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Endokrin Bozucu Kimyasal Maddelerin
Epigenetik Etkileri: Ftalatlar

Epigenetic Effects of Endocrine Disrupting Chemicals:

Phthalates: Review

OZET DNA dizisinden bagimsiz olarak gen ekspresyonunda meydana gelen kalitsal degisiklikler “epi-
genetik degisiklikler” olarak adlandirilir. Peroksizom proliferasyonu 6nemli bir epigenetik mekaniz-
madir. Peroksizomlarin sayilarinin artis1 basta hipertrofiye, takiben hizli mitoz ve hiperplaziye yol
acar. Diger taraftan, biyolojik sistemlerde metilasyon, genomun normal olarak diizenlenmesini saglar.
DNA metilasyonu, tizerinde en fazla ¢aligma yapilan epigenetik degisikliktir ve bu olay gen aktivas-
yonu, baskilanmasi ve kromatin sekillenmesinde rol oynar. Ftalatlar giiniimiizde olduk¢a yaygin kul-
lanim1 olan plastizerlerdir. Yiiksek molekiil agirlikh ftalatlar medikal iirtinlerde, yap: materyalleri,
kablo, film, kaplama, yer désemeleri, cam/kapa profili, canta, ayakkabi, kan torbasi, baskili kiyafetler,
¢ocuk oyuncaklari, bebek sampuanlari, temizleme kremleri, eldiven, miirekkep ve yapistiric1 yapi-
minda kullanilir. Ditsitk molekiil agirlikl ftalatlarin ise kozmetik ve parfiimlerde renk ve koku sabit-
leyici olarak kullanildiklari; insektisit ve farmasotik iiretiminde de formiilasyona eklendikleri
bilinmektedir. Ftalatlar endokrin bozucu kimyasal maddeler arasinda yer almaktadir ve kemirici ka-
racigerinde peroksizom proliferasyonuna neden olarak hepatokarsinogeneze yol agtiklar: bildirilmis-
tir. Ancak, insanlarda benzer bir mekanizmanin etkin olduguna dair kanitlar simirhdir. Ftalatlarin
peroksizom proliferasyonu disinda apoptozun baskilanmasi, reaktif oksijen tiirlerinin olugmasi, hiic-
reler aras1 haberlesmenin bozulmasi, baslatilmis hiicrelerde klonal biiytimenin artist ve DNA meti-
lasyonunun degismesi gibi farkli epigenetik mekanizmalarla da etki gosterdikleri diisiiniilmektedir. Bu
caligmada, epigenetik mekanizmalar, ftalatlarin neden oldugu epigenetik degisiklikler ve bunun so-
nucunda ortaya ¢ikabilecek olasi toksik etkilerine yer verilmistir.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz; DNA metilasyonu; reaktif oksijen tiirleri; dietilheksil ftalal;
peroksizom ¢ogalticilar:

ABSTRACT The changes in gene expression that are independent of alterations in DNA sequence,
are called “epigenetic alterations”. Peroxisome proliferation is an epigenetic mechanism. The increase
in peroxisome numbers can firstly cause hypertrophy of cells, later fast mitosis and hyperplasia. On
the other hand, methylation in biological systems provides normal genome regulation. DNA methy-
lation is the most widely studied epigenetic alteration and this phenomenon plays roles in gene acti-
vation, suppression and chromatin modelling. Phthalates are highly used plasticizers today. High
molecular weight phthalates are used in medical devices, construction material, cable, film, coating,
floorings, window/door profile bag, shoe, blood pack, printed attire, children’s toys, baby shampoos,
cleansing creams, gloves, ink and glues. Low molecular weight phthalates are used in cosmetics and
perfumes as colour and smell fixators, as well as they are added to insecticide and pharmaceutical for-
mulations during production. Phthalates are endocrine disrupting chemicals and they are reported to
cause peroxisome proliferation which may lead to hepatocarcinogenesis in rodent liver. However,
there is limited evidence that the same mechanism is active in humans. Other than peroxisome pro-
liferation, phthalates are suggested to cause suppression of apoptosis, production of reactive oxygen
species, interruption of intercellular communication, clonal growth in initiated cells and alterations
in DNA methylation. This review will focus on epigenetic mechanisms, the epigenetic alterations that
phthalates may cause and the outcomes of these possible toxic effects.

Key Words: Apoptosis; DNA methylation; reactive oxygen species; diethylhexyl phthalate;
peroxisome proliferators
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NA molekiilii, niikleotid olarak adlandiri-

lan kiiciik yap: taglarinin birlesmesiyle

olusmaktadir. DNA’nin yapisi ve niikleo-
tidlerin dizilisi bir canlinin tiim hiicrelerinde aym
olmakla birlikte, hiicreler aras: farkliliklar gen ifa-
desindeki degisikliklerden kaynaklanmaktadir.
DNA dizisinden bagimsiz olarak gen ifadesinde
meydana gelen kalitsal degisiklikler ise “epigene-
tik degisiklikler” olarak adlandirilmaktadir.'?

Epigenetik mekanizmalar, ¢evresel etkenler ve
heniiz tanimlanmamis bazi faktorlerin de katkisiyla
“epigenotip” ad1 verilen bir profil olugturmaktadar.
Genetik ve epigenetik mekanizmalarin birlikte ¢a-
ligsmas1 sonucu gen ekspresyonunda kalici degi-
siklikler meydana gelmektedir. Genotipin bu
genetik ve epigenetik iizerindeki yansimasi ise fe-
notipi olusturmaktadir.!

Epigenetik mekanizmalarin igleyisinde ortaya
cikabilecek bir bozukluk genlerin ekspresyonla-
rinda arti§ veya baskilanmaya neden olur ve epige-
netik hastaliklara yol acabilir.? Bu hastaliklara;
Angelman sendromu, otizm spektrum bozukluk-

EPIGENETIK
MEKANIZMALAR

Dogrudan Etkileyenler

Kromatin Modifikasyonlari

DNA Modifikasyonlari

1. DNA metilasyonu

2. Nonkovalent DNA
modifikasyonlari

3. Transkripsiyon faktérleri
ile feed-forward

otoreglilasyon

Modifikasyonlar  Modifikasyonlar

lar1, Beckwith-Wiedemann Sendromu, Fragile X
sendromu, Prader-Willi sendromu, metabolik sen-
drom, Rett sendromu ve Russell-Silver sendromu
ornek olarak verilebilir. Ayrica, kalp hastaliklari,
hipertansiyon, nérodejeneratif bozukluklar ve obe-
zitenin ortaya ¢ikmasinda da epigenetik kokenle-
bildirilmektedir.
mekanizmalar $ekil 1’de goriilmektedir.

rin olabilecegi Epigenetik

Bu calismada, ftalatlarin neden oldugu diisii-
niillen dnemli epigenetik mekanizmalar olan pe-
roksizom proliferasyonu ve DNA metilasyonundan
soz edilmistir. Ayrica, ftalatlarin neden oldugu
diger epigenetik degisiklikler ve bunlarin olasi tok-
sikolojik sonuglar1 degerlendirilmistir.

ONEMLI BiR EPIGENETIK MEKANIZMA:
PEROKSIZOM PROLIFERASYONU

Peroksizomlar; eritrositler hari¢ tiim memeli hiic-
relerinde bulunan ve bir¢ok fonksiyonu olan tek
zarla gevrili sitoplazmik organellerdir. Karaciger
hiicrelerinde peroksizomlar hiicre hacminin
%?2,4inl kaplamaktadir. Peroksizomlar, molekii-

N

Dolayli Yoldan Etkileyenler=
Post Transkripsiyonel Mekanizmalar

N
1. RNA ile indiiklenen sessizlesme
(RNA-induced silencing) ve microRNA'larin (miRNA) ve
kiicik RNA’larin (small RNA, SRNA) etkileri
2. Imprinting
3. Peroksizom proliferasyonu
4. Hiicre proliferasyonunun indiiksiyonu
5. Priyonlarin etkileri

1. Medilasyon 1. Histon takaslari

2. Asetilasyon

3. Fosforilasyon
4. S-nitrosilasyon
5. Ubikitinasyon
6. Sumolasyon

2. Histon katilimlari

3. Kromatin tadilati

4. Nonkoding RNA ile etkilegim

5. Diger ajanlarla etkilesimler

6. Uzun-mesafe kromozom etkilesimleri

SEKIL 1: Epigenetik mekanizmalar.
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ler O, ve H,O kullanarak oksidatif reaksiyonlar1
gerceklestirir.?

Peroksizomal membranin sitozolik ytliziinde
yag asitlerinin oksidasyonunda gorevli enzim olan
acil-koenzim A sentetaz (acil CoA sentetaz) bulu-
nur. Ayni enzimin endoplazmik retikiilum memb-
raninda bulundugu da bildirilmistir.* Bu enzim
prostetik grup olarak flavin adenin dintikleotid
(FAD) icermektedir. Peroksizomlarda enzime
rediikte dintikleotid
(FADH,)’in reoksidasyonu ve molekiiler O, ile

bagh flavin  adenin
dogrudan etkilesmesi sonucunda HyO, olusur.
1990 yilinda peroksizom proliferatorleri tarafin-
dan indiiklenen ve indiiklenmeyen olmak iizere iki

tip acil CoA oksidaz varhig: saptanmgtir.>®

Peroksizomlarin birgok ara metabolizmada
6nemli fonksiyonlar vardir; HyO, olusumu, yikimi
ve oksidatif metabolizmada rol aldiklar bilinmek-
tedir.” Uzun zincirli yag asitlerinin beta-oksidasyonu
peroksizomlarda gerceklesir. Karacigerde safra asidi,
beyin ve kalpte plazminojen sentezinde gorevleri
vardir. Amino asit, piirin ve glioksilat katabolizmas:
ile ilag ve ksenobiyotik metabolizmasinda rol alir.
Ayrica, kolesterol sentezinde goérevleri vardir. Pe-
roksizom biyogenez bozukluklari ¢ok genis bir yel-
pazedeki otozomal resesif gelisimsel beyin
hastaliklarini igerir ve kraniyofasiyal dismorfizm,
karaciger disfonksiyonu, progresif sensorinéral
isitme kaybi ve retinopati gibi bozukluklarla ken-

dini gosterir.®?

Ik kez yaklagik 50 yil dnce, klofibrat igeren
yemle beslenen sicanlarin karaciger paraenkimal
hiicrelerinde peroksizom proliferasyonunun in-
diiklendigi gosterilmigtir.!® Daha sonralar1 bir¢ok
klofibrat-benzeri hipolipidemik ilacin ve ftalat es-
terlerinin primatlar dahil birgok tiiriin karacige-
rinde peroksizom proliferasyonunu indiikledigi
saptanmigtir. Metil klofenapat, siprofibrat, nafeno-
pin, gemfibrozil, bezafibrat ve fenofibrat gibi klo-
fibratin  yapisal analoglarinin  peroksizom
proliferasyonunu takiben fare ve sicanlarda hepa-
tokarsinogeneze neden oldugu daha sonraki calis-
malar ile gosterilmistir. Klofibrata yapisal olarak
benzemeyen hipolipidemik ilaglarin da potent pe-
roksizom proliferatorleri oldugu bildirilmistir.

Takip eden yillarda di (2-etilhekzil) ftalat [di ( 2-

ethylhexyl) phthalate (DEHP)] ve di (2-etilhek-
zil) adipat [di (2-ethylhexyl) adipate (DEHA)]
gibi plastizerlerin de peroksizom proliferasyonuna
neden oldugu belirlenmigtir."

Peroksizom proliferator aktive edici reseptor
(PPAR)’ler baz1 genlerin ekspresyonunu regiile
edici transkripsiyon faktorii olarak gorev alan ve ti-
roid, steroid ve retinoik asit reseptorleri gibi niik-
leer reseptor ailesine mensup olan proteinlerdir.
PPAR agonistleri, PPAR’nin ligand baglayic1 bol-
gesine baglandiginda hiicre ici sinyaller baglatila-
rak ilgili genlerin aktivitesi diizenlenir. PPAR’lerin
hiicre farklilagmasi, gelisimi, karbonhidrat, lipit ve
proteinlerin biyotransformasyonu, apoptoz, infla-
masyon ve tiimorogenezde esansiyel rolleri vardur.
PPAR’ler kanser, diyabet, obezite gibi patolojik bir-
ok siiregte pek ¢ok genin ifadesini degistirebilir.!?

Bu reseptorler ilk kez fibratlarla ilgili aragtir-
malar sirasinda belirlenmigtir. Fibratlarin koleste-
rol disiiriicti etkilerinin artmis hepatik yag asidi
oksidasyonuna neden oldugu, bunun da hepatosit-
lerdeki peroksizom dansitesini artirdig: belirlen-
mistir. Takiben fibratlarin asil hedefinin PPAR’ler
oldugu gosterilmistir. Ancak, ilerleyen yillarda sa-
dece PPAR-a’nin aktivasyonunun peroksizom
proliferasyonuna neden oldugu, PPAR-a’ya
amino asit dizilimi olarak yakin olan PPARS veya
PPAR-y’nin aktivasyonunun peroksizom prolife-
rasyonuna neden olmadig bildirilmigtir.'* PPARS
ve PPAR-y’nin ise farkli fonksiyonlarinin oldugu
belirlenmistir. PPARy’nin ilk olarak farklilagmig
adipositlerde ifade edildigi belirlenmistir. Son yal-
larda ise adipogenezin ana diizenleyicisi oldugu an-
lagilmis ve en yiiksek oranda adipoz dokuda ifade
edildigi goriilmistiir. PPAR-y’nin insiilin sensitize
edici bir ilag olan tiyazolidinedio (TZD)nun hedefi
oldugu da belirlenmistir. TZD, PPAR-y’yi aktive
ederek, adiposit farklilagsmasi i¢in gerekli olan gen-
lerin inditksiyonuna neden olur. Bu da artmig yag
depolanmasina ve adiponektin gibi insiilin-duyar-
lagtirica hormonlarin salimina neden olur.'*

Tim PPAR’ler retinoid X reseptorii (RXR) ile
heterodimerize olur ve DNA’da farkli noktalara
baglanarak hedef genlerin ifadesini etkiler. Bu
DNA dizilimlerine peroksizom hormon cevap ele-
manlarn [peroxisome proliferator response elements
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(PPRE)] adi verilir. Genel olarak baglandiklar: di-
zilim AGGTCANAGGTCA’dir. N burada herhangi
bir niikleotidi temsil etmektedir. Genelde bu dizi-
lim genin baslatic1 (promoter) bolgesinde bulunur
ve PPAR liganda baglandiginda ilgili gene bagh
olarak genlerin transkripsiyonu artar veya azalir.!

I FTALATLAR

Ftalatlar, ftalik asidin monohidrik alkoller ile yap-
t181 diesterlerdir. 1900°1i yillarin baginda dietilfta-
lat (DEP) ve dibiitilftalat (DBP) iiretilmeye
baglanmistir. 1920°1i yillarin sonunda polivinil klo-
riir [polyvinyl chloride (PVC)] bulunmustur. PVC
normalde sert ve kirilgan bir materyal oldugu i¢in
PVC’nin esnetilmesi amaciyla plastik {iretiminde

ftalatlar kullanilmaya baglanmigtir.'6!

Bilinen tiim ftalatlar berrak ve oda sicakli-
ginda yagimsi sivilardir. Tiim organik ¢oziicii-
lerde ¢ozliniir ve diger PVC plastizerler ile
karisabilir. Plastik ve reginelere eklendiklerinde
plastigin islenebilirligini artirir; 6zelliklerini degis-
tirebilir ve orijinal materyalde olmayan yeni 6zel-
likler katabilir. Diisiik molekiil agirlikl ftalatlar
suda ¢oziinebilir. Isikla parcalanma yar1 6miirleri
0,2-dort giindiir. Diisiik sicakliklarda bu siire daha
da uzar. Tum ftalatlar diigiik buhar basincina sa-
hiptir. Bu nedenle, yiizey sularinda her zaman sabit
miktarlarda bulunur.'®'” Yiiksek molekiil agirlikli
ftalatlar medikal driinlerde, yapi materyalleri,
kablo, film, kaplama, yer dosemeleri, cam/kap: pro-
fili, canta, ayakkabi, kan torbasi, baskili kiyafetler,
cocuk oyuncaklari, bebek sampuanlari, temizleme
kremlerinde ve eldiven gibi esnek ve yalitkan mal-
zeme yapiminda, miirekkep ve yapistirict yapi-
minda kullanilir. Diisiik molekiil agirlikli ftalatlarin
ise kozmetik ve parfiimlerde tasiyici, renk ve koku
sabitleyici olarak kullanildiklari; insektisit ve far-
masotik iretiminde de formiilasyona eklendikleri
bilinmektedir.'8"

En yaygin kullanilan ve gevrede en ¢ok bulu-
nan ftalat olan DEHP’ye ait bobrek hasar1 i¢in be-
lirlenen ters etki gézlenmeyen diizeyi (no observed
adverse effect level, NOAEL) 29 mg/kg/giin; testis
hasar1 i¢in 4,8 mg/kg/giin; fertiliteye etkiler i¢in 20
mg/kg/glin ve gelisimsel etkiler icin 4,8 mg/kg/giin
olarak belirlenmistir.?

I FTALATLARIN EPIGENETIK ETKILERI

Ftalat tiirevlerinin kemiricilerde epigenetik etkili
karsinojenler oldugu uzun yillardir bilinmekte-
dir. DEHP, Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi
[International Agency for Research on Cancer
(IARQ)] tarafindan “insanlarda muhtemel karsi-
nojen (Grup IIB)” olarak siniflandirilmigtir.”! Fta-
latlarin bu etkilerinin altinda yatan olas:
mekanizmalar agagida siralanmigtir:

1. Peroksizom Proliferasyonu: Ftalatlarin pe-
roksizom proliferasyonuna neden olduklar: uzun
yillardir bilinmektedir.?»? Ftalatlarla indiiklenen
hepatokarsinogeneze en hassas tiirler fare ve sigan-
lardir. Ftalatlarin kemiricilerde ayni fibratlar gibi
peroksizom proliferasyonunu ve hepatik katalaz
[catalase activity (CAT)] aktivitesini artirarak ka-
raciger hipertrofisine ve hiperplazisine, takiben
de
neden olduklar yapilan ¢aligmalarla gosterilmis-
tir.'7?223 Farkl siirelerde DEHP’ye maruz kalan
hayvanlarin karacigerlerinde midzonal ve peripor-

hepatomegaliye ve hepatokarsinogeneze

tal yag akiimiilasyonu, sentrilobiiler bolgelerde gli-
kojen depositlerinde azalma, safra kanallarinda
yapisal degisiklikler ve lipofuskin grantillerinde
bir artig gorilir.'”**» PPAR-« aktivasyonunu ta-
kiben gozlenen olaylar zincirinin hepatokarsino-
genez icin baskin bir etki sekli oldugu, ancak
diger farkli mekanizmalarin da karsinogenezin
gelisiminde etkin olabilecegi belirtilmektedir. Pe-
roksizom proliferasyonu disinda, mitokondri say1
ve hacminde ve lipit-yiiklii lizozom sayisinda artis
da karsinogeneze giden olaylar zincirinin bir par-
casidir.?®

Fare ve sigcanlarda hepatosit mitoz hizinin art-
mas1 DEHP baslangi¢ dozunu takip eden 24 saat
icinde gergeklesir ve asamali olarak bir hafta bo-
yunca artig gozlenir.? Ancak, bu durum takip eden
haftalarda ayni hizla stirmez.?*?® Uzun stireli te-
masin sonucunda kemiricilerde hepatoseliiler
adenoma ve karsinomalar ortaya ¢ikar. Ulusal
Toksikoloji Programi [National Toxicology Prog-
ram (NTP)]'nin yaptig1 iki yillik ¢aligma sonu-
cunda, B6C3F1 farelerde ve F344 sicanlarda her iki
cinsiyette de DEHP temasi ile hepatoseliiler karsi-
noma ve hepatik neoplastik nodiil olusma arasinda
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anlaml pozitif bir korelasyonun oldugu belirtil-
migtir.”? Ancak, DEHP uygulamasinin kesilmesini
takiben tiimor insidansi, karaciger agirlig1 ve pe-
roksizom proliferasyonundaki azalma DEHP te-
masi ile karaciger karsinogenezi arasinda gegici bir
iligki oldugunu gostermektedir.*® Diger taraftan,
DNA’da hasar olusturucu bir ajana temasi takiben,
DEHP’nin in vivo olarak timér inditkleme 6zelli-
ginin de oldugu belirlenmigtir.3"3? PPAR-a bagimh
mekanizmalar ile insanlarda hepatokarsinogenez
olusumuna iligskin sinirh sayida veri oldugu ileri sii-
rilmektedir.®®

2. Apoptozun Baskilanmasi: Apoptozun baski-
lanmas: da ftalatlarin kemiricilerde neden oldugu
karsinogenezin altinda yatan 6nemli molekiiler
mekanizmalardan biridir.>* Pek ¢ok ¢aligmada fare
ve sican karacigerinde PPAR-« agonistlerinin in
vivo olarak apoptozu baskiladiklar: belirlenmis-
tir.3>3¢Ftalatlara temas sonrasi normal olarak apop-
tozla  uzaklastirilan  hiicrelerin  mitojenik
stimiilasyonla canli kaldig1 ve boliindiigii rapor
edilmistir. PPAR-« agonistleriyle yapilan bir ¢alis-
mada, yalnizca orta (50 haftalik) ve ileri yaglarda
(100 haftalik) olan hayvanlarin karacigerlerinin bu
etkiye hassas oldugu, gen¢ hayvanlarin karaciger-
lerinde bu etkinin goriilmedigi bildirilmistir.
DEHP ve diger peroksizom proliferatorlerinin in-
sanlarda ve diger primatlarda benzer etkilerinin ol-
duguna dair ¢alisma yoktur.”” in vivo bir caligmada,
PPAR-« agonist prototipi Wy-16,643’{in farelerde
apoptotik hepatositlerin sayisinda %40-60 oraninda
bir artiga neden oldugu gosterilmistir.®® Kemirici
hepatositlerinde, DEHP’nin ana metaboliti olan
mono(2-etilhekzil) ftalat [mono (2- ethytlhexyl)
phthalate (MEHP)] ve diger peroksizom prolifera-
torlerinin spontan olarak hepatosit apoptozunu
baskiladig: belirtilmigtir. Ayrica, MEHP nin trans-
forme edici bliytime faktori [transforming growth
factor (TGFpB1)] ve DNA’da hasar olusturucu ajan-
lar olan etoposid, hidroksiiire ve anti-Fas antikor-
lariyla indiiklenen karaciger apoptozunu da
baskiladig1 gosterilmigtir.3+*! Sican hepatositleri
tizerinde yapilan canlilik deneylerinde, peroksizom
proliferatorlerine maruz kalan hepatositlerin en az
dort hafta canh kaldig1; ancak kontrol hayvanlar-
dan elde edilen hiicrelerin ortalama sekiz giin canh

kalabildigi; peroksizom proliferatorlerine maruz
kalan kiiltiirlerde apoptoz belirtilerinin (kondense
ve fragmante DNA) daha az siklikla goriildiigii be-
lirtilmistir.*? PPAR-o’nin apoptozun inhbisyonu
i¢in gerekli oldugu diistiniilmektedir ve PPAR-a-
farelerin nafenopin gibi peroksizom proliferatdrleri-
nin etkilerine yanit vermedigi, spontan ve TGFf1 ile
indiiklenen apoptoza agik oldugu belirtilmigtir.3*4
PPAR-a aracilikli apoptoz inhibisyonu bu resepto-

riin negatif efektor regiilator etkisine baghdir.*?

3. Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS) Olugmasa:
Reaktifoksijen tiirleri [reaktive oxygen species
(ROS)], hiicreler arasi sinyallesme molekiilleri ola-
rak etki gosterir. Ancak, hiicre i¢i fazla miktarda
ROS olusumu oksidatif strese yol acar. Bu durumda
hiicresel indirgeme potansiyeli bozulabilir, hiicre
hasara ugrayabilir ve/veya glutatyon (GSH) gibi
hiicresel indirgemeyi saglayan 6geler baskilanabi-
lir. Bu dengesizlik sonucu olusan peroksitler ve ser-
best radikaller hiicresel proteinlere, lipitlere ve
DNA'’ya hasar verir.®# Oksidatif stresin buytukliga
hiicresel indirgeme mekