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OZET

Karaman, G. Dibutil Ftalatin Insan Akciger Hiicre Hattina Olas1 Toksik
Etkilerinin Degerlendirilmesi ve Askorbik Asit ve N-Asetilsisteinin Olas1 Koruyucu
Etkileri, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Farmasotik Toksikoloji
Program Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2020 Endokrin bozucular, hormonlar: taklit
ederek veya engelleyerek viicudun normal isleyisini bozan ve genellikle de insanlar
tarafindan {iretilen kimyasal maddelerdir. Uzerinde en ¢ok c¢alisilan ftalat tiirevi di(2-
etilhekzil) ftalat (DEHP)tir. DEHP'nin 6zellikle testikiiler ve hepatik oksidatif strese yol
actig1 bilinmektedir. DEHP'den sonra en yaygin kullanilan ftalat tiirevi olan dibutilftalat
(DBP) ise, basta kozmetikler (6zellikle ojeler) olmak {izere, endiistride bir¢ok alanda
yaygin kullanilmaktadir. DBP'ye inhalasyonla da o6zellikle manikiirciilerin, yogun
parfiim ve deodorant kullanan bireylerin ve bu ftalat1 {ireten isyerlerinde ¢alisanlarin
maruz kaldig1 bilinmektedir. Literatiirde DBP'nin testikiiler ve hepatik toksisitesine dair
veriler olmakla birlikte, akciger toksisitesi lizerinde c¢ok az sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Ayrica, DBP’nin akciger toksisite mekanizmalar1 bilinmemektedir. Bu
tez kapsaminda, DBP’nin insan kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre kiiltiirleri
(A549 hiicreleri) iizerinde olas1 sitotoksik ve oksidatif stres olusturucu etkilerinin
degerlendirilmesi amaclanmistir. Bu kapsamda, A549 hiicrelerinde DBP’nin inhibitor
konsantrasyon 30 (ICaso; hiicrelerin %30'unu 6ldiiren konsantrasyon) ve inhibitor
konsantrasyon 50 (ICso; hiicrelerin %50'sini 6ldiiren konsantrasyon) dozlar1 belirlenmis,
IC30 dozunun neden oldugu intraseliiler reaktif oksijen tiirlerini (ROS) arttirict etkisi
degerlendirilmistir. Ayrica, DBP’nin yol agtig1 olas1 lipit peroksidasyon ve protein
oksidasyonu incelenmis, organizmadaki en 6nemli tiyol olan glutatyon (GSH) ve total
antioksidan kapasitede (TAOC) diizeylerinde yol agabilecegi olast degisiklikler
belirlenmistir. Tez calismasinda DBP'nin olasi toksik etkilerine karsi askorbik asit (Asc)
ve N-asetil sisteinin (NAC) olas1 koruyucu etkileri incelenmistir. Hem NAC, hem de
Asc’nin DBP uygulamasiyla beraber ROS diizeylerini disiirdiigii, protein
oksidasyonunu azalttigi, total GSH diizeylerini kontrol diizeylerine yiikselttigi ve azalan
oksidatif strese bagli olarak her iki antioksidanin da TAOC diizeylerini diistirdiigi
belirlenmistir. Tez ¢calismasindan elde edilen bilgiler dogrultusunda, DBP’nin toksik etki
mekanizmasinin altinda yatan nedenlerden birinin oksidatif stres oldugu anlasilmistir.
Ayrica, Asc ve NAC’1n DBP’nin neden oldugu oksidatif strese karsi koruyucu olduklari
saptanmuistir.

Anahtar Kelimeler: Dibutilftalat (DBP), insan akciger hiicreleri (A549 hiicreleri),
askorbik asit, N-asetilsistein, oksidatif stres, sitotoksisite, reaktif
oksijen tiirleri (ROS).

Hacettepe Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmektedir.

Proje no: TYL-2018-16986
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ABSTRACT

Karaman G, Evaluation of Possible Toxic Effects of Dibutyl Phthalate on Human
Lung Cell Line and Possible Protective Effects of Ascorbic Acid and N-
Acetylcysteine, Hacettepe University Graduate School of Health Sciences,
Pharmaceutical Toxicology Program, Master Thesis, Ankara, 2020. Endocrine
disruptings are chemical substances which are generally produced by humans that
disrupt the normal functioning of the body by imitating or blocking hormones. The
mostly studied phthalate derivative is di(2-ethylhexyl) phthalate (DEHP). It is known
that DEHP can lead particularly to testicular and hepatic oxidative stress.
Dibutylphthalate (DBP), which is the most widely used phthalate derivative after DEHP,
is widely used in many fields, particularly in cosmetics (especially nail polishes).
Manicurists, individuals who use perfumes and deodorants intensely and people working
in phthalate producing plants are known to be exposed to DBP particularly by inhalation.
Although there is data on testicular and hepatic toxicity of DBP in the literature, there
are very few studies on its lung toxicity. In addition, lung toxicity mechanisms of DBP
are not known. In this thesis, we aimed to evaluate the possible cytotoxic and oxidative
stress-generating effects of DBP in human non-small cell lung cancer cell cultures
(A549 cells). In this context, inhibitor concentration 30 (IC30; concentration that kills
30% of cells) and inhibitor concentration 50 (ICso; concentration that kills 50% of cells)
doses were determined in A549 cells and the effect of intracellular reactive oxygen
species (ROS) generating effect by 1Cso dose was evaluated. In addition, possible lipid
peroxidation and protein oxidation caused by DBP were investigated, possible
alterations in glutathione (GSH), which is the most important thiol in the organism, and
total antioxidant capacity (TAOC) levels were identified. In the thesis, the protective
effects of ascorbic acid (Asc) and N-acetylcysteine (NAC) against the possible toxic
effects of DBP were determined. Both NAC and Asc along with DBP application
reduced ROS levels, decreased protein oxidation, increased total GSH levels to control
levels and both antioxidants reduced TAOC levels due to decreased oxidative stress.
According to the data obtained at the end of the thesis, one of the underlying toxicity
mechanisms of DBP is oxidative stress. In addition, Asc acid and NAC were determined
to be protective against oxidative stress caused by DBP.

Keywords: dibutylphthalate (DBP), human lung cancer cells (A549 cells), ascorbic
acid, N-acetylcysteine, oxidative stress, cytotoxicity, reactive oxygen
species (ROS).

This thesis is supported by Hacettepe University Scientific Projects Coordination Unit.
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1. GIRIS

Ftalat tiirevlerinin oksidatif stres olusturucu ve genotoksik etkileri son yillarda
birgok arastirmanin konusu olmustur. Ftalat esterlerine oral, inhalasyon, dermal ve
parenteral yollarla temas sdz konusu olabilir. Uzerinde en ¢ok bilimsel arastirma
yapilan ftalat tiirevi di(2-etilhekzil) ftalat (DEHP)'tir. DEHP'in 6zellikle testikiiler ve
hepatik oksidatif strese yol a¢tig1 bilinmektedir. DEHP'den sonra en yaygin kullanilan
ftalat tiirevi olan DBP ise, basta kozmetikler (6zellikle ojeler) olmak tizere, endiistride
birgok alanda yaygin kullanilmaktadir. Yogun parfim ve deodorant kullanan
bireylerin, ftalat lireten isyerlerinde ¢alisan isgilerin ve kozmetiklere yogun maruz
kalan meslek gruplarinin (6rnegin, manikiirciiler) DBP'ye ozellikle inhalasyonla
yiiksek miktarlarda maruz kaldiklar1 bilinmektedir. DBP'nin testikiiler ve karaciger
toksisitesine neden olduguna iliskin bilimsel literatiirde veriler olmakla birlikte,
akciger toksisitesi iizerinde ¢ok az sayida ¢alisma bulunmaktadir ve pulmoner toksisite
mekanizmalar1 bilinmemektedir. Ayrica, giinliik hayatta gidalar yoluyla tiikettigimiz
askorbik asit (Asc) ve viicuttaki sistein metabolizmasina katilan, yiiksek mukolitik
etkinlige sahip N-asetil sistein (NAC) gibi giicli antioksidanlarin DBP’nin
olusturabilecegi akciger toksisitesi iizerindeki modifiye edici/koruyucu etkileri
degerlendirilmistir.

Bu tez kapsaminda, yaygin kullanilan ftalat tiirevlerinden olan DBP'nin insan
kiictik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre kiiltiirleri (A549 hiicreleri) lizerinde olas1
sitotoksik ve oksidatif stres olusturucu etkilerinin degerlendirilmesi amaglanmistir.
Ayrica, DBP'nin olas1 toksik etkilerine karst Asc ve NAC i koruyucu etkilerinin

degerlendirilmesi planlanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Endokrin Bozucular

Endokrin bozucular (ED’ler), hormonlar1 taklit ederek veya engelleyerek
viicudun normal isleyisini bozan sentetik veya dogal kimyasal maddelerdir. Dogal
endokrin bozucularin yar1 dmiirleri daha kisadir ve hizli metabolize edildikleri igin
toksik etkilerini ancak c¢ok yiiksek dozlarda alindiklarinda gosterebilirler. Sentetik
ED’lerin ise yar1 dmiirleri daha uzundur, yagda ¢6ziiniirliikleri genelde daha fazladir
ve Ozellikle yag dokusunda akiimiilasyonlari sonucu etkileri daha uzun siire goriliir.
Ayrica, sentetik ED’lerin bazilarinin oksidatif metabolitlerinin ana bilesiklerden daha
toksik olduklar1 ve daha ciddi istenmeyen etkiler olusturabilecekleri bilinmektedir (1).

Yasamin farkli donemlerinde, pek ¢ok kaynaktan maruz kalinabilen ED’lerin
endokrin dengeyi bozarak, organizmada pek ¢ok sistem iizerinde istenmeyen etkilere
neden olduklart ileri siiriilmektedir (2). Bu maddelerin biiylime, stres yaniti, cinsiyet
geligimi, lireme yetenegi, insiilin yapimi ve kullanimi ve metabolik hiz gibi bircok
temel siireci etkiledikleri ve hormonal bozukluklara yol actiklar1 diisiiniilmektedir (3-
6).

Endokrin bozucu kimyasal maddelerin 6zellikle cinsiyet hormonlarinin {izerine
etkileri sonucu, basta prenatal maruziyet ile olmak tizere yasamin erken déonemlerinde
onemli hasarlara yol agabildikleri ve bu hasarlarin yasamin ilerleyen yillarinda kalici
olabilecegi belirtilmektedir (7). Ftalatlar gibi anti-androjenik etkili olan ED’lerin
yasamin erken donemlerinde maruziyet ile 6zellikle erkek iireme sistemini olumsuz
yonde etkiledigi; anogenital aciklikta azalma, hipospadias, kriptorsidizm, sperm
sayisinda ve motilitesinde azalma, sperm morfolojisinde bozulma ve erken yasta testis
kanserlerine yol agabilecegi bildirilmistir; tiim bu belirtiler “testikiiler disjenez
sendromu” olarak adlandirilmistir (8). Bisfenol A (BPA) gibi dstrojenik ED’leri ise
sperm kalitesinde bozulma, obezite ve farkli kanserlerle (meme ve prostat gibi)
iliskilendirilen ¢alismalar mevcuttur (8,9).

Endokrin bozucularin pulmoner sistem iizerindeki etkilerini arastiran
caligmalarin daha sinirli oldugu goriilmektedir. Ancak, 6zellikle isyerlerinde ftalatlar
gibi ED’lere inhalasyon yoluyla maruziyet ciddi saglik sorunlarina yol acabilir ve

yasam kalitesini diisiirebilir. Inhalasyonla ED’lere maruziyeti alerjiler, astim ve



immiin sistem ile ilgili sorunlarla iligkilendiren galigmalar literatiirde mevcuttur (10-
12). Ancak, inhalasyona ED maruziyeti sonucu olusan veya akciger hiicrelerinin
maruziyeti sonucu oksidatif stresi degerlendirilen c¢ok smirli sayida ¢alisma

bulunmaktadir (13, 14).
2.2. Ftalatlar

Ftalatlar, 1,2-benzendikarboksilik asitin dialkil veya alkil/aril esterleri olup,
1930’lardan bu yana katki maddesi olarak olduk¢a yaygin kullanilan endiistriyel
tirtinlerdir. Ftalatlar ftalik anhidrit ile uygun bir alkoliin (genelde 6-13 karbonlu)
reaksiyonu ile elde edilen renksiz ve oda 1sisinda sivi olan maddelerdir (15, 16). Sekil

2.1.de ftalatlarin genel yapisi gosterilmektedir.

OR
OR’

o

Sekil 2.1. Ftalatlarin genel yapist
2.2.1. Ftalatlarin Kullanim Alanlari

Ftalatlar, plastik malzemelerin esneklik ve yumusakligini arttirmak igin
kullanilan kimyasal maddelerdir. Cok ¢esitli alanlarda kullanilip yiiksek miktarlarda
uretilip tiiketilir. Kullanimlarinin yaygin olmasi ve plastik materyalden kolayca
uzaklasabilmeleri nedeniyle ftalatlara oral, inhalasyon ve dermal ciddi maruziyet s6z
konusudur. En 6nemli ve tehlikeli maruziyet kaynaklar1 ise medikal malzemelerdir.
Tibbi cihazlarda, intravendz torbalarda, tiiplerde, kateterlerde, kan torbalarinda,
enteral beslenme torbalarinda, nazogastrik tiiplerde, periton diyaliz torbalarinda,
kardiyopulmoner bypass ameliyatlarinda kullanilan torba ve tiipler maruziyet
kaynaklarindandir (17). Bu maruziyet kritik bir gelisim dénemine denk gelirse veya
yogun bir temas s6z konusu olursa, kalici ve ciddi hasarlar ortaya ¢ikabilir (18-20).

Ftalatlar, alkil yan zincirlerinin uzunluklarina gore iki gruba ayrilirlar (21, 22):



1. Kisa zincirli ftalatlar: Di-n-butil ftalat (DnBP), benzil butil ftalat (BBP) gibi
yan zincir uzunlugu 2-4 C arast olan ftalatlar genellikle kozmetiklerde ve
kisisel bakim iirlinlerinde renk ve kokuyu sabitlemek i¢in kullanilirlar. Ayrica
¢cOziicii ve ilag katki maddesi olarak ve insektisit formiilasyonlarinda
kullanilmaktadirlar (21, 22).

2. Uzun zincirli ftalatlar: DEHP, di-izononil ftalat (DINP), di-izodesil ftalat
(DIDP) ve di (2-propilheptil) ftalat (DPHP) gibi yan zincir uzunlugu 6 C ve
tizeri olan ftalatlar esas olarak polivinil kloriir (PVC) polimer iretiminde
kullanilirlar. PVC polimerlerinin birbirinin iizerinden kaymasini saglayarak
plastik materyalin yumusatilmasini  saglarlar ve sekil verilmesini
kolaylastirirlar. Bunun disinda sivi deterjanlarda, endiistriyel yaglarda, kagit
ve mukavva imalatinda ve pestisitlerde de kullanimlar1 bulunmaktadir (21,22).
Diinya genelinde ftalik asit esterlerinin tiretimi 2007 yilindan 2017 yilina kadar

olan 10 y1llik siirecte 2,7 milyon tondan, 6 milyon tona yiikselmistir. Avrupa ve Kuzey
Amerika’da tiiketici tirtinlerinde kullanimlari kisitlanmistir; ancak, Brezilya, Hindistan

ve Cin gibi gelismekte olan iilkelerde tiiketimlerinin arttig1 bildirilmistir (23).
2.2.2. Ftalatlara Maruziyet Yollar

Ftalatlara en yliksek maruziyet parenteral yolla gerceklesmektedir. Tibbi
malzemeler (medikal borular, intraketler, enjektorler, vb.) yiiksek miktarda ftalat
icermektedir. Dolayisiyla, serum torbalari, kan transfiizyon torbalar1 ve diyaliz
torbalarindan da yiiksek miktarda maruziyet s6z konusu olabilir (24, 25).

Ftalat tiirevlerine 6zellikle plastik kaplarda bulunan i¢ecekler ve yiyeceklerle
oral maruziyet de gerceklesebilir. Plastik kaplarda bulunan gida {iriinlerini
mikrodalgada isitmak gibi uygulamalar ftalat icerigini ciddi oranda arttirabilir. Yiiksek
miktarda asit igeren tursu gibi yiyeceklerin plastik kaplara konmasi ve bu kaplarin
tekrar tekrar kullanim1 da bu yiyeceklerin ftalat igeriklerinde artisa neden olur (5, 26).

Giysiler gevrede bulunan kimyasallari1 kolayca adsorbe edip insanlar igin deri
yolu ile maruziyet kaynagi haline gelmektedir. Uzun siire temas ve temas yiizey alant
biiyiikliigii maruziyet oranini arttirmaktadir. Bebek giysilerinde daha sik tercih edilen
pamuklu giysilerin diger kumaslara gore ftalatlar1 daha kolay adsorbe ettigi

kanitlanmistir. Gelisimsel olarak bebekler ftalatlardan yetigkinlere gore kolayca



etkilenir. Cin’de yapilan bir calismada iiretimden ilk giyime kadar olan siireg
icerisinde, 24 pamuklu giysi 6rnegi toplanmistir. Ortamda yiiksek oranda bulunan
ftalatlarin pamuklu giysilere yaygin olarak adsorbe edildigi ve yikama yontemleriyle
ftalatlarin tamamen giderilmedigi gosterilmistir. Diger taraftan, baskili giysilerde de
yiiksek oranda ftalat bulunur. Yagmurluk, plastik ¢izme ve plastik tabanli spor
ayakkabilarinin iiretiminde de ftalatlar kullanilmaktadir (27).

Ftalatlara agirliklarina gore en yiiksek derecede bebek ve kiiclik ¢ocuklarin
maruz kaldigi bilinmektedir. Ftalat iceren oyuncak, dis Kkasiyicisi ve diger bazi
tiriinlerin kullanimi1 ile yenidogan, bebek ve cocuklarin yiiksek oranda oral yolla
ftalatlara maruziyeti s6z konusudur. Bebek bakim ve pisik kremleri, sampuanlar ve
bebek bakim {iriinleri de ftalat icerebilir. Diger taraftan, 6zellikle yogun bakimda yatan
bebek ve cocuklarin tibbi malzemelerle ftalatlara ¢ok yiliksek oranlarda
maruziyetlerinin oldugu bilinmektedir ve bu durumun yasamin ilerleyen yillarinda ¢ok
ciddi sonuglar olusturabilecegi ifade edilmektedir (5, 26). Daha biiyiik ¢ocuklarin ise
sirt ve beslenme cantalarindan ve kullandiklar kirtasiye {iriinlerinden ftalatlara maruz
kaldig1 bilinmektedir (28).

Ftalat tiirevlerine maruziyet, PVC pencere, hali ve yer kaplamalariyla da
gerceklesebilir. Ozellikle bebek ve kiiciik cocuklarinin yerde oturmalari ve boylarinin
kisa olmasi nedeniyle ev tozlariyla da farkli ftalat tiirevlerine maruz kaldiklari
bilinmektedir. Ev gibi kapal1 alanlarda havadaki ftalat konsantrasyonlarinin dis ortama
gore daha yiliksek oldugu bildirilmistir. Biiyiik sehirlerdeki hava ftalat
konsantrasyonlari ise, kii¢iik yerlesim yerlerine ve kirsal alanlara gore daha yiiksektir
(29-31). Diger taraftan, ftalik asit esterlerinin diisiik uguculuklarindan dolayi
atmosfere yayilimlar1 fazla degildir. Atiklarin yanmasi, endiistriyel emisyon ve
otomobil egzozlar atmosfere yayilimlarini hizlandirabilir (23).

1999 yilinda Avrupa Birligi tarafindan g¢ocuk tirtinlerinde DiINP, DEHP, DBP,
BBP ve DnOP (di-n-oktil ftalat) kullanimini yasaklamig, 2009 yilinda ise genel
kullanimlarina kisitlamalar getirmistir. ABD ve Avrupa’da kisitlanmis olsa da,
gelismekte olan iilkelerde ftalat maruziyetinin her gegen yil arttigi belirtilmektedir
(28).



2.2.3. Ftalatlarin Biyotransformasyonlari

Ftalalarin  biyotransformasyonlar1 olduk¢a hizli gergeklesir; yarilanma
Oomiirleri orta siirelidir (6—12 saat). Genelde viicutta akiimiile olmasalar da, maruz
kalan bireyin 6zelliklerine goére (obezite, viicut yag oranmin yiiksekligi, yas) yag
dokusunda birikebilirler (15, 32).

Ik olarak ftalat diesterleri lipaz ve esterazlarla monoesterlere pargalanirlar.
Bazi durumlarda monoesterlerin diestelerden daha toksik oldugu gériiliir. Ornegin,
DEHP lipaz ve esterazlarla pimer metaboliti mono (2-etilhekzil) ftalat (MEHP)’ye
doniigiir ve MEHPin ana bilesik olan DEHP’den ¢ok daha toksik oldugu sitotoksisite
deneyleri ile in vitro olarak gosterilmistir (33). Ftalatlarin yan zincir oksidasyonlari
sitokrom P450 enzimleri (CYP450) ile gerceklesir ve ileri oksidatif metabolitler
olusur. Bu metabolitlerin bazi durumlarda primer metabolitlere gore toksisiteleri daha
yiiksek olabilir, biyolojik etkileri ve aktiviteleri daha fazla oldugu bildirilmistir.
Ftalatlarin ve metabolitlerinin Faz II biyotansformasyonlar1, uridin glukronil
transferaz (UGT) ve siilfon transferaz (SULT) enzimleri araciligi gergeklesir ve
glukuronat ya da siilfat konjugatlart olusur (Sekil 2.2.). Glukuronidasyon
metabolitlerin iiriner atilimini kolaylastirmanin yaninda, biyolojik aktif olan tiiriin
serbest metabolit halindeki biyolojik aktivite potansiyelini azaltir. Ana ftalat ve
metabolitleri asil olarak idrarla ve daha az miktarlarda fecesle atilir. Genel olarak, uzun
zincirli ftalatlarin oksidatif biyotransformasyonlari kisa zincirlilere gore daha hizli
gerceklesir ve yart Omiirleri, kisa zincirli ftalatlara gore yaklagik %60 daha azdir.

Ftalatlar genelde 24 saat iginde elimine edilirler (15, 32).
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Sekil 2.2. Ftalatlarin Biyotransformasyonu
2.2.4. Ftalatlarin Genel Toksik Etkileri

Kemiricilerde ftalatlarin karacigerde peroksizom proliferasyonu yaptiklari ve
bu nedenle hepatokarsinojeneze neden olduklari uzun yillardir bilinmektedir. Bu
nedenle, ftalatlar uzun zamandir “epigenetik karsinojenler” olarak tanimlanmiglardir.
Ancak, oOzellikle son yillarda yapilan c¢aligmalarda bu bilesiklerin genotoksik
potansiyellerinin de oldugu, oksidatif stresi takiben DNA hasarina yol agabildikleri ve
hiicre siklus proteinlerinin ekspresyonlarini da etkileyebildikleri belirlenmistir. Ancak,
kemiricilerdeki hepatokarsinojenik etkilerinin insanda goriilmedigi, sican ve farelerde
hepatokarsinojenez siirecinde ortaya c¢ikan bir dizi degisikliklerin insanlarda
goriilmedigi ifade edilmistir (34).

Ftalatlarin en Onemli toksik etkileri erkek iireme sistemi iizerinedir ve
olusturduklar toksisite baz1 durumlarda geri doniissiizdiir. Ozellikle prenatal hayat
gibi yasamin erken donemlerinde maruziyet ile bir feminizasyon gostergesi olan
anogenital agiklikta azalma, serum cinsiyet hormonlariin diizeylerinde degisiklikler
ve dogumdan sonra hipospadias ve kriptorsidizimin son yillarda ¢ok yaygin sekilde
goriilmesi ftalat maruziyeti ile iligkilendirilmektedir. Yagsamin ilerleyen yillarinda ise,

sperm parametrelerinde (sayi, motilite ve morfoloji) goriilen bozulmalarin da ftalat



maruziyeti ile ilgili olabilecegi 6ne siiriilmektedir. Ayrica, son yillarda 35-40 yas aras1
goriilen, testis kanserlerinin yiiksek ftalat maruziyeti nedeniyle ortaya cikabilecegi
bildirilmektedir. Tim bu belirtiler “testikiiler disjenez sendromu” olarak
adlandirilmistir ~ (35).  Ftalatlarin  kadinlarda  Ostrojenik  siklusu  bozdugu,
menstiirasyonda anomalilere neden oldugu ve endometriosis ile iligkili olabilecegi de
bildirilmektedir (36).

Ftalatlarin giinlimiizde bir¢ok hastaligin patogenezinde yer aldigindan da
siiphelenilmektedir. Yapilan ¢aligmalar, jinekomastili erkek cocuklarda plazma DEHP
ve MEHP diizeylerinin kontrollere gore daha yiiksek oldugunu gostermistir (37).
Ayrica, ftalat maruziyeti kiz ¢ocuklarinda prematiir telarj ve puberte prekoks ile de
iliskilendirilmistir (38). Diger taraftan, 6zellikle ev tozlarindan ve gevreden ftalat
maruziyetini alerji, astim ve immiinolojik kokenli hastaliklarla iligskilendiren
calismalar mevcuttur (39,40). Ev ortaminda bulunan PVC yiizeylerden salinan ftalat
esterlerinin ¢ocukluk ¢ag1 astimima yol acgabilecegi 2008 yilindan beri artan
caligmalarla gosterilmistir. Li ve ark. (2017) tarafindan yapilan meta-analiz sonucunda
ozellikle benzil biitil ftalat (BBP)’nin cocukluk cagi astimi ile yakindan ilgkili
olabilecegi bulunmustur. Ozellikle BBP’ye prenatal ve erken postnatal maruziyet
cocukluk ¢ag1 astim riski ile pozitif ve kuvvetli korelasyon gostermistir. Ftalatlarda
bulunan karbonil gruplarinin biyolojik makromolekiillerle capraz baglanabilmesi
immiin adjuvan 6zellik gostermelerine neden olmaktadir. BBP’nin ek olarak benzil
grubu icermesi astim olusturma potansiyelini yiikseltmistir. Larsen ve ark. (2002)
tarafindan alkil yan zincirlerinde 8 veya 9 karbon atomu tasiyan ftalatlarin daha kisa
ya da daha uzun alkil yan zincirlerine sahip ftalatlardan daha gii¢lii adjuvan etkinlik
gosterdigi belirtilmistir. DEHP' in hem insan akciger epitel hiicrelerinde hem de

hayvan modellerinde adjuvan etkisinin olabilecegi gosterilmistir (40).
2.2.5. Ftalatlarla ilgili Diizenlemeler

Literatiirde yer alan pek ¢ok ¢alismanin sonuglar1 dikkate alindiginda DEHP’in
cocuklar tarafindan kullanilan {riinlerde bulunmasi ABD’de 2002 yilinda
yasaklanmistir. DEHP, Avrupa Birligi tarafindan “iireme sistemine toksik bilesik”
olarak smiflandirilmaktadir. Bu nedenle tasinmasi, saklanmasi ve etikelenmesi

REACH kurallari ile sinirlandirilmistir (41).



En yaygin kullanilan ftalat tlirevi olan DEHP’in Avrupa Birligi Gida Katki
Maddeleri ile ilgili Bilimsel Panel (AFC)’e gore, iireme toksisitesine iliskin ters etki
gozlenmeyen diizeyi (NOAEL) 5 mg/kg/giin’diir. DEHP’in en diisiik ters etki
gozlenen diizeyi (LOAEL) ise 29 mg/kg/giin olarak belirlenmistir (42,43). DEHP i¢in
giinde 7-8, haftada 40-45 saat galigma siiresince uzun siireli ve tekrar edebilen
maruziyetlerde calisanlarin sagligin1 bozmayacak en yiiksek konsantrasyon (TLV-
TWA) 5 mg/m® olarak bildirilmistir (44).

T.C. Sanayi ve Ticaret Bakanlig1 tarafindan 2 Nisan 2011°de yayinlanan “Baz1
Tiiketici Uriinlerinin Tehlikeli Kimyasal Madde Icerigine Y&nelik Piyasa Gozetimi ve
Denetimine Iliskin Teblig”inde bir¢ok ftalat tiirevinin (DEHP, DBP, BBP DINP,
DIDP ve DnOP) cocuk bakim gerecleri, kalemler ve defterler (plastik kisimlar), silgi,
yapistirici, makas, kalemtiras, cetvel, koli bandi, bant, yapiskan notluk, serit ve sivi
diizeltici, boya kalemleri ve boya malzemeleri (oyun hamuru ve parmak boyalar
hari¢), beslenme cantasi, okul cantasi, sirt ¢antasi, resim cantasi, kalem kutusu,
yiyecek taklidi iirlinler, ylizme Ogretmeye yardimci {iriinler, jimnastik minderleri,
giineslenme minderleri, deniz yatagi, tekstil triinlerindeki plastik baskilar ve
aksesuarlar, yagmurluklar, spor ayakkabilar ve plastik terliklerde kullanimi kiitle

bazinda %0,1 ile sinirlandirilmistir (45).
2.3. Dibutil Ftalat

Dibutil ftalat, di-n-butil ftalat olarak da adlandirilan, kokusuz, renksiz ve hafif
sar1 renkli bir sividir. Kimyasal formiilii C16H2204’dir ve molekiil agirligi 278,35
g/mol’diir (Sekil 2.3.). Oda 1sisinda buhar basmeci 1,0x10° mm’dir. Oktanol/su
partisyon katsayisi log Kow=5,60"dir. DBP, n-butanol ile ftalik anhidritin reaksiyonu
sonucu elde edilir (46). Ana metaboliti monobutil ftalat (MBP)’dir ve yapist Sekil
2.4.’te gosterilmistir (47).

Sekil 2.3. Dibutil ftalatin yapist
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Sekil 2.4. Monobutil ftalatin yapisi
2.3.1. Dibutil Ftalatin Biyotransformasyonu

Sicanlara uygulanan tek bir oral dozdan sonra DBP’nin %80-90’1nin
metabolize edildigi ve 48 saat icerisinde idrarla atildig1 bildirilmistir. idrarda primer
metaboliti olan monobutil ftalat (MBP) %88 oraninda bulunmustur. Sekonder
metabolitleri olan mono (3-hidroksibutil) ftalat, mono (4-hidroksibutil) ftalat ve ftalik
asit sirastyla %38, %2 ve %2 oranlarinda tespit edilmistir. Yapilan diger ¢aligmalarda,
sigan ve kobaylarin idrarindaki ana metabolitin MBP nin glukuronid konjugati oldugu
gosterilmistir. Bu kemiricilerde dozlamadan 30 dk sonra DBP’nin sadece %l
metabolize olmadan atilir (48).

Maddenin mikroorganizmalar tarafindan biyodegrede edilmesi DBP ile olusan
gevre kirliliginin ana nedenidir. DBP, Enterobacter tiirleri tarafindan sehir kati
atiklarindan biyodegrede edilir ve bu atiklarda 1500 ppm kadar DBP’ye rastlanir ve
biyodegredasyon yart Omrii 2-3 saattir. Ayni tiir bakteriler dimetil ftalati %100
oraninda, ancak 6 giinde degrede edebilir. Diger taraftan beyaz bir mantar tiiri olan
Polyporus brumalis’in de DBP’yi biyodegrede edebildigi gosterilmistir (49, 50).

Insanlarda oral DBP dozunun yaklasik %65-80’i 24 saat iginde idrarda
cogunlukla primer metaboliti olan MBP olarak elimine edilir. MBP ise, 3-OH-mono-
n-butil ftalat (3-OH-MBP) ve 4-OH-mono-n-butil ftalat (4-OH-MBP)’ye okside olur.
4-OH-mono-n-butil ftalat (4-OH-MBP)’in mono-3-karboksi-propil ftalat’a (MCPP)
okside oldugu belirlenmistir. DBP’nin insanlarda genel popiilasyonda tahmini giinliik
alim miktarinin 7-10 mg/kg oldugu ve DBP kaplanmis ila¢ kullananlarda bu oranin
yaklasik 233 mg/kg oldugu belirlenmistir (51, 52).

2.3.2. Dibutil Ftalatin Kullanim Alanlar1 ve Maruziyet Yollar:

Dibutil ftalat reg¢ine ve polimerlerde plastizer olarak kullanilan bir ftalat

tirevidir ve esnek plastik tiretiminde tercih edilir (47). Gida paketlemede kullanimi
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mevcuttur. Ozellikle atik sular1 ve korosif materyalleri tastyan borularin yapisinda
kullanimi tercih edilir. Plastizer olarak kullaniminin yaninda, yapistiricilar, laklar,
parlaticilar, mirekkepler ve kozmetiklerde de yaygin kullanimi bulunmaktadir.
Kozmetiklerde parfiim ¢oziicii ve koku fiksatorii, aeresollerde siispande edici ajan,
aeresol valflerinde lubrikan ve bulutlanmay1 6nleyici ajan olarak kullanilir. Ozellikle
ojeler, yliz kremleri, antiperspiranlar, viicut losyonlari, sabunlar, dus elleri ve tiras
tirlinleri yiliksek oranda DBP igerir. Cilt iirlinlerinde emoliyan, ojelerde ve takma
tirnaklarda plastizer olarak da kullanimi vardir. Ojelere %7 oraninda katilir. Bu
nedenle Ozellikle manikiirclilerin bu ftalat tiirevine 6zellikle de solunum yoluyla
maruziyeti ¢ok yliksektir. Ayrica, parfiimlerden, antiperspiran ve deodoranlardan da
genel popiilasyonun yogun bir maruziyeti s6z konusudur. Diger taraftan dus
perdelerinde, arabalarin i¢ plastik aksamlarinda, yiizey kaplamalarda (boya, pigment,
yer kaplama), kablo tiiplerinde, ayakkabilarda, oyuncaklarda (yaklasik %0,5
oraninda), otomotiv endiistrisinde laklarda, tekstil endiistrisinde (vinil giysiler) ve
veteriner ilaglarinda kullanimi bulunmaktadir (53). Diger taraftan, DEHP ve DBP gibi
ftalatlar oral uygulanan kontrollii salim saglayan tabletlerin icerigine yardimci madde
olarak katilmaktadir (54).

Diisiik molekiiler agirlikli ftalatlarin arasinda kabul edilen DEP ve DBP i¢in,
Avrupa Ilag Ajans1 (EMA) ve Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan 2014
yilinda azami maruz kalma limitleri belirlemistir. DEP ve DBP i¢in maruz kalma
limitleri swrasiyla 4 ve 0,01 mg/kg/glindiir. Ancak, giiniimiizde Ozellikle ilag
kaplamasinda DBP kullanimindan dolayr belirtilen limitlerden daha fazlasina
insanlarin maruz kalmasi miimkiindiir. Son yillarda yapilan bir ¢alismada kronik
olarak ftalat iceren ilag kullanan kisilerin genel popiilasyona gore idrarlarinda ortalama
50 kat yiiksek ftalat metabolitlerine rastlanilmistir. Danimarka’da 2004’ten 2015°e
kadar ftalat iceren ilaglarin incelendigi ¢alismada, 6zellikle lityum tedavisi alan
hastalarda DBP iceren formiilasyonlarda yasal seviyeyi asan DBP varligina
rastlanilmistir (54). DBP Crohn hastaligi ve iilseratif kolit gibi inflamatuvar barsak
hastaliklarinda (IBH) kullanilan mesalamin igeren formiilasyonlarda enterik
kaplamada yardimci madde olarak kullanilmaktadir. Spesifik olarak, DBP iceren
mesalamin ila¢ kullanan erkek bireylerde DBP’nin ana metaboliti olan MBP idrar

diizeyi genel popiilasyondaki erkek bireylerin ortalama seviyelerinden yaklasik olarak
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1000 kat yiiksek bulunmustur. IBH hastalarinda ilacin siirekli kullanimdan dolayz,
kronik olarak maruziyet s6z konusudur (55).

Gida fdriinlerinde ftalatlarin varhigi ile ilgili c¢alismalar giin gectikge
artmaktadir. Ozellikle bitkisel yaglarm ambalajlarindan ftalatlarin migrasyonunun
yiiksek olabilecegi belirtilmistir; zira ftalatlarin lipofilisitesi ¢ok yiiksektir. Gidayla
temas eden plastikler i¢in Avrupa komisyonu tarafindan DBP i¢in yasal smir olarak
maksimum 0,3 mg/kg kabul edilmistir. Kiralan ve ark. (2019) tarafindan Tirkiye
pazarinda farkli soguk sikim yaglarindaki ftalat diizeylerinin incelendigi bir calismada,
calismada kullanilan 30 yagin 6’sinda DBP miktar1 0,10-51,63 mg/kg olarak
saptanmistir. En yliksek DBP seviyesi 51,63 mg/kg ile ¢orekotu yaginda tespit
edilmistir. Kayis1 ¢ekirdegi yagi, kusburnu yagi ve tiziim ¢ekirdegi yaglarindaki DBP
miktart ise, yasal sinirin tizerinde bulunmustur (56).

DBP maruziyeti yasa ve cinsiyete bagl olarak degiskenlik gostermektedir.
Tiim tiiketici gruplarinda gida tliketimi toplam maruziyetin %40-90’1 iken, kozmetik
ve kigisel bakim iirlinlerini kullanan gengler ve yetiskin kadinlarda dermal ve
inhalasyonla maruziyet tim DBP maruziyetinin %15-50’ini olusturabilir. Bebek ve
kiigiik cocuklarda ise, i¢ mekan havasi ve toz kaynakli maruziyet, toplam maruziyetin
yaklasik %20-40’1m1 kapsar. Ergenlerin ise, toplam DBP maruziyetinin %14-22’1ini i¢
mekan havasindan maruziyet olusturur (57).

In vitro ve hayvan calismalarinda dermal emilimden sonra da DBP’nin
sistemik dolasgima gecebildigi gosterilmistir. Kemirgenlerde yapilan caligmalarda
DBP’nin dermal emiliminin oldugu gosterilmistir. Idrarla giinliik dozun %10-12
arasinda atildigi ve DBP’nin %60’ mimn 1 haftanin sonunda elimine edilebildigi
gosterilmigtir. Dermal uygulamadan 1 hafta sonra uygulama boélgesinde uygulama
dozunun %33 iliniin oldugu gosterilmistir (58).

Topikal uygulamayla sistemik dolasim maruziyeti arasindaki korelasyonun
degerlendirildigi bir ¢alismada 26 saglikli erkek goniilliiye topikal olarak DBP, DEP
ve BBP uygulanmistir ve serum ornekleri toplanmistir. Uygulamadan yaklasik 4 saat
sonra DBP’nin primer metaboliti olan MBP nin serumda pik yaptig1 goriilmiistiir (59).

Simoneau ve ark. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada, farkli kimyasallarin

70°C’de 2 saatlik siirede plastik bebek biberonlarindan igerisindeki siite migrasyon
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diizeyleri arastirilmis ve farkli 6rneklerde DBP’nin 50-150 pg/kg araliginda oldugu
tespit edilmistir (60).

Insanlarin balik ve diger deniz iiriinlerini tiiketerek de DBP’ye yiiksek oranda
maruz kalabilecegi belirtilmistir. Baliklardaki DBP diizeyleri 78-200 ppb arasinda
degismektedir. Ayrica, igme suyu da énemli bir maruziyet yoludur. igme sularinda
1,5-5 ppb arasinda DBP bulundugu belirtilmistir (46).

Havadan da yiiksek oranlarda DBP maruziyeti s6z konusu olabilir. New
York’ta havada 3,3-5,7 ng/cm® oraninda DBP bulundugu belirtilmistir. PVC ile kaplh
odalarmm havasinda ise 15,000-26,000 ng/m® oraninda bulunabilecegi ifade
edilmektedir (46). Avrupa’da plastiklestirici ajanlarin atmosferik diizeylerinin
incelendigi bir calismada, DBP oran1 Hollanda’da 2-70 ng/m?, Fransa’da 0,08-15
ng/m?®, Italya’da 17,6 ng/m3’e kadar bulunmustur; Isve¢’te ise DBP’nin havada miktari
tespit edilememistir (61).

DBP Amerika Cevre Koruma Ajansi (EPA) ve Cin Devlet Cevre Koruma
Idaresi tarafindan oncelikli cevresel kirleticilerden biri olarak smiflanmistir. Cin
genelinde topraktaki DBP konsantrasyonu 57,7 mg/kg’a kadar ulasmis, New York
eyaletinde ise toplam DBP diizeyleri 8,1 mg/kg ilizerinde tespit edilmistir (62).

DBP’nin mesleki maruziyeti ile ilgili olarak az sayida ¢alisma bulunmaktadir.
ABD’de manikiirciiler arasinda yapilan bir ¢alismada 40 ¢alisanin vardiya oncesi ve
sonrast idrar orneklerinde DBP’nin ve di-isobutil ftalat (DiBP)’nin metabolitleri
incelenmistir. Manikiirciilerde en yiiksek konsantrasyonda, MBP olarak belirlenmistir.
MBP’yi DiBP’nin primer metaboliti olan monoizobutil ftalat (MiBP) ve MCPP takip
etmistir. Inhalasyon yoluyla maruziyette calisma dncesi ve sonrasinda maske kullanan
manikiirciilerde tiriner MBP i¢in konsantrasyonu 7,5 ng/ml iken, maske
kullanmayanlarda MBP diizeyi 41,4 ng/ml olarak bulunmustur. Dermal maruziyette
ise ¢alisma Oncesi ve sonrasinda eldiven kullanan manikiirciilerde liriner MBP diizeyi
21,7 ng/ml iken, eldiven kullanmayanlarda MBP konsantrasyonu 44,6 ng/ml olarak

bulunmustur (58).
2.3.3. Dibutil Ftalat ile flgili Yasal Diizenlemeler

Dibutil ftalatin Kimyasal Maddelerin Siniflandirilmasi, Etiketlenmesi ve

Paketlenmesi (CLP) regiilasyonlarima gore diizenlenip, Grup 1B iireme sistemine
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toksik bilesik olarak smiflandirilmasindan sonra, bircok firma maddenin yerine
kullanilacak ftalat yapisinda olmayan alternatiflerine yonelme karar1 almistir. Bu
nedenle, Avrupa Birligi’nde 1998°de yillik 26,000 ton olan iiretimi, 2007°de 8,000
tonun altina diismistiir. Avrupa Birligi 2007°de 2000 ton DBP ithal etmistir. Bu
sekilde 2007°de Avrupa Birligi’nde kullaniminin 10,000 ton oldugu belirtilmistir (63).

Dibutil ftalatin ojeler dahil kozmetiklerde kullanimi Avrupa Birligi’nde
Direktif 76/768/EEC 1976 ile yasaklanmistir. Ancak, maddenin hala ucuz
kozmetiklerde kullanimi devam etmektedir. 1 Nisan 2005°de DBP iceren kozmetik
tirtinlerinin Avrupa Birligi’ne girmesi 2004/93/EC nolu ve Eyliil 2004’te yayinlanan
Avrupa Birligi direktifi ile yasaklanmistir (63). DBP’nin oyuncaklarda kullanimi ise
Avrupa Birligi’nde 1999 yilinda kisitlanmistir.

Ozellikle isyerindeki inhalasyon yoluyla maruziyeti énlemek icin Entegre
Kirlilik Onleme ve Kontrolii (IPPC) Direktifi (96/61/EC) ve Isyeri Maruziyet Direktifi
(98/24/EC)’nde maddenin kullanim kosullar1 ve maruziyetiyle ilgili detayli kararlar
alimmustir. Avrupa Komisyonu Saglik ve Cevre Riskleri Bilimsel Komitesi (SCHER)
DBP’ye toplam maruziyetin azaltilmasit gerektigini bildirmistir. Avrupa Birligi
2011/65/EU sayili direktifinde ve takiben yayinlanan 2015/863 nolu revizyon
direktifinde DBP’ye maruziyetin 1000 ppm’i gegcmemesi gerektigini ifade etmistir
(64).

Resmi Gazete’de 2 Nisan 2011°de Sanayi ve Ticaret Bakanligi tarafindan
yaymnlanan “Bazi Tiiketici Uriinlerinin Tehlikeli Kimyasal Madde Igerigine Y®onelik
Piyasa Gozetimi ve Denetimine Iliskin Teblig”’de DBP’nin ¢ocuk bakim geregleri,
kalemler ve defterler (plastik kisimlar), silgi, yapistirici, makas, kalemtiras, cetvel,
koli bandi, bant, yapiskan notluk, serit ve sivi diizeltici, boya kalemleri ve boya
malzemeleri (oyun hamuru ve parmak boyalar1 harig), beslenme cantasi, okul ¢antasi,
sirt ¢antasi, resim c¢antasi, kalem kutusu, yiyecek taklidi iirlinler, ylizme 6gretmeye
yardimer iirlinler, jimnastik minderleri, giineslenme yataklari, deniz yatagi, tekstil
tiriinlerindeki plastik baskilar ve aksesuvarlar, yagmurluklar, spor ayakkabilar ve

plastik terliklerde kullanimi kiitle bazinda %0,1 ile sinirlandirilmistir (45).
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2.3.4. Dibutil Ftalatin Toksik Etkileri
Endokrin Bozucu Etki

Literatiirde DBP’nin endokrin bozucu etkilerinin incelendigi birgok ¢alisma
bulunmaktadir. Kemiricilerde oral alimdan sonra bobrek ve karaciger agirliklarinda
diisiislere neden oldugu belirlenmistir (46). Dibutil ftalatin tiim ftalat tiirevleri gibi
tireme sistemine, Ozellikle de erkek iireme sistemine toksik etkilerinin oldugu
bilinmektedir. Ayrica, gelisimsel toksik etkilerinin oldugu 6ne siiriilmektedir (65-67).
Kemiricilerde yapilan g¢alismalarda DBP’nin fetal agirlikta azalma, canli yavru
sayisinda diisme ve dogumsal kusurlara (noral tip defektleri gibi) yol agtigi
belirlenmistir (46,68). Barlow ve ark. (2003) tarafindan yapilan ¢alismada gebe
sicanlara 500 mg/kg/giin dozda uygulanan DBP’nin, yavrularda anogenital aciklikta
azalmaya ve testikiiler disjenez sendromuna yol agtig1 bildirilmistir (69). Yapilan bir
baska calismada ise, maddenin kemiricilerde spermatogenezde azalma, testis
agirhiginda disiis gibi diger etkileri de rapor edilmistir. Dibutil ftalatin erkek
laboratuvar hayvanlarinda testesteron sentezini inhibe edip feminizasyona yol
acabilecegi de ifade edilmistir (46, 70).

Dibutil ftalatin insanlarda iireme ve gelisimsel etkileri ile ilgili yeteri kadar
calisma bulunmamaktadir (46). 1948-1960 yillar1 arasinda Malezya’da gbrev yapan
Yeni Zelendali askerlere operasyona ¢ikmadan once Eutrombicula hirstii gibi tifiis
patojeni tasiyan trombokiilit akarlarina karsi isirilmalarini Onlemek igin asker
kiyafetlerinin dikis yerlerine DBP uygulanmistir. DBP’nin bu askerlerin Yeni
Zelanda’da dogmus cocuklar: iizerindeki etkisini inceleyen bir retrospektif kohort
anket caligmasinda, askerlerin ¢ocuklarinda kriptorsidizm, hipospadias, erken
ergenlik, over ve uterus bozukluklart ve meme kanseri goriilme sikliginda 6nemli
sayida artis kaydedilmistir (70).

Ftalatlarin kadinlarda iireme sistemi toksisitesine ve erken ergenlige yol actig1
bilinmektedir. Cin’de yapilan bir ¢aligmada hijyenik pedlerin %98’inde ve 120 kadin
hijyen Urliniinde 8 ftalat tespit edilmistir. Dietil ftalat (DEP), DBP ve DEHP bu
iiriinlerdeki toplam ftalat konsatrasyonunun %60’dan fazlasin1 olusturmaktadir. Ust
ve alt tabakalarinda kullanilan plastik malzemeler ve imalat islemleri sirasinda

kullanilan sicakta eriyen yapistiricilar potansiyel ftalat kaynaklarii olusturmaktadir.
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Calismanin sonunda yapilan bir hesaplama ile, giinliik toplam ftalat maruziyeti doz
aralig1 0.001-0.731 pg/kg/glin olarak bildirilmis ve hijyenik ped kaynakli maruziyetin
i¢ mekan havasi maruziyetine gore ¢ok daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Ancak,
kadinlarin toplam diyetle ftalat maruziyeti degerlendirildiginde, hijyenik pedle

maruziyetin diyetle maruziyete goére daha diisiikk olugu belirtilmistir (71).
Hipertansiyon

DEHP gibi yiiksek molekiil agirlikli ftalatlarla insanlarda hipertansiyon
olusumu iligkisi gosterilmis; ancak DBP gibi diisiik molekiil agirlikli ftalatlarin kan
basinci yiikselmesi lizerinde neredeyse hicbir etkisinin olmadigi belirlenmistir. Fareler
tizerinde yapilan bir ¢alismada 6 hafta boyunca 0,1, 1 ve 10 mg/kg DEHP ve DBP’ye
maruziyet sonucu kuyruk kan basinci 6lgtimiinde 1-10 mg/kg dozunda DEHP’nin, kan
basincinda ciddi bir artisa neden oldugu go6zlenirken, DBP’ye maruziyet kan

basincinda yiikseklik meydana getirmemistir (72).
Norolojik Etkiler

Dibutil ftalatin néral Oncti hiicreler {izerindeki nérotoksik etkilerinin
aragtirildigr bir ¢aligmada 500 uM dozda maruziyet C17.2 hiicrelerinde ROS
diizeylerinde yiikselmeye ve mitokondriyal hasara neden olmustur. Ayrica 2 hafta
boyunca geng farelere intraperitoneal olarak 10-50 mg/kg dozda DBP uygulanmis ve
hipokampal bdlgede nérogenez arastirilmistir. DBP (50 mg/kg) uygulanan grupta
hipokampiiste yeni iretilen ndronlarin sayica az olugu belirlenmistir ve Morris su
labirent testinde 6grenme ve hafiza islev bozuklukluklari goriilmiistiir (73). Gebe
farelere 7-9. giinler arasinda gastrik entiibasyon ile 50- 300 mg /kg doz DBP
uygulamasi yapilmis, 300 mg/kg dozda embriyoda noral tiip gelisimini anormal olarak

etkilemis; ekzensefali, kuyruksuz fetuslar ve géz anormallikleri gézlenmistir (74).

Immiin Sistem Uzerine Etkiler

Ftalatlarin sitokin, immiinoglobin ve hiicre mediyatorlerinin sentezini ayrica
immiin hiicrelerinin aktivasyonunu ve hayatta kalmasini etkiledigine dair calismalar

bulunmaktadir. Bazi ¢caligmalarda ftalatlarin immiinosupresyon yaptigina dair kanitlar
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elde edilmistir. Ornegin DBP; fare makrofaj hiicre hattt (RAW 264.7)'de tiimor nekroz
faktori o (TNFa) sekresyonunu ve lipopolisakkarit ile uyarilmis periferik
mononiikleer kan hiicrelerinin tiretimini azaltmistir (57). DBP’nin enflamatuvar
uyaranlara karsi in vitro olarak hiicresel ve humoral bagisiklik tepkisini nasil
degistirebileceginin degerlendirildigi calismada, DBP varligt ve yoklugunda
lipopolisakkarit (LPS), resiquimod (R848)-forbol 12-miristat 13-asetat (PMA) ile
uyarilmis graniilositler ve monositlere ait ylizey biyogostergelerinin (CD16, CD24,
CD69, CD14) ekspresyonu akis sitometri analizi ile incelenmistir. TNFa, interferon
gamma (IFNy), interlokin 8 (IL-8) ve interlokin 10 (IL-10) sitokinlerin salinimi
Olciilmiistir. DBP varliginda notrofil ve eozinofil iizerinde bulunan CD24’iin
inflamatuvar uyaran kaynakli ekspresyonunu ve aktive edilmis eozinofil lizerindeki
CD69 biyogostergeleri azaltirken; nétrofil iizerindeki CD16’y1 arttirmistir. DBP;
enflamatuar uyaranlara karst proinflamatuvar TNF a, ve IFNy salinimini azaltmstir.
Calismanin sonunda, DBP varliginda inflamatuvar uyaranlara karsi verilen

immiinolojik yanitlarin baskilanabilecegi belirlenmistir (57).
Ila¢ Metabolize Edici Sistemler Uzerine Etkiler

Dibutil ftalat, karacigerde sitokrom P450 (CYP450) proteinlerinin yaklagik
%20’sin1 olusturan ve Ostrojen metabolizmasinda da rol oynayan CYP2C9 ve
CYP2C19 aracili metabolizma iizerine etkileri nedeniyle endokrin homeostazini
etkileyebilmektedir. DBP’nin bu enzimleri inhibe edebildigi ve bu enzimlerle
metabolize edilen ilaclarin viicutta birikimine yol agabilecegi belirlenmistir. Chen ve
ark. (2018) tarafindan yapilan bir calismada DBP; CYP2C9 ve CYP2C19 aktivitesini
inhibe ederken, primer metaboliti olan MBP’nin bdyle bir etkisinin olmadig:
gosterilmistir (75). DBP, DMP (dimetil ftalat) ve DEHP ‘nin 3.8 mM/kg dozda
Sprague Dawley siganlarina uygulandig: bir ¢alismada DBP, CYP450 enzimlerinin
karacigerdeki konsatrasyonunu arttirirken, akcigerdeki konsantrasyonlarini %40
oraninda azaltmistir. DBP, akcigerdeki NADPH sitokrom c rediiktaz aktivitesini ve
sitokrom b5 diizeylerini de yaklasik %30 oraninda azaltmistir. DMP ve DEHP ile
maruziyettten sonra ise minoér etkiler gozlenmistir (76).

Erkek Sprague Dawley siganlar1 5 giin boyunca inhalasyon yoluyla 0,5, 2,5 ve

7 ppm konsatrasyonlarda DBP’ye maruz birakilmis ve konsantrasyonlar insan



18

maruziyeti ile iliskilendirilmistir. DBP bu dozlarda karaciger mikrozomal enzimlerde
kantitatif degiskenlik meydana getirmezken, akcigerde doz bagimli olarak total

CYP450’nin konsantrasyonunu %63 azaltmistir (77).

Dermal Etkiler

Akut eritem, kasintt ve vezikiilasyon ile ortaya c¢ikan kontakt dermatitte
vakalarin %20’si alerjik kontakt dermatit olup, kalan %801 ise irritan kontakt
dermatittir. 1987°de yapilan bir arastirmada kontakt dermatitli hastalarin %4,2’sinin
kozmetik tiriinlere alerjik reaksiyon gdsterdigi ve bu vakalarin yaklasik %8’inin tirnak
bakim {irtinlerinden kaynaklandigi belirtilmistir. Mesleki maruziyetten dolay1 tirnak
bakimu iscilerinde subakut ve kronik maruziyet daha az kullanilan elin bagparmak, 2.
ve 3. parmaklarinda miisterinin tirnaklarinin sabitlendigi yastik¢iklardan gecis
dolayistyla parmaklarin kenarlarinda alerjenik bilesiklerin derinin ¢esitli bolgelerinde
birikmesine ve soluma yoluyla astim semptomlarina yol agabilecegi bilinmektedir.
Diizenli olarak manikiir yaptiranlarda likit oje kullanimi alerjik kontakt dermatite
neden olmaktadir. Ojenin esnekligini arttiran bir plastiklestirici olan DBP, alerjik
kontakt dermatitle iliskilendirilen bir alerjendir. Bu nedenle, son yillarda bir¢ok marka
formaldehit ve DBP gibi gibi kimyasal maddeleri icermeyen oje tiretimine baglamistir
(78).

Bobrek, Karaciger ve Kemik Iligi Uzerine Etkiler

Dibutil ftalata maternal maruziyet ile yavrularda bobrek gelisimi etkisinin
incelendigi arastirmada, 850 mg/kg dozda oral perfiizyonla uygulanan DBP’nin si¢an
yavrularinda bobrek displazisine ve fibroza neden oldugu gosterilmistir (79).

Dibutil ftalat maruziyetinin kemik iligi ve karaciger iizerinde etkisinin
degerlendirildigi bir caligmada, erkek fareler 8 hafta boyunca, haftada 3 giin 500 mg/kg
ve 2000 mg/kg DBP’ye maruz birakilmistir. 8 hafta 2000 mg/kg maruz kalan farelerin
karaciger ve viicut agirliklarinda belirgin azalmalar meydana gelmistir. DBP’ye 2000
mg/kg dozda maruz kalan farelerin karaciger hiicrelerinde ve kemik iligi hiicrelerinde
Comet yontemiyle genototoksisite de degerlendirilmis; ancak istatistiksel olarak
anlaml1 diizeyde DNA hasar1 gozlenmemistir. Bu nedenle, DBP’nin somatik hiicreler

i¢in zay1f mutajen oldugu sonucuna varilmistir (80). Si¢anlar tizerinde yapilan bir diger
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calismada, gebeligin 13. giiniinden laktasyonun 21. giiniine kadar 5, 50, 500
mg/kg/giin dozlarinda DBP uygulanan disilerin yavrularda DBP’nin doz bagimli bir
sekilde kilo ve aglik glikoz diizeylerinde artisa ve karacigerde peroksizom proliferatér
aktive reseptor 1 (PPAR1) gen ekspresyonunda azalmaya neden oldugu belirlenmistir
(81).

Inhalasyonla Maruziyet Sonucu Etkiler

Maddenin oral veya inhalasyon yollar1 ile ilgili kronik toksik etkileri hakkinda
literatiirde ¢ok az bilgi bulunmaktadir. Inhalasyonla kronik maruziyet sonucu viicut
agirlik artisinda azalma ve akciger ve beyin agirliginda artislar belirlenmistir. Sub-
kronik maruziyetle (13 hafta, 0,1 mg/kg viicut agirligi) kemiricilerde viicut agirliginda
azalma, minimal anemi ve karaciger lizerinde istenmeyen etkilere yol agabilecegi ifade
edilmistir. Siganlarda yapilan mortalite ¢alismalarinda referans dozu (RfD) 0,1 mg/kg
viicut agirligr olarak belirlenmistir (82). DBP i¢in siganlarda antiandrojenik etki,
gamet gelisimi ve meme dokusunun gelisimi agisindan oral LOAEL dozu 2 mg/kg/giin
olarak belirlenmistir. Avrupa Birligi DBP i¢in yayimnladigi risk degerlendirme
raporunda ise siganlarda embriyotoksisite agisindan oral LOAEL degerini 52
mg/kg/glin olarak belirtmistir (63). Amerika Cevre Koruma Ajansi DBP’yi Grup D
karsinojen (insan karsinojenisitesi acisindan simiflandirilamayanlar) olarak
smiflandirmistir (82). Mesleki maruziyet dikkate alindiginda; DBP’ye giinde 7-8,
haftada 40-45 saat galisma siiresince uzun siireli ve tekrar edebilen maruziyetlerde,
calisanlarin saglhigini bozmayacak en yiiksek konsantrasyon degeri (TLV-TWA) 5

mg/m?3 olarak saptanmustir (83).
2.4. Akciger Yapisi

Goglis boslugunda yer alan ¢ift katli serdz plevra zari ile ¢evrili olan akciger,
bronslardan alveollere kadar olan solunum sisteminin tim yapilarini igerisinde
bulundurmaktadir. Sag akcigerde 3 lob sol akcigerde ise 2 lob bulunmaktadir ve sol
akciger yapisal olarak sag akcigere gore daha kiigiiktiir (Sekil 2.5.). Her bir lob
pulmoner alveolleri iceren ¢ok sayida kiiciik lobiillere ayrilmistir. Bronglar dallanarak

akciger dokusu i¢ine dagilir ve brongioller aracigiyla havayr alveollere getirir.
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Pulmoner alveoller, akcigerlerin ana gorevi olan hava degisiminin yapildigi islevsel
birimlerdir (84).

Inhalasyon sirasinda hava trakeadan bronslara sonrasinda bronsiollere gecerek
alveollere ulasir. Kilcal damarlarla ¢evrili olan alveollerden oksijen kana geger ve
dokulara tagmir ve dokularda olusan karbondioksit akcigerlere geri tasmnir ve

ekshalasyonla trakeadan disari atilir (85).
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Sekil 2.5. Akcigerin yapisi

Akciger kanseri erkeklerde kadinlardan daha sik goriilmektedir. Ancak, son
yillarda akciger kanseri insidansi kadinlarda artis gostermektedir. 1940 yilinda
100.000 kadindan 7’sinde akciger kanseri goriiliirken giliniimiizde her 100.000
kadindan 42’sinde hastaligin goriildiigii ifade edilmektedir ve bunun nedeni kadinlarda
artan sigara kullanimina baglanmaktadir (86).

Akciger kanserleri kiigliik hiicreli olan ve olmayan olarak 2 tiire ayrilir.
Hastaligin agresif olarak ilerlemesi ve tedavi secenekleri teshis edilen tiimoriin tipine
baghidir. Bir¢ok akciger kanseri tiirlinlin prognozu hizli oldugu i¢in erken teshis ve
hizli tedavi kritik bir noktadir (86).

