine ve endokrin
bozuculara maruz kalmaktadir. Bu maddelerin pek ¢ogunun o6zellikle uzun siireli
karsilasma sonucu insan saghigi iizerinde olusturabilecegi saglik etkileri tam olarak
bilinmemektedir. Bu tip kimyasal bilesiklerin embriyotoksik ve teratojenik etkilerinin
deneysel arastirmalar ile in vitro ve in vivo teknikleri kullanilmak suretiyle ayrintili
olarak test edilmesi gerekir. Bununla birlikte iiretilen her bir yeni kimyasal bilesigin
test edilmesi miimkiin gériilmemektedir. Bu sebeple bir kimyasal bilesigin memeli
embriyosu {izerine etkilerini dogru bir sekilde tahmin edebilecek, ucuz ve hizli
alternatif tarama yontemlerinin gelistirilmesi faydali olacaktir. Bu amaca yodnelik
olarak memeli ve memeli olmayan hayvan tiirlerinin kullanildig: ¢esitli in vivo ve in

vitro test sistemleri kullanilmaktadir.

Literatiirde kanatli embriyolar1 6zellikle de tavuk embriyolar1 kullanilarak degisik
kimyasal bilesiklerin embriyotoksik ve teratojenik etkilerinin belirlendigi ¢cok sayida

arastirma mevcuttur.

Organizmaya disaridan alinarak endokrin fonksiyonlart ve viicudun dengesini bozan,
dogal ya da sentetik maddelere endokrin bozucular denir. Endokrin bozucular,
hormonlara agonist ve antagonist etkiler yapar. Bu etki, hormonun {iretimine veya
taginmasi tizerine etki ederek hormon reseptdriine baglanarak metabolize olmas1 ve
atilimini degistirmesi ile ortaya cikabilir. Bazi ilaclar, dioksin ve dioksin benzeri
bilesikler, poliklorlu bifeniller, baz1 pestisitler, fitalatlar ve bisfenol A (BPA) gibi
plastizer maddeler endokrin bozucu etkiye sahip maddeler arasinda siralanmaktadir.
Bu maddelerin pek cogu besinler, kozmetikler, kisisel bakim fiiriinleri, deterjanlar,
oyuncaklar, plastik siseler gibi giinliik hayatta sik¢a karsilagtigimiz ve yogun olarak

kullanilan tirtinlerde yer almaktadir.

Gergeklestirdigimiz bu ¢alismada, kanatli embriyolarinda di butil fitalat (di buthyl
phythalate, DBP) maruziyetinin prenatal donemde embriyonel gelisime olan etkileri

degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGIiLER

2.1. EMBRIYOLOJi

Tek bir hiicrenin 9 ay i¢inde bir bebege doniismesi, karmasik oldugu kadar, sasirtict
ve ayni zamanda hayranlik uyandiran bir siirectir. Bu siireci incelemekte ola ve bir
organizmanin en basindan yoktan var olmasina katkida bulunan molekiiler, hiicresel
ve yapisal faktorlerin arastirilmasini kapsayan ¢alismalara embriyoloji denir (Sadler

2011).

Tek hiicreden organ taslaklarinin ortaya cikmasina kadar devam eden siirece
embriyogenez donemi denmektedir. Fetusun biiyiidiigii kilo almaya basladigi bu
noktadan dogua kadar gecen siire i¢inde ise gecen doneme fetal donem denmektedir.
Tim bu siiregte olusan Oziirlerin nedenlering ve embriyolojik kokenleri tizerine

arastirma yapilan ¢alismalara teratoloji denmektedir.

J(F)

Sekil 1: Fare embriyosunda in vitro gelisim ( A) iki hiicreli (B) Dort Hiicreli (C) Erken
sekiz hiicreli (D) Kompaktlasan sekiz hiicreli asama (E) Morula (F) Blastosist (Gilbert
2000).



2.1.1. insan Embriyosu
2.1.1.1. Gastriilasyon

Gestasyonun ii¢lincii haftasindaki en 6nemli olay olarak embriyoda {i¢ adet germ
yapraginin (ektoderm, mezoderm ve endoderm) ortaya ¢iktig1 gastriilasyon olayidir.
Gastriilasyon epiblastin yiizeyinde primitif ¢izginin olusmasiyla baslar. Primitif
cizginin sefalik ucuna primitif diigiim denir. Primitif diiglimiin, ortasindaki kiiciik
primitif ¢ukuru cevreleyen hafifce kabarik bir bolgedir. Epiblast hiicreleri primitif
cizgiye dogru go¢ ederler. Bolgeye ulastiklarinda yassi bir sekil alan hiicreler
epiblasttan ayrilip, primitif oluk boyunca epiblastin altina dogru kayarlar. Bu harakete
invajinasyon denmektedir. Bu go¢ hareketi fibroblast biliylime faktorii 8’in (FGFS)
kontrolii altinda gergeklesir. FGF8, daha sonra Brachyury (T) ekspresyonunu
diizenleyerek, hiicrelerin mezoderme farklanmasini da denetlemektedir. Invajine
olduktan sonra, hiicrelerden bazilar1 hipoblasti iteleyerek embriyonik endodermi,
bazilar1 da epiblast ile daha yeni yeni olusan endodermin arasina yayilarak mezodermi
olustururlar. Epiblast iginde kalan hiicreler de ektodermi meydana getirirler.
Gastriilasyon siireci boyunca, gelisimin daha sonraki asamalarinda embriyonun biitiin

doku ve organlarinin gelisecegi li¢ germ yapraginin kaynagi epiblasttir (Sadler 2011).

Epiblast ve hipoblast tabakalar1 arasina giren hiicrelerin sayisi arttik¢a, bu hiicreler
sefalik ve lateral yonlere dogru yayilmaya baslarlar. Hiicreler zamanla embriyonik
diskin simirlarini asarak, yolk kesesi ve amniyon boslugunu orten ekstraembriyonik
mezodermle temasa gegerler. Sefalik yonde ilerlerken, prekordal plagin iki yanindan
gecerler. Prekordal plak notokordun en u¢ noktasiyla orofaringeal membran arasinda
kalan bir yerde, orta hat boyunca primitif diigiimden gegerek embriyonun sefalik ucuna
dogru goc eden ilk hiicreler tarafindan olusturulmuslardir. Prekordal plak daha sonra,
on beyin gelisiminde onemli bir rol oynamaktadir. Diskin kranial ucunda yer alan
orofaringeal membran, birbirine sikica yapisik ektoderm ve endoderm hiicrelerinden

olusan ag1z boslugunu temsil eden kiictlik bir bolgeden ibarettir (Sadler 2011).
2.1.1.2. Notokordun olusumu

Primitif diiglimde invaje olan prenokordal hiicreler prekordal plaga ulagana kadar
kranial yonde ilerlerler. Prenekordal hiicrelerin hipoblastin igine karigmasiyla,

embriyonun orta hatti kisa bir siire i¢in iki hiicre tabakasindan meydana gelen
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notokordal plaktan olusur. Hipoblast yerini primitif ¢izgi boyunca i¢e dogru hareket
eden endoderm hiicrelerine birakirken, notokordal plagin hiicreleri de g¢ogalarak
endodermden ayrilirlar. Bunlar daha sonra, noral tiipiin altin1 déseyen ve aksiyel
iskeletin kaidesini olusturacak olan i¢i dolu bir hiicre kordonunu nihai notokordu
olustururlar. Notokordun uzamasi dinamik bir siirectir. Once kranial ug olusur ve
kaudal bolgeler de primitif ¢izgi daha kaudal bir pozisyon kazandik¢a yapiya
eklenmektedir. Notokord ve prenotokordal hiicreler kranial yonde prekordal plaga,
kaudal yonde de primitif ¢ukura dogru uzanirlar. Primitif ¢ukurun epiblasta girinti
yaptig1 noktada noéroenterik kanal gegici bir siire yolk kesesiyle amniyon boslugunu

birbirine baglamaktadir (Sadler 2011).

Kloakal membran embriyonik diskin kaudal ucunda olusmaktadir. Arasinda
mezodermin bulunmadigi, birbirine sikica yapisik ektoderm ve endoderm
hiicrelerinden meydana gelmektedir. Kloakal membranin ortaya ¢iktig1 siralarda, yolk
kesesinin arka duvarinda baglanti sapinin i¢ine dogru uzanan kii¢iik bir divertikiil
belirir. Gelisimin 16. Giinlinde ortaya ¢ikan bu divertikiile allontoenterik divertikiil
veya allantois denmektedir. Allantois bazi alt grup vertebralilarda renal sisteden atilan
artiklar icin depo gdrevi yapar. Insanda ise rudimenter bir yap: olarak kalir; ancak

mesanenin bazi dogumsal anomalilerde rolii olabilmektedir (Sadler 2011).

2.1.1.3. Noriilasyon

Nériilasyon, noral plagm néral tiipe doniisme siirecidir. Ugiincii haftanin sonlarinda,
noral plagin lateral kenarlar yiikselerek noral katlantilar1 olustururlar; bu katlantilarin
arasinda uzanan ¢ukura noral oluk denmektedir. Noral katlantilar zamanla orta hat
boyunca birbirine dogru yaklasarak kaynasirlar. Kaynasma servikal bolgede besinci
somit hizasinda baglamakta olup, kranial ve kaudal yonlerde devam etmektedir. Sonug
olarak noral tiip olusmaktadir. Kaynasma tamamlanana kadar noral tiipiin sefalik ve
kaudal uglari, amnion bosluguyla sirasiyla kraniyal ve kaudal néroporlar yoluyla
iligkilerini stirdiiriirler. Kraniyel ndropor yaklasik 18-20 somit evreli 25. giinde,
posterior ndropor da 25 somit evreli 28. giinde kapanmaktadir. Noroporlarin

kapanmasiyla nérulasyon tamamlanmaktadir (Sadler 2011).



2.1.1.4. Noral tiip defekti (NTD)

Konjenital anatomik anomaliler, dogum defektleri ve konjenital malformasyolar,
dogumda var olan gelisim bozukluklari ifade etmek i¢in kullanilan terimlerdir.
Bebek oliimlerine neden olan dogum defektleri yapisal, fonksiyonel, metabolik,
davramigsal ya da kaliimsal olabilir. Insan konjenital anomalileri ya da dogum
defektlerinin, %50-60 1 bilinmeyen faktorler, % 20 -25° i multifaktoriyel kalitim, %
7-10° u cevresel ajanlar, % 7-8 1 mutant genler ve % 6-7" si de kromozom
anomalilerine bagl gelisir. Dogumsal anomalilerin %2’ sinden daha az miktar1 ilag ve

kimyasal maddelerle olugsmaktadir.

Anatomik anomaliler, tekli veya coklu, kiiciik veya biiylik, klinik agidan onemli
olabilir. insanda organ sistemlerine gére dogumda izlenen biiyiik anomali sikliklart
stirastyla; beyin 10:1000, kalp 8:1000, bobrekler 4:1000, ekstremiteler 2:1000,
digerleri 6:1000° dir. Tek minér anomaliler, yenidoganlarin yaklasik %14’ {inde
vardir. Bu mindr anomali eslik eden baska mindr veya major anomalilerin varligina
isaret edebilir. Yenidoganlarin %90°1 3 veya daha fazla mindr, 1 veya daha fazla major
anomaliye sahiptir. %3’ U klinik olarak 6nemli konjenital anomaliyle, %0,7” si de
coklu major anomaliyle dogar. Major gelisim defektleri, erken donem embriyolarda
daha yaygindir (%10 - 15), fakat cogu ilk 6 haftada kendiliginden diistikle sonlanir.

Spontan diisiiklerin %50 — 60’ inda kromozom anomalileri vardir.

Kuzey Amerika’ da yenidogan oliimlerinin %20’ sinden fazlas1 dogum defektlerine
baghdir. Yenidoganlarda ndral tiipiin bir boliimiiniin kapanmamasi sonucu agir bir
vertebral defekt tipi olan spina bifida sistika gibi biiyiik yapisal anomalilerin goriilme
siklig1 yaklasik %3’ diir. Dogumdan sonra ek anomalilerin fark edilebilme siklig1 2

yasinda %6, 5 yasinda %38’ dir.

Embriyo, uterus igerisinde iyi korundugu halde, annenin teratojenler olarak bilinen
bazi ¢evresel ajanlardan etkilenmesi gelisim bozukluklarina yol acgabilir. Teratojen,
konjenital anomali olusumuna neden olan veya anomali insidansini arttiran herhangi
bir ajandir. Hizli farklilagsma dénemi sirasinda, organlar ve embriyonun bazi boliimleri
teratojenlere daha duyarhidir. Biyokimyasal farklilasma, morfolojik farklilagmadan
once olaylanir ve bu sirada yapilar teratojenlere daha duyarlidir. Hiicresel farklilagsma

baslayincaya kadar, teratojenler anomali olugsmasina neden olacak sekilde etkili
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degillerdir. Ancak bunlarin erken donem etkileri embriyonun 6liimiine neden olabilir.
Bir teratojen, hiicrelerin hepsini ya da cogunu hasarlayabilir, bu da embriyonun 6liimii
ya da sadece birkag¢ hiicrenin 6limii ile sonuglanabilir. Bu durumda konseptus
(zigottan itibaren gelisen, embriyo ile birlikte plasentanin embriyolojik bdliimii ve
iligkili tim membranlarini kapsayan i¢ ve dis yapilar) kendini yenileyebilir ve embriyo

dogum defekti olusmadan gelisebilir.

Embriyo diskinin ortasinda olusan c¢izgisel kabariklik, embriyonun orta hattini
belirleyen ilk olusumdur. Orta hattaki kabariklig1 yapan hiicreler daha sonra orta hat
cizgisinden ve ilkel delikten iceriye girerek epiblast ve hipoblast ad1 verilen alt ve tist
tabakalarin arasina yerleserek mezodermi olusturmaya baslar. Ug tabakali embriyonun
olustugu gastrulasyon dénemi sonrast dnce SSS gelismeye baslar. SSS gelisimi de 3

asamada incelenir.

1. Noriilasyon (16 - 28. giinler): Orta hattin iki yanindan ¢ogalan hiicrelerin yaptiklari
yiikseltinin daha sonra orta hatta birleserek noral tiipii olusturmasi. 2. Kuyruk
tomurcugunun kanalizasyonu (29 - 52. giinler): torakal 12’ ye ulasan noriilasyondan
sonra kuyruk boliimiinde ¢ogalan hiicrelerin olusturduklar1 tomurcugun kanalizasyonu
ve apoptozis ile bazi hiicrelerin ortamdan ¢ekilmesi sonucu konus medullaris ve filum
terminalenin olusumu. 3. Farklilasma (dedifferansiyasyon): 52. giinden sonraki

gelismeler.

SSS’ nin primordiyumunu olusturan noéral plak, 3. haftada ortaya ¢iktig1 ve noral
kivrimlar ile noral tliplin olusumunu baslattig1 i¢cin ndriilasyondaki bozukluklar, beyin
ve medulla spinaliste ciddi anomalilerle sonuglanabilir. NTD’ leri en sik goriilen
konjenital anomalilerdendir. Anensefali (daha dogrusu meroanensefali, ekzansefali)

SSS’ ni etkileyen en ciddi ve ayn1 zamanda en sik goriilen noral tiip defektidir.

Embriyolojik gelisimin ilk 28. giiniinde SSS’ ni olusturacak olan primitif notokord
kendi iizerine kivrilip rostral kapanmasini tamamlar. Dolayisiyla gestasyonun bu ilk
ay1 igerisinde olusabilecek duraklamalar NTD’ lerine neden olur. Geri kalan
embriyolojik donemde, néronlarin ¢ogalarak tabakalar olusturmasi ve bu tabakalara
dogru gogti gerceklestiginden, bu asamada olusabilecek patolojilere de “migrasyon

anomalileri” denir.



Malformasyonlar, herhangi bir bozukluga neden olmayacak kadar basit ya da agir
norolojik hasara yol agabilecek veya yasamla bagdagsmayacak kadar agir ve karmasik
da olabilir. Bu spektrum igerisinde kraniosizis, anensefali, meningoensefalosel, gergin
omurilik, Chiari malformasyonlari, Dandy-Walker malformasyonu, akuaduktus Sylvii

stenozu, araknoid kistler ve kraniosinostozlar yer almaktadir.

Noriilasyon defekti sonucu olusan orta hat kapanma kusurlar1 arasinda
myelomeningosel, lipomyelomeningosel, ayrik omurilik anomalisi, dermal sinus trakti

ve ansefalosel sayilabilir.

Kuyruk tomurcugunun kanalizasyonu hatasi sonucu olusan orta hat kapanma
defektleri, kuyruk tomurcugunu olusturan hiicre grubunun kanalizasyon ile ayrismasi
ve apoptozis ile fazla hiicrelerin ortamdan ¢ekilerek konus medullaris ve filum
terminalenin olusumunun gerceklesmesi gereken bu asamadaki defektler nedeni ile
olusur. Bunlar arasinda; terminal myelosistosel, sakral lipom ve kalin filum terminale
sayilabilir. Bu gruptaki anomaliler daha Onceden “spina bifida okkulta” olarak
bilinmektedir. Defektin iizeri ciltle kapli oldugundan bdyle bir lezyon goriildiigiinde
siphe uyanmali ve eslik edebilecek konjenital anomaliler agisindan tarama
yapilmalidir. Bu olgulara eslik edebilecek norolojik, kutandz, ortopedik ve tirolojik bir

takim bulgular olabilir.

2.1.1.5. Karaciger

Karaciger yetislin viicudunda viicut agirligiin %2’sini olusturan 1,5 kg agirlig1 olan
en bliylik i¢ organdir (Mescher 2015). Karaciger fibroz bag dokusundan olusan kapstil
ile (Glisson kapsiilii) sarihidir. Kapsiiliin etrafi, organin direkt olarak diyafragmaya ya
da diger organlara yapistigi yerler disinda, serdz kilif ile (visserel periton)
cevrelenmistir. Karaciger, derin oluklarla anatomik olarak sag ve sol olmak iizere iki

bliyiik loba ve kuadrat ve kaudat olarak iki kiiciik loba ayrilir.

Embriyoda, karaciger, dnbagirsak duvarindan bir endodermal evajinasyon olarak
geligerek hepatik divertikiilii olusturur. Divertikiil prolifere olarak hepatositleri olustur
ve bunlarda hiicre kordonlar1 halinde diizenlenerek karaciger parankimini sekillendirir.

Hepatik divertikiiliin orijinal sap1 ortak safra kanalini olusturur. Ortak safra kanalindan



olusan bir ¢ikinti, sistik divertikiilii sekillendirir ve sistik divertikiilden de safra kesesi

ve sistik kanal olugur (Ross and Pawlina 2010).

Karaciger; plazma proteinlerinin sentezi, karbonhidratlarin depolanmasi, safra yapima,
keton bilesiklerinin yapimi, iire yapimi, metabolizmalarinin kontrolii, yag

metabolizmasi, bazi hormonlarin inaktivasyonu, gibi fonksiyonlara sahiptir.

Karacigerin temel yapisal elemani karaciger hiicresi adi verilen hepatosittir.
Hepatositler 6 veya daha fazla yiizeyli polihedral, 20-30 mikron ¢apta hiicrelerdir.
Genellikle bir; bazen de iki c¢ekirdekli, soluk pembe sitoplazmaya sahiptirler.
Sitoplazmalarinda lobiiliin orta kisminda daha belirgin olmak {izere ince kahverengi
graniiller halinde lipofuksin pigmenti ve yag vakuolleri bulunabilir. Hepatositler; lobiil
icinde periferden merkeze dogru kordonlar olusturur. Bu kordonlar birbirleriyle
serbest anastomozlar yaparak labirent seklinde yapilar olusturur. Hepatositler,
epitelyal hiicreler olup birbirleriyle baglantili plaklar halinde kiimeler
olusturmuslardir. Karaciger hiicre plaklar1 arasinda sinuzoidler bulunur. Sinuzoidler,
lobulus i¢i kan dolasim agini olustururlar. Venulae perilobularislerden, V. centralis
yoniinde akan kan, sinuzoid duvari araciligi ile karaciger metabolizmasina katilir.
Sinuzoid duvarinda iki tip hiicre vardir. Biri, endotel hiicresi; digeri de retikulo endotel
sisteme (RES) ait olan “Kupffer” yildiz hiicreleridir. Kupffer tanimlamasina gore,
“yildiz sekilli” hiicreler diye amilmaktadirlar. Ileri derecede fagositoz kabiliyetleri
olup, sabit makrofajlar grubundan sayilirlar. Kupffer hiicreleri sitoplazmalarinda

fagositoz vakuolleri, kalint1 cisimcikler ve lizozomlar bulunur (Aksoy 1977).

