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Endokrin bozucular, endokrin sistem tarafindan sentezlenen hormonlarin
etkilerini degistirerek, engelleyerek ya da taklit ederek, canl organizma
Uzerinde Onemli etkiler olusturan kimyasallardir. Fitalatlar, endokrin bozucu
kimyasallarin basinda gelmektedir. Gegtigimiz 10 yil icinde diyabet gorulme
orani artarak 3 katina yaklasmistir. Oniimiizdeki 20 yilda ise diyabetli hasta
sayisinin 300 milyondan fazla olacagdi 6ngértlmektedir. Endokrin bozucularin
metabolizma, lUreme ve yad dokusu ile olan iligkileri géz 6nlne alindiginda
diyabetle iligkili olmalarn olasi goérinmektedir. Di butil fitalat (DBP) ve Di-
etilhekzil fitalat (DEHP) en c¢ok kullanilan fitalatlarin basinda gelmektedir.
Fitalatlarin emilimi ve metabolizmasi memelilerde oldukga hizlidir ve yapilan
calismalarda agiga gikan metabolitlerin bircogunun ana maddeye kiyasla daha

toksik oldugu gosterilmigtir. Bu yluzden bu calismada en ¢ok maruz kalinan



fitalatlarin (DEHP ve DBP) metabolitleri mono 2-etil hekzil fitalat (MEHP) ve

monobutil fitalat (MBP)'in in vivo ve in vitro etkileri arastiriimigtir.

Bu amagla, INS-1 B hucreleri, 5 farkli konsantrasyonda (0,001 uM, 0,01 uM, 0,1
MM, 1 uM or 10 uM olacak sekilde) MEHP ve MBP metabolitlerine maruz
birakilmis ve 24, 48 ve 72. saat sonundaki etkileri MTT sitotoksisite testi ile
gOsterilmigtir. Ayrica total oksidan ve antioksidan seviyeleri olguimustur. Beta
hicre proliferasyonu ile iligkili olarak FOXO-1 ve PDX-1 genleri, beta hlcre
fonksiyonlari ile ilgili olarak SIRT-1, Insulin-1 ve Insulin-2 genleri, apoptoz ile
ilgili olarak da p53, Bcl-2 ve Bcl-XL genlerinin mRNA ifade dizeyleri analiz
edilmistir. INS-1 hlcrelerinden insulin salinimi élgiimustir. Sonuglarda MEHP
ve MBP igin doz artigina bagli olarak hucre canliliginda istatistiksel olarak
azalma gorulmastir. Hiucrelerden salgilanan insulin miktarinda da, MEHP ve
MBP uygulamalarindan sonra kontrol grubuna goére azalma goézlenmigtir. Total
oksidan seviyelerinde, zamana bagl olarak hem MEHP hem MBP uygulamasi
sonucunda artig gorulmuastur. Total antioksidan seviyelerinde ise azalmanin

oldugu tespit edilmistir.

in vivo calismada her grupta 6 sican olacak sekilde 1 adet yag kontrol, 5 adet
MEHP (mono 2-etilhekzil fitalat) doz uygulama grubu ve 5 adet MBP (mono bdtil
fitalat) doz uygulama grubu olmak Uzere 11 grup yer almistir. Calismada 6

haftalik erkek siganlardan olusan toplam 66 hayvan kullaniimigtir.

MEHP uygulama gruplarindan 1. gruba 25 mg/kg/gun, 2. gruba 50 mg/kg/gun,
3. gruba 100 mg/kg/gtin, 4. gruba 200 mg/kg/giin ve 5. gruba 400 mg/kg/gun 28
glin boyunca her sabah oral gavaj yoluyla uygulanmistir. MBP uygulama
gruplarindan 1. gruba 25 mg/kg/gun, 2. gruba 50 mg/kg/gun, 3. gruba 100
mg/kg/gun, 4. gruba 200 mg/kg/gin ve 5. gruba 400 mg/kg/gin oral gavaj
yoluyla 28 gun boyunca her sabah uygulanmigtir. Deney suresince siganlarda
yem ve su tuketimlerinin yani sira vicut agirliklari da olgulmustir. Deney
bitiminde siganlardan alinan serum Orneklerinde biyokimyasal analizler igin
aspartat transaminaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT), trigliserit, ure, glikoz,
kreatinin, total protein miktarlari olgulmustir. Deney sonunda alinan kanda

insulin hormonu o6lglilmis ve hematolojik analizler yapilmigtir. Ayrica pankreas,



karaciger ve bdbrek dokularinda histopatolojik incelemeler yapiimistir. insilin
hormonu, 200 ve 400 mg/kg/gun MEHP doz grubunda, yag kontrol, 25 ve 50
mg/kg/guin gruplarina goére azalma goéstermistir. MBP doz gruplarinda da yag
kontrol grubuna gére insulin miktarinda azalma olmustur. ALT ve AST enzimleri,
trigliserit ile glikoz olgumleri 100, 200 ve 400 mg/kg/gun MEHP ve MBP doz
gruplarinda artis gostermigtir. 200 ve 400 mg/kg/gin MEHP doz grubunda
karacigerde sinuzoidal dejenerasyon, bobrekte glomerulus dejenerasyonu,
pankreasta langerhans adaciklarinda dejenerasyon goértulmuastar. 400
mg/kg/gin  MBP doz grubunda karacigerde sinlzoidal dejenerasyon
gorulmastur. Elde edilen sonuglara gore MEHP ve MBP, pankreatik 3 hucreleri

ve pankreas lUzerinde negatif etkiye sebep olmustur.

Anahtar Kelimeler: Mono (2-etilhekzil) Fitalat, Mono Bdutil Fitalat, diyabet,

sigan, INS-1 hucreleri, histopatoloji, biyokimya.
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Endocrine disruptors are chemicals that have significant effects on the living
organism by altering, inhibiting, or mimicking the effects of hormones
synthesized by the endocrine system Phthalates are one of the main endocrine
disrupting chemicals. The incidence of diabetes has almost tripled in the past 10
years. In the following 20 years, the number of patients with diabetes diagnosis
is thought to exceed 300 million. It seems likely that endocrine disruptors are
associated with diabetes, given their relationship to reproduction, metabolism,
and adipose tissue. Di butyl phthalate (DBP) and Di-Ethylhexyl phthalate
(DEHP) are the most widely used phthalates. In mammals, the absorption and
metabolism of phthalates are quite rapid and conducted studies showed that
most of the metabolites formed have been more toxic than the main chemical.

Therefore, in vivo and in vitro effects of mono 2-ethyl hexyl phthalate (MEHP)



and monobutyl phthalate (MBP), metabolites of the most exposed phthalates
(DEHP and DBP) were examined in this study.

For this reason, INS-1 3 cells were exposed to MEHP and MBP metabolites at 5
different concentrations (such as 0.001 yM, 0.01 yM, 0.1 pM, 1 uM or 10 uM)
and 3 different times like 24h, 48h and 72h. their effect at the end of the hour
was demonstrated by the MTT cytotoxicity test. Total oxidant and antioxidant
levels were also measured. The mRNA expression levels of FOXO-1 and PDX-
1 genes in relation to beta cell proliferation, SIRT-1,Insulin-1 and Insulin-2
genes in relation to Beta cell functions, and p53, Bcl-2 and Bcl-xL genes in
relation to apoptosis were analyzed. Insulin released from INS-1 cells was
measured. In the results, A statistical decrease in cell viability was observed
due to increased dose for MEHP and MBP. The amount of insulin secreted from
the cells decreased after MEHP and MBP applications compared to the control
group. Total oxidant levels increased as a result of both MEHP and MBP

administration depending on time. Total antioxidant levels have been reduced.

In the study, there were 11 groups, including 1 oil control group, 5 MEHP (mono
2-Ethylhexyl phthalate) dose administration groups and 5 MBP (mono butyl
phthalate) dose administration groups with 6 rats in each group. A total of 66

animals, consisting of 6-week-old male rats, were used.

As for the MEHP application groups; the first group was received 25 mg/kg/day
of MEHP, second group was received 50 mg/kg/day of MEHP, the third group
was received 100 mg/kg/day of MEHP, the forth group was received 200
mg/kg/day of MEHP and the fifth group was received 400 mg/kg/day of MEHP
through oral gavage every morning for 28 days. As for the MBP application
groups; the first group was received 25 mg/kg/day of MBP each morning,
second group was received 50 mg/kg/day of MBP each morning, third group
was received 100 mg/kg/day of MBP each morning, the forth group was
received 200 mg/kg/day of MBP each morning and the fifth group was received
400 mg/kg/day of MBP each morning through oral gavage for 28 days. During
the experiment, body weights were measured in addition to feed and water
consumption in rats. For biochemical analyses, Alanine aminotransferase

(ALT), aspartate transaminase (AST), urea, triglycerides, glucose, creatinine,



total protein were measured in serum samples taken from rats at the end of the

experiment.

Insulin hormone mesurement and hematologic analyses were performed in the
blood at the end of the experiment. In addition, histopathological examinations
were carried out on pancreatic, liver and kidney tissues. Insulin hormone was
decreased in 200 and 400 mg/kg/day of MEHP dose groups compared to oil
control groups of 25 and 50 mg/kg/day of MEHP. There was also a decrease in
the amount of insulin in the MBP dose groups compared to the fat control
group. ALT and AST enzymes, triglycerides and glucose measurements
increased in the 100, 200 and 400 mg / kg / day MEHP and MBP dose groups.
In the 200 and 400 mg / kg / day MEHP dose group, sinusoidal degeneration in
the liver, glomerulus degeneration in the kidney, degeneration in the islets of
langerhans in the pancreas were observed. Sinusoidal degeneration was
observed in the liver in the 400 mg / kg / day MBP dose group. According to the
results, MEHP and MBP caused a negative effect on pancreatic § cells and

pancreas.

Keywords: Mono (2-ethylhexyl) Phthalate, Mono Butyl Phthalate, Diabetes
Mellitus, Rat, INS-1 cells, histopathology, biochemistry.
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1. GIiRIS

21. yuzyilda, dunyada olusan ekonomik ve sosyal kosullar, diyabet hastaliginin
artmasinda etkili olmus ve 2012 yilinda Dinya Saglik Orgitiu tarafindan
diyabetin ciddi bir halk saghgi sorununa donutstigu belirtilmistir. Endokrin
bozucular, hormonal sistemler Uzerinde etkileri olan kimyasallardir ve bu
kimyasallarin gittikge artan miktarda kullaniimaya baglanmasi, bu maddelerin
diyabetle iligkisinin arastirilmasini ve ortaya ¢ikacak sonuglara gore hareket
edilmesi zorunlulugunu da beraberinde getirmistir. [1]. Bu kapsamda endokrin
bozucular grubuna dahil olan fitalatlar ise genel olarak diester yapida olup, farkl
oksidasyon reaksiyonlari tarafindan hidrolik monoesterlerine donustartlarler.
Monoesterler ise, glukuronik asit ile konjuge olup idrar yoluyla vicuttan atilirlar.
Biyolojik yari dmrl ve idrardaki konsantrasyonu, fitalatlarin yapisal farkhligina
ve zincir uzunluguna baghdir. Ornegin di bdtil fitalatin (DBP) yaklasik %70'i
birincil metabolit mono-n-butil ftalat (MBP) olarak idrarla atilirken, di etil hekzil
fitalatin (DEHP) yaklasik %601 birincil metabolit mono etil hekzil fitalat (MEHP)
olarak idrarla atilhr [2]. Sindirim yoluyla maruz kalinan fitalatlar en yiksekten
dusige; di butil fitalat (DBP), di etilhekzil fitalat (DEHP) ve bitil benzil fitalat
(BBP) olarak gosterilmistir [3].

Yapilan galismalarda MEHP uygulanan deneklerin idrarinda ve anne sutinde
bu metabolitin varligi gosterilmistir [4,5,6]. Fitalatlarin genel olarak en fazla
ureme sistemindeki etkileri incelenmis, karaciger ve bobrekteki yan etkileri
aciga cikarilmistir [7]. Buna karsin, Tip 1 ve Tip 2 diyabet agisindan incelendigi
calismalar oldukga azdir. Yapilan az sayida ¢alismadan bazilarinda, idrardaki
fitalat miktarinin, diyabet hastalarinda saglikli insanlara gore arttigi gosterilmistir
[8,9]. Ayrica insulin hormonu miktarinda azalma oldugu da baska bir ¢calisma ile

gOsterilmistir [10].glikoz

Bu tez calismasinda, en ¢ok maruz kalinan fitalatlarin DEHP ve DBP’in
metabolitleri sirasiyla MEHP ve MBP’nin vivo olarak erkek siganlardaki ergenlik
oncesi etkileri 28 gunluk uygulama sonunda incelenmistir. Kan ve doku
orneklerinde biyokimyasal, hematolojik ve hormonal analizler ile histolojik

incelemeler yapiimistir. Serumda diyabet belirteci olan antikorlar dlgtlmuastir. In



vitro deneylerde, INS-1 pankreatik beta hicrelerinde bu metabolitlerin, apoptoz
ve beta hucrelerin aktivitesini duzenleyen genlerin Gzerindeki etkisi PCR ile
gosterilmigtir. Canlilik oranlari da MTT testi ile dl¢gliimustir. Ayrica total oksidan

ve antioksidan olgimleri yapiimig, insulin sekresyon miktarlari hesaplanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Endokrin Bozucular

Endokrin bozucular “homeostaz, Ureme ve gelisim surecglerinden sorumlu,
vucutta dogal olarak bulunan hormonlarin sentez, salinim, tasinma,
metabolizma, baglanma ve eliminasyonuna katilan ekzojen maddeler’ olarak
tanimlanmaktadir [11]. Bilimsel ¢alismalar, endokrin bozucu kimyasallarin genis
etki mekanizmalarina sahip olduklarini ortaya gikarmigtir ve nikleer reseptorler
ile  nikleer olmayan steroid reseptorler, steroid biyosentez ve
metabolizmasindaki birgok enzimsel yolak Uzerinden etki gosterdikleri

belirlenmistir [12].

Endokrin bozucu kimyasalllar, dogal ya da sentetik olarak organizma ile ¢cevre
arasindaki iliskiyi duzenleyen, hormonal sistemleri degistiren kimyasallar olarak
tanimlanir [13]. Endokrin bozucular heterojen 0zellik gosteren bilegimleri
icerirler. EnduUstriyel c¢oziculer, yadlar ve yan urlnlerinden olan polikloriu
bifeniller (PKB), polibromlu bifeniller (PBB), dioksinler, plastikler (BPA), fitalatlar,
pestisitler [metoksiklor, diklorodifeniltrikloroetan (DDT)], fungisidler (vinklozolin)
ve farmasoétikler [dietilstilbestrol (DES)] baslica endokrin bozucu kimyasallar
arasinda sayilir. Endokrin bozucular yag dokusunda birikme egilimi gosterirler
[14].

Endokrin bozucu kimyasallarin bir kismi, uzun yari émurlu olacak sekilde
uretilmigtir. Bu ylzden, dogada ve organizmada uzun siUre kalabilmektedir.
Uzun édmurli olmalarindan dolayr hemen yikima ugramamaktadir. Metabolize
edildikleri zaman daha toksik olabildikleri igin, yillar éncesinde uretimi ve

kullanimi yasaklanan maddelerin etkileri ginumuzde de gorulebilmektedir [15].

Endokrin bozucularin etkileri maruziyet yasina, slresine, alinan miktara, tek
basina veya karisim halinde alinma sekline gore degisebilmektedir. En hassas
doénemlerin ise gebelik donemi, sit ¢cocugu dénemi ve puberte donemi oldugu
bilinmektedir [16]. Bu kimyasal maddelerin birgogunun plasentada etkisiz hale
getirilemedigi ve miktarlarinin artmasiyla etkisinin de arttigi gosterilmigtir [17].
Buna karsin endokrin bozucularda durum degisebilmekte ve dlsuk dozlarda da

yuksek oranda etki gozlenebilmektedir. Gebelik doneminde karsilasildiginda,
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dogum boyunu, dogum agirhgini ve endokrin bezlerin galismasiyla iliskili esik
degerleri degistirebilmektedir. Bu kimyasallar, ayrica puberte ddneminde
hormonal degisikliklere yol acarak erken ergenlige neden olabilmektedirler
[12,18]. Cevrede dogdal olarak bulunabildikleri gibi farkli endUstriyel ve sentetik
urtnlerin icerisinde de bulunmaktadirlar (Cizelge 2.1) [13,19].

Cizelge 2.1: Baglica Endokrin Bozucular [13,19]

Fitodstrojenler Genistein, Daidzein, Formononetin, Biokanin-A,
Pratensein, Prunetin, Glisetein, Enterodiol

Organohalojenler | Furanlar, Dioksinler, Poliklorine Bifeniller, Pentaklorofenol,

Hekzaklorobenzen,

Pestisitler Alaklor, Aldikarb, Amitrol, Atrazin, Benomil, Karbaril,
Klordan, Heptaklor, Metoksiklor, Endosiilfan,
Etilparation, Kepon, Ketokonazol, Malation, Vinklozolin,
Trifluralin

Fitalatlar Di (2-etilhekzil) fitalat, Di-hekzil-fitalat, Butil benzil fitalat,

Di-n-butil fitalat, Diklorohekzil fitalat Di-n-fetil fitalat, Di-etil
fitalat, Di-propil fitalat

Agir Metaller Arsenik, Uranyum, Kadmiyum, Kursun, Civa

llaglar Dogum Kontrol Haplari, Simetidin, Dietilstilbestrol

Digerleri Bisfenol A,B ve F, Etan dimetan, Sulfonat, Benzofenol
Metanol

Dogal endokrin bozucular; yarilanma surelerinin uzun olmamasi ve dokularda
birikim yapmadan vuacuttan atilabildikleri i¢cin genel olarak kalici yan etkiler
gOstermeyen maddelerdir. Aralarinda en c¢ok bilineni fitoGstrojenlerdir. Bunlar,
vucutta Uretilen 6strojenlere kiyasla daha zayif etki gosterip, gindelik hayatta
siklikla tuketilen besinlerde (patates, maydanoz, havug, ¢ilek, elma v.b)
bulunurlar. Fitodstrojenler, 06zellikle sentetik olarak Uretilenlerin  yogun

miktarlarda tuketilmeleriyle zararl etkiye neden olabilirler [20].

Sentetik endokrin bozucular; evde, endustride ve tarimda kullanilan farkl birgok
arinin iginde bulunurlar [21]. “Dietilstilbesterol” (DES) en iyi bilinenlerinden
biridir. DES, ilk olarak Avrupa ve ABD’de 1938 yilinda uretilmis ve zehirlenme,
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erken dogum tehtidi ile fetal 6lumlerin onlenmesinde kullaniimistir. Bununla
birlikte yapilan calismalarda, DES’e maruz kalan kadinlarda meme kanseri
riskinin 2 katina c¢iktigi ve DES’e intrauterin maruz kalan kadinlarda serviks
kanseri ile serviko-vajinal displazi, intrauterin maruz kalan erkeklerde ise minér
urogenital anomalisi ile testis kanseri riskinin arttigi tespit edilmistir. Bu nedenle
DES piyasadan kaldiriimigtir [22, 23].

Temizlik malzemeleri, pestisitler (tarim ilaglari), herbisitler (yabani otlari yok
eden ilaglar) ile boyalar, bazi fungusitler (mantar ilaglar), plastikler ve ¢ézuculer
gibi kimyasallarin endokrin bozucu 06zelligi gosterme potansiyeli vardir. Bu
maddelerin birgcogunun yagda eriyerek yag dokusunda biriktigi ve vlcutta uzun
sure kalarak zararl etkilere neden oldugu gosterilmistir [21]. Endokrin bozucu
kimyasallarin insan sagligi uUzerine etkileri incelendiginde, ozellikle Ureme
sistemi ve tiroid fonksiyonlarini etkiledigi, ayni zamanda diger bircok doku ve

hicre Uzerinde de zararli etkilere sahip oldugu tespit edilmistir [18,19].

EBK’lar; hormonlarin yapimi, tasinmasi, atilimi ve yikimini degistirebilmelerinin
yaninda hedef hucrelerdeki olagan etkilerini de degistirebilmektedirler. Bu etkiler
tek tek veya bir arada gergeklesebilir [24] ve canllar Uzerinde farkli

mekanizmalar araciligi ile birgok hastaliga neden olabilirler [25].
Endokrin bozucular etkilerini bes farkli mekanizma tGzerinden gosterir:
1. Herhangi bir hormonun yaptigi etkiyi taklit edebilirler,

2. Steroid ve peptit yapidaki hormonlara blokaj yaparak etkisini minimuma

indirebilirler,

3. Hormon etkilesimi sonucunda hormonal mesaijlari degistirebilirler,
4. Peptit, protein ve steroid hormonlarin sentezini arttirabilirler,

5. Hormonlarin metabolizmalarini degistirebilirler [26].

Sentetik endokrin bozucu kimyasallarin bazilarinin dokularda oksidatif stres
Uretimiyle apoptotik etkiye neden oldugu gésteriimistir [27]. Ozellikle Greme
hlcrelerinde olugan apoptotik hicre dlumunun en énemli sebeplerinden birinin

oksidatif stres oldugu ileri surtlmustir. Guglu anti-androjenik kimyasallardir.



Endokrin bozucularin farkli mekanizmalar ile antioksidan enzimleri inhibe etmesi
ve bununla birlikte ortamdaki reaktif oksijen radikallerinin artmasi sonucu
apoptotik hiicre 6lumine yol acgtiklari dastntlmektedir [28]. Nitrik oksidin (NO),
DNA’da purin ve pirimidinin bazlarinin deaminasyonuna neden oldudu,
sonucunda da DNA zincirinde kirlma ve mutasyonlarda artis yaptigi
saptanmigtir [29]. Nitrik oksidin olusturdugu DNA hasariyla apoptoz surecinin
basladigi éne surilmektedir [29]. ilaveten nitrik oksitin oksidatif DNA hasarina
neden olmakla birlikte DNA onarim mekanizmalarini da inhibe ederek apoptoza
sebep oldugu gosterilmistir [30]. Apoptotik hicre 6luminde meydana gelen
kalsiyum bagimli endonukleaz, kalsiyum—kalmodulin bagimli protein kinaz -
fosfataz sistemi veya membran lipit peroksidasyonunun uyariimasinin, DNA
kirllmasina neden olabilecegi arastirimis ve deltametrine maruz kalan

sicanlarda, DNA hasari ve testikller apoptoz gdosterilmistir [31].

2.1.1 Fitalatlar

Endokrin bozucu kimyasallar; sagliklh bir organizmada veya gelecekteki
kusaklarinda endokrin sistemin c¢alismasini degistirerek, saglik sorunlarina
neden olan, disaridan alinan madde ya da madde karisimlaridir [32]. Bunlar
hormonlarin dretilmeleri, salinimlari, baglanmalari, tasinmalari, yikimi ve
vucuttan atilmalarina etki ederler. Cevrede dogal ya da yapay ve endustriyel

artnlerin igerisinde yer alirlar [33].

Fitalik anhidrid ve bir alkollin (6-13 karbonlu) reaksiyona girmesiyle elde
edilirler. Oda sicakliginda sivi halde bulunup, renksiz olurlar [33,34]. Genel

kimyasal yapilari Sekil 2. 1’de gosterilmistir.

OR

OR'

Sekil 2.1. Fitalatlarin genel kimyasal yapisi [34]



Esneklik ozelligini arttirmak amaciyla endustride kullanilan fitalatlarin 60’dan
fazla gesidi bulunmaktadir. Endustrilerde yuksek molekul agirlikl fitalatlar %80
oraninda kullanilmaktadir. Selulozikler, akrilikler ve Uretanlar gibi vinil olmayan
disuk molekdl agirhkli fitalatlardan, recginelerde plastiklestirici olarak
yararlaniimaktadir [35]. Ayrica bu dusuk molekul agirlikl fitalatlar; sabun, kagit,
otomotiv, ingaat ve yapi malzemeleri, karton, deterjan, kozmetik, sampuan,
boya, tlpler ve tibbi torba Uretiminde hammadde veya yardimci kimyasal olarak
kullaniimaktadir [36].

Kullanimlari genel olarak molekul agirhigina baghdir. Di-etilhekzil fitalat (DEHP),
di-izonoyl fitalat (DINP) ve di- izodesilfitalat (DiDP) gibi yuksek molekul agirlikli
fitalat esterleri, vinil plastiklestirici olarak ve malzemenin esnekligini,
islenebilirligini arttiran bilesenler olarak endustride en yaygin kullanilan
fitalatlardandir [37]. Ayrica insaat malzemelerinde, tibbi cihazlarda ve gida
ambalajlarinda da kullanilirlar. Dimetilfitalat (DMP), dietilfitalat (DEP) ve di-n-
batil fitalat (DBP) gibi dustuk molekdl agirhikh fitalatlarin ise ¢ok daha genis bir
kullanim alanlari bulunmaktadir [38]. Bunlar kozmetik, deterjan, sabun,
sampuan, parfum gibi kisisel bakim Utrlnlerinde, gida ambalajlarinda, emzik ve
biberon gibi ¢ocuk bakim drtnlerinde kullaniimaktadirlar [39]. Fitalat tdrlerinin

kimyasal yapilari Sekil 2.2’de gosterilmigtir.

Biitil benazil fitalat Di bitil fitalat

Di-2-etil hekzil fitalat Di izo bitil fitalat

Sekil 2.2. Cesitli fitalat tarleri [40]



Endokrin  bozucu kimyasallar, endokrin sistem tarafindan sentezlenen
hormonlarin aktivitelerini taklit ettikleri, blokladiklari ya da degistirdikleri igin
arastirmalara konu olmuslardir [41]. Fitalatlar baslica endokrin bozucu
kimyasallardandir. Yilda 3 milyon ton fitalat, ¢ok sayida Grinin yapiminda
kullanilmaktadir. Bu durum, fitalatlarin ne kadar genig kullanim alanlarinin
oldugunu ve bu toksik kimyasalin ¢evreyi ne Olglide kirletebilecegini
gOstermektedir [36,42].

Fitalik asit esterleri olan fitalatlar, plastiklere eklenerek, uzun polivinil

molekullerin birbirleri Gzerinde kaymasina olanak saglarlar. [43].

Fitalatlar, toksik o6zelligi olan ve endokrin bozucu potansiyele sahip
kimyasallardir. Saglk acisindan o6nemli &zelliklerinden biri, igerisinde
kullanildiklari maddelerle kovalent baglar olusturmadiklarindan dolay: kolay bir
sekilde dogaya salinmalaridir [36].Toplum igerisinde fitalatlara maruz kalmanin
baslica kaynaklarindan biri Uretim, isleme ve paketleme sirasinda fitalat
bulagsmis yiyeceklerin tuketilmesidir. Diger 6nemli kaynaklar ise havadan ve
kullanilan kozmetik malzemeler araciligiyladir [44]. Bunun yaninda hemodiyaliz
ve kan transflzyonu gibi islemler sirasinda da tibbi cihazlar tarafindan fitalatlara
maruz kalinabilmektedir. Yapilan c¢alismalarda fitalatlar, kapali ortamlarda,
insan idrarinda, tlketim Urlnlerinde, insan sitinde ve amniyotik sivida
bulunmustur [45,46].