Akciger kanseri yilda 1,8 milyondan fazla kisiyi etkilemektedir ve hem
gelismekte olan hem de gelismis iilkelerde kanser kaynakli oliimlerin 6nde gelen
nedeni olmaya devam etmektedir. Kiiclik hiicreli akciger kanseri ve kiigiik hiicreli
olmayan akciger kanseri hastalarda 5 yil icerisinde sag kalim oranmi sirastyla %6 ve
%14-17"dir. Enflamasyon, akciger kanseri ve diger akciger hastaliklarinin gelisimi ve
ilerlemesinde rol oynamaktadir. Son zamanlarda yapilan c¢ok sayida calismada

cevresel kirleticilerin kronik obstriiktif akciger hastaligi, akut akciger hasari,
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sarkoidoz, astim ve interstisyel pulmoner fibroz dahil pulmoner inflamatuvar
hastaliklara neden olabilecegi bildirilmistir. Cevresel faktorlerin neden oldugu

enflamasyon, malign hiicre olusumuna veya timor biiyiimesine neden olabilmektedir
(87).

2.5. A549 Hiicre Hatt1

A549 hiicre hatt1, ilk olarak 1972 yilinda D. J. Giard tarafindan 58 yasinda,
beyaz bir erkeginin akciger karsinoma dokusundan eksplant kiiltiir yoluyla izole
edilmis ve epitelyal adenokarsinoma hiicre hatti olarak tanimlanmistir. Kiiciik hiicreli
olmayan insan akciger hiicre hattidir. A549 hiicreleri, lesitini; Tip 2 pnomosit gibi
sitidin difosfokolin yolagiyla, yiiksek oranda doymamis yag asitlerini kullanarak
sentezleyebilmektedir. Bu hiicreler, alveolar tip 2 hiicrelerine 6zgii metabolik ve
makromolekiiler siiregler i¢in uygun bir model olarak kullanilmaktadir. Hiicrelerinin
kiiltiiriiniin kolay olmasi ve kisa siirede ¢ok sayida karsilastirmali deney yapilmasina

izin verilmesinden dolayi in vitro ¢alismalarda tercih nedeni olmaktadir (88).
2.6. Askorbik Asit

Askorbik asit (askorbat, vitamin C) ilk olarak 1912’de kesfedilmis, 1928’de
izole edilmis ve 1933°de kimyasal olarak sentez edilmistir. Asc bilinen en giiclii
antioksidanlardir. Bir¢ok gidada dogal olarak bulunur; gida destegi olarak da
satilmaktadir. DSO’niin Esansiyel ilaclar Listesi’nde yer almaktadir. En ¢ok dolmalik
biber, yesilbiber, maydanoz, narenciye, kivi, brokoli, briiksel lahanasi ve cilekte
bulunur. Gidalarin uzun siire saklanmasi veya pisirme ile Asc icerikleri azalir (89-91).

Asc’nin yapist Sekil 2.6.’da gosterilmistir.

I
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Sekil 2.6. Askorbik asitin yapisi
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Askorbik asit NADPH oksidaz yolagi iizerindeki siipresif etkisi sayesinde yeni
serbest radikallerin olusumunu Onleyen ve dogrudan serbest radikaller iizerinde
antioksidan etkinlige sahip bir elektron vericisidir. Antioksidan etkisi azalmis endotel
gecirgenlik, patolojik durumlarda zayiflatilmis hiicresel apoptoz ile agiklanabilir.
Makrofaj fonksiyonunun diizenlenmesi, enflamatuar mediyatorlerin azaltilmasi1 ve
yiiksek konsantrasyonlarda dogrudan bakteriyostatik etkisiyle birlikte bagisiklik
sistemi tizerinde etkilere sahiptir (92).

Skorbiit Asc eksikligi nedeniyle ortaya ¢ikan bir hastaliktir ve tedavisinde Asc
kullanilir. Asc, dokularin onarimi ve belirli ndrotransmitterlerin enzimatik iiretimi igin
gereklidir. Rebound skorbiit ise, yiiksek doz Asc alimi ile ortaya ¢ikar. Diger taraftan,
immiin islevlerin normal sekilde ger¢eklesmesinde gorevleri vardir (93-95). Her ne
kadar soguk alginliginda yarali oldugu diisiiniilse de, bunu destekleyen bilimsel veri
yoktur. Ancak, soguk alginliginin siiresinin azalmasina kars1 yararli olabilecegine dair
bilimsel yaymlar bulunmaktadir. Diger taraftan, kanser riskini azaltmasi,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve demasta yararli olup olmadigi kesin olarak
gosterilmemistir (91, 96-98). Genel olarak iyi tolere edilen bir antioksidandir. Yiiksek
dozlarda kullanim1 gastrointestinal sistemde rahatsizlik hissine yol agar. Ayrica, bas
agrisi, uyuma giigliigi ve deride kizarikliklara neden olabilir. Gebelikte giinliik
alinmas1 gereken dozda kullanimi genel olarak giivenli kabul edilmektedir (94, 96, 99).

Askorbik asit yiiksek dozlarda prooksidan etki gosterebilir. Birgok in vitro ve
in vivo ¢alismada antioksidan olarak kullanilmaktadir (100). Literatiirde askorbik
asitin ftalatlarin toksik etkilerine karsi koruyucu olarak kullanildigi smirli sayida

caligma mevcuttur (101,102).
2.7. N-Asetilsistein

N-asetil sistein (asetilsistein, NAC) viicuttaki en 6nemli tiyol olan glutatyonun
yapisinda bulunan 6nemli bir amino asit tiirevidir (103-105). Ilk olarak 1960°da patent
almigtir ve tibbi kullanima 1968’de girmistir (106,107). NAC, parasetamol
zehirlenmelerinde antidot olarak kullanilmaktadir. Ayrica, kistik fibrosis hastalarinda,
kronik obstriiktif akciger hastaliginda ve oksiiriikte mukus ¢oziicii olarak kullanimi

mevcuttur. Intravendz (iv), oral veya misti koklanarak kullanilabilir. Gida destegi
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olarak da kullanimi mevcuttur (108-110). DSO’niin Esansiyel ilaglar Listesi’nde yer
almaktadir (89). NAC’1n yapis1 Sekil 2.7.’de gosterilmistir.

Sekil 2.7. N-asetilsisteinin yapist

N-asetilsisteinin kinik ¢alismalarda; alkole bagli olmayan steatohepatitte,
diyabete bagli meydana gelen hipertansiyonda, kronik bronsitte, tekrarlanan gebelik
kayiplarinda, erkek infertilitesinde, polikistik over sendromunda, diyabetik
retinopatide, yasa bagli makiiler dejenerasyon ve kataraktta faydalar1 gosterilmistir.
NAC ayrica parkinson, sizofreni, bipolar bozukluk, otizm ve davranis bozuklugu gibi
norolojik ve psikiyatrik hastaliklarin tedavisinde tamamlayici olarak kullanilmaktadir
(1112).

Yiiksek oral doz kullanimiyla bulant1 ve kusmaya yol agabilir. Ayrica, deride
acima hissi ve kizariklar olusturabilir. Nadiren, non-immiin anaflaksiye yol agabilir.

Gebelikte kullaniminin giivenli oldugu belirtilmistir (108).
2.8. Oksidatif Stres

Serbest radikaller son orbitalinde bir ya da birden fazla eslesmemis elektron
bulunduran yapilardir. Kisa 6miirlerine ragmen, hiicredeki lipid, karbohidrat, protein
veya DNA/RNA gibi makromolekiillerle reaksiyona girebilirler; yiliksek miktarlarda
olusumlari organel, membran veya tiim hiicrede hasar olusturabilir ve hiicre 6liimiine
kadar giden bir siireci tetikleyebilir. Normal metabolizma, hiicre sinyallesmesi,
mikrozomal sitokrom P450 (CYP450) metabolizmasi, eozinofil, makrofaj, nétrofil
hiicrelerinin ve inflamatuvar sitokinlerin aktivasyonu, arasidonik asitin lipooksijenaz

ve siklooksijenazlarla oksidasyonu, mitokondriyel aktivite ve enerji iiretim
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stireclerinde ortaya ¢ikabilecekleri gibi, organizmanin biyolojik (bakteriler, viriisler,
mantarlar), fiziksel (UV 1sima, X- ve y-isima) veya kimyasal bir ajana
(kemoterapotikler gibi ilaglar, ¢evresel kirleticiler) maruziyeti ile de artis
gosterebilirler. Bazi patolojik durumlarda ise organizmadaki miktarlarinin arttig

bilinmektedir (112, 113).

Serbest radikaller genelde 3 grupta incelenir:
» ROS
» Reaktif azot tiirleri (RNS)
» Reaktif kiikdirt tiirleri (RSS)
Reaktif oksijen tiirleri yapisinda oksijen bulunduran bilesiklerdir. En iyi bilinen
ROS’lar ve olusum reaksiyonlari su sekilde gergeklesir (111):
1. Siiperoksit
0,+e —0r

2. Hidrojen peroksit (H202)
2 H++ 02 ++02 — H202+ O3

3. Hidroksil radikali
H.O, + e — HO +-OH
2H*+2e +H,0,— 2 H,0
4. Singlet oksijen

151k

‘0, —

1
— 0,
Fotosensitize edici

madde

Hiicrede homeostaz halinde tiim oksidan ve antioksidanlarin bir denge i¢inde
olmasi gerekmektedir. Eger bu denge oksidanlar lehine bozulursa, “oksidatif stres”
ortaya ¢ikar. Oksidatif stres esnasinda, ROS artigina bagli olarak hiicrenin yapitasi olan
lipit, protein ve/veya karbohidratlarin yapis1 bozulur. Lipitlerde peroksidasyon sonucu
hasarlar olusur. Protein ve karbohidratlar ise oksidasyona ugrar. Diger taraftan, DNA

ve RNA gibi niikleik asitlerde oksidatif hasarlar gelisebilir; bazlar okside olur; baz
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hasarlar1 baz eksizyon onarimi (BER) ile yeterli bir sekilde onarilmazsa tek sarmal
kiriklar1 (SSB) goriilebilir. SSB sonucunda, kalip kaymasi gibi durumlar ortaya
cikabilir. Bu genotoksik etkiler zaman i¢inde mutsyonlarin olugmasi ile sonuglanabilir.
Olusan bu hasarlar onarilmadiginda, hiicre 6liimii meydana gelir. Hasar derecesine

bagli olarak hiicre ya apoptoza ya da nekroza gider (114).
2.8.1. Oksidatif Stres Biyogostergeleri

Oksidatif stresin kalitatif ve kantitatif olarak tespiti i¢in bircok biyogdstergeden
yararlanilmaktadir.  Olgiilecek parametrelerin - dogru segimi ve tanimlanmasi
gerekmektedir. Ayrica, elde edilmesi beklenen son noktalara gore de belirleme
yapmak gereklidir.

Oksidatif stresin degerlendirilmesinde kullanilan baslica biyogostergeler sdyle
smiflanabilir (115):

1. Dogrudan hiicre i¢ci ROS 6l¢timii

2. Antioksidan enzim aktivitelerinin veya bu enzimlerin protein

ekspresyonlarinin belirlenmesi [CAT, GPx, SOD, glutatyon rediiktaz
(GR), tiyoredoksin rediiktaz (TrxR)]

3. Total GSH ve/veya NAC diizeylerinin belirlenmesi ve GSH/GSSG

oraninin (redoks orani) belirlenmesi

4. Lipit oksidasyon iirlinlerinin diizeylerinin belirlenmesi [malondialdehit

(MDA) veya tiyobarbitiirik asit reaktif bilesikleri (TBARS),
konjugedienler, okside yaglar, vb.]

5. Protein oksidasyon irilinlerinin diizeylerinin belirlenmesi (karbonil

gruplari)

6. Total antioksidan kapasite (TAOC) diizeylerinin belirlenmesi

7. DNA oksidasyonunun degerlendirilmesi: Bunun i¢in genelde okside

bazlarin belirlenmesi gerekir [8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG)]

8. Diisik molekiil agirlikli antioksidanlarin diizeylerinin belirlenmesi

(flavonoidler, karotenoidler, A, C ve E vitaminleri)

9. Antioksidan protein diizeylerinin belirlenmesi (tiyoredoksin)
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2.8.2. Antioksidan Enzimler

Glutatyon peroksidazlar, aktif bolgelerinde selenyum igerip icermemesine gore
iki gruba ayrilirlar:

1. Selenyum bagimli GPx’ler: GPx1, GPx3, GPx4 gibi GPX’lerin antioksidan
savunma sistemi i¢in Onemleri biyiiktiir. GPX’ler tarafindan katalizlenen
reaksiyonlada GSH, hidrojen peroksit ile reaksiyona girerek GSSG ve su olusturur.
Boylece eritrositlerden ve dokulardan (GPx1), plazmadan (GPx3) veya spermlerden
(GPx4) hidrojen peroksitin uzaklagsmasini saglar. Reaksiyonlarin sonucunda hidrojen
peroksitin hidroksil radikaline doniismesi 6nlenir. Bu da lipit peroksidasyonun ve lipit
peroksidasyonu takip edecek olan protein oksidayonunun gelisimini onler (116).

2.Selenyum bagimsiz GPx’ler: GPx5 gibi.

Siiperoksit dismutaz enzimleriniin insanlarda ve st filogenetik siniflamadaki
canlilarda 3 tipi bulunmaktadir: sitozolik siiperoksit dismutaz (SOD1, CuZn-SOD),
mitokondrial siiperoksit dismutaz (SOD2, Mn-SOD) ve ekstraselliiler siiperoksit
dismutaz (SOD3, EC-SOD). Bu enzimlerin temel gorevi siiperoksit serbest radikalinin
molekiiler oksijen ve hidrojen peroksite doniisiimiinii katalizlenmesidir (117).

Katalaz, en 6nemli antioksidan enzimlerdendir. Hiicre i¢i CAT’in %20’s1
sitozolde; %80°1 ise peroksizomlarda yer alir. Temel gorevi hidrojen peroksiti oksijen
ve suya yikimini katalizlemektir. Hiicre iginde %20 sitozolde ve %80 peroksizomlarda
bulunmaktadir. Diger taraftan, CAT metanol, etanol, formaldehit ve formik asit gibi

hidrojen dondrleriyle reaksiyona girer ve peroksidaz aktivitesi gosterir (118).
Lipit Peroksidasyonu

Hiicre i¢indeki lipitlerin oksidanlarin olusturdugu hasara kars1 oldukca hassas
olduklar1 bilinmektedir. Hiicre i¢inde ROS’un karbon-karbon bagi i¢ceren membran
lipitlerinden elektronlar kopartmas: ile lipit peroksidasyonu ortaya ¢ikar. Lipit
peroksidasyonu bir metilen grubundan (CH2) bir hidrojen (H) atomunun
uzaklastirilmasi ile baslar ve karbon iizerinde eslenmemis bir elektron olugmasiyla
biter. Boylece karbon radikali (CH) olusur ve molekiillerin rearranje edilmesiyle
konjuge dien yapist olusur. Konjuge dien ile sabitlenen ‘CH takiben oksijen ile
tepkimeye girer ve lipit peroksil radikali (LOO.) olusur. Olusan tiim bu radikaller seri

bir tepkime ile (daha fazla hidrojen atomlarinin ayrilmasiyla) diger lipitlerle de
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tepkimeye girer ve sonugta lipit hidroperoksit (LOOH) yapilari olusarak, tepkimeler
zincirleme bir sekilde ilerler (119-122). Lipit peroksidasyonu Sekil 2.8.’de sematize
edilmistir. Lipit peroksidasyonu ile malondialdehit (MDA), 4-hidroksialkaneller (4-
hidroksi-2-nonenal), akrolein ve lipit peroksitler (LOOH) olusabilir. Bu yapilar, lipit
peroksidasyonun biyogdstergeleri olarak 6l¢iilebilir (112, 123).
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Sekil 2.8. Lipit peroksidasyonu

Sonugta hiicre membraninin biitiinliigi, islevleri, potansiyeli ve akiskanlig
bozulur. Oksidatif hasar sonucunda meydana gelen membran biitiinliigiindeki bozulma
membrandan s1zdirmalara neden olur. Hiicre membraninda olusan riiptiirler lizozomal
enzimlerin aktivasyonuna ve hiicre 6liimiine dek gidebilecek bir tabloya yol acar (110).
Giliniimiizde en ¢ok Olgiilen oksidatif stres belirteglerinden biri olan MDA bir¢ok

calismada lipit peroksidasyonun temel biyogostergesi olarak kullanilmaktadir. Lipit
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peroksidasyonu hiicre icindeki DNA gibi temel makromolekiillerinin yapisinin

bozulmasina yol agabilir (124,125).
Protein Oksidasyonu

Hiicre i¢inde ROS iiretimine yol agabilen tiim ajanlar ve reaksiyonlar protein
oksidasyonuna da neden olabilirler. Protein oksidasyonu, peptit zincirinde
fragmantasyon, hiicrede elektriksel yiiklerde degisim, amino asitlerde bdolgesel
modifikasyonlar, enzim aktivitesinde degisiklikler, membran hasarlar1 gibi farkli
mekanizmalarla meydana gelebilir (126). ROS hiicredeki proteinler tizerinde oksidatif
degisikliklere yol agarak hiicresel hasara neden olmaktadir. ROS’un neden oldugu
degisikliklerden en onemlisi karbonil gruplarinin olusumudur ve bu gruplarin
miktariin belirlenmesi protein oksidasyon diizeyleri hakkina bilgi verebilmektedir

(127).
Glutatyon

Glutatyon, “‘y glutamilsisteinilglisin® yapisinda atipik bir tripeptittir.
Vuciittaki en 6nemli tiyol bilesigi olan GSH, ¢ok 6nemli bir antioksidandir. GSH’1n
yapist Sekil 2.9.’da gosterilmistir. GSSG’nin yapisi ise Sekil 2.10.’da gosterilmistir.
Glutatyonun GPx’lerle ve TrxR ile olan reaksiyonlari Sekil 2.12.’de verilmistir. Sistein

ve N-asetilsistein takviyesi ile viicuttaki GSH diizeyleri arttirilabilir (Sekil 2.11.).
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Sekil 2.9. Glutatyonun yapisi
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Sekil 2.10. Okside glutatyonunun yapisi
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Sekil 2.11. N-asetilsistein ve glutatyon iliskisi

Cys: sistein; Gly: glisin; Glu: glutamin; NAC: N-asetilsistein

GSH, viicuttaki detoksifikasyon prosesleri i¢in gereklidir ve hiicreler igi redoks
dengesinin korunmasini saglar. GPx’lerle GSSG’ye doniisiirken, hidrojen peroksitin
uzaklastirllmasi1 gergeklesir. GSSG olusurken, 2 molekiill GSH’in konjugasyonu
gersceklesir (128). GSSG daha sonra GR ile tekrar rediiklenir ve GSH tekrar
kullanilmak iizere tiyol havuzuna aktarilir. Glutatyon S-transferaz (GST) enzimleri ile
GSH ile konjugasyon saglanarak elektrofilik bilesiklerin zararli etkileri 6nlenir (126).

Ayrica, GSH sayesinde proteinlerin siilfidril gruplarmin rediikte fomda kalmasi
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saglanir; Asc ve E vitamininin aktif formlarina doniismesinde de gorevi vardir. GSH,
hiicrelerin saglikli bir sekilde ¢cogalmasinda da gorevlidir. Ana sentez ve depo organi
karacigerdir ve karacigerde mM miktarlarda bulunur. Diger dokularda ise genelde nM

diizeylerde bulunmaktadir (129,130).

@ GPx
R-OOH + 2GSH =————— R-OH + H,0+ GSSG

' Glutatyon rediktaz
GSSG + H* + NALPH » 2GSH + NADP*

(b)

R-S, + Trx-(SH,) » R-SH, + Trx-(S,)

|
|
Trx(S,) + H* + NADPH ——5— Trx-(SH,) + NADP*

Sekil 2.12. Glutatyon peroksidaz ve tiyoredoksin rediiktaz reaksiyonu

GR: gluatyon rediiktaz; GPx: glutatyon peroksidaz; Trx: tiyoredoksin; TrxR: tiyoredoksin rediiktaz

Total Antioksidan Kapasite

Bilindigi iizere, hiicrelerin kendilerini dis etmenlerden korumalar1 igin
gelistirdigi bircok antioksidan savunma mekanizmalar1 vardir. Bunlar arasinda
antioksidan enzimler ve GSH gibi antioksidan tiyoller, vitaminler (Asc, E vitamini, A
vitaminleri), melatonin ve tiyoredoksin gibi proteinler yer alir. Organizmada bulunan
tim antioksidanlarin toplam etkisi “total antioksidan kapasite (TAOC)” olarak
adlandirilir. Viicuttaki oksidan ve antioksidanlar arasindaki dengenin belirlenmesinde
TAOC 6l¢iimii 6nemli bir biyogdsterge olarak son yillarda kullanilmaktadir. TAOC
6l¢timii, hem in vitro, hem de in vivo arastirmalarda gerceklestirilebilinir. TAOC

Ol¢iimleri genelde sentetik bir E vitamini tiirevi olan Trolox’a kars1 yapilir (131,132).