Karaciger atar damarina hepatik arter denir ve gérevi ana atar damar olan aorttan aldigi
oksijence zengin kani karacigere tasimaktir. Kap1 toplardamar (portal ven) viicudun
diger biiyiilk damaridir ve 6zellikle ince bagirsak da sindirilmis besinleri karacigere
tasir. Bu kan damarlar karaciger i¢inde ¢ok sayida dallara ayrilir ve kapiller ad1 verilen

kilcal damarlar halinde sonlanirlar (Ozvaran 2004)

Karaciger, kardiyak atimin yaklasik % 25’ini alir, boylece 1500 ml/dk kanla sulanir.
Bu kan, karacigerin beden fonksiyonlarimi saglamada ciddi rol oynayan vendz akim
kaynagi portal ven ve biliyer sistemi besleyen ve karaciger oksijenizasyonunda temel
rol alan hepatik arter olmak {izere iki ana sistem tarafindan saglanir. Karaciger i¢inde

portal veniillere ve oradan da siniizoidlere bosalir. Bundan sonra santral vene ulasan
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kan akimi, hepatik ven dallarina nihayetinde inferiyor vena cava’ya ulagarak karacigeri
terkeder. Portal kan akimi tiim ince barsaklarin vendz drenajini saglar. Boylece
incebagirsakta besin degeri zengin maddeleri ve beraberinde ilaglar1 ve zehirli
maddeleri karacigere tasir (Silomikronlar haric). Pankreatik drenajida karacigere
girmeden Once saglar. Hepatik arter karacigere gelen kanin yaklasik olarak % 25’ini
saglayan ¢Oliyak arterin bir koludur. Hepatik arter dallanarak interlobiiler arterleri
olusturur. Kan klasik olarak karaciger lobiiliinlin ¢evresinden merkeze dogru akar

(Scherlock and Dooley 2002).

Karaciger viicudun en biiyiik lenf kaynaklarindan birisidir ve total lenf hacminin
yaklagik % 15-20’sini olusturur. Siniizoidal endoteliyal hiicrelerden “Disse mesafesi”
portal sistemden ve hepatik ven ¢evresinden olusan karaciger lenfasi1 yiizeyel ve derin
lenf yollar1 ile lenf diiglimlerine tasinir. Yiizeyel lenfa yollarinin bir kismi1 ligamentum
falsiform i¢indedir. Bu lenfa diyafragmay1 gecerek mediasten lenf diigiimlerine ulasir.
Diger bir kismi ise gogiis i¢inde inferiyor vena cava ile buradaki lenf diigiimlerinde
sonlanir. Derin lenfa yollar1 ise portal alanlardadir, bunlar hilus civarindaki lenf

diigiimlerine gelir. Buradan da sisterna sili yolu ile duktus torasikusa aktarilir

(Scherlock and Dooley 2002).

2.1.2. Tavuk Embriyosu

Ortalama olarak kulugka siiresi 22 giin olmaktadir. Bunun bir giinii tavuk viicudunda,
kalan 21 giin ise kulugkada gecmektedir. Memeli canlilarda, embriyonal gelisim anne
uterusunun i¢inde olusurken, avianlarda (kanatlilar) dolayistyla tavuklarda, tamamen
viicut disinda gergeklesmektedir. Civeiv embriyonal gelisimini, olusumu i¢in gerekli
olan besinleri depolandigi yumurta i¢inde tamamlamaktadir. Yumurtada embriyo
gelisimi baslayabilmesi i¢in bazi ¢evre kosullarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Giiniimiizde
bu islem yumurtalarin inkiibatorlere konmasi ile de saglanabilmektedir. (Aksoy 1999,
Hamburger and Hamilton 1951)

2.1.2.1. Yumurtlama oncesi embriyo gelisimi

Tavuk embriyosunun gelisimi yumurtada, kismen tavugun viicudunda, ancak
cogunlukla yumurtlamadan sonraki donemde meydana gelmektedir. Dollenmis

yumurtalar, tavuk ve horozlarin ayni yerde bulundugu kiimeslerde ciftlesmeleri ile
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meydana gelmektedir. Ciftlesme sirasinda sperm yumurta kanalinda hizla yol alarak
yaklasik 30 dakika sonunda infundibuluma ulasmaktadir. Ovulasyondan 15 dakika
sonra yumurta sperm tarafindan dollenir ve zigot denilen fertilize yumurta meydana
gelir. Zigot olusumundan hemen sonra embriyonik yap1 gelismeye baslar. Yaklasik
4 saat sonunda ilk hiicre boliinmesi meydana gelmektedir. Yumurta, istmusa girdikten
1 saat sonra embriyo 16 hiicreye ulasir. Uterusa eristikten 4 saat sonra ise 256 hiicreye

sahiptir ( Hamburger and Hamilton 1951, Senkoylii 2001).

Yumurtada embriyo, ovipozisyon olay1 ile yumurtlamadan kisa bir siire 6ncesine kadar
“blastoderm” adi verilen tek katli bir hiicre tabakasindan ibarettir. Hiicre
farklilagsmasinin goriildiigli asamaya “gastrulasyon” adi verilir. Yumurta sarisinin
yiizeyinde bulunan bu hiicre tabakasina paralel olarak daha altta, sar1 kismin igine
dogru diger bir hiicre tabakasi olusmaya baglar. Bunlardan yiizeyde ve dista olana
“ektoderm”, icte olana “endoderm” adi verilir. Déllenmis yumurta, tavuk tarafindan
yumurtlandigi zaman ektoderm ve endoderm tabakalarindan olusmaktadir

(Hamburger and Hamilton 1951).
2.1.2.2. Yumurtalama sonrasi oda kosullarinda gelisim

Yumurta, kulucka makinesine yerlestirilene kadar embriyo, uyku evresindedir.
Embriyonal gelismenin makinede ihtiya¢ duydugu sicaklik, 37,5 + 0,5°C’dir. Ancak
24°C tizerindeki sicakliklarda da embriyo gelisebilmektedir. Yumurtlama sonrasinda
embriyonal gelismeyi durdurabilmek ig¢in 15-18°C arasinda bir gevre sicakliginda

muhafazasi saglanmalidir ( Senkoylii 2001).
2.1.2.3. Kulu¢cka makinesinde embriyo gelisimi

Doéllenmis yumurta optimum 37,5°C sicakliktaki kulugkaya yerlestirildigi zaman
embriyonal gelisme kaldig1 yerden devam etmektedir. Hiicre boliinmesi hizla meydana
gelirken ektoderm ile endoderm tabakalarindan meydana gelecek olan 3. tabaka olan
“mezoderm” olusur. Embriyonal gelismenin ileri sathalarinda her bir tabakadan farkli

doku ve organ sistemlerinin meydana gelecegi goriilmektedir (Senkoylii 2001).

Ektoderm tabakasindan; deri, tily, gaga, tirnak, sinir sistemi, goziin mercek ve retina
tabakalari, agzin mukoza tabakas1 meydana gelmektedir. Endoderm tabakasindan;
sindirim, solunum ve endokrin sistemleri olusmaktadir. Mezoderm tabakasindan; kas,

kemik, kan, lireme sistemi ve bosaltim sistemi gelismektedir. Embriyonun 21 giinliik
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inkiibasyon siiresi boyunca ii¢ tabakadan olusan doku ve organ sistemleri meydana

gelmektedir ( Senkoylii 2001).
2.1.2.4. Hamburger-hamilton skalasi

Tavuklarda 21 giin olan kulugka siiresi, Hamburger ve Hamilton (1951) skalasina gore

asagidaki gelisim asamalarina ayrilmislardir.

Evre 1 (Sulkus Primitivus Oncesi): 0-6. Saatleri kapsamaktadir.
Evre 2 (Baslangi¢ Sulkus Primitivus): 6-7. Saatleri kapsamaktadir.
Evre 3 (Ara Sulkus Primitivus): 12-13. Saatleri kapsamaktasdir.
Evre 4 (Belirgin Sulkus Primitivus): 18-19

Evre 5 (Bas Cikintisinin Gelistigi): 19-22.

Evre 6 (Bas Kivrimimnin Olustugu): 23-25. saatler

Evre 7 (Bir Somitli): 23-26. Saatler. Bu donemde gercekte 2 somitlidir. 1.somit heniiz

acik bir bicimde goriilmez. Noral katlantilar bas bolgesinde goriiliir hale gelmistir.

Evre 8 (Dort Somitli): 26-29. saatler Noral katlantilar orta beyin seviyesinde
birlesirler. Bu donemde 4 somit vardir. Blastodermin posterior yarisinda kan

adaciklar1 goriilmeye baslar.

Evre 9 ('Yedi Somitli): 29-33. Saatler primer optik kesecikler olusmaya baglar. Kalbin

odaciklar1 birlesmeye baslar. Somit sayis1 ortalama 7’dir.

Evre 10 (On Somitli): 33-38. Saatler Somit Sayist 10’a ulasmistir. 1. Somit daginik
olarak yerlesim gosterir ve bundan sonraki evrelerde sayiya dahil edilmeyecektir.
Kraniyal katlantinin ilk isareti olan {i¢ adet ilk beyin kesecigi, agik sekilde goriiliir
hale gelir. Optik kesecikler net degildir. Kalp hafif saga dogru yerlesimlidir.

Evre 11 (On ii¢ Somitli): 40-45. saatler bir kranial katlanti vardir. Arka beyin 5

noéromere ayrilmistir. On néropor kapanmaya baslamistir.

Evre 12 (On alti Somitli): 45-49. saatler kafa sola dogru dénmiistiir. On ndropor
kapanmistir. Telensefalon goriilmeye baglamistir. Primer optik kesecikler ve optik sak

oldukca iy1 sekilde goriiliir. Kulak cekirdegi derindedir ve genis sekilde aciktadir.

11



Kalp hafif bir S sekli alir. Amnionun bastaki katlantis1 6n beyin bolgesinin girisini
kaplar. Somit sayis1 16 olmustur.

Evre 13 (On dokuz Somitli): 48-52. saatler kafa tamamiyla sola donmiistiir. Kranial
ve servikal katlant1 genis bir egim yapar. Telensefalonun genislemesi belirgindir.
Derindeki kulak c¢ekirdeginin agikligi daralir. Hipofize ait bir belirti yoktur.
Atrioventrikiiler kanal daralarak belirginlesir. Amnionun bastaki katlantis1 6n beyni,

orta beyni ve arka beynin 6n kismini kaplar. 19 somit vardir.
Evre 14 (Yirmi iki Somitli): 50-53. Saatler fleksiyon ve rotasyon.

Kranial fleksiyon: 6n beyin ve arka beyin akslar1 bir dik ag¢1 olustururlar. Servikal
fleksiyon genis bir egim olusturur. Viicut rotasyonu arkaya dogru 7-9 somit
seviyesine kadar devam eder. Bu seviyenin arkasinda hafif gévde fleksiyonu olusur.
Visseral ark 1 ve 2, yarik 1 ve 2 ayirt edilir. Posterior arklar olugsmamigtir. Primer
optik kesecikler iceriye dogru girer. Lens olusmaya baglar. Kulak c¢ekirdegindeki
aciklik sinirlanir. Rathke kesesi tanimlanabilir hale gelir. Kalbin ventrikiiler bosluklar

olusur ve atmaya baslar. Amnion 7—10. somite kadar uzanir. 22 somit olugsmustur.
Evre 15: 50-55. Saatleri kapsamaktadir.
Evre 16: 51-56. Saatleri kapsamaktadir.
Evre 17: 52-64. saatleri kapsamaktadir.
Evre 18: 65-69. saatleri kapsamaktadir.
Evre 19: 68-72. saatleri kapsamaktadir.
Evre 20: 70-72. saatleri kapsamaktadir. *
Evre 21: Ortalama 3.5 giin

Evre 22: 3.5 giin

Evre 23: 3.5-4. giinler

Evre 24: 4. giin

Evre 25: 4.5 giin

Evre 26: 4.5-5. giinler

Evre 27: 5. giin
12



Evre 28: 5.5 giin

Evre 29: 6. giin

Evre 30: 6.5 giin

Evre 31: 7. giin

Evre 32: 7.5 giin

Evre 33: 7.5-8. glinler
Evre 34: 8. giin

Evre 35: 8. ve 9. giinler
Evre 36: 10. giin

Evre 37: 11. giin

Evre 38: 12. giin

Evre 39: 13. giin

Evre 40: 14. giin *
Evre 41: 15. giin

Evre 42: 16. giin

Evre 43: 17. giin

Evre 44: 18. giin

Evre 45: 19-20. giinler
Evre 46: 20-21. Giinler
(Hamburger and Hamilton 1951)

*Calismamizin gerceklestigi evreler.
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Sekil 2: Embriyo sathalari (Hamburger and Hamilton 1951)

2.1.2.5. Tavuk karaciger gelisimi

Civciv karaciger gelisimi inkiibasyonu takip eden 33. saatte kardio-hepatik bolge
olarak adlandirilan alanda, midenin kaudali, barsagin ventralinde endodermal ¢ikinti
olusturarak gelismeye baslar. Hepatik divertikiil ve ya karaciger tomurcugu denilen bu
¢ikint1 hizli proliferasyon gostermekte olan hiicrelerden meydana gelmektedir. Kalp
mezodermal yapida olugmakla birlikte karaciger ise endodermden olusmaktadir. 14.
Safhadan itibaren karacigerin yapisina mesoderm katilmaktadir. Endodermal yap1
anterior ve posterior olmak iizere iki divertikiile boliiniir ve barsak tabani kapanirken
karaciger tomurcugu, barsagin ventral duvarinda uzamaya baslar. 4 giinlilk embriyoda
bu ¢ikint1 dallanip hiicre kordonlar1 olusturmaktadir. Gelismekte olan hiicre kordonlari
gittikce cogalarak ti¢ boyutlu bir ag olustururlar. Karaciger hiicreleri, perikard boslugu
ve vitelliis sap1 arasindaki mezodermal plak (septum transversum) igine girmeye
devam ederken, yaklasik 18. evrede hepatik divertikiil ile 6n barsak arasindaki baglanti
daralarak safra kanallarini olusturur (Bellairs and Osmond 2005).
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2.2. FITALAT
2.2.1. Teratojen Madde

Fetiis’iin gelisiminin kritik evresinde maruz kaldiginda fetal fonksiyonu ve
morfolojisini degistiren herhangi bir enfeksiyéz ajan, ilag, kimyasal madde veya

radyasyonlarin tiimiine teratojen denir (Dudek 2016).

A. Direncli Dénem (gelisimin 1. Haftas1): Implante olmus embriyonun “hep ya da hi¢”

fenomeni gosterdigi zamanlardir.

B. Maksimum Duyarli Dénem (3-8. Haftalar; Embriyonik Dénem): Embriyonun
teratojenlere en duyarli oldugu donemdir. Ciinkii biitiin organ morfogenezi bu siirede

olusur.

C. Duyarliligin En Diisiik Oldugu Doénem (9-38. Haftalar; Fetal Donem): Fetusun
teratojenlere duyarliliginin az oldugu zamandir. Ciinkii organ ve sistemler olusmustur.
Bu donemde bir teratojene maruz kalinmasi organ sisteminin bozulmasina neden

olmaktadir.
Teratojen madde siniflandirmast;

- Infeksiydz Ajanlar

- Torch Enfeksiyonlari

I11-  Cocukluk Caginda Yapilan Asilar

IV- X Kategorisindeki ilaglar (Gebelikte Kesinlikle Kullanilmaz)
V- D Kategorisindeki Ilaclar (Fetiis’e Olan Riski Kanitlanmus)
VI-  Kimyasal Ajanlar

VII-  Keyif Verici ilaglar

VIII- Iyonize Radyasyon (Dudek 2006).

Siddetli dogumsal malformasyonlar dogumlarin% 3'linde gorilir. Bu, Amerika
Birlesik Devletleri'nde her yi1l 120.000 yenidoganin agir dogum kusurlar1 ile dogdugu
anlamma  gelmektedir. Genetik  hastaliklar  dogumlarin  yaklasik%  11'inde
goriiliir. Spontan mutasyonlar genetik hastaligin <% 2 ila% 3'inii olusturur (Brent
2004).
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2.2.2. Fitalat Kavram

Fitalatlar, 1,2-benzendikarboksilik asitin dialkil veya alkil/aril esterleridir. 1930
yillarindan bu yana katki maddesi olarak ¢ok yaygin kullanilmakta olan endiistriyel
rtinlerdir. Fitalatlar fitalik anhidrid ile uygun bir alkoliin (genelde 6-13 karbonlu)
reaksiyonu ile elde edilen renksiz ve oda 1sisinda sivi halde bulunan maddelerdir
(Balct, Erkekoglu ve Koger-Glimiisel 2004). Bu plastifiyanlar, kati Polivinil Kloriir’iin
(PVC) daha yumusak olmalarini saglamak i¢in kullanilmaktadir (Meeker 2012).

Fitalatlarin genel kimyasal yapis1 Sekil 2° de gosterilmistir.

@)

OR
OR'

O

Sekil 3: Fitalatlarin genel kimyasal yapis1 ( Hauser and Calafat 2005).

Fitalatlar saf formda renksiz, kokusuz, lipofilik 6zelligi olan, suda az ¢oziinen,
ucuculuklar1 diisiik yagl sivilardir. Erime noktalar1 diistiktiir, 5.5°C ile -58°C arasinda
degismekle beraber cogununki 0°C’nin altindadir. Kaynama noktast 230°C ile 486°C
arasinda degismektedir. Bu sebeple genis aralikli sicaklik derecelerinde sivi halde

bulunmaktadirlar.

Fitalatlar giinlik hayatta her yerde bulundugundan, fitalatlara insan maruziyetinin
potansiyel sonuglart genel popiilasyonda kaygilara yol agmis ve gebe kadinlar,
yenidoganlar ve ¢ocuklar gibi hassas konularda ¢alisilmistir. Kadinlarda erkeklerden
daha yiiksek seviyelerde monobutil fitalat (MBP) ve monoetil fitalat (MEP) , parfiim,
oje i¢inde yaygin olarak kullanilan di- n -biitil fitalat (DBP) ve dietil fitalat (DEP)
kiime maruziyetini ortaya c¢ikarmustir. Fitalatlar, hayvan gonadlarin1 ve prenatal
gelismeyi etkileyen Ostrojenik ve anti-androjenik endokrin bozucular olarak kabul
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edilir. Toksikolojik kanitlar, fetlise niifuz eden plasentanin DBP, DEP ve di- (2-
etilheksil) fitalat (DEHP) gibi bazi fitalatlara maruz kaldigini gostermektedir (Huang,
Kuo, Chou, Lin and Lee 2009).

Insanlarda da, 6zellikle erkek iireme gelisimini etkileyen gelisimsel ve reprodiiktif
toksikanlar olabilecekleri diisiiniilmekte, endokrin bozucu etkilerinin olabilecegi ileri
siiriilmektedir. Fitalatlarin hem erkek hem de disi sicanlarda biiyliimeyi ve seksiiel
gelisimi bozduklar1 gézlenmisti. DBP verilen sicanlarda testosteron diizeylerini
onemli Olgiide azalttig1 ve testiste Leydig hiicre sayisin1 onemli derecede azalttigi

bulunmustur (Foster, Mylchreest, Gaido and Sar 2001).
2.2.3. Fitalatlarin Kullanim Alanlar

Fitalatlar, plastiklere esneklik kazandirmak i¢in endiistriyel olarak fazla miktarlarda
iretilmektedirler. 400.000 tondan fazla fitalat plastiklestirici (DEHP, DBP, DMP,
DEP ve BBP gibi), her yil Japonya’da endiistriyel olarak iiretilmektedir (Okubo vd.
2003). Fitalatlar, plastik malzemelerin esneklik ve yumusakligini arttirmak igin
kullanilan kimyasal maddeler olup, tekstil iirlinleri, oyuncaklar, plastik siseler, kan
transfiizyon torbalar1 ve medikal malzemeler, kozmetikler, parfiimler ve sabunlar dahil
kisisel bakim {iriinlerinde ve gida ambalajlamada kullanilirlar. Yiiksek miktarlarda
uretilip tiiketilmektedirler. Kullanimlarimin yaygin olmasi ve plastik materyalden
kolayca ayrigabilmeleri nedeniyle fitalatlara oral, inhalasyon ve dermal yollarla ciddi
maruziyetler s6z konusudur. En 6nemli ve tehlikeli maruziyet kaynaklari ise medikal
malzemelerdir. Bu maruziyet gelisim acisindan kritik bir doneme denk gelirse veya
yogun bir temas s6z konusuysa, kalic1 ve ciddi hasarlar ortaya ¢ikabilmektedir (Balc,

Erkekoglu ve Koger-Giimiisel 2004).

Bu bilesikler, alkil yan zincirlerinin uzunluguna gére uzun ve kisa zincirli fitalatlar
olarak iki smifa ayrilir. Fitalatlar, genis bir {irin yelpazesinde bulunabilir. Disiik
molekiiler agirlikli fitalatlar, kisisel bakim iriinlerinde, baz1 diyet takviyeleri ve
ilaglarinda ve diger tiiketim iiriinlerinde bulunur. Yiiksek molekiiler agirlikli fitalatlar,
tiiketici iiriinlerinde, gida ambalajinda, ev esyalarinda ve diger ingaat malzemelerinde

yaygin olarak bulunan esnek PVC'de bulunur (Meeker 2012).
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2.3.4. Fitalat Maruziyet Alanlan

Fitalatlar, giindelik satin alinan bir¢ok iiriinde, gida paketleme materyallerinde ve tibbi
aletlerde plastiklestirici olarak kullanildiklarindan gidalarda ve c¢evremizde
bolcabulunmakta ve rastlanilmaktadir. Fitalatlar Polivinil Kloriir'e sikica
tutunamadiklarindan zamanla serbest kalirlar. Insanlar fitalatlarla inhalasyon, oral,
dermal ve biyomedikal islemler yaptirdigi Sirasi maruz kalmaktadirlar. Bunlar
arasindan en ciddi fitalat maruziyeti kaynaklari arasinda kan transfiizyonu
malzemeleri, serum setleri ve diyaliz torbalar1 gibi medikal malzemeler sayilabilir
(European Commission, 2008-2015). Yapilan bir arastirmada yogun bakim
tinitelerinde tedavisi devam etmekte olan yenidogan bebeklerin idrarlarinda DEHP
metabolitleri 6l¢lilmiis ve PVC igermekte olan malzemelerin kullanimi fazlalastik¢a
bebeklerin idrarlarinda ki DEHP diizeyininde artmakta oldugunu belirlemislerdir.
PVC icermekte olan aletler ile temaslarinin artigi bebeklerin ortalama DEHP
diizeylerinin diger normal polpiilasyona gore 25 kat daha fazla oldugunun sonuglarini
ortaya koymuslardir (Guo, Wu and Kannan 2011). Diger bir temas alan1 evlerimizde
kullanilan PVC pencereler ve yer dosemeleridir. Bu nedenle kapali ev ortamlarinda
fitalat konsantrasyonlari ev dis1 agik dis ortam konsantrasyonlarina gére daha fazladir.
Fitalatlar, ev ortami ve agik havada bulunan havada yiiksek oranda tespit
edilmektedirler. Kentsel bolgelerde agik alanlarda hava fitalat konsantrasyonlarinin
kirsal bolgelerde bulunan konsantrasyonlardan daha yiiksek oldugunun sonucuna
varilmistir. Yeni yapilmis bir evin icinde DEHP ve DBP miktar1 6l¢iildiiglinde sirast
ile 1046 ve 841 ng/m®oldugu ve ayrica DMP, DEP, BBP, DIBP ve DCHP’nin de
bulunmakta oldugu goriilmistiir (Carlstedt 2013, Okubo, Suzuki, Yokoyama, Kano
K. and Kano,| 2003).

