Arastirma

SAGLIK BILIMLERi DERGISI
JOURNAL OF HEALTH SCIENCES
Erciyes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Yayin Orgamidir

DOI: 10.34108/eujhs.902056

2022; 31 (3): 369-377

DIiBUTIL FTALATIN iNSAN AKCiGER HUCRE HATTINA OLASI TOKSIK ETKILERININ DEGERLENDIRILMESI
VE ASKORBIK ASIT VE N-ASETILSISTEININ OLASI KORUYUCU ETKILERIi
ASSESSMENT OF TOXIC EFFECTS OF DIBUTYL PHTHALATE ON HUMAN LUNG CELL LINE AND
POSSIBLE PROTECTIVE EFFECTS OF ASCORBIC ACID AND N-ACETYLCYSTEINE

Gamze KARAMAN?, Aylin BALCI OZYURT?2, Erhan TAN3, Aml YiRUN14, Unzile SUR#,
Belma KOCER GUMUSELS, Pinar ERKEKOGLU!1

1Hacettepe Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasétik Toksikoloji Anabilim Dali, Ankara
2Bahgesehir Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasétik Toksikoloji Anabilim Daly, Istanbul
3Gazi Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi,Klinik Eczacilik Anabilim Dali, Ankara

4Cukurova Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasétik Toksikoloji Anabilim Dali, Ankara
SKatip Celebi Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasétik Toksikoloji Anabilim Dali, Izmir
6Lokman Hekim Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasétik Toksikoloji Anabilim Dali, Ankara

0z

Endokrin bozucu kimyasallar (EBK'ler), hormonlarin iiretimini,
salinimini, biyotransformasyonunu ve/veya atihmini etkileyen
sentetik veya dogal kimyasal maddelerdir. Dibutilftalat (DBP)
endistride birgok alanda yaygin olarak kullanimi olan bir ftalat
tiirevidir. Literatiirde DBP'nin testikiiler ve hepatik toksisitesine
dair veriler olmakla birlikte, akciger toksisitesi iizerinde ¢ok az
saylda ¢alisma bulunmaktadir. Ayrica, DBP’'nin akciger toksisite
mekanizmalar1 bilinmemektedir. Bu ¢alismada, DBP'nin insan
kiigtk hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre kiiltiirti (A549 hiicre-
leri) tizerinde olast sitotoksik ve oksidatif stres olusturucu etkileri-
nin degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu kapsamda, A549 hiicrele-
rinde DBP’nin inhibitér konsantrasyon 30 (IC30) dozu belirlenmis,
IC30 dozunun neden oldugu intraseliiler reaktif oksijen tiirleri
(ROS)'u arttiricr etkisi degerlendirilmistir. Ayrica, DBP’nin yol
actigl olast lipit peroksidasyon ve protein oksidasyonu incelenmis,
glutatyon (GSH) ve total antioksidan kapasitede (TAOC) diizeyle-
rinde yol agabilecegi olas1 degisiklikler belirlenmistir. Calismada
DBP'nin olasi toksik etkilerine karsi askorbik asit (Asc) ve N-asetil
sisteinin (NAC) olasi koruyucu etkileri incelenmistir. Hem NAC,
hem de Asc’nin DBP uygulamasiyla beraber ROS diizeylerini diistir-
dugi, protein oksidasyonunu azalttigl, total GSH diizeylerini ytk-
selttigi ve azalan oksidatif strese bagh olarak her iki antioksidanin
da TAOC diizeylerini disiirdiigii belirlenmistir. Elde edilen bilgiler
dogrultusunda, DBP'nin toksik etki mekanizmasinin altinda yatan
nedenlerden birinin oksidatif stres oldugu anlasilmistir. Ayrica, Asc
ve NAC'!n DBP’nin neden oldugu oksidatif strese karsi koruyucu
olduklar1 saptanmistir.
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ABSTRACT

Endocrine disrupting chemicals (EDCs) arechemicals that affect-
production,release, iotransformation or excretion of hor-
mones.Dibutylphthalate (DBP) is a phthalate derivative, whichis
used inmany fields in industry. Although there is data on testicular
andhepatic toxicity of DBP in the literature, there are few studies
onlung toxicity. In addition, the pulmonary toxicity mechanisms of
DBP is not known. In this study, we aimed to evaluate the possible
cytotoxicand oxidative stress-generating effects of DBP in human
nonsmallcell lung cancer cell line (A549 cells). In addition, the
pulmonary toxicity mechanisms of DBP is not known.In this con-
text, inhibitory concentration30 (IC30) was determined in A549
cells and intracellularreactive oxygen species (ROS) generating
effectwas evaluated.Also,possible lipid peroxidation and protein
oxidation caused by DBPwere investigated, possible alterations in
glutathione (GSH),andtotal antioxidant capacity (TAOC) levels were
identified. In thestudy, the protective effects of ascorbic acid (Asc)
and N-acetylcysteine (NAC) against the possible toxic effects of DBP
were determined.Both NAC and Asc along with DBP application
reduced ROSand TAOC levels, decreased protein oxidation, and
increased totalGSH levels due to decreased oxidative stress. Ac-
cording to our data,one of the underlying toxicity mechanisms of
DBP is oxidativestress. In addition, Asc and NAC were determined
to be protectiveagainst oxidative stress caused by DBP.

Keywords: Ascorbic acid, Dibutylphthalate (DBP), Human lung
cancer cells (A549 cells), N-acetylcysteine, Oxidative stress
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GIRIS

Endokrin bozucu kimyasallar (EBK’ler), hormonlarin
iretimini, salinimini, biyotransformasyonunu veya atili-
mini etkileyen sentetik veya dogal kimyasal maddelerdir
(1). Giinliik hayatta sentetik EBK’lere pek ¢ok kaynaktan
yliksek oranda yasamin farkl dénemlerinde maruziyet
s6z konusudur ve etkileri kalic1 olabilir (2).

Ftalatlar, plastik malzemelerin esneklik ve yumusakligi-
n1 arttirmak icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Plastik
materyalden kolayca uzaklasabildikleri icin bu maddele-
re oral, inhalasyon ve dermal yollar basta olmak tlizere
ciddi diizeyde ve ¢ogu zaman da karisim halinde
maruziyet s6z konusudur (3). Ftalatlarin anti-
androjenik, ostrojenik dongliyii bozucu ve immiinolojik
yanitl tetikleyici etkilerinin oldugu bilinmektedir (4-8).
Dibutil ftalat (DBP) tekstil endiistrisi, farmasoétikler,
mirekkepler, yapistiricilar, aeresoller (siispande edici
ajan, aeresol valflerinde lubrikan), dus perdeleri, oto-
motiv endiistrisi (arabalarin i¢ plastik aksamlari), yiizey
kaplamalar, kablo tiipleri, oyuncaklar, parlaticilar, lak-
lar, kozmetikler ve kisisel bakim iiriinlerinde de yaygin
olarak kullanilmaktadir. Dolayisiyla, DBP iireten isyerle-
rinde ¢alisan is¢ilerin, yiiksek miktarda kozmetik kulla-
nan bireylerin ve manikiirciiler gibi kozmetiklere yogun
maruz kalan meslek gruplarinin bu ftalata basta
inhalasyonla olmak tizere yiiksek miktarlarda maruz
kaldiklar1 bilinmektedir (9,10). Bu ftalat tiirevine oral ve
inhalasyonla kronik maruziyetin olas1 sonuglari {izerin-
de ile ilgili literatiirde ¢ok az bilgi bulunmaktadir.
Inhalasyonla kronik maruziyet ile kemiricilerde viicut
agirhigy, akciger ve beyin agirhginda artislar goriilmiis-
tir. Ayrica, kemiricilerde subkronik maruziyetin (13
hafta, 0,1 mg/kg viicut agirhgi) viicut agirhginda diisiise,
minimal anemiye ve hepatotoksisiteye neden olabilece-
gi belirlenmistir. Siganlarda yapilan c¢alismalarda,
DBP’nin referans dozu (RfD)'nin 0.1 mg/kg viicut agirh-
81 oldugu gorilmiistiir (11). Sicanlarda DBP i¢in anti-
androjenik etki, gamet gelisimi ve meme dokusunun
gelisimi acisindan oral en diisiik ters etki gozlenen dii-
zey (LOAEL) 2 mg/kg/glin olarak belirlenmigtir. Diger
taraftan, Avrupa Birligi'nin DBP risk degerlendirme
raporunda ise sicanlarda embriyotoksisite acisindan
oral LOAEL degeri 52 mg/kg/giin olarak verilmistir
(12).

Isyeri maruziyeti icin DBP esik limit degeri- zaman agir-
likli ortalama (TLV-TWA, giinde 7 saat, haftada 40-45
saat) 5 mg/m3 olarak saptanmistir (13). Avrupa Komis-
yonu Saglik ve Cevre Riskleri Bilimsel Komitesi (SCHER)
DBP’ye toplam maruziyetin disiiriilme zorunlulugunu
ifade etmistir. Avrupa Birligi 2011/65/EU sayih direkti-
finde ve takiben yayinlanan 2015/863 no.lu revizyon
direktifinde DBP’ye maruziyetin isyerinde 1000 ppm’i
gecmemesi gerektigini ifade etmistir (11, 12, 14). Avru-
pa Birligi Direktif, 76/768/EEC ile DBP’nin ojelerde
kullanim1 yasaklanmis olmasina ragmen, maddenin
ucuz kozmetiklerde ve 6zellikle ojelerde hala kullanimi
devam etmektedir. Avrupa Birligi'nde 1999’da DBP’nin
oyuncaklarda kullanimi kisitlanmistir. DBP igeren koz-
metik Griinlerinin Avrupa Birligi'ne girmesi 2004/93/
EC no.lu direktif ile 1 Nisan 2005’de yasaklanmistir (11,
12). Ulkemizde de DBP ile ilgili diizenlemeler yapilmis-
tir. 2 Nisan 2011'de Resmi Gazete 'de Sanayi ve Ticaret
Bakanlhig1 tarafindan yayinlanan “Baz Tiiketici Uriinleri-
nin Tehlikeli Kimyasal Madde Icerigine Yénelik Piyasa

Gozetimi ve Denetimine Iliskin Tebligin”de DBP’nin
bircok iirtinde (giysi, ayakkabi, oyuncak, ¢ocuk bakim
irinleri, kirtasiye vb.) kiitle bazinda %0.1 ile siirlan-
dirilmistir (15).

DBP'nin treme sistemi ve karaciger toksisitesine ait
veriler olmakla birlikte, akciger toksisitesi tzerinde
yapilan ¢ok az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Ayrica
gelisen pulmoner toksisitenin mekanizmalar1 da bilin-
memektedir. Ek olarak, askorbik asit (Asc) ve N-asetil
sistein (NAC) gibi gli¢lii antioksidanlarin DBP’nin olus-
turabilecegi akciger toksisitesi lizerindeki modifiye edi-
ci/koruyucu etkilerine dair literatiirde herhangi bir
calismaya rastlanilmamaktadir. Bu ¢alisma kapsaminda,
DBP'nin sitotoksik ve oksidatif stres olusturucu etkileri-
nin insan kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre-
leri (A549 hiicreleri) kullanilarak degerlendirilmesi
amagclanmistir. Ayrica, DBP'nin toksik etkilerine karsi
Asc ve NAC'1n olasi koruyucu etkilerinin arastirilmasi
planlanmistir.

GEREC VE METOT
Kullanilan Madde ve Kitler
DBP, Asc, NAC,  3-(4.5-dimetiltiyazol-2-il)-2.5-

difeniltetrazolyum bromiir (MTT), dimetil stlfoksit
(DMSO0), reaktif oksijen tiirleri (ROS) Kkiti, proteaz in-
hibitér kokteylive kullanilan tiim diger kimyasallar
Sigma Aldrich (Mannheim, Almanya)’den satin alin-
mistir. Hicre lizis tampon Thermo Fisher (Waltham,
MA)’dan satin alinmistir. A549 hiicreleri American Type
Cell Collection (ATCC)'den (Manassas, VA) satin alin-
mistir. Malondiadehit (MDA), total glutatyon (GSH),
karbonil ve total antioksidan kapasite (TAOC) Kkitleri
Cayman Chemical (Ann Arbor, MI)’dan temin edilmistir.
Hiicre kiltirt i¢in kullanilan tim malzemeler
[Dulbecco'nun Modifiye Eagle medyumu (DMEM), fetal
bovin serumu (FBS), penisilin-streptomisin ve L-
glutamin] Biowest (Riverside, MO)’den alinmistir.

Dibutil ftalat, N-Asetilsistein ve Askorbik Asit Stok
(ozeltilerinin Hazirlanmasi

DBP (99%), %0.1 etanol iceren besiyerinde ¢6ziilmiis ve
ara stok ¢ozeltisi 100 mM konsantrasyonda hazirlan-
mistir. Besiyeri ile ara stok ¢ozeltisi seyreltilerek hiicre-
lere uygulanan DBP (0.25-15 mM) ¢oézeltileri hazirlan-
mistir. NAC %0,1 etanol iceren besi yerinde ¢oziilerek
500 mM konsantrasyonda ara stok ¢ozeltisi hazirlan-
mistir. Ara stoktan 5 mM nihai konsantrasyonda NAC
cozeltisi hazirlanmistir. Asc  %0.1 etanol igeren
besiyerinde ¢6ziilmiis ve 10 mM konsantrasyonda ara
stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Ara stoktan 10 uM nihai
konsantrasyonda Asc ¢ozeltisi hazirlanmigtir.

Hiicre Hatt1 ve Deney Gruplari

Calismada insan kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri
epitel adheren hiicre hatti (A549ATCC® CCL-185™)
kullanilmistir. Bu hiicreler, alveolar tip 2 hiicrelerine
6zgili metabolik ve makromolekiiler siirecler icin uygun
bir model olarak kullanilmaktadir (16). Hiicreler DMEM
besiyeri icerisine %10 fetal sigir serumu (FBS), %1 pe-
nisilin-streptomisin ve %1 L-glutamin eklenerek
flasklarda c¢ogaltilmistir ve 37°C ve %5 CO: igeren
inkiibatorde inkiibe edilmistir. Besiyeri hiicrelerin ¢o-
galmasina bakilarak haftada 2-3 kere degistirilmistir.
Deney gruplari su sekilde dozlanmistir:
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1. Kontrol grubu: Bu gruba sadece deneyler esnasin-
dan ¢o6ziici olarak kullanilan %0.1 etanol iceren
besiyeri uygulanmistir.

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

3. NAC grubu: Koruyucu doz olarak secilen NAC'1n 6n
inkiibasyon i¢in 24 saat, sonrasinda ise 48 saat 5 mM
dozda uygulandig: gruptur.

4. Askorbik asit grubu (Asc): Koruyucu doz olarak
secilen Asc’nin 6n inkiibasyon i¢in 24 saat, sonrasin-
da ise 48 saat 10 uM dozda uygulandig1 gruptur.

5. DBP+NAC grubu: Bu gruptaki hiicrelere 24 saat sii-
reyle on inkiibasyon olarak 5 mM NAC uygulanmistir.
Takiben, hiicrelere 48 saat stireyle sitotoksisite de-
neyleri sonucu elde edilen 1C3p dozunda DBP (1,185
mM) ve NAC (5 mM) uygulanmstir.

6. DBP+Asc grubu: Bu gruptaki hiicrelere 24 saat sii-
reyle 6n inkiibasyon olarak 10 pM Asc uygulanmistir.
Takiben, hiicrelere 48 saat siireyle sitotoksisite de-
neyleri sonucu elde edilen I1C30 dozunda DBP (1,185
mM) ve Asc (10 pM) karisimi uygulanmistir.

Inhibitér konsantrasyon 30 (IC3o) dozlarinin kullanilma-

sinin nedeni bu dozlarin inhibitér konsantrasyon 50

(ICs0) dozuna gore giinliik hayat maruziyetini daha iyi

yansitmasi oldugu sdylenebilir. Asc ve NAC dozlar ise,

diger c¢alismalarimizda da uygulanan ve bu hiicre hat-

tinda da %100 hiicre canlilig1 saglayan, prooksidan ol-

mayan (Asc i¢in) ve sitoksisiteye yol agmayan konsan-

trasyonlar belirlenerek secilmistir (17-19).

MTT Yéntemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi

Deneyin esasi sar1 renkli MTT bilesiginin mitokondriyal
dehidrojenazlarla ¢6ziinmeyen mor renkli formazana
dontstirilmesi, olusan formazan  kristallerinin
DMSO’da ¢oziilmesi ve bu ¢6zeltinin verdigi renk sidde-
tinin 570 nm’de spektrofotometrik olarak Ol¢iilmesi
esasina dayanmaktadir (20). Kontrol grubunda bulunan
hiicrelerin canlilig1 (absorbanslarina gore) %100 olarak
kabul edilmis ve diger gruplardaki hiicrelerin canllig1
kontrole gore % canlilik olarak hesaplanmistir. Takiben
DBP uygulanan hiicrelerin ICso ve 1C30 degerleri hesap-
lanmistir.

Hiicre Ici Reaktif Oksijen Bilesiklerinin Belirlenmesi
Canli hiicreler tarafindan, floresan olmayan prob olan 5-
ve 6-klorometil-2,7 -diklorodihidrofloresein diasetat
(CM-H:DCFDA)'1n yesil renkte floresans olusturan 2',7'-
diklorofloreskein (CM-DCF)'ne déniistiiriilmesi ve olu-
san floresansin Aeksitasyon= 640 nm ve Aemisyon= 675 nm’de
olctilmesi esasina dayanan ticari kit kullanilarak 6lgiim
yapumistir (21). Kontrol hiicreleri tarafindan tretilen
ROS miktar1 %100 kabul edilerek diger hiicrelerin tiret-
tigi ROS miktar1 kontrole gore % olarak hesaplanmistir.

Hiicre Lizis Islemi

Flasktaki hiicreler 4 ml D-PBS ile iki kez yikanmigtir.
Hiicreler tripsin yardimiyla kaldirilmistir. Hiicre sts-
pansiyonu falkon tiibe alinmis ve 1200 rpm’de 5 dk
santrifiij edilmistir. Siipernatan atilmis, hiicre pelletleri
400 pl lizis tamponu (%1 proteaz inhibitér kokteyli
iceren) icerisinde edilmistir. (22).

Lipit Peroksidasyonunun Belirlenmesi

Malondialdehit diizeylerinin kitin esasi, asidik ortamda
MDA’nin tiyobarbitiirik asit ile reaksiyona girmesi ve
olusan pembe bilesigin olusturdugu renk siddetinin
kolorimetrik olarak 530 nm’de 6l¢iilmesine dayanmak-
tadir (23). Sonuglar nmol/mg protein cinsinden veril-
mistir.

Total Glutatyon Diizeylerinin Belirlenmesi

Olciimde kullanilan kitin esas, glutatyon rediiktaz (GR)
enzimi tarafindan okside glutatyon (GSSG)'nin indirgen-
mesi, olusan indirgenmis GSH'in, 5.5'-ditiyiobis (2-
nitrobenzoik asit (DTNB) ile reaksiyona girerek GS-TNB
bilesigi olusturmasi ve GR enzimi etkisiyle GS-TNB’nin
indirgenip GSH'1n tekrar serbest birakilmasi ve TNB
lretilmesine dayanmaktadir. Sonugta meydana gelen
sar1 renkli TNB bilesiginin absorbansinin 412 nm'’de
spektrofotometrik olarak ol¢lilmiistiir (24). Sonuclar
nmol/mg protein cinsinden verilmistir.

Karbonil Grubu Diizeylerinin Belirlenmesi

Ol¢iimde kullanilan Kkitin esasi, karbonil gruplarinin
kantitatif analizi DNPH ile bu gruplar tiirevlendirdikten
sonra stabil hidrazonlarin olusumuna dayanmaktadir.
Takiben olusan stabil hidrazonlarin absorbansin 370
nm’de spektrofotometrik olarak odlglilmiis ve sonuglar
nmol/mg protein olarak verilmistir (25).

Total Antioksidan Kapasitenin Belirlenmesi

Total antioksidan kapasite 6l¢iimii kitinin esas1 drnekte-
ki antioksidanlar tarafindan, maksimum 734 nm'’de
absorbans veren mavi-yesil renkli ABTS katyonunun
absorbans siddetinin azaltilmasi esasina dayanmakta-
dir.  Ornekteki antioksidanlarin kapasitesi ABTS
oksidasyonunu o6nlemektedir. Sonucta oOrneklerdeki
TAOC diizeyleri suda ¢dziiniir bir tokoferol analogu olan
Trolox ile karsilastirilmakta ve milimolar Trolox esdege-
ri olarak odl¢lilmektedir (26). Standartlarin Trolox kon-
santrasyonuna karsi 750 nm’de okunan absorbans de-
gerleri kullanilarak konsantrasyon-absorbans grafigi
¢izilmistir. Sonuglar Trolox esdegeri olarak nmol/mg
protein olarak verilmistir.

Protein Miktarinin Belirlenmesi

Protein miktar tayini deneyi BCA yontemi ile gercekles-
tirilmistir (27). Sonuglar mg protein olarak elde edilmis-
tir.

Istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde SPSS
17.0 (Chicago, IL) programi kullanilmistir. Tiim gruplar-
dan elde edilen sonuglarin karsilastirilmas1 Kruskal-
Wallis varyans analizi ile yapilmistir. Kruskal-Wallis
analizinde gruplar arasi1 farklarin anlamli bulundugu
durumlarda Dunn's post hoc ¢oklu karsilastirma testi
uygulanmistir. Sonuglar ortalama * standart sapma
olarak verilmis, p<0.05 istatistiksel olarak anlaml kabul
edilmistir.

BULGULAR
Sitotoksisite
A549 hiicrelerine DBP (0.25-15 mM) konsantrasyon
araliginda uygulanmis ve hiicreler 48 saat slireyle
inkiibe edilmistir. Hiicre canlilig1 test maddesi kontrol
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hiicrelerine gore % canlilik olarak belirlenmistir (Tablo
[). Calisma sonucunda ICso ve IC3o degerleri hesaplan-
mistir (Tablo II).

Tablo I. DBP uygulanan A549 hiicrelerinde hiicre canlilig1

Uygulanan DBP Dozu (mM) Hiicre Canlihig: (%)

0 100

0.25 87.80

0.5 84.13

1.25 62.50

2.5 45.76

10 44.76

15 38.80

Hiicre canliiginin belirlenmesinde kontrol hiicrelerinin canlili-
81 %100 kabul edilerek, diger gruplardaki hiicrelerin canhlikla-
1 kontrole gore % olarak hesaplanmistir. Sonuglar ii¢ farkh
zamanda ve giin ici iki tekrarla yapilan ¢alismalarin ortalama
degeri olup; ti¢ farkh giinde yapilan degerlerden elde edilen
ortalama hiicre canlilig1 verilmistir.

Asc: Askorbik asit; DBP: dibutil ftalat; NAC: N-asetil sistein

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

DBP’nin IC degerleri (mM)

IC30 1.186

ICso0 2.139

Asc: Askorbik asit; DBP: dibutil ftalat; NAC: N-asetil sistein;
IC30: hiicrelerin %30’sini 6ldiiren inhibitdr kosantrasyon;
IC50: hiicrelerin %50’sini 6ldiiren inhibitér kosantrasyon

Hiicre ici Reaktif Oksijen Tiirleri

Calisma gruplarinda belirlenen hiicre i¢i ROS diizeyleri
kontrole kiyasla %ROS olarak hesaplanmistir. Hiicre i¢i
ROS diizeyleri Sekil 1A’da verilmistir. Biitiin gruplar
kendi aralarinda kiyaslandiginda istatistiksel olarak
anlamh fark bulunamamistir (p>0.05). Ancak, DBP uy-
gulanan grupta kontrole kiyasla az da olsa (%4.5) bir
artis oldugu gorilmistir. Bu artis koruyucu madde
uygulamasi ile engellenmistir (Tablo III).

Lipit Peroksidasyonu Diizeyleri

Calisma gruplarinda bulunan MDA diizeyleri Sekil IB ve
Tablo I1I'de verilmistir. Kontrol grubuna gére DBP gru-
bunda yaklasik 10.4 kat artis gozlenmistir (p=0.006).
DBP grubu ile diger gruplar kiyaslandiginda aralarinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (DBP-
Asc=0.007; DBP-NAC=0.008; DBP-DBP+Asc=0.032; DBP
-DBP+NAC=0.012). Asc, NAC, DBP+Asc, DBP+NAC uygu-
lanan gruplar kendi aralarinda degerlendirildiginde ise
istatistiksel olarak anlamli fark olmadigi saptanmistir
(p>0.05). Hiicre hatlarina koruyucu madde uygulamasi-
nin DBP’nin lipit peroksidasyon iizerine etkisini azalttig1
gbzlenmistir.