Fitalatlarin gevrede yaygin bulunmasi ve yogun kullanim alani, ¢alismalarin bu
kimyasallarin toksik etkileri Gzerinde yodunlagsmasina neden olmustur. Guglu
endokrin bozucu olmalari nedeniyle, maruz kalinmasi durumunda ilk
etkilenecek sistemin hormonal sistem ve onunla yakin iligkide olan organlar
olarak dusunulmektedir. Fitalatlarin ¢ocuklarda astim ve alerjik hastaliklara,
yetigkinlerde ise cilt sorunlarina yol acgtigi saptanmigtir. Bunlara ilaveten
fitalatlarin organlarda ve Ureme sisteminde de ¢ok sayida hasarlara neden
oldugu bildirilmigtir [47,48]. DBP ve DEHP orani Cin’de polimerlerde
kullanilmasinin yani sira toprakta ve diger c¢Okeltilerde ylksek oranda
bulundugu bildirilmistir [49,50].

Fitalat metabolizmasi; metabolik kapasite farklari ve vyas, irk, cins ve

demografik kosullardan dolay kisiler arasi farkliik gdstermektedir. Ornegin;
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cocuklarda oksidasyona ugramis metabolitlerin idrardaki orani erigkinlerden
daha yuksektir [51, 52, 53, 53, 55]. Fitalat esterlerinin toksisite profilleri
birbirinden farklidir. TUr farklarinin olmasi, temas yolu ve yasinin degismesi,
toksisite bakimindan farkliliklar géstermektedir [56]. in vitro ortamda fitalatlarin
karaciger Kuppfer hucrelerinde reaktif oksijen turleri olusumunu, NADPH
oksidaz Uretimini ve mitojen sitokin salinimini arttirdiklari, nukleer faktor kappa
(NF-kB)’yi aktive ettikleri gosterilmistir [57]. Fitalatlarin PPARs ile etkilesime
gectigi bilindigi icin glikoz metabolizmasindaki etkisinin de bununla baglantih
oldugu dusunulmektedir [58, 59, 60]. Ayrica, fitalat metabolitlerinin PPAR geni
diginda direk beta hucresi Uzerinde etkisi olmayip, bunu dolayl yollar ile yaptigi
dusundlmektedir [61]. Tip 1 diyabetin otoimmun bir hastalik olmasindan dolayi,
inflamatuvar ajanlarin  beta hicrelerindeki etkisiyle buna yol actig
ongorulmektedir [62]. Fitalatlarin ylksek dozlarinin fotal olum, kanser,
malformasyonlar, karaciger ve bobrek hasari ve Ureme toksisitesi olusturdugu
gOsterilmistir [36]. Ayrica insan ve hayvanlarda anne kanindan gelismekte olan
fotlse gectigi ve fétistiin hormonal dengesini bozdugu ayrica bu sistemle ilintili

organlari ¢ok agir etkiledigi bildirilmigtir [63, 64).

2.1.2 Fitalatlarin Biyotransformasyonu

Fitalatlarin biyotransformasyonu fitalat diesterlerinin lipaz ve esterazlar ile fitalat
monoesterlerine dontsumdu ile baslamaktadir. Sitokrom P450 enzimiyle yan
zincir oksidasyonuna ugramakta olan fitalat monoesterlerinden, okside
monoester metabolitler olusmaktadir. Fitalatlardan bazilarinin  diesterleri
monoesterlerinden biyolojik olarak daha pasiftirler. Olusan metabolitler,
glukroniltransferaz ve sulfotransferaz enzimleri vasitasiyla glukuronat veya
sulfat konjugatlarina doénusturilir. idrar ve fegesle elimine edilmekte olan
fitalatlarin metabolitleri serbest veya konjugatlari halindedir. Uzun zincirli
fitalatlarin yarilanma suresi kisa olup, vicuttan 24 saat icinde atilmaktadirlar
[65, 66]. Fitalatlarin metabolizmasi sonucu metabolit olugsmasi Sekil 2.3’de

gOsterilmigtir.
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Sekil 2.3. DBP, BBP ve DEHP metabolizmasi sonucu MEHP ve MBP olugsmasi
[65]

2.1.3 Di-2-etil Hekzil Fitalat (DEHP) ve Metaboliti Mono Etil Hekzil Fitalat
(MEHP)

DEHP, plastiklestirici olarak kullanilan fitalat tlrevlerinin en basinda
gelmektedir. 2-etilhekzanolln fitalik anhidrid ile reaksiyonu sonucu olusur [55,
67]. Bagirsak lumeninde yer alan pankreatik lipazlar ve diger enzimlerle hizl bir
sekilde toksik metabolit MEHP’e donusturuldugu bilinmektedir [68].

Di etilhekzil fitalat (DEHP), %40 oraninda PVC’lerin icinde bulunmakta ve
yaygin olarak kullaniimaktadir [69]. Bu malzemenin yaygin kullaniimasindan

dolay! oyuncaklar, tibbi cihazlar, yapi malzemesi, gida ambalaj, vb. gibi ¢ok
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sayida urunde bulunmaktadir [70]. DEHP, plastik malzemeye gevsek olarak

baglanmakta ve zamanla ¢evreye yayilmaktadir [38].

DEHP yillardir PVC’lerin iginde plastiklestirici olarak kullanilan en dnemli madde
olmustur. Gonullilerle yapilan ¢alismada, idrar 6rneklerinde bes metabolit tespit
edilmistir [54, 66]. Bunlarin icinden en ylksek oranda bulunan monoester
MEHP olmustur. Ulusal saglik ve Beslenme denetleme merkezinin ABD’de
yaptigi arastirmaya gore, 1999-2006 yillari arasinda toplanan idrar 6rneklerinde
% 70 MEHP’e rastlanmigtir. Buradan da DEHP’in hizli bir sekilde metabolize
oldugu ve asil etkinin metaboliti olan MEHP Gzerinden kaynaklandi§i sonucuna
varilimigtir [71]. Otake [72], Tokyo‘da 27 evde fitalat seviyesinin tespitine yonelik
yaptigi galismada DEP, DBP, BBzP, DSHP ve DEHP miktarlarini sirasiyla 0,10,
0,39, 0,01, 0,07 ve 0,11 pg/m® miktarlarinda tespit etmistir. Green yaptigi
calismada [73], yodun bakim tedavisinde olan 6 prematlre bebedin idrarinda
DEHP metabolitlerinin 6lgimu sonrasinda genel populasyondaki ortalamadan
(2,7 ng/ml) daha ylksek oranda MEHP metabolitinin (129 ng/ml) oldugunu
raporlamigtir. Green [73], yeni dogan yogun bakim Unitesinde, yeni dogmus 54
bebegdin idrar érneklerinde DEHP metabolitlerini 6lgmis ve sonug¢ olarak DEHP
iceren cihazlarin sik kullanimi ile DEHP‘in idrardaki metabolitlerinin daha

yuksek seviyede oldugunu gostermistir.

insanlarda yapilan yeni calismalarda, serum MBP ve MEHP’in serumda fazla
olarak bulunmasi, Greme fonksiyonlari, hormonal denge, diyabet, koroner arter
riski, hipertansiyon, astim ve diger solunum problemleriyle arasinda olasi bir

iliski olup olmadigini distndirmustar [53].

PVC durunlerinden ortaya c¢ikan fitalatlar hava yolu enflamasyonuna, artmis
bronsial duyarliliya ve sonugta obstruksiyon ve astima yol acabilirler. Yapilan
bir caligmada, ana metabolit MEHP'in sicanlarda brongiyal duyarliligi artirdigi
belirtiimistir [74]. Baska bir ¢calismada ise MEHP' in prostaglandinler ve diger

bazi enflamatuvar mediyatorlere benzer etkilerinin oldugu gdsterilmistir [75].

2004 yilinda Bornehag ve arkadaslari tarafindan 1-6 yaslari arasinda toplam
10.852 g¢ocuk uzerinde yapilan bir galismada, alerjik belirtliler ile ev tozlarindaki

fitalat dlzeyleri arasinda iligskinin oldugu belirtilmistir [75].
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Fitalatlarin metabolizmalari yasa bagh olarak degismektedir. Bu metabolizma
sonucu olusan monoesterler ¢cocuklar igin daha fazla toksisite gostermekte ve

cocuklari daha savunmasiz hale getirmektedir [76].

MEHP ile yapilan bir ¢alismada obez insanlardaki miktari, saglikl insanlara
goére yuksek bulunmustur [77]. Bagka bir calismada insulin direngli hastalarda
MBP miktari saglikli olanlara gore yuksek cikmistir [78]. MEHP’in, adiposit

farkhlasmasinda hasarlara yol agip obeziteye yol actigi dusunulmektedir [79].

DEHP’in sicanlarda karaciger glikojen igerigi ve glikoz intoleransinda
degisikliklere neden oldugu gosterilmistir [80]. Insilin direncinin, metabolik
sendrom ve tip 2 diyabetin altinda vyatan bir mekanizma oldugu
dusundlmektedir. Calismalarda fitalatlarin insdlin direnci yaptiginin gésteriimesi
onemlidir. Cunkd diyabet gibi bir metabolik hastaligin olusmasinda 6énemli bir
risktir. Ayrica, fotal donemdeki siganlarin maruziyetinde, insulin seviyesinin
dustugu gorulmustar [81]. Fotal donemde olan bu duguklugun, ergenlikte insulin

direncine yol agabilecegi ileri striimektedir [82].

MEHP, lipoliz ve glikoz alimi Uzerinde olumsuz bir etkiye sahiptir ve

depolanmasini yag hucrelerinin enerji metabolizmasini bozmaktadir [83].

Dugsuk dozlarda DEHP maruziyetinin insulin seviyesini dusurdugunun
goOsteriimesi DEHP’in primer metaboliti olan MEHP’in dusuk dozlarda bile
yuksek biyoaktif etkisinden kaynaklandigi disunulmustar [84]. Karacigerde ise
insulin reseptor konsantrasyonunda ve glikoz oksidasyonunda azalma olmustur
[85].

Oksidatif stres ve apoptoz, MEHP’in de i¢in de oldugu bircok ¢evresel kirleticinin
toksisite mekanizmalarinda ortaktir [77]. in vitro olarak MEHP uygulanan
notrofil, Kupffer ve Leydig hucrelerinin reaktif oksijen turleri olusturdugu
gOsterilmistir [86,87]. Ayrica, MEHP, Leydig hicrelerine uygulandiginda GSH ile
askorbik asit seviyelerini dusurdugu, DNA hasari ve apoptoz olusumunu
arttird1g1 tespit edilmistir [88].

Yapilan galigmalarda, fitalatlarin oksidatif strese neden oldugunu, bunun da
insulin direnci olusumuna zemin hazirladigi gosterilmistir [89]. DEHP ile yapilan

calismalar, DEHP maruziyeti ve insulin direnci arasindaki iligkinin oksidatif stres
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ile iligkili oldugunu gostermigstir [90, 91 92, 93]. Ayrica DEHP’e maruz kalan
siganlarda insulin hormonunda azalma ve beta hucre kaybi yaptigi bulunmustur

[94]. Ayrica SOD aktivitesinde de azalma meydana getirdigi gosterilmistir [95].

DEHP VE DBP’nin karaciger ve testiste oksidatif stresi arttirdigi gdésterilmistir
[57, 79, 96]. YUksek dozda DEHP uygulanmasi sonucu yiksek oranda MEHP
metaboliti olusmakta ve buna baglh olarak toksisite artmaktadir. Diger bir
calismada ise DEHP’i metabolize eden enzimlerde eksiklik oldugunda oksidatif
stresin daha az oldugu goériimustir [97,98]. Mukozal ve 16kosit hiicre kulturlerle
yapilan c¢alismalar, bu fitalatlarin genotoksik 6zellige sahip oldugunu goésteren

sonuglar ortaya koymustur [99,100].

infertil erkeklerle yapilan bir calismada, spermde olcilen DNA hasarinin
idrardaki fitalat duzeyleri ile olan iligkisi arastiriimistir. Sonugta, DEHP metaboliti
olan monoetil hekzil fitalat (MEHP) ile DNA hasari arasinda bir baglanti oldugu

gOsterilmigtir [79].

2014 yihinda Albert ve Jegou tarafindan yapilan bir ¢calismada erkek Ureme
siteminde, DEHP ve DBP’nin zararli etkilerinin esas olarak monoesterleri olan
MEHP ve MBP’ye bagh oldugu goérulmustur [101]. Bu da organizmadaki diger
sistemlerde de olusan bozukluklarin bundan dolayr olabilecegini
dusundurmektedir [102].

2.1.4 Di Bitil Fitalat (DBP) ve Metaboliti Mono Bitil Fitalat (MBP)

Di-n-batil fitalat (DBP) bir kimyasal ailesi olan fitalik asit esterleri arasinda
bulunan ve polivinil klorid Urtnlerine esneklik kazandiran dusuk molekul agirlikh
bir fitalattir. Endustride genis kullanim alanina sahip olan DBP; yapistirici, cila,
vernik, boya ve baski murekkeplerinde kullaniimaktadir, ayni zamanda bir
yumusatici ve c¢ozucudur. DBP tuketici Urunleri arasinda en yaygin olarak
kozmetik Urtnlerde bulunmaktadir. Kozmetikte parfumlerde (parfUm ¢odzlcusu),
her tir spreyde, kremlerde ve ojelerde yogun olarak kullaniimaktadir. Bununla
birlikte icme suyundan ¢ocuk oyuncaklarina kadar birgok ortamda bulunan bir
maddedir [63, 64].

DBP‘de diger fitalatlar gibi kullanildiklari Grinlerde kimyasal olarak kovalent
baglar olusturmadigindan basit bir sekilde bulundugu cevreye yayilmakta,
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insanlar ve dogal yasam bu toksik kimyasala maruz kalmaktadir. insanlar genel
olarak gida maddeleri, gida maddesi ambalajlari agik hava, kozmetik ve
medikal aletler ile bu kimyasala maruz kalirlar [103,104]. DBP, DEHP’ten sonra
olumsuz sadlik etkileri olan ikinci fitalat olarak gdsterilmis ve arastirmalarda

daha gok oncelik verilmesi istenmigtir [105].

DBP‘nin insanlardaki dermal emilimine bakildiginda insan derisine uygulanan
DBP*nin 0,07 ug/ cm? /saat oraninda emildigi saptanmistir. DBP igeren plastik
ambalajli besinlerle beslenen insanlarin kaninda DBP belirlenmistir [106,107].
DBP‘nin vicuttaki tim toksik etkilerini DBP hidroliz Grind olan MBP ile

gerceklestirdigi yapilan galismalar ile gosterilmistir [108].

DBP uygulanan gebe sicanlarda bagirsak kanalindan emilen DBP‘nin MBP ve
MBP glukronitlerine gevrildigi, bu ikincil metabolitlerin %65 oraninda embriyoya
gectigi saptanmistir [109]. Ayni sekilde DBP uygulanan gebe siganlarda,
DBP‘nin toksik formu olan mono bditil fitalata (MBP) cevrildigi ve en ylksekten
en dusuge maternal plazma, plasenta ve embriyoda bulundugu saptanmistir
[110]. DBP ve MBP’nin androjen Uretimindeki roll farkliliklar gostermektedir.
MBP’nin, DBP’ye gore testosteron Uretimi Uzerine etkisinde 1000 kat daha
guclu oldugu goéralmustar [111].

In utero DBP maruziyetinde, testosteron seviyesinde dusme, Leydig
hlcrelerinde agregat olusumu ve c¢ok cekirdekli gonositler gozlenmistir [112].
DBP, esteraz enzimi ile MBP’ye parcalanmaktadir [113]. DBP ve MBP’nin
primatlarda ve kemirgenlerde yapilan ¢alismalarda, Leydig hicrelerinde steroid
hormon olusmasini baskiladigr gosterilmistir [114]. Ayrica, DBP’nin gen
ekspresyonunda degigsiklikler yaptigi ortaya cikarilmistir. DBP maruziyetinden

sonra 391 genin ifadesinin istatistiksel olarak anlamli seviyede degistigi

saptanmigtir [115].

DBP ve MBP, superoksit dismutaz enzim aktivitesinde azalmaya yol agmistir
[116]. MBP ile sigcanlarda yapilan 3 gunlik bir calismada ise testiste oksidatif

DNA hasarina yol agtigi ileri suralmastur [117].

Yapilan in vitro ¢aligmalarla, DBP’nin sigan karaciger mikrozom esterazlariyla
MBP’ye hidroliz edildigi ve DBP’nin sigan karaciger suksinat dehidrogenaz igin
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guglu bir inhibitor oldugu gosterilmistir [113]. Ayrica, in vivo galismalar, DBP’nin
temel olarak karaciger homojenatlarinda, ince bagirsakta, izole edilmis
karaciger mitokondrilerinde, karaciger mikrozomlarinda, bdbrek, pankreas
vekan homojenatlarinda bulunan esterazlar ve lipazlar tarafindan, mono butil
fitalata donusturalduguna gostermektedir. MBP, ikinci ester grubunun hidrolizine
karsi direnglidir ve glukoronid konjugatlari seklinde ureyle birlikte vicuttan atilir
[118]. Monobdtil fitalat pankreas tarafindan salinan enzimlerin bulundugu ince

bagirsak limeninde yogun olarak bulunmaktadir[119].

2.2. Endokrin Sistem

Uretimi i¢ salgl bezleri tarafindan yapilan, dolagim sistemi icine salgilanan ve
yalnizca hedef hlcrelere kargi etki goOsteren bilesiklere “hormon” adi
verilmektedir. Endokrin sistemini, hormonlari salgilayip kan dolasimina veren
bez veya beze seklindeki doku ve organlarin timuU olusturmaktadir. Endokrin

sistemi olusturan yapilar Sekil 2.4’de gosterilmigtir.

Endokrin  sistem, hormonlari  kullanarak canhlarin  farkli metabolik
fonksiyonlarini, hicre ic¢i biyokimyasal tepkimelerin hizini, hicre zarindan
madde aligverisini, hicrelerin gelisme ve salgilama fonksiyonlarini kontrol eder.
insan endokrin sistemi, hipotalamus, hipofiz, tiroid ve yumurtaliklar, testisler ve
pankreas gibi organlari igeren hormon ureten genis bir salgi bezi agindan
olusmaktadir. Bu endokrin bezler ve organlar, farkh islevleri yerine getiren farkli
hormonlari Uretip salgilamaktadir [120,121]. Hormonlarin salgilanmasi sirasinda
olusan eksiklikler veya fazlaliklar endokrin sistem hastaliklarina neden
olabilmektedir. Bu gibi durumlarda nelerin ortaya cikabilecegi, hormonun
fizyolojik etkisinin bilinmesiyle bulunabilir. Eger bir hormon viicutta eksikse bu
hormona iligkin fizyolojik etkiler gdozlenemezken, fazlaliginda ise etkileri olmasi

gerekenden fazla sekilde gézlemlenebilmektedir [121].

Her bir hormona ait hedef hucreler, Uzerlerinde bulunan protein yapidaki
reseptorlere  hormonlarin baglanmasini saglayarak molekullerin  yapisini
tanimlar. Hormon ile reseptéru arasindaki etkilesim, hedef hiicrenin islevini veya
aktivitesinin dedismesini saglayacak olan hucre igi bir dizi biyokimyasal
tepkimeyi baslatir [122]. Hormonlar, dolasim sistemi icerisinde az miktarda

bulunurlar ve belirli doku ve organlar Uzerindeki 6zellikli etkileri ile tanimlanirlar.
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Vucudun Ureme, gelisme ve canli davraniglarini kontrol etme ve duzenleme
yetenegdini korumak igin hormonlarin dizenlenmesi ve tasinmasi hassas bir
sekilde diizenlenmistir. insan sagligi, metabolizma, blylime ve gelisme, uyku
ve ruh hali gibi iglevler igin gerekli olan bazi hormonlarin salinmasini
duzenleyen iyi igleyen bir endokrin sisteme baghdir. Endokrin sistem eksojen

olarak alinan bu kimyasallardan 6nemli 6lgude etkilenebilmektedir [121,122].
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Sekil 2.4. insandaki baglica endokrin bezler [123].
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2.2.1 Pankreas

Pankreas karin boslugu icerisinde yer alan, sindirim enzimleri ve hormonlar
ureten ekzokrin ve endokrin doku kisimlarindan olusmus, 70-90 g agirhginda
karisik bir bezdir [124]. Ergin memeli pankreasinda bas, govde ve kuyruk
olmak Uzere Ug bolge ayirt edilmektedir. Buna gore sindirim kanalinin duodenal
Kivriminin i¢ kisminda yer alan bélium bas; omurga ile onun 6ninde yerlesik
bulunan, kan damarlarinin Gstiinde uzunlamasina yer alan bolim gdévde; dalaga

kadar uzanan bolum ise kuyruk bolgesi olmak Uzere adlandiriimistir [125].

Pankreas ince, gevsek bir bag dokusu kilifi ile sariimistir. Bag dokusunun dis
tabakasi bezin icine girerek bezi lob ve lobullere ayirir. Lobuller arasinda buyuk
kanallar, kan damarlari ve sinir lifleri yer almaktadir. Birlesik tubulo-asiner bir
bez olan pankreasin ekzokrin bélimu saf serdz asindslerden olusmustur. Seréz
asinusler kuguk merkezi bir [lUmen c¢evresinde yer alan piramidal hicrelerden
olusmustur. Sitoplazmanin apikal bolumleri zimojen granul icerdiklerinden

dolay! asidofil boyanirken, bazal sitoplazma bazofil boyanmaktadir [126].

Pankreasin i¢ salgl yapan endokrin bolumu ise ekzokrin parenkimada duzensiz
olarak dagilmis hudcre topluluklari olan Langerhans adaciklarindan
olusmaktadir. Bu adaciklar blyukliglu degisebilen genellikle kiremsi, soluk
renkli gérunimlu epiteliyal hlcre kordonlandir. Kordonlar arasinda bulunan
zengin kapiler ag adeta adaciklara 6zgu bir dolagim olusturur. Adaciklarin

etrafini ince bag doku lifleri cevirmektedir [127].

Pankreatik adaciklar pankreas dokusunun %1-2 sini olustururlar. Kuyruk
bolgesindeki adaciklarin sayilari govde ve bas bolgesindeki adaciklarin

sayisindan daha fazladir [128].

Langerhans adaciklari hematoksilen eozin ile boyandiklarinda asinls
hicrelerinden daha soluk renkte boyanmalari nedeniyle kolayca ayirt
edilebilirler. Ancak bu boyamalar ile Langerhans adaciklarinda bulunan tum
hlcre tiplerini ayirt etmek olasi degildir. Langerhans adaciklarindaki hicre tipleri
her hucre igin 0zel boyama teknikleri, 0Ozgun antikorlar kullanarak
immunohistokimyasal olarak, salgi granuillerinin yapi ve buyukluklerini
belirlemek igin elektron mikroskobunun kullaniimasiyla belirlenebilir. Bu

yontemlerle adacikta 4 farkh hicre tipi (A, B, D ve F) bulunmustur [128].
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1) Alfa (A) hucreleri: Memeli pankreasinin adacik hucre populasyonunun %15-
20’sini olusturan A hucreleri Langerhans adaciginin periferine yerlesmislerdir. A
hicreleri hiperglisemik etkisi olan glukagon hormonunu salgilarlar. Salgi
grandlleri yaklasik 250 nm ¢apinda olup oldukga elektron yodun belirgin bir
sentrik merkez icerir. A hucre granulleri gumus ile reaksiyona girer ve bu
nedenle gumus seven (argirofil) Ozelliktedir. Elektron mikroskobunda
karakteristik salgi granulleri icermelerinden dolay! B hucre granullerinden ayirt
edilebilirler [129].

2) Beta (B) hucreleri: Langerhans adacik hucrelerinin %60-70’ini olusturan bu
hacreler genellikle adacigin merkezine yerlesmiglerdir. Cesitli tirlerde morfolojik
farkhlik gosteren salgi granulleri ortalama 300 nm ¢apinda olup kristalin yapida
bir merkez ile bunu ¢evreleyen bir membran icermektedir. Granil membrani ve
merkez arasindaki alan ¢ok genis oldugundan, B hicreleri bu o6zellikleri ile

adaciktaki diger hucrelerden kolaylikla ayirt edilebilir [129].

B hucrelerinin gorevleri insulin sentezi, depolanmasi ve vicudun ihtiyacina goére
depo edilmig insulinin salgilanmasi ve dizenlenmesidir. Bu hlcrelerin sayica
azalmasi sonucunda insulin Gretiminde yetmezlik meydana gelmekte ve bunun
sonucunda esas belirtileri hiperglisemi, glikoztri ve polilri olan seker hastaligi

(diabetes mellitus) gelismektedir [129].

3) Delta (D) hlcreleri: Adacik hicre populasyonunun %5-10’unu olusturan bu
hicreler genellikle adacik periferinde bazen de adacik iginde daginik halde
bulunurlar. Salgisi olan somatostatin insulin ve glukagon salgilanmasini
parakrin olarak inhibe eder. Salgi grandlleri ortalama 325 nm ¢apinda olup diger

adacik hucrelerinden daha az elektron yogun bir merkez igcermektedir [130].

4) F hucresi: Genellikle pankreasin bas bolgesindeki adaciklarda bulunurlar.
Salgisi olan pankreatik polipeptit somatostatin ve pankreas enzimlerinin
salgisini inhibe eder. Salgi grandlleri ortalama 200 nm ¢apinda olup granul ile

membran arasinda ¢ok parlak ve dar bir alan bulunmaktadir [130].
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2.2.2. Insiilin

Langerhans adaciklarinda bulunan beta hlcreleri tarafindan salgilanan insulin
hormonu, polipeptit yapidadir. insiilin, glikozun dokular tarafindan kullanimini
saglayan ve enerji dengesini devam ettiren 6nemli hormonlardan bir tanesidir.
Triagilgliserol, glikojen ve protein sentezinin yapilmasini da uyarabilmektedir.
insiilin  bir peptit hormon olup iki polipeptit zincirinden olusmaktadir. Bu

polipeptit zincirleri kovalent disulfit baglariyla birbirlerine baghdir [131].

insiilinin sentezi birkac asamada meydana gelmektedir. Pankreas beta
hlucresinin nukleusunda, insulini kodlamakla gorevli olan genden transkripsiyon
ile olusan mMRNA, sitoplazmada granilli endoplazmik retikuluma giderek
translasyon baslatir. Bunun sonucu, N-terminal sinyal polipeptit olusmasiyla
baslayan slreg¢, A zinciri, B zinciri ve C-peptidin olusup uzun zincir haline
gelmesiyle preproinsulinin olusmasiyla devam eder. Daha sonra sinyal peptit
ayrilir. A ve B zincirleri arasinda disulfit baglari olugsarak proinsulin meydana
gelir. Proinsulin, granulli endoplazmik retikulumdan ayrilip golgi cisimcigine
gider. Burada C-peptitten ayrilarak ekzositozla hicreden disari salinir [132].

insiilin hormonunun sentezi Sekil 2.5’de gosterilmistir.
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Insiilin Sentezi

N-terminal Disiilfit baglar olusur

o/\ sinyal peptit

. /ﬂ H\ Sinyal peptit ayrilir
B zinciri
/0 A zinciri, J/

C-peptit

o Proinsiilin
Preproinsiilin

C-peptit ayrilir

insiilin C-peptit

Sekil 2.5. insiilin hormonunun sentezi [133].

insiilin  sentezinde etkili olan maddeler glikoz, aminoasitler, glukagon,
gastrointestinal hormonlari, buyume hormonu, prolaktin, glikokortikoidler,
plasental laktojen hormon ve cinsiyet hormonlari olmaktadir. insilin
sentezlenmesini epinefrin ve somatostain baskilamaktadir. insilinin etkileri yag

doku, kaslar ve karacigerde gortulmektedir [134].
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2.2.3. insiilin Saliniminin Kontrolii

1. Kan dolagsiminda artan glikoz miktari pankreatik B hicresini uyarir.

2. Glikoz, hicre zarinda bulunan GLUT-2 ile hicre igine alinir ve glikoliz ile

pirivata parcalanir.