Fitalatlar ve plastik karigimi maddeler dogada kalict bulunamazlar; biyodegredasyon,
fitodegredasyon ve anaerobik degredasyona maruz kalirlar (Pereira Mapuskar and Rao
2008).

Yapilan caligmalar sonucunda sucul ¢evrede de bu bilesiklerin yayilimi 1iyi
bilinmektedir. Akarsular, atik sulardan alinan 6rnekler ve igme sularinda bulunduklar1
tespit edilmistir. DBP, DMP, DEHP ve bunlarin monoesterleri Japonya Tama
Nehri’nde mikrogram seviyesinde tespit edilmistir (Okubo et al 2003). Bir ¢ocuk
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oyuncak bir ¢ingiragi agzina gotiirdiigli zaman serbest kalan fitalat ve metabolitleride
viicuduna almaktadir (Latini, Felice and Verrotti 2004). Fitalat iceren kaplarda
bulunmakta olan gida malzemeleri tiikketimi yolu ile maruziyet s6z konusudur.
Ozellikle bu kaplarda ki yiyeceklerin mikrodalga firina konularak 1sitilmas1 sonucunde

maruziyet artabilmektedir (Guo et al 2011).
2.3.5. Fitalatlarin Biyotransformasyonu

Fitalatlarin biyotransformasyonu fitalat diesterlerinin lipaz ve esterazlar ile fitalat
monoesterlerine donisimii ile baslamaktadir. Fitalat monoesterleri sitokrom P450
enzimiyle (CYP450) yan zincir oksidasyonuna ugramaktadir ve monoester okside
metabolitler olusmaktadir. Oksidasyonu devam eden siiregte Olusan metabolitler daha
ilere oksidasyona ugrayabilmektedirler. Fitalatlardan bazilarinin  diesterleri
monoesterlerinden biyolojik olarak daha pasiftirler. Olusacak olan metabolitler
glukroniltransferaz (UGT) ve siilfotransferaz (SULT) enzimlerinin araciligr ile
glukuronat ve ya siilfat konjugatlarina déniistiiriiliir. Idrar ve fecesle elimine edilmekte
olan fitalatlarin metabolitleri serbest veya konjugatlari halindedir. Uzun zincirli
fitalatlarin yar1 omiirleri %60’ dan daha kisa olmakta ve 24 saat i¢inde viicuttan

atilmaktadirlar (Bajkin 2014, Erkekoglu ve Giimiisel, 2014).
2.3.6. Fitalat Karaciger Toksisitesi

DEHP bir lipofilik bilesiktir ve hem insanlar hem de kemirgenler tarafindan cilt ve
akcigerlerden emilebilir. Bununla birlikte, en biiylik emilim oral maruz kalmadan
sonra meydana gelir. DEHP gastrointestinal sisteme girdiginde, pankreas lipazlar ile
mono (2-etilheksil) fitalat (MEHP) ve 2-etilheksanol'e hizli bir sekilde metabolize
edilir. Diistik konsantrasyonlarda, DEHP'nin ¢ogu bu iki metabolit olarak emilir, ancak
yiiksek dozlarda bazi metabolize olmayan DEHP'ler de emilebilir. Insan emiliminin %
25 kadar yiiksek oldugu tahmin edildi, ancak siganlar oral dozun% 55'inden fazlasini
emer. Ayrica, insan olmayan primatlarin oral dozun yiizde oranin siganlardan daha az
emdigi goriliyor. Bir kez absorbe edildiginde, DEHP ve metabolitleri, hidrolize
edilmemis DEHP'nin spesifik olmayan esterazlar yoluyla metabolize edilebildigi
kanda viicutta dagilir. Maymunlar da dahil olmak iizere, kemirgenlerde ve diger

tiirlerde oral uygulamadan sonra yapilan birgok DEHP dagilimi ¢aligmasi, karacigerin,
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tekrarlanan maruz kalma kosulu altinda en fazla DEHP ve metabolitleri igerdigini

gostermistir (Foster, Mylchreest, Gaido and Sar 2001).

Fitalatlarin karaciger lizerinde istenmedigimiz yan etkilerinin oldugunu ortaya
koymakta olan pek ¢ok calisma bulunmaktadir. MEHP, DEHP'nin varsayilan toksik
metabolitidir, DEHPmin esas olarak bagirsaklarda, karacigerde, bdbreklerde,
akcigerlerde ve pankreasta hidrolizi ile olusur. MEHP, kemirgen karacigerinde
kanserojen etkiye neden olabilmektedir (Chen et al 2012). Yapilan diger ¢calismada ise
yiiksek seviyelerde MEHP maruziyeti apoptozu arttirirken diisiik seviyelerin apoptozu
azalttigr gozlemlenmistir (Hasmall, James, Macdonald, Soames and Roberts 2000).
DEHP’e ¢ok az siire maruz birakilan farelerin karaciger agirliklarinin hi¢ maruz
kalmayan gruba gore bir artis oldugu saptanmis. DEHP’e maruz kalan farelerde
Leydig hiicre fonksiyon bozuklugunun varligini gosteren bulgular artmis. Ayrica
maruz kalan farelerde artmis alkalin fosfataz (ALP) ve glutamik piruvik transaminaz
(GPT) enzim konsantrasyonlari ile karaciger fonksiyon bozuklugu tespit edilmistir
(Miura et al 2007). DEHP’in peroksizom proliferator etkisine ek olarak, hepatositlerde
antioksidan dengeyi bozarak oksidatif stresi artirdigi belirlenmistir. Peroksizom
proliferatorleri, Kupffer hiicrelerindeki redoks-duyarli transkripsiyon faktor NF-kB'yi,
TNFa (tiimor nekroz faktor alfa) gibi mitojenik sitokinlerin iiretimi ile sonuclanan
oksidan bagimli bir sekilde ve hiicre proliferasyonundaki artiglarla hizla aktive
etmektedir.  Ayrica, DEHP'nin  bir anahtar lipofilik metaboliti  olan
monoetilheksilfitalat, izole Kupffer hiicrelerinde, doza bagimli tarzda siiperoksit
anyon Uretimini arttirdigi, bu da fitalatlarin dogrudan Kupffer hiicrelerini aktive

edebildigini géstermistir (Rusyn et al 2001).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC
3.1.1. Deney Hayvam

Calismamizda agirliklar: 60-70 gr arasinda degisen, 144 adet beyaz Broiler tipi,
fertil yumurtalar kullanildi. Bu, 6zel patojen bulunmayan yumurtalar, Sakarya

Senpili¢ Kulugkahanesi’nden temin edildi.

3.1.2. Kulucka Makinesi

Toplamda 72 viyolden olusan tam otomatik kulugka makinesi kullanildi. Is1 ve nem
ayar1 sabitlenmesi i¢in 2 saat bos ¢alistirilan makineye deney grup yumurtalar: sirayla
numaralandirilarak konuldu. Makine direk 151k gérmeyen yerden yiiksek bir zemin

lizerinde galistirildi. istenilen siire sonunda makine kapatilarak ¢ikim alindi.
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3.1.3. Laboratuar Kosullari

3.1.4. Teratojen Madde

Dibutyl phthalate (DBP), Chemical Abstracks Service No; 84-74-2, form: likit, saflik
% 99 Sigma-Aldrich'ten temin edildi (Resim).
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Resim 1 : Dibutyl phthalate (DBP)

3.2. YONTEM

Calismada damizlik yumurta yetistirme giftliklerinden satin alinan 144 adet beyaz

Broiler tipi, fertil yumurtalar kullanildu.

3.2.1. Gruplarm Belirlenmesi

Tam otomatik kulucka makinalarinda inkiibe edilecek olan tavuk yumurtalari, soguk
zincir altindayken temin edildigi esnada Sakarya Universitesi Histoloji ve Embriyoloji

laboratuvarinda numaralandirilarak ve tartilarak rastgele gruplara ayrildi.

1- Kontrol Grubu (K2): Higbir islem uygulanmayan ve 72 saat sonra agilarak
embriyolarin degerlendirildigi grup (n:18).

2- Kontrol Grubu (K1): Higbir islem uygulanmayan ve 14. giinde incelenen grup
(n:18).

3- Plasebo Grubu (P2): Madde uygulanmasi yapilmayan ancak sadece fiziksel agma-
kapama yapilip 72 saat sonra agilarak embriyolarin degerlendirildigi grup (n:18).
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4- Plasebo Grubu (P1): Madde uygulanmasi yapilmayan ancak sadece fiziksel agma-
kapama yapilip 14.giinde incelenen grup (n:18).

5- Fitalat Grubu 2 (F2): Yumurtalarin hava keselerine 50 mg/kg/giin fitalat
uygulanmasi yapilan ve 72 saat sonra agilarak embriyolarin degerlendirilecegi grup
(n:24).

6- Fitalat Grubu 1 (F1): Yumurtalarin hava keselerine 50 mg/kg/giin fitalat
uygulanmasi yapilan ve 14.giinde incelenen grup (n:26).

Calismamizda temin etmis oldugumuz fertil yumurtalarin kulucka edilmesinde,
oncelikle 72 saat inkiibe edilen 1, 3 ve 5. deney gruplar, daha sonra ise 14 giin

inkiibasyona tabi tutulan 2, 4 ve 6. gruplar ¢alisildi.

3.2.2.Fitalatin Yumurtaya Enjeksiyonu

Enjeksiyon yapilmadan hemen 6nce enjeksiyon yapilacak bolge alkol ile temizlendi.
Dibutyl phthalate (DBP) maddesini uygulamak i¢in, kabugun korioallantoz ucunda
dikkatlice bir delik agildi, soliisyon mikropipet ile hava kesesine enjekte edildi ve

acilan delik eritilmis siv1 parafin ile kapatildi. DBP 0. giinde uygulanmstir.

Plasebo gruplarinda korioallantoz ugta temizlenen alanda sadece bir delik acilip, higbir

uygulama yapilmadan agiklik eritilmis parafin ile kapatildi.

24



EXTRAEMBRIYONIK ALLANTOIK BOSLUK

BOSLUK AMNION BOSLUK

ALLANTOIK VE AMNION

YUMURTA SARISI ZARLARI BIRLESMESI

KORIO-ALLANTOIK ZAR

YUMURTA AKI KESESI

Sekil 4 : Tavuk yumurtasi hava kesesine enjeksiyon teknigi

3.2.3. Inkiibasyon Evresi

Tim gruplar hazirlandiktan sonra, yumurtalar Isi: 37,2- 37,8, Nem: %60-65, olacak
sekilde kulucka makinesinde inkiibe edildi. Yumurtalar 1,5 saatte bir 20 dakika
otomatik olarak kulugka makinesinde dondiirtildi. 1, 3 ve 5.gruplara ait yumurtalar
Hamburger-Hamilton Skalasi rehberliginde 72. saate denk gelen evre 20’de kiigiik
diseksiyon makasi ile kabuk agilarak embriyo gorsellestirildi ve yumurta dikkatlice
kirllarak embriyo elde edildi. Inkiibasyon siiresi Hamburger-Hamilton Skalasi
rehberliginde 14 giin olan Evre 40’a ulasan 2, 4 ve 6.gruplara ait yumurtalar ayni

sekilde kirilarak 6lii fotuslarin karaciger dokulari diseke edildi.

Embriyolarin morfolojik degerlendirmeleri yapildiktan sonra noral tiip defekti ve
karaciger dokusu yoniinden incelenmek {iizere histolojik preparasyon igin tespit
cozeltisi ile +4°C’de 48-72 saat tespit edilmistir. Histolojik incelemeler igin tespit
edilmis dokular parafin blok haline getirildikten sonra mikrotomda 3- 5 p kalinliginda

kesitler alind1 ve Hematoksilen- Eosin boyama teknigi ile boyanda.

25



3.2.4. Parafin Doku Takibi

Tiim 6rnekler parafin doku takibi i¢in oda sicakliginda %10 formalin igerisinde 72
saat boyunca tespit igin bekletildi. Bekleyen dokular bir gece akan suyun altinda
yikandi. Dehidratasyon iglemi i¢in dokular sirastyla %60, %70, %80, %90 etil alkol
serilerinde 60’ar dakika, %96 ve %100 alkol serisinde 30’ar dakika bekletildi.
Seffaflastirma islemi i¢in dokular alkol: ksilen karigiminda 30 dakika, ksilende 2
degisim olmak iizere 60’ar dakika tutuldu. Infiltrasyon islemi, doku &rnekleri 60 C
etiivde ksilen: parafin karisitminda 30 dakika, parafinde 2 degisim 60’ar dakika
tutularak yapildi. Doku 6rnekleri etiivden alinarak bloklanacag blok kaplarina 1-2 ml
erimis parafin dokilerek ve 6rnek pens yardimi ile tutularak kesit yiizeyinin alta
gelmesi saglanarak yerlestirildi. Doku orneginin iizeri parafin ile doldurularak
tamamen kapanmasi saglandi. Tiim 6rnekler basamaklar tekrarlanarak bloklama islemi
tamamlandi. Oda sicakliginda birakilarak sertlegsmesi beklenildi. Yeterli sertlige ulasan
bloklar, blok kabindan ¢ikartilarak kesit alma islemine hazir hale getirildi (Tiirk
Histoloji, 9).

3.2.5. Parafin Bloktan Kesit Alma islemi

Blok kaliplardan ¢ikartilarak kesit islemine hazir hale gelen doku kaliplari yeterli
sertlige ulastiginda kesmek ic¢in hazir hale getirildi. Kesme islemine baglamadan 37
santigrat derece su banyosu agilarak 1sinmasi saglandi. Ardindan mikrotom kesme
islemine uygun bigak yerlestirerek hazir hale getirildi. Parafin blogun kenari, bigaga
paralel ve kesit alinacak yiiz bicaga bakacak sekilde blok tutucuya yerlestirildi.
Parafinin fazlas1 doku Ornegi gelinceye kadar trimlenerek uzaklastirildi. Doku
orneginden 4-5 um kalinliginda kesitler alindi. Kesitler suluboya fir¢ast yardimiyla su
banyosuna alinarak, kirigikliklarin agilmasi saglandi. Kesit lam iizerine alinadan lama
gerekli etiket bilgileri yazildi. Lamlar 45 derecelik ag1 ile su banyosuna daldirilarak
acilan kesitler lam {iizerine alindi. Lamlar dik olacak sekilde konularak kurumalari
saglandi. Tiim kesitler 1 gece etiivde bekletilerek lama yapismalart saglandi (Tiirk

Histoloji, 12).
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3.2.6. Hematoksilen-Eozin Boyama Islemi

Parafin bloklardan lama alinmis 5 um’lik doku kesitleri deparafinizasyon islemi igin,
lam asansoriine yerlestirilerek 60 C lik etiivde 1 gece bekletildi. Kimyasal
deparafinizasyon islemi ig¢in, kesitler 30’ar dakika 2 degisim ksilende tutuldu.
Rehidratasyon islemi i¢in, %95, %80, %70, %60 etil alkol serilerinde 2’ser dadika
tutuldu. Kesitler 5 dakika akan suyun altinda yikatildi. Yikamadan alinip suyu siiziilen
kesitler 5 dakika hematoksilen boya soliisyonunda tutuldu. Tekrar akan suda 5 dakika
yikanarak fazla boyadan kurtarildi. Kesitler diferansiyasyon islemi i¢in asit alkol
soltisyonuna 1-3 saniye batirilip ¢ikarildi. Kesitler tekrar 5 dakika akan suyun altinda
yikandu. Kesitler 2-3 dakika eosin boya soliisyonunda tutuldu. Kesitler 1-5 dakika akan
suda yikandi. Ardindan sirasiyla %80 ve %95 alkol i¢inde 1’er dakika tutuldu. Kesitler
uzun Omirli olmalari igin lizerine birer damla entellan damlatilip lamel ile kapatilip

penset yardimiyla hava kabarciklari ¢ikarildi (Tiirk Histoloji 13).
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4. BULGULAR

Calisma gruplarinda oncelikle 72 saatlik gruplarin daha sonra da 14 giinlik deney
gruplarmin inkiibasyonu gerceklestirildi.

72 saatlik kontrol, plasebo ve deney gruplarinda deneyin baslangicinda ve

sonlanmasinda tartilarak kayit altina alinan yumurta agirliklar: degerlendirildiginde;

Kontrol gruplarinda baslangi¢ yumurta agirliklarinin ortalamasi 66,19 gr idi. 72 saatlik
inkiibasyonun sonunda agirlik ortalamalar1 65,20 gr olarak bulundu.

Tablo 1: Kontrol Grubu 72. saat yumurta agirlik degisimi

Kontrol Grubu 72. Saat Yumurta Agirlik Degisimi

~
N

69,91

,@8,82 68, 83
68, 24 67, 71 79 67, 5358 11
66, 3356 6 66, 71 66, 71
64, 38 64,37
37 63,65 HN63,71
62, 81
| | ] ]| ll | 51
10 11 12 13 14 15 16 17 18
Yumurta Sayisi

Yumurta Agirliklar
vl Ul D <)) ] D <)) ~
)] oo o N H )] [¢) o

ul
SN

W Seril M Seri2

Plasebo gruplarinda baslangic yumurta agirliklarinin ortalamasi 65,30 gr iken 72
saatlik inkiibasyonun sonunda agirlik ortalamalar1 64,35 gr olarak bulundu.
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Tablo 2: Plasebo Grubu 72. saat yumurta agirlik degisimi

Plasebo Grubu 72. Saat Yumurta Agirlik Degisimi

72 70, 79

70 68, 55
68 67, 06 67,07 67 2866 9367,2
6
63,67 63 57

64 62, 75

62, 06 61, 99 612
6 60,93 2%
6
5
5
54

12 18

15

Yumurta Agirhiklari
[o0] o N H [e)]

(&)

Yumurta Sayisi

M Seril M Seri2

Fitalat gruplarinda 65,50 gr olan baslangi¢c yumurta agirliklart 72 saatlik inkiibasyonun
sonunda 64,69 gr olarak bulundu.
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Tablo 3 : Fitalat Grubu 72. Saat Yumurta Agirlik Degisimi

Fitalat Grubu 72. Saat Yumurta Agirlik Degisimi
72

70, 67
20 69,32, 69, 286
67,89 68,22
67,01 6741 &k G673 6701,
= P33 5,64
§ 66 6 22 646 o2t 4e 64,
< 6 63 46 6%& i
< g 61
262 0,9 86
5 0s'8 g
g : | | ‘ |
> |

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Yumurta Sayisi

M Seril MWSeri2

Kontrol grubu 14. Giin agilacak olan yumurtalarin oralama agirligi 65,0 gr idi.14
giinliik inkiibasyonun sonunda agirlik ortalamalar1 55,67 gr olarak bulundu (Tablo 4).

Tablo 4: Kontrol Grubu 14. Giin Yumurta Agirliklart Degisimi

Kontrol Grubu 14.Gin Yumurta Agirliklari

(0]
o

82@ .66 70,75 72,33

66,367
64|6261 563, 5<53 ] zgl 61, 9§3 14 | 99,56056 ] 13 14 64, 17| [
10 11 12 13 14 15 16 17 18
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Yumurta Agirlig
= N w By u [e2] ~
o o o o o o o o

W Seril M Seri2
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Kontrol gruplarinin 72. Saat sonunda a¢ilmasi esnasinda embriyolarin kalp atimlari
belirgin olarak izlenebiliyordu ve tiim deneklerin canliliklarini devam ettirdikleri

gozlendi (Resim 2). Ayni durum plasebo grubuna ait deneklerde de izlendi. Her iki

grupta deneklerin canlilik oranlart % 100 idi.

Resim 2 : Kontrol grubu 72. saatte agilan embriyo, ok basi; embriyonun bas kismi, ok;
embriyonun kuyruk kismi.

Resim 3: Kontrol grubu 72. Saat embriyo goriintiisii
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Fitalat gruplarinda ise agilan embriyolardan sadece 6 tanesinde kalp atiglar1 belirgin
olarak gozlendi ve canlilik oranlari %30 olarak belirlendi. Diger embriyolar

gelisimlerinin erken evresinde yasamlarini yitirmis olmalarindan dolay1 belirgin kalp

atislarina sahip degillerdi (Resim 4).

S

Resim 4: Fitalat grubu 72. saatte agilan embriyo, ok basi; diskoid embriyonal dénem.

Resim 5: Fitalat enjekte edilmis deney grubu 72. Saat embriyo goriintiisii
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Yumurtadan ¢ikan gelisimini tamamlamis civciv yaklasik 45 g agirliginda olmaktadir
(Noy and Sklan 2001). Yaklasik 8 gr olan yumurta saris1 inkiibasyonun son giinlerinde
karin bosluguna alinir (Noy and Sklan 2001).

Ondort giin siireyle inkiibe edilen gruplardan kontrol grubuna ait deneklerin agirliklar
ortalamalar1 55,14 gr olarak, plasebo grubu deneklere ait agirlik ortalamalar1 59,69 gr
olarak kaydedildi.

Kontrol grubu deneklerde 14. sonunda ¢ikimi yapilan f6tuslarda morfolojik

degerlendirmede herhangi bir anomali tespit edilmedi (Resim 6).

Resim 6: Kontrol grubu 14. giinde agilan fotus

Plasebo gruplarinin bazilarinda omfalosel gibi gelisim bozuklar1 izlenmesine ragmen

hepsi canliliklarini1 devam ettirmekteydiler (Resim 7).
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Resim 7: Plasebo Grubu 14. Giinde a¢ilan fotus

Geligimlerinin 14. Giiniinde acilan kontrol ve plasebo gruplarindan ¢ikartilan

fotuslarin karaciger makroskopilerinde belirgin bir patolojiye rastlanmadi (Resim 8).

Hematoksilen-Eozin boyama metodu ile boyanan karaciger doku kesitlerinin
mikroskobik 6zellikleri karacigerin normal histolojik yapisiyla uyumluydu. Sinirlart
belirgin olarak segilememekle beraber hepatik lobiillerin merkezinde yer alan vena
sentralisin etrafinda hepatositler radiyer tarzda yerlesim gostermekteydi. Parankimde
genis sinuzoid yapilari ayirt ediliyordu (Resim 9). Portal alanlarda yine genis vaskiiler
yapilar ve bilier kanallara ait mikroskobik goriintiiler tespit edildi (Resim 10). Plasebo
grubu mikroskobik kesit goriintiileri de normal karaciger mimarisine uygun olmakla
beraber (Resim 11, 12) baz1 karaciger dokularinda gelisim geriligine isaret eden
goriintiilere rastlandi. Parankimde vaskiiler yapilarin hakimiyeti dikkat g¢ekici idi

(Resim 13, 14).
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Resim 9: Kontrol grubu karaciger kesitinden bir goriintii H&E boyama 20X. Yildiz;
santral ven (SV), siyah ok; siniizoid, mavi ok; hepatosit ¢ekirdekleri
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Resim 11: Plasebo grubu karaciger kesitinden bir goriinti H&E boyama 20X. Yildiz;
santral ven
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Resim 12: Plasebo grubu karaciger kesitinden bir goriintii H&E boyama 20X

Resim 13: Plasebo grubu karaciger kesitinden bir goriintii H&E boyama 20X
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Resim 14: Plasebo grubu karaciger kesitinden bir goriintii H&E boyama 40X

Fitalat gruplarinin 14 giinliik inkiibasyon sonunda ag¢ilan yumurtalarindan sadece 1
tanesinde canli fotus tespit edildi (Resim 15). Fakat kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda fitalat grubu fotusun karaciger doku kesitinde belirgin herhangi bir
patoloji izlenmedi. Sentral ven etrafinda hepatositler daha diizenli bir yerlesim ile
izlendiler ve portal alanda bilier duktus ve portal ven yapilari da patolojik bir
goriintiiye sahip degillerdi (Resim 17, 18).
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Resim 15 : Fitalat deney grubu 14 giinliik f6tus

Geri kalan yumurtalarda gelisimlerinin erken evresinde yasamlarini yitirmelerinden

dolay1 herhangi bir fotal yap1 gézlenmedi (Resim 16).

Resim 16: Fitalat grubu 14 giinliik siirenin sonunda agilan ve gelisimi ilerlememis
embriyo
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Resim 17: Fitalat deney grubu karaciger kesitinden bir goriintii H&E boyama 20X

Resim 18: Fitalat deney grubu karaciger kesitinden bir goriinti H&E boyama 20X
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Resim 19: Fitalat deney grubu karaciger kesitinden bir portal triad bolgesi H&E
boyama X20. Yildiz; portal ven (PV), iiggen; safra kanali (SK), daire; hepatik arter
(HA)
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5. TARTISMA VE SONUC

Plastiklestirici olarak giinliik hayatimizda kullandigimiz hemen hemen her {irliniin
icerisinde az veya ¢ok miktarda bulunan fitalatlar stabil olmamalarindan dolay1
zamanla buharlagsmak suretiyle oral, dermal ve en fazlada inhalasyon yoluyla viicuda
alinarak insanlarda ¢esitli olumsuz etkilere neden olabilmektedir. Gebelik doneminin
her trimesteri gelisen embriyo ve fotiis i¢in kritik bir 5neme sahip olmakla birlikte ilk
trimesterde dis etkenlere ve teratojenlere kars1 da oldukga yiiksek bir hassasiyet s6z

konusudur.

Di-n-biitilfitalat (DBP), diinyada ¢ok c¢esitli alanlarda kullanimi olan, polivinil gibi
elastomerlerde plastiklestirici olarak kullanilan diisiik molekiil agirlikli bir fitalik asit
esteridir. Endojen ostrojen gibi davranarak organizmada Gstrojenik etkiler gosterdigi
gibi ayrica diger fitalat ¢esitleri gibi endokrin bozucu olarak kabul edilmektedir. Bir
endokrin bozucu, viicuttaki hormon hareketini degistirme potansiyeline sahip bir
kimyasaldir. Bu nedenle, bu kimyasallarin hem erkeklerde hem de kadinlarda biiyiime,
cinsel gelisim ve diger bir¢ok Onemli fizyolojik fonksiyonlardan sorumlu olan

endokrin sistemi islevine miidahale ettigi bulunmustur (Latini 2005).

DBP plastik ve recinelerde, yapistirici, cila, vernik, boya ve baski miirekkepleri gibi
malzemelerde ayrica kozmetikte Ozellikle parfiimler, spreyler, kremler, ojeler ve
bunlarin disinda oyuncaklar, ilaglarin enterik kaplamalari, kan transflizyonu ve dis
malzemeleri gibi tibbi gereclerde, pestisitlerde, tekstilde ve gida ambalajlarinda yaygin

olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Calismamizda gebelik doneminde fitalat maruziyetinin embriyonal ve fotal donem
gelisim stireglerine etkileri, fertilize yumurtalar kulugka edilerek tavuk embriyo

modelinde arastirildi.

Kanatlilarda gelisim; kisa siire i¢ginde embriyolarin elde edilebiliyor olmasindan dolay1
caligmada gerekli olan deneylerin tekrar edilebilir nitelikte olmasi, embriyo
gelisiminin kolaylikla g6zlemlenebilmesi, organogenez siiresinin kisa olmasi, embriyo
gelisim evrelerinin 1yi bilinmesi, tek seferde bir¢ok sayida embriyo kullanilabilmesi

yapilacak arastirmalar icin avantaj saglamaktadir (Ozcan 1992). Yapilan bir calismada
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kanatli embriyolarinin actya duyarliliginin gelismemis olmasi ve kulucka doneminin
erken evrelerinde kullanmanin kolayligi sebebiyle hayvan deneylerinde gercek bir
alternatif olabilecegini bildirmislerdir (Rosenbruch 1994, Rosenbruch 1997). Bu
nedenlerden dolay1 yaptigimiz ¢alisma da fitalatlarin embriyo toksisitesi i¢in tavuk

yumurtasinin kullanmasi tercih edilmistir.

Bugiine kadar fitalatlarin yaygin ve artan kullanimlarinin hayvan modellerinden elde
edilen tutarli ve disiindiiriicti toksikolojik verilerin sahip olunmasmna ragmen,
insanlarda fitalatlara maruziyetin kaynaklar1 ve yollar1 hakkinda Ki bilgiler sinirl
sayida bulunmaktadir. Bununla birlikte, bu bilgiler bunun gibi kirleticilerin insan
sagligini nasil etkileyebileceginin daha iyi anlasilmasi i¢in vazgecilmezdir. Aslinda
cesitli fitalatlarin 6zellikle maruziyet degerlendirmesinde, farkl fitalatlara ve bunlarin

toksisitesine nispi maruz kalmanin karsilastirilmasi agisindan 6nemli olabilir.

Sicanlarda, DEHP benzer mekanizmalarla ¢alisir ve her iki cinsiyette de lireme
toksisitesidir. Tersine, DBP ve aktif metaboliti olan monobutil fitalat, erkeklerde
gelisimsel etkileri ve kadinlarda {ireme yolu etkilerini ortaya ¢ikarmaktadir. Boylece,
erkeklerde ve kadinlarda, fitalat sinifi i¢inde, farkli bilesikler, farkl etkilerin yan1 sira
benzer etkiler de sergilerler. Ozellikle, DBP uygulamas1 sonrasi siganlarda belirgin
sekilde azalmig testosteron seviyeleri ve artan Leydig hiicre sayilart bildirilmistir. EK
olarak DBP'nin hamile kadinlara uygulanmasi, sigan erkek yavrularinda testikiiler
disgenez sendromunu andiran bir sendromu indiiklemektedir. Bununla birlikte,
kadinlarda daha yash bir yasta toksisitesi goriindiigii diisiiniilen DEHP'nin gelisimsel
ve iireme etkileri 6zellikle incelenmektedir. DEHP ve metaboliti MEHP, testis (Sertoli
hiicreleri) ve yumurtalik (graniiloza hiicreleri) icindeki benzer bdlgeleri
hedeflemektedir. Testikiiler toksisitenin, folikiill uyarict hormon (FSH) sinyal
transdiiksiyonunu inhibe ederek aracilik etmesi olasidir. Ayrica, fetal testis gelisiminin
hormonal bozuklugu bildirilmistir. DEHP'nin Leydig hiicresi steroidogenesis
tizerindeki maruziyet etkilerinin, gelisme asamasindan etkilendigi gosterilmistir. Son
olarak, uzun siireli DEHP maruziyetinin sicanlarda hem gonadotropin luteinizan
hormonu ve seks hormonlart [testosteron ve 17p-estradiol (E2)] serum
konsantrasyonlarini arttirdigi bulunmustur, bu da androjen, ostrojen ve steroid hormon
reseptorleri arasinda ¢oklu caprazlarin olabilecegini diisiindiirmektedir. Ote yandan,
Ostrojen reseptorlerinin, diger dokularda, Ornegin kardiyovaskiiler sistem ve
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kemiklerde varligi, serum E2 diizeylerindeki artigin, sistemik fizyoloji dahil olmak

tizere, liremenin Otesinde etkileri oldugunu gosterir.