Glutatyon Diizeyleri

Calisma gruplarinda total GSH diizeyleri Sekil IC ve Tab-
lo III'de verilmistir. DBP grubuna ait total GSH diizeyle-
rinin kontrol grubuna oranla %88 oraninda ve anlaml
diizeyde azaldig1 saptanmistir (p=0005).DBP grubu ile
diger gruplar kiyaslandiginda GSH diizeylerinde istatis-
tiksel olarak anlamlhi fark bulunmustur (DBP-
Asc=0.00002; DBP-NAC=0.002; DBP-DBP+Asc=0.020;
DBP-DBP+NAC=0.022). Koruyucu madde uygulamasinin
DBP’nin GSH diizeylerinde neden oldugu azalmayi en-
gelledigi gorilmistir.

Protein Oksidasyonu Diizeyleri

Calisma gruplarinda belirlenen karbonil diizeyleri Sekil
ID ve Tablo IlI'de verilmistir. DBP grubunda kontrol
grubuna kiyasla 12,5 kat artis saptanmistir (p=0.0001).
DBP+NAC (p=0.003) ve DBP+Asc (p=0.004)gruplarinin
protein karbonil diizeylerinin DBP grubundan istatistik-
sel olarak anlaml diizeyde diisiik oldugu saptanmistir.
Bu da NAC ve Asc uygulamasinin DBP’nin neden oldugu
protein oksidasyonuna karsi koruyucu etkileri oldugunu
goOstermistir.

Total Antioksidan Kapasitenin Belirlenmesi

Calisma gruplarina ait total antioksidan kapasite diizey-
leri Sekil IE’ ve Tablo III'de verilmistir. DBP grubuna ait
total antioksidan kapasite diizeyinde kontrol grubuna
oranla yaklasik 10.5 kat artisin istatistiksel olarak an-
lamli oldugu belirlenmistir (p=0.00002). DBP+NAC
(p=0.0004) ve DBP+Asc (p=0.0004) gruplarinin TAOC
diizeylerinin DBP grubundan istatistiksel olarak anlaml
diizeyde diisiik oldugu saptanmustir.

TARTISMA ve SONUC

Literatiirde ftalatlarin ve DBP'nin erkek {lireme sistemi
lizerine istenmeyen etkilerinin incelendigi bir¢ok ¢alis-
ma bulunmakla birlikte (4), akciger lizerine toksik etki-
lerinin incelendigi olduk¢a sinirh sayida ¢alisma bulun-
maktadir (28, 29). Ftalatlarin ev tozlar1 ve is yeri orta-
minin havasinda da var olmalar1 nedeniyle pulmoner
sistemde neden olduklar1 immiinojenisite, astim ve
ftalat maruziyeti arasindaki iliskiyi inceleyenin vitro ve
in vivo ¢alismalar da bulunmaktadir (6, 7). Ancak,
ftalatlara solunum yoluyla maruziyet sonrasi gelisebile-
cek toksisite hakkinda yeterli mekanistik bir veri yoktur
(30).

Yaygin olarak kullanilan ftalatlarin ¢ogunun alveolar
makrofajlarin bakterileri yok etmesine engel olarak
veya akcigerlerde mikroorganizmalarin neden oldugu
proenflamatuvar mediyatorlerin ekspresyonunu diigi-
rerek akcigerlerdeki savunma sistemini baskilayabilece-
gini ve enflamatuvar hiicreler lizerinde adjuvan etkileri
olabilecegini gosterilmistir (31-34). Bilindigi iizere as-
tim, hava yolunun asir1 duyarhligi ile gelisen kronik
enflamatuvar bir hastaliktir ve son yillarda prevalansi
diinya genelinde artis géstermektedir. Yapilan epidemi-
yolojik ¢alismalar, ftalat temasi ile astim arasinda olasi
bir iliskiyi isaret etmektedir. Ftalat maruziyetinin hava
yolu epitel hiicrelerini dogrudan etkileyebildigi, 6zellik-
le kronik astimda hava yolunun yeniden sekillenmesine
yol acarak hastaligin siddetini arttirabildigi de belirtil-
mistir (7, 33, 34).

Hava yolunun tonusunun modiilasyonunda insan
bronsiyal diiz kas hiicreleri (BSMC)’'nin 6nemli rolleri
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Sekil I. Calisma gruplarinda oksidatif stres parametreleri.
abeAyni lissel harfleri tasimayan gruplar birbirinden anlamh dlgiide farklidir (p<0.05).
A.Calisma gruplarinda hticre i¢i ROS olusumu; B.Calisma gruplarinda MDA diizeyleri; C. Calisma gruplarinda total GSH diizeyleri;
D. Calisma gruplarinda karbonil gruplarinin diizeyleri; E. Calisma gruplarinda total antioksidan kapasite diizeyleri;
Asc: Askorbik asit; DBP: dibutil ftalat; NAC: N-asetil sistein

Tablo III. Calisma gruplarinda oksidatif stres parametreleri.

Hiicre i¢ ROS MDA diizeyleri Total GSH diizeyleri Karbonil grubu TAOC diizeyleri
iiretimi . (ng/mg protein) diizeyleri
(nmol/mg protein) (nmol/mg pro-
(% kontrole (nmol/mg pro- tein)
gore) tein)
Kontrol 100+5.452 1.62+0.340 5.96£0.99 0.9240.112 39.25+9.89°
b
DBP 104.53+13.07= 16.81£5.033b 0.71+0.16b 11.50+0.71b 413.95+6.54
Asc 88.76135.98: 2.09+0.172 6.840.142 1.040.350 47.28+1.75x
Nac 93.06+7.482 2.33+0.58 6.58+0.374 0.70£0.250 S5 71+15.75%
DBP+Asc 94.21x8.182 2.78+0.474 8.29+1.542 2.190.75¢ 61.28+6.442
DBP+NAC 102.53+15.04- 3.70+1.46 758+2.11a 1.45+0.377ac 84.14+24.31¢

Asc: Askorbik asit; DBP: dibutil ftalat; MDA: malondialdehit; GSH: glutatyon; NAC: N-asetil sistein; ROS: reaktif oksijen tiirleri;

TAOC: total antioksidan kapasite

abcAyni lissel harfleri tasimayan gruplar birbirinden anlamh dlgtide farklidir (p<0.05).

MDA diizeyleri K-DBP p=0.006; DBP- Asc=0.007; DBP-NAC=0.008; DBP-DBP+Asc=0.032; DBP-DBP+NAC=0.012
Total GSH K-DBP p=0.005; DBP-Asc=0.00002; DBP-NAC=0.002; DBP-DBP+Asc=0.020; DBP-DBP+NAC=0.022
Karbonil diizeyleri K-DBPp=0.0001; DBP+NAC p=0.003; DBP+Asc p=0.004

TAOC diizeyleri K-DBPp=0.00002; DBP+NAC p=0.0004; DBP+Asc p=0.0004

oldugu bilinmektedir. Astim hastalarinda BSMC’lerin
sekresyonlar1 ve proliferasyonu artis gostermektedir.
Bu artis ile BSMC’lerin subepitelyal bolgeye goc ettikleri
bilinmektedir. Bu olay astimin siddetinin artmasina yol
acmaktadir. Bronsiyal epitel hiicrelerin islevlerinin ve
biitiinligiiniin korunmasi1 solunum islevlerinin dogru
gerceklesmesi icin olduk¢a 6nemlidir ve bu hiicrelerin
yap1 ve islevlerinde goriilen degisiklikler ve takiben
enflamasyon gelisimi astima yol agabilmektedir. Hava
yollarinda bulunan BMSC’ler dahil tiim epitel kokenli
hiicreler, ¢esitli immiinolojik mediyatorleri, sitokinleri
ve kemokinleri salgilayabilmektedir. Ftalat
maruziyetinin bu hiicrelerin interlokin 8 (IL-8) iireti-
minde artisa, takiben proliferasyonlarina ve migrasyona
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yol acabilecegi ifade edilmistir. Kuo ve ark. (2011) insan
bronsiyal epitel hiicre hatlar1 (BEAS-2B ve HBE135-
E6E7) kullanilarak gerceklestirdikleri ¢alismalarinda,
hiicrelere 5 pM DBP uygulanmis ve 6 saatlik sonunda
hiicrelerde IL-8 iiretiminde artis ve hiperplazi gelistigini
gozlemlemistir. Arastiricilar ftalarin bu istenmeyen
etkileri énlemek i¢in maruziyetten sonra 6-shogaol, 6-
gingerol, 8-gingerol ve 10-gingerol gibi zencefilin aktif
bilesiklerini 5 uM dozda kiiltiir ortamina eklemistir. Bu
bilesiklerden  6-shogaolin  DBP’nin  yol actig1
proliferasyon ve migrasyonu en gii¢lii sekilde inhibe
eden bilesik oldugu saptanmistir (35).

Sicanlara DBP’nin inhalasyon ve oral alimla uygulanma-
sinda oral toksisitenin daha ytliksek olabilecegi ifade
edilmistir (36). Diger taraftan, si¢canlara oral DBP uygu-
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lamasinin akcigerlerde displazisi ve yapisal bozukluklar
olusturabilecegi de gosterilmistir (37, 38). Ayrica DBP
maruziyetinin akcigerlerde CYP450 ekspresyonlarini
degistirebildigine dair de veriler elde edilmistir (39, 40).
Elde ettigimiz bulgular dogrultusunda, ¢alismamizin
verileri li¢c kisimda tartisilacaktir:

Sitotoksisite Bulgular1

Farkl hiicre dizilerinde yapilan calismalarda ftalatlarin
apoptoza yol acgabildikleri bilinmektedir. Ftalat uygula-
masinin ozellikle ekstrinsik kaspaz yolagini tetikledigi
ve hiicre siklusunu belirli asamalarda durdurarak
apoptotik hiicre o6liimiine yol agtiklar1 belirtilmistir.
Ancak, otofajik mekanizmalar1 da tetikleyebilecekleri
ifade edilmektedir (41, 42). Bu ¢alismada, A549 hiicrele-
rine 48 saat DBP uygulanmasi sonrasinda, IC50 ve ve
IC30 degerleri mM diizeylerde belirlenmistir. Diger
ftalat tiirevleriyle ve 6zellikle de ftalat metabolitleriyle
karsilastirlldiginda mM diizeyler olduke¢a yiiksek kal-
maktadir. Daha Once in vitro c¢alismalarda, di(2-
etilhekzil) ftalat (DEHP)’'in Leydig ve LNCaP hiicrelerin-
de mM konsantrasyonlarda sitotoksik oldugu belirlen-
mistir. Ancak, DEHP’in ana metaboliti MEHP’inuM kon-
santrasyonlarda sitotoksik oldugu belirlenmistir (41-
44).DU145 (HTB-81) insan prostat karsinoma hiicreleri
ve PC3 (CRL-1435) insan prostat adenokarsinoma hiic-
releriyle yapilan bir diger in vitro ¢alismada ise, DBP’nin
IC50 degerleri sirasiyla 27.32 ppb ve 77.21 ppb bulun-
mustur. DMPicin ICso degerleri iki hiicre hatt1 i¢in sira-
siyla 2390.48 ppb ve 1301.78 ppb; dietil ftalat (DEP)
icin 1905.53ppb ve 477.13 ppb; diizobiitil ftalat (DIBP)
icin 449.74 ppb ve 785.80 ppb; benzilbiitil ftalat (BBP)
icin 93.15 ve 44.25 ppb ve DEHP i¢in 22.82 ppb ve 78.69
ppb olarak belirlenmistir. DU145 hiicrelerinde DBP’nin
DEHP’den daha az sitotoksik oldugu, ancak tiim diger
ftalatlardan daha fazla hiicre 6limiine yol acgabilecegi
ifade edilmistir. PC3 hiicrelerinde ise, en diisiik dozda
en yliksek sitotoksisiteye yol acan ftalat DBP olarak
belirlenmistir (45). Diger taraftan DEHP ile A549 hiicre-
lerinde yapilan yakin zamandaki bir ¢alismada, DEHP’in
5,10, 50 ve 100 pM dozlarda 24, 48 ve 72 saat uygulan-
masindan sonra hiicre canliligl tiim konsantrasyon ve
slirelerde artarken, en az artisin 100 pM ve 72 saat uy-
gulamada oldugu belirlenmistir. Bu da DEHP’in A549
hiicre proliferasyonunu belirli bir konsantrasyon ve
uygulama siiresine de arttirabildigini gdstermektedir
(46). DEHP (1-100 uM) ve metaboliti MEHP (1-50 uM)
ile alveolar epitel fenotip A549 hiicrelerinde yapilan
baska bir ¢alismada da benzer sonuclar elde edilmis ve
24-72 saat arasindaki uygulamalarda, her iki ftalat tiire-
vinin de hiicre proliferasyonunu arttirdigi belirlenmistir
(29). A549 hiicrelerinde yapilan bir diger ¢alismada ise,
DBP (5 ug/L) ve DEHP (5 pg/L)in tek baslarina
sitotoksiste olusturuken, nanoplastiklerle birlikte uygu-
lanmalarinin hiicre canlihgim arttirdigr bildirilmistir
47).

Baska bir calismada, DBP fare peritoneal makrofajlari
kiltiirlerine artan dozlarda (0, 1, 5, 10, 50 ve 100 uM)
24 saat siiresinde uygulanmis ve 50 ve 100 uM dozlarda
sitotoksik oldugu belirlenmistir. Ayrica, DBP uygulama-
sinin fare makrofajlarinin antijen sunma kapasitelerini
ve sitokin tretimlerini azalttigt ve genel olarak,
immiinojenisitelerini diistirdigii gérilmiistiir (48).
insan embriyo akciger (L-132) epitel benzeri hiicrele-
rinde DBP’nin hiicre morfolojisi ve yapisi lizerine etkisi-

nin arastirildig1 ¢alismada, DBP uygulamasi (40 pg/ml)
hiicre bliytimesinin suprese oldugu goriilmiistiir. Ayrica,
hiicre c¢eperlerinde morfolojik degisimler izlenmis, si-
toplazmada bir¢ok lipit damlaciginin olustugu ve
trigliseritin ytiksek oranda biriktigi belirlenmistir. An-
cak, sitoplazmadaki kolesterol ve protein diizeyleri de-
gismemistir (49). DBP’nin sitotoksik etkilerinin sigan
embriyonik eklem tomurcuk hiicrelerinde degerlendiril-
digi bir ¢calismada, nétral kirmizi alimi (NRU) ydntemin-
de DBP’'nin IC50 degeri 25,54 pg/ml (91,75 uM) olarak
belirlenirken, alsiyan mavi boyamasi ile ICso degeri
21,21 pg/ml (76,20 pM) bulunmustur. Arastiricilar,
DBP’nin sican embriyonik hiicrelerinin béliinmesini
engelleyerek gelisimsel toksisiteye yol acabilecegini
ifade etmisler ve bu ftalat tiirevinin olusturdugu
sitotoksisitenin temelinde oksidatif stresin yatabilecegi-
ni belirtmislerdir (50). A549 hiicrelerinin metabolik
kapasiteleri karaciger hiicreleri kadar yiiksek degildir
ve DBP’'nin MBP’ye doniisiimiinii ¢ok etkin saglayama-
yacaklar1 dislinilmektedir. Bu nedenle, MBP’nin
sitotoksisite arastirilmasi yapilmamigtir.

Hiicre ici ROS diizeyleri

Calisma gruplarinda hiicre i¢i ROS diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlaml bir fark belirlenememistir.
Sadece DBP uygulanan grupta kontrole kiyasla anlamh
olmayan bir yiikselis goriilmiistiir. Hem Asc, hem de
NAC bu artis1 6nlemistir. Zhang ve ark. (2019)’'nin yap-
t1g1 bir calismada, fare spermatositlerinden elde edilen
GC-2 hiicre Kkiiltlirlerinde, DBP’nin hiicre i¢i ve
mitokondriyel ROS diizeylerini yiikseltebildigi belirlen-
mistir. Ancak, DBP’nin yol actig1 6zellikle mitokondriyel
ROS artisini protein Kkinaz benzeri endoplazmik
retikulum (ER) kinaz (PERK) proteinin antioksidan bir
yolak olan niikleer faktor eritrosit iligkili faktor 2/
antioksidan duyarl eleman (Nrf2/ARE) yolagini1 aktive
ederek azaltabildigi gosterilmistir (51). Ayni yolagin
A549 hiicreleri icin de gecerli olabilecegi diisiiniilebilir.
Zhang ve ark. (2016) tarafindan yapilan bir bagka calis-
mada ise, DBP’nin GC-2 hiicrelerinde neden oldugu hiic-
re i¢i ROS artisi, ER stresive otofajinin melatonin uygu-
lamasi ile 6nlenebilecegi belirlenmistir (42).Bu ¢alisma-
dan elde edilen veriler ile Zhang ve ark. (2016)'nin yap-
tiklar1 ¢alismadan elde edilen sonuglar paralel bulun-
mustur. DBP maruziyeti ile A549 hiicrelerinde goriilen
ROS artisinin NAC ve Asc gibi antioksidanlar tarafindan
onlenebildigi saptanmistir.

Endokrin bozucu ajanlarinin (BPA, BBP, DEHP,
nonifenoller) ve DBP’nin insan plasental karsinom (JEG-
3) hiicre hattinda sitotoksisite ve ROS iiretimi iizerine
etkilerinin arastirildig1 ¢calismada, DBP uygulanmasinin
diger endokrin bozuculara gore daha az sitotoksik oldu-
gu (IC50=466+63 uM) gorilmistir. Ayrica, diger
ftalatlarin ve DBP’nin hiicre i¢i ROS artisina yol agmadi-
g1 belirlenmistir. Ancak, DBP’nin P450 aromataz enzi-
min aktivitesini azalttigl gorilmustir. Bu
enziminodstrojen biyosentezinde ve fetal androjenlerin
Ostrojenlere aromatizasyonunda anahtar enzim oldugu
bilinmektedir (52). DBP’'nin farkli siire (3-48 saat) ve
dozlarda (10-100 nM) fare noérokortikal néronlarinda
uygulanmasiyla, bu ftalatin hiicre i¢i ROS diizeylerini
doz ve silire bagimh olarak indiikledigi gorilmiistiir.
Ayrica, DBP uygulamasinin yine doz ve siire bagiml
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olarak laktat dehidrogenaz (LDH) ve kaspaz 3’ii aktive
ettigi belirlenmistir (53). Yapilan az sayida in vivo aras-
tirmada ise, DBP'nin oksidatif stresi indiikledigi belir-
lenmistir. Kunming (KM) farelere 28 giin boyunca oral
DBP (50 mg/kg) uygulamasinin bobrek ve karacigerde
ROS ve MDA diizeylerini anlamh bir sekilde attirdigi
gorilmiistiir (54).

Oksidatif Stres Parametreleri

Literatiirde DBP’nin yol actig1 olas1 oksidatif stres lize-
rinde az sayida in vivo ve in vitro ¢alisma vardir.
DBP’nin oksidatif strese yol acabilecegi; ancak bunun
doz ve silire bagimh oldugu belirtilmektedir. DBP ile
birlikte farkli antioksidanlarin uygulamasinin DBP’nin
yol actig1 oksidatif stresi azaltip azaltmadigina dair ki-
sith sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu antioksidanlarin
hangi yolaklar kullanarak azaltti1 detayl olarak ince-
lenmemistir (42, 52).

A549 hiicrelerinde kontrol grubuna gére DBP grubunda
MDA diizeylerinde 6nemli bir artis belirlenmistir. Asc
veya NAC uygulama ile DBP'nin yol actig1 lipit
peroksidasyonun DBP grubuna goére azalttig1 belirlen-
mistir. Diger taraftan, total GSH diizeylerinin DBP gru-
bunda azaldig1 saptanmistir. Asc veya NAC uygulamasi
ile DBP neden oldugu total GSH diizeylerindeki baskila-
manin kontrol diizeyine yiikseldigi belirlenmistir. A549
hiicrelerinde DBP grubunda kontrol grubuna goére pro-
tein oksidasyonu 6nemli 6l¢iide artmistir. DBP ile birlik-
te hem Asc, hem de NAC uygulamalar ile protein
oksidasyonu DBP grubuna gore anlamh diizeyde azal-
mistir. Dolayisiyla, Asc ve NAC gibi antioksidanlarin
DBP'nin yol acabilecegi protein uygulamasinin
oksidasyonuna karsi koruyucu etkileri oldugunu séyle-
nebilir. DBP grubuna ait TAOC diizeyleri kontrole gore
istatiksel anlamli artis gostermistir. DBP ile olusan
oksidatif stresin hiicre i¢i farkli yolaklar1 [NF-E2-iliskili
faktor 2/antioksidan cevap elemani Nrf/ARE yolagl
gibi] etkileyerek TAOC diizeylerini arttirmis olabilecegi
soylenebilir. Ancak, bu konuda daha fazla sayida calis-
maya ihtiya¢ vardir. Diger ¢alisma gruplar1 kontrol ile
ve kendi aralarinda kiyaslandiginda ise aralarinda an-
laml bir fark belirlenmemistir.

KM fareler kullanilarak Yan ve ark. (2016) tarafindan
yapilan bir ¢alismada DBP (oral, 5, 50 ve 125 mg/kg/
gilin) uygulamasinin nérotoksisite ve anksiyeteye yol
actigl belirlenmistir. DBP’'nin beyinde oksidatif stresi
tetikleyebildigi ve buna bagh nérotoksisite yaratabilece-
gi ifade edilmistir. Bir antioksidan olan mangiferin
(MAG, 50 mg/kg/giin)'nin DBP ile birlikte uygulandig
grupta, DBP grubuna goére anksiyete benzeri davranis-
larda azalma sagladigi gézlenmistir (55). Wang ve ark.
(2019) tarafindan bir ¢alismada DBP (21 giin, oral, 50
g/kg) ve dalak hasar1 olusumu arasindaki iligki deger-
lendirilmistir. Ayrica, diger calisma gruplarina DBP’nin
yani sira, E vitamini (21 giin, oral, 50 mg/kg/giin) ve
kurkumin (21 giin, oral, 2,5 mg/kg/giin) de koruyucu
olarak verilmistir. Takiben, dalak homojenatinda ROS,
GSH, TAOC, interlokin 1 beta (IL-1p), tlimor nekroz fak-
tor alfa (TNF-a), kaspaz 8 ve kaspaz 9 diizeyleri ol¢il-
mistiir. DBP’'nin dalakta histopatolojik degisiklikler
olusturdugu gorilmistiir. Ayrica, DBP uygulamasinin
oksidatif stresle iliskili apoptoz ve enflamasyona yol
actigl belirlenmistir. DBP ile birlikte E vitamini veya

kurkumin uygulamasinin DBP kaynakli oksidatif stresi
ve dolayisiyla dalak hasarini azaltabilecegi ifade edil-
mistir (56).

Sonug olarak elde edilen veriler 1s181nda, DBP’'nin A549
hiicrelerinde oksidatif strese yol acabildigi belirlenmis-
tir. Ancak, ICso ve IC3o dozlar1 dikkate alindiginda
DBP’nin mM dozlarda bu etkilerinin olusabildigi ve bu
nedenle A549 hiicrelerindeki toksik etkilerinin ancak
cok yiiksek konsantrasyonlarda goriilebilecegi séylene-
bilir. IC30 dozunda oksidatif stresin biyo gostergelerinde
yaptig1 degisiklikler de dikkate alindiginda, Nrf/ARE
yolaginda yer alan proteinlerin diizeylerinin incelenme-
si gerekli olabilir. DBP’nin primer toksisite mekanizma-
sinin oksidatif stres olup olmadiginin belirlenmesi i¢gin
daha ¢ok sayida calisma gerekmektedir. ilerideki calis-
malarimizda DBP ve monester metabolitinin de
oksidatif stresle iligkili enzimlerin 6zellikle de glutatyon
peroksidaz, siiperoksit dismutaz ve katalazin da aktivite
ve/veya diizeylerinin 6l¢iilmesi planlanmaktadir. Ayrica
farkl lipit peroksidasyon biyo gostergelerinin de deger-
lendirilmesi ile gelecek planlarimiz arasinda yer
alamaktadir. Asc ve NACm DBPnin olusturdugu
oksidatif strese karsiye kismi koruyucu etkileri belirlen-
mistir. Bu nedenle, farkli koruyucularin farkh doz ara-
liklar1 ve stirelerde kullanildigr daha kapsaml ¢calisma-
lar yapilmasi gerekmektedir. /n vitro ¢alismalarin so-
nuglar1 degerlendirildikten sonra, in vivo ¢aligmalarin
da gergeklestirilmesi DBP’'nin toksik etkilerine daha
genis bir yelpazede bakilmasini saglayacaktir. Diger
taraftan, DBP'nin toksisitesi altinda yatan molekiler
yolaklarin degerlendirilebilmesi mekanistik verilere
ihtiya¢ duyulmaktadir. DBP’nin kullaniminin sinirlandi-
rilmasi ve 6zellikle isyeri maruziyetinin azaltilmasi igin
diizenleyici kuruluslarin yapilan tiim in vivo ve in vitro
calismalari izlemesi ve buna gore tedbirleri almas1 ge-
rekmektedir.

Cikar Catismasi
Calismamizin herhangi bir kurum, kurulus, kisi ile mali
cikar catismasi yoktur.
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