3. GEREC VE YONTEM
3.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

3-(4,5-Dimetiltiyazol- 2- il)-2,5-difeniltetrazolyum
bromiir (MTT)

Dibutil ftalat

Dimetil siilfoksit (DMSO)

Dulbecco’nun Modifiye Eagle Medyumu, Diisiik glikozlu
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, DMEM Low Glucose)
Dulbecco’nun Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik Cozeltisi
(DPBS)

Etanol

Florometrik Hiicre i¢i Reaktif Oksijen Bilesikleri (ROS) kiti
Fotal Sigir Serumu (FBS)

Glutatyon Kiti

Penisilin- Streptomisin karigimi (Hiicre kiiltiirii i¢in)

Protein Karbonil Kiti

Protein Miktar Tayini Kiti

Tripsin EDTA ¢ozeltisi

Lipit peroksidasyonu (TBARS) Kiti

Total Antioksidan Kapasite (TAOC) Olgiimii Kiti
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Sigma-Aldrich

Sigma Aldrich
Duchefa
Biochemical

Biowest

Biowest

JT Baker

Sigma Aldrich
Biowest

Cayman Chemical
Biowest

Cayman Chemical
Boster

Sigma

Cayman Chemical

Cayman Chemical



3.2. Kullanilan Arag ve Geregler

96 kuyu iceren plak
Biyolojik giivenlik kabini
Buzdolab1

Derin dondurucu (-20°C)
Derin dondurucu (-80°C)

Distile su cihazi

Enjektor filtresi (0,22 Mikron por agikligi)
Hassas terazi

Hiicre kiiltiir flasklar1 (25, 75 cm?)
Inkiibator (CO2’li)

Isik mikroskobu

Kriyo tlip

Laboratuvar Tipi Kirik Buz Yapma Cihazi
Lamel

Neubauer Lami

Otoklav

Otomatik Pipet (1-10 pl, 10- 100 pl, 20- 200 ul,

100- 1000 pl, 1 =5 ml)

Otomatik Pipet uglar1 (1,10 ul, 10 —200 pl,
100 — 1000 pl, 1 —5 ml)

Santrifiyj Cihazi

Steril Santrifiij Tiipleri

Steril Serolojik Pipetler (5, 10, 25 ml)

Su banyosu

Vorteks
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Grenier Bio-One, Nest

Holten Lamin Air Model 1,2
Arcelik

Arcelik

Revco, Legaci

MES mp Minipure, mes08/Termo
Scientific

Merck

Mettler Toledo, XS105

Corning, Isolab

Heraeus Instruments, Funvtion Line
Leica

Grenier Bio-One

Scotsman AF100

Isolab

Marienfeld

Niive NC40M

Eppendorf, Isolab

Eppendorf, True-Line

Heraeus, Hettich, Rotofix 32A
Grenier Bio-One

Grenier Bio-One

Memmert, Edelstaht Rostfrei
LMS, Mixer Uzusio VTX-3000L
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3.3. Caismada Kullanilan Hiicre Hatti

Calismada insan akciger kanseri epitel hiicre hatt1 (A549ATCC® CCL-185™)
kullanilmistir. A549 hiicreleri American Type Cell Collection (ATCC)’den satin
alinmistir. Hiicreler 58 yasinda beyaz irktan, erkek bir akciger kanseri hastasindan elde
edilmis olan epitel benzeri morfolojiye sahip, adherent yapidadir.

Hiicreler DMEM besiyeri igerisine %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin ve %1
L-glutamin eklenerek flasklarda g¢ogaltilmistir. Besiyeri +4 °C’de buzdolabinda
saklanmigtir. Hiicreler 37°C ve %5 COz iceren inkiibatdrde inkiibe edilmistir. Besiyeri

hiicrelerin ¢ogalmasina bakilarak haftada 2-3 kere degistirilmistir.
3.4. Deneylerde Kullamilan Cozeltilerin Hazirlanmasi
3.4.1. DBP Cozeltisinin Hazirlanmasi

Molekiil agirlig1 278,3 g, yogunlugu 1,05 g/cm® olan DBP’den 10 pl alinmig
%0,1 etanol iceren 10 ml besiyerinde ¢6zlilmiis ve 100 mM konsantrasyonda ara stok
cozeltisi hazirlanmistir. Besi yeri ile ara stok c¢ozeltisi seyreltilerek hiicrelere
uygulanan DBP c¢ozeltisi hazirlanmistir. Son olarak elde edilen 0,25-15 mM

araligindaki DBP c¢ozeltileri hiicrelere uygulanmistir.
3.4.2. N-Asetilsistein Cozeltisinin Hazirlanmasi

Molekiiler agirligi 163,19 g olan N-asetil sisteinden hassas terazide 16,3 mg
tartilmis ve %0,1 etanol iceren 10 ml besiyerinde ¢oziilerek 500 mM konsantrasyonda
ara stok ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Bu ¢ozeltiden 300 pl alinmis ve tizerine 29,700 ul
besiyeri eklenerek 1/100 seyreltme yapilmistir. 5 mM nihai konsantrasyonda NAC

¢oOzeltisi hazirlanmistir.
3.4.3. Askorbik Asit Cozeltisinin Hazirlanmasi

Molekiiler agirligi 176,12 g olan askorbik asitten hasssas terazide 17,61 mg
tartilmis ve %0,1 etanol iceren 10 ml besiyerinde ¢o6ziilmis ve 10 mM
konsantrasyonda ara stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiden 60 pl alinmis ve
tizerine 59,940 ul besiyeri eklenerek 1/1000 oraninda seyreltme yapilarak 10 uM nihai

konsantrasyonda askorbik asit ¢ozeltisi hazirlanmigtir.
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3.4.4. MTT Yontemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesinde Kullanilan

Cozeltiler
Dimetil Siilfoksit

Yogunlugu 1,1 g/ml olan dimetil siilfoksit (C2HeOS) oda sicakliginda
saklanabilen, kullanima hazir ugucu bir sividir. Bu dimetil siilfoksit ¢ozeltisi dogrudan

ve gerektigi miktarda kullanilmistir.

3-(4,5- Dimetiltiyazol- 2- il) — 2,5 — Difeniltetrazolyum Bromiir (MTT)

Cozeltisi

0,5 mg/ml Kkonsantrasyonda 3-(4,5-dimetiltiyazol-2- il) - 25 -
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 15 mg MTT hassas
terazide tartildiktan sonra, oncelikle 3 ml DPBS’de ¢6zdiirtilmiis ve toplam hacim
olarak 30 ml besiyerinde ¢oziilmesi saglanmistir. Hazirlanan MTT ¢ozeltisi 24 saat

dayaniklidir ve 1s1iktan korunarak saklanmistir.
3.4.5. Reaktif Oksijen Bilesikleri Tayininde Kullanilan Cozeltiler
ROS Tayin Reaktifi

Kit 1 ml ROS tayin reaktifi igcermektedir. Kullanimindan sonra tekrarlanan
deneyler i¢in -20°C'de 1s1ktan ve nemden uzak saklanmistir. Kullanim i¢in agildiktan

sonra 1 ay dayanikhidir.
Dimetil Siilfoksit
Kitte 0,1 ml saf DMSO bulunmaktadir. Kullanima hazirdir.
Deney Tamponu

Kit icerisinde 20 ml deney tamponu bulunmaktadir. Kullanima hazir haldedir

ve -20°C'de 1 ay saklanabilir.

Master Reaksiyon Karisimi
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20 pl ROS tayin reaktifi ve 10 ml deney tamponu igeren karisim ¢ozeltisidir.

Taze hazirlanmistir. Bu karigim 2 saat icerisinde kullanilmalidir.
3.4.6. A549 Hiicrelerinin Lizisinde Kullanilan Cozeltiler
Lizis Tampon Cozeltisi

CelLytic™ MT Memeli dokusu lizis/ekstraksiyon reaktifi kullanilmistir.
Proteinler ile minimal girisime neden olan diisiikk konsantrasyonlarda deterjan, bisin

ve 150 mM NaCl igerir. +4°C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.
Proteaz inhibitorii

Aprotinin, bestatin, E-64, 16peptin, pepstatin A igerir. Bu proteaz inhibitorleri
serin, sistein, aspartik proteaz ve aminopeptidazlari inhibe eder. -20°C’de derin

dondurucuda saklanir.
Proteaz Inhibitor Kokteyli

100 ml lizis tamponu ¢ozeltisi igerisine 1 ml proteaz inhibitorii eklenerek

hazirlanmastir.

3.4.7. Protein Tayin Deneyinde [Bisinkoninik asit Deneyi] Kullanilan

Cozeltiler
Bisinkoninik asit (BCA) Reaktif A

0,1 M sodyum hidroksit icerisinde sodyum karbonat, sodyum bikarbonat,
bisinkoninik asit ve sodyum tartarat bulunan 100 ml hacimde kullanima hazir

¢oOzeltidir.
Bisinkoninik asit (BCA) Reaktif B
%4 kuprik siilfat iceren 5 ml hacimde kullanima hazir ¢ozeltidir.

Sigir Serum Albiimin (BSA) Standardi
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%0,9 tuz ve %0,05 sodyum azid i¢inde 2 mg/ml sig1r serum albiimini igeren 20

ml hacmindeki ¢ozeltidir.

Albiimin (BSA) Standart Cozeltileri

Stok ¢ozelti (A) olarak 2 mg/ml konsantrasyondaki 200 ul BSA standardindan
90 pl alinarak iizerine 30 pl distile su eklenerek B standardi; A’dan (stok ¢ozelti) 60
pl alinarak tizerine 60 pl distile su eklenerek C standardi; B standardindan 60 pl
alinarak tizerine 60 pl distile su eklenerek D standardi; C standartindan 60 pl alinarak
tizerine 60 pl distile su eklenerek E standardi; E standartindan 60 pl alinarak {izerine
60 pl distile su eklenerek F standardi; F standartindan 60 pl alinarak iizerine 60 pl
distile su eklenerek G standardi; G standartindan 25 pl alinarak iizerine 100 ul distile

su eklenerek H standardi hazirlanmistir.
Bisinkoninik asit (BCA) Karisimi

BCA reaktif A’dan 50 ml; BCA reaktif B’den 1 ml ihtiva eden kullanilacagi

zaman taze hazirlanmasi gereken ¢ozeltidir.
3.4.8. Total Glutatyon (GSH) Tayininde Kullanilan Cozeltiler
GSH MES Tamponu

Tamponun pH’st 6’dir. 0,4 M 2-(N-morfolin) etansiilfonik asit (MES), 0,1 M
fosfat ve 2 mM EDTA i¢ermektedir. Kullanimdan 6nce 60 ml tampon, 60 ml deiyonize

su ile seyreltilmigtir.
Okside Glutatyon (GSSG) Standart ve Stok Cozeltileri

Her bir vialin igerisinde 2 ml okside glutatyon (25 uM) bulunmaktadir ve
kullanima hazir haldedir. 0-4 °C’de saklandiginda 1 yil stabilitesini korumaktadir. 0,
5, 10, 20, 40, 80, 120, 160 pl GSSG standart ¢ozeltilerinin lizerine sirastyla 500, 495,
490, 480, 460, 420, 380, 340 ul MES tampon ¢ozeltisi eklenerek 0, 0,25, 0,5, 1, 2, 4,
6 ve 8 uM konsantrasyonlarindaki GSSG standart ¢ozeltileri hazirlanmaistir.
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GSH Kofaktor Karisimi

Kitteki herbir vial liyofilize toz halinde NADP+ ve glukoz-6-fosfat
icermektedir. Kullanilmadan o6nce igerik 0,5 ml deiyonize su eklenerek iyice

kanstirilmistir. Hazirlanan ¢6zelti 0-4 °C’de 2 hafta dayaniklidir.
Enzim Karisim

Kitteki her bir vialde 0,2 ml tampon igerisinde glutatyon rediiktaz ve glukoz-
6-fosfat dehidrogenaz bulunmaktadir. Hazirlanan MES tamponundan 2 ml eklenerek

seyreltilmistir. Seyreltilmis enzim karisimi 0-4 °C’de 2 hafta dayanikliligini korur.
Ellman Reaktifi Cozeltisi

Kit igerisinde liyofilize toz halde 5,5’- ditiyo- bis-(2- nitrobenzoik) asit
(DTNB, Ellman reaktifi) bulunmaktadir. Kullanimdan hemen 6nce 0,5 ml deiyonize
su eklenerek hazirlanmistir. Hazirlanan reaktif ¢ozeltisi 10 dakika igerisinde

kullanilmalidir.
3.4.9. Lipit Peroksidasyonu Tayininde Kullanilan Cozeltiler
Tiyobarbitiirik Asit

Kitte vial i¢inde 2 g kullanima hazir halde tiyobarbitiirik asit (TBA)

bulunmaktadir.
TBA Asetik Asit

Kit icindeki bir vialde konsantre halde 20 ml asetik asit bulunmaktadir. 40 ml
asetik asit 160 ml deiyonize su ile seyreltilmistir. Seyreltik asetik asit renk reaktifi
hazirlanmasi1 i¢in kullanima hazirdir. Seyreltilmis hali oda sicakliginda 3 ay

stabilitesini korur.
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TBA Sodyum Hidroksit

Kit igerisinde bulunan 20 ml sodyum hidroksit (NaOH) ¢ozeltisinin 180 ml
deiyonize su ile seyreltilerek hazirlanan ¢ozeltisi, renk reaktifi hazirlamak igin

kullanilmistir. Seyreltilmis hali oda sicakliginda 3 ay dayaniklidir.
Malondialdehit Stok ve Standart Cozeltileri

Kitte kullanima hazir halde 500 uM MDA stok ¢o6zeltisi bulunmaktadir. 250 pl
MDA c¢ozeltisi 750 pl deiyonize su ile seyreltilmis ve 125 uM ara stok ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Hazirlanan stok ¢ozeltisine deiyonize su eklemeleri yapilarak 0, 0,625,
1,25, 2,5 5, 10, 25, 50 ve 75 uM konsantrasyonlarinda MDA standart ¢ozeltileri

hazirlanmustir.
Sodyum Dodesil Siilfat Cozeltisi

Kitte kullanima hazir olarak sodyum dodesil siilfat (SDS) c¢ozeltisi

bulunmaktadir.
Renk Reaktifi

530 mg TBA {izerine, 6nceden hazirlanan 50 ml seyreltik TBA asetik asit ve
50 ml sodyum hidroksit eklenmis ve ¢6ziilmesi saglanarak renk reaktifi hazirlanmistir.

Reaktif 24 saat stabilitesini korur.
3.4.10. Protein Karbonil Deneyinde Kullamilan Cozeltiler
Hidroklorik Asit

Kitteki vialde 12 M hidroklorik asit (HCI) bulunmaktadir. Vialdeki HCI’nin 40
ml deiyonize su igerisine eklenmesiyle 2,5 M HCI elde edilmistir. Oda sicakliginda 3

ay dayanmiklidir.
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2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH)

Kitte bir vial igerisinde toz halde 2.4-dinitrofenilhidrazin (DNPH)
bulunmaktadir. Bu viale 2,5 M 10 ml HCI eklenerek ¢ozelti hazirlanmistir. Bu ¢ozelti
4°C’de 1 hafta stabilitesini korumaktadir.

Trikloroasetik (TCA) Cozeltisi

Kitte bulunan bir vial 1 g/ml TCA ¢ozeltisi igermektedir. % 20 TCA ¢ozeltisi
hazirlamak i¢in 12 ml TCA ¢ozeltisi ile 48 ml deiyonize su karistirilmistir. Hazirlanan
bu ¢ozeltiden 20 ml alinip 40 ml deiyonize su eklenmesiyle %10 TCA ¢ozeltisi elde
edilmistir. Bu ¢ozeltiler oda sicakliginda 1 ay dayaniklidir.

Guanidin Hidrokloriir

Kullanima hazir olarak kitte bulunmaktadir.

Etanol

Kullanima hazir olarak kitte vial igerisinde 30 ml olarak bulunmaktadir.
Etil Asetat

Kitte bir vial iginde 30 ml etil asetat bulunmaktadir. 30 ml etanol ile 1:1

oraninda seyreltilerek kullanilmistir.

3.4.11. Total Antioksidan Kapasite Ol¢iimii Deneyinde Kullanilan

Cozeltiler
Antioksidan Deney Tamponu

Konsantre 3 ml tampon 27 ml deiyonize su ile seyreltilmistir. Seyreltilen
tamponun pH’s1 7,4’diir. SmM potasyum fosfat ve %0,9 sodyum kloriir icermektedir.

4°C’de saklandiginda stabilitesini 6 ay korumaktadir.
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Kromojen

Kitte bulunan bir vialde liyofilize toz halinde 2,2-azino-bis(3-
etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit (ABTS) igermektedir. Toz tizerine 6 ml deiyonize su

eklenerek kromojen diliie edilmistir. 4°C’de saklandiginda 24 saat stabildir.
Metmyoglobin

Kitte bulunan bir vial metmyoglobinin liyofilize tozunu icermektedir. Toz 600

ul deney tamponu eklenerek kullanima hazirlanmistir. -20 °C’de 1 ay stabildir.
Trolox Stok ve Standart Cozeltileri

Kitte bulunan vial Trolox’un (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-
karboksilik asit) liyofilize tozunu igermektedir. Toz 1 ml deiyonize su eklenerek
kullanima hazirlanmistir. Hazirlanan ¢6zelti 4 °C’de 24 saat dayaniklhidir.

Deney tamponundan 1000 pl alinarak A standardi; tampondan 970 pl alinarak
tizerine 30 pl Trolox eklenerek B standardi; tampondan 940 pl alinarak tizerine 60 pl
Trolox eklenerek C standardi; tampondan 910 pl alinarak {izerine 90 pl Trolox
eklenerek D standardi; tampondan 880 pl alinarak tizerine 120 pl Trolox eklenerek E
standardi; tampondan 850 pl alinarak tizerine 150 pl Trolox eklenerek F standards;
tampondan 780 pl almarak tizerine 220 pl Trolox eklenerek G standardi

olusturulmustur.
Hidrojen Peroksit

Kitten ¢ikan vial 8,82 M hidrojen peroksit igermektedir. 10 pl hidrojen peroksit
990 pl deiyonize su ile seyreltilmistir. Bu ¢ozeltiden 20 pl alinarak tizerine 3,98 ml
deiyonize su eklenmesiyle nihai konsantrasyonu 441 uM olan hidrojen peroksit

cozeltisi elde edilmistir. Oda sicakliginda 4 saat stabilitesini korur.
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3.5. Hiicreler ve Deney Gruplar:
3.5.1. Deney Gruplari

Kontrol grubu: Herhangi bir uygulama yapilmayan gruptur. Bu gruba sadece
deneyler esnasindan ¢oziicli olarak kullanilan %0,1 etanol iceren besiyeri
uygulanmistir.

DBP grubu: Sitotoksisite deneylerinin sonucunda belirlenen inhibitor
konsantrasyon 30 (ICzo, 1,185 mM) DBP’nin 48 saat siireyle uygulandigi
gruptur.

NAC grubu: Koruyucu doz olarak secilen 5 mM dozda NAC’1n 6n inkiibasyon
icin 24 saat, sonrasinda ise 48 saat uygulandigi gruptur.

Askorbik asit grubu (Asc): Koruyucu doz olarak segilen 10 uM dozda askorbik
asitin On inkiibasyon i¢in 24 saat, sonrasinda ise 48 saat uygulandig1 gruptur.
DBP+NAC grubu: Bu gruptaki hiicrelere 24 saat siireyle 6n inkiibasyon olarak
5 mM NAC uygulanmistir. Takiben, hiicrelere 48 saat siireyle sitotoksisite
deneyleri sonucu elde edilen 1C3o dozunda DBP (1,185 mM) ve NAC (5 mM)
uygulanmistir.

DBP+Asc grubu: Bu gruptaki hiicrelere 24 saat siireyle 6n inkiibasyon olarak
10 uM askorbik asit uygulanmistir. Takiben, hiicrelere 48 saat siireyle
sitotoksisite deneyleri sonucu elde edilen 1C3 dozunda DBP (1,185 mM) ve

Asc (10 pM) karigimi uygulanmugtir.
3.5.2. Donmus Hiicrelerin Coziilme Asamalari

Deneyler sirasinda kullanilacak tiim malzemeler %70'lik etil alkol yardimu ile
dezenfekte edilerek biyogiivenlik kabini i¢ine alinmistir.

Su banyosu acilmis ve 37 °C’ye kadar 1sinmas1 beklenmistir.

Besiyeri +4°C buzdolabindan ¢ikarilip, su banyosunda 1sitilmistir.