Aksine, bugiine kadar disi hayvanlarda birka¢ ¢alisma yapilmigtir. Son zamanlardaki
epidemiyolojik kanitlar, disilerin fitalatlara 6zgii bir maruziyet profiline sahip
olduklarin1 gostermektedir. DBP'ye maruz kalmak spontan abortus ve fetal erkek
sicanin demasculinizasyonunu indiikler. Yetiskin disi siganlara uzun siireli DEHP
maruziyeti de hipoestrojenik anovulatuar dongiiler ve polikistik yumurtaliklar da dahil
olmak iizere zararh etkilere sahip gibi gériinmektedir. Ozellikle, DEHP'nin metaboliti
MEHP araciligiyla, yumurtalikta estradiol iiretimini degistirmek igin bir reseptor

aracili sinyal yolundan etki ettigi ve anoviilasyona yol agtig1 gosterilmistir.

Sican caligmalarinda idrarla atilan major DEHP metabolitleri olan ikincil, oksitlenmis
DEHP metabolitlerinin MEHP'den 100 kat daha fazla embriyotoksik oldugu
gosterilmistir. Yakin zamanda, bu metabolitlerin anti-androjenik aktivitesi, MEHP'nin
aksine, bu metabolitlerin DEHP'nin endokrin modiile edici etkilerinde 6nemli bir rol

oynadiginmi diisiindiirmektedir. Bu metabolitler bu nedenle nihai gelisimsel DEHP

toksik maddeleri olarak kabul edilmelidir ( Latini 2005).

Erken donemde etkileri gozlemlemek icin 6ncelikle 72 saatlik gruplarda, devam eden
zaman dilimi igerisinde fotal gelisime etkilerini gozlemleyebilmek amaciyla da 14

giinliik gruplarda calisma gerceklestirildi.

Yumurtalarin inkiibasyon oncesinde ve 72 saat sonunda tartilan agirliklarinin
ortalamalar1 karsilastirildiginda istatistiksel bir farkin olmadigi gozlemlendi.
Gruplarin 72 saat sonunda ortalama 1 gr ve altinda agirlik kayiplar gosterdigi izlendi.
Kontrol ve plasebo gruplarinda 72 saatlik embriyo gelisimlerinin benzerlik gostermesi
gelisimin baglangicinda hava kesesinin agilmasi isleminin embriyonal gelisime

etkisinin olmadig1 veya tolere edilebilir oldugunu diistindiirmektedir.

Yumurtadan ¢ikan civciv ortalama olarak 40-45g agirliginda olmaktadir. (Noy and
Sklan 2001). Kulugka donemi siiresince embriyonun tek enerji kaynagi yumurta sarisi,
en onemli protein kaynagi albumindir (Vieira and Moran 1999). Kulugka doneminin
sonuna dogru, embriyo tarafindan kullanilmayan yumurta saris1 karin bosluguna alinir

ve yem tiiketimi baglayana kadar kanatli hayvanlarin metabolik ihtiya¢larini karsilar
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(Noy and Sklan 1999). Civciv ¢ikis agirliginin yaklasik % 20-30’u yumurta sarisindan
olusur (Noy and Sklan 1996).

Kulugkadaki 6nemli parametrelerden bir tanesi de yumurtanin gelisim makinesindeki
agirhik kaybidir. Iyi bir kulugka icin yumurta baslangic agirhgmm %11- 14 {inii
kulugka noktasinda (su buhari seklinde) inkiibasyon sirasinda kaybetmesi gerekir
(Banwell 2007). Gelisim dénemi (Inkiibasyon) siiresince yeterli agirlik kaybinin
saglanmasi kaliteli civciv olusumu igin gerekli bir durumdur. Yaptigimiz ¢alismada
ise 72 saat inkiibasyonun sonunda tartilan yumurtalarin agirliklar1 yaklasik 1 gr
azalmistir. Baglangi¢ agirliklart 60-70 gr olan yumurtalar inkiibasyon sonunda 59-69
olarak degismistir. Yaklasik olarak %1-2 oranindaki bu azalmanin su buhari seklindeki
kayiplardan kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Diger 14 giinliik gruplarda ise yumurta
agirligr ortalama 65,0 gr iken 14 giinliik inkiibasyonun sonunda agirlik ortalamalari
55,67 gr olarak bulundu. 14 giinliik kulugka siiresi sonunda kulugka ve plasebo
gruplarinda %14-15 oranindaki agirlik kayiplari beklenen agirlik kayiplari ile
uyumluluk gostermekteydi. Bu azalma yaklagik olarak %15 su buhart seklinde kaybin
gerceklestigini gostermektedir (Noy and Sklan 2001).

2008 - 2011 yillar1 arasinda, Kanada’da gebeliginin ilk ti¢ ayinda olan 2001 kadinin
calismaya dahil edildigi bir arastirmada bisfenol A (BPA), triklosan (TCS) ve
fitalatlarin hamilelik zamanina (TTP) gore oOlgiilen ve dogurganhigi {izerindeki
potansiyel etkileri gdzlemlenmis ve ¢alismanin sonuglarina gore fitalatlarin gebeligi
engellemekte bir etkisinin olmadig1 belirtilirken gebelik siiresini kisalttigi, preterm
dogumlara neden oldugu ortaya konulmustur (Velez, Arbuckle and Fraser 2015).
Italya’da yapilan baska bir calismada DEP, DEHP, DnBP ve BBzP olmak iizere dort
fitalata maruz kalmanin biyolojik olarak izlemesinin sonucunda, 56 infertil ¢iftin spot
idrar numunelerinde fertil ¢iftelerin numune orneklerine gére daha yiiksek oranda

fitalatlara rastlanmistir ( Tranfo el al 2012).

Yapilan basgka bir ¢alismada DBP metabolitlerinden biri olan mono-n-biitil fitalat’in
[MBP] implantasyon Oncesinde bulunan embriyolardaki etkisi arastirilmastir.
Calismada 10* M MBP’ ye maruz kalan deneklerde blastosist asamasina kadar
ilerlemenin yavasladig1 goriilmiistiir. 10° M MBP’ye etkin kalan embriyolarda ise

reaktif oksijen tiirleri arttigi (ROS) bunlara ek olarak immiinoflorasan analize gore
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DNA metilasyonunun azaldigi ve sitokrom- € salinmasi ile apoptozisin yiiksek
derecede arttigim1  saptamislardir.  Sonu¢ olarak  MBP’nin  embriyonun
implantasyondan once ki siirecinde gelisimsel anomalilere neden oldugunun bir iligkisi

oldugunu vurgulamistir (Da- Peng et al 2014).

Avrupa Birligi (AB), madde ve malzemelerde ftalat standart migrasyon limitlerini
(6rnegin gida icin 0,3 mg DBP/kg veya 1,5 mg DEHP/kg) belirlemistir (2015) ve
ftalatlarin kullanimini siirlandirmistir. AB; DEHP, DnBP ve BBzP’1n oyuncaklarda
ve bebek bakim iiriinlerinde kullanimin1 yasaklamistir. Di-noktil ftalat (DnOP), DINP
ve DIDP’in ise, agza alman oyuncaklar hari¢ baz1 oyuncaklarda yer almasmna izin
verilmigtir. DEHP, DnBP, DiBP and BBzP gibi ftalatlarin ise, kozmetik {iriinlerde ve
boya, vernik gibi uygulamalarda kullanimi yasaklanmisti. REACH (Registration
(Kayit), Evaulation (Degerlendirme), Authorisation/ Restriction (izin/ Kisitlama),
Chemicals (Kimyasal maddeler), H) tiiztiglinde (2007), “oyuncaklarda ve cocuk bakim
esyalarinda, plastik materyal i¢inde agirlik¢a 9%0,1’den daha yiiksek
konsantrasyonlarda DEHP, DBP ve BBP bulunan {iriinler piyasaya siiriilmeyecek ya
da kullanilmayacak” ifadesi yer almaktadir (REACH, 2007). ABD’de, Saglik ve Insan
Hizmetleri Dairesi’ne (United States Department of Health and Human Services,
HHS) bagli Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezleri (Centers for Disease Control and
Prevention, CDC) BBP, DEHP, DBP ve tiirevlerinin, ¢ocuk oyuncaklarinda ve
cocuklarin kullanabilecegi diger malzemelerde %0,1 oranin iistiinde kullanilmasin
yasaklamistir (CDER, 2012)

Ulkemizde ise, Cevre ve Sehircilik Bakanligi’nin REACH tiiziigiinii esas alan “Bazi
Tehlikeli Maddelerin, Miistahzarlarin ve Esyalarin Uretimine, Piyasaya Arzima ve
Kullanimma Iligkin Kisitlamalar Hakkinda Yo6netmeligi (RG-20/3/2011-27880) nde
DEHP, DBP ve BBP i¢in “Oyuncaklarda ve cocuk bakim esyalarinda, plastik materyal
icinde agirlikca %0,1°den daha yiiksek konsantrasyonlarda madde ya da karigim
bileseni olarak piyasaya arz edilemez veya kullanilamaz. Plastik materyal i¢inde
agirlik¢a %0,1°den daha yliksek konsantrasyonlarda bu ftalatlar1 iceren oyuncaklar ve
cocuk bakim esyalar1 piyasaya arz edilemez” ifadeleri bulunmaktadir. DiNP, DiDP ve
DnOP i¢in ise, “Cocuklarin agizlarina koyabilecekleri oyuncaklarda, ¢ocuk bakim
esyalarinda ve plastik materyal icinde agirlikga %0,1’den daha yiiksek

konsantrasyonlarda madde ya da karisim igerisinde piyasaya arz edilemez veya
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kullanilamaz. Plastik materyal icinde agirlikca %0,1°den daha yiiksek
konsantrasyonlarda bu ftalatlar1 igeren oyuncaklar ve ¢ocuk bakim iiriinleri piyasaya
arz edilemez” ifadeleri yer almaktadir.

Ozellikle, DEHP maruziyetinin erkeklerde iireme sistemi anomalilerine yol agtigi;
ayrica hepatik ve renal toksisiteye neden oldugu bildirilmistir Giincel ve yaygin
kullanimi sebebiyle oldukg¢a 6nemli bir yere sahip ftalatlar ile ilgili ¢calismalar devam
etmektedir. Bu konuda diizenleyici kuruluslarin da giincel arastirmalarin sonuglarini
degerlendirerek ftalatlarin kullanimina iliskin gerekli kisitlamalar1 yapmasi hem
cocuklarin, hem de tiim toplumun sagligi agisindan olduk¢a Onemlidir. Ftalat
maruziyetinin mekanizmalariin aydinlatilmasi ve ters etkilerinin kanitlanmasi igin
ileri calismalara gereksinim duyulmaktadir.

Ayrica, ftalatlarin ana maruziyet kaynagi olan plastik kullaniminin sinirlandirilmasi ve

bu konuda toplumun bilinglendirilmesi gerekmektedir.
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