3. Bunun sonucunda ATP ortaya ¢ikar ve ATP bagimh potasyum kanallari

kapanir ve hucre digina potasyum ¢ikisi durur.

4. Hicre membranindaki zar polarizasyonunun degismesiyle voltaja bagl olarak

calisan kalsiyum kanallari agilir, sitoplazmadaki kalsiyum artisi olur.

5. insiilin salinimini uyaran kalsiyum bir haberci olarak gérev yapar ve insdilinin

bulundugu vezikuller membrana baglanarak insulin kana salinir [135].

Insllin  hormonu etkisini hedef hiicrelerin membraninda yer alan insilin
reseptoriine baglanarak géstermektedir [136]. insiilin reseptorleri, iki alfa ve iki
beta alt bolumunu igeren, tirozin kinaz ailesine ait olan tetramerik yapida bir
proteindir [137].

B hucrelerinin damar sistemine yakinhdi, insilin salgilanmasinin ve hizl
hedeflenmenin yanitlanma zamanini ve verimliligini bayUk élgtide artirmaktadir.
insiilin, periferal hiicrelerin duvarindaki insilin reseptoriine baglanmaktadir.
insiilinin  hiicre membranlarinda yer alan reseptériin alfa sublnitesine
baglanmasi ile beta sublnitesinde bulunan lg¢ adet tirozin molekulinul fosforilize
olmasi tirozin kinaz aktivitesi artirir [138]. insiilinin reseptére baglanmasindan
hemen sonra, glikoz tastyicilarinin hicre zarina translokasyonu saglanmaktadir
[139].
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Sekil 2.6. insilin saliniminin kontrolii [135].

2.2.4 Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus (DM), hiperglisemi ile baslayan, pankreastan salinan insulin
hormonunun tamamen veya kismi noksanligina bagl olarak gelisen bir
metabolik hastaliktir. insilin eksikligi ile insiline karsi gosterilen direng
hastaligin gelisiminde rol oynamaktadir. Hastalikta lipid, karbonhidrat ve protein
metabolizmalari etkilenmektedir [140]. Sonu¢ olarak bu hastalik, insulin
salgilanmasinda azalma, insuline direng veya her iki durumun birlikte olmasiyla
olusur [141].

Farkli diyabet turlerinde insdlin hormonu mekanizmasi Sekil 2.6'da

gOsterilmigtir.
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Baslica iki tip diyabet bulunmaktadir:

1. Tip-1 diyabet: insilin bagimli olan diyabet tiiriidir. Otoimmiin sistemde olan
bozulma sonucu, pankreas beta hucrelerinin timuind yok etmekte ve insulin
sentezini durdurmaktadir. Bu hastalar insulin alarak hayatlarina devam ederler
[142].

2. Tip-2 diyabet: Diyabetin bu tipi insllin etkisinin azli§1 sonucu karbonhidrat,
protein ve yag metabolizmasinda bozukluklara yol agan kronik hiperglisemik bir
metabolizma hastaligidir. Tip-2 diyabet, hucre zarindaki insulin reseptorlerinin
duyarsizlii sebebiyle glikozun hlicreye alinamamasi sonucu olusmaktadir.
insilinin yetersizligine ve insilinin baglandi§i reseptdrlerdeki hasara bagli
olusmaktadir. Tip 2 diyabetin asil nedeni insulin miktarindaki yetersizlikten ¢ok

periferik dokularin insuline kargi olusturduklari insulin direncidir [143].
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Sekil 2.7. Farkli diyabet turlerinde insulin hormonu mekanizmasi [144].

2.3. Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller

Molekiler ya da atomik yoringelerinde ¢ok sayida reaktif giftlesmemis elektron
bulunduran kimyasal Urunler serbest radikal olarak tanimlanmaktadir. Serbest
radikaller pozitif veya negatif ylkliya da ndétr olabilir. Canl organizmalarda
elektron transferi ile olusan serbest radikaller hicre bilesenlerine etki ederek

onlarin yapilarini bozarlar [145].
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Suiperoksit anyonu (O+?) ve hidroksil radikali (OH+) gibi serbest radikaller
oksidatif stresi olustururlar [146].

Oksidatif stres lipit peroksidasyonunda artma ve/veya enzimatik ve enzimatik

olmayan antioksidan sistemlerdeki degisme ile karakterize edilir [147].

Hiperglisemi gibi stres durumlarinda yuksek glikoz fazla miktarda serbest
radikal olusumuna ve oksidatif strese neden olmaktadir [148]. Glikoz miktarinin
artmasi ve diyabetik komplikasyonlarin gelismesi ile diger metabolik
anormalliklerin olusmasinda ROS’un 6nemli bir rolu oldugu dugunulmektedir
[149].

Reaktif oksijen tlurleri normal hiucre metabolizmasi boyunca uretilir. Buna
ragmen, stres altinda serbest radikal Uretimindeki artis antioksidan savunmayi

etkileyebilir ve bu durum oksidatif stres ile sonuclanir [149].

Diyabet olusumunda ROS c¢esitli dokularda artmakta ve diyabetik
komplikasyonlarin gelismesine yol agmaktadir [150]. Yeterli korunma
olmadiginda ya da antioksidan savunma sistemi yetersiz oldugunda ROS hiicre
organellerinin  lipit, protein, karbonhidrat ve DNA’sina zarar vererek
bozulmasina sebep olabilmektedir [146]. Diyabet sonucu olusan bu serbest
radikaller dokularda var olan savunma mekanizmasini yok ederek bazi patolojik
durumlarin olusmasina ve dokuda “oksidatif stres” olarak ifade edilen zarara
neden olmaktadir [151]. Oksidatif stres lipit peroksidasyonu, DNA hasari, hlicre
blylumesinin inhibisyonu ve hicre 6lumu gibi negatif cevaplara yol actigi gibi,
hicre ¢ogalmasi ya da aktivasyonu gibi pozitif cevaplara da yol agabilir. Yani
ROS’'un hem vyararli hem de zararh rol oynadigi gosterilmigtir [152]. Reaktif
oksijen turleri cok dusuk konsantrasyonda ise bazi sinyal iletim yollarinda ikinci
haberci olarak rol oynayabilir. Ancak fazla Uretildigi zaman hicrenin birgok
bilesenlerinde oksidatif zarara neden olabilmektedir. Bu yarar-zarar durumu
hicredeki ROS Uretimi ve antioksidan kapasite arasindaki iliskiye baghdir.
Oksidatif stres hlcre icerisinde redoks dengesi degistigi zaman meydana

gelmektedir.
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Reaktif oksijen turleri (6zellikle, hidroksil radikalleri) lipitler, proteinler, nukleik
asitler ve karbonhidratlar gibi butin biyolojik makromolekiller ile reaksiyona
girebilir [153]. Mitokondrilerde elektron transport zincirinde oksijenin
tamamlanmayan reaksiyonu oksidatif strese neden olabilir [154]. Dolayisiyla

mitokondriyal O« olusumu ROS’un olusumunu baslatabilir.

Mitokondriyal enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan sistem ROS ile
etkilendigi zaman oksidatif hasar ve hicre OlumU meydana gelmektedir.
Mitokondriyal oksidatif stres ve mitokondriyal oksidatif hasar karaciger
hastaliklari, diyabet, norodejeneratif hastaliklar ve kanser gibi bircok hastaliga
neden olmaktadir [155].

Radikallerin fazla Uretilmesi ile meydana gelen oksidatif stresin nekroza neden
olabilecegi uzun zamandir bilinmektedir. Ornegin, yiksek miktarda reaktif OHe
nekrotik hicre o6limunde oksidatif zararin 6nemli sebeplerinden biridir.
Apoptozda, radikaller hicresel redoks durumunun belirlenmesinde buylk bir rol
oynar ve apoptozun birgok formu reaktif oksijen ve nitrojen turlerini icerir. Ayrica

birgok sistemde antioksidanlar apoptozu azaltmak icin kullaniimaktadir [156].
2.4. Diyabette Oksidatif Degisiklikler ve Antioksidan Savunma

Birgok hastaligin olusumunda lipid peroksidasyonu ile artmis serbest oksijen
radikallerinin rol oynadidi, yapilan c¢alismalarla gdsterilmistir. Diyabetli
hastalarda ve diyabet olusturulmus siganlarda lipid peroksidasyonun ve serbest
oksijen radikallerinin ciddi oranda arttigi goértlmus, diyabetin olugsmasinda ve
ilerlemesinde oksidatif stresin rol aldigi bildirilmistir [157]. Buna ilave olarak
uzun sureli oksidatif strese maruziyetin ve antioksidan dizeyde gorilen
degisikliklerin, diyabet bulgularinin ortaya c¢ikmasi ile baglantisi olma ihtimali

bilim insanlari tarafindan belirtilmigtir [158].

Diyabetin serbest radikaller ile olan iligkisini gostermek amaciyla yapilan
calismalarda, enerji metabolizmasindaki degisikliklerden kaynaklanan metabolik
stres, hipoksi sonucu olusan doku hasarinin, serbest radikal Uretiminde artisa
neden oldugu ve antioksidan sistemde degisiklik yaptigi séylenmigtir [159].

Slperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz gibi antioksidan enzim
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ekspresyonlarinin ve antioksidan kapasitenin pankreas adacik hucrelerinde,
karaciger, iskelet kasi, bobrek ve adipoz doku gibi diger dokulara goére daha az

oldugu bilinmektedir.

Beta hucrelerinde goérulen hasarin, hipergliseminin bir sonucu oldugu
gOsterilmigtir [160]. Ayrica insulin gen ekspresyonunun dustigu oksidatif strese
maruz kalan beta hicrelerinde belirtiimektedir. Bunun sebebi ise olusan
oksidatif stres sonucu insulin ve glikokinaz gibi karbonhidrat metabolizmasi igin
onemli olan enzim ve hormonlarin gen ekspresyonlarini uyaran transkripsiyon
faktort PDX-1’in DNA'ya baglanma potansiyelindeki azalma olarak bulunmustur
[161].

PDX-1 (pankreas ve duodenal homeobox-1) pankreatik beta hicresinin
fonksiyon ve g¢ogalmasinda rol oynayan onemli bir transkripsiyon faktoradar.
Ayrica PDX-1, beta hicrelerinin replikasyonunda rol oynar [162]. PDX-1’in
dusuk ekspresyonu beta hicrelerinin apoptozunda artma, huicre iskeletinde

bozulma ve beta hicrelerinin kutlesinde azalmaya neden olmaktadir [163].

Lin ve ark [163], DEHP’in gelisimsel maruziyetinde, PDX-1 gen ekspresyonunda
azalma oldugunu gostermistir. Ayrica, fitalatlar peroksizom proliferatér
aktivasyon reseptorlerinden (PPAR) alfa ve gamaya baglanarak adipogenez ve
glikoz metabolizmasinda bozulmalara neden olmaktadir [164,165]. PPAR,
nukleer reseptor ailesidir ve yag asidi metabolizmasinda, immun sistem
Uzerinde goérev alip anti-tomorik etkileri vardir [166,167]. PPAR ligandlarinin anti
diyabetik ilaclarda hipolipidemik olarak kullaniimasi, onlarin diyabet ve fitalatlar

arasinda olan baglantiyi destekledigine kanittir [168].

PPAR gama, pankreasta ifade edilen nukleer bir protein olup, PPAR-¥
aktivasyonu, insulin gen ekspresyonuyla vyakin iligkilidir ve PDX-1
ekspresyonunu INS-1 hicrelerinde duzenledigi gosterilmigtir [169,170]. PDX-1,
insulin promotoruna baglanarak beta hucrelerinin olgunlagmasi ve glikoz uyarilh
instlin sentezinde rol oynamaktadir [171]. Gupta ve arkadaslarinin [172],
yaptigi calismada, PPARY' nin PDX-1 geninde yaptigi dizenlemede bir
aksaklik olunca, DNA hasarinin olustugu, bunun p53 genini etkileyip DNA
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onarimini tesvik ettigi gosterilmistir. Eger onarim olmazsa, p53’un, Bax genini

aktive edip apoptozu baglattigi bildirilmistir [173].

Diyabette stperoksit (O2) radikali, hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksit radikali
(HO") ve gibi reaktif oksijen turlerinin fazla Uretimi ve antioksidan savunmanin
yetersiz gelmesiyle oksidatif stres olusabilir [174]. Bu radikallerin Uretimindeki
artis, glikozun oto-oksidasyonu ile bagdastiriimakta ve bu radikallerin etkisiz
hale getiriimesindeki bozulmanin sebebi, enzimatik ve enzimatik olmayan

radikal yakalayicilarin azhgi ile iligkili oldugu belirtiimektedir [175].

Diyabette, slperoksit dismutaz ve katalaz’in mRNA ifade dlzeyleri ve
aktivasyonlari artmaktadir. Bunun nedeni olarak glikolizasyon olaylarinin
sonucunda serbest radikal artmasinin rol oynadigi dustnilmektedir [176].
Plazma glutatyon (GSH) serbest radikal yakalayicisi olarak gorev alir ve
radikallerin yaptigi hicre hasarini onarma kabiliyetine sahiptir [177]. Diyabette

GSH seviyelerinde 6nemli dismeler meydana gelmektedir [178].

2.5. Diyabette Otoimmunite

Cevresel ve genetik faktorler, pankreastaki adacik hucrelerine karsi otoimmun
cevabin baslamasinda uyarici olarak rol oynarlar [179, 180, 181]. Otoimmun
surecgte pankreasin adacik hucrelerinde olan bozulma ile birlikte insulin sentezi
azalmaktadir [181]. Pankreastaki adacik hlcrelerinin zarar gérmesi durumunda
diyabetin bulgulari goérilmektedir [182]. Cocuk diyabet hastalarinda hiperglisemi
semptomlarinin goérulmesinden sonra, 3 yilda pankreatik beta hucre yikimi
tamamlanirken, daha ileri yas grubundaki hastalarda bu surecin 10 yilda

tamamlandigi belirtilmistir [183].

Perinatal enfeksiyonlara maruziyetin diyabetin sikhdini artirdigi belirtiimektedir
[184,185]. Otoimmun kaynakli tip 1 DM’de insilin salgilanmasindaki azalma iki
sekilde olmaktadir. ilki pankreasin beta hiicrelerinin zarar gérmesi iken digeri
antikorlarin pankreasin beta hucrelerinden insulin salgilanmasini azaltmalari ile
olusmaktadir [186].
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Tip 1 diyabet geligtiren hastalarda otoimmun yikim surecinin bireysel farkhliklara
gore degismesi nedeniyle baslangic zamanlari da bireysel farkliliklar
gOsterebilmektedir [187,188]. Tek antikoru pozitif ¢ikan hastalarda, diyabetin
gelisimi daha yavas iken birden fazla antikor pozitifligi olanlarda bu yikim
surecinin daha hizlh gergeklestigi saptanmistir [189]. Tip 1 DM hastalarda

otoimmun sure¢ dort agsamada gerceklesmektedir:

1-Cevresel faktdrlere maruz kalma,
2- T hacrelerinin uyariimasi,
3- T hicrelerinin farklilasmasi,

4- Beta hucrelerinin fonksiyonunu kaybetmesi [179].

Tip 1 DM tanisi alan hastalarin buyuk kisminda beta hicre antijenlerine karsi
gelisen antikorlarin pozitif oldugu bildiriimektedir [190,191]. Diyabet gelisiminde
ilk tanimlanan antikor adacik hicre antikoru (ICAs=Islet Cell Antibodies) olup,
daha sonra yapilan arastirmalarda insulin (IAA=insuline autoantibodies)
antikoru tanimlanmigtir [192,193]. Bu antikorlarin immun kaynakl tip 1 DM

tanisinda 6nemli roll oldugu saptanmistir.
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3. GEREG ve YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Kimyasal maddeler

Calismada kullanilan mono (2-etilhekzil) fitalat (%97) Cas:4376-20-9
numarasiyla, mono butil fitalat (%97) ise Cas:131-70-4 numarasiyla Sigma-
Aldrich’den temin edilmistir. Hematolojik analizler, DYMIND DH36 VET 19
Parametre Hematoloji Cihazi kullanilarak yapilmistir. Biyokimyasal analizlerde,
Sigma-Aldrich’den temin edilen MAKO052 katalog numarasiyla ALT (Alanin
aminotransferaz), MAKOQ055 katalog numaraslyla AST (Aspartat
aminotransferaz), MAK266 katalog numarasiyla Ure, MAKO006 katalog
numarasiyla Trigliserit, MAK125 katalog numarasiyla Albumin, MAKO80 katalog
numarasiyla Kreatinin, TP0100 katalog numarasiyla Total Protein ve CBA086
katalog numarasiyla Glikoz kitleri kullanilarak yapilmistir. insilin hormonu
Olcimu icin ERINS katalog numarali Thermo-Fischer kiti kullaniimistir. The Rel
Assay Total Antioksidan kit (#RL0024) kullanilarak total antioksidan seviyeleri,
The Rel Assay Total Oksidan kit (#RL0017) kullanilarak total oksidan seviyeleri
Olculmustur. INS-1 hucre hatti CO018007 katalog numarasiyla AddaxBio'dan
temin edilmigtir. FOXO-1 (NM_019739), PDX-1 (RDP-338), SIRT-1 (HP210213),
INS-1 (MR200402), INS-2 (RP301250), p53 (MP200526), BCL-2 (B9179), BCL-
XL (HP100024) genlerinin primerleri Santa-Cruz Biotechnology’den temin
edilmigtir. Adacik hicre antikoru ve insulin antikoru Sigma-Aldrich’den temin

edilmigtir.

3.1.2. Deney Hayvanlarinin Temini

Bu calismada, mono(2-etilhekzil) fitalat ve mono butil fitalata maruz kalma
sonucunda meydana gelebilecek etkilerin incelenmesi amaciyla alti haftalik,
ortalama 150-200 g agirhdindaki Wistar albino (Rattus norvegicus) siganlar
kullanilmistir.  Pubertal donemdeki siganlar, Kobay Deney Hayvanlari

Laboratuari A.$’den temin edilmistir Calismalarin yapilmasi igin gerekli olan
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izin, Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu“ndan 2020/06-04 sayi
numarasiyla alinmistir Tez kapsaminda 66 adet erkek sigan ile galigiimis olup,

siganlar rastgele secilerek gruplar olusturulmustur.

3.1.3. Laboratuvar Kosullari

Deney boyunca laboratuvar sicakhgi ortalama 22,5+1,5°C, nisbi nemi 47,1+1
olarak ayarlanmistir. 12 saat aydinlik 12 saat karanlik olacak sekilde zaman
ayarlayici ile fotoperiyot ayarlanmistir. Calismada, boyutlari 20x40x22 cm olan
polikarbonat kafesler kullaniimigtir. Hayvanlara igme suyu olarak gesme suyu
ve standart sigan yemi verilmistir. Uygulamalar her gun ayni saatte olacak

sekilde (sabahlari saat 10) yapilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre Kiltiiri

Pankreas beta hucreleri ile ilgili in vitro caligmalarda degdisik mutant hucre
kalturleri kullaniimaktadir. Bunlar arasinda MING (fare), INS-1 (sigan), HIT-T15
(hamster), BRIN-BD11 (si¢an) gibi beta hlcre hatlar sayilabilir. Bu ¢alismada
sican INS-1 beta hlcre kualtird kullaniimistir. In vitro deneyler, in vivoda
sicanlarla yapilacak deneylerle destekleneceginden hucre hatti olarak sican

kaynakli hat segilmistir.

3.2.2. Hucre Pasaji

Hucreler 1si ile inaktive edilmis %10 fotal buzagi serumu (Gibco, USA) ve 5 mM
glutamin (Gibco, USA), 100 U/ml penisilin (Gibco, USA), 100 pg/ml streptomisin
(Gibco, USA), 1 mM sodyum piruvat (Sigma, USA) 50 uM 2-merkaptoetanol
(Biorad, Hercules, California, USA) ve 10 mM HEPES (Sigma, St Louis,
Missouri, USA) iceren RPMI 1640 (invitrogen, Carlsbad, California, USA) besi
yerinde 37°C, %5 CO, ve %95 hava igeren bir atmosferde inkibe edilmistir.

Yeterli doygunluga ulasan hucreler, zemine tutunarak tum Kkudltar ortamini
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kapladiklarinda 2-3 kez 5 mL 37°C’lik PBS ile yikanmistir. Kaltir kaplarindaki
hdcrelerin GUzerine 3 mL Tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklenerek 3-5 dakika sureyle
inkUbatorde bekletilmis, htcrelerin tutunduklari kultur kabinin  zemininden
uzaklagmalari saglandiktan sonra ortama 5-6 mL besiyeri ilave edilip hucre
suspansiyonu steril bir tipe aktariimistir. Hicre suspansiyonu 25°C’de 1200
devir/dakika hizda 5 dakika boyunca santriflj edilerek Ust faz uzaklastiriimig ve
tupun dibinde toplanan hticre peleti 1 veya 2 mL (hicre miktarina gore) besiyeri
ile suspanse edilmigtir. Elde edilen hicre stspansiyonundan 90 uL alinarak
steril bir ependorf tipe aktariimis ve Gzerine 10 pL tripan mavisi ¢ozeltisi (%0,4)
eklenerek suspanse edilmistir. Hlcre suspansiyonu (10 pyL) Neubauer hicre
sayim lami (hemasitometre) Uzerinde isik mikroskobu altinda incelenmisgtir.
Neubauer sayim lamini olusturan dort karenin kenar gizgileri hari¢ Uzerlerindeki
parlak ve beyaz olarak gorulen canli hicreler soldan saga ve yukaridan asagiya
dogru saylimistir. Canli hicrelerin derigimini hesaplamak igin asagidaki formal

kullaniimistir:
mL’deki canl hiicre sayisi = Toplam hiicre sayisi / 4 x 10* x 10

Sayimi yapilan hiicrelerden yapilacak pasajlamalarda yeni kiiltiir kaplarina 10°
hicre/ml olacak sekilde hicreler dagitilmis ve vyeterli miktarda besiyeri

eklenerek inkubasyona kaldiriimistir.

3.2.3. MEHP ve MBP Uygulamalari

Birinci grup kontrol grubu (KONT), ikinci grup mono etil hekzil fitalat (MEHP)
verilen grup, Ugunclt grup mono bdatil fitalat (MBP) verilen grup olarak
diizenlenmistir. Bu asamadan sonra hiicre serisinde mL’de 3x10” hiicre olacak
sekilde medium ile birlikte hucreler hazirlanmistir. Her bir fitalat igin ayri bir 96
kuyucuklu kudltur plaginin her bir kuyucuguna 3’er mL hucre suspansiyonu
konulmustur. Tam plaklar CO, inktbatérinde 37 °C’de %5 CO, igeren ortamda
24 saatlik inkibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasi INS-1 hicre
serilerinden olusan 12 kuyucuklu plaklara  ekledigimiz  hucre
konsantrasyonlarinin Gzerine 1. kuyucuga medium, 2.kuyucuga DMSO igeren
¢b6zucundn kontrol olarak belirlenmesi ile diger kalan 10 kuyucug@a cift kontrol
olacak sekilde sirasiyla 5 farkli konsantrasyonda (0,001 uM, 0,01 uM, 0,1 uM, 1
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MM ve 10 uM olacak sekilde) fitalatlar ilave edilmistir. Plaklar tekrar CO,
inkibatorinde 24, 48 ve 72 saat olmak uUzere ayni islemler tekrarlanarak
inkibasyona birakilip, 3 ayri zaman dilimindeki degigiklikler gozlenmistir.
DMSO’nun besiyerindeki son konsantrasyonu %0,1’i gecmeyecek sekildedir.
Lizat olusturmak icin, MEHP ve MBP’a 24, 48 ve 72 saat maruz kalan INS-1
hdcrelerine tripsin uygulanmig ve 1500 rpm’de 5 dakika santrifljlenmigtir.
Santriflij sonrasi olugsan peletin yodunluguna gore PBS ile pipetaj yapilip iyice
yikanmasi saglanarak 2 ml’lik ependorfa alinarak +4°C’de 1500 rpm’de 5 dakika
santrifuj yapilmigtir. Supernatant uzaklagtirilarak peletin yogunluguna goére lizis
tamponu (Invitrogen) eklenmis ve dikkatlice pipetaj yapilmistir. Daha sonra +4
°C’de 13000 rpm’de 10 dakika santriflijlenmistir. Olusan stpernatant 0,2 ml’lik
ependorf tlplere alinarak mRNA o6lcimu ve TAS ile TOS olgumleri igin

kullaniimistir.

3.2.4. Total Antioksidan Statu (TAS) ve Total Oksidan Statu (TOS)
Analizleri

Bir ortamdaki antioksidan kapasiteyi dlgmeye yonelik olan metotlar genelde, bir
vitamin E analogu olan ve Trolox Equivalent olarak adlandirilan standart
antioksidan solusyonu kullanilarak kalibre edilmekte, dlgilen TAS duzeyleri
mmol Trolox Equivalent/L olarak okunmaktadir. TAS olcimleri Erel’in gelistirdigi
metoda gore, The Rel Assay kit (#RL0024) kullanilarak yapilmis ve ELISA
okuyucusu Bio-Tek pQuant Mikroplate spektrometre cihazinda 660 nm’de
kinetik okuma yapilarak gerceklestiriimisti. TOS olcimleri de yine Erelin
gelistirdigi metoda gore, The Rel Assay kit (#RL0017) kullanilarak yapiimig ve
ELISA okuyucusu Allsheng AMR-100 Mikroplate okuyucu spektrometre
cihazinda end-point 530 nm’de kinetik okuma yapilarak gercgeklestiriimis ve

sonugclar umol H,O, Equiv/mg prot olarak ifade edilmigtir.

3.2.5. MTT Hiicre Canlilik Olgiim Testi

24, 48 ve 72 saat sonunda INS-1 hucreleri 96 kuyucuklu plaklara her kuyucuga
100 pL hdcre suspansiyonu olacak sekilde aktariimis ve her bir kuyucuga 10uL

MTT solusyonu eklenip, 4 saat sure ile inkibe edilmigtir. MTT solUsyonu 5
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mg/mL olacak sekilde PBS iginde ¢ozulup steril filtrasyon ile bir siseye transfer
edilerek hazirlanmigtir. Daha sonra kuyucuklara 100’er yL DMSO eklenmis,
MTT ile olusan formazon kristallerini ¢dzmek icin 10 dakika 37°C’de CO,
inkUbatorinde bekletilmigtir. Allsheng AMR-100 Mikroplate okuyucu ile her bir
kuyucuk 570 nm dalga boyunda okutulmusg ve okunan absorbans degerine gore
sitotoksite duzeyi belirlenmistir. Sitotoksite duzeyleri asagidaki formul ile

hesaplanmigtir:

Sitotoksisite=(Test kuyucugunun adsorbansi/ Kontrol kuyucugunun adsorbansi)
x 100

3.2.6. insiilin Sekresyon Ol¢iimii

Uygun kosullarda inkubasyonla ¢ogaltilan ve MEHP ile MBP’ ye maruz birakilan
hicreler, maruziyet sirelerinin sona ermesinden sonra igerisinde bulunduklari
besiyeri uzaklastiriimis ve bunun yerine steril KREBS solusyonu (115 mM NacCl,
5,9 mM KCI, 1,2 mM MgCl,, 1,2 mM NaH;POy, 1,2 mM Na,;SO4, 2,5 mM CacCly,
25 mM NaHCOgs, pH 7,4) eklenmigtir. Hlcrenin yasam ortamini olusturan
DMEM ¢ozeltisi igerisindeki glikozun hucrelerin  insilin  sekresyonunu
tetiklememesi icin hucreler ekstrelerle muamele edilmeden Once glikoz
icermeyen Krebs ¢ozeltisi igerisine alinmigtir ve 1 saat inkUbe edilmigtir.1 saat
sonunda KREBS sollisyonu kuyucuklardan atildi ve vyerine bazal insulin
saliverilmesi icin 5,5 mmol/L glikoz igeren, induiklenmis insulin saliverilmesini
saglamak icin ise 16,7 mmol/L glikoz iceren KREBS soluyonlari kuyucuklara
eklenmis ve 2 saat boyunca etiivde inkiibe edilmistir. inkubasyon daha sonra
flaskin buz Uzerine konmasi ile durdurulmustur. Santrifij yapilarak supernatant
elde edilmis ve insulin diizeyinin dlgiimi igin toplanmistir. Insilin dlgiimleri,
insulin  kiti (Cisbio-62INSPEB) kullanilarak Allsheng AMR-100 Mikroplate

okuyucu kullanilarak fotometrik yontemle gerceklestiriimistir.
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3.2.7. RNA izolasyonu, Komplementer DNA (cDNA) Sentezi ve Gergek
Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu Analizleri

Reverz Transkripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) yontemi ile
yapilacak olan gen ekspresyonu analizlerinde kullanilacak olan total RNA, hazir
ticari kit kullanilarak hudcrelerden izole edilmistir. RNA izolasyonu sirasinda
kullanilacak batun malzemeler RNAaz olmayan bir ortam olusturabilmek adina
uygun cozeltilerle (RNA away) 6nceden temizlenerek hazir hale getirilmistir.
izole edilen RNA’larin miktari ve safligi mikropleyt spektropfotometre ile
Olculerek elde edilen optik dansitelerinden hareketle (OD 260/280) belirlenmistir
OD 260/280 orani 1,7-2,1 araliginda olan RNA’lar cDNA sentezinde
kullaniimistir.  RNA izolasyonu igsleminin tum asamalari buz Uzerinde
gerceklestirilmistir. Her bir 6rnekten total RNA izolasyonu spin kolon yontemi ile
yapilmistir (Norgen Biotek Corp., Ontario, Kanada). PCR reaksiyonunda kalip
olarak kullaniimak tzere her bir 6rnege ait total RNA’dan 0,1-5 pg alinarak dnce
reverz transkriptaz (RT) ile komplementari DNA (cDNA) sentezi yapilmistir.
Bunun igin ticari cDNA sentez kiti kullaniimistir (Thermo Scientific, Lithuania).
Elde edilen her bir numuneye ait cONA’dan 1,5 pyl kullanilarak tzerine 12,5 ul
Sybr Green PCR Master Mix (Thermo Scientific, Lithuania) ve primer gifti
(oligontkleotid) protokollere uygun miktarlarda eklenmigstir. Primerler, her bir
transkripsiyon analizi icin 6zel olup, literatlirdeki ¢alismalar referans alinarak
elde edilmis ve reaksiyonda yaklagik 100 ng duzeyinde kullanilmigtir (Sekil 3.1).
Denaturasyon, primer yapismasi ve zincir uzatma olmak Uzere U¢ basamaktan
olusan amplifikasyon isleminden sonra elde edilen amplifikasyon egrilerine ait
dongu esigi (Ct) degerlerinden hareketle, hedef genlerin mRNA ekspresyon
duizeylerinin degisimleri 222°T analiz yontemine gore hesaplandi (Ct=dongii
esigi). Endojen kontrol olarak glikoz-6-fosfat dehidrojenaz (GAPDH) geni

kullaniimistir.
AACT= (Cthedef gen—CtGApDH)denek grubu — (Cthegef gen—CtGAPDH)kontr()l grubu
PCR analizleri ile;

-Beta hucre proliferasyonu ile iliski FOXO-1 ve PDX-1,
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-Beta hiicre fonksiyonlari ile ilgili olarak SIRT-1, insulin-1 ve insulin-2,
-Apoptoz ile ilgili olarak p53, Bcl-2 ve Bcl-XL'in mRNA ekspresyon duzeyleri

analiz edilmistir.

Gen Primer Dizisi PCR Programi  Dongii
p33 F-5'CGGAGGTCGTGAGACGCTG'3 94°-1 dk/59° 40
R-5’CACATGTACTTGTAGTGGATGGTGG'3  1dk/72%-1dk
Bel-2 F-5'CAGCTGCACCTGACGCCCTT'3 04°-1 dk/58°-1 40
R-5'CCCAGCCTCCGTTATTCTGGA'3 dk/72°-1 dk
Fox0l  F-5'GTGAACACCATGCCTCACAC'3 05°15 s/60°1 40
R-5'CACAGTCCAAGCGCTCAATA'3 dk/72°1 dk
PDX-1  F-5'GGCTTAACCTAAACGCCACA'3 94°1dk/59°1 30
R-5'GGGACCGCTCAAGTTTGTAA"3 dk/72°1 dk
Bel-xL  F-5'GAACTCTTTCGGGATGGGGTA'3 95°.30 ¢/58°1 35
R-5'CAGAACTACACCAGCCACAGTC'3 dk/72°1 dk
Insulin-1  F-5'CCTGCTCGTCCTCTGGGAGCCCAAG'3  94°-1dk/68°- 35
R-5'CTCCAGTGCCAAGGTCTGAAGATCC'3  1dk/72°%1dk
Insulin-2  F-5' CCTGCTCATCCTCTGGGAGCCCCGC'3  94°-1dk/70°- 40
R-5'CTCCAGTGCCAAGGTCTGAAGGTCA'3  1dk/72°-1dk
SIRT-1  F-5'AGGGAACCTCTGCCTCATCTAC'3 04°.1dk/60° 35
R-5'GGCATACTCGCCACCTAACCT'3 1dk/72°-1dk
aappy [ GTCGTGGAGTCTACTGGCGTC'3 04°.1dk/54° 35
R-5'GATGACCCTTTTGGCACCACC'3 1dk/72°-1dk

Sekil 3.1. Oligontikleotid primer dizileri ve PCR programlari

3.2.8. Deney Hayvanlarinin Gruplandiriimasi

Calismada her grupta 6 sigcan olacak sekilde 1 adet yag kontrol, 5 adet MEHP
(mono 2-etilhekzil fitalat) doz uygulama grubu ve 5 adet MBP (mono bditil fitalat)
doz uygulama grubu olmak Uzere 11 grup bulunmaktadir. 6 haftalik erkek
sicanlardan olusan toplam 66 hayvan kullaniimistir. Calisma &ncesinde
laboratuvara getirilen siganlarin 7 gun boyunca laboratuvar ortamina alismalari
icin uygun kosullarda bekletilmigtir. Negatif kontrol grubuna her sabah 1 ml

misir yagi oral gavaj yoluyla 28 gun boyunca uygulanmigtir. Misir yadgi,
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kullanacagimiz fitalat metabolitlerinin i¢inde ¢6zindugu ve sigana fitalat ile
birlikte verilip bir tasiyici rolu Ustlenmesinden dolayr negatif kontrol olarak

secilmistir.

Doz sec¢imi yapilirken, toksikolojide doz belirlemede kullanilan, gozlenebilen
hicbir yan etki gostermeyen doz (NOAEL-No Observed Adverse Effect Level) ile
g6zlenebilen en disik yan etki gosteren doz (LOAEL- Lowest Observed
Adverse Effect Level) degerleri gdéz 6nine alinarak karar verilmistir. Di-etilhekzil
fitalat (DEHP)'In NOAEL degeri 5,8 mg/kg/gun ve LOAEL degeri 29 mg/kg/gun
olarak literatirde gosterilmigstir [194]. Deneyde kullanilacak olan metaboliti mono
2-etilhekzil fitalat (MEHP) ile ilgili literatirde bdyle bir doz belirlemesi
olmadidindan, DEHP’in degerleri g6z énlne alinarak, dozlar NOAEL ve LOAEL
degerleri arasinda olacak sekilde 25 mg/kg/gun dozu, deney protokoliinde en
duguk doz olarak secilmistir. Sonrasinda, 25 ve 50 mg/kg/gun MEHP dozlari
dusuk doz, 100 mg/kg/guin MEHP orta doz, 200 ve 400 mg/kg/guin MEHP
dozlari ise ylksek doz olarak, 5 dozdan olusan deney protokoll

olusturulmustur.

Mono btil fitalat uygulamasi icin doz segimi yapilirken, literatirde bununla ilgili
bir doz belirlemesi olmadigindan Di bdtil fitalat (DBP)in NOAEL ve LOAEL
degerleri g6z 6nune alinarak doz secimi yapiimistir. DBP’in NOAEL degeri 19,9
mg/kg/gun ve LOAEL dederi 52 mg/kg/gun olarak literaturde gosterilmistir [195].
Kullanilacak olan dozlar, en dustik doz NOAEL ve LOAEL degerleri arasinda
olacak sekilde 25 mg/kg/gln olarak secilmistir. Devaminda, 25 ve 50 mg/kg/gin
MBP dozlari disik doz, 100 mg/kg/giin dozu orta doz ve 200 ve 400 mg/kg/gun
MBP dozlari ise yluksek doz olarak belirlenip, 5 dozdan olusan deney protokolu

olusturulmustur.

MEHP uygulama gruplarindan 1. gruba 25 mg/kg/gun, 2. gruba 50 mg/kg/gun,
3. gruba 100 mg/kg/gun, 4. gruba 200 mg/kg/gin ve 5. gruba 400 mg/kg/gin
oral gavaj yoluyla 28 gun boyunca her sabah olacak sekilde uygulanmistir.
Ayni sekilde MBP uygulama gruplarindan 1. gruba 25 mg/kg/gln, 2. gruba 50
mg/kg/gun, 3. gruba 100 mg/kg/glin, 4. gruba 200 mg/kg/giin ve 5. gruba 400
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mg/kg/gun oral gavaj yoluyla uygulanmigtir. MEHP ve MBP uygulamalari 28.

gunun sonunda sona ermistir.

Ayrica, uygulamalardan 6nce her sabah siganlarin yem ve su tlketimi ile birlikte

agirlik dlgima yapilmigtir.

3.2.9. Biyokimyasal analizler

Siganlarin kalbinden steril enjektor ile alinan kan jelli, vakumlu tlplere
alinmistir. Alinan kan érneklerinden serum eldesi icin tipler 3000 rpm’de 25 dk.
santriflj edilmigtir. Santrifij sonunda jelin Uzerinde kalan serum alinarak
serumda ALT, AST enzimleri, ure, total protein, glikoz, albimin ve kreatinin
miktarlari  6lgllmustir. Analizler Seamaty SMT-120V marka biyokimya
cihazinda gercgeklestirimis ve Sigma-Aldrich marka ticari oOlgim kitleri

kullaniimistir.

3.2.10. Hematolojik analizler

Deney gruplarindaki sigcanlarin kalplerinden deney sonunda steril enjektor ile
alinan kanin 1 ml’si, heparinli tiplere konularak pihtilagsmasi onlenmigtir.
Ornekler ayni giin, DYMIND DH36 VET 19 Parametre Hematoloji otomatik kan
sayim cihazinda analiz edilerek l6kosit, % noétrofil, % lenfosit, % monosit,
eritrosit, hemoglobin, hematokrit, MCH (ortalama eritrosit hemoglobini), MCHC
(ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu), MCV (ortama eritrosit hacmi),

trombosit ve trombosit hacmi parametrelerinin analizi yapiimistir.

3.2.11. Hormon ve Antikor Analizi igin iImmiinolojik Testler

Hormon ve antikor analizleri icin yapilacak olan immunolojik testlerde uygulama
gruplarina ait serum kullaniimistir. Hormon olarak insulin, ticari kit ile 6lgulmus,
bunun igin ELISA okuyucusu SHIMADZU UV-1800 UV-VIS spektrofotometre

cihazi kullaniimigtir.
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Tip 1 diyabetin belirlenmesi ile Tip 1 ve Tip 2 diyabetin ayirici teshisinde
kullanilan testlerde serumda antikor miktarina bakiimaktadir [196,197]. Bu

antikorlardan baslicalari sunlardir:

- Adacik hicre antikoru (Islet cell antibodies, ICA): Langerhans adaciklarinda
bulunan beta hucrelerine kargi gelismis 1gG yapisindaki antikorlardir. Yeni tani
konmus Tip 1 diyabetlilerin % 80’inde pozitif ¢cikmaktadir ve Tip 1 diyabet icin

tarama testi olarak kullaniimaktadir.

- Insllin otoantikoru (Insulin antibodies, IAA): Tip 1 diyabette ICA ile birlikte
gOsterilmesi gugcll bir tani araci olup, ELISA yontemiyle bakilir. Tarama testi

olarak kullanilir.

Adacik hucre ve insulin antikoru, serumda ticari kitler kullanilarak SHIMADZU

UV-1800 UV-VIS spektrofotometre cihazi ile élgtlmustur.

3.2.12. Histopatolojik incelemeler

28. gunun sonunda siganlara servikal dislokasyon yapilmig, nekroskopi ile
pankreas, karaciger ve bobrek dokulari alinmigtir. Agirliklari dlgtlip bir kismi
Bouin fiksatifinde 8 saat tespit edilip, %70’lik alkole konulmustur. Diger kismi ise
formalin (%10) fiksatifinde 24 saat slre tespit edildikten sonra sirayla %70’lik,
%80’lik, %95’lik, %100’luk alkol ve ksilen serilerinden gegcirilerek, parafine
gémulmuas ve blok haline getirilmistir. Bloklar mikrotomda (Accu-Cut SRM 200)
5 um kalnliginda Kkesitler alinarak preparatlar hazirlanmistir. Hazirlanan
preparatlar, Hematoksilen & Eosin boyasiyla boyanip Zeiss Axio Scope Al
marka mikroskopta incelenmis ve ZEN goruntileme programi kullanilarak

incelenmis, gorllen histopatolojik bulgularin fotografi ¢ekilmistir.
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3.3. istatistiksel Analizler

Arastirmadan elde edilen sonuglarin istatistiksel analizleri MedCalc (MedCalc
Software, Belgium) programi ile yapiimistir. Normal dagilima uygunlugunun
kontrol edilmesi Kolmogorov-Smirnov testi ile arastinimistir. Dagihmi normal
olan degigkenlerin gruplar arasi kargilastirmalarinda Tek Yonlu Varyans Analizi
(One-Way ANOVA), post-hoc karsilastirmalarinda Tukey testi kullaniimigtir.
Normal dagilim gostermeyen degiskenlerin gruplar arasi kargilastirmalarinda
Kruskal-Wallis H testi, post-hoc karsilastiriimalarinda ise Mann-Whitney U testi
kullaniimistir. Ayrica histopatolojik verilerin istatistiksel agidan anlamliliginin
degerlendiriimesi i¢cin elde edilen veriler Uzerinde Fisher Exact Testi
uygulanarak deney gruplari yag kontrol grubuna goére degerlendirilmistir.
Farkhliklar p<0,05 6nem kontrolu duzeyinde tespit edilmis, veriler ortalama *

standart sapma olarak verilmigtir.
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4. SONUCLAR

4.1 Hucre Kiltliirinde MTT Sonuglari

4.1.1 MEHP Uygulamasi Sonuglari

MEHP’in hucre canhligi Gzerine etkileri MTT testi ile degerlendirilmistir. MTT
sonucuna gore, 10 uM, 1uM, 0,1 uM, 0,01 ve 0,001 uM doz gruplarinda 48 ve
72. Saatin sonunda hicre canlili§i istatistiksel olarak azalig gostermistir. (Sekil

4.1). 0,1, 1 ve 10 uyM doz gruplarinda 24 saatin sonunda hicre canlhgi

azalmigtir.
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Hiicre Canliigi %

40
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Kontrol DMSO 0,001 uM 0,01 uM 0,1 uM 1 uM 10 uM
H24s m48s =72s

Sekil 4.1. INS-1 hicrelerinde MEHP uygulamasi sonrasi bulunan hicre canlilik

yuzdeleri.

 Kontrol grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0.05),

®DMSO grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0.05),

0,001 uM grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0.05),
90,01 uM grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0.05),
°0,1 uM grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0.05),
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4.1.2. MBP uygulamasi sonuglari

MBP’in hicre canlih@i Uzerine etkileri MTT testi ile degerlendirilmigtir. MTT

sonucuna gore, uygulanan MBP dozu ve suresi arttikga hicre canhligi
istatistiksel olarak azalmistir (Sekil 4.2). Bu azalis 10 uM, 1uM, 0,1 uM ve 0,01

MM doz gruplarinda kontrol grup ve 0,001 yM doz grubuna godre anlaml
bulunmustur.

120

100

80

60

Hiicre Canlihigi %

40

20

Kontrol

DMSO

I a,b,c a,b,ce
ab,c

l a,b,cd
a,b,c,d ab,c,d

[

a,b,c,

0,001 uM 0,01 uM
m24s m48s =72s

0,1 uM

1 UM

10 uM

Sekil 4.2. INS-1 hdicrelerinde MBP uygulamasi sonrasi bulunan hicre canhhk

ylzdeleri.

% Kontrol grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (p<0.05),

®DMSO grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0.05),

0,001 uM grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (p<0.05),
90,01 uM grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0.05),

0,1 M grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (p<0.05),

42




4.2 Total Antioksidan Statu (TAS) ve Total Oksidan Statii (TOS) Sonuglari

4.2.1 MEHP Uygulamasi TAS Sonuglari

MEHP uygulamasi sonrasinda gruplarda total antioksidan statisu olgtlmustur.
Olglim sonuglarina gore, 10 yM, 1 uM MEHP, 0,1 yM MEHP ve 0,01 yM MEHP
doz gruplarinda TAS seviyesi, diger gruplara gore, olgulen zaman dilimlerinde
istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmistir (Sekil 4.3). 0,001 yM MEHP
grubunda, 48 ve 72. Saatin sonunda total antioksidan miktari kontrol ve DMSO

grubuna gore azalig gostermistir.

a,b,cde ab,cdef

TAS (umol H,0, Equiv/img/prot)

Kontrol DMSO 0,001 uM 0,01 uyM 0,1 uM 1 UM 10 uM
m24s m48s n72s

Sekil 4.3. INS-1 hucrelerinde MEHP uygulamasi sonunda total antioksidan statt (TAS)
6lcim sonuglari. .

% Kontrol grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0.05),

®DMSO grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0.05),

0,001 uM grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (p<0.05),

90,01 uM grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0.05),

0,1 M grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (p<0.05),

1 uM grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0.05).
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4.2.2 MBP Uygulamasi TAS sonuglari

MBP uygulamasi sonrasinda gruplarda total antioksidan statlisi olgulmustur.
Olglim sonuglarina gore, 10 yM, 1 uM, 0,1 uM doz gruplarinda TAS seviyesi,
diger gruplara gore, Olgulen zaman dilimlerinde istatistiksel olarak anlamli
sekilde azalmistir (Sekil 4.4). 0,01 uM doz grubunda kontrol, DMSO ve 0,001

MBP doz grubuna gore anlamli bir azalma gértlmastir.

TAS (pumol H,0, Equiv/img/prot)

Kontrol DMSO 0,001 uM 0,01 pM 0,1 uM 1 uM 10 uM
m24s m48s n72s

Sekil 4.4. INS-1 hlcrelerinde MBP uygulamasi sonunda total antioksidan stati (TAS)
Olgim sonuglart.

% Kontrol grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0.05),

®DMSO grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0.05),

0,001 uM grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0.05),

90,01 uM grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0.05),

0,1 uM grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0.05),
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4.2.3 MEHP uygulamasi TOS sonuglari

MEHP uygulamasi sonrasinda total oksidan statiisi 6lctilmistir. Olgtim
sonuglarina goére, 10, 1 ve 0,1 yM MEHP doz gruplarinda TOS seviyesi, diger
gruplara gore, olgulen zaman dilimlerinde istatistiksel olarak anlamli olarak artig

gostermistir (Sekil 4.5).

TOS (umol H,0, Equiv/mg/prot)

Kontrol DMSO 0,001 yM 0,01 uM 0,1 uM 1 UM 10 uM
H24s 1n48s m72s

Sekil 4.5. INS-1 hicrelerinde MEHP uygulamasi sonunda total oksidan stati (TOS)
Olguim sonuglart.

#Kontrol grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0.05),

®DMSO grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0.05),

0,001 uM grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0.05),

90,01 uM grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0.05),

0,1 uM grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0.05),

45



4.2.4 MBP Uygulamasi TOS Sonuglari

MBP uygulamasi sonrasinda total oksidan statiisu élgulmustar. Buna goére 10, 1
ve 0,001 pM doz gruplarinda, doz ve sure artisiyla birlikte total oksidan
seviyesinde bir artig gorilmuastir (Sekil 4.6). 0,01 uM doz grubunda 72. Saatin

sonunda total oksidan miktari artmis ve kontrole gére anlamli bulunmustur.

a,b,c

TOS (umol H,0, Equiv/img/prot)

Kontrol DMSO 0,001 uM 0,01 uM 0,1 uM 1 uM 10 uM
m24s m48s m72s

Sekil 4.6. INS-1 hilcrelerinde MBP uygulamasi sonunda total oksidan stati (TOS)
Olguim sonuglart.

 Kontrol grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0.05),

®DMSO grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0.05),

0,001 uM grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (p<0.05),

0,01 uM grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0.05),

0,1 uM grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (p<0.05),
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4.3 insiilin Sekresyon Olgiimii Sonuglari

4.3.1 MEHP Uygulamasi Sonuglari

MEHP’in INS-1 hdcrelerine uygulanmasindan sonra hucrelerin Urettigi insulin

miktari 6lgulmus, doz miktari arttik¢a salinan insulin miktarinda gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlaml bir azalmanin oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.7 ve
4.8). 10uM, 1uM, 0,1 pM ve 0,01 uM doz gruplarinda 5,5 mmol/L glikoz

uygulamasindan sonra her saat diliminde istatistiksel olarak anlamli azalma

gOrulmustar.

0,6

0,5

0,4

0,3

insiilin (ng/mg protein)

0,2

0,1

ab,cd abcd

a,b,c,d

Kontrol DMSO 0,001 uM 0,01 uM 0,1 pM 1 uM 10 uM

H24s m48s u72s

Sekil 4.7. INS-1 hucrelerinde MEHP uygulamasi sonunda 5,5 mmol/L glikoz iceren

ortamda insulin sekresyon 6lguim sonuglari.

& Kontrol grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0.05),

®DMSO grubundan istatistiksel olarak dnemli derecede farkli (p<0.05),

0,001 uM grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0.05),

90,01 uM grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0.05),

0,1 uM grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkl (p<0.05).
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16,7 mmol/L glikoz igeren ortamda, INS-1 hicrelerinin salgiladidi insulin miktari,
24, 48 ve 72. saatin sonunda butin uygulama gruplarinda kontrol grubuna goére

anlamh sekilde azalma gostermistir.

0,8
0,7
0,6
abde ab
0.5 a,b
a,b
ab a,b,c I

insiilin (ng/mg protein)
o o
w ™

o
N

0,1

Kontrol DMSO 0,001 uM 0,01 uM 0,1 uM 1 uM 10 uM
m24s m48s =72s

Sekil 4.8. INS-1 hlcrelerinde MEHP uygulamasi sonunda 16,7 mmol/L glikoz igeren
ortamda insulin sekresyon 6lgum sonuglari.

#Kontrol grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0.05),

® DMSO grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0.05),

€0,001 uM grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkl (p<0.05),

40,01 yM grubundan istatistiksel olarak dnemli derecede farkli (p<0.05),

¢0,1 uM grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0.05),

"1 uM grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkl (p<0.05).
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4.3.2 MBP Uygulamasi Sonuglari

MBP’in uygulandigi INS-1 hicrelerinde, uygulanan doz miktar arttikga insdlin
hormonunda istatistiksel olarak anlamli bir azalis olmustur. (Sekil 4.8). Buna
gOre 72. Saatin sonunda butun doz gruplarinda istatistiksel olarak bir azalma
gOrulmustar. 0,01 M, 0,1 uM, 1uM ve 10 uM doz gruplarinda 48 saat sonunda
anlamli bir azalma goralturken, 0,1 um, 1uM ve 10 uM doz gruplarinda 24 saatin

sonunda da anlamli bir azalma olmustur.

0,6

0,5

0,4
a,b,c

0,3
a,b,cd
a,b,cd
a,b,c,d
ab.c ahcgqdbcde

insiilin (ng/mg protein)

0,2

a,b,c a,b,c,de,f
I
I

0,1

Kontrol DMSO 0,001 uM 0,01 yM 0,1 pM 1 UM 10 uM
m24s m48s n72s

Sekil 4.9. INS-1 hicrelerinde MBP uygulamasi sonunda 5,5 mmol/L glikoz igeren
ortamda inslin sekresyon 6lgiim sonuglari.

% Kontrol grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0.05),

®DMSO grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (p<0.05),

0,001 uM grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0.05),

90,01 uM grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0.05),

0,1 uM grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0.05),

1 uM grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0.05).
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INS-1 hucrelerine uygulanan MBP doz gruplarindan, 10 yM, 1uM ve 0,1 uM,
0,01 pM doz gruplarinda 24,48 ve 72 saatin sonunda insulin hormonunda
istatistiksel olarak azalma goérilmuastir. 0, 001 yM doz grubunda kontrol

grubuna gore insilin hormonunda anlamli bir azalma gértlmastur.

0,9

o
©

o
~

o
o

a,b,c a,b,c
a,b,cabc T

o
o

o
~

e, f

insiilin (ng/mg protein)
o
w

0,2

0,1

Kontrol DMSO 0,001 uM 0,01 uM 0,1 uM
H24s m48s =72s

Sekil 4.10. INS-1 hucrelerinde MBP uygulamasi sonunda 16,7 mmol/L glikoz igeren
ortamda instlin sekresyon élgiim sonuglari.

#Kontrol grubundan istatistiksel olarak nemli derecede farkli (p<0.05),

® DMSO grubundan istatistiksel olarak dnemli derecede farkli (p<0.05),

€0.001 uM grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (p<0.05),

40.01 yM grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0.05),

¢0.1 uM grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0.05),

"1 uM grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkl (p<0.05).
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4.4.Real Time PCR ile Gen Ekspresyonu Analizi Sonuglari

4.4.1 MEHP Uygulamasi Sonucunda mRNA Ekspresyonu Seviyeleri

MEHP uygulamasi yapilan hicrelerde gen ekspresyonu analizi 24. saatin
sonunda Real time PCR ile odlgulmustir. Buna gbre beta hicre
proliferasyonunda rol oynayan genlerin ekspresyonu doz artigi ile birlikte kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak baskilanmistir (Cizelge 4.1). 48. saatin
sonunda OlgimU vyapilan genlerin ekspresyon d&lgumleri Cizelge 4.2°de
gOsterilmigtir.  72. saatin sonunda olgumU yapilan genlerin ekspresyon
Olcumlerinin sonuglari ise Cizelge 4.3’de verilmistir. Buna gore hem 48 hem de
72. saatin sonunda, p53 geni digindaki diger genlerin ekspresyon seviyeleri
kontrol ve DMSO grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde

baskilanmistir.

4.4.2. MBP Uygulamasi Sonucunda mRNA Ekspresyonu Seviyeleri

MBP uygulamasi yapilan hicrelerde 24. saatin sonunda doz artisina bagl
olarak p53 hari¢ diger genlerin ekspresyon seviyelerinde anlamh bir azalma
g6zlenmigtir (Cizelge 4.4). 48. saatin sonunda Olcumu yapilan genlerin
ekspresyon olgumleri Cizelge 4.5'de, 72. saatin sonunda olguimu yapilan

genlerin ekspresyon olcuimlerinin sonuglari ise Cizelge 4.6’de goOsterilmigtir.
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Cizelge 4.1. MEHP uygulamasi sonrasi ilgili genlerin 24 saat sonundaki mRNA ekspresyon duzeyleri

Kontrol DMSO 0,001 uM 0,01 M 0,1 uM 1 uM 10 pM
FOXO-1  +0,10 +0,01 -0,16 -0,29 -0,43 121 -1 252b<8
PDX-1 +0,21 +0,19 -0,17 -0,32 -0,98 -1,19 -1,522bcde
SIRT-1 +0,11 +0,12 -0,54 0,77 -1,143bef -1,65%P00 _1,902bcde
INS-1 +0,50 +0,48 -0,20%P -0,70 -1,10 -1,50 -2 103Pcde
INS-2 +0,49 +0,47 -0,10 -0,48 -1,52 -1,732be 2,01
P53 40,10 +0,18 +0,56 +0,76 +0,98 +0,99 +1,56%°¢
BCL-2 +0,43 +0,39 -0,16 0,17 -0,32 -1,32 _1,333bcde
BCL-XL +0,21 +0,24 -0,26 -0,38 -0, 59 -0,942Pcdg -1,55

Kontrol grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0.05), PDMSO grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkl (p<0.05),
°0,001 uM grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0.05), %0,01 uM grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli
(p<0.05), °0,1 uM grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0.05), "1 uM grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli

(p=<0.05). 910 uM grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0.05). (+ gen ekspresyonu misli artisi, - gen ekspresyonu misli

baskilanmasi).
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Cizelge 4.2. MBP uygulamasi sonrasi ilgili genlerin 24. saat sonundaki mRNA ekspresyon duzeyleri

Kontrol DMSO 0,001 uM 0,01 pM 0,1 uM 1 M 10 uM
FOXO-1 +0,11 +0,05 -0,122Pefe 019 -0,33 -0,87 -0,99*Pcde
PDX-1 +0,12 +0,17 0,35 -0,54 0,78 -1,99%7¢4¢ 250
SIRT-1 +0,11 +0,12 -0,34 -0,67 -0,54*P4t8 080 -1,01
INS-1 +0,29 +0,28 1,22 11,56 178 -2,59 -3,20°0¢4¢1
INS-2 +0,21 +0,32 -1,01 -1,382P9 -1,52 -1,63 -2,20
P53 +0,18 +0,17 +0,26 +0,562049 +0,99 +1,57 +1,98
BCL-2 +0,23 +0,39 -0,69 -0,68 -0,92 -1,52 -2,34abcdef
BCL-XL +0,21 +0,25 -0,79%P19 -0,89 -0, 99 -1,50 -2,75

2 Kontrol grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (p<0,05), "DMSO grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli
(p<0,05), °0,001 uM grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0,05), 0,01 uM grubundan istatistiksel olarak énemli derecede
farkl (p<0,05), 0,1 uM grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0,05), i MM grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede

farkh (p<0,05). 10 uM grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (p<0,05).(+gen ekspresyonu artisi, - gen ekspresyonu

baskilanmasi).

53



Cizelge 4.3. MEHP uygulamasi sonrasi ilgili genlerin 48. saat sonundaki mRNA ekspresyon duzeyleri

Kontrol DMSO 0,001 pM 0,01 uM 0,1 yM 1 uM 10 M
FOXO-1  +0,10 +0,01 -0,11 -0,21 -0,63 -1,03 -1,25*P¢4
PDX-1 +0,21 +0,22 -0,17 -0,22 -0,58 -0,79 -1,622Pede
SIRT-1 +0,12 +0,14 -0,43 -0,67 -1,10%Pef9 1 pqabeg 11, gobede
INS-1 +0,50 +0,51 10,20 087 -1,15 -1,40 -1,102Pcde
INS-2 +0,39 +0,45 -0,15 -0,42 -1,13 -1,33*P¢ -1,55
P53 +0,10 +0,17 +0,66 +0,65 +0,70 +1,33 +2,5620c
BCL-2 +0,53 +0,59 -0,36 -0,44 -0,78 -1,36 -1,892bcde
BCL-XL  +0,31 +0,34 -0,21 -0,55 -0, 57 -0,84*0%49 -1,87

2 Kontrol grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0,05), "DMSO grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli
(p<0,05), °0,001 pM grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0,05), 0,01 uM grubundan istatistiksel olarak énemli derecede
farkli (p<0,05), 0,1 uM grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0,05), "1 uM grubundan istatistiksel olarak énemli derecede
farkli (p<0,05). 10 uM grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkh (p<0,05). (+ gen ekspresyonu misli artisi, - gen ekspresyonu

misli baskilanmasi).
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Cizelge 4.4. MBP uygulamasi sonrasi ilgili genlerin 48. saat sonundaki mMRNA ekspresyon duzeyleri

Kontrol DMSO 0,001 pM 0,01 uM 0,1pM TuM 10 uM
a,b,c,d
FOXO-1 +0,10 +0,01 0,26 -0,29 -0,55 -1,11 -1,25
a,b,c,d,e
PDX-1 +0,11 +0,10 0,20 0,31 0,39 0,67 0,52,
_ a,b,c,f,g _ a,b,c,g _ a,b,c,d,e
SIRT-1 +0,11 +0,11 -0,68 -0.55 1,04 1,88 2,01
, ab -1,22 -1,18 -1, 103bcde
INS-1 +0,42 +0,24 -0,24% -0,52
i _ _ a,b,c _
INS-2 +0,22 +0,27 -0,43 -0,44 1,34 1,31 1,89
+0,65 +0,76 +1,442PC
P53 +0,09 +0,11 +0,16 +0,27
a,b,c,d,e
BCL-2 +0,43 +0,39 0,16 0,17 -0,32 -1,32 -1,33
_ _ a,b,c,d,g _
BCL-XL +0,21 +0,24 -0,26 -0,38 0,59 0,94 1,55

2 Kontrol grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0,05), "DMSO grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli
(p<0,05), °0,001 pM grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0,05), 0,01 uM grubundan istatistiksel olarak énemli derecede
farkli (p<0,05), 0.1 uM grubundan istatistiksel olarak dnemli derecede farkli (p<0,05), "1 uM grubundan istatistiksel olarak énemli derecede

farkli (p<0,05). 10 uM grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkh (p<0,05). (+ gen ekspresyonu misli artisi, - gen ekspresyonu

misli baskilanmasi).
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Cizelge 4.5. MEHP uygulamasi sonrasi ilgili genlerin 72. saat sonundaki mRNA ekspresyon duzeyleri

Kontrol DMSO 0.001uM (01 M 0,1 uM TuM 10 uM
a,b,c,d
FOXO-1 +0,10 +0,11 0,19 0,71 -1,24 -1,49 -2,15
a,b,cd,e
PDX-1 +0,11 +0,15 0,27 0,67 112 -1.99 2,52
_ a,b,c,f,g _ a,b,c,g _ a,b,c,d,e
SIRT-1 +0,14 +0,13 -0,59 -0,98 1,65 2,10 2,87
. ab -1,55 -1,98 _2’54a,b,c,d,e
INS-1 +0,40 +0,38 -0,28% -0,90
i _ _ a,b,c _
INS-2 +0,48 +0,45 -0,15 -0,66 1,66 1,84 2,05
+1,04 +1,92 +2,56%0¢
P53 +0,12 +0,15 +0,87 +0,97
a,b,c,d,e
BCL-2 +0,39 +0,37 -0,16 0,17 0,32 1,32 1,33
_ _ a,b,c,d,g _
BCL-XL +0,23 +0,28 -0,37 -0,45 0,88 1,67 2,22

Kontrol grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0.05), DMSO grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkl (p<0,05),

°0,001 uM grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (p<0,05), 0,01 uM grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli

(p<0,05), °0.1 uM grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0,05), "1 uM grubundan istatistiksel olarak dnemli derecede farkli

(p=0,05). 910 uM grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkh (p<0,05). (+ gen ekspresyonu misli artisi, - gen ekspresyonu misli

baskilanmasi).
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Cizelge 4.6. MBP uygulamasi sonrasi ilgili genlerin 72. saat sonundaki mMRNA ekspresyon duzeyleri

Kontrol DMSO 0,001 uM 0,01 pM 0,1uM 1M 10 uM
a,b,c,d
FOXO-1 +0,15 +0,11 .0.24 -0,51 -0,89 -1,56 -1,99
a,b,c,d,e
PDX-1 +0,20 +0,18 0,25 0,46 -0,56 -0.89 -1,45
SRT-1  +0,11 +0,13 0,66 0,78 -1,08%7°19 1,455 -2,10%74%¢
. ab ‘0,98 -1112 _2’56a,b,c,d,e
INS-1 +0,49 +0,47 -0,19% -0,45
a,b,c _
INS-2 +0,47 +0,45 0,21 0,76 -1,67 -2,23 2,98
+1,98 +2,46 +3,562P¢
P53 +0,14 +0,17 +0,87 +0,99
a,b,c,d,e
BCL-2 +0,33 +0,35 -0,46 -0,67 -1,232 -1,87 -2.45
_ _ a,b,c,d,g _
BCL-XL +0,20 +0,26 -0,34 -0,42 1,33 1,94 2,61

% Kontrol grubundan istatistiksel olarak 6nemli
(p<0,05), °0,001 pM grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0,05), 0,01 uM grubundan istatistiksel olarak énemli derecede
farkli (p<0,05), 0,1 uM grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (p<0,05), "1 uM grubundan istatistiksel olarak énemli derecede

farkli (p<0,05). 10 uM grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkh (p<0,05). (+ gen ekspresyonu misli artisi, - gen ekspresyonu

misli baskilanmasi).

derecede farkli (p<0,05), DMSO grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli
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4.5 Besin ve Su Tuketim Sonuglari

4.5.1 MEHP Uygulamasi Sonucunda Siganlarin Yem ve Su Tuketimleri

Yag kontrol ve MEHP uygulama gruplarindaki erkek sigcanlarin tukettikleri besin ve
su miktarlari Cizelge 4.7’de gosterilmistir. Deney sonunda uygulama gruplarinin su
tuketimleri kontrol grubuyla karsilagtirildiginda artig gortulmesine ragmen anlamli
olarak bir farklilik bulunamamistir. Ancak uygulama gruplarinin yem tuketimleri
kontrol grubuyla karsilastirildiginda, 200 ve 400 mg/kg/gun MEHP doz gruplarinda
olusan artis, yag kontrol ile 25 ve 50 mg/kg/gin MEHP doz gruplarina gore

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

4.5.2 MBP Uygulamasi Sonucunda Siganlarin Yem ve Su tuiketimleri

Yag kontrol ve MBP uygulama gruplarindaki erkek sicanlarin tukettikleri besin ve
su miktarlari Cizelge 4.8’de gosterilmistir. Deney sonunda uygulama gruplarinin su
tuketimleri kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli olarak bir
farkhlik bulunamamistir. 200 ve 400 mg/kg/gun MBP doz gruplarinda olusan artis

ise kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

58



Cizelge 4. 7. Yag kontrol ve MEHP uygulama gruplarindaki erkek siganlarin tukettikleri besin ve su miktarlari

Yag MEHP MEHP MEHP MEHP MEHP
Kontrol N ) ) ) N
(25 mg/kg/glin) (50 mg/kg/guin) (100 mg/kg/giin) (200 mg/kg/gtin) 400 mg/kg/gun)
(1 ml)
Besin(g) 10,70+3,60 11,12+1,01 12,14+2,29 15,43+4,37 20,06+6,51>P¢" 30,05+5,722Pcde
Su(ml) 9,82+2,76 10,21+0,12 10,32+0,78 11,63+2,95 11,53+1,39 12,13+3,81

2Yag kontrol grubundan farkl, ° 25 mg/kg/giin MEHP uygulama grubundan farkli, © 50 mg/kg/giin MEHP uygulama grubundanfarkli, ¢ 100
mg/kg/giin MEHP uygulama grubundan farkli, 200 mg/kg/giin MEHP uygulama grubundan farkli, 400 mg/kg/giin MEHP uygulama

grubundan farkli. Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir (p<0,05).
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Sekil 4.11. Yag kontrol ve MEHP uygulama gruplarindaki erkek siganlarin
tikettikleri besin miktari (" Yag kontrol grubundan farkl)

Su (ml)

14

12
10 T
8
6 B Su (ml)
4
2
0 . . . . . .

Yag Kontrol MEHP 25  MEHP 50 MEHP 100 MEHP 200 MEHP 400

Sekil 4.12. Yag kontrol ve MEHP uygulama gruplarindaki erkek siganlarin
tukettikleri su miktar
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Cizelge 4. 8. Yag kontrol ve MBP uygulama gruplarindaki erkek si¢anlarin tukettikleri besin ve su miktarlari

Yag MBP MBP MBP MBP MBP
Kontrol iy y iy " y
(25 mg/kg/gun) (50 mg/kg/gin) (100 mg/kg/giin) (200 mg/kg/giin) (400 mg/kg/glin)
(1 ml)
Besin(g) 10,70+3,60 12,18+1,03 13,67+2,32 14,23+4,37 18,07+6,51°% 23,1045,723Pcd
Su (ml) 9,82+2,76 10,01+0,54 10,34+0,33 10,23+2,95 12,53+1,39 13,53+3,81

2Yag kontrol grubundan farkli, ° 25 mg/kg/giin MBP uygulama grubundan farkli, ©50 mg/kg/giin MBP uygulama grubundan farkl,
4100 mg/kg/giin MBP uygulama grubundan farkli. Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir (p<0,05).
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tukettikleri su miktarlari
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4.6. Vucut Agirhk Degisimleri
4.6.1 MEHP Uygulamasi Sonucunda Siganlarin Viicut Agirlik Degisimleri

Yag kontrol ve MEHP uygulanan gruplara ait sicanlarin deney baslangic¢ ve bitig
vucut agirliklari ve % artis degerleri Cizelge 4.9'da gosterilmigtir. Uygulama
gruplarinin agirhklar kontrol grubuyla karsilastirildiginda vicut agirliklarinda olan

artis istatistiksel olarak anlaml bulunmamistir.

4.6.2 MBP Uygulamasi Sonucunda Siganlarin Viicut Agirlik Degisimleri

Yag kontrol ve MBP uygulanan gruplara ait si¢ganlarin deney baslangi¢ ve bitis
vucut agirhiklari ve % artis degerleri Cizelge 4.10’da gdsterilmigtir. Deney sonunda
yag kontrol ve uygulama gruplan arasinda, vicut agirliklari bakimindan

istatistiksel bir fark gorulmemigtir.
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Cizelge 4.9. Yag kontrol ve MEHP uygulanan gruplara ait siganlarin deney baslangi¢ ve bitis vicut agirliklari ve % artis deg@erleri

Gruplar Doz Baslangic Agirlhigi Bitis Agirhgi % Artig
(9) (9)

Yag Kontrol 1ml 220,8+1,0 330,941,2 50,0210,2
MEHP 25 mg/kg/gun 219,5+0,2 340,4+0,3 52,0310,5
MEHP 50 mg/kg/gln 221,1+0,1 340,3+0,5 51,0210,1
MEHP 100 mg/kg/giin 222,3+0,9 333,2+0,7 51,09+0,8
MEHP 200 mg/kg/gun 217,8+0,1 340,5+0,4 55,01+0,3
MEHP 400 mg/kg/gln 218,940,1 348,7+1,1 54,06+0,4

Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir (p<0,05)
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Cizelge 4.10. Yag kontrol ve MBP uygulanan gruplara ait siganlarin deney baslangi¢ ve bitis viicut agirliklari ve % artis degerleri

Gruplar Doz Baslangi¢ Agirligi Bitis Agirhgi % Artig
(@) (9)

Yag Kontrol 1ml 220,8+1,0 330,941,2 50,0210,2
MBP 25 mg/kg/gln 220,4+0,1 331,02+0,8 50,09+0,7
MBP 50 mg/kg/gun 221,3+0,2 332,01+0,3 51,07+0,8
MBP 100mg/kg/gun 224,4+0,8 323,240,1 50,09+0,8
MBP 200mg/kg/gln 219,7+0,1 330,4+0,4 54,01+0,2
MBP 400mg/kg/glin 217,901 350,710,1 55,06+0,3

Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmigtir. (p<0,05).
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4.7 Organ Agirhik Degerleri
4.7.1. MEHP Uygulamasi Sonucunda Siganlarin Organ Agirlik Degisimleri

Deney sonunda karaciger agirliklari, MEHP uygulama gruplarinin timunde, yag
kontrol grubuna gore artig gOstermistir (Cizelge 4.11). Bobrek agirliklarina
bakildiginda yag kontrol ve uygulama gruplari arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunamamistir. Pankreas agirligi 200 ve 400 mg/kg/giin MEHP
doz gruplarinda yag kontrol ve 25, 50, 100 mg/kg/gin MEHP gruplarina gore

istatistiksel olarak anlamli bir azalis gostermigtir.

4.7.2. MBP Uygulamasi Sonucunda Siganlarin Organ Agirlik Degisimleri

Deney sonunda MBP uygulamasi yapilan gruplarin timinde, karaciger
agirhklarn yag kontrol grubuna goére artis gostermistir (Cizelge 4.12.) Bobrek
agirliklart igin yag kontrol ve uygulama gruplari arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunamamistir. Pankreas agirhigi, 400 mg/kg/gin MBP doz
grubunda yag kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma

gostermistir.
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Cizelge 4. 11. Yag kontrol ve MEHP uygulanan gruplara ait pankreas, karaciger ve bobrek agirliklari ile rolatif organ agirliklari.

Karaciger Bobrek Pankreas
Gruplar Doz Gergek Agirhik Rolatif Gergek Rolatif Gergek Rolatif
(9) Agirhk(10°)  Agirlik(g) Agirhik(10°3) Agirhik(g) Agirlik(107)

Yag Iml 10,5+1,0 34,8+1,2 1,07+0,1 3,2+0,1 0,253+0,1 0,74+0,1
Kontrol
MEHP 25 mg/kg/gun 12,441,2 32,1+0,2 1,07£0,1 3,1£0,1 0,240+0,2 0,73+0,2
MEHP 50 mg/kg/gln 14,2+0,1 33,1+0,4 1,09+0,2 3,2+0,2 0,242+0,4 0,72+0,1
MEHP 100mg/kg/giin 16,5+0,9° 32,7+0,7 1,0940,9 3,1+0,2 0,21240,2 0,7110,2
MEHP 200mg/kg/gun 16,9+0,1% 32,9+0,4 1,0940,2 3,101 0,198+0,32P° 0,68+0,3
MEHP 400mg/kg/gln 17,48+0,1% 33,1£1,1 1,10+0,1 3,0+0,2 0,160+0,43Pcd 0,59+0,5

2Yag kontrol grubundan farkli, ® 25 mg/kg/giin MEHP uygulama grubundan farkli, © 50 mg/kg/giin MEHP uygulama grubundan farkli, ¢ 100

mg/kg/gun MEHP uygulama grubundan farkh. Degerler ortalama * standart sapma seklinde verilmigtir. (p<0,05).
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Cizelge 4.12. Yag kontrol ve MBP uygulanan gruplara ait pankreas, karaciger ve bobrek agirliklari ile rolatif organ agirliklari

Karaciger Bobrek Pankreas
Gruplar Doz Gergek Rolatif Gergek Rolatif Gergek Rolatif
Agirhik (g) Agirhk(10 3  Agirhk(g)  Agirlik(10 ) Agirhk(g) Agirhk(107)

Yag iml 10,5£1,1 34,8+1,2 1,07+0,1 3,2+0,1 0,253+0,1 0,74+0,1
Kontrol

MBP 25 mg/kg/gln 11,501 33,3+1,3 1,09+1,1 3,1£0,1 0,245+0,4 0,73+0,1
MBP 50 mg/kg/gin 12,410,3 33,1£1,2 1,10£1,2 3,2+0,3 0,240+0,3 0,72+0,3
MBP 100mg/kg/gln 17,4+0,92P 32,8+0,7 1,0910,9 3,1£0,2 0,220+0,2 0,71£0,2
MBP 200mg/kg/gun 17,9+0,12P 33,9+0,4 1,10+0,1 3,1£0,1 0,210+0,3 0,68+0,3
MBP 400mg/kg/gln 18,44+0,12P° 34,111 1,11+0,1 3,1£0,2 0,201+0,1° 0,66+0,5

2Yag kontrol grubundan farkl, ® 25 mg/kg/giin MBP uygulama grubundan farkli, © 50 mg/kg/giin MBP uygulama grubundan farkli. Degerler
ortalama * standart sapma seklinde verilmigstir (p<0,05).
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4.8. Hematolojik incelemeler

4.8.1 MEHP Uygulamasi Sonucu Hematolojik Analizler

Yag kontrol ve MEHP uygulama gruplarina ait siganlarin kan analiz sonuglari
Cizelge 4.13'de gosterilmistir. Analiz sonuglarina goére; 400 mg/kg/gin MEHP
doz grubundaki MCV degeri, yag kontrol ve diger doz gruplarindan istatistiksel
olarak artan gekilde farkli, hemoglobin, I6kosit ve monosit degerleri azalan
sekilde farklihk gostermistir. Diger kan parametreleri incelendiginde kontrol
gruplart ve uygulama gruplari arasinda anlamh bir farkhilik olmadigi

saptanmigtir.

4.8.2 MBP Uygulamasi Sonucu Hematolojik Analizler

Yag kontrol ve MBP uygulama gruplarina ait sicanlarin kan analiz sonugclari
Cizelge 4.14’de gosterilmistir. 400 mg/kg/giin MBP doz grubunda, MCV degeri
diger gruplara gore istatistiksel artis gostermistir. Hemoglobin degeri ise azalig
gostermigtir. Diger parametreler acisindan, yag kontrol ile uygulama gruplari

kargilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir.

72



Cizelge 4.13. Yag kontrol ve MEHP uygulama gruplarina ait siganlarin kan analiz sonuglari

parametreler Y23 Kontrol MEHP MEHP MEHP(100mg/kg/ MEHP MEHP
(1 ml) (25 mg/kg/giin) (50 mg/kg/gtin) giin) (200mg/kg/giin) (400 mg/kg/giin)
Lokosit (mm?®) 2,35+1,54 2,50£0,22 2,53£0,11 2,98+2,34 2,63+1,11 1,19+0,173Pcde
Lenfosit (%) 69,60+16,17 68,50£15,12 69,45£22,12 70,83+21,34 65,42+8,39 78,41+16,90
Monosit (%) 11,175,40 10,27+5,43 9,12+3,54 11,4048,42 10,30+1,97 4,40+0,112bcde
N&trofill (%)  19,27+11,06 18,27+13,07 20,1740,6 17,73+13,12 24,28+6,89 17,48+12,79
Egmi)'t 13,2243,53 14,2322,34 14,2243,34 11,6+2,68 13,3+1,76 8,2620,68
MCV (fl) 27,845,34 20,8+4,44 28,8+1,14 29,41+1,13 25,78+3,89 53,12+2,89 abcde
Hem(‘f}/ff)’k”t 35,27+8,18 33,17+8,91 34,56+6,45 33,6+6,06 27,146,29 39,27+1,62
MCH (pg) 7,87+4,52 8,77+4,12 9,01+2,44 8,83+3,38 11,611,24 14,9+1,24
MCHC (g/dl) 26,75+8,78 25,15+11,22 28,65+7,55 29,8+9,16 23,05£6,05 28,07+1,06
He”}g%gb'” 8,92+1,26 8,92+40,1 8,44+1,77 8,50+1,16 8,05£0,5 6,33£0,22 2bcde
T“(’nr?r?]%)s” 3287,83£1277,3 3367,83£1131,02 3266,83+1144,03 3299,33+2483,02  2265+1567,18  2764,17+1876,21
Pct (%) 3,92+1,45 4,62+1,76 4,12+1,22 4,5+2,31 3,96+1,72 4,0141,42

2 Yag kontrol grubundan farkli, ® 25 mg/kg/giin MEHP uygulama grubundan farkl, ¢ 50 mg/kg/giin MEHP uygulama grubundan farkh, ¢ 100
mg/kg/giin MEHP uygulama grubundan farkli, © 200 mg/kg/giin MEHP uygulama grubundan farkli. Dederler ortalama + standart sapma seklinde

verilmistir (p<0,05).
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Cizelge 4.14.Yag kontrol ve MBP uygulama gruplarina ait sicanlarin kan analiz sonuglari

Parametreler Yag Kontrol MBP MBP MBP MBP MBP
(2 ml) (25 mg/kg/gun) (50 mg/kg/giin)  (100mg/kg/giin) (200mg/kg/giin) (400 mg/kg/giin)
L("r:%%;t 2.35+1,54 2.3042,14 2.55+0,84 2.58+2.34 2.83+1,11 2.19+0,39
Lenfosit (%)  69,60£16,17 67.51+17.17 70,60+26.01 71.83+21,34 72.42+8.39 73.41+16,90
Monosit (%) 11,1745.40 12,17+4.11 11,21+4,39 12,2049 41 11,3041,97 9,33+0,10
N&trofill (%)  19,27+11,06 18,11+9,87 18,44+8.77 18,73+14,22 19,19+6,89 18,48+12,79
Ezmi)'t 13,22+3,53 12,1243 21 13,01+1,21 12.6+2.68 13,3+1.,76 12,26+0,68
MCV (fl) 27.8+5.34 28.9+4 .53 28.8+1,01 28,42+2 13 2078+389  62,11+1 89 abode
Hem("j}/to‘))k”t 35,2748,18 34,101,21 35,09+5,23 34,7+6,06 37,146,29 38,2743 65
MCH (pg) 7.87+4.52 8,17+2,33 8,41+1.43 7.93+3,39 0.6+11,24 8,9+1.24
MCHC (g/dl)  26,75:8,78 27.1545,56 27.31+2,56 27.249.16 25.05+6,05 26,07+1,06
He”}g/go:f;b'” 8,92+1,26 9,02+0,26 0,98+0,26 9.5+1.16 0.02+1.,6 6,01+0,93 abcde
T“E::Eq%f” 3287.83+1277,3 3311,83+1222.01 3317,02+1143.3 3309,33+2483.02 3266+1598,19 3765,17+1659,21
Pct (%) 3,92+1 45 3,81+1,11 4.01+0,22 4.7+3 34 3,87+1,89 3,51+1 42

2 Yag kontrol grubundan farkli, ® 25 mg/kg/giin MBP uygulama grubundan farkli, ¢ 50 mg/kg/giin MBP uygulama grubundan farkli, ¢ 100
mg/kg/giin MBP uygulama grubundan farkh, °200 mg/kg/giin MBP uygulama grubundan farkli. Degerler ortalama + standart sapma seklinde
verilmistir (p<0,05).
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4.9. insiilin Hormonu Olgiim Sonuglarn
4.9.1 MEHP Uygulama Gruplarinda insiilin Hormonu Olgiim Sonuglari

MEHP uygulama gruplarina ait sigcanlarin insulin hormonu 0Olgim sonuclari
cizelge 4.15'de gosterilmistir. Deney sonunda uygulama gruplarinin insulin
hormonu olgumleri kontrol grubuyla karsilastiriidiginda azalmanin oldugu
gorulmus ve bunun istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir. 100
mg/kg/gun MEHP doz grubundaki insulin miktarindaki azalma, yag kontrol, 25
ve 50 mg/kg/gin MEHP doz gruplarina gére anlamh bulunmustur. 200 ve 400
mg/kg/giin MEHP doz gruplarinda tespit edilen azalma ise yag kontrol ve 25, 50
ve 100 mg/kg/gun MEHP doz gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur.

4.9.2 MBP Uygulama Gruplarinda insiilin Hormonu Olgiim Sonuglari

MBP uygulama gruplarina ait sigcanlarin insulin hormonu olgum sonuglari
cizelge 4.16'da gOsterilmigtir. Deney sonunda uygulama gruplarinin insulin
hormonu olgumleri kontrol grubuyla kargilastirildiginda azalma tespit edilmis ve
bunun istatistiksel olarak anlamh oldugu goérilmustir. 200 ve 400 mg/kg/gun
MBP doz gruplarinda olusan azalma, yag kontrol ve 25, 50, 100 mg/kg/gin

MBP doz gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli  bulunmustur.
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Cizelge 4.15. Yag kontrol ve MEHP uygulama gruplarina ait sicanlarin insulin hormonu 6lgum sonuglari

Yag MEHP MEHP
MEHP MEHP MEHP
Parametreler Kontrol (25 mg/kg/giin) (50 mg/kg/giin) . . .
(1ml) (100mg/kg/giin) (200 mg/kg/giin) (400 mg/kg/glin)
insiilin (ng/ ml)  1,43+0,48 1,350,12 1,32+0,1 1,24+1,032 0,77+0,82%Pcd 0,690,612

2Yag kontrol grubundan farkli, ® 25 mg/kg/giin MEHP uygulama grubundan farkli, ©50 mg/kg/giin MEHP uygulama grubundan farkli, ¢ 100
mg/kg/gun MEHP uygulama grubundan farkh. Degerler ortalama * standart sapma seklinde verilmistir (p<0,05).
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Cizelge 4.16 Yag kontrol ve MBP uygulama gruplarina ait siganlarin insulin hormonu 6lgim sonuglari

Parametreler K()Yr?tgr’ol MBP MBP MBP MBP MBP
(1ml) (25 mg/kg/giin) (50 mg/kg/giin) (100 mg/kg/giin) (200 mg/kg/giin) (400 mg/kg/gun)

1,40+0,7 1,38+0,6

insiilin (ng/ ml)  1,43+0,48 1,33+1,01 0,810,71*>%¢  0,80+0,51*>¢

2Yag kontrol grubundan farkl, ® 25 mg/kg/giin MBP uygulama grubundan farkli, ¢ 50 mg/kg/giin MBP uygulama grubundan farkl, ¢ 100
mg/kg/gun MBP uygulama grubundan farkli. Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir (p<0,05).
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Sekil 4.21. Yag kontrol ve MEHP uygulama gruplarina ait siganlarin insulin
analiz sonuclari (" Yag kontrol grubundan farkli)
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Sekil 4.22. Yag kontrol ve MBP uygulama gruplarina ait siganlarin insulin analiz
sonuclari  (Yag kontrol grubundan farkl)
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4.10. Antikor Analizi Sonuglari

4.10.1. MEHP Uygulama Gruplarina Ait Antikor Olgiim Sonuglari

Yag kontrol ve MEHP uygulama gruplarina ait siganlarin antikor 6lgim sonuglari
Cizelge 4.17°de verilmistir. Siganlardan alinan kanda analizi yapilan adacik hiicre
antikoru ve insulin antikoru, hem yag grubu hem de MEHP uygulama gruplarinda

negatif cikmistir.

4.10.2. MBP Uygulama Gruplarina Ait Antikor Olgiim Sonuglari

Yag kontrol ve MBP uygulama gruplarina ait si¢ganlarin antikor 6lgim sonugclari
Cizelge 4.18'de verilmigtir. Buna goére, MBP uygulama gruplari ve yag kontrol

grubundaki sonuglarda, adacik hicre antikoru ve insulin antikoru negatif gikmistir.
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Cizelge 4. 17. Yag kontrol ve MEHP uygulama gruplarina ait siganlarin antikor élgim sonuglari

Yag

Parametreler Kontrol MEHP MEHP MEHP MERP MEHP
(1ml) (25 mg/kg/giin) (50 mg/kg/giin) (100 mg/kg/giin) (200 mg/kg/giin) (400 mg/kg/giin)
Adacik hiicre
antikoru ) ) () ) () ()
(ICA)
insiilin antikoru
) ) ) ) ) Q)

(IAA)

(-):Negatif, (+): Pozitif
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Cizelge 4. 18. Yag kontrol ve MBP uygulama gruplarina ait siganlarin antikor 6lgim sonuglari

Parametreler KoYr?t?oI MBP MBP MBP MBP MBP
(1ml) (25 mg/kg/giin) (50 mg/kg/giin) (100 mg/kg/giin) (200 mg/kg/giin) (400 mg/kg/giin)
Adacik hucre ) )
antikoru ) ) ) )
(ICA)
insiilin antikoru - -
RV 8 © © 0 0 0

(-):Negatif, (+): Pozitif
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4.11. Biyokimyasal Analiz Sonuglari

4.11.1. MEHP Uygulama Gruplarina Ait Biyokimya Analiz Sonuglari

MEHP uygulama gruplarina ait biyokimya analiz sonuglari Cizelge 4.19'da
verilmistir. Analiz sonuglarina goére; 100, 200 ve 400 mg/kg/gin MEHP doz
gruplarinda odlgulen ALT, AST, trigliserit ve glikoz degerlerinde yag kontrol grubuna

goOre anlamli derecede artis tespit edilmistir.

Total protein ve albumin degerleri, 200 ve 400 mg/kg/gin MEHP uygulama

gruplarinda yag kontrol grubuna gore azalma gostermisgtir.

200 mg/kg/gun ve 400 mg/kg/gin MEHP doz gruplarindaki Gre analiz sonucu, yag

kontrole gore anlamli sekilde azalmigtir.

4.11.2. MBP Uygulama Gruplarina Ait Biyokimya Analiz Sonuglari

MBP uygulama gruplarina ait biyokimya analiz sonuglan Cizelge 4.20’de
verilmistir. MBP doz gruplarinda, MEHP doz grubuna benzer sekilde ALT, AST ve
glikoz degerlerinde artis gorulirken, total protein ve albimin de@erlerinde azalis

tespit edilmigtir.

100, 200 ve 400 mg/kg/gin MBP doz gruplarindaki ALT ve AST sonuglari yag
kontrol, 25 ve 50 mg/kg/gin MBP doz gruplarina gore artis gostermistir.

Glikoz ve trigliserit miktari, 200 ve 400 mg/kg/gun doz gruplarinda, yag kontrol ve
25 mg/kg/gin doz gruplarina gore artis gostermistir. Total protein ve albimin
degerleri, 200 ve 400 mg/kg/gun MBP doz grubunda kreatinin ise sadece 400
mg/kg/gin MBP doz grubunda yag kontrol grubuna gore istatistiksel olarak azalig
gOstermigtir.

82



Cizelge 4.19. Yag kontrol ve MEHP uygulama gruplarina ait siganlarin biyokimya analiz sonuglari

Yag Kontrol MEHP MEHP MEHP MEHP MEHP
Parametreler
A ml) (25 mg/kg/giin) (50 mg/kg/giin) (100mg/kg/giin) (200mg/kg/giin) (400 mg/kg/giin)
65,25+15,99%P 85,63+10,722>¢  06,91+7,822Pcd
ALT (U/L) 45 65+17 41 50,3+0,22 55,40,11
+ + def
AST (IU/L) 110,1+101,6 115,2£15,12 120,45¢22,12 139,8+88,9° 182,6+36,97° 268,3+110,6%°¢
L. . a,d,
(Tr:g/'(';)e”t 945,8+704.6 1050,27£5,43 1210,12£3,54 145084294, 5 1650, 32502 1702,64266,420¢
+ +
Glikoz (IU/L) 191,561 201,27£13,07 205,17x0,6 211,1£33,5%¢ 251,1+19,3%P 301,6+43,5%"¢
'(I'gc;;all;Protem 8.6+ 0.8 8,3+2,34 8,22+3,34 8,542.6 6,810,3"""“""" 6,610,4a'b'°'d
i + +
(Ag;/t;‘f)m'” 32,35+2,73 29,8+4,44 29,8+1,14 07,93+1,34 01 03aq ggebed  18,66+1,5370%
ini + +
Fnzzf;‘;'lr)"” 0.46+0,22 0,47+8,91 0,4616,45 0,49+0,25 0.48+0.16 0.45+0.15
. +
Ure (mg/dl) 14,8433 14,7£4,12 13,09£2,44 13,7+1,8 12,3+8,3 11,5422 ¢

2Yag§ kontrol grubundan farkli, ® 25 mg/kg/giin MEHP uygulama grubundan farkli, ¢ 50 mg/kg/giin MEHP uygulama grubundan
farkli, ® 100 mg/kg/giin MEHP uygulama grubundan farkli, © 200 mg/kg/giin MEHP uygulama grubundan farkh, F 400 mg/kg/giin

MEHP uygulama grubundan farkli. Degerler ortalama * standart sapma seklinde verilmigstir (p<0,05).
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Sekil 4.23. Yag kontrol ve MEHP uygulama gruplarina ait sicanlarin ALT analiz
sonuglari (*Yag kontrol grubundan farkl)

300

250

200

150

100

50

AST (IU/L)

*

* I
I T I T I T I T T

Yag Kontrol MEHP 25 MEHP 50 MEHP 100 MEHP 200 MEHP 400

mAST (IU/L)

Sekil 4.24. Yag kontrol ve MEHP uygulama gruplarina ait sicanlarin AST analiz
sonugclari (*Yag kontrol grubundan farkli)

84




Trigliserit (mg/dl)

2000

1800

1600
1400

*
*
*

1200
1000 = Trigliserit (mg/dI)

800

600

400

200

0 T T T T T

Yag Kontrol MEHP 25 MEHP 50 MEHP 100 MEHP 200 MEHP 400

Sekil 4.25. Yag kontrol ve MEHP uygulama gruplarina ait siganlarin trigliserit
analiz sonuglari (*Yag kontrol grubundan farkli)

Glikoz (IU/L)

350 *

300

250

x
200
150 = Glikoz (IU/L)
100
50
0 : : : : :

Yag Kontrol MEHP 25 MEHP 50 MEHP 100 MEHP 200 MEHP 400

Sekil 4.26. Yag kontrol ve MEHP uygulama gruplarina ait siganlarin glikoz
analiz sonuglar (*Yag kontrol grubundan farkl)
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Sekil 4.27. Yag kontrol ve MEHP uygulama gruplarina ait siganlarin total

protein analiz sonuglari (*Yag kontrol grubundan farkli)
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Sekil 4.28. Yagd kontrol ve MEHP uygulama gruplarina ait siganlarin albumin

analiz sonuglar (*Yag kontrol grubundan farkli)
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Sekil 4.29. Yag kontrol ve MEHP uygulama gruplarina ait siganlarin kreatinin

analiz sonuglari
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Sekil 4.30. Yag kontrol ve MEHP uygulama gruplarina ait siganlarin dre analiz

sonuglari (*Yag kontrol grubundan farkli)
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Cizelge 4.20. Yag kontrol ve MBP uygulama gruplarina ait siganlarin biyokimya analiz sonuglari

Yag Kontrol MBP MBP MBP MBP MBP
Parametreler
(2 ml) (25 mg/kg/glin) (50 mg/kg/glin) (100mg/kg/giin)  (200mg/kg/gun) (400 mg/kg/giin)
ALT (lUIL) 45,6517 41 47,26 £0,22 50,62 20,11 55,.25+14,99% 76.63+19,7220¢ 82 0146,8220d
AST (IU/L) 110,1+101,6 120.9 £15,12 135,66£22,12 159,8+65,9° 191,6+36,9?° 276,3+90,6%°¢d
o . .
(anqlgg];;)em 945,8+704,6 960,8£5,43 1100,9 £3,54 1550,8+294,5%°  1850,3+250*°¢  1820,4+116,4%P¢
+ +
Glikoz (IUL) 191,561 220,27£13,07 251,17x0,6 291,1+22,5% 351,1418,3%°  401,6+41,5%0¢
' + +
TotalProtein 8.6+ 0.8 8,312,34 8,2+3,34 8,1+2.6 7.1£0.3%0 6.4+0,47b°
(g/dl)
' + +
(Ag;/t:j‘:)m'” 32,35+2,73 31,9 4,44 31.2£1,14 29,92+1,32 22,03+1,08%0¢  21.33+1,4320¢
Kreatinin 0,46+0,22 0,47£8,91 0,48£6,45 0,48+0,15 0,38+0,17 0,35+0,143b¢
(mg/dl)
. + +
Ure (mg/dI) 14,8+3,3 14,5+4,12 14,3+2,44 14,8+1,8 13,218,3 11,3+22Pd

2Yag kontrol grubundan farkli, °® 25 mg/kg/giin MBP uygulama grubundan farkli, ©50 mg/kg/giin MBP uygulama grubundan farkl,

4100 mg/kg/giin MBP uygulama grubundan farkli. Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir (p<0,05).
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Sekil 4.31. Yag kontrol ve MBP uygulama gruplarina ait siganlarin ALT analiz

sonuglari (*Yag kontrol grubundan farkl)
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Sekil 4.32. Yag kontrol ve MBP uygulama gruplarina ait siganlarin AST analiz

sonuglari (*Yag kontrol grubundan farkl)
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Sekil 4.33. Yag kontrol ve MBP uygulama gruplarina ait siganlarin trigliserit

analiz sonuglari (*Yag kontrol grubundan farklr)
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Sekil 4.34. Yag kontrol ve MBP uygulama gruplarina ait siganlarin glikoz analiz

sonugclari (*Yag kontrol grubundan farkli)
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Sekil 4.35. Yag kontrol ve MBP uygulama gruplarina ait siganlarin total protein

analiz sonuglari (*Yag kontrol grubundan farkl)
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Sekil 4.36. Yag kontrol ve MBP uygulama gruplarina ait sicanlarin albumin

analiz sonuglar (*Yag kontrol grubundan farkli)
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Sekil 4.37. Yagd kontrol ve MBP uygulama gruplarina ait siganlarin kreatinin

analiz sonuglari (*Yag kontrol grubundan farkli)
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Sekil 4.38. Yag kontrol ve MBP uygulama gruplarina ait siganlarin tre analiz

sonuglari (*Yag kontrol grubundan farkl)
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4.12 Histopatolojik incelemeler

4.12.1 Karaciger Dokusuna Ait Bulgular

Histolojik yontemlerle hazirlanan ve H&E ile boyanan karaciger doku
preparatlari histopatolojik agidan incelenmistir. Kontrol ve uygulama gruplarinin
histopatolojik olarak incelenmesinden sonra 200X ve 400X buyutmelerde
fotograflari c¢ekilmigtir. Cizelge 4.21'de yag kontrol ve MEHP uygulama
gruplarina ait siganlarin karaciger dokularina ait histopatolojik bulgularin
gorulme sikhgi, Cizelge 4.22’de yag kontrol ve MBP uygulama gruplarina ait
sicanlarin karaciger dokularina ait histopatolojik bulgularin gorulme sikhgi

verilmigtir.

Kontrol grubunda karacigerin histolojik gorintlisu Sekil 4.39’da gdsterilmistir.
Sekil 4.40’de, 100 mg/kg/gun MEHP doz uygulama grubuna ait karacigerde
mononukleer hicre infiltrasyonu ve minimal derecede konjesyon tespit
edilmistir. 200 mg/kg/gun MEHP doz grubuna ait karacigerde mononukleer
hicre infiltrasyonu tespit edilmis ve sekil 4.42’de gosterilmigtir. 400 mg/kg/gun
MEHP doz grubuna ait karacigerde sinuzoidal dejenerasyon tespit edilmis ve

sekil 4.43'de gosterilmistir.

100 mg/kg/guin MBP uygulama grubunda karacigerde konjesyon ve
dejenerasyon gozlenmistir (Sekil 4.44). 200 mg/kg/gin MBP uygulama
grubunda karacigerde mononUkleer hicre infiltrasyonu (Sekil 4.45), 400
mg/kg/guin  MBP uygulama grubunda ise karacigerde nekrotik bdlgenin
meydana geldigi gozlenmistir (Sekil 4.46).
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Sekil 4.40 100 mg/kg/gin MEHP uygulama grubunda karacigerde minimal
derecede mononukleer hicre infiltrasyonu (‘) ve konjesyon (’
)(H&E, X400).
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Sekil 4.40 100 mg/kg/gun MEHP uygulama grubunda karacigerde sinuzoidal
dejenerasyon ( = ) (H&E, X200).

Sekil 4.41 200 mg/kg/gin MEHP uygulama grubunda sitoplazmik erime ( mmp )
(H&E, X200).
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Sekil 4.42 200 mg/kg/gin MEHP uygulama grubunda mononukleer hucre
infiltrasyonu ( ==) (H&E, X200).

Sekil 4.43 400 mg/kg/gun MEHP uygulama grubunda karacigerde sinizoidal

dejenerasyon ( == , konjesyon (‘) ve mononukleer hicre infiltrasyonu (é )
(H&E, X200).
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Sekil 4.44 100 mg/kg/giin MBP uygulama grubunda karacigerde 6dem (’) ve
hiicresel dejenerasyon ( &) (H&E, X200).

Sekil 4.45 200 mg/kg/giin MBP uygulama grubunda karacigerde monontkleer
hicre infiltrasyonu (‘) (H&E, X400).
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Sekil 4.46 400 mg/kg/gin MBP uygulama grubunda karacigerde nekroz
olusumu ( ks (H&E, X400).
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Cizelge 4.21. Yag kontrol ve MEHP uygulama gruplarina ait siganlarin karaciger dokularina ait histopatolojik bulgularin insidansi

Yag Kontrol MEHP MEHP MEHP MEHP MEHP
Parametreler

(A ml) (25 mg/kg/glin) (50 mg/kg/giin) (100mg/kg/glin) (200mg/kg/giin) (400 mg/kg/giin)
Sinlizoidal 0/6 0/6 1/6 4/6* 5/6* 6/6*
dejenerasyon
Konjesyon 0/6 1/6 1/6 5/6* 3/6 5/6*
Sitoplazmik 0/6 1/6 1/6 1/6 4/6* 2/6
erime
Mononukleer 0/6 0/6 1/6 4/6* 5/6* 5/6*
hicre

infiltrasyonu

Degerler degisiklik gdézlenen hayvan sayisi/grupta yer alan toplam incelenen hayvan sayisi seklinde verilmistir.

karsilastirilirken Fisher's exact test uygulanmistir. *Kontrol grubundan farkl, p<0,05.
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Cizelge 4.22. Yag kontrol ve MBP uygulama gruplarina ait sicanlarin karaciger dokularina ait histopatolojik bulgularin insidansi

Yag Kontrol MBP MBP MBP MBP MBP
Parametreler

(2 ml) (25 mg/kg/guin) (50 mg/kg/glin) (100mg/kg/giin) (200mg/kg/gun) (400 mg/kg/gun)
Sinlizoidal 0/6 0/6 1/6 4/6* 4/6 6/6*
dejenerasyon
Konjesyon 1/6 2/6 2/6 4/6* 3/6 5/6*
Sitoplazmik 0/6 1/6 1/6 3/6 3/6 3/6
erime
Mononukleer 1/6 0/6 2/6 2/6 5/6* 5/6*
hicre

infiltrasyonu

Degerler degisiklik gdzlenen hayvan sayisi/grupta yer alan toplam incelenen hayvan sayisi seklinde verilmistir. Gruplardaki oranlar
karsilastirilirken Fisher's exact test uygulanmistir. *Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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4.12.1 Bobrek Dokusuna Ait Bulgular

Histolojik yontemlerle hazirlanan ve H&E ile boyanan bobrek doku preparatlari
histopatolojik acidan incelenmigtir. Kontrol ve uygulama gruplarinin
histopatolojik olarak incelenmesinden sonra 200X ve 400X buyutmelerde
fotograflari gekilmistir. Yapilan incelemeler sonucunda Cizelge 4.23'de yag
kontrol ve  MEHP uygulama gruplarina ait sicanlarin bobrek dokularina ait
histopatolojik bulgularin gorulme sikhgi, Cizelge 4.24'de ise yag kontrol ve MBP
uygulama gruplarina ait siganlarin bobrek dokularina ait histopatolojik bulgularin

gorulme sikhgi verilmistir.

Sekil 4.44’de kontrol grubuna ait bobregin histolojik goruntisu verilmistir. 100
mg/kg/gun MEHP ve 200 mg/kg/gun MBP uygulama grubu erkek sicanlarda
bobrekte glomerulus dejenerasyonu ve konjesyonun varhgl tespit edilmigtir
(sirasiyla Sekil 4.48 ve 4.50).

Ayni sekilde 200 mg/kg/gun ve 400 mg/kg/gun MBP uygulama grubu siganlarda

bdbrekte atrofik yapida glomerulus ve tabller dejenerasyon ile birlikte

konjesyon tespit edilmis ve bulgular Sekil 4.50 ve 4.51’de gdsterilmistir.
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Sekil 4.48 100 mg/kg/gin MEHP uygulama grubu erkek sigan

da bobrek
dokusunda parietal ve visseral yapraklarda ayrilma ( k==p) ve konjesyon (‘ )
(H&E, X200).
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Sekil 4.49 200 mg/kg/gin MEHP uygulama grubu bdbrek dokusunda
glomerulus dejenerasyonu ( k==p) Ve konjesyon (-’ ) (H&E, X200).

A" '; : . b " 2 "4' ~
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Sekil 4.50 200 mg/kg/gun MBP uygulama grubu bobrek dokusunda tubuler
dejenerasyon ( ™= ) ve atrofik glomerulus ~ (&==) (H&E, X400).
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Sekil 4.51 400 mg/kg/gin MBP uygulama grubu bdbrek dokusunda parietal ve
visseral yapraklarda ayriima (=>) ve konjesyon (-’) (H&E,X400).
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Cizelge 4.23. Yag kontrol ve MEHP uygulama gruplarina ait sicanlarin bobrek dokularina ait histopatolojik bulgularin insidansi

Yag Kontrol MEHP MEHP MEHP MEHP MEHP
Parametreler

(2 ml) (25 mg/kg/guin) (50 mg/kg/gun) (100mg/kg/giin) (200mg/kg/gun) (400 mg/kg/gun)
Glomerulus 0/6 0/6 1/6 3/6 4/6 6/6*
dejenerasyonu
Kenjesyon 1/6 2/6 2/6 4/6* 3/6 5/6%*
Sitoplazmik
erime 0/6 1/6 1/6 3/6 3/6 3/6
MononUkleer
hiicre 1/6 0/6 2/6 1/6 2/6 1/6
infiltrasyonu
Parietal ve 0/6 0/6 0/6 4/6* 1/6 1/6
visseral
yapraklarda
ayrilma

Degerler degisiklik gdzlenen hayvan sayisi/grupta yer alan toplam incelenen hayvan sayisi seklinde verilmistir. Gruplardaki oranlar
karsilastirilirken Fisher's exact test uygulanmistir. *Kontrol grubundan farkl, p<0,05.
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Cizelge 4.24. Yag kontrol ve MBP uygulama gruplarina ait siganlarin bobrek dokularina ait histopatolojik bulgularin insidansi

Yag Kontrol MBP MBP MBP MBP MBP
Parametreler

(2 ml) (25 mg/kg/guin) (50 mg/kg/glin) (100mg/kg/giin) (200mg/kg/gun) (400 mg/kg/gun)
Glomerulus 0/6 0/6 1/6 3/6 4/6* 5/6*
dejenerasyonu
Konjesyon 1/6 2/6 2/6 4/6* 3/6 6/6*
Sitoplazmik
erime 0/6 1/6 1/6 1/6 1/6 2/6
Mononukleer
hiicre 1/6 0/6 2/6 1/6 1/6 1/6
infiltrasyonu
Parietal ve 0/6 1/6 1/6 1/6 216 416*
visseral
yapraklarda
ayrilma

Degerler degisiklik gdézlenen hayvan sayisi/grupta yer alan toplam incelenen hayvan sayisi seklinde verilmistir. Gruplardaki oranlar
karsilastinlirken Fisher's exact test uygulanmistir. *Kontrol grubundan farkl, p<0,05.
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4.12.3 Pankreas Dokusuna Ait Bulgular

Histolojik yontemlerle hazirlanan ve H&E ile boyanan pankreas doku
preparatlari histopatolojik agidan incelenmistir. Kontrol ve uygulama gruplarinin
histopatolojik olarak incelenmesinden sonra 200X ve 400X buyutmelerde
fotograflari gekilmistir. Yapilan incelemeler sonucunda Cizelge 4.21’de yagd
kontrol ve MEHP uygulama gruplarina ait siganlarin pankreas dokularina ait
histopatolojik bulgularin gorilme sikhigi verilmigtir. Cizelge 4.22’de yag kontrol
ve MBP uygulama gruplarina ait siganlarin pankreas dokularina ait

histopatolojik bulgularin gorialme sikligi verilmistir.

Sekil 4.52'de kontrol grubuna ait pankreasin histolojik gérunttsu verilmigtir. 100
mg/kg/guin MEHP uygulama grubu erkek sicanda pankreas dokusundaki
Langerhans adaciklarinda konjesyon ve yaglanma bulunmus ve Sekil 4.53’de
gosterilmistir. 200 mg/kg/gin MEHP uygulama grubu pankreas dokusundaki
Langerhans adaciklarinda dejenerasyon ve vakuoler sitoplazmali hiicreler tespit

edilmis ve Sekil 4.54’de gosterilmigtir.

200 mg/kg/guin MBP uygulama grubu siganda pankreas dokusundaki
Langerhans adaciklarinda dejenerasyon Sekil 4.57°’de gOsterilmigtir. 400
mg/kg/gun  MBP uygulama grubu pankreas dokusundaki Langerhans

adaciklarinda dejenerasyon bulunmus ve Sekil 4.58'de gdsterilmistir.
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Sekil 4.53 100 mg/kg/gin MEHP uygulama grubu pankreas dokusundaki
Langerhans adaciklarinda konjesyon ( &= ) ve yaglanma (™) (H&E,200x.)
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Sekil 4.54 200 mg/kg/gin MEHP uygulama grubu siganda pankreas
dokusundaki Langerhans adaciklarinda dejenerasyon ve vakuoler sitoplazmali
hacreler (‘ ) (H&E, 400x)

Sekil 4.55 200 mg/kg/gin MEHP uygulama grubu pankreas dokusundaki
Langerhans adaciklarinda konjesyon (‘ ) (H&E, 400x)
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‘ ‘o

Sekil 4.56 400 mg/kg/gji]n 'MEHP uygulama grubu pankreas dokusundaki
Langerhans adaciklarinda dejenerasyon (» ) (H&E, 400x)

Sekil 4.57 200 mg/kg/gin MBP uygulama grubu pankreas dokusundaki
Langerhans adaciklarinda dejenerasyon (‘ ) (H&E,400x.)
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Sekil 4.58 400 mg/kg/gin MBP uygulama grubu sicanda pankreas dokusundaki
Langerhans adaciklarinda dejenerasyon (») ve konjesyon (& ) (H&E, 200x.)
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Cizelge 4.25. Yag kontrol ve MEHP uygulama gruplarina ait siganlarin pankreas dokularina ait histopatolojik bulgularin insidansi

Yag Kontrol MEHP MEHP MEHP MEHP MEHP
Parametreler

(2 ml) (25 mg/kg/glin) (50 mg/kg/giin) (100mg/kg/giin) (200mg/kg/glin) (400 mg/kg/glin)
Langerhans 0/6 0/6 1/6 4/6* 4/6* 6/6*
adaciklarinda
dejenerasyon
Konjesyon 1/6 1/6 2/6 4/6* 3/6 5/6*
Yaglanma 0/6 0/6 0/6 1/6 0/6 0/6

Degerler degisiklik gdzlenen hayvan sayisi/grupta yer alan toplam incelenen hayvan sayisi seklinde verilmistir. Gruplardaki oranlar
kargilastirilirken Fisher's exact test uygulanmistir. *Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Cizelge 4.26. Yag kontrol ve MBP uygulama gruplarina ait sicanlarin pankreas dokularina ait histopatolojik bulgularin insidansi

Yag Kontrol MBP MBP MBP MBP MBP
Parametreler

(2 ml) (25 mg/kg/glin) (50 mg/kg/glin) (100mg/kg/gun)  (200mg/kg/giun) (400 mg/kg/giin)
Langerhans 0/6 0/6 1/6 2/6 5/6 * 6/6*
adaciklarinda
dejenerasyon
Konjesyon 1/6 1/6 1/6 2/6 2/6 5/6

Degerler degisiklik g6zlenen hayvan sayisi/grupta yer alan toplam incelenen hayvan sayisi seklinde verilmistir. Gruplardaki oranlar
karsilastirilirken Fisher's exact test uygulanmistir. *Kontrol grubundan farkl, p<0,05.
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5. TARTISMA

Endokrin bozucu kimyasallar, ekzokrin olarak organizmaya alinan ve
organizmaya alindiktan sonra canlida ve onun gelecek kugsaklarinda endokrin
sistemin c¢alismasini olumsuz sekilde degistren madde ya da madde
karisimlaridir.  Bunlar  vicudumuzdaki  hormonlarin  Uretimi, salinimi,
baglanmasi, taginmasi, etkinlikleri, yikimlari ve vicuttan atilmalari Gzerinde etki
gOsterirler [198,199,200].

Fitalatlar, endustride 1920’li yillardan glinimuze kadar birgok alanda kullanilan
insan yapimi kimyasal maddelerdir. Kullanima sunulduklari madde ile glgli bir
kimyasal bag kuramadiklar icin stabil degillerdir. Yuksek 1sida kolayca ayrilip
buharlasmaktadirlar [201].

Fitalatlar; besin ambalajlari, giyim Urlnleri, oyuncaklar, emzik ve biberon gibi
cocuk urunleri, IV sivi torbasi, infuzyon seti ve tibbi malzeme dahil ¢ok sayida
urinde bulunmaktadir. Kullanildiklar trinlerde polivinil klortr (PVC) tipi plastik
aranlerin esnekligini ve dayanikhligini saglamak Uzere plastiklestirici olarak
kullanilan ve bu nedenle ¢ok yaygin olarak karsilasilan kimyasal maddelerdir.
Kozmetikler, parfimler ve sabunlar dahil kisisel bakim Urlnlerinde de yaygin
olarak kullanilirlar ve fazla miktarlarda uretilip tlketilirler. Tibbi uygulamalara
bagli olarak maruz kalindidi gibi, toplumun fitalatlari viicuda almalarindaki en

yaygin yolak genellikle diyet ve kozmetik bakim Urunleri yoluyla olmaktadir.

Molekul sayisinda farkli sayida alkol esteri bulundurmasi ve dallanma yapmasi
saglanarak farkli sekilde kullanimlari igin farkli fitalatlar Gretilmigtir. En g¢ok
kullanilanlari, ylksek molekul agirhdina sahip olan di-(2-etilhekzil) fitalat
(DEHP) ve daha dusik molekul agirlikh olan dibdtilfitalattir (DBP). YUksek
etkinligi ve dusuk maliyeti olmasi DEHP’in kullaniminin diger fitalatlardan daha

cok olmasinin temel nedenlerinden birisidir [202].

DEHP, cok yaygin kullanimda olup, 6rnedin tibbi malzemelerde %30-40
oraninda bulunmaktadir [203, 204]. Endustride bu maddenin 1950 yillarindan
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itibaren polivinil klorarin (PVC) uretilmesi igin kullaniimasi tuketimini daha da
artmistir. Tum dunyada yilhik DEHP Gretimi yaklasik iki milyon tondur [202].
Gundelik hayatta ¢ok sik maruz kalinan fitalatlardan birinin DEHP olmasi, bu
fitalat tGrinin etkisinin diger fitalat tlrevlerine oranla daha c¢ok oranda

arastirimasini da beraberinde getirmistir.

Di-batil fitalat (DBP), dunyada ¢ok gesitli alanlarda kullanimi olan, plastiklestirici
olarak kullanilan bir fitalik asit esteridir. [205]. Su igerisindeki ¢bzunurlugunin az
oldudu, yagda ise ylksek oranda ¢6zundugu bilinmektedir. Cevre Kkirleticisi
olarak kabul edilen DBP, igme sularindan bebek mamalarina dek olduk¢a genis
bir alanda gorulebilmektedir [206-209].

Son on yilda, diyabet insidansi dinya capinda belirgin bir sekilde artis
gOstermigtir [210]. Bu artig, endokrin bozulma kapasitesine sahip oldugu bilinen
birka¢ madde de dahil olmak Uzere bir dizi sentetik kimyasal maddeye maruz
kalma oraninin artmasiyla paralellik gostermistir [211]. Bu gercekler, endokrin
bozuculara maruz kalma ile diyabet artis1 arasinda olasi bir iligkinin olmasini da

beraberinde getirmigtir [211].

Mono (2-etilhekzil) fitalat (MEHP), DEHP'in biyoaktif monoester metabolitidir ve
idrarla atilir [212]. Toksikolojik agidan, DEHP'in toksisitesine birgok organ
sisteminde MEHP'in aracilik ettigi varsayilmaktadir [213]. MEHP, sicanlarda
DEHP'den 20 kat daha toksiktir [214]. MEHP, lipoprotein, glikoz ve amino asit
metabolizmasi, yag asidi oksidasyonu ve apoptozun dizenlenmesinde rol alan
peroksizom proliferator aktive edici reseptor-alfa (PPAR-a)’ya baglanarak onu
aktive edebilir [215].PPAR’lar Uzerinde zit etkiye sahip olan farmasatik ilaclar,
insulin direncini azaltarak Tip 2 diyabet tedavisinde kullanilir [216]. Diyabeti olan
yetiskin kadinlarda, mono etil hekzil fitalat seviyesinin diyabetsiz olanlara gére
daha yuksek oldugu yapilan ¢aligmalar ile gosterilmistir [217].Vlcuda girdikten
sonra, DBP’nin genellikle toksik metabolit olarak adlandirilan mono-butil ftalat
(MBP) olusturmak uUzere esterazlar tarafindan hizla metabolize edildigi

bilinmektedir.

Artan diyabet oraniyla paralel olarak artan fitalat kullanimi arastirmalarin bu
yone kaymasina neden olmustur. Ancak, asil toksik etkinin nedeni olan

metabolitlerin etkilerinin arastirildigi yeterli sayida kapsamli bir c¢alisma
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bulunmamaktadir. Bu nedenle ¢alismamizda, gunluk hayatta en ¢ok karsilagilan
fitalatlarin metabolitleri MEHP ve MBP secilmis ve etkileri in vitro ve in vivo
deneylerle arastirilarak, etkileri ¢ok yonlu bir sekilde ortaya cikartiimaya

calisiimistir.

ik olarak, sican kaynakli INS-1 B hiicreleri, 5 farkli konsantrasyonda (0,001 uM,
0,01 uM, 0,1 M, 1 pM ve 10 yM) MEHP ve MBP metabolitlerine maruz
birakilmis ve 24, 48 ve 72 saat sonundaki etkileri MTT sitotoksisite testi ile
arastinimistir. Metabolitler, DMSO iginde ¢o6zllerek hlcrelere uygulanmistir.
Buna gore 24. saatin sonunda, 0,01 yM, 0,1 uyM, 1 uM ve 10 yM MEHP doz
gruplarinda hucre canlligi, hem negatif hem de DMSO kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak azalmigtir. Buna goére, dusuk dozdan ylksek doza dogru
hicre canhliginda azalma goérulmus ve bu durum, maruz kalma suresinin
artmasiyla paralel olarak azalmaya devam etmigtir. Diger metabolit MBP
uygulamasindan sonra, 0,1 uyM, 1 uM ve 10 uM doz gruplarinda 24. saatin
sonunda hucre canliiginda azalma goérulmustir. En ylUksek doz olan 10 yM
MBP doz grubunda, 72. saatin sonunda htcre canlihgr diger gruplara gore
oldukga azalmistir. DEHP’in rat insllinoma INS-1 hucreleri Uzerine olan
sitotoksik etkilerini arastiran Sun ve ark. [218], bu hicreleri DEHP’nin 0, 5, 25,
125 ve 625 pM konsantrasyonlarina 24 saat sure ile maruz birakarak hucre
canlii§, reaktif oksijen tirti (ROS) olusumu, hiicresel antioksidan yanit, Ca*?
homeostazisi, endoplazmik retikulum stresi ile iligkili gen ve proteinlerin
seviyelerini Olgmuslerdir. Arastiricilar DEHP’in  INS-1 hicrelerinde insulin
salinimini azalttigini ve doza bagiml bir sekilde apoptozu arttirarak, hucre
canhliginda azalma yaptigini belirlemiglerdir. Zhu ve ark. [219] DEHP’in hicre
canlihgini dereceli olarak azalttigini ve 100 pyM konsantrasyonun uzerinde

apoptotik hucre olumuna artirdigini bildirmislerdir.

ROS, fizyolojik sureclerin, metabolik ve diger biyokimyasal reaksiyonlarin bir
parcasi olarak aerobik organizmalarin canli hucrelerinde surekli olarak
olusmaktadir. Bu endojen olarak uretilen ROS ve serbest oksijen radikalleri
onemli fizyolojik fonksiyonlara sahiptir, fakat reaktif &zelliklerinden dolayi
hicresel membranlarin, proteinlerin ve DNA'nin lipidlerine oksidatif hasar
verebilir [220,281].
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Diyabetik bireyler ve deneysel hayvan modellerinde meydana gelen yuksek
oksidatif stres ve serbest radikallerin artisindan kaynaklanan azalan antioksidan
savunmanin bu hastaligin patogenezinde onemli rol oynadigi ileri surtlmektedir
[220].

INS-1 B hucrelerinin 0,001 uM, 0,01 uM, 0,1 uM, 1 yM ve 10 pyM dozlarinda
MEHP ve MBP’e 24, 48 ve 72 saat maruz birakilmasi sonrasi total oksidan ve
total antioksidan seviyeleri olgulmustir. Buna gore hucre canhligl dlgimunde
oldugu gibi doz ve maruz kalma suresi arttikga total oksidan seviyesi artma,
total antioksidan seviyesinde azalma tespit edilmistir. 0,01 uM, 0,1 uM, 1 uM ve
10 uM MEHP doz gruplarinda, 48. ve 72. saatin sonunda, total antioksidan
seviyesinde, negatif kontrol, DMSO ve 0,001 puM gruplarina gore azalma
gérulmustur. Total oksidan seviyesi, 0,1 pM, 1 yM ve 10 uM MBP doz
gruplarinda, 0,001 pyM, 0,01 pM, DMSO ve negatif kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak artis gostermigtir. 1 uM ve 10 uM MBP doz gruplarindaki
antioksidan seviyesi ise 24, 48. ve 72. saatin sonunda diger gruplara gore
anlamli sekilde azalmistir. Buna gére MEHP ve MBP maruziyeti sonucunda
artan oksidan seviyesi ve azalan antioksidan seviyesi, hucre canlihgi
sonuglarindaki doz artigina bagh canlihgin azalmasinin sebebi olabilir.
Literatirde artan oksidatif stresin hicreleri apoptoza gotirdugu gosterilmistir
[221].

DEHP’e maruziyet sonrasinda INS-1 hicrelerinde ROS olugsumunun yukseldigi,
antioksidan savunmanin bozuldugu dolayisiyla oksidatif stresin uyarildigi ifade
edilmistir [221].

MEHP uygulanan Kupffer hicreleri ve Leydig hicrelerinin serbest radikal
urettigi calismalarla gosterilmistir [222,223]. Buna ilave olarak, Leydig
hicrelerinde MEHP uygulamasi yapildiktan sonra, GSH ve askorbik asit
seviyelerinde azalma, tioredoksin rediktaz ekspresyonunda azalma, glutatyon
peroksidaz aktivitesinde azalma, DNA hasarinda ve apoptoz oraninda artis
goruldugu belirtiimektedir [224,225,226].

Ayrica, bagka bir in vitro ¢alismada, MEHP'in 1 yM dozda uygulanmasi
sonrasinda, steroid dretiminin azaldigi ve MA-10 Leydig hlcrelerinde serbest

oksijen radikallerinin olugsumunun arttigi gosterilmigtir [222].
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Diger bir galismada, peroksizom proliferator aktivitesine sahip olan DEHP’in
karaciger hucrelerinde oksidan ve antioksidan arasindaki dengeyi bozarak
oksidatif strese neden oldugu gosterilmigtir. Ayrica, DEHP’in metaboliti olan
MEHP’in, Kupffer hiicrelerinde, doza bagimh tarzda suUperoksit anyon Gretimini
arttirdigi, bu da fitalatlarin dogrudan Kupffer hucrelerini aktive edebildigini
gostermektedir [227, 282].

Ayrica, Mono bdtil fitalatin (MBP) sican embriyonik kok hucrelerinde oksidatif

strese neden oldugu 6ne surtlmuastur [228].

Calismamizda INS-1 3 hucrelerinin 0,001 uM, 0,01 uM, 0,1 uM, 1 uM ve 10 uM
dozlarinda MEHP ve MBP’e 24, 48 ve 72 saat maruz birakilmasi sonrasi bazal
(5,5 glikoz mmol/L) ve yuksek (16,7 mmol/L) glikozla uyariimasi sonucu insulin
sekresyon olgumleri yapilmigtir. Buna goére 0,1 yM, 1 yM ve 10 uM MEHP doz
uygulamasi sonucunda, 3 zaman diliminde de 5,5 mmol/L glikoz igeren
ortamda, 16,7 mmol/L glikoz iceren ortamda salgilanan insllin miktariyla
karsilastirilinca azalma goértlmustir. 16,7 mmol/L glikoz iceren ortamda, 1 yM
MEHP uygulamasi sonrasi 3 saat diliminde de insulin miktari 5,5 mmol/L glikoz
iceren ortamdaki insuline goére artis gostermistir. 0,001 yM MEHP doz
grubunda, 5,5 mmol/L glikoz iceren ortamdaki insulin miktari kontrol grubuna
azalma gostermistir. 16,7 mmol/L glikoz iceren ortamda ise salgilanan instlin
miktari kontrol ve DMSO grubunda azalma gdstermistir fakat 5,5 mmol/glikoz
iceren ortamdaki MEHP uygulamasiyla karsilastirildiginda artan glikoza bagh
olarak artis gostermistir. 5,5 mmol/L glikoz iceren ortamda, 1 uM ve 10 yM MBP
doz uygulamasi yapilan gruplarda, 24, 48 ve 72. saatin sonunda yapilan
Olcumlerde insulin miktarinda 0,001 yM ve 0,01 pM doz gruplarina gére anlaml
bir azalma goérulmuastur. 16,7 glikoz mmol/L glikoz igceren ortamdaki insulin
miktariyla kargilastirildiginda, artan glikoza bagh olarak artis gortulmustur. Yan
ve ark., [221] MEHP maruziyeti sonucu INS-1 hticrelerinde artan oksidatif stres
sonucunda hasar meydana geldigini ve bu hasarin insllin sentezini azalttigini
goOstermiglerdir. Oksidatif stres pankreatik hasarla sonuglanabilir ve o6zellikle
pankreas adaciklarinda beta hicrelerinin disfonksiyonuna ve insilin
duzeylerinde azalmaya neden olarak, glikoz-insulin etkilesimini olumsuz

etkileyebilir [229]. Calismamizda bulunan doz gruplarindaki oksidatif stres
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parametrelerinin incelenmesi sonucunda, oksidatif stresin arttigi gruplarda,

insulin miktarinda azalma gorulmustur.

Calismamizda, INS-1 beta hucrelerinde, hicrelerin proliferasyonu, fonksiyonu
ve apoptozu ile iligkili genlerin mRNA ekspresyon duzeyleri, MEHP ve MBP

uygulamasindan sonra Olgulmustur.

FOXO-1, glikoz-6-fosfataz [230] gibi glikoz metabolizmasinda yer alan gesitli
genlerin ekspresyonunu duzenler [231]. Ek olarak, adiposit farklilasmasinda
[232] ve pankreatrik B hicre buyumesi ve glikoz metabolizmasinin
dizenlenmesinde rol alir [233]. Hucrelerin protein ve genomik butunlagunu
bozan ROS birikimini engelleyen FOXO’lar bu fonksiyonlari sayesinde
hicrelerin  korunmasina yardim etmektedir. FOXO transkripsiyon faktorleri
bircok hucre tipinde oksidatif stres direnci ile iligkili ¢esitli genleri
duzenlemektedir [234]. FOXO transkripsiyon faktorleri beta hucrelerinin
devamliligini saglar ve oksidatif stresin en aza indirgenmesine yardim eder
Morshead ve dig., [235] Kippin ve di§., [236]. Zhang ve ark., [237] FOXO-1'in
beta hucre fonksiyonunu beta hlcre kutlesini ve antioksidan savunmayi
artirarak destekledigini gostermislerdir. 0,001 uM, 0,01 yM, 0,1 uM, 1 uM ve 10
MM MEHP doz uygulamasindan sonra 24. saatin sonunda, FOXO-1 geninin, 1
MM doz grubunda 1,21 kat, 10 uM doz grubunda 1,25 kat oraninda ekspresyonu
baskilanmistir. Ekspresyonun baskilanmasindaki bu artig, diger gruplara gore
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. MBP uygulamasindan sonra 24. saatin
sonunda 1 yM doz grubunda 0,87 kat, 10 uM doz grubunda 0,99 kat oraninda
ekspresyonu baskilanmistir. 48 ve 72 saat sUren maruziyet sonrasi sonuglara
bakacak olursak, 48 saatin sonunda, 0,1 yM MEHP uygulamasi 0,63, 1 yM
MEHP 1,03 ve 10 yM MEHP 1,25 kat gen ekspresyonunda baskilama
yapmistir. 0,1 yM MBP uygulamasi 0,55, 1 yM MBP 1,11 ve 10 uM MBP ise
1,25 kat oraninda gende baskilama yapmistir. FOXO-1 geni hlcrenin hayatta
kalmasi ve oksidatif stresin azaltiimasinda gorev aldigindan dolayi,
uygulamadan sonra ekspresyonunun azalmasi bu gorevini yerine getirmesinde

azalmanin ortaya ¢ikmasina neden olmustur.

PDX-1 pankreas gelisiminde ve B-hucre fonksiyonunda énemli bir rol oynar.

insllin gen ekspresyonu Uizerinde etkili olmasinin yani sira beta hiicre yagsam
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suresini ve endoplazmik retikulum stresine kargl beta hicre direncini belirler
[238,239]. 24. saatin sonunda yapilan olgimlerde 1 yM MEHP 1,19 kat olarak
ve 10 uM MEHP 1,52 kat ekspresyon oraninda azalmaya neden olmustur. MBP
ise 24 saatin sonunda, 10 yM doz uygulamasinda, 2,50 kat azalmaya neden
olup diger dozlara gore onemli bir farkhlik gostermistir. Farelerle yapilan bir
calismada, PDX-1 geninin B-hucrelerdeki ifadesinin birlikte azalmasi, diyabet
gelisimine yol agcmis, insulin sentezi ve GLUT2 ekspresyonunda azalmaya
neden olmustur [240]. PDX1’in inaktif hale gelmesi beta hlicre fonksiyonunda
azalma ile sonuglanmigtir [240]. SIRT-1 geni, hucrede mitokondrinin duzgun
calismasi ve yag asidi oksidasyonunun dizenlenmesinde ve pankreatik insulin
saliniminin ayarlanmasinda énemli rol oynar. Ayrica deasetilasyon ile p53’ln
inaktive edilmesi hicreleri apoptozdan korur [241]. Yiksek yagh diyetle
beslenen sicanlarda karacigerde SIRT1 ekspresyonunun azaltiimasinin
karacigerde inflamasyonu ve endoplazmik retikulum stresini arttirdidi,
yaglanmaya sebep olarak vicut agirhginin artisini hizlandirdi§i gosterilmistir
[242]. SIRT1 geninin asiri uyariimasiyla insulin sekresyonunu artirdigi ve
kontrol gruplar ile karsilastiriidiginda glikoz toleransini ilerlettigi tespit edilmigtir
[243]. Buna karsin Sirt-17 sicanlarda insiilin sekresyonu bozulmustur [244].
Calismamizda, 0,001 yM MEHP uygulamasi 0,54 kat, 0,01 pM MEHP
uygulamasi 0,77 kat, 0,1 yuM MEHP uygulamasi 1,14, 1 yM MEHP uygulamasi
ise 1,65 ve 10 yM MEHP uygulamasi ise 1,80 kat oraninda SIRT-1 geninin
ekspresyonunda azalmaya neden olmustur. 48 ve 72 saat sonunda yapilan
Olcimlerde de, ayni sekilde yuksek dozlarda ekspresyon oranlari daha fazla
azalmistir. MBP uygulamasi vyapilan INS-B hucrelerinde yapilan mRNA

Olcumlerinde, her 3 zaman diliminde de istatistiksel olarak azalma gorulmustur.

Sicanlarda instilini kodlayan iki gen bulunmaktadir. Kromozom 19'da insulin 1
(INS-1) ve kromozom 7'de insulin 2 (INS-2) bulunmaktadir [245]. MEHP ve MBP
uygulamasi yapilan INS-1 B hdcrelerinde, bu iki gen bdlgesinin ekspresyonu
Olculmus ve kontrol grubuna gore azalma tespit edilmigtir. Hucre kulturinde
yaptigimiz insulin olgumlerindeki azalmanin sebebi, bu genlerdeki ifadenin

azalmasindan kaynaklaniyor olabilir.

P53 geni, hiicre siklusunda énemli bir rol oynar ve transkripsiyon faktoru olarak

gorev almaktadir [246]. DNA hasari, hipoksi, oksidatif stres, onkogen
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aktivasyonu, gibi hucresel stres sinyalleri sonrasinda p53 aktive olmaktadir.
[247]. Cok hucreli canlilarda gelisim ve doku homeostazisinin korunmasi
agisindan apoptosis buyik 6énem tasimaktadir. P53 geni, DNA hasarindan
sonra aktive olup, mitokondrinin dis membraninda bulunan Bax isimli
proapoptotik proteinin transkripsiyonunu aktive etmekte, mitokondriden
sitokrom-c’nin ¢ikisina ve apoptotik slrecin baglamasina yol agmaktadir [248].
Aktive olan p53, hicre Uzerinde hlicre dongusunin duraklamasina ve apoptoz
seklinde iki farkh etkiye neden olmaktadir. DNA hasari meydana geldiginde bu
etkilerden hangisinin meydana gelecegi hasarin duzeyine bagli olup hasar
hafifse duzeltimesine zaman tanimak igin dongu duraklatiimakta, fazlaysa
apoptoza gidilerek olasi bir onkogenetik surecin onune gecilmektedir. Hasar
diuzeltilemeyecek durumda ise Bax, Apaf-1 ve Fas ifadesini arttirmakta, Bcl-2 ve
Bcl-xL ifadesini baskilayip ve apoptozu baslatmaktadir [249]. Calismamizda,
p53 geni MEHP ve MBP uygulamalarindan sonra fazla eksprese edilmeye
baslanmigtir. Bu sonuglarla birlikte dlgimunu yaptigimiz oksidanlarin hucrede
arttiginin gorilmesi ve hicre canliliginda bir azalma olmasi nedeniyle hiicrede
bir hasarin varligi dusinulmuas ve apoptoza bir gidis olup olmadigini anlamak

icin BCL-2 ve BCL-XL genlerinin de analizi yapilmigtir.

BCL-2 ailesi birbirine zit 2 gruptan olugsmaktadir. Bad, Bax, Bid, Bcl-Xs, Bak,
Bim, Puma ve Noxa proapoptotik Uyeler olup, sitozolde yer alirlar. Sitokrom-c ve
AIF (Apoptoz indukleyici faktor) oranini artirarak apoptozu baslatirlar. Bcl-2, Bcl-
XL ve Mcl-1 ise antiapoptotik Uyelerdir ve mitokondriyon dis membraninda,
endoplazmik retikulumda ve cekirdek zarinda yer alirlar. Hiucredeki kalsiyum
oranini kontrol edip, iyon transportunda gorev alirlar. AIF ve sitokrom-c
salinimini kaspazlarin éncu formlariyla bloke ederek apoptoza engel olurlar
[250, 251, 252]. Antiapoptotik Uyelerden Bcl-2 ve Bcl-XL geninin ekspresyon
diuzeylerine bakildiginda kontrol gruplarina goére uygulama gruplarinda azaldigi
gorulmus ve hucrelerin apoptoza yoneldigi disunulmustir. Hucre canlihginda
gordugumuiz azalmanin apoptozdan dolay! oldugu dusunulmids ve bu ylzden
instlin miktarinda da azalis oldugu kanisina variimistir. Oksidatif stres,
mitokondriyal zardaki Bcl-2 ailesinin proapoptotik ve antiapoptotik Gyeleri
arasindaki iligkiyi degistirir [253] sitokrom C'nin salinmasina izin verir ve bir

kaspaz kaskadinin aktivasyonu ile bir huacrenin DNA'sinin  pargalanmasini
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indUkler [254]. Sonuglarimizda gorulen antioksidan/oksidan dengesinin
bozulmasi ve oksidan oraninin artmasi da bu genlerin ekspresyon

duzeylerindeki degisikligi agiklamaktadir.

MEHP ile yapilan bir calismada, kaspaz-3 mRNA seviyelerinin onemli bir
sekilde yukseldigi, 6te yandan Bcl-2 mRNA seviyesinin azaldigi ifade edilmigstir
[221].

Da Peng ve arkadaslari [255] yaptiklari bir ¢calismada Di bdtil fitalatin (DBP)
metaboliti olan mono butil fitalatin [MBP] implantasyon 6ncesi embriyolardaki
etkisini arastirmislardir.  Calismalarinda 10°M MBP’ye maruz kalan
embriyolarda reaktif oksijen tirlerinin arttigi, DNA metilasyonunun azaldidi ve
sitokrom-c yolagi Uzerinden gerceklesen apoptozun 6nemli dlgide arttigini

gOstermiglerdir.

MEHP, hem de MBP uygulama gruplarinin timuinde viacut agirliklari, yem
tuketimine bagh olarak artmistir fakat artis yuzdesine bakildiginda gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir. Uygulama sonunda
uygulama gruplarinda su tiketiminin arttigi gériimis ama istatistiksel olarak

anlamli bulunmamistir.

Deney sonunda sicanlarin gergcek ve relatif organ agirliklari arasindaki iliski
istatiksel olarak degerlendirilmistir. 100, 200 ve 400 mg/kg/gun MEHP ve MBP
gruplarinda karaciger agirliklarinda yag kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bir azalis olmustur. Fitalatlarin karaciger tzerinde olumsuz etkilerinin
oldugunu ortaya koyman caligmalar bulunmaktadir. MEHP, DEHP'in toksik
metaboliti olup bagirsak, karaciger, bobrekler, akcigerler ve pankreasta hidrolizi
ile olusmaktadir. MEHP’in kemirgen karacigerinde kanserojen etkiye neden
oldugu belirtiimigtir [256].Yapilan diger calismada ise yuksek seviyelerde MEHP
maruziyetinin apoptozu arttirdigi ileri strdlmustir [257]. MEHP’e maruz
birakilan siganlarin karaciger agirliklarinin hi¢c maruz kalmayan gruba gore artis
gosterdigi saptanmistir. Ayrica maruz kalan siganlarda artan alkalin fosfataz
(ALP) ve glutamik piruvik transaminaz (GPT) enzim konsantrasyonlari ile
karaciger fonksiyon bozuklugu tespit edilmistir ([226]. DBP, bir peroksizom
arttiricisi oldugundan hepatosit ¢ogalmasina bagh olarak karaciger buyumesi

yaptigi, kanda trigliserit seviyesini dustrdugu, kilo artigina yol agabildigi, birgok
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enzimi ve enzimatik yollarin uyarimini gergeklestirdigi bilinmektedir. Oral yolla 3
ay suresince metaboliti olan MBP uygulanmasinin ardindan karaciger
agirhginin arttigi, karaciger sitokrom P450 enzim sisteminin galismasinda artiga
neden oldugu saptanmistir [258].Bébrek adirliklari agisindan gruplar arasinda
bir fark bulunamamigtir. Pankreas agirliklarina bakildiginda 200 ve 400
mg/kg/gun MEHP ve 400 mg/kg/gin MBP doz gruplarinda yag kontrole gore

istatistiksel olarak azalma olmustur.

Hematolojik analizler incelendiginde, I16kosit, lenfosit, monosit, nétrofil, eritrosit,
MCV, hematokrit, MCH, MCHC, hemoglobin, trombosit ve Pct gibi énemli
parametreler istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Hematolojik parametrelerde
incelenen butin gruplarda 400 mg/kg/gin MEHP uygulama grubunda I6kosit
miktarinin arttigi gérdimustir. Bu da bize vicuttaki herhangi bir enfeksiyona
kargi savunma sistemini olusturan hucrelerin miktarinin arttigini gostermektedir.
DusUk I6kosit orani bagisiklik sisteminin zayifladigina dair bir isarettir ve bunun

nedeni bagisiklik sistemini baskilayan hastaliklar veya ilaglar olabilir.

Monositler vicutta bulunan en buylk beyaz kan hucreleridir. Ayni zamanda
kemik iligi tarafindan Uretilen akyuvarlardir. Monosit miktarinin azalmasi vicut
direncinin dugsmesi demektir. Kansizlik ve B12 degerlerinin dismesi, monosit
degerlerinde dismeye neden olabilir. Monosit degeri, 400 mg/kg/gin MEHP
doz grubunda istatistiksel olarak yad kontrol ve diger doz gruplarina gore

azalmistir.

MCV’nin kandaki degerinin artmig olmasi, buyuk hacimli eritrositlerin varligini
gOstermektedir. Diger sebepler ise, B12 eksikligi, folik asit eksikligi, akciger
rahatsizliklari, bazi karaciger hastaliklari ve agir alkol kullanimidir. 400
mg/kg/gin MEHP ve 400 mg/kg/gin MBP doz gruplarinda MCV seviyesi yag

kontrol ve diger doz gruplarina gore artis gostermigtir.

Hemoglobin, alyuvarlarda bulunan ve demir bakimindan zengin olan bir
proteindir. Oksijen kanda hemoglobine baglanarak vicuttaki dokulara tasinir.
Hemoglobin dusukligu nedenleri arasinda folik asit, demir ve B12 vitamin
eksikligi ile anemi, kan kaybi, bobrek rahatsizligi yer almaktadir. 400 mg/kg/gin
MEHP ve 400 mg/kg/gun MBP doz gruplarinda hemoglobin miktarinda azalma

olmustur. Diyabet hastalarinda kanda Hba1C denilen glikolize hemoglobin
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miktarinda artma gorulmektedir. Kanda glikozun artmasi sonucu hemoglobin
glikozla birlesmekte ve normal hemoglobin miktarinda azalma gorulmektedir.
Bizim g¢alismamizdaki sonuclarda bu bulgularla értiismektedir. insiilin hormonu
sonuglarina gére, MEHP uygulama gruplarindan 100, 200 ve 400 mg/kg/gin
doz gruplarinda, MBP uygulama gruplarinda ise 200 ve 400 mg/kg/gun doz
gruplarinda yag kontrol grubuna gore istatistiksel olarak azalma gorulmustur.
Kisa sureli DEHP uygulanan siganlarin kanlarinda insulin ve kortizolin azaldigi
ve kan sekerinin arttigi gérilmustir [259]. insilin eksikligi pankreatik B-hiicre
disfonksiyonu ve kitlesindeki azalmayla iliskilidir [260]. B hlcre disfonksiyonu
sirasiyla glukotoksisite ve lipotoksisite olarak adlandirilan kronik hiperglisemi
vel/veya hiperlipidemiden kaynaklanmaktadir [261]. Tek basina 50 mg/kg/gun
DBP uygulanan bir c¢alismada, insulin sekresyonunda belirgin bir azalma
gorilmustir [262]. Onceki ¢calismalarda da DEHP maruziyetinin farelerde serum
insulin seviyelerini azalttigi gosterilmistir [263]. Tip 1 diyabet, insulin Greten beta
hlcrelerine zarar veren otoimmun sureglere bagl olarak insulin eksikligiyle
ortaya c¢ikan bir hastaliktir. Otoantikor testleri, tip 1 diyabet ile iligkisi olan
otoantikorlarin varligini saptayan testler grubudur. Hastalarin %70-90’inda,
adacik hucrelerine kargi olusmus oto antikorlar ve [264,265]. insuline karsi
antikorlar bulunmaktadir [266,267]. Buna gore ¢alismamizda, insulin antikoru ve
adacik hicre antikoru hem MEHP, hem MBP gruplarinda taranmis fakat sonug
batln gruplarda negatif ¢ikmistir. Buna gore insulin miktarinda olan azalmanin
sebebi, langerhans adaciklarina zarar veren immun sistemin olusturdugu
otoantikorlar degildir. Bu da bize uyguladigimiz fitalatlarin langerhans adaciklari

uzerindeki negatif etkisinden dolayi oldugunu disundiartmastir.

Alanin aminotransferaz (ALT), bir enzim olup esas olarak karacigerde, az
miktarlarda ise bobrek ve diger organlarda bulunmaktadir. Ayni zamanda serum
glutamik piruvik transaminaz (SGPT) olarak da adlandirilirlar. Besinlerle birlikte
vucuda alinarak sindirime ugradiktan sonra karacigere ulasan besin 6gelerinin
enerjiye cevriimesinde gorev yaparlar [268]. Normal sartlarda bu enzim
karaciger hucrelerinin igerisinde yer almakta, kan dolasiminda ise Oolen
karaciger hucrelerinden kaynakli olarak eser miktarda bulunmaktadir. Kandaki
ALT seviyesinin normalin Uzerinde olmasi, karaciger hasarinin bir gostergesidir,

sagliksiz, dengesiz ve asiri yagh beslenme, karaciger yaglanmasi gibi
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durumlardan kaynakl olarak ortaya cikabilir. Aspartat transaminaz (AST),
hdcrenin sitoplazmasinda ve kalpte, karacigerde ve iskelet kas dokusunda
bulunmaktadir. AST deg@erinin yuksekliginin ana sebebi olarak karacigerin hasar
gOrmesi veya fazla toksik madde etkisi altinda kalmis olmasi dusunilmektedir
[269]. 100, 200 ve 400 mg/kg/guin MEHP ve 100 mg/kg/guin MBP uygulama
gruplarinda ALT ve AST seviyeleri yag kontrol ve diger gruplara gore
istatistiksel olarak artis gostermistir. Bu sonuglar histopatolojik incelemelerde

ortaya ¢ikan sonuglar ile birbirini desteklemektedir.

Trigliseritler insanda depo yagin en buylk bilesenidir ve blylk oranda
karacigerde sentezlenir. Trigliseridlerin kandaki oraninin artmasi diger
lipoprotein seviyelerinde de anormalliklere ve koroner kalp rahatsizliklari gibi
hastaliklara neden olabilmektedir. Glikoz, hiicrelerin normal islevi igin gereklidir.
Olgumleri Tip 1 ve Tip-2 diabetin tanisinda, neonatal hipoglisemi ve pankreatik
adacik hicre karsinoma teshisinde kullanilirlar. Calismamizda, 50, 100, 200 ve
400 mg/kg/gun MEHP ve 100, 200 ve 400 mg/kg/gin MBP doz gruplarinda
trigliserit miktarinda istatistiksel olarak anlamli artis olmustur. 50, 100, 200 ve
400 mg/kg/gun MBP doz gruplarinda ve 100, 200, 400 mg/kg/giin MEHP doz
gruplarinda glikoz miktarinda artis goérulmustur. Hiperglisemi, serbest radikaller
yoluyla proteinlerin enzimatik olmayan glikasyonu ile asiri miktarda radikallerin
uretimine yol agar, bu sekilde hicre fonksiyonlari Uzerinde zararli etkiler yapar
ve onlari oksidatif strese karsi savunmasiz hale getirir. Hiperglisemi ayni
zamanda antioksidan enzim savunmasini da bozarak serbest radikallerin
hicrelere ve dokulara zarar vermesini tetikler. Oksidatif stres, serbest
radikallerin antioksidanlar tarafindan etkisiz hale getirlememesi durumunda
vucutta biriken hasar ile iligkili olarak GSH, SOD ve katalaz gibi antioksidan

enzim aktivitelerindeki azalma ile siddeti artmaktadir.

B hicre disfonksiyonu, kandaki yuksek glikoz sonucu olusabilir [261]. Kandaki
yusek glikoz ile artan serbest oksijen radikalleri, B-hicre apoptozunu indukler,
hicresel yaslanmayr hizlandinr ve diyabete oOnculik eder [261,270].
Calismamizdan elde edilen bulgularimiza gére kandaki glikoz orani, doza bagli
olarak artis gostermekte, insllin hormonu ise azalmaktadir. Bunun nedenini
artan glikoz nedeniyle beta hulcrelerinde hasar olugsmasina ve insulin

hormonunda azalmanin meydana gelmesini de buna baglayabiliriz.
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insiilin, trigliseritlerin adipoz ve kas dokularinda hiicresel alimini arttirmak
suretiyle plazma yag asit seviyelerini disurerek yag metabolizmasina katilirlar
[271]. Plazma serbest yad asidi miktarinin artmasi insllin direnci
patofizyolojisinde dnemli bir role Ustlenir [272]. Artan serbest yag asidi miktari
kaspaz 3 aktivasyonuna, DNA fragmantasyonuna ve sitokrom-c salinmasina yol
acarak beta hucre apoptozuna neden olmaktadir [273]. Tip 2 diyabet
gelisiminde beta hicre fonksiyon kaybinin ilk fazinda glikoza olan tolerans
azalmakta, ikinci fazda ise insllin sekresyonu azalmaktadir [274]. Bizim
calismamizda trigliserit oraninin artmasi, literatirde gosterildigi gibi insulin

seviyesinin dusmesinden kaynaklaniyor olabilir.

DEHP’e maruz kalma, insulin sinyal iletimini azaltip, iskelet kasi ve yag
dokusunun plazma membraninda glikoz tasiyici 4 (GLUT4) reseptori sayisini
dusurmektedir [275]. Ayrica, MEHP’in hiicresel lipid metabolizmasi Uzerinde
negatif etki yapmadigi gosterilmistir [276,277]. Total protein, serum proteinleri
Ozellikle karacigerde, plazma hucrelerinde, lenf nodlarinda, dalakta ve kemik
iliginde sentezlenir. Kan kaybinda, nefrotik sendromda ve tuz tutma
sendromunda duguk cikmaktadir. Albumin, insan ve diger memeli hayvanlarin
kan plazmasinda bulunan en yaygin proteindir. Kanda bulunan proteinlerin %
60'in1 olusturur. Ayrica, doku sivilarinda, 6zellikle kas ve deride, az miktarda
gOzyas!, ter, mide sulari ve safrada da bulunur. Yag asitleri ve ¢esitli baska
maddeleri kanda tasimasinin yani sira en onemli islevi, kan ile doku sivilari
arasinda suyun dengelenmesini saglamaktir. Total protein, albumin ile birlikte
tanilarda ve tedavilerde kullaniimaktadir. Bizim g¢alismamizda, total protein ve
albumin, 200 ve 400 mg/kg/guin MEHP doz gruplarinda istatistiksel olarak
azalma gostermistir. Ayni sekilde 200 ve 400 mg/kg/giin MBP doz gruplarinda
da azalmigtir. Total protein miktarinin azalmasi, karacigerdeki hasardan
kaynaklaniyor olabilir. Moore ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismada 500
mg/kg/gun DEHP’in 17 hafta boyunca siganlara uygulanmasi sonucu
hemoglobin miktarinda ve albumin miktarinda azalma gorulmustar [278].
Albumin seviyelerindeki artis veya azalig, vlucuda protein alimi, yeterli veya
yetersiz protein sindirimi veya protein absorbsiyonunda bir bozukluk ya da
hastaligin sonucu olabilmektedir. Serum albumin seviyesindeki degisiklikler

karaciger hastaliklari igin bir belirteg olarak kullaniimaktadir [279]. Bizim
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bulgularimizda da albumin miktarinda azalma gorulmustur. Bu da total protein

miktarindaki azalmayla birlikte karaciger hasarini gosteriyor olabilir.

Kreatin, vdcutta;, bobrekte, karacigerde ve pankreasta sentezlenir.
Biyosentezden sonra iskelet kaslarina, kalbe, beyne ve diger dokulara tasinir.
Kreatin bu dokularda en blyuk enerji depolayici form olan kreatin fosfat halinde
metabolize olur ve bobrekler araciligiyla vucuttan uzaklastinlir [280]. Kan
kreatin duzeyindeki artig, bobrek hasarinin gostergesidir. Calismamizdaki
gruplarda sadece 400 mg/kg/gun MBP fitalat doz grubunda yag kontrol grubuna
goére istatistiksel olarak bir azalma olmustur. Bunun bobrekteki hasardan
kaynaklandigi dusunulmektedir. Diger doz gruplarinda bdyle bir anlaml
azalmanin gorulmemesinin sebebini, ¢codu hayvanda, bobrek fonksiyonunun
%50-75'I kaybolana kadar serum kreatinin seviyelerinin referans araliinda

kalmasindan dolayi olabilecedi dusunulebilir.

Ure, idrardaki azotlu bilesigin cogunlugunu olusturmaktadir ve protein
metabolizmasinin son Urlinidir. Urenin sentezlendigi yer karaciger olsa da
olusan atilk madde bdbrekler tarafindan suzulerek idrarla vacuttan atilir. Eger
ure, bobrekler tarafindan yeterince suzilemez ve atilamazsa kandaki miktari
artar ve vlcut icin toksik etki yapar [280]. Calismamizda, tre miktari 400
mg/kg/gin MEHP ve MBP doz gruplarinda diger gruplara gore istatistiksel
acidan anlamli bir azalma gostermistir. Bobrek dokusunda meydana gelen
hasar sonucu Ure miktarinin yukselmesi beklenirken bizim bulgumuzda
dusmesi, Urenin uretildigi yer olan karacigerdeki hasardan kaynaklaniyor

olabilecegini disundurmektedir.

Histopatolojik incelemelerde, karaciger dokusunda, 100, 200 ve 400 mg/kg/gun
MEHP doz gruplarinda sintuzoidal dejenereasyon ve mononukleer hucre
infiltrasyonu gorulmis ve bu sonuglar yag kontrol grubuna goére anlamli
bulunmustur. Ayrica 100 ve 400 mg/kg/gun MEHP doz gruplarinda konjesyon
goérulmus ve diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamh bulunmustur. 200
mg/kg/gun MEHP doz grubunda gérulen sitoplazmik erime, diger gruplara goére
artmistir. 200 ve 400 mg/kg/gin MBP doz gruplarinda mononukleer hicre
infiltrasyonu goérulmastir. Ayrica 400 mg/kg/gin MBP doz grubunda gorulen

sinlzoidal dejenerasyon ve konjesyon, diger gruplardan farkh olarak artis
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gOstermis ve istatistiksel olarak anlamli c¢ikmigtir. Fitalatlar peroksizom
proliferator aktivasyonuna sebep olarak lizozamal aktiviteyi arttirdigi ve buna
badli olarak serumda ALT ve AST enzimlerinin artti§i bilinmektedir. Karacigerde
gorulen hasar, bu durumdan kaynaklaniyor olabilir. Bobrek dokusunda ise, 400
mg/kg/gun  MEHP grubunda glomerulus dejenerasyonu ve konjesyon
gorulmustar. 100, 200 ve 400 mg/kg/gun MBP doz gruplarinda ise konjesyon
g6rulmus ve diger gruplardan anlamli bulunmustur. 200 ve 400 mg/kg/giin MBP
doz gruplarinda ise glomerulus dejenerasyonu gorulmustur. Pankreas
dokusunda ise 100, 200 ve 400 MBP ile 100, 200 ve 400 MEHP doz
gruplarinda langerhans adaciklarinda dejenerasyon gordlmustar. 200
mg/kg/giin MBP doz grubunda ise konjesyon goériimus ve anlamli bulunmustur.
Bu durum MEHP ve MBP’a maruziyet sonrasi beta hicre kaybini
gostermektedir. Yapilan incelemeler sonucu ortaya ¢ikan bulgular biyokimyasal

bulgularimizla ve insilin hormonu 6lgim sonuglariyla uyumlu bulunmustur.

Calismamizda gunluk hayatta yogun olarak kullanilan ve maruz kalinan fitalatlar
olan DEHP ve DBP’nin metabolitleri olan MEHP ve MBP’nin diyabetik etkileri in
vitro olarak INS-1 pankreatik B hicrelerinde, in vivo olarak siganlarda
incelenmistir. Sonuclara genel olarak bakildiginda in vitro deneylerde hicre
canlihginda azalma, oksidatif streste artig, insulin miktarinda azalma tespit
edilmistir. In vivo deneylerin sonuglarinda ise, bu bulgulara paralel olarak insulin
hormonu miktarinda azalma saptanmistir. Pankreas, karaciger ve bobrek
dokularinda histopatolojik olarak 6nemli bulgular elde edilmistir. Bu fitalat
metabolitleriyle ilgili bu dozda ve sirede in vitro bir calisma daha 6nce
yapillmamistir. Ayrica son zamanlarda yapilan ¢ok sayidaki ¢alismanin iginde,
pubertal donemdeki siganlarda histopatoloji ile birlikte bu kapsamda, hormonal,
biyokimyasal ve hematolojik analizlerin yapiip metabolitlerin etkisinin
arastinldigi bir galisma bulunmamaktadir. Bu anlamda literatire buyuk bir katki
saglanmistir. ilerde baska hiicre tipleriyle ve hayvanlarla yapilacak kronik

calismalarla metabolitlerin farkh etkilerinin olup olmadigi arastirilabilir.
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6. SONUG

1) DEHP ve DBP, gundelik hayatta en ¢ok kullanilan fitalatlarin basinda
gelmektedir. Yapilan c¢alismalarda metabolitteri MEHP ve MBP’in ana
maddeden daha toksik oldugu ileri surtlmustar. Bu tez ¢alismasi, artan fitalat
kullanim miktari ile toplumda diyabet gorilme sikligi arasinda bir iligkinin olup
olmadidini gdéstermek amaciyla planlanmistir. Bu nedenle bu metabolitlerin
pankreatik beta hucreleri (INS-1) Uzerinde in vitro ydntemlerle ve siganlar
Uzerindeki etkisi in vivo yontemlerle arastirlmigtir. In vitro olarak yapilan
deneylerde, hem MEHP, hem de MBP maruziyetin INS-1 hucrelerinin
canhliginda azalma, insllin hormonunda azalma, oksidatif stresin artmasi
sonucu apoptozun gorulmesi sonuglarina ulasiimistir. In vivo olarak yapilan
deneylerde ise in vitro deneylere paralel sekilde insiulin hormonunda azalma,
pankreas, karaciger ve bobrek dokularinda histopatolojik bulgular goéraimustar.
Elde edilen sonuglara gére DEHP metaboliti olan MEHP’in, DBP metaboliti olan

MBP’e gore daha toksik ve diyabetik etkilerinin daha fazla oldugu gérilmustar.

2) Diyabet, pankreasin [ hucrelerinden salgilanan insulin hormonunun
sekresyonundaki yetersizlikten ya da insulinin perifer dokularda etkisinin
azalmasindan ileri gelen, karbonhidrat, protein ve yag metabolizmalarinda
bozukluklara yol agan, hemen hemen tum sistemlerde komplikasyonlara neden
olan ve kronik hiperglisemi ile karakterize metabolik bir hastaliktir. Diyabetin
gorilme sikhg1 yas ilerledikce artmaktadir. GuUnumuzde de o6nemli bir
metabolizma hastaligi ve saglik sorunu olarak birgok Ulkede olumlere neden
olan ilk bes hastalik icerisinde yer almaktadir. Bu durum is gicu ve refah kaybi
ile saglik-sosyal giderlerde artiga neden olarak ekonomik ve sosyolojik yonden
ulkenin gelismesinde Onleyici rol oynamaktadir. Yapiimis olan bu ¢alisma ile
siklikla kullanilan fitalatlarin toksik etkisine neden olan mekanizmalar cesitli
analizler ile gosterilmig, ortaya ¢ikan sonuclar ile literature katki saglanmigtir.
Bu kapsamda, toplumun gunlik hayatinda karsilastigi bu maddelere maruziyeti
azaltmak, calisma sonuglarinin ilgili kurum ve kuruluglara aktarilarak gerekli
Onlemlerin alinmasini saglamak ve ayni zamanda bahse konu kimyasallarin

kullaniminin ilgili otoriteler tarafindan denetim altina alinmasi hedeflenmektedir.
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3) Sonug olarak, diyabetin patogenezinde gorulen beta hiucre kaybindaki artista
oksidatif stresin rolunun acik oldugu gorulmektedir. Bu baglamda fitalat
maruziyetinin beta hicrelerinde apoptozla hicre kaybinda oldukg¢a etkili bir
mekanizmaya sahip oldugu gorulmustur. Devaminda insulin eksikligine bagl
hipergliseminin gelisimine etken olabilir. Ayrica insulin saliveriimesini de
azaltarak hipergliseminin devamliligina katkida bulunabilir. Calismamizin
sonuglarina goére farkh yaklagsimlar géz 6nidne alinarak beta hicre kaybi
engellenip diyabetin seyri olumlu yonde degistirilebilir. Bununla birlikte, test
edilen dozlardaki sonuglara gore maruz kalinan fitalat seviyesinin guvenli bir
aralikta tutulmasi saglanarak, olumsuz sonuglarin 6ntne gegilebilir. Bu sekilde
sikga kullanilan bu plastiklestiricilerin belirli dozlarda gosterdigi etkilerin
belirlenmesiyle, c¢esitli Urinlerdeki miktarlarinin azaltiimasi veya kaldiriimasi, ya
da yerine kullanilabilecek alternatif malzemelerin Uretilmesi igin yol

gOsterecektir.
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