-80°C’den c¢ikarilan hiicrelerin bulundugu kriyotiip buzun {izerine alinmistir.
Su banyosunda kriyotiip 1sitilarak hiicrelerin ¢oziilmesi saglanmistir. Bu
asamada hiicrelerin hizlica ¢6ziinme ihtimaline kars1 dikkatli olunmalidir.
Kabine alinan kriyotiip igerigi santrifiij tlipline alinmis, iizerine yavasca

besiyeri eklenmistir. Pipetaj yapilarak stispande hale gelmesi saglanmistir.
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Hiicre karigimi 1200 devirde 5 dk santrifiijlenmistir.

Santrifiij sonrasinda supernatan pipetle ¢ekilip atilmistir.

Pellet lizerine taze besiyeri eklenmistir.

Besiyeri ve pellet karisimi pipetaj yontemi ile siispande edilmis ve olusan
karigim pipet yardimiyla c¢ekilerek flaska transfer edilmistir.

Flaska alinan hiicreler 151k mikroskobunda incelenerek kontrol edilmistir.

Flasklar 37°C ve %5 CO2’li etiivde inkiibasyona birakilmistir.
3.5.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Deneyler sirasinda kullanilacak tiim malzemeler %70'lik etil alkol yardimu ile
dezenfekte edilerek biyogiivenlik kabini i¢ine alinmistir.

Su banyosu acilmis ve 37 °C’ye kadar 1sinmast beklenmistir.

Besiyeri, DPBS ve tripsin-EDTA buzdolabindan ¢ikarilip su banyosunda
1sitilmustr.

Flask igerisindeki hiicrelerin durumu 151k mikroskobu altinda kontrol
edilmistir.

Flaksta yeterli yogunluga ulasan hiicreler pasajlama islemine hazirdir.
Hiicrelerin iizerinde bulunan besi yeri Pasteur pipeti ile ¢ekilmistir.

Flaska tutunan hiicreler 5 ml DPBS kullanilarak 2 defa yikanmustir.
Yikamadan sonra hiicrelerin flaskin tabanindan kalkmasini saglamak i¢in 4 ml
tripsin-EDTA ilave dilmis ve 3-5 dakika aras1 inkiibatérde bekletilmistir.
Hiicrelerin kalktig1 151k mikroskobu altinda goriildiikten sonra 8 ml besiyeri
flaska eklenmistir.

Flaskta bulunan hiicre+besiyeri+tripsin-EDTA karisimi santrifiij tlipiine
aktarilmis ve 1200 devirde 5 dakika santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrasi list kistm atilmig pellet iizerine 10 ml besiyeri eklenmis ve
siispande edilmistir.

Tiipte bulunan hiicre + besiyeri yeni flasklara ekilmistir.

Flasklarin iizerine hiicre tipi, tarih, pasaj sayisi, besiyeri bilgileri yazildiktan

sonra 37°C, %5 CO2’li etiive kaldirilmustir.
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3.5.4. Hiicrelerin Besiyerinin Degisimi

Deneyler sirasinda kullanilacak tiim malzemeler %70'lik etil alkol yardimi ile
dezenfekte edilerek biyogiivenlik kabini i¢ine alinmustir.

Su banyosu acilmis ve 37 °C’ye kadar 1sinmas1 beklenmistir.

Besiyeri ve DPBS +4°C buzdolabindan ¢ikarilip su banyosunda 1sitilmistir.
37 °C, %5 CO2’li etiivde inkiibasyona birakilan hiicrelerin mikroskopta
canlilig1 kontrol edilmistir.

Biyogiivenlik kabininde hiicrelerin lizerindeki eski besiyeri steril Pasteur pipeti
yardimiyla ¢ekilmistir.

Flasktaki hiicreler 5 ml DPBS ile 2 kez yikanmustir.

Flasklara 10 ml taze besiyeri eklenmis ve inkiibatore kaldirilmistir.
3.5.5. Hiicrelerin Dondurulmasi Islemi

Hiicreler mikroskop altinda flaskta yeterli yogunluga ulastiklarinda sonraki

deneylerde kullanilmak iizere dondurulup -80 °C’de derin dondurucuda saklanmustir.

1.

Deneyler sirasinda kullanilacak tiim malzemeler %70'lik etil alkol yardima ile
dezenfekte edilerek biyogiivenlik kabini i¢ine alinmustir.

Su banyosu acilmis ve 37 °C’ye kadar 1sinmas1 beklenmistir.

Besiyeri, D-PBS ve tripsin-EDTA +4°C buzdolabindan ¢ikarilip su
banyosunda 1sitilmistir.

Dondurma isleminden once 700 ul besiyeri, 200 pul FBS ve 100 ul DMSO
igeren dondurma vasati (%70 besiyeri, %20 FBS, %10 DMSO) hazirlanmustir.
Flasklar inkiibatorden alindiktan sonra pipet yardimiyla besiyeri
uzaklastirilmis ve hiicreler DPBS ile yikanarak kalan besiyeri de atilmistir.
Flask, tizerine 4 ml tripsin-EDTA ilavesinden sonra 3-5 dk inkiibatore
kaldirilmistir.

Mikroskopta hiicrelerin flask tabanindan kalkip kalkmadigi kontrol edilmis ve
flask tlizerine 7-8 ml besiyeri ilave edilmistir.

1200 devirde 5 dk santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrasi1 siipernatan atilmistir.
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Pellet iizerine 1 ml dondurma vasati eklenmis ve pipetaj yardimiyla
dagitilmstir.
Hiicre siispansiyonu kriyotiip igerisine alinmuis, tiip 24 saat -20 bekletildikten

sonra -80’e kaldirilmustir.
3.5.6. Hiicre Sayim Islemi Basamaklar

Hiicrelerin sayilmasi tripan mavisi denilen boya ile yapilir. Tripan mavisi canli

hiicrelerin i¢ine giremezken membran biitiinliigli bozulmus O6lii hiicrelerin igine

kolayca difiize olur. Hiicrelerin boyaya gerekenden fazla siire maruz birakilmasi canli

hiicrelerinde boyanmasina neden olacagi i¢in dikkat edilmelidir.

1.

10.

11.

Deneyler sirasinda kullanilacak tiim malzemeler %70'lik etil alkol yardimi ile
dezenfekte edilerek biyogiivenlik kabini i¢ine alinmistir.

Su banyosu acilmis ve 37 °C’ye kadar 1sinmas1 beklenmistir.

Besiyeri, DPBS ve tripsin-EDTA +4°C buzdolabindan ¢ikarilip su banyosunda
1sitilmustr.

Flaskta bulunan hiicrelerin yogunlugu 11k mikroskobu altinda incelenmis ve
flasktaki besiyeri uzaklastirilmistir.

Hiicreler 2 defa Sml DPBS ile yikanmistir.

Yikamadan sonra flask tabanindaki hiicrelerin kalkmasini saglamak i¢in 4 ml
tripsin-EDTA eklenmis ve inkiibasyon i¢in 3-5 dakika etiive kaldirilmistir.
Isik mikroskobunda hiicrelerin kalktig1 goriiliince 8 ml besiyeri flask tizerine
eklenmistir.

Flask igerigi steril santrifiij tiiptine aktarilmis ve 1200 devirde 5 dk
santrifiijlenmistir.

Santrifiij sonrasi iist faz atilmis, pellet lizerine 10 ml besiyeri eklemesi
yapilarak hiicrelerin homojen dagilmasi saglanmistir.

Hiicre siispansiyonundan 50 pl ependorf tiipe aktarilmis, {izerine 50 pl tripan
mavisi (%0,4) ¢ozeltisi eklenmis ve siispande edilmistir.

Neubauer hiicre sayim laminin 2 bdlmesine lam ile lamel arasindan hiicre
siispansiyonundan 10 pl eklenmis ve 151tk mikroskobu altinda hiicre sayim
islemi yapilmistir. Lamda bulunan toplam 8 kare i¢indeki hiicreler sayilmis ve

islem sonunda sayilan hiicrelerin ortalamasi alinmistir. Sonrasinda ml’deki
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hiicre sayis1 asagida belirtilen formiil kullanilarak hesaplama islemi

yapilmustir.

toplam hiicre sayist __

ml

diliisyon faktt')rii) X 10000hiicre

(sayllan toplam hiicre sayisix 5

ml

3.6. Deneysel islemler ve Yontemler
3.6.1. A549 Hiicrelerinde MTT Yontemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi
Yontemin Esasi

MTT, in vitro olarak hiicre canliliginun belirlenmesi i¢in en yaygin kullanilan
yontemlerden biridir. Hiicrelerin biyolojik, fiziksel ve kimyasal ajanlara karsi
duyarliligini belirlemek ve sitotoksisitesi ve proliferasyonu 6lgmek i¢in uzun yillardir
kullanilmaktadir. Metabolik aktivitedeki kiiclik degisiklikler hiicre canliliginda biiyiik
degisiklikler meydana getirebilir. MTT deneyi; sar1 renkli 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolyum  bromiir  bilesiginin  mitokondriyal  dehidrojenazlarla
¢Oziinmeyen mor renkli formazana doniistiiriilmesi, olusan formazan kristallerinin
DMSO’da c¢oziilmesi ve bu ¢ozeltinin verdigi renk siddetinin 570 nm’de
spektrofotometrik olarak Olgiilmesi esasina dayanmaktadir (133,134). MTT
yontemiyle biyolojik, fiziksel ve kimyasal ajanlarin hiicrelerin %50’sinin liimiine
neden olan konsantrasyon (inhibitdr konsantrasyon 50, ICsp) belirlenir. Daha sonra
elde edilen egriden 1C3p veya diger inhibitdr konsantrasyonlar hesaplanabilir. Deneyler
her grupta yer alan 3 Ornek i¢in 3 ayr giinde, her giinde 2 ayn tekrar yapilarak

gerceklestirilmistir.
Yontemin Uygulansi

1. 6,4 mg MTT tartilmis ve son konsantrasyonu 0,5 mg/ml olacak sekilde 1 ml
DPBS ve 11,8 ml besiyeri icerisinde ¢oziindiiriilmiistiir.

2. Hiicrelerin bulundugu kuyucuklardan besiyeri uzaklastirilmig ve hiicrelerin
tizerine 0,25-15 mM doz araliginda DBP ¢6zeltisi uygulanmistir.

3. Kontrol grubu olarak hiicrelere %0,1 etanol igeren besiyeri uygulanmistir.
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. 48 saat inkiibasyon sonrasinda DBP’ye maruz kalan hiicrelerin tizerindeki
cozeltiler uzaklastirilmis ve hazirlanan MTT ¢ozeltisinden 100 pl eklenmistir.
Hiicreler MTT ile 3 saat inkiibasyona birakilmis ve bu siire sonunda MTT
¢Ozeltisi uzaklastirilmistir.

. Kuyucuklarda olusan formazan kristallerini ¢6zmek iizere her bir kuyucuga
150 ul DMSO eklenmis ve ¢alkalayicida 5-10 dakika stire ile ¢calkalanmustir.

. Absorbans 570 nm’de ol¢lilmiistiir.

MTT c¢ozeltisinin 151k ile bozulmasini 6nlemek i¢in deney karanlik ortamda

yuritilmistir.
Hiicre Canlihginin Hesaplanmasi

Kontrol grubunda bulunan hiicrelerin canlilig1 (absorbanslarina goére) %100

olarak kabul edilmis ve diger gruplardaki hiicrelerin canlilig1 kontrole gore % canlilik

olarak hesaplanmistir. Takiben DBP uygulanan hiicrelerin ICso ve 1C3o degerleri

hesaplanmustir.

3.6.2. Hiicre Ici Reaktif Oksijen Bilesiklerinin Belirlenmesi
Yontemin Esasi

Yontemde canli hiicreler tarafindan, floresan olmayan prob olan 5- ve 6-

klorometil-2",7"-diklorodihidrofloresein diasetat (CM-H2DCFDA)’in yesil renkte

floresans olusturan 2',7'-diklorofloreskein (CM-DCF)’ne doniistiiriillmesi ve olusan

floresansin Aeksitasyon= 640 nm ve Aemisyon= 675 nm’de Sl¢iilmesi esasina dayanir (135).

Yontemin Uygulanisi

1. ROS tayin reaktifi ile 40 pl DMSO karistirllmis ve ROS tayin reaktif stok

¢Ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢o6zelti -20°C’ de 1sik ve nemden korunarak
saklanmustir.

. Mikroplaga 90 pl besiyeri i¢cinde olan A549 hiicreleri ekilmistir.

Sitotoksisite ¢alismalar1 sonucunda DBP i¢in elde edilen IC30 dozunun 10 kat1
konsantrasyonda DBP ¢d6zeltisi hazirlanmistir. Koruyuculuk icin kullanilan

tim c¢ozeltiler (NAC, Asc) i¢in de 10 kati konsantrasyonlarda cozeltiler
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hazirlanmistir. Her bir kuyucuktaki hiicrelerin iizerine DBP, NAC, Asc veya
kombine uygulamalar i¢in ¢ozelti karisimlarindan 10 pl eklenmistir. Kontrol
grubuna ise sadece 10 pl besiyeri konulmustur.

4. Plak 37 °C ‘de inkiibatorde 30 dk bekletilmistir.

5. ROS tayin reaktif stok ¢ozeltisinden 20 pl alinmig,10 ml deney tamponunda
¢oziilerek “master reaksiyon karigimi” hazirlanmistir. Cozeltinin 2 saat iginde
kullanilmas1 gerekir.

6. Plaktaki kuyucuklarin her birisine hazirlanan master reaksiyon ¢ozeltisinden
100 pl eklenmistir.

7. Plak 30 dakika ile 1 saat arasinda 37 °C %5 CO2’li inkiibatérde bekletilmistir.

8. Sonrasinda kuyucuklarin floresansi Aeksitasyon= 640 nm ve Aemisyon= 675 nm’de

Olciilmiistiir.
ROS Diizeylerinin Hesaplanmasi

Kontrol hiicreleri tarafindan tiretilen ROS miktar1 %100 kabul edilerek diger

hiicrelerin tirettigi ROS miktar1 kontrole gore % olarak hesaplanmstir.
3.6.3. Lipit Peroksidasyonunun Belirlenmesi
Yontemin Esasi

Malondialdehit (MDA) lipit peroksidasyonu olusan bir aldehit tiirevidir ve
oksidatif stres sonucu ortaya ¢ikan lipit peroksidasyonun 6nemli biyogdstergelerinden
kabul edilir. Olgiimii i¢in spektroflorometri, spektrofotometri, gaz kromatografisi
(GC), yiiksek basingli s1vi kromatografisi (HPLC) ve kapiller elektroforez olmak {izere
bir¢cok yontem kullanilmaktadir. Bugiine kadar en yaygin olarak kullanilan yontem
MDA ve tiyobarbitiirik asit reaktif bilesikleri (TBARS)’1n 6l¢iimiidiir. Y ontemin esast,
asidik ortamda malondialdehitin tiyobarbitiirik asit ile reaksiyona girmesi ve olusan
pembe bilesigin olusturdugu renk siddetinin kolorimetrik olarak 530 nm’de

oOlgtilmesidir (136).
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Sekil 3.1. MDA-TBA kompleksi

Yontemin Uygulanisi

1. Hazirlanan MDA standartlar1 ve numune ¢ozeltileri 5 ml cam tiiplere 100’er pl
olarak eklenmistir. Tiip Ulzerine 100 pl SDS ¢ozeltisi eklenmis ve
karigtirilmistir.

2. Biitiin cam tiiplere hazirlanmis renk reaktifinden 4 ml ekleme yapilmuistir.

3. Tiipler su banyosuna alinmis ve 100 °C’de 1 saat bekletilmistir. Sonrasinda
hemen buz iizerine alinmis ve 10 dakika buz iizerinde bekletilmistir.

4. Tiipler buzdan alindiktan sonra 3500 devirde 10 dakika santrifiijlenmistir.

5. Tipler santrifiijden sonra 30 dakika oda sicakliginda bekletilmis ve sonrasinda
seffaf plak iizerindeki kuyucuklara 150 pl konulmus, absorbans 530 nm’de
Olclilmiistiir.

Malondialdehit Diizeylerinin Hesaplanmasi

Standartlarin MDA konsantrasyonuna karsi 530 nm’de okunan absorbans
degerleri kullanilarak standart konsantrasyon-absorbans grafigi ¢izilmistir. Grafik,
numunenin MDA diizeyinin hesaplanmasinda kullanilmig ve sonuglar nmol/mg

protein cinsinden verilmistir.
3.6.4. Total Glutatyon Diizeylerinin Belirlenmesi
Yontemin Esasi

Gltatyon, yglutamilsisteinglisin yapisnda atipik bir tripeptittir. GSH, hiicre
icindeki ana tiyoldiir. Bir¢ok bilesigin detoksifikasyonu i¢in elzemdir ve antioksidan

savunma sisteminde hayati bir rol oynamaktadir. Serbest radikallerin uzaklagtirilmasi
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ve proteinlerin siilfidril gruplarinin oksidasyonunun Onlenmesi icin gereklidir.
Glutatyon S-transferaz (GST) ve glutatyon peroksidazlar (GPx’ler) gibi antioksidan
enzimlerin kofaktorii olarak gorev yapar. Bu islemler sirasinda GSH oksitlenmis forma
(GSSG) doniisiir. GSSG, kofaktoér olarak NADPH(H+) varliginda glutatyon rediiktaz
(GR) enzimiyle GSH’a doniistiiriiliir. GSH/GSSG oran1 “redoks orani” olarak da
adlandirilir. Bu oran hiicre i¢i oksidatif stresin degerlendirilmesi i¢in kullanilmaktadir

Kullanilan kit kapsaminda reaksiyon GR enzimi tarafindan GSSG’nin
indirgenmesi, olusan indirgenmis GSH’1n, DTNB ile reaksiyona girerek GS-TNB
bilesigi olusturmasi1 ve GR enzimi etkisiyle GS-TNB’nin indirgenip GSH’1n tekrar
serbest birakilmasi ve TNB iiretilmesi seklinde gergeklesir. Sonugta meydana gelen

sar1 renkli TNB bilesiginin absorbansinin 412 nm’de spektrofotometrik olarak ol¢iiliir

(137,138).
Yontemin Uygulanisi

1. Plak iizerindeki kuyucuklara 50 ul GSSG standart ¢ozeltisinden eklenmistir.

2. Takiben kuyucuklara kontrol, DBP, NAC, Asc, DBP+NAC ve DBP+Asc ile
muamele edilmis A549 hiicre lizatlarindan 50 pl eklenmistir.

3. 11,25 pul MES tamponu, 0,45 ml kofaktor karigimi, 2,1 ml enzim karisimi, 2,3
ml distile su ve 0,45 ml DTNB karistirilarak deney kokteyli hazirlanmistir. Bu
kokteyl 10 dakika i¢inde kullanilmalidir.

4. Biitiin kuyucuklara deney kokteylinden 150 pl eklenmistir.

5. Sonrasinda mikroplak 1siktan korunarak 25 dakika galkalayicida inkiibasyona
birakilmstir.

6. 25 dakika bitiminde absorbans 6l¢timii 414 nm’de yapilmistir.
Total Glutatyon Diizeylerinin Hesaplanmasi

GSSG standart konsantrasyonlarina karsi absorbanslart kullanilarak g¢izilen
egri yardimiyla 6rneklerdeki total GSH konsantrasyonlar1 hesaplanmis ve sonuglar

nmol/mg protein cinsinden verilmistir.
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3.6.5. Karbonil Grubu Diizeylerinin Ol¢iimii
Yontemin Esasi

Proteinlerin reaktif oksijen bilesikleri (ROS) tarafindan modifikasyonu sonucu
proteinlerin temel olarak aminoasit yan zincirleri etkilenir ve karbonil gruplarinin
olusur Protein oksidasyonu bir¢cok hastalifin patogenezinde Onemli rol oynar.
Yaslanma siirecinde protein oksidasyonunda atis gozlendigi bildirilmistir. Diger
taraftan, metal katalizli oksidasyonlarin, okside sekerlerin ve lipit peroksidasyonun da
protein oksidasyonuna ve ozellikle de karbonil gruplarinda artisa yol agabilecegi
bilinmektedir. Protein oksidasyonu lipit peroksidasyondan bagimsiz bir sekilde de
ortaya cikabilir ve normal fizyolojik siireclerde de meydana gelebilmektedir
(139,140).

Uygulanan yontemde, karbonil gruplarinin kantitatif analizi DNPH ile bu
gruplart tiirevlendirdikten sonra stabil hidrazonlarin olusumuna dayanmaktadir.
Takiben olusan stabil hidrazonlarin absorbansin 370 nm’de spektrofotometrik olarak

ol¢iiliir ve sonuglar nmol/mg protein olarak verilir (139, 140).
Yontemin Uygulanisi

1. Numune ¢ozeltisinden 200°er ul 2 plastik tiipe aktarilmis ve 1 tiip numune tiipii
iken 2. tiip kontrol tiipii olarak isimlendirilmistir.

2. Numune tiipiiniin tizerine 800 ul DNPH ve kontrol tiipiiniin tizerine 2,5 M HCI
asitten 800 pl eklenmistir.

3. 1 saat boyunca tiipler karanlik ortamda oda sicakliginda her 15 dk’da 1
vortekslenerek inkiibasyona birakilmistir.

4. Inkiibasyon sonrasinda her tiipe %20 TCA ¢dzeltisinden 1 ml eklenmis ve
tiipler buz tizerinde 5 dakika inkiibe edilmistir.

5. 4°C’de 15000 devirde 10 dakika santrifiijlenmistir.

6. Siipernatan atilmis ve pellet tizerine %1 TCA ¢dzeltisinden 1 ml eklenerek buz
tizerinde 5 dakika tutulmustur.

7. Tipler tekrar 4°C’de 15000 devirde 10 dakika santrifiijlenmistir.

8. Siipernatan atilmis ve pellet lizerine 1:1 oraninda 1 ml etilasetat-etanol karigimi

eklenmis ve vortekslenmistir.
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9. Santrifiij sonrasi list faz atilmis, pellet iizerine 500 ul guanidin HCI eklenerek
vortekslenmistir.

10. Takiben 4°C’de 15000 devirde 10 dakika santrifiijden sonra, her bir tiipteki
iist fazdan 220 pl alinarak kuyucuklara konulmustur ve 370 nm’de absorbans

Ol¢iimii yapilmistir.
Karbonil Diizeylerinin Hesaplanmasi

Diizeltilmis absorbans degerini bulmak i¢in; kontrol gruplarinin ortalama
absorbans degeri, numunenin ortalama absorbans degerinden ¢ikarilmistir. Asagidaki
formiilde diizeltilmis absorbans degeri de kullanilarak karbonillerin konsantrasyonu
hesaplanmustir.

Protein Karbonil (nmol/ml) = [(Diizeltilmis Absorbans) / (¥0,011 pM-1)] x
(500 pl/200 pl)

(370 nm’de dinitrofenilhidrazinin ekstinksiyon katsayist 22.000 M?* cm?
(0,022 uM-t cmy’dir.)

3.6.6. Total Antioksidan Kapasite Ol¢iimiiniin Belirlenmesi
Yontemin Esas1

Total antioksidan kapasite Ol¢iimii deneyi numunedeki antioksidanlar
tarafindan, maksimum 734 nm’de absorbans veren mavi-yesil renkli ABTS
katyonunun absorbans siddetinin azaltilmasi esasina dayanir. Numunedeki
antioksidanlarin kapasitesi ABTS oksidasyonunu Onler. Sonugta numunelerdeki
TAOC diizeyleri suda ¢oziiniir bir tokoferol analogu olan Trolox ile karsilagtirilir ve
milimolar Trolox esdegeri olarak Ol¢iiliir. ABTS katyonunun olusmasi i¢cin ABTS
ferrilmyoglobin ile reaksiyona girer. Ferrilmyoglobin radikali ise, hidrojen peroksit ve

metmyoglobinin reaksiyonu sonrasi olusur (141,142).
Yontemin Uygulanisi

1. Trolox standart ¢ozeltileri (0, 0,045, 0,090, 0,135, 0,18, 0,225, 0,330 mM),
Trolox ve tampon c¢ozeltilerinden kitte belirtilen miktarlarda alinarak

hazirlanmistir.
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2. Hazirlanan Trolox standart ¢ozeltilerinden kuyucuklara 10 pl eklenmis ve
tizerine 10 pl metmyoglobin ve 150 pl kromojen ilave edilmistir.

3. Numune c¢ozeltisinden kuyucuklara 10 pl eklenmis ve iizerine 10 pl
metmyoglobin ve 150 pl kromojen ilave edilmistir.

4. Plaktaki kuyucuklarin iizerine 40’ar pl hidrojen peroksit 1 dk igerisinde
eklenmis ve oda sicakliginda yatay calkayicida 5 dakika inkiibasyona
brrakilmastir.

5. Sonrasinda 750 nm’de absorbans 6l¢tiimii yapilmistir.
Total Antioksidan Kapasite Diizeylerinin Hesaplanmasi

Standartlarin Trolox konsantrasyonuna karsi 750 nm’de okunan absorbans
degerleri kullanilarak konsantrasyon-absorbans grafigi c¢izilmistir. Standart egrinin
lineer regresyonundan elde edilen denklem kullanilarak her bir numunenin ortalama
absorbans degerlerinin denklemde kullanilmasiyla numunelerin antioksidan
konsantrasyonu hesaplanmistir. Sonuclar Trolox esdegeri olarak nmol/mg protein
olarak verilmistir.

Antioksidan (mM)

ornegin ortalama absorbans degeri — y eksenini kestigi nokta

= ]x diliisyon
egim

3.6.7. Protein Miktarmin Belirlenmesi
Yontemin Esasi

Protein miktar tayini deneyi (BCA deneyi), BCA’nm; alkali ortamda Cu*2
iyonlari ile proteinin reaksiyonu sonucu olusan Cu* iyonlari ile reaksiyona girmesi
sonucu meydana gelen yogun mor renkli kompleksin absorbansinin 562 nm’de
spektrofotometrik olarak dl¢lilmesi esasina dayanmaktadir.

Cu*?nin Cu*'’e indirgenme islemi; protein icerisinde yer alan sistein, sistin,
tirozin, triptofan aminoasitleri ve peptit baglar tarafindan gerceklestirilmektedir.

Indirgenme islemi sonucu olusan Cu*'miktar1 protein miktar1 ile orantilidir (143).
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Yontemin Uygulanisi

1. BCA A ve BCA B ¢ozeltilerinden 50:1 oraninda (50 ml BCA A ve 1 ml BCA
B) oraninda karigim hazirlanmistir.

2. Sigir serum albiimin (BSA) standart ¢ozeltileri PBS eklenmesiyle diliie

edilerek hazirlanmistir.

Kuyucuklara 25 pl 6rnek veya standart ¢ozeltilerinden eklenmistir.

Sonrasinda kuyucuklara 200 pul BCA karisimindan ekleme yapilmistir.

Plak 37 °C 30 dakika inkiibasyona birakilmistir.

o a » w

Plak oda sicakligimma geldikten sonra 10 dk icinde 562 nm’de absorbansi

Olclilmiistiir.
Protein Miktarimin Hesaplanmasi

BSA standart konsantrasyonu ve absorbans degerleri kullanilmasiyla standart
egri ¢izilmis ve bu egri kullanilarak numune igerisindeki protein konsantrasyonu

hesaplanmistir. Sonuglar mg protein olarak elde edilmistir.
Istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesi SPSS 17.0 (Chicago, IL)
programi kullanilmistir. Tim gruplardan elde edilen sonuglarin karsilastirilmasi
Kruskal-Wallis varyans analizi ile yapilmis ve gruplar arasindaki fark Student t testi
kullanilarak yapilmistir. Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmis, p<0,05

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. MTT Yontemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi

AS549 hiicrelerine DBP (0,25-15 mM) konsantrasyon araliginda uygulanmis ve
hiicreler 48 saat silireyle inkiibe edilmistir. Hiicre canliligi test maddesi kontrol
hiicrelerine gore % canlilik olarak belirlenmistir. Calisma sonucunda ICsg ve 1Cso

degerleri hesaplanmistir (Tablo 4.1., Tablo 4.2., Sekil 4.1.).

Tablo 4.1. DBP uygulanan A549 hiicrelerinde hiicre canliligi

Uygulanan DBP Dozu (mM) Hiicre Canlilig1 (%)

0 100

0,25 87,80

0,5 84,13

1,25 62,50

2,5 45,76

10 44,76

15 38,80

Hiicre canliliginin belirlenmesinde kontrol hiicrelerinin canliligi %100 kabul
edilerek, diger gruplardaki hiicrelerin canliliklar1 kontrole goére % olarak
hesaplanmuistir.

Sonuglar ti¢ farkli zamanda ve giin i¢i iki tekrarla yapilan ¢aligmalarin ortalama degeri
olup; Ui¢ farkli giinde yapilan degerlerden elde edilen ortalama hiicre canliligi

verilmistir.
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y=-20,982x + 94,883
R2=0,95422

0,5 1 1,5
DBP (mM)

Sekil 4.1. DBP’nin 0,25-15 mM konsantrasyon araliginda A549 hiicre canliligi
tizerine etkisi

Tablo 4.2. A549 hiicrelerinde DBP’nin IC3o ve ICso degerleri

DBP i¢in inhibitér konsantrasyon degerleri (mM)

ICa0

1,186

ICso

2,139

4.2. Hiicre ici Reaktif Oksijen Tiirlerinin Belirlenmesi

Calisma gruplarinda belirlenen hiicre i¢i ROS kontrole kiyasla %ROS olarak

hesaplanmistir. Intraselliiler ROS diizeyleri Tablo 4.3. ve Sekil 4.2.°de verilmistir.

Biitiin gruplar kendi aralarinda kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunamamastir (p>0,05). Ancak, DBP uygulanan grupta kontrole kiyasla az da olsa

(%4,5) bir artis oldugu goriilmiistiir. Bu artig koruyucu uygulamasi ile engellenmistir.
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Tablo 4.3. Calisma gruplarinda hiicre i¢i ROS {iretimi

Calisma Gruplar1 ROS Uretimi (%)
(n=3)
Kontrol 100+5,452
DBP 104,53+13,072
Asc 88,76+35,982
NAC 93,06+7,48
DBP+Asc 94,21+8,182
DBP+NAC 102,53+15,042

Tiim degerler ortalama + SS olarak verilmistir.
Gruplar arasi istatistiksel fark bulunamamustir.

<00 Hl‘.‘ICRE iCi ROS OLUSUMU

500
400
300
200
100

0

DBP+ASC DBP+NAC

Hiicre Igi ROS Olusumu (kontrole gbre) %)

Sekil 4.2. Calisma gruplarinda hiicre i¢ci ROS olusumu.
Gruplar arasi istatistiksel fark bulunamamustir.

4.3. Lipit Peroksidasyonu Diizeyleri

Malondialdehit standartlarina ait egri Sekil 4.3.’de verilmistir. Calisma
gruplarinda bulunan MDA diizeyleri Tablo 4.4. ve Sekil 4.4.de verilmistir. Kontrol
grubuna gore DBP grubunda yaklasik 10,4 kat artis gozlenmistir. DBP grubu ile diger
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gruplar kiyaslandiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur
(p<0,05). Askorbik asit, NAC, DBP+Askorbik asit, DBP+NAC uygulanan gruplar
kendi aralarinda degerlendirildiginde ise istatistiksel olarak anlamli fark olmadigi
saptanmistir(p>0,05). Hiicre hatlarina koruyucu madde uygulamasinin DBP’ nin lipit

peroksidasyon iizerine etkisini azalttig1 gézlenmistir.

MALONDIALDEHIT STANDARTLARI
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Sekil 4.3. Malondialdehit standartlari-absorbans egrisi

Tablo 4.4. Calisma gruplarinda malondialdehit aktivitesi.

Calisma Gruplari -
(n=3) MDA (nmol/mg protein)
Kontrol 1.6240.34°
DBP 16,81+5,033°
Asc 2,09+0,172
NAC 2,3340,582
DBP+Asc 2,78+0,472
DBP+NAC 3,701 46°

Tiim degerler ortalama + SS olarak ifade edilmistir.
abAyni iissel harfleri tasimayan gruplar birbirinden anlaml 6lgiide farklidir (p<0,05).
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CALISMA GRUPLARINDA MALONDIALDEHIT
DUZEYLERI

[ ]
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Sekil 4.4. Calisma gruplarinda malondialdehit (MDA) diizeyleri

&bAyni iissel harfleri tasimayan gruplar birbirinden anlaml dlgiide farklidir (p<0,05).

4.4. Glutatyon Diizeyleri

Glutatyon standartlarina ait egri Sekil 4.5.’de, ¢alisma gruplarinda total GSH
diizeyleri ise Tablo 4.5. ve Sekil 4.6.’da verilmistir. DBP grubuna ait total GSH
diizeylerinin kontrol grubuna oranla %88 oraninda ve anlamli diizeyde azaldig:
saptanmistir (p<0,05). Diger gruplar kendi aralarinda kiyaslandiginda ise, aralarinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p>0,05). Koruyucu madde
uygulamasinin DBP’nin glutatyon diizeylerinde neden oldugu azalmay1 engelledigi

goriilmiistiir.
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Sekil 4.5. Glutatyon diizeyleri.

Tablo 4.5. Total GSH diizeyleri.

20
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Calisma Gruplari )

(1=3) GSH (nmol/mg protein)
Kontrol 5,96+0,99?
DBP 0,710,16"
Asc 6,84+0,142
NAC 6,58+0,372
DBP+Asc 8,29+1,54°
DBP+NAC 7,58+2,112

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

abAyn iissel harfleri tasimayan degerler birbirinden anlamhi 8lgiide farklidir (p<0,05).
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Sekil 4.6. Calisma gruplarinda total GSH diizeyleri

b Aym {issel harfleri tasimayan gruplar birbirinden énemli 6l¢iide farklidur.

4.5. Protein Oksidasyonu Diizeyleri

60

Calisma gruplarinda belirlenen karbonil diizeyleri Tablo 4.6. ve Sekil 4.7.’de

verilmistir. DBP grubunda kontrol grubuna kiyasla 12,5 kat artis saptanmistir

(p<0,05). DBP+NAC ve DBP+Askorbik asit gruplarinin protein karbonil diizeylerinin

DBP grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik oldugu saptanmistir

(p<0,05). Bu da NAC ve Asc uygulamasinin DBP’nin neden oldugu protein

oksidasyonuna kars1 koruyucu etkileri oldugunu gostermektedir.

Tablo 4.6. Calisma gruplarinda protein karbonil aktivitesi.

Calisma Gruplari Protein karbonil (nmol/mg protein)
(n=3)
Kontrol 0,924+0,112
DBP 11,50+0,71°
Asc 1,04+0,352
NAC 0,70+0,252
DBP+Asc 2,1940,75°
DBP+NAC 1,45+0,377%¢

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

ab.¢ Ayn iissel harfleri tasgimayan degerler birbirinden anlamli dlgiide farklidir (p<0,05).
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CALISMA GRUPLARINDA PROTEIN KARBONIL

" DUZEYLERI
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Protein karbonil (nmol/mg protcin)

Sekil 4.7. Calisma gruplarinda protein karbonil diizeyleri.
3.5.¢ Ayni iissel harfleri tasimayan degerler birbirinden anlaml dlgiide farklidir (p<0,05).

4.6. Total Antioksidan Kapasitenin Belirlenmesi

Trolox standartlarina ait egri Sekil 4.8.’de verilmistir. Calisma gruplarina ait
total antioksidan kapasite diizeyleri Tablo 4.7. ve Sekil 4.9.’da verilmistir. DBP
grubuna ait total antioksidan kapasite diizeyinde kontrol grubuna oranla yaklasik 10,5
kat artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p<0,05). Kontrol grubuyla,
Askorbik Asit, NAC, DBP+Askorbik Asit grubu kendi aralarinda kiyaslandiginda ise

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamastir (p>0,05).

TROLOX STANDARTLARI

0,25
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o
2015
[%2)
c
8 o1
S
[72)
o]
< 0,05

0
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Trolox (mM)

Sekil 4.8. Trolox standartlar1 egrisi.



Tablo 4.7. Calisma gruplarinda total antioksidan kapasite diizeyleri
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Calisma Gruplari Total Antioksidan Kapasite (nmol/mg
(n=3) protein)

Kontrol 39,25+9,89?
DBP 413,95+6,54°

ASC 47,28+1,75%

NAC 55,71+15,75%
DBP+AsC 61,28+6,442
DBP+NAC 84,14+24,31°

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
ab.¢ Aym iissel harfleri tasgtmayan degerler birbirinden anlaml &lgiide farklidir (p<0,05).

Total anticksidan kapasite (mmol/mg protein)

CALISMA GRUPLARINDA TOTAL ANTIOKSIDAN
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b

KAPASITE DUZEYLERI

a
0,00 .
K

DBP

DBP+Asc DBP+NAC

Sekil 4.9. Calisma gruplarinda total antioksidan kapasite diizeyleri

ab.¢ Ayny {issel harfleri tasgrmayan degerler birbirinden anlamh 6lgiide farklidir (p<0,05).
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5. TARTISMA

Literatiirde diger ftalatlarin ve DBP'nin erkek iireme sistemi {izerine toksik
etkilerinin degerlendirildigi ¢ok sayida ¢alisma bulunmakla birlikte (8, 35), akciger
toksisitesinin degerlendirildigi sinirli sayida ¢alisma vardir (13,14). Yapilan az sayida
caligma ftalatlarin akcigerde immiinolojik parametrelerle iliskisini degerlendirmistir
(40). Ayrica, ftalatlarin 6zellikle astima yol agip agmadiklarina veya astimin nedenleri
arasinda yer alip almadiklarina dair in vitro ve in vivo ¢alismalar da yapilmustir (39,
40). Ancak, 6zellikle isyerlerinde inhalasyonla maruziyet sonucu ortaya ¢ikabilecek
olas1 toksik etkileri degerlendiren ¢alismalar ¢ok azdir ve mekanistik bir veri
sunamamaktadir (58).

Ftalatlar, alveolar makrofajlarla bakterilerin yok edilmesine miidahale ederek
veya proinflamatuvar mediyatorlerin ekspresyonunu azaltarak akcigerlerdeki savunma
mekanizmalart modiile eder. Bu nedenle maruz kalan duyarli popiilasyonlarda
solunum yolu enfeksiyonlarinin gelisimi ilizerinde bu kimyasal maddelerin 6nemli
etkiye sahip olabilecegi ifade edilmistir (28, 57). Astim, giderek artan prevelansa sahip
hava yolunun agir1 duyarliligi ile karakterize edilen kronik inflamatuvar bir hastaliktir.
Bir¢ok epidemiyolojik calismada, ftalat maruziyeti ile astim arasinda bir iliski
oldugunu gosterilmistir. Daha 6nce yapilan deneysel ¢alismalar enflamatuvar hiicreler
tizerinde adjuvan etkileri, immiinomodiilatér ve immiinosiipresif etkileri {izerine
odaklanmigtir. Son yillarda yapilan c¢aligmalarda ise, ftalatlarin hava yolu epitel
hiicreleri tizerine dogrudan etkiye sahip olabilecegini, kronik astimda hava yolunun
yeniden sekillenmesine katkida bulunabilece§ini ve hastalik siddeti ile dogrusal
kuvvetli iligski gosterebilecegini ortaya konmustur (40, 144, 145).

Insan bronsiyal diiz kas hiicreleri (BSMC) hava yolunun tonusunun
modiilasyonunda 6nemli rol oynamaktadir. Astmatik bir hava yolunda bronsiyal diiz
kas hiicreleri, salgi ve proliferasyonu arttirmakta ve bu durum subepitelyal bolgeye
migrasyonlarma neden olmaktadir. BSMC miktarindaki degiskenlik, astimin
siddetiyle dogrudan iligkilidir. Brongiyal epitelyumun hava yolu islevi ve
biitiinliigliniin  korunmasinda kritik diizenleyici rol oynadigi ve epiteldeki
inflamasyonun artmasinin astim gelisiminde etkili oldugu bilinmektedir. BSMC dahil
olmak iizere epitel hiicreleri, diger sistemleri veya dokular1 diizenlemek i¢in ¢esitli

immiinolojik faktorler ve sitokinler/kemokinler iiretebilirler. Ftalik asit esterlerinin
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epitel hiicreler tarafindan IL-8 iiretiminde artisa ve bunun sonucunda BSMC
proliferasyonuna ve migrasyona neden oldugu ifade edilmistir. Kuo ve ark. (2011)
tarafindan yapilan bir ¢alismada insan bronsiyal epitel hiicre hatlar1 (BEAS-2B ve
HBE135-E6E7) kullanilmis, kiiltiir ortamina 5 uM DBP uygulanmis ve 6 saatlik
maruziyet sonucunda IL8 iiretiminde artisa ve hiicrelerde hiperplaziye neden oldugu
gosterilmigtir. Etkileri antagonize etmek i¢in maruziyetten sonra zencefilin aktif
bilesikleri olan 6-shogaol, 6-gingerol, 8-gingerol ve 10-gingerol 5 uM dozda kiiltiir
ortammna eklenmis ve 6-shogaol bilesiginin DBP kaynakli proliferasyon ve
migrasyonda en gii¢lii inhibitor etkinlik sergiledigi gosterilmistir (146).

Sicanlarda yapilan ¢aligmalar, DBP’ye inhalasyon ile diisiik, oral yolla alimla
ise daha fazla toksik etkilerin olusabilecegini gostermistir (46). Yapilan az sayida
calismada ise, sicanlara oral DBP uygulamasinin akcigerlerde displaziye ve yapisal
bozukluklara neden oldugu belirlenmistir (66,67). Bazi c¢alismalarda ise, DBP'nin
akcigerlerde CYP450’ler lizerindeki etkileri degerlendirilmistir (75,76).

Elde ettigimiz bulgular dogrultusunda, tez ¢aligmasinin verileri {i¢ kisimda

tartisilacaktir:
1. Sitotoksisite Bulgular:

Ftalatlarin genelde apoptoz kaynakli hiicre o6liimiine yol agabilecekleri
belirtilmektedir. Yapilan c¢aligmalarda ftalat uygulamasimin kaspaz yolaklarini
tetikledigi ve hiicre siklus proteinlerinin ekspresyonlarini arttirarak hiicreleri apoptoza
gotlirdiigii sonucu elde edilmistir. Diger taraftan, son yillarda yapilan ¢aligmalarda
ftalatlarin otofajiye de yol agabileceklerine dair kanitlar elde edilmistir (147,148)

Literatirde DBP’nin  A549 hiicrelerindeki olas1 toksik etkilerinin
degerlendirildigi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Sunulan tez calismasinda, A549
hiicrelerine DBP 0,25-15 mM konsantrasyon araliginda uygulanmis ve hiicreler 48
saat siireyle inkiibe edilmistir. DBP uygulanan hiicrelerin canlilig1 kontrol hiicrelerine
gore % canlilik olarak belirlenmistir. 1Cso degeri 2,139 mM ve ICzo degeri 1,186 mM
olarak hesaplanmistir. Goriildiigii iizere DBP A549 hiicrelerinde ancak mM
konsantrasyonlarda sitotoksik etki gostermektedir. Daha 6nce DEHP ile yapilan in
vitro calismalarda, bu ftalat tiirevinin Leydig ve LNCaP hiicrelerinde mM

konsantrasyonlarda sitotoksik oldugu belirlenmistir. Ancak, DEHP’in primer
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metaboliti olan MEHP’in ise, ana bilesikten 1000 kat diisiik (uM) kosantrasyonlarda
sitotoksik olabilecegi gozlenmistir (19, 147, 149). Diger taraftan, DU145 ve PC3
prostat hiicreleriyle yapilan bir ¢alismada, DU145 hiicrelerinde DBP’nin DIBP’den
diisiik, BBP’den ise daha yiiksek sitotoksik etki gosterdigi; pC3 hiicrelerinde ise DMP
ve DEP’den daha diisiik toksisite olusturdugu belirlenmistir (150).

Farelerden elde edilen peritoneal makrofajlar iizerinde yapilan bir ¢aligmada,
DBP hiicre kiiltiirlerine 0, 1, 5, 10, 50 ve 100 uM dozlarda 24 saat boyunca
uygulanmistir. DBP’nin 50 ve 100 uM dozlarda makrofajlarda sitotoksik etki
gosterdigi, makrofajlarin antijen sunma kapasitelerini, immiinojenisitelerini ve sitokin
tiretimlerini diisiirdiigii belirlenmistir (151).

DBP’nin insan embriyo akciger (L-132) hiicrelerinden tiiretilen kiiltiire alinmis
epitel benzeri hiicrelerdeki etkisinin arastirildigi ¢alismada kiiltlir ortamina 40 pg/ml
dozunda DBP eklenmesiyle hiicre biiylimesinin baskilandigi, hiicre c¢eperlerinde
morfolojik degisim ve sitoplazmada bir¢ok lipid damlaciklarinin olustugu ve hiicre
sitozoliinde kolesterol ve protein seviyesi degismezken trigliseritin yiiksek oranda
aklimiile oldugu gézlenmistir (152).

Sican embriyonik eklem tomurcuk hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada, iki
farkli boyama teknigi kullanilarak DBP’nin sitotoksik etkileri degerlendirilmistir.
Notral kirmizi alimi yonteminde DBP’nin ICso degeri 25,54 pg/ml (91,75 uM)
bulunurken, alcian mavi boyamast ile ICsp degeri 21,21 pg/ml (76,20 puM)
bulunmustur. Calismanin sonunda DBP’nin siganlarda embriyonik eklem tomurcuk
hiicrelerinin boliinmesini engelleyerek gelisimsel toksisiteye yol agabilecegi ve
olusturdugu sitotoksisitenin ise oksidatif stres kaynakli olabilecegi ifade edilmistir
(153).

A549 hiicrelerinin metabolik kapasiteleri karaciger hiicreleri kadar ytiksek
degildir ve DBP’nin MBP’ye doniisimiinii ¢ok etkin saglayamayacaklari

diisiiniilmektedir. Bu nedenle, MBP nin sitotoksisite arastirilmasi yapilmamistir.
2. Hiicre ici ROS diizeyleri

Hiicre ici ROS diizeyleri degerlendirildiginde, gruplar aras: istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmamistir (p>0,05; tiimii). Ancak, DBP uygulanan grupta kontrole

kiyasla anlamli olmayan (%4,5) bir artis oldugu goriilmiistiir. Bu artig Asc veya NAC
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koruyucu uygulamasi ile engellenmistir. Fare spermatositlerinden tiiretilen GC-2
hiicrelerinde Zhang ve ark. (2019)’nin yaptig1 bir ¢alismada, DBP’nin aslinda hiicre
ici ROS diizeylerini arttirabilecegi bulunmustur. Ancak protein kinaz benzeri
endoplazmik retikulum (ER) kinaz (PERK) proteinin 6zellikle mitokondriyal etkiden
kaynakl1 hasar1 baskilamak i¢in ROS diizeylerini diisirmek i¢in antioksidan bir yolak
olan niikleer faktor eritrosit iliskili faktor 2/antioksidan duyarli eleman (Nrf2/ARE)
yolagini aktive ederek hiicre i¢i ROS diizeylerini diistirdiigii belirtilmistir (154). Ayn1
yolak, A549 hiicreleri i¢in de gecerli olabilir ve ROS diizeylerindeki istatiksel olmayan
artisin nedeni Nrf2/ARE yolaginin aktivasyonu olabilir. Zhang ve ark. (2016)’nin
yaptig1 bir diger calismada ise, GC-2 hiicrelerinde DBP’nin yol ac¢tigi ROS artiginin,
ER stresinin ve otofajinin melatonin uygulamas: ile ortadan kaldirilabildigi
belirlenmistir (148).

Albaladejo ve ark. (2017) tarafindan insan plasental karsinom (JEG-3) hiicre
hattinda DBP ve diger plastizer ve endokrin bozucu ajanlarinin (BPA, BBP, DEHP,
nonifenoller) sitotoksisite ve ROS {iretimi {lizerine etkilerinin arastirildigi ¢alismada
DBP uygulanmasinin en az sitotoksik etkiyi yarattig1 (ICso=466+63 uM) ve DBP dahil
uygulanan higbir ftalatin ROS artisina yol agmadigi belirlenmistir. Ancak, DBP’nin
Ostrojen biyosentezinde anahtar bir enzim olan ve fetal androjenlerin Ostrojenlere
aromatizasyonunu saglayan P450 aromataz enzimin aktivitesini azalttigi goriilmiistiir
(155).

Fare norokortikal néronlarinda yapilan bir ¢aligmada ise, DBP’nin 3-48 sa
uygulama siireleri ve 10-100 nM konsantrasyonlarda ROS’u zaman ve doz bagiml
olarak indiikledigi, LDH ve kaspaz 3’1 aktive ettigi belirlenmistir (156).

Bu tez ¢aligmasindan elde edilen veriler ile Zhang ve ark. (2016)’nin yaptiklari
calismadan elde edilen sonuglar paralel bulunmus, DBP ile goriilen hiicre i¢i ROS
artiginin antioksidanlar tarafindan 6nlenebildigi saptanmistir. Diger taraftan, in vivo
aragtirmalarda DBP’nin oksidatif stresi indiikledigi gosterilmistir. Kunming (KM)
farelere DBP uygulanarak yapilan bir ¢alismada, oral olarak 28 giin 50 mg/kg DBP’nin
bobrek ve karacigerde ROS ve MDA diizeylerini attirdigi belirlenmistir (157).
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3.0ksidatif Stres Parametreleri

Bu tez calismasinda, A549 hiicrelerinde kontrol grubuna gére DBP grubunda
MDA diizeylerinde yaklasik 10,4 kat artis gozlenmistir. DBP grubu ile diger gruplar
kiyaslandiginda da DBP grubunun MDA diizeyleri tiim diger gruplara gére anlaml
derecede yiiksek bulunmustur (p<0,05). Asc, NAC, DBP+Asc ve DBP+NAC
uygulanan gruplar kendi aralarinda degerlendirildiginde ise istatistiksel olarak anlaml1
fark olmadig1 saptanmistir (p>0,05). Hiicre hatlarina koruyucu madde uygulamasinin
DBP’nin lipit peroksidasyon iizerine etkisini DBP grubuna gore azalttig1 gozlenmistir.

A549 hiicrelerinde DBP grubuna ait total GSH diizeylerinin kontrol grubuna
oranla %88 oraninda ve anlaml1 diizeyde azaldig1 saptanmistir (p<0,05). Diger gruplar
kendi aralarinda kiyaslandiginda ise, aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamustir (p>0,05). Bu sonug, koruyucu madde uygulamasinin DBP’nin GSH
diizeylerinde neden oldugu azalmay1 engelledigi yoniinde yorumlanmastir.

Protein oksidasyon diizeyleri incelendiginde, AS549 hiicrelerinde DBP
grubunda kontrol grubuna kiyasla 12,5 kat artig saptanmistir (p<<0,05). DBP+NAC ve
DBP+Asc gruplarmin protein karbonil diizeylerinin DBP grubundan istatistiksel
olarak anlaml1 diizeyde diisiik oldugu saptanmistir (p<0,05). Bu sonug ise NAC ve Asc
uygulamasinin DBP’nin neden oldugu protein oksidasyonuna karsi koruyucu etkileri
oldugunu gostermektedir

A549 hiicre hattinda, DBP grubuna ait TAOC diizeyinde kontrol grubuna
oranla yaklasik 10,5 kat bir artis oldugu belirlenmistir (p<0,05). Kontrol grubuyla,
Acs, NAC ve DBP+Asc grubu kendi aralarinda kiyaslandiginda ise istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunamamistir (p>0,05). DBP+NAC grubunda ise, DBP grubuna
gore diisiik ancak tiim diger gruplara gore yliksek TAOC diizeyleri saptanmistir. DBP
ile olusan muhtemel oksidatif stresin hiicre i¢i farkli mekanizmalar ve yolaklari
(Nrf/ARE yolag1 gibi) uyararak TAOC diizeylerini arttirmis olabilecegi diisiiniilebilir.
Ancak, bu konuda mekanistik veriye ihtiya¢ duyulmaktadir.

DBP’nin oksidatif stres olusturucu etkileri {izerinde literatiirde sinirl sayida in
Vivo Ve in vitro ¢alisma bulunmaktadir. Elde edilen bulgular DBP’nin oksidatif strese
yol actig1 yoniindedir. DBP ile birlikte farkli antioksidanlarin uygulamasi, DBP

kaynakl1 oksidatif stresi azaltmaktadir.
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Yan ve ark. (2016) tarafindan yapilan bir ¢calismada KM farelere oral olarak 5,
50, 125 mg/kg/giin dozunda DBP uygulamasinin ardindan ndrotoksisite ve anksiyete
benzeri davranislar sergilediklerei saptanmustir. ROS, glutatyon, MDA diizeyleri
antioksidan bir madde olan mangiferin (MAG, 50 mg/kg/giin) ve DBP’nin birlikte
uygulandigi grupta Olcililmiistiir. MAG’1in DBP ile birlite uygulandigr grupta DBP
uygulanan gruba gore anksiyete benzeri davranislarda diizelmeye neden oldugu
gozlenmistir. Ayrica, DBP maruziyeti ile oksidatif stres kaynakli norotoksisite
gozlenirken, MAG kullanimiyla toksisite belirtilerinde azalma olustugu rapor
edilmistir (158).

Wang ve ark. (2019) tarafindan DBP ve dalak hasar1 olusumu arasindaki
iliskinin incelendigi bir ¢alismada, 21 giin boyunca farelere 50 g/kg dozda DBP
ve/veya 50 mg/kg/glin dozunda E vitamini ve 2,5 mg/kg/giin kurkumin oral olarak
uygulanmistir. Dalak homojenatinda ROS, GSH, TAOC, IL-1B, TNF-a, kaspaz 8 ve
kaspaz 9 diizeyleri incelenmistir. Sonuglar; 50 mg/kg/giin dozda DBP maruziyetinin
dalakta histopatolojik degisikliklere ve oksidatif stresle iliskili apoptoz ve
inflamasyona neden oldugunu géstermistir. DBP ile birlikte E vitamini veya kurkumin
uygulamasinin DBP kaynakli oksidatif stresi antagonize edebilecegi ve boylece dalak
hasarini azaltabilecegi belirtilmistir (159).

Literatiirden elde edilen veriler 1s1g§inda, DBP’nin in vitro ve in vivo olarak
oksidatif strese yol agabildigi goriilmektedir. Ancak, DBP’nin pimer toksisite
mekanizmasinin oksidatif stres olup olmadiginin belirlenmesi ig¢in daha fazla sayida
caligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir. DBP’nin toksisitesi altinda yatan molekiiler

yolaklarin degerlendirilebilmesi i¢in mekanistik ¢alismalarin yapilmasi gereklidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda A549 hiicre hattinda DBP’nin neden olabilecegi

sitotoksisite ve oksidatif stres degerlendirilmistir. Ayrica, tez kapsaminda Asc ve

NAC’mn olusan bu toksik etkilere kars1 olas1 koruyucu etkileri belirlenmistir. DBP’nin

neden oldugu sitotoksisite, DBP uygulamasi sonrasi hiicre i¢i ROS diizeyleri ve

oksidatif stres parametreleri dl¢tilmiistiir. Asc ve NAC varliginda da degerlendirilmis

ve su sonuglar elde edilmistir:

1.

A549 hiicre hattinda DBP i¢in IC3 ve 1Csgo degerleri sirasiyla 1,186 mM ve
2,139 mM bulunmustur.

Hiicre igi ROS iiretimi kontrol grubuna gére DBP uygulanan grupta %4,5 daha
fazladir. ROS degerlerine koruyucularin etkisi degerlendirildiginde, DBP+
Asc uygulanan grupta DBP uygulanan gruba gére %10’luk, DBP+ NAC
grubunda ise %2’lik azalma meydana gelmistir.

Lipit peroksidasyonunun bir gostergesi olan MDA diizeyleri DBP grubunda
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde (~10,4 Kkat) artis
gostermistir. DBP ile birlikte Asc ve NAC uygulanan gruplarda DBP
uygulanan gruba gore, MDA diizeylerinde sirasiyla %83,5 ve %78 azalma
meydana gelmistir. Dolayisiyla, antioksidan uygulamalarmin DBP’nin lipit
peroksidasyonunda neden oldugu artisi 6nledigi belirlenmistir.

Total GSH diizeylerinin DBP uygulanan grupta kontrol grubuna goére %88
oraninda anlamli diizeyde azaldigi goriilmiistiir. Total GSH diizeyleri tek
bagina DBP uygulanan gruba gére, DBP+Asc uygulanan grupta 11,5 Kat;
DBP+NAC uygulanan grupta ise 11 kat yiiksek bulunmustur (p<0,05, her iki
grupta da, DBP grubuna gore). Asc veya NAC uygulamasinin DBP’nin yol
actig1 total GSH diizeyindeki diisiisii engellemistir

Protein oksidasyonunun bir gostergesi olan protein karbonil diizeylerinde DBP
uygulanan grupta, kontrol grubuna goére 12,5 kat artis meydana gelmistir
(p<0,05). DBP+Asc ve DBP+NAC gruplarindaki protein karbonil diizeyinin
DBP grubuna goére anlamli bir sekilde diisiik oldugu belirlenmistir. Koruyucu
madde uygulamasinin DBP’nin neden oldugu protein oksaidasyonunu azalttigi

anlasilmstir.
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6. Total antioksidan kapasite diizeylerinin DBP grubunda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde (~10,5 kat) arttig1 belirlenmistir. Bunun
nedeni, DBP’nin neden oldugu oksidatif strese karst hiicrelerin TAOC
diizeylerini arttirmasi ve olusan oksdatif strese kisa siireli bir yanit vermesi
oldugu disiiniilmiistiir. DBP+Asc uygulanan grupta DBP grubuna gére 6,75
kat; DBP+NAC uygulanan grupta ise 4,9 kat azalma meydana gelmis ve her
iki uygulamayla da DBP grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
azalma gozlenmistir.

Tiim bu sonuglar 151831nda; cevresel, mesleki ve giindelik yasamda sik¢a maruz
kalinan bir EDC olan DBP’nin A549 hiicrelerinde hiicre canliliginda azalmaya yol
actig1; ancak bunu mM konsantrasyonlarda yapabildigi belirlenmistir. Diger taraftan,
DBP hiicre i¢i ROS diizeyinde, lipit peroksidasyonda, total GSH ve protein oksidasyon
diizeylerinde artisa yol agmistir. Sonuglar bir biitiin olarak degerlendirildiginde ise,
TAOC diizeylerinde goriilen artisin artan oksidatif hasara karsi bir yanit oldugu
sOylenebilir. Diger taraftan antioksidan olarak Asc veya NAC uygulamalarinin DBP
kaynakli oksidan hasara karsi hiicreyi en azindan parsiyel olarak korudugu sonucuna
varilmistir.

Bilindigi iizere, cocuklarin erigkinlere gore tiikettikleri gida miktar
tikketilen/agirlik gida orani diisiiniildiigiinde ¢ok fazladir. Ayrica, 6zellikle kiiciik
cocuklarin akcigerleri daha hassastir ve soluk alip verme oranlari, kalp atim hizlar1 ve
kalp debileri eriskinlerden daha yiiksektir. Cocuklarin DBP’ye basta gida olmak tizere
birgok kaynaktan maruziyeti s6z konusu olabilir. DBP’ye i¢ ve dis mekan havasindan,
kirtasiye malzemelerinden, kozmetik ve kisisel bakim {iriinlerinden de g¢ocuklarin
maruz kalabilecegi diisiinildiigiinde, maruziyetlerini azaltmamiz  gerektigi
sOylenebilir. Diger taraftan, DBP’ye is yeri maruziyeti ile de akcigerlerin etkilenmesi
s6z konusu olabilir. Ozellikle DBP iireten veya son iiriinlerinde DBP bulunan
kozmetik ve benzeri malzeme {ireten isyerlerinde ¢alisan is¢ilerin korunmasi i¢in hem
is¢ilerin, hem de isverenlerin oldukga dikkatli olmasi gerekmektedir. Bir baska ciddi
maruziyet ise manikiirciilerdir. Bu kisiler igyeri havasindan ytliksek miktarda DBP ve
benzeri ftalatlara maruz kalabilmektedir. Ayrica, yogun kozmetik ve kisisel bakim

iriinii kullanan bireylerin de DBP maruziyetleri yiiksek olabilir. Bu nedenle,
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diizenleyici kuruluslar da 6zellikle mesleki maruziyet konusunda alinacak tedbirleri
iyi belirlemeli ve daha 6nce belirledikleri sinir degerleri gozden gegirmelidir.

Tez kapsaminda Asc ve NAC’1in DBP toksisitesine kars1 koruyucu olduklari
belirlenmistir. Bu durumda 6zellikle iyi beslenen ve yeteri kadar Asc ve sistein i¢eren
gidalar1 alan bireylerin DBP’nin toksik etkilerinden korunabilecekleri sdylenebilir.
Ayrica, takviye olarak uygun miktarlarda Asc veya NAC almak da koruyucu olabilir.
Ancak, insanlarda inhalasyonla DBP’ye maruz kalinmasi durumunda nasil toksik
etkiler olusabilecegine dair literatiirde ¢cok az sayida ¢alisma vardir ve bu ¢aligmalarda
antioksidanlarin etkileri degerlendirilmemistir. Bu nedenle, DBP ve diger ftalatlara
basta igyeri havasindan olmak iizere, inhalasyonla maruziyet ile ortaya ¢ikabilecek
toksik etkilerin degerlendirildigi olgu-kontrol ve epidemiyolojik ¢alismalara ihtiyag
duyulmaktadir. DBP’nin akciger toksisitesinin altinda yatan olas1 mekanizmalarin ve
etkilenen biyolojik yolaklarin ayrintili olarak degerlendirilebilmesi i¢in daha ¢ok

mekanistik aragtirmaya gerek oldugu asikardir.
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