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OZET

Ftalatlarin Beslenme Davramsi ve Obezite Uzerine Etkilerinin Arastiriimasi

Amac: Obezojenler, giiniimiizde diinyada yaygin olarak kullanilan ve obeziteye
neden olan endokrin bozucu kimyasallarin bir alt grubu olarak bilinmektedir.
Plastiklestici olarak bilinen ftalatlar en yaygin kullanilan obezojenlerdendir. Bu ¢alisma
ftalatlar grubunda yer alan DINP ve DIBP kimyasallarinin obezite ve istah metabolizmasi
tizerine etkilerini aragtirmak amaciyla planlandi.

Materyal ve Metot: Caligmada 56 adet erkek Spraque Dawley irki sigan
kullanildi. Si¢anlar kontrol ve ii¢ farkli DINP ve DIBP doz grubunu (sirastyla 0,1, 0,5 ve
1 g/kg/giin) igeren yedi gruba (n=8) ayrildi. Her iki kimyasal da misir yaginda ¢ozdiiriildii
ve deney gruplarindaki sicanlara sekiz hafta boyunca oral gavaj yoluyla verildi (kontrol
grubu sicanlarina sadece misir yag verildi). Deney sonunda hayvanlar dekapite edilerek
beyin ve kan Ornekleri toplandi. Serum leptin, ghrelin ve irisin diizeyleri ELISA ile
belirlendi. AgRP ve POMC protein seviyeleri Western-blot ve immunofloresn analizleri
ile incelendi.

Bulgular: DINP ve DIBP uygulamasi deney gruplarinda kontrol grubuna kiyasla
besin alimi, serum ghrelin ve irisin ve AgRP protein ekspresyonlarinda istatistiksel olarak
anlamli artislara neden oldu (p<0.05). Aksine her iki kimyasal da kontrole kiyasla serum
leptin ve POMC protein diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli diisiislere neden oldu
(p<0.05).

Sonu¢: Calisma sonuglarimiz, her ikisi de c¢evresel kirletici olan DINP ve
DIBP'nin gida alimim etkiledigini ve bu etkileri endokrin sistemi degistirerek ve merkezi
gida alim yollarimi etkileyerek yaptigini gdsterdi.

Anahtar Kelimeler: AgRP, DIBP, DINP, Irisin, Ghrelin, Leptin, Obezite, POMC
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ABSTRACT

Investigation of the Effects of Phthalates on Feeding Behavior and Obesity

Aim: Obesogens are known as a subgroup of endocrine disrupting chemicals that
are widely used in the world today and cause obesity. Phthalates, known as plasticizers,
are among the most commonly used obesogens. This study was planned to investigate the
effects of DINP and DIBP chemicals in the phthalates group on obesity and appetite
metabolism.

Materials and Methods: Fifty-six male Sprague Dawley rats were used in the
study. Rats were divided into seven groups (n=8) including control and three different
dose groups of DINP and DIBP (0,1, 0,5 and 1 g/kg/day, respectively). Both agents were
dissolved in corn oil and rats in the experimental groups were given for eight weeks via
oral gavage (control group rats were only taken vehicle). At the end of the experiment,
rats were decapitated and brain and blood samples were collected. Serum leptin, ghrelin
and irisin levels were determined using by the ELISA. AgRP and POMC protein levels
were examined by Western-blot and immunofluorescence analyses.

Results: DINP and DIBP application caused to statistically significant increases
food intake, serum ghrelin and irisin, and AgRP protein expressions in the experimental
groups compared to the control group (p<0.05). On the contrary, both chemicals caused
statistically significant decreases in serum leptin and POMC protein levels compared to
the control.

Conclusion: Our study results showed that DINP and DIBP, both are
environmental pollutants, affect food intake and exert these effects by affecting the central
food intake pathways and altering endocrine system.

Keywords: AgRP, DIBP, DINP, Irisin, Ghrelin, Leptin, Obesity, POMC
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1. GIRIS

Endokrin bozucu kimyasallar, hormon etkisinin herhangi bir yoniine etki edebilen
kimyasal veya kimyasal karigimlar1 olarak tanimlanmaktadir. Bu kimyasallarin yasamin
birgok alaninda faydasi kanitlanmis olmasina ragmen cevreyi kirletebilecekleri ve insan
saglhigina zarar verebilecekleri her gegen giin daha da kabul edilmektedir (1). Endokrin
bozucu kimyasallar (EBK’lar) pestisitler, fungusitler, metaller, farmasotik ajanlar,
endiistriyel kimyasallar, plastiklestiriciler, nonilfenoller ve fitodstrojenlerden
olusmaktadir (1). Bu kimyasallara maruziyet sindirim yoluyla, havadaki gazlarin ve
parcaciklarin solunmasiyla, sudan bulasmayla ve cilt yoluyla gerceklesmektedir. Ayrica
EBK’lar plasenta yoluyla fetiise, anne siitii ile bebege de gectigi bilinmektedir (2).
Yapilan ¢caligmalarla EBK’larin iireme sagligina olumsuz etkilerine, tiroit fonksiyonunda
bozulmalar ve tiroit hormon seviyelerindeki degisikliklere, adrenokortikal fonksiyon
degisikliklerine, bagisiklik sisteminin bozulmasina, kardiyovaskiiler hastaliklara, obezite
ve diyabet de dahil olmak iizere enerji metabolizmasi iizerinde olumsuz etkilere sebep
oldugu gosterilmistir (3).

Obezite, viicut yagmin asir1 birikmesi veya anormal dagilimi olarak
tanimlanmaktadir (4). Obezite prevalansinin hem gelismekte olan hem de gelismis
iilkelerde artmakta oldugu bildirilmistir (5). Obezite salgmnin biiylik oranda dengesiz
beslenme ve yetersiz egzersizden kaynaklansa da bazi kimyasallarin hastaliga sebebiyet
verdigi gosterilmistir. Endokrin bozucu kimyasallarin bir alt sinifinin, 6zellikle gelisimin
erken doneminde maruziyet meydana geldiginde, hormonal olarak diizenlenen metabolik
siiregleri bozabilecegi gosterilmistir. Obezojenler olarak adlandirilan bu kimyasallar,
kalori alimini sinirlama ve fiziksel aktivite diizeylerini arttirma c¢abalarina ragmen bazi
kisilerde kilo alimina sebep olmustur (6).

Endokrin  sistemi karbonhidrat, protein ve yagin metabolizmasinin
diizenlenmesinde ve bu besin Ogelerini kullanarak enerji ihtiyacinin karsilanmasini
saglamada temel rol oynamaktadir. Hormonlar ise fazla besinin depolanmasindan, ihtiyag
aninda kullanilmasindan ve ayni zamanda kan sekerinin dengede tutulmasindan
sorumludurlar. Hormonal olarak yonetilen bu siirecte yapilacak herhangi bir degisiklik
metabolizmada dengesizlige yol agabilmektedir (7). Viicuttaki ana enerji deposu, adipoz
dokudaki adipositlerde tutulan yag tarafindan saglanmaktadir. Artik adipoz dokunun da

endokrin kontrolii altinda oldugu ve kendisinin de hormon salgilayabilen bir endokrin



organ olarak gorev yapabildigi bilinmektedir (8). Bu nedenle yag dokusu
fonksiyonlarinin hormonal kontroliine miidahale, anormal yag birikimine ve dolayisiyla
obeziteye sebep olabilmektedir.

Hipotalamus, beslenmenin ve enerji harcamasimin merkezi kontroliinde rol
oynayan en dnemli beyin bdlgelerinden biridir. Ozellikle hipotalamustaki arkuat cekirdek
(ARC) beslenme ve metabolizmanin diizenlenmesinde kritik 6neme sahiptir. ARC,
koordineli bir geribildirim yanit1 olusturmak i¢in periferik dolasimdan gelen hormonal ve
besinsel metabolik sinyallerin yan1 sira ndronal sinyalleri de diizenler (9). ARC’de iki
farkli, fonksiyonel olarak antogonistik ndron tiirii vardir; oreksijenik (istah uyarici)
noropeptid Y (NPY) ve agouti iliskili peptid (AgRP) eksprese eden AgRP/NPY noéronlari
ile anoreksijenik (istah baskilayan) proopiomelanokortin eksprese eden POMC néronlari
(10, 11). Adipoz doku tarafindan tiretilen bir hormon olan leptin, gida aliminin ve enerji
dengesinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. POMC néronlarint dogrudan
uyarir ve ekspresyonunu indiikler. Ayni zamanda AgRP ekspresyonu iizerinde inhibitor
etkisi vardir. Dolayisiyla leptin hormonunun net etkisi gida alimini engellemek ve enerji
harcamasini arttirmaktir (9, 12).

Esas olarak yag doku tarafindan salgilanan leptin, gida alimimi ve enerji
harcanmasmm diizenleyerek viicut agirhigmin kontroliine katilan bir hormondur. Onceki
caligmalarda leptinin ARC’de anoreksijenik etkideki POMC iceren néronlar aktive ettigi,
oreksijenik NPYyi ise devre dis1 birakan etki gosterdigi ifade edilmistir (13). Bu nedenle
enerji depolart diisik oldugunda yani diisiik viicut seviyelerinde veya aglikta leptin
seviyeleri azalir. Bu da POMC noéronlarinin aktivitesinin azalmasina, NPY ve AGRP
ndronlarimin aktivitesinin artmasia ve dolayisiyla istahin ve gida aliminin artmasina
sebep olur (14). Ghrelin ise besin yetersizliginde salinimi artan viicut agirligi, gida alimi
ve istahin diizenlenmesinde gorevli bir diger hormondur (14).

EBK’larin bir tiirii olan ftalatlar her alanda plastiklestirici olarak kullanilan
kimyasallardir. Son yillardaki yiiksek maruziyet oranlar1 sonrasi yapilan ¢aligmalarda
obezite ile iligkilendirilmistir (14, 15).

Bu bulgular ftalat grubu kimyasallarindan diisononil ftalat (DINP) ve diisobutil
ftalatin (DIBP) da obeziteye sebep olabilecegini diislindiirmektedir.

Bu calismada oral DINP ve DIBP uygulanmasinin beslenme davranis1 tizerine

etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

1.1. Endokrin Bozucu Kimyasallar

Endokrin Bozucu Kimyasallar (EBK), homeostazin korunmasindan sorumlu
viicuttaki dogal hormonlarin sentezine, salgilanmasina, tasinmasina, baglanmasina ve
viicuttan uzaklastirilmasina miidahale edebilen eksojen madde veya madde karigimlar
olarak tanimlanmaktadir (16, 17). ’Endokrin bozucu’’ terimi ilk defa Temmuz 2011°de
ABD’de diizenlenen Wingspread Konferansi’nda Dr. Theo Colborn tarafindan
kullanilmistir (18). EBK’lara maruziyetin etkileri yasam boyu siirebilmekte ve hatta
gelecek nesillere de aktarilabilmektedir (2). Bir¢ok calismada EBK’larin insanlarda
olumsuz saglik etkilerine neden olabilecegi gosterilmistir (19). EBK’lar tiiketim
iiriinlerinde, islenmis gidada, kisisel bakim iirlinleri, zirai kimyasallar, igme suyunda, gida
ambalaj1 ve plastik materyaller gibi giinliik yasamda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir
ve insanlar oral, inhalasyon, transdermal ve parenteral yollarla EBK’lara maruz kalirlar

(20).

1.2. Etki Mekanizmasi

Endokrin sistem viicuttaki fizyolojik fonksiyonlar1 diizenlemek i¢in kimyasal
haberciler olarak ¢alisan hormonlar1 kan dolasimina salgilayan bir bezler toplulugundan
olusmaktadir (21). Hormonlar genomik ve genomik olmayan olmak iizere iki sekilde
caligmaktadir. Genomik mekanizmada lipofilik hormonlar dogrudan bir reseptore
baglanmaktadir ve bu da gen ekpresyonunda bir degisiklige neden olmaktadir (22).
Genomik olmayan mekanizmada hidrofilik hormonlar hiicre yiizeyinde bir reseptore
baglandiginda, gen ekpresyonu hiicre i¢i sinyal iletim yollar tarafindan degistirilir (21).
EBK’lar hormonlarin etkisini ¢esitli sekillerde etkileyebilmektedir. EBK’lar endokrin
bezinde hormon sentezini etkileyebilmekte, hormon kanda oldugunda, konjugasyonu ve
tastyic1 proteinlere baglanmay1 degistirebilmekte, hedef hiicre reseptdriinde endojen
hormonla rekabet edebilmekte ve antagonistik veya agonistik hedef hiicre yanitlarina

neden olabilmektedir (Sekil 2.1.) (3).
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Sekil 2.1. Endokrin bozucu kimyasallarin etki mekanizmalari (23)
2.3. Endokrin Bozucu Kimyasallara Maruziyet

Insanlar kimyasallara ¢ok gesitli yollardan maruz kalirlar ve bu genellikle yasamin
icerisinde bilingsiz bir sekilde gergeklesir. EBK’lara asil maruziyet sindirim yoluyla ve
belirli seviyelerde de deri ve soluma yoluyla gergeklesir (24). Yasamin erken
donemlerinde emzirme yoluyla, daha sonraki yaslarda ise yiyecek ve igme suyu alimi, i¢
mekandaki toz ve toprak parcaciklarmin yutulmasi ve havanin solunmasi yoluyla

gergeklesebilir (25).
2.4. Bashca EBK Gruplan
2.4.1. Bisfenol A (BPA)

BPA, diinya capina iiretilen en yiiksek hacimli kimyasallardan biridir (26). BPA,
polikarbonat plastiklerin, metal kutular1 kaplamak i¢in kullanilan epoksi reg¢inelerin
iiretiminde ve oyuncaklar, su borulari, igme kaplari, gozliik camlari, spor ekipmanlari, dis
monomerleri ve tibbi ekipman gibi bir¢ok plastik tiiketici tiriiniinde kullanilmaktadir (27).
Polikarbonatlar, giiclii dayanikliliklar1 nedeniyle endiistriyel kullanim i¢in avantajh
olsalar da, arastirmacilar Ostrojen benzeri 6zellikleriyle polikarbonatlardan salindiginda
BPA’nin insan saghig tizerindeki zararl etkisini uzun zaman 6nce fark etmis ve rapor
etmislerdir (28). BPA diger EBK’lara benzer sekilde Ostrojenler, androjenler, tiroit

hormonlar1 ve peroksizom proliferatdrii tarafindan aktive edilen reseptorlerle etkilesime



girer ve reseptdre bagl bir sinyal yolu aracilifiyla bir agonist veya antagonist olarak

hareket eder; bu BPA’nin kimyasal yapisindan kaynaklanmaktadir (29).

2.4.2. Poliklorlu Bifeniller (PCB’ler)

Poliklorlu bifeniller (PCB'ler), 1920'lerin sonlarindan ticari iiretimleri, baglangigta
1979'da Amerika Birlesik Devletleri'nde Toksik Maddeler Kontrol Yasasi tarafindan
yasaklanana kadar kiiresel olarak seri tiretilen bir endiistriyel kimyasallar sinifidir (30).
PCB’ler ¢evreye salinmasina neden olan bir¢cok alanda kullanilmistir. Kaucuk ve
recinelerde, karbonsuz kopya kagitlarinda, yapistiricilarda, mum genisleticilerde,
tozsuzlastirici maddelerde, boyalarda ve miirekkeplerde plastiklestirici olarak
kullanimlar1 goriiliirken ayrica hidrolik sivilarda, kapasitdrlerde ve transformatorlerde de
kullanimlar1 goriilmiistiir (31).Insan saghg: {izerindeki olumsuz etkilerinin kanit,
endiistriyel 6l¢ekli liretimlerinde ¢ok erken ortaya ¢ikarilmistir ve 1960’larda yayinlanan
caligmalarda, PCB kontaminasyonunun hem insan viicudunda hem de ¢evrede yaygin ve
kalict oldugunu dogrulanmistir (32, 33). PCB maruziyeti bircok insan sagligi
caligmasinda cilt kosullari, diyabet, karaciger toksisitesi,kanser ve norolojik islevlerdeki

eksikliklerle iliskilendirilmistir (34).

2.4.3. Parabenler

Parabenler kimyasal stabilitesi, diisiikk maliyeti, genis spektrumlu antimikrobiyal
aktivitesi ve alerjik reaksiyonlar1 indiikleme riskinin diigiik olmasi sebebiyle cesitli
gidalarda, kozmetik iiriinlerinde ve farmasoétik triinlerde koruyucu olarak kullanilan
sentetik kimyasallar grubudur (35-37). Parabenler diyetle alindiktan sonra ve deriye
uygulandiktan sonra ve ayrica inhalasyon yoluyla emilmektedir (38). Ayrica meme timdr
dokusu ve plasenta dokusunda da tespit edilmistir (39). Yakin zamanlh g¢aligmalarda
parabenlerin endokrin sistemi modiile edebilecegi veya bozabilecegi ve bu nedenle insan

saglig1 lizerinde zararlh etkileri olabilecegi gosterilmistir (40).

2.4.4. Diklorodifeniltrikloroetan (DDT)

DDT II. Diinya Savasi sirasinda sitma ve tiflis yayan sivrisineklere karsi bir

insektisit olarak tiretilmistir (41, 42). DDT ilk sentetik bocek ilact olarak iiretilmistir ve
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tim diinyada yaygin kullanim kazanmistir. Bununla birlikte yaban hayati iizerindeki
olumsuz etkisi ve besin ag1 yoluyla insan saglig1 iizerindeki olumsuz etkileri nedeniyle
bir¢ok iilkede kullanimi yasaklanmistir (43, 44). DDT’ye dogrudan maruz kalma bas
agrisi, mide bulantisi, kusma, kafa karigikligi ve titreme gibi semptomlara neden
olabilmektedir. Ayrica viicutta DDT birikiminin sinir sistemini etkileyebilecegi, tiimor
dretimini arttirabilecegi ve pankreas kanseri ile iligkilendirilebilecegi calismalarla

gosterilmistir (45, 46).

2.4.5. Organoklorlu Pestisitler (OCP)

Pestisitler insektisitler, herbisitler ve fungisitler olarak kullanilmaktadir (47).
Kimyasal yapilarina gore bes ana pestisit sinifi bulunmaktadir; oganoklorinler,
organofosfatlar, karbamatlar, pretroidler ve triazinler (48). OCP’ler kalic1 ve organik
cevresel kirleticiler arasinda gosterilmektedir (24). Pestisitlere maruziyet énemli bir
sorundur olarak gosterilmistir ve cesitli epidemiyolojik ¢aligmalarin konusu olmustur.
Insanlarin pestisitlere birincil maruziyeti gida alimi ve bu kimyasallarin yutulmasi
yoluyla gerceklesmektedir. Bununla birlikte, OCP’lerin solunmast ve dermal
absorbsiyonu 6nemli maruziyet yollar1 olabilmektedir (49). OCP’lerin endokrin bozucu
etkileri Onceki calismalarda kapsamli bir sekilde incelenmistir (24). Ostrojenik,
antidstrojenik, androjenik, anti-androjenik etkiler, obezite ve metabolik bozukluklar,
tiroit homeostazi, hormona duyarli kanserler ve hipotalams-hipofiz ekseninin bir sonucu

olarak erkek ve kadin dogurganlig: tizerindeki etkileri bildirilmistir (50-52).

2.4.6. Triklosan (TCS)

Triklosan, 1972°de hastane ortamlarinda orijinal kullanimindan bu yana sabunlar,
el dezenfektanlari, dis macunu ve gargara gibi ¢esitli tliketici tirlinlerine dahil edilen bir
antimikrobiyaldir (53). Genellikle kanalizasyona akitilmaktadirlar (54). Kanalizasyon
aritmasina ragmen triklosanin kiiciik bir kismi hala ¢evreye desarj edilmektedir (54).
Sudaki tiirler, yilizey suyu, biyolojik katilar ve topragin saptanabilir triklosan seviyelerine
sahip oldugu bildirilmistir (55, 56). Insanlar dermal temas ve yutma yoluyla triklosana
maruz kalmaktadirlar (57, 58). Onceki calismalar triklosanin idrar, serum, plazma, anne
siitli ve hatta tirnak dahil olmak iizere ¢esitli insan viicudu sivilarinda ve dokularinda

tespit edildigini gdstermistir (59-61). Yapilan ¢alismalarda, triklosanin tiroit
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homeostazin1 bozdugu ve maruz kalan hayvanlarda dolasimdaki hormon diizeylerini

azalttig1 gosterilmistir (62, 63).

2.4.7. Ftalatlar

Ftalatlar, alkil yan zincirlerinin uzunlugu ve dallanmasi bakimindan farklilik
gosteren, ftalik asidin cesitli sentetik esterleri grubudur (64). Uzun zincirli ftalatlar
genellikle plastiklestirici olarak ve kisa zincirli ftalatlar ¢6ziicii olarak kullanilmaktadir
(64). Daha kisa zincirli ve daha ugucu olan ftalatlar, losyonlar, parfiimler, sampuanlar,
sa¢ spreyleri ve makyaj gibi kisisel bakim iiriinlerinde ¢oziicli ve tastyici olarak yaygin
olarak kullanilmaktadir (65). Ftalatlar ayrica oyuncaklar, boyalar, yapistiricilar, ¢ok
sayida tibbi cihaz (intravendz sivi torbalar ve tiipleri, kan ve plazma torbalari, kateter,
eldiven) gibi ¢ok cesitli endiistriyel ve tiiketici {irlinlerinde de kullanilmaktadir (66).
Plastiklestirici olarak ftalatlar tirliniin dayanikliligin1 ve esnekligini arttirmaktadir (67).
Yaygin olarak kullanilan ftalatlar arasinda di (2-etilheksil) ftalat (DEHP), DINP,
dibiitilftalat (DBP), dimetilftalat (DMP), dietilftalat (DEP) bulunmaktadir. Ftalatlar
plastiklerde yapiya kovalent olarak bagli degildirler, bu da iiriinlerden sizarak gida, su,
toprak ve havayi kirlettikleri anlamina gelmektedir (65). Genellikle ftalatlara ve bunlarin
karigimlarina 6ncelikle kontamine gidalarin alinmasi, havadaki ftalatlarin solunmasi ve
ftalat iceren triinlerle dogrudan cilt temas1 yoluyla maruz kalinmaktadir (65). Ftalatlar
hizla metabolize edilir ve idrar ve digki ile viicuttan atilir ancak 2005-2006 Ulusal Saglik
ve Beslenme Inceleme Arastirmasi (NHANES) verilerinde ftalat metabolitleri ¢ocuklarin
%100’iinde ve yetikinlerin %97 sinden fazlasinda tespit edilmistir (68).

DINP; Yiiksek molekiil agirlikli DINP, polimerlerin ve tiiketici {riinlerinin
iretiminde yaygin olarak kullanilmakta olan ftalat gruplarindan birisidir. Her yerde
yaygin kullanimi olan bu kimyasallara maruziyetten kaginmanin zor oldugu belirtilmistir.
DINP’nin molekiiler formiilii C2sH4204 ve molekiiler agirligi 420.6 g/mol diir (69).
Piyasada kullanilan DINP, C8-C9-C10 alkil yan zincirleri igeren o-oftalik asit
diesterlerinin bir karisimidir. Agirlikli olarak C9 ve C10 yan zincirli bilesikler icermesine
ragmen ticari formiilasyonlarinda daha uzun veya daha kisa yan zincirlere sahip bilesikler
de onemli miktarlarda tespit edilmistir. Ornegin, ticari DINP karisimlarinin (DINP-1 ve
DINP-2) diisodesil ftalat (DIDP) (C10 yan zincir) ve di-n-oktil ftalat (DNOP) (C8 yan
zincir) igerdigi bilinmektedir. Bu, DINP'ye maruz kalmanin DINP'ye 6zgii metabolitlere

ek olarak DNOP ve DIDP metabolitleri iiretebilecegi anlamina gelir (Sekil 2.2.) (70).
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Sekil 2.2. Diisononil ftalat (69).

Yine son yillarda oncelikli kirletici maddeler arasinda siniflandirilan DEHP
kullaniminin yerini DINP ve DIDP kullanimi almistir (71). Yetiskin disi zebra baligi
iizerinde yapilan bir ¢aligmada, yiiksek molekiil agirligina ve uzun yarilanma dmriine
sahip DINP’ye 3 haftalik maruziyetin istah sinyallerinde artisa, hepatik steatoza ve lipit
metabolizmasinda diizensizlige sebep oldugu gosterilmistir (72). Ancak bu ¢alismalarda
suda yasayan organizmalar lizerindeki ekotoksisite iizerindeki etkilere odaklanilmistir.
DINP’nin kara canlilar1 izerindeki etkileri arastirilmaya devam etmektedir.

DIBP; DBP yerine de kullanilan DIBP kisisel bakim iiriinlerinde, c¢ocuk
oyuncaklarinda, boyalarda ve ambalaj gibi malzemelerde yaygin olarak kullanilan,
insanlarin siklikla maruz kaldig1 ftalatlardan birisidir (73). DIBP diisiikk molekiiler
agirhiga (250 g/mol’den az) sahiptir. Plastik polimerlerden kolayca ayrilir ve daha sonra
organizmaya karigir (74). Ev iiriinlerinde kullanilmasi sebebiyle oral alim ve dermal
maruziyet yoluyla emilir ve hizla birincil metaboliti olan monoizobiitil ftalata hidrolize

olur (Sekil 2.3.) (75).

Sekil 2.3. Diisobutil ftalat (76).



2.5. insan Fizyolojisine Etkileri

2.5.1. Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Etkileri

Diinya Saglik Orgiitii’ne gére, kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH) diinya ¢apinda
onde gelen oliim nedenidir. Kardiyovaskiiler hastalarin ¢ogu uzun bir siire boyunca
kronik ve asemptomatiktir ve genellikle ilk semptomlar sadece hastalik ilerledikge ortaya
cikar (77). Suanda ¢evresel kirleticilerin insanlar tizerindeki etkisi KVH’lerin bir nedeni
olarak one stiriilmustiir (78). BPA ile yapilmis bir ¢calismada, BPA’ya maruziyetin kalp
kasi hiicrelerinde ve damar diiz kas hiicrelerinde elektriksel degisiklikleri indiikledigi, L-
tipi Ca*? kanallar1 ve voltaja bagli K* kanallari etkiledigi gosterilmistir. Bdylece BPA nin
Ca'? kanallarini inhibe ettigi ve K* kanallarimi aktive ettigi, kardiyomiyositlerde negatif
inotropik ajan olarak hareket edebilecegi ayrica hem damar diiz kas hiicrelerinde hem de

kardiyomiyositlerde negatif kronotopik etkiye sahip olabilecegi gosterilmistir (79).

2.5.2. Ureme Sistemi Uzerine Etkileri

Endokrin bozucu etki mekanizmasina sahip bilesiklerin insan iiremesini ciddi
sekilde etkileyebilecegi bilinmektedir ve bircok ¢alisma EBK’lara maruz kalan insan
poplilasyonlarinda dogurganlik belirteclerinde, ozellikle de sperm sayisinda Onemli
Olglide azalma oldugunu gostermistir (80, 81). Birkac¢ biiyiikk epidemiyolojik ve
dogurganlik merkezi ¢aligmasi, DEHP’ye veya belirli mono-ester metabolitlerine maruz
kalan erkeklerde agirlikli olarak azalmis testosteron, Ostradiol ve artan seks hormonu
baglayici globiilin olmak iizere degisen iireme hormonlarini bildirmektedir (82-84).
Ayrica EBK’lara maruziyet sonucu kadinlarda dstradiol seviyesi, anti-miillerian hormon
konsantrasyonu, antral folikiil say1s1, oosit kalitesi, implantasyon, embriyo kalitesi, klinik
gebelik ve canli dogum oraninda azalmalar ¢aligmalarla gosterilmistir (85). Idrarda
yiiksek mono-ester konsantrasyonlari, 6zellikle DEHP metabolitleri, dogurganlik tedavisi
alan kadinlarda antral folikiil sayilarinda azalma ve oosit veriminde azalma ile

iligkilendirilmistir (86, 87).



2.5.3. Tiroit Uzerine Etkileri

Tiroit hormonlar1 fiziksel gelisim, somatik biiyiime, metabolizma ve enerji
saglanmasinin diizenlenmesinde kritik bir rol oynar ve insanlarda normal bir beyin
gelisimi i¢in gereklidir (88). Bisfenoller, hipofiz ve tiroit hormon seviyelerinde gen
ekspresyonu ve birkag hiicre hattinin toksisitesinin indiiklenmesi dahil olmak iizere bir
dizi mekanizma yoluyla tiroit fonksiyon bozuklugunu etkileyebilir (89). Artan caligmalar,
birka¢ EBK’nin (6rnegin polibromlu difenil eterler, poliklorlu bifeniller, pestisitler ve
ftalatlar) hayvanlarda ve baz1 belirsizliklerle insanlarda tiroit bozucu aktiviteler
sergiledigini gostermistir (88, 90). Cevresel kimyasallarin tiroit fonksiyonu ile etkilesimi
tiroit bezinde toksisite, tiroit uyarict hormon sentezi, salgilanmasi ve metabolizmasinin
bozulmasi olmak iizere bir¢ok sekilde ortaya g¢ikabilmektedir (91). Cin’in Wuhan
kentinde yapilan bir ¢alismada tiroit kanseri ve iyi huylu timoér olusumu da dahil olmak
iizere ftalatlarin onkogenezdeki etkileri arastirilmistir. Idrar monometil ftalat, mono (2-
etil 5-hidroksiheksil) ftalat ve mono (2-etilheksil) ftalat gibi bazi ftalatlarin tiroit kanser

ve nodiil gelisimi ile iligkili oldugu gosterilmistir (92).

2.5.4. Kanser Uzerine Etkileri

EBK’larin farkl kanser tiirlerindeki etkilerine dair birgok kanit bulunmaktadir
(93). BPA’nin tiimor tesvik edici 6zellikleri sebebiyle meme kanseri ve prostat kanseri
icin bir insan kanserojeni oldugu ileri siiriilmiistiir ve polifloroalkil maddeler olarak
adlandirilan ana EBK kategorilerinden birinin iiyesi olan perflorooktanoik aside maruz
kalan bireylerde artan testis ve bobrek kanseri insidansi ile iliskilendirilmistir (94, 95).
Yakin tarihli bir ¢alismada, dietilstilbestrol (DES) ve BPA’ya in-utero maruziyet, artan
kollajen birikimi ve hiicre dis1 matris yogunlugu sebebiyle meme kanseri duyarliliginda
artis ile iliskilendirilmistir (96). Bunun da meme sertliginde artmaya sebep oldugu ve
daha yiliksek meme kanseri riski ile iligskili oldugu bulunmustur (96). Ayrica diger
endokrin bozucularin yani sira DDT ile meme kanseri arasinda pozitif bir iliski oldugu
da gosterilmistir (97, 98). In-utero DDT maruziyeti varsayilan bir meme kanseri risk
faktorii olarak tanimlanmistir ve meme kanseri riskinin bir ara belirteci olan yiiksek

mamografik meme yogunlugu ile pozitif olarak iliskilendirilmistir (99-101).

10



2.5.5. Sinir Sistemi Uzerine Etkileri

EBK’lar ndrodejeneratif durumlarin ve hastaliklarin sebeplerinden biri olarak
gosterilmektedir  (102-104). Deneysel modellerden, klinik goézlemlerden ve
epidemiyolojik ¢alismalardan elde edilen veriler, EBK’lara maruz kalmanin yetiskinlerin
yani sira ¢ocuklar i¢in de dnemli bir beyin sagligi sorunu oldugunu goéstermistir (102).
Bazi EBK’lar ndrojenezi, sinirsel iletimi ve sinir aglarmin  olusumunu
degistirebilmektedir dolayisiyla EBK’lar otizm, dikkat eksikligi ve hiperaktivite
bozuklugunun yani sira 6grenme giigliikleri ve saldirganlik dahil olmak {izere nérolojik
bozukluklarda artisla iliskilendirilmistir (103). Yapilan bir aragtirmada erkek siganlarda
ftalat maruziyetinin dentritik omurga yogunlugunu, ndrojenezi ve sinaptogenezi azalttig1
Oone striilmistiir (105). Ayrica ftalatlara maruziyet cesitli biligsel eksikliklerle
iligkilendirilmistir. Hayvan ¢alismalart belirli 6grenme eksikliklerinin, korku
kosullandirmasinda azalma, bozulmus uzamsal bellek ve lokomotor aktivite lizerindeki

olumsuz etkileri i¢erdigini géstermistir (106-109).

2.5.6. Diyabet Uzerine Etkileri

Diyabet, insiilin sekresyonunda, insiilin etkisinde veya her ikisindeki
bozukluklardan kaynaklanan hiperglisemi ile karakterize edilen bir metabolik hastalik
grubu olarak tanimlanmaktadir (110). En yaygin bi¢imi vakalarin %90-95’ini olusturan
tip 2 diyabettir (TD2) ve pankreas B-hiicre kitlesi ve fonksiyonunun bozulmasi ile birlikte
periferik dokuda insiilin duyarliliginin azalmasina dayanmaktadir (111, 112). Hayvan
caligmalari, BPA’ya maruziyetin diger hastaliklarin yaninda TD2 ve obezite gibi
metabolik hastaliklara da sebebiyet verdigini gostermektedir. Bir arastirmada si¢anlarda
BPA maruziyetinin gida alimmin azalmasina, viicut 1sisinin ve lokomotif aktivitenin
diismesine, glikoz intoleransina, insiilin direncine ve pankreatik -hiicre fonksiyonunda
degisikliklere neden oldugu gosterilmistir (113, 114). Yine bagka bir calismada DDT’ye
perinatal maruziyetin, farelerde ileriki yasamlarinda bozulmus glikoz toleransini

indiikledigini ve insiilin sekresyonunu azalttigin1 géstermistir (115).
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2.5.7. Obezite Uzerine Etkileri

Obezite viicut yagmin fazla olmasi olarak tanimlanmaktadir (116). Viicut yag
orani, agirhgin(kg) boyun karesine(metrekare) boliinmesiyle elde edilen BKI (beden
kiitle indeksi) kullanilarak belirlenmektedir. Beden kiitle indeksi 25-29 kg/m? olan kisiler
asir1 kilolu, 30 kg/m?’den yiiksek olanlar ise obez olarak smiflandirilmaktadir (116). Son
yillarda yapilan c¢aligmalarda obezite prevalansinin artmakta oldugu ve epidemik
seviyelere ulastig1 gosterilmistir (117). Kiiresel seviyedeki obezite, genellikle diyet ve
yasam tarzindaki belirgin degisikliklerle, yani yliksek enerjili beslenmede artislar ve buna
eslik eden fiziksel aktivite seviyelerinde azalma ile iliskilendirilmistir (118). Ancak
obeziteye yatkinligin sadece bu sebeplerden kaynaklanmadigi; stres, uykusuzluk,
adenovirtisler, ¢ocukluk cag1 antibiyotikleri ve ¢evresel kimyasallara maruz kalma gibi
cevresel faktorlerin de etkili oldugu diisiintilmiistiir (119, 120).

Sicanlarda yapilmis bir ¢alismada, yliksek doz BPA maruziyetinin hayvanlarda
agirlik azalmasina neden oldugu fakat diisilk doz BPA maruziyetinin F1 kusagi yavru
sicanlarda daha yiiksek dogum agirligina sebebiyet verdigi gosterilmistir. Boylelikle
BPA’nin siipheli bir obezojen oldugu ve dogrudan maruziyetinin obeziteyi arttirdig

gosterilmigtir (121).

2.6. Obezojen Hipotezi

Obezitenin ortaya ¢ikmasinda rolii olan farkli faktdrler arasinda “Obezojen
hipotezi” de belirli bir yer tutmaktadir. Bu hipotez, endokrin bozucularin obezitenin
gelisimine katkisini varsaymaktadir (122). Obezojenler, islevsel olarak insanlarda veya
hayvanlarda obeziteyi tesvik eden kimyasallar olarak tanimlanmaktadir. Bu kimyasallarin
cogu, farkli plastik ve plastiklestiriciler, mobilya ve elektronik cihazlara uygulanan
kimyasallar, kozmetikler, biberonlar, atik siseler de dahil olmak iizere insanlarin giinliik
yasamda maruz kaldig: farkli iiriinlerde bulunmaktadir (6).

2006 yilinda Felix Griin ve Bruce Blumberg, adipogenez ve enerji homeostazinin
normal gelisimini ve homeostatik kontroliinii bozabilecek ksenobiyotik kimyasallar
olarak dig ortamdan gelen bozucularin olast bir etkisini 6ne slirmiislerdir ve bunu
belirtmek ic¢in “obezojenler” terimini kullanmislardir. 2009 yilinda yayinladiklar1 bir
makalede, obezojenlerin homeostazda bozulmaya neden oldugunu ve normal gida alimi

ve fiziksel aktiviteye ragmen viicut agirlig artisina maruz kalan deneklerde indiikleyerek
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viicut agirhiginin kontroliine katilan bir mekanizma oldugunu 6ne stirmislerdir (123,
124). Obezojenlerin ksenohormon olarak davranis gdstermelerine sebep olan ii¢ temel
ozellikten bahsedilmektedir: boliimleme sabiti, yarilanma 6mrii ve molekiiler agirlik.
Bolinme sabiti obezojen lipofilisitesini ifade etmektedir; ne kadar yliksekse
lipofilisitesinden kaynaklanan yag dokusu birikimi o kadar fazladir. Yarilanma 6mrii, bir
obezojenin viicutta yikimi ve atimi igin gereken siireyi ifade etmektedir. Molekiiler agirlik
ise obezojenin boyutunu gosterir. Obezojenin diisiik molekiiler agirligi, adipositlere
kolayca girebilecegi anlamina gelmektedir (125). Sonug¢ olarak obezojen hipotezi,
obezojen olarak nitelendirilen molekiillerin, yag hiicrelerinin gelisimini ve lipid
birikimini yetersiz bir sekilde uyardigini, metabolik dengeyi veya istah ve toklukta
hormonal kontrolii degistirdigini ve viicut yag kiitlesinde bir artiga sebebiyet verdigini

ileri siirmektedir (125).

2.7. Hipotalamus ve Beslenmenin Hipotalamik Kontrolii

Hipotalamus, yaklasik 4 gr agirhiginda olup, beyinde 3. ventrikiiliin tabaninda
bulunan tiim viicudun bir¢ok fizyolojik aktivitesinin (gida alimi, enerji harcanmasi, viicut
agirhigl, stvi alimi ve diizenlenmesi, kan basici, susama, viicut sicakligi ve uykunun
diizenlenmesi, lireme) diizenlenmesinde ‘merkez’ olarak islev goren bir beyin yapisidir
(126). Viicudun i¢inden ve disindan gelen bilgiler hipotalamusa sinirsel yolla veya kan
dolagimi yoluyla bildirilir. Aldig1 bilgileri degerlendirerek elde ettigi sonuglari sinirsel ve
humoral yolla gerekli yerlere wulastirir. Hipotalamustan baglica gonadotropin
serbestlestirici  hormon, biiyiime hormonu serbestlestirici hormon, tirotropin
serbestlestirici hormon, kortikotropin serbestlestirici hormon, prolaktin baskilayici

hormon salgilanmaktadir (Sekil 2.4.) (127).
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Sekil 2.4. Hipotalamusun organizasyonu (128).

Hipotalamus, beslenme ve enerji harcamasinin merkezi kontroliinde yer alan en
onemli beyin bolgelerinden biridir. Hipotalamusun dorsal (paraventrikiiler ¢ekirdek
(PVN)) ve lateral alanlar1 aglik merkezi, daha ventral alanlar1 (ARC ve ventromedial
niikleus (VMH)) tokluk merkezi olarak gérev yapar (129). Ozellikle hipotalamus igindeki
ARC beslenme ve metabolizmanin diizenlenmesi i¢in kritik 6neme sahiptir (130). PVN
ve VMH nin haraplanmasi asir1 yeme (hiperfaji) ve obeziteye yol agcarken dorsomediyal
cekirdegin haraplanmasi ise tokluk duygusu olusturarak gida aliminin reddedilmesine
(afaji) sebep olur (9).

ARC’de iglevsel olarak antagonistik iki farkli ndron tipi vardir: Oreksijenik (istah
uyandiran) NPY ve agouti ile iliskili peptit (AgRP) eksprese eden AgRP/NPY noronlari
ve anoreksijenik (istah bastirici) pro-opiomelanokortin eksprese eden POMC ndéronlari
(10). Bu ndronlar leptin, insiilin, ghrelin gibi periferik metabolik hormonlarin 6ncelikle
etki ettigi birinci dereceden ndronlardir. Aglik kosullarinda AgRP eksprese eden néronlar
beslenmeyi tetiklemek, enerji harcamasini engellemek ve glikoz metabolizmasini
diizenlemek i¢in aktive edilir. Tokluk durumu ve yag dokusu deposundaki artisla orantili
olarak dolagimdaki instilin ve leptin seviyeleri AgRP ndronlarini inhibe eder. Bu da besin

aliminin azalmasina ve enerji aliminin artmasina sebep olur (Sekil 2.5.) (131).
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Sekil 2.5. Beslenme davranisinin hipotalamik kontrolii (128).

POMC néronlari, PVN, lateral ¢cekirdek ve VMH gibi hipotalamik alanlarda ikinci
dereceden noronlara, beyin sapt ve omurilikteki otonomik pregangliyonik noronlara
aksonal siiregleri yansitir (132). AgRP noronlarina zit etkide ¢alisan bu noronlar gida
alimini azaltir ve enerji harcamasini arttirir (133). Yiiksek etkilesimli ¢alisan bu néronlar
birlikte calisarak yeme davranisini diizenlerler.

Hipotalamus ayrica gastrointestinal kanaldan gelen duysal bilgileri (mide
dolulugu gibi), kanda tokluk hissi veren besin maddeleri ile ilgili (glikoz, aminoasit, yag
asitleri gibi) kimyasal sinyalleri, gastrointestinal sistemden gelen hormonal sinyalleri ve
beslenme davranisini etkileyen serebral korteks kaynakli sinyalleri de (tat, koku, gérme)

alir (Sekil 2.6.).
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Sekil 2.6. Beslenmenin diizenlenmesinde geribildirim mekanizmalar1 (128).
Hipotalamusta beslenme ve tokluk merkezlerini etkileyen istah agici (oreksijenik)

ve istah baskilayan (anoreksijenik) 6zellikte bir¢ok transmitter ve hormon bulunmaktadir

(Tablo 2.1.).
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Tablo 2.1. Hipotalamusa etki ederek besin alimini diizenleyen hormonlar ve

norotransmiterler (128)

Beslenmeyi Azaltanlar Beslenmeyi Arttiranlar
Leptin Noropeptid Y

Insiilin Aguti-iliskili protein
Serotonin Melanin yogunlastirict hormon
Norepinefrin Oreksin A ve B
Kortikotropin serbestleyici hormon Endorfinler
Kolesistokinin Galanin

a-MSH Glutamat ve GABA
Glukagon benzeri peptid Kortizol

Kokain ve amfetamin iligkili transkript Ghrelin

Peptid YY

2.8. Leptin ve Beslenme

1994 yilinda kesfedilen leptin, agirlikli olarak yag dokusu tarafindan iiretilen, 16
kDa biiytikliigiinde molekiil agirliginda, beslenme ve enerji homeostazinda énemli role
sahip bir sitokindir. Sistemik dolagimdaki leptin seviyesindeki degisiklikler glikoz ve lipit
seviyesini modiile eder (134). Leptin hormonu NPY salgilanmasinin inhibisyonuna sebep
olan ¢esitli noéronal yanitlar1 tesvik ederek ve POMC sentezinin uyarilmasini saglayarak
enerji dengesini modiile eder. Sonug¢ olarak leptin, biiyiik oranda beyaz yag dokudan

salgilanan, gida alimin1 azaltan ve enerji harcanmasini arttiran bir hormondur (135).

2.9. Ghrelin ve Beslenme

Ghrelin, 1999 yilinda biiyiime hormonu salgilatic1 reseptoriin endojen ligandi
olarak tanimlanmis 28 aminoasitten olusan bir peptittir. Ilk olarak biiyiime hormonu
salgilatict1 olarak tanimlanmasina ragmen temel islevi akut metabolik ihtiyag
zamanlarinda istaht uyarmaktir. Gida alimi, adipozite, metabolizma diizenlenmesi ile
iligkilidir. Bu nedenle viicut kitle indeksi ile ters orantilidir. Anoreksiya nevroza gibi
yetersiz beslenilen durumlarda yukar regiile edilir, obezite gibi pozitif enerji dengesi

durumlarinda asag: regiile edilir (134). Besin mevcudiyeti diisiik oldugunda, ghrelin
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seviyeleri artar ve 6giin tilketiminden sonra mideden hormon salgilanmasi ile dolagimdaki

seviyesi artar.

2.10. irisin ve Beslenme

Irisin iskelet kasi tarafindan salgilanan, egzersizle indiiklenen, 2012 yilinda
kesfedilmis bir sitokindir. Spesifik proteazlar tarafindan 196 amino asit iceren
transmembran proteini fibronektin tip III domain igeren protein 5 (FNDCS5)’in
parcalanmasiyla olusur (136, 137). FNDCS5 ise beyaz yag dokusunun kahverengilesmesi
yoluyla egzersizin bazi faydalarina aracilik eden bir miyokindir. FNDC5 ten par¢alanarak
olusan irisin beyaz yag dokusunun kahverengilesmesini tesvik eder ve hem insanlarda
hem de farelerde metabolik hastaliklari iyilestirir (138, 139). Son on yilda yapilan
caligmalarla, esas olarak iskelet kaslarindan salgilanan irisinin egzersizin molekiiler bir
taklidi oldugu ve adipositlerin esmerlesmesi, metabolik siire¢lerin modiilasyonu, kemik
metabolizmasinin diizenlenmesi gibi ¢esitli faydalar1 oldugu gosterilmistir (140). Serum
irisin seviyeleri tip 2 diyabet, obezite ve metabolik sendrom gibi hastaliklarla
iligskilendirilmis ve yapilan bir ¢alismada ekzojen irisin uygulanmasinin yiiksek yagl
farelerde enerji harcanmasina ve kilo kaybina neden oldugu ayrica insiilin direncine
sebebiyet verdigi gosterilmistir (141). Yine baska c¢alismalarda FNDCS5’in asir
ekspresyonunun hiperlipidemiyi iyilestirdigi, obez farelerin yag dokularinda lipolizi
artirdig1r ve irisinin hepatik glukoneogenezi inhibe ettigini, tip2 diyabetik farelerde

glikojen sentezini artirdig1 gosterilmistir (142, 143).
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3. MATERYAL METOT

3.1. Arastirmanin Yapildig1 Merkez

Calisma, Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik
Kurulu’ndan alinan onay ile (06.01.2022 tarih, 2022/1-3 sayili karar), inénii Universitesi
Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Uretim ve Arastirma Merkezi ve Tip Fakiiltesi Fizyoloji

Anabilim Dal1 laboratuvarlarinda gergeklestirildi.

3.2. Deney Hayvanlarinin Temini

Deneyde kullanilacak hayvanlarin sayis1 literatiirde belirtilen degerlere gore grup
sayist ve her gruptaki en az denek sayisi istatistiksel gii¢ analizi ile belirlendi. Buna gore
caligmaya baslama agirlik ortalamasi yaklasik 35+4 g, tip 1 hata (a) 0.05 ve testin giicii
(1-B) 0.80 ve etki biiytikliigli 0.85 iken hayvanlarin 7 gruba ayrilmasi durumda her gruba
en az § hayvanin olmasi gerektigi gii¢ analizi (Power Analiz) ile belirlendi. Arastirma
kapsaminda ihtiya¢ duyulan 56 adet Sprague Dawley ki erkek sicanin temini indnii
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi (UNITF-
DEHUM)’den saglandi.

3.3. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Deneyde agirliklart 31-43 gr arasinda olan 56 adet erkek Sprague Dawley ki
si¢can kullanild1. Gruplardaki hayvanlar tekli kafeslere yerlestirildi. Tek barindirma ortami
hayvanlarda stres olusturabileceginden 7 giin boyunca sicanlar sadece izlendi ve tekli
yasam kosullarina adapte olmalar1 saglandi. Bu siirenin sonunda sicanlar 7 gruba ayrildi
(n=8). Deney siiresince tiim gruplar, 20-22°C sicaklik ve 12 saat 1s1k/karanlik kosullarinin
saglandig1 ortamda tim gruplar standart sican yemi ile beslendi. Gruplar asagida
belirtildigi gibi olusturuldu.

1. Grup (Kontrol): Bu gruptaki si¢anlara deney siiresince herhangi bir uygulama
yapilmadi. 8 hafta boyunca ¢o6ziici olarak kullanilan misir yagi oral gavaj yoluyla
uygulandi. 8 hafta sonunda sicanlar dekapite edilerek kan ve hipotalamus doku 6rnekleri

toplandi. Alinan kan 6rneklerinde ELISA yontemiyle leptin, ghrelin ve irisin seviyeleri
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belirlendi. Hipotalamus doku 6rneklerinde ise Western Blot yontemi ile POMC ve AgRP
protein diizeyleri belirlendi.
2. Grup (DINP 0.1) : Bu gruptaki si¢anlara § hafta boyunca her giin ayn1 saatte
0.1 gr/kg/giin DINP musir yagi igerisinde oral gavaj ile verildi. 8 hafta sonunda siganlar
dekapite edilerek kan ve hipotalamus doku 6rnekleri toplandi. Alinan kan 6rneklerinde
ELISA yontemiyle leptin, ghrelin ve irisin seviyeleri belirlendi. Hipotalamus doku
orneklerinde ise Western Blot yontemi ile POMC ve AgRP protein diizeyleri belirlendi.
3. Grup (DINP 0.5) : Bu gruptaki sicanlara 8 hafta boyunca her giin ayni saatte
0.5 gr/kg/giin DINP musir yagi igerisinde oral gavaj ile verildi. 8 hafta sonunda siganlar
dekapite edilerek kan ve hipotalamus doku 6rnekleri toplandi. Alinan kan 6rneklerinde
ELISA yontemiyle leptin, ghrelin ve irisin seviyeleri belirlendi. Hipotalamus doku
orneklerinde ise Western Blot yontemi ile POMC ve AgRP protein diizeyleri belirlendi.
4. Grup (DINP 1) : Bu gruptaki sicanlara 8 hafta boyunca her giin ayn1 saatte 1
gr/kg/giin DINP musir yagi icerisinde oral gavaj ile verildi. 8 hafta sonunda si¢anlar
dekapite edilerek kan ve hipotalamus doku 6rnekleri toplandi. Alinan kan 6rneklerinde
ELISA yontemiyle leptin, ghrelin ve irisin seviyeleri belirlendi. Hipotalamus doku
orneklerinde ise Western Blot yontemi ile POMC ve AgRP protein diizeyleri belirlendi.
5. Grup (DIBP 0.1) : Bu gruptaki siganlara 8 hafta boyunca her giin ayn1 saatte
0.1 gr/kg/giin DIBP misir yagi icerisinde oral gavaj ile verildi. 8 hafta sonunda siganlar
dekapite edilerek kan ve hipotalamus doku 6rnekleri toplandi. Alinan kan 6rneklerinde
ELISA yontemiyle leptin, ghrelin ve irisin seviyeleri belirlendi. Hipotalamus doku
orneklerinde ise Western Blot yontemi ile POMC ve AgRP protein diizeyleri belirlendi.
6. Grup (DIBP 0.5) : Bu gruptaki siganlara 8 hafta boyunca her giin ayn1 saatte
0.5 gr/kg/giin DIBP misir yagi icerisinde oral gavaj ile verildi. 8 hafta sonunda siganlar
dekapite edilerek kan ve hipotalamus doku 6rnekleri toplandi. Alinan kan 6rneklerinde
ELISA yontemiyle leptin, ghrelin ve irisin seviyeleri belirlendi. Hipotalamus doku
orneklerinde ise Western Blot yontemi ile POMC ve AgRP protein diizeyleri belirlendi.
7. Grup (DIBP 1) : Bu gruptaki sicanlara 8 hafta boyunca her giin ayn1 saatte 1
gr/kg/giin DIBP misir yagi igerisinde oral gavaj ile verildi. 8 hafta sonunda si¢anlar
dekapite edilerek kan ve hipotalamus doku 6rnekleri toplandi. Alinan kan 6rneklerinde
ELISA yontemiyle leptin, ghrelin ve irisin seviyeleri belirlendi. Hipotalamus doku

orneklerinde ise Western Blot yontemi ile POMC ve AgRP protein diizeyleri belirlendi.
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3.4. Deney Hazirliklar1 ve Kimyasallarin Hazirlanmasi

S1vi formda olan DINP ve DIBP kimyasallar1 belirlenmis olan dozlarda misir yagi
ile karistirilarak her bir grup i¢in falkonlara hazirlandi. Homojen bir karisim elde etmek
icin her karisim sonrasi falkonlar vortekslendi. Calismanin basinda 4 haftalik olan
siganlar i¢in (ortalama 31-43 gr) fare kaniilii kullanildi. Sonrasinda sican kaniiliine
gecildi. Her uygulama sonrasi kaniil temizlendi. Uygulamalar Sekil 3.1.’de gosterildigi

gibi yapildi (Tablo 3.1.).

Tablo 3.1. Kimyasal Uygulama Dozu (40 g sican i¢in drnek)

DINP DIBP
Kimyasal Misir Yagi  Uygulama Kimyasal Misir Yagi Uygulama
Dozu Dozu
0,1 g/kg Doz 4 pul 196 ul 200 pl 4l 196 pl 200 pl
0,5 g/kg Doz 20 ul 180 ul 200 pl 20 pul 180 pl 200 pl
1 g/lkg Doz 40 pl 160 pl 200 pl 40 pl 160 pl 200 pl

|

Sekil 3.1. Sicanlara gavaj uygulamasi yapilmasi (baslangic¢ ve bitis haftasi)
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Sekil 3.2. Sicanlarin kilo tartimlarinin yapilmasi (baslangic ve bitis haftasi)

3.5. Deneyin Sonlandirilmasi ve Dokularin Toplanmasi

Uygulama siiresi bitiminde hayvanlar giyotin kullanilarak dekapite edildi. Kan ve
beyin (hipotalamus) dokular1 alindi. Kan 6rnekleri 3500 rpm’de 10 dk santrifiij (Hettich,
Almanya) edilerek serumlari ayrildi. Serumlar hormon ve biyokimyasal analizler
yapilincaya kadar derin dondurucuda (-80°C) saklandi. Hipotalamus dokular1 da Western
Blot analizleri yapilincaya kadar -80°C’de muhafaza edildi.

3.6. Analizler

3.6.1. Serum Leptin, Ghrelin ve Irisin Seviyelerinin ELISA Yéntemi ile

Belirlenmesi

Serum leptin seviyesini belirlemek i¢in sican leptin ELISA kiti (ELK
Biotechnology, ELK1244), ghrelin i¢in sican ghrelin ELISA kiti (ELK Biotechnology,
ELK1944) ve irisin ic¢in sigan irisin ELISA kiti (ELK Biotechnology, ELK9072)
kullanildi. Analiz siiresince ELISA kiti igerisinde yer alan deney protokoliine uygun
calisildi. Deneye baslamadan Once kit igerisinde yer alan numune konsantrasyonlari

standart dillisyon buffer soliisyonu kullanilarak seyreltildi (Sekil 3.3.).
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500 pl
500 pl 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl
l
Y
Standart Stok

Leptin 20 ng/mL 10 5 2.5 1.25 0.63 0.32
Ghrelin 10000 pg/mL 5000 2500 1250 625 312.5 156.25

irisin 4000 pg/mL 2000 1000 500 250 125 62.5

Sekil 3.3. Serum ELISA standart soliisyonlarmnin diliie edilmeleri.

Analiz asamasi i¢in tiim bilesenler ve Ornekler oda sicakliginda bekletildi.
Pipetleme yapilmadan 6nce tiim 6rnekler vortekslendi.
Leptin ve Irisin icin asagidaki basamaklar takip edildi.
e Standart, kor ve numune i¢in kuyucuklar belirlendi. Uygun kuyucuklara 100 pl
standart veya 100 pl numune eklendi.
e Plak kapagi kapatilarak 37°C’de 80 dakika inkiibe edildi.
e Inkiibasyon sonrasi her bir kuyucuk 200 ul yikama soliisyonu ile yikands, bu islem
3 defa tekrar edildi. Her yikama sonrast kuyucuklardaki soliisyon bosaltild1 ve ters
cevrilen plak emici kagit lizerinde kurutuldu.
e Her kuyucuga 100 pl biyotinlenmis antikor ¢aligma soliisyonu eklendi, plak
kapag1 kapatildi ve 37°C’de 50 dakika inkiibe edildi.
e Inkiibasyon sonrasi plaga dnceki basamakta oldugu gibi 3 yikama islemi yapildi.
e Her kuyucuga 100 pl Streptavidin-HRP c¢aligma soliisyonu eklendi, plak kapagi
kapatildi ve 37°C’de 50 dakika inkiibe edildi.
e 3. adimda oldugu gibi 5 defa yikama iglemi yapildi.
¢ Yikama islemi sonrasi her kuyucuga 90 ul TMB substrat soliisyonu eklendi. Yeni

bir kapak ile kapatildi ve karanlik ortamda 37°C’de 20 dakika inkiibe edildi.
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e Inkiibasyon sonrasi her kuyucuga 50 pl durdurma soliisyonu eklendi ve plak
hafifce calkalandi.
e Hazir hale gelen plak 450 nm dalga boyunda ELISA cihazinda okundu.

e Sonugclar leptin i¢in ng/ml, irisin i¢in pg/ml olarak ifade edildi.

Ghrelin icin asagidaki basamaklar takip edildi.

e Standart ve kor kuyucuklar belirlendi. Her kuyucuga 50 pl standart, numune ve
biyotinlenmis konjugat eklendi. Plak kapagi kapatildi ve 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonras1 her bir kuyucuk 200 pul yikama soliisyonu ile yikandi, bu islem
3 defa tekrar edildi. Her yikama sonrast kuyucuklardaki soliisyon bosaltild1 ve ters
cevrilen plak emici kagit lizerinde kurutuldu.

e Her kuyucuga 100 pl Streptavidin-HRP c¢aligma soliisyonu eklendi, plak kapagi
kapatildi ve 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.

e 2. adimdaki yikama islemi 5 defa tekrar edildi.

e Her kuyucuga 90 pl substrat soliisyon eklendi. Karanlik ortamda 37°C’de 20
dakika inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonrasi her kuyucuga 50 pl durdurma soliisyonu eklendi ve plak
hafifce calkalandi.

e Hazir hale gelen plak 450 nm dalga boyunda ELISA cihazinda okundu.

e Sonuclar pg/ml olarak ifade edildi.

3.6.2. Western Blot Analizlerinin Yapilmasi

Sicanlar dekapite edildi, beyinleri ¢ikarilip hemen kuru buz {izerinde donduruldu.
Sonrasinda g¢alisma icin -80°C’de saklandi. Hipotalamik III. ventrikiil ¢evresinden
(Paxinos & Watson’in stereotaksik koordinatlar1 atlasina gére Bregma’dan 2,3-4,5 mm)
pan¢ ignesi kullanilarak beyinden bilateral olarak almman yaklagitk 100 mg beyin
parcgaciklart POMC ve AgRP western analizlerinde kullanildi.
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Sekil 3.4. Western analizleri i¢in beyin dokusundan alinan AgRP ve POMC noron

gruplarinin bulundugu 3. ventrikiil cevresindeki beyin bolgesinin gosterimi

Alinan doku 6rnekleri 100 mg i¢in 1 ml olacak sekilde RIPA (Abcam ab270054)
tamponu icerisinde proteaz inhibitér 1:20 oranda (Abcam ab201111) eklenerek
hazirlanan ¢ozelti igerisinde homojenize edildi. Homojenizasyon islemi i¢in 8000 rpm’de
5 dk homojenizator (Next Advance BBY24M, Inc. Innovative Lab Products for the Life
Sciences, USA) kullanildi. Homojenatlardaki protein bozulmasini engellenmek i¢in her
30 sn’de bir karda sogutma iglemi yapildi. Elde edilen homojenatlar 10.000 rpm’de, 15
dk, +4°C’de santrifiij edilerek siipernatantlara ayrildi.

Doku siipernatantlarin toplam protein konsantrasyonu bikinkoninik asit (BCA)
protein miktar1 6l¢iim yontemi ile belirlendi. Alinan ticari kit (Thermo Scientific Pierce
BCA Protein Assay Kit) protokoliine gore c¢alisildi ve numune konsantrasyonlari
belirlendi.

Jel elektroforezi asamasi i¢in %10’luk SDS jel kullanildi ve 10 kuyucuklu jel hazir
hale getirildi. Her kuyucuga esit miktarda protein 6rnegi yiiklendi. Jeller 100 Volt’ta
yaklagik 120 dk calistirildi, markerin agilmasi takip edilerek blotlama islemi yapildi.
Direncin artmasin1 engellemek i¢in buz kaliplari ile sogutma islemi yapildi. Elektroforez
sonrasi trans-blot turbo transfer sistemi kullanilarak molekiiler agirliklarina gore ayrilmig
olan proteinler jelden PVDF (1620177, Biorad Life Sciences Research, USA) membrana
aktarildi. Membran oda sicaklifinda en az 2 saat olacak sekilde %S5’lik siit tozu ile
bloklandi. Membranlar 1 gece boyunca +4°C’de POMC (SRB Laboratoties Cat No:201r-
5370) ve AgRP (Santa Cruz Biotechnology Cat No: sc-518077) primer antikorlar ile
inkiibe edildi. Membranlara 3x15 dk seklinde TBS-T ile yikama islemi yapildi. Yikama
sonras1 primer antikora uyumlu HRP konjuge edilmis sekonder antikor ile 1 saat oda

1s1sinda inkiibe edildi. inkiibasyon sonras1 sekonder antikor 3x15 TBS-T ile yikand1 ve 5
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dk ECL Western goriintiileme soliisyonu (32106, Thermo Scientific Pierce ECL Western
Blotting Substrate, USA) ile inkiibe edildi. Membranlar Syngene GBox Chemi-XRQ Gel
Documentation System) goriintiileme sistemi kullanilarak goriintiilendi (Sekil 3.4.) (Sekil

3.5).

@ 2 (3 ©

Protein 6rneklerinin P rote'in Bmeklerinin. Protein PVDF iizerine Siit tozuyla membranin
hazirlanmast S]? S jelde goziilmesi elektroforetik transferi bloke edilmesi
t ﬁ T ~ — #
\ | —

Transfer sandvig

O &= 0 e= ©O

40
20

Membranin 1§1ma yapmasi ve HRP isaretli sekonder antikor ile Hedef proteinlere 6zgii primer antikorlar ile
Western Blot goriintiisiiniin alinmass membranin inkiibe edilip yikanmasi membranin inkiibe edilip yikanmasi
o - L= I
w =
80
60 — — ofloflo oflofo
=

Sekil 3.5. Western Blot analizine genel bakis

3.6.3. Immunofloresan Analizlerinin Yapilmasi

Beyin dokusunda POMC ve AGRP protein diizeylerinin histolojik
degerlendirmesi immunofloresan analiz yontemi kullanilarak yapildi. Cikarilan beyin
dokusu -18 °C’de dondurularak cryostat microtome ile 8 um kalinliginda kesitler alindi.
Kesitler oda sicakliginda, 15 dakika -20 °C’den alinan soguk asetonda bekletildi.
Ardindan lamlar 3 x PBS ile yikandi ve 6zgiil olmayan antikor baglanmalarin1 bloke
etmek i¢in hiicrelere bloklama soliisyonu (%1 BSA, %0,1 Triton X-100, %0,1 sodyum
azid, %1 keci serumu) eklenerek 1 saat oda sicakliginda bekletildi. Bloklamanin ardindan
sulandirilan primer antikorlar (abcam RabMab antibodies, USA) eklendi. Antikorlar
eklenmis lamlar +4 °C’de gece boyunca inkiibasyona birakildi. inkiibasyonun ardindan 3
x PBS ile yikandi ve primer antikor ile uyumlu sekonder antikor (abcam RabMab
antibodies, USA) eklenerek 1 saat oda sicakliginda karanlik ortamda inkiibasyona

birakildi. Sekonder antikor inkiibasyonunun ardindan 3 x PBS ile yikandi. Cekirdek
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boyamasi i¢in yapistirict 6zellikli DAPI soliisyonu eklendi ve kesitler lamel ile
kaplanarak 151k almayacak sekilde muhafaza edildi.

Boyanan kesitlerin tamami Nikon Eclipse Ni-U 151k mikroskobu, DS-Fi3 camera
(Nikon Instruments Inc., Melville, NY) ve NIS-Elements Documentation 5.02 Goriintii
Analiz Sistemi (Nikon Corp., Tokyo, Japan) ile incelenerek analizler yapilip fotograflar

alindi.
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4. BULGULAR

4.1. Yem Tiiketimi ve Viicut Agirhig Degisim Bulgular

Oral gavaj olarak uygulanan DINP’nin ortalama yem tiiketimlerinin 100 g agirlik
basina etkisi Sekil 4.1.de goOsterilmistir. Gruplar yem tiiketimi agisindan
karsilagtirildiginda 0.5 ve 1 gr/kg/giin DINP uygulanan gruplarda, ilk 3 hafta boyunca
kontrol grubuna gore tiiketilen yem miktarinin istatiksel olarak anlamli diizeyde fazla
oldugu (p<0.05) ancak son ii¢ haftada ise gruplar arasinda yem tiiketimi bakimindan

herhangi bir fark olmadig belirlendi.

——Kontrol -x-DINP 0.1 ~o-DINP 0.5 -= DINP 1

30,01 -

25,01 +

20,01 -

15,01 -

10,01 -

5,01 -

Yem Tiiketimi (100 g Canh Agirhk Basina)

0,01

Hafta

Sekil 4.1. DINP uygulanmasinin siganlarin yem tiiketimi {izerine etkileri (Verilerin

degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Gruplar arasi karsilastirmada; a,b birbirinden
farkli (p<0.05); n=8)
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Oral gavaj olarak uygulanan DIBP’nin ortalama yem tiiketimlerinin 100 g agirlik
basina etkisi Sekil 4.2.°de goOsterilmistir. Gruplar yem tiiketimi agisindan
karsilagtirildiginda 0.1 gr/kg/giin DIBP uygulanan gruplarda ilk dort hafta, 0.5 gr/kg/giin
ve 1 gr/kg/giin DIBP uygulanan gruplarda ilk ii¢ hafta boyunca kontrol grubuna gore
tiiketilen yem miktarinda istatiksel olarak anlamli bir fark olmadig1, ancak son ii¢ haftada

ise tiim doz gruplarinda istatiksel olarak anlamli bir artis oldugu belirlendi (p<0.05).

—+Kontrol -x-DIBP 0.1 ~o-DIBP 0.5 -= DIBP 1

30,01 -

25,01

20,01 -

15,01 -

10,01 -

Yem Tiiketimi (100 g Canh Agirhk Basina)

Sekil 4.2. DIBP uygulanmasinin siganlarin yem tiiketimi {izerine etkileri (Verilerin
degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Gruplar arasi
karsilastirmada; a,b birbirinden farkli (p<0.05); n=8)
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Kontrol ve DINP grubu hayvanlarin baslangi¢ ve sekizinci haftalardaki ortalama
agirlik degisimleri Sekil 4.3.’te gosterilmistir. DINP uygulanmasinin sekiz hafta sonunda
hayvanlarin viicut agirliklarinda kontrol grubuna goére azalmalara sebep oldugu bu

azalmalarin tiim doz gruplarinda istatiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p<0.05).

50

Ortalama Viicut Agirhg (g)
400
350 b
Ii 300 &
\
Z 150 \
€0 100 2 §
N

Baslangi¢ 8. Hafta
SKontrol ©DDINP 0.1 @DINP 0.5 @DINP1

Sekil 4.3. DINP uygulanmasinin sigcanlarin viicut agirligr degisimleri iizerine etkileri
(Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Gruplar arasi karsilastirmada; a,b,c
birbirinden farkli (p<0.05); n=8)
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Kontrol ve DINP grubu hayvanlarin baslangi¢ ve sekizinci haftalardaki ortalama
agirhik degisimleri Sekil 4.3.’te gosterilmistir. DIBP uygulanmasinin sekiz hafta sonunda
hayvanlarin viicut agirliklarinda kontrol grubuna goére azalmalara sebep oldugu bu

azalmalarin tiim doz gruplarinda istatiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p<0.05).

Ortalama Viicut Agirhg (g)

Agirhik Degisimi

b
|
N
N\"
o 2, §
100 \ g
58 @ ] B &
Baslangi¢ 8. Hafta
wKontrol oDIBP0.1 =DIBP(0.5 mDIBP 1

Sekil 4.4. DIBP uygulanmasinin sicanlarin viicut agirligi degisimleri iizerine etkileri

(Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Gruplar arasi karsilagtirmada; a,b,c
birbirinden farkli (p<0.05); n=8)
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4.2. DINP Grubu Serum Leptin, Ghrelin ve Irisin Seviyeleri

Oral gavaj olarak uygulanan DINP’nin serum leptin, ghrelin ve irisin seviyeleri

tizerindeki etkileri Tablo 4.1.”de gosterilmistir. Gruplar serum leptin seviyeleri agisindan

karsilagtirildiginda 1 gr/kg/giin dozda istatiksel olarak anlamli bir artig belirlendi

(p<0.05). Serum ghrelin seviyeleri i¢in 0.1 ve 1 gr/kg/giin dozlarda istatiksel olarak

anlamli azalma bulundu (p<0.05). Serum irisin seviyeleri i¢inse 0.1 gr/kg/giin dozda

istatiksel olarak anlamli artis belirlendi (p<0.05).

Tablo 4.1. DINP uygulanmasinin serum leptin, ghrelin, irisin seviyeleri iizerine etkisi

(Veriler Ortanca (min-max) olarak verilmistir. Gruplar arasi karsilastirma Kruskal Wallis testi ile yapildi.

(Gruplar aras1 karsilagtirmada; a,b birbirinden farkli (p<0.05); n=8))

Leptin (ng/ml)

Ghrelin (pg/ml)

Irisin (pg/ml)

Kontrol

DINP 0.1

DINP 0.5

DINP 1

0,49%(0,25-3,51)
0,38 (0,26- 1,66)
0,53 (0,49-6,35)

1,02° (0,32- 3,78)

0,66° (0,50-0,87)
0,33 (0,24- 0,87)
0,65 (0,31- 0,95)

0,44% (0,21- 0,96)

0,11% (0,83- 0,12)
0,12° (0,99- 0,13)
0,112 (0,10- 0,13)

0,112 (0,49- 0,12)

32



4.3. DIBP Grubu Serum Leptin, Ghrelin ve Irisin Seviyeleri

Oral gavaj olarak uygulanan DIBP’nin serum leptin, ghrelin ve irisin seviyeleri
tizerindeki etkileri Tablo 4.2.”de gosterilmistir. Gruplar serum leptin seviyeleri agisindan
karsilagtirildiginda istatiksel bir anlamlilik bulunamadi. Serum ghrelin seviyeleri
degerlendirlidiginde tiim dozlarda istatiksel olarak anlamli artis bulundu (p<0.05). Serum
irisin seviyeleri i¢inse 0.5 ve 1 gr/kg/giin dozda istatiksel olarak anlamli artig belirlendi

(p<0.05).

Tablo 4.2. DIBP uygulanmasinin serum leptin, ghrelin, irisin seviyeleri iizerine etkisi
(Veriler Ortanca (min-max) olarak verilmistir. Gruplar arasi karsilastirma Kruskal Wallis testi ile yapildi.

(Gruplar aras1 karsilagtirmada; a,b birbirinden farkli (p<0.05); n=8))

Leptin (ng/ml) Ghrelin (pg/ml) Irisin (pg/ml)
Kontrol 0,49% (0,25-3,51) 0,66* (0,50-0,87) 0,11*(0,83-0,12)
DIBP 0.1 0,43%(0,40-0,86) 0,71° (0,40-0,92) 0,10% (0,10-0,12)
DIBP 0.5 0,48% (0,40-0,58) 0,85°¢(0,58-0,97) 0,13°(0,12-0,14)
DIBP 1 0,54% (0,28-1,06) 0,86° (0,66-0,18) 0,12°(0,57- 0,13)
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4.4. DINP Grubu AgRP Seviyeleri Western Blot Bulgular:

Calismamizda oral gavaj olarak uygulanan DINP nin beyin dokusu AgRP protein
miktarlar iizerine etkileri Sekil 4.5.’te verilmistir. Olgiilen AgRP protein miktarlari -
aktin seviyesine gore oranlanarak hesaplanmistir. Bulgularimiza gore tiim uygulama

dozlarinda kontrol gruba kiyasla istatiksel olarak anlamli artis bulunmustur (p<0.05).

AgRP(17kDa) |

B-aktin (42 kDa) *

~ 350
E
2 300 A
oo
D
a 250
J
S 200
E=
= 150 - a
3
& 100 -
&
o0 50 1
-

o_

Kontrol DINP 0.1 DINP 0.5 DINP 1

Sekil 4.5. DINP uygulanmasinin AgRP protein miktarlar1 iizerine etkileri (Gruplar arasi
karsilastirma Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi; a,b,c birbirinden farkli (p<0.05); n=8)
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4.5. DIBP Grubu AgRP Seviyeleri Western Blot Bulgular:

Caligmamizda oral gavaj olarak uygulanan DIBP’nin beyin dokusu AgRP protein
miktarlari {izerine etkileri Sekil 4.6.’da verilmistir. Olgiilen AgRP protein miktarlar1 -
aktin seviyesine gore oranlanarak hesaplanmistir. Bulgularimiza gore 0.5 gr/kg/giin

dozunda kontrol gruba kiyasla istatiksel olarak anlamli bir artis bulunmustur (p<0.05).

AgRP (17 kDa)

B-aktin (42 kDa)

250

200 -

AgRP/B-aktin (% Degisim)

Kontrol DIBP 0.1 DIBP 0.5 DIBP1

Sekil 4.6. DIBP uygulanmasimin AgRP protein miktarlar1 iizerine etkileri (Gruplar arasi
karsilastirma Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi; a,b birbirinden farkli (p<0.05);n=8)
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4.6.DINP Grubu POMC Seviyeleri Western Blot Bulgular:

Caligmamizda oral gavaj olarak uygulanan DINP’nin beyin dokusu POMC protein
miktarlar1 iizerine etkileri Sekil 4.7.’de verilmistir. Olgiilen POMC protein miktarlar1 -
aktin seviyesine gore oranlanarak hesaplanmistir. Bulgularimiza goére 0.1 ve 0.5
gr/kg/giin dozlarda kontrol gruba kiyasla istatiksel olarak anlamli azalma bulunmustur

(p<0.05).

POMC (29 kDa)

B-aktin (42 kDa)

POMC/p-aktin (% Degisim)

Kontrol DINP 0.1 DINP 0.5 DINP 1

Sekil 4.7. DINP uygulanmasinin POMC protein miktarlar: lizerine etkileri (Gruplar arast
karsilastirma Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi; a,b,c birbirinden farkli (p<0.05); n=8)
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4.7.DIBP Grubu POMC Seviyeleri Western Blot Bulgular:

Calismamizda oral gavaj olarak uygulanan DIBP’nin beyin dokusu POMC protein
miktarlar1 iizerine etkileri Sekil 4.8.’de verilmistir. Olgiilen POMC protein miktarlar1 -
aktin seviyesine gore oranlanarak hesaplanmistir. Bulgularimiza gore tiim uygulama

dozlarinda kontrol gruba kiyasla istatiksel olarak anlamli artis bulunmustur (p<0.05).

"‘"”

POMC (29 kDa) b e p .

350

o :ﬂ

g

POMC/pB-aktin (% Degisim)

Kontrol DIBP 0.1 DIBP 0.5 DIBP 1

Sekil 4.8. DIBP uygulanmasinin POMC protein miktarlari {izerine etkileri (Gruplar arasi
karsilastirma Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi; a,b,c birbirinden farkli (p<0.05);
n=8)
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4.8. immunofloresan Bulgular

Caligmamizda elde ettigimiz DINP grubu i¢in immunofloresan goriintiileri Sekil
4.9.°da verilmistir. immunofloresan gériintiilerimizde elde ettigimiz bulgular yorum

yapmak i¢in yeterli degildir.

AgRP POMC DAPI
o -
o -
- -

Sekil 4.9. DINP uygulanmasinin immunofloresan goriintiilenmesi
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Caligmamizda elde ettigimiz DIBP grubu i¢in immunofloresan goriintiileri Sekil
4.10.’da verilmistir. Immunofloresan goriintiilerimizde elde ettigimiz bulgular yorum

yapmak i¢in yeterli degildir.

AgRP POMC DAPI
o - -
- - -
o - -

Sekil 4.10. DIBP uygulanmasinin immunofloresan goriintiilenmesi
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5. TARTISMA

Endokrin bozucu kimyasallar, homeostazin, {iremenin ve gelisimin
stirdiiriilmesinden sorumlu olan viicuttaki dogal hormonlarin sentezine, salgilanmasina,
taginmasina, baglanmasina, etkisine veya ortadan kaldirilmasina miidahale eden eksojen
ajanlar olarak tanimlanmistir (24). Diinya capinda cevre kirliligine neden olan ve insan
saglig1 acisindan ¢esitli sorunlar olusturan bircok EBK grubu bulunmaktadir. Ftalatlar,
cesitli endistriyel tirlinlerde yogun kullanimlar1 gz Oniine alindiginda ¢evremizde en
yaygin maruz kalinan EBK gruplarindan birisidir. Yaygin kullanimi1 sebebiyle insanlarda
yiiksek maruziyeti olan bu kimyasallar beslenme, dermal emilim ve solunum yolu ile
viicuda alinmaktadirlar (144). Cogunlukla lipofilik kimyasallar olan ftalatlar, insan
kanma ve sivilarina kolayca gecerek emilirler. Daha sonra hizla ilgili birincil ve ikincil
metabolitlere doniistiiriiliir. Atilimdan 6nce bu metabolitlerin bazilari, ¢gekirdekte bulunan
transkripsiyon faktorlerinin ligandlar1 (agonist, antagonist veya ko-aktivatdr) olarak
endokrin molekiiler sinyal sistemi ile normal olmayan bir sekilde etkilesime girer ve
istenmeyen etkilerine neden olur (145). Bir ftalatin yar1 dmrii ne kadar uzun olursa saglik
iizerine olumsuz etkisi de o kadar biiyiik olarak ortaya ¢ikmaktadir (146). DINP ve DIBP
ftalat kimyasal siifinin bir liyesidirler. DINP otomotiv bakimi, yakit {iriinleri, ingaat
malzemeleri, teller, kablolar,yapistiricilar, boyalar, elektronik iiriinler ve oyuncaklar gibi
endiistriyel, ticari iirlinlerde siklikla kullanilmaktadir (147, 148). DIBP ise boyalar,
cilalar, kagit, hali, beton, oje, kozmetik dahil olmak lizere ¢ok ¢esitli endiistriyel ve
tiiketici tiriintinde esneklik ve dayaniklilik saglamak icin kullanilmaktadir. Son yillarda
DINP’nin DEHP kimyasal1 yerine ve DIBP’nin de DBP kimyasali yerine plastiklestirici
olarak kullanimi ile insanlara maruziyetleri de oldukca artmistir(149, 150).

Gida alimi, bir dizi hormonal, beslenme ve sinir sinyaline yanit veren
hipotalamusun 6zel néronlari tarafindan kontrol edilir (151). Hipotalamusun VMH tokluk
merkezi, lateral ¢ekirdegi ise aglik merkezi olarak gorev yapmaktadir (152). Ozellikle
hipotalamusun ARC alam1 gida alimmin diizenlenmesinde rol oynamaktadir. ARC
islevsel olarak antagonistik oreksijenik ve anoreksijenik olmak iizere iki ndron
popiilasyonundan olusur. Bunlardan oreksijenik noronlar; AgRP ve NPY olup besin
alimini arttirip enerji harcamasini azaltirlar. Anaroksijenik noronlar ise POMC ve kokain
ve CART olup bunlar da besin alimini azaltip enerji harcamasini arttirirlar (153, 154).

Yani AgRP noéronlar1 transgenik olarak asir1 eksprese edildiginde veya merkezi olarak
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uyarildiginda belirgin hiperfajiye ve obeziteye neden olurken POMC néronlart ise bunun
tam tersi etki gostermektedir (155). Ayrica bu siireclere leptin ve ghrelin hormonlar1 da
eslik etmektedir. Leptin, agirlikli olarak yag dokusu tarafindan iiretilen ve plazmadaki
konsantrasyonu viicuttaki yag kiitlesi ile orantili bir sitokindir (156). Yapilan ¢aligmalar
leptinin, enerji alimimi azaltmak icin oreksijenik ndropeptitler (NPY, AgRP) tarafindan
aktive edilen noral yollar1 inhibe edebildigini ve istah1 bastirmak i¢in anoreksijenik
noropeptitler (POMC, CART) tarafindan hedeflenen yollar1 aktive edebildigini
gostermistir (157, 158). Leptin gida alimimi baskilayarak kilo kaybina neden olurken,
ghrelin ise istah uyaric1 bir sinyal olarak islev goriir. Ghrelin hormonunun kan seviyeleri
yemek vakitleriyle uyumlu sirkadiyen dalgalanmalar gosterir. A¢lik hormonu olarak
tanimlanan ghrelin, gida alim1 esnasinda aniden yiikselir ve yemek sonrasinda da hizla
diiser (159). ARC, ghrelinin oreksijenik etkisinin ana hipotalamik bdlgesi olarak
gosterilmigstir. Ghrelin, NPY, AgRP ve oreksin eksprese eden noronlarin aktivitesini
uyarirken, POMC noronlar1 ve kortikotropin salgilatict hormon iireten néronlar tizerinde
inhibitér bir etkiye sahiptir. Ayrica ghrelin, hipofiz bezinden biiylime hormonu
salgilanmasin1 giiglii bir sekilde uyarip, yaglanmay1 artirarak ve enerji harcamasini
azaltarak viicut agirhiginin diizenlenmesine katkida bulunur (160).

Literatiirde ftalatlar ve beslenme davranigi arasindaki iliskinin arastirildigt
caligmalar mevcuttur ancak yaygin kullanimi1 bulunan DINP ve DIBP ftalatlar ile
beslenme davranisi iligkisi yeterince arastirllmamistir. Bu tez c¢alismasi ile bu iki
kimyasalin beslenme davranisi ve obezite iizerindeki etkileri aydinlatilmaya ¢aligilmistir.
Yapilmis bir calismada, igerisinde DINP ve DIBP’nin de bulundugu 10 ftalat
kimyasalinin ¢ocuk, ergen ve yetiskin gruplarda idrar ftalat metabolit konsantrasyonlarina
bakilmis ve Ulusal Saglik ve Beslenme Inceleme Anketi (NHANES) verilerine gore obez
kisilerde konsantrasyonlarin yiiksek oldugu gosterilmistir (161). Sicanlar iizerinde
yapilmis bir ¢aligmada ise DBP uygulanmis gruplarda viicut agirligindaki artisin kontrol
grubuna kiyasla 6nemli 6l¢iide arttig1 belirtilmistir (162). Gida tiikketimi ve kilo artigsinin
takip edildigi bir diger ¢alismada farkli doz (5, 50 ve 500 mg/kg/giin) DEHP uygulamasi
yapilmis hayvanlarda, viicut agirlig1 artislarinda gruplar arasinda anlamli bir farklilik
goriilmemis fakat gida tiikketiminde 50 ve 500 mg/kg/giin uygulanan gruplarda énemli
Olciide artis gozlemlendigi rapor edilmistir (163). Baska bir ¢alismada ise siganlara {i¢
farkli doz DBP (1000, 5000 ve 10.000 ppm) uygulanmis, sicanlarda maruz kalinan
konsantrasyonlarinin artmasiyla viicut agirhigr artislarinin azaldigi, doz ile kilo alimi

arasinda ters bir iliskinin oldugu rapor edilmistir (164). Bizim ¢aligmamizda ise sekiz
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hafta siiresince oral gavaj yoluyla uygulanan DINP ve DIBP sicanlarda viicut agirliginda
azalmaya neden olmustur. Viicut agirlifina oranla yem tiikketimi miktarinda artis
gozlenmesi bu ftalatlarin istah arttiric1 etkilerinden kaynaklandigini diistindiirmektedir.

Aclik ve toklugun diizenlenmesinde 6nemli rol oynadig: bilinen leptin ve ghrelin
hormonlarinin {izerine ftalatlarin etkilerinin arastirildigi ¢caligmalarda ftalat maruziyetinin
ozellikle leptin seviyesi iizerinde etkilerinin oldugu ortaya konulmustur (159) Literatiirde
yer alan bir ¢alismada, gebelik siiresince DIBP’ye maruz kalan siganlarin erkek ve disi
yavrularinda plazma leptin seviyelerinin onemli Ol¢lide azaldigi belirtilmistir (165).
DEHP maruziyeti ve leptin arasindaki iliskinin arastirildig1 bir diger ¢aligmada da dogum
oncesi ve sonrasini kapsayan sekiz haftalik DEHP diyetinin, farelerde ve yavrularinda
plazma leptin seviyesinde anlamli bir degisime degisime sebep olmadigi, hayvanlarin
gida tiiketimlerinde ise kontrol grubuna gore anlamli bir artis olusturdugu bildirilmistir
(166). Sicanlara DEHP diyeti uygulanan bir diger ¢caligmada da leptin seviyesinin yliksek
doz (500 mg/kg/giin) uygulanan sicanlarda yiikseldigi ve bu yiikseligin anlamli oldugu
rapor edilmistir (163). Nieminen P. ve arkadaslar1 farelere 4 giin boyunca deri alt1 olarak
10, 50 ve 250 mg/kg dozlarinda BPA uygulamiglar ve plazma ghrelin seviyelerinin 50 ve
250 mg/kg BPA uygulanan gruplarda arttigini, leptin seviyelerinin ise tiim gruplarda
azaldigini rapor etmislerdir. Ancak hayvanlarda viicut agirligi degisimleri bakimidan
anlamli herhangi bir fark olmadigini belirtmislerdir (167). Yapilan bagka bir aragtirmada
diyetlerine BPA ve DES kimyasallar1 eklenmis yavru farelerin kontrol grubuna kiyasla
leptin seviyelerinde azalma oldugu belirtilmistir (168). Bizim ¢aligmamizda da sadece
DINP 1 gr/kg/giin uygulama grubunda istatistiksel olarak anlamli bir artig bulunmustur,
DIBP grubunda ise tiim dozlarda leptin seviyelerinde anlamli bir farklilik
gbzlemlenmemistir. Istah metabolizmasinda gérevli ghrelin hormon seviyesinde ise
DINP uygulamalarinda azalma DIBP uygulanan tiim gruplarda artis gézlemlenmistir. Bu
da yem tliketimindeki artisin leptinden ziyade ghrelinden kaynakli olabilecegini
diistindiirmektedir. Viicut agirligindaki azalislar yag dokunun azalmasindan kaynakli
leptin seviyesinde diisiislere neden olabilir.

Irisin, membran proteini FNDC-5’in bdliinmesiyle iiretilen kas tarafindan
salgilanan bir hormondur (169). Irisinin beyaz yag dokusunda uncupling proteinl (UCP-
1) ekspresyonunu uyararak kahverengilesmeyi sagladigi bildirilmistir (141). Serum irisin
diizeyi ile obezite arasinda ters bir iliski oldugu ve irisin seviyesi azaldiginda viicutta
yaglanmaya sebep olabilecegi ¢aligmalarda gosterilmistir (170). Irisinin viicut agirhgs,

besin alimi, viicut sicakligi gibi fonksiyonlar {izerinde g¢esitli etkileri oldugu rapor
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edilmigtir (171)0. Yapilmis bir ¢calismada 5 hafta boyunca DDT ve diklorodifeniletilen
uygulamasi yapilmis si¢anlarda irisin seviyesi degerlendirilmis fakat anlamli bir degisim
gozlemlenmemistir (172). Bagka bir aragtirmada alt1 ay siiresince BPA uygulanmig
siganlarda irisin seviyesinde diisme elde edildigi rapor edilmistir (173). Literatiir verileri
incelendiginde irisin seviyelerindeki azalmalarin enerji tiilketim miktarinin azalmasina
bagli yaglanmanin artacagini akillara getirmektedir. Fakat bizim ¢alismamizda uygulama
gruplarinda elde ettigimiz anlamli artiglar, irisinin enerji harcanmasini arttirarak
sicanlarda yem tiiketimlerinin artmasma ragmen agirhik artiglarinda ayni etkiyi
goremememizin sebebi olabilecegini diisiindiirmiistiir. Calismamizda UCP-1 seviyeleri
degerlendirilmedigi icin net olarak bdyle bir yolakta etkinligi net degildir. Bu nedenle
EBK ’lar ve irisin arasindaki iligkinin arastirildigi calismalara ihtiya¢ vardir.

Obezitenin ii¢ farkli EBK grubu (DES, BPA, tribiitiltin) uygulamasiyla
degerlendirildigi bir calismada, dort ay boyunca fareler bu kimyasallardan zengin diyetle
beslenmis ve c¢alisma sonunda POMC seviyeleri degerlendirilmistir. DES ve BPA
uygulamasi yapilan gruplarda POMC seviyelerinde onemli 6l¢iide azalmalar oldugu
belirlenmistir (174). Farelerin beslenme davranisinin BPA uygulanmasi ile nasil
etkilendiginin arastirildigt bir ¢alismada da  farelerin POMC immiinfloresan lif
yogunlugunun 6nemli Sl¢iide azaldigi sonucu elde edilmistir (175). DEHP kimyasal
uygulanan bir ¢aligmada ise NPY ve POMC mRNA seviyelerine bakilmistir. Calisma
sonucunda yavru ve annelere uygulanan DEHP’nin yavru grupta NPY seviyelerini
diisiirdiigii, annelerde ise anlamli bir degisiklik olmadig1 gdsterilmistir. POMC igin ise
hicbir grupta degisim olmadigi belirtilmis (166). Mevcut literatiirde EBK’lar ve AgRP
iligkisine dair bir caligmaya rastlanmamistir. Fakat daha once yapmis oldugumuz
caligmalarda POMC’nin AgRP iizerinde baskilayici etkisinin oldugunu POMC
inhibisyonunda AgRP’nin etkinliginin arttigin1 western ve immiin florasan yontemlerle
gostermistik (176). Bu calismamizda EBK uygulamasiyla AgRP ndron seviyelerinin
arttigin1 gosterdigimiz yoniindeki veriler, literatiire ilk verileri saglamasi bakimindan
onemlidir. Ayn1 zamanda literatiirde bulunan bir¢ok ¢alisma verileri ile benzer olarak da
DINP ve DIBP uygulamasinin POMC seviyelerinde anlamli bir azalmaya neden oldugu
elde ettigimiz diger veriler arasindadir. Calisma sonuglarimizi  birlikte
degerlendirdigimizde, uygulamasin1 yapmis oldugumuz ftalatlarin POMC ve AgRP
seviyelerinde meydana getirdigi degisikliklerin, beslenme davranigint merkezi olarak
etkiledigini, ayrica hipotalamik kontrol iizerinde etkili olan leptin ve ghrelin gibi

hormonlarin seviyelerinde de etki olusturmak suretiyle beslenme davraniginin merkezi ve
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periferal aks {zerinden etkiledigini sOyleyebiliriz. DINP uygulanan gruplarda
Agrpprotein seviyesindeki artig ghrelin artisindan bagimsizdir. Aksine ghrelin azalmasina
ragmen AgRP seviyesinde artis gozlemlenmistir. Bu da EBK larin kan beyin bariyerini
gecerek beslenme davraniglarinin yanmi sira hipotalamustaki diger endokrin salgilar
iizerinde de etki gosterebilecegini diisiindliirmektedir. Ancak doz bagimli bir korelesyon
olmamakla birlikte yiiksek dozlarda gormiis oldugumuz farkli sonuglar kimyasallarin
toksik etkilerinin de arastirilmasi gerektigini diisiindiirmiistiir. ilerde yapilacak daha
kapsamli ¢aligmalarla etkilerin arastirilmasi gerekmektedir.

Calisma bulgularimiz mevcut literatiir ile birlikte degerlendirildiginde, DINP ve
DIBP uygulamasinin istah {lizerinde etkinlikleri oldugu bilinen hormonlar ve merkezi
diizenleyici ndron gruplari iizerinde baskilayici, istahi artiranlarda ise uyarici etki yaparak

beslenme diizeninde ve enerji metabolizmasinda etkili oldugunu ortaya koymaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Yapmis oldugumuz c¢aligmamizda DINP ve DIBP kimyasallarinin beslenme
davranigin1 diizenleyen hormonlar {izerine etkilerini inceledik. Elde ettigimiz bulgular
calismis oldugumuz kimyasallarin hipotalamik beslenme néronlarini (POMC ve AgRP)
ve istah metabolizmasinda gorev alan leptin ve ghrelin gibi hormonlarin seviyelerini
etkileyerek beslenme davramisimi hiperfaji yoniinde degistirebilecegini gdsterdi. ilave
olarak, bu maddelerin irisin seviyelerinde meydana getirdigi artiglarin, enerji
metabolizmasinda da ise karisabilecegini ve bodylece kilo alimi/azalisi ilizerinde de
etkilerinin olabilecegini akla getirdi. Ancak bu etkilerin daha iyi anlasilabilmesi i¢in
irisinin etki mekanizmasinda 6nemli yer tutan UCP’lerin seviyelerinin belirlenecegi ve
metabolizma hizinin diizenlenmesinde ana oyuncular olan tiroit hormon seviyelerinin

belirlenmesinin, mekanizmanin anlagilmasina katki yapacag diistintilmektedir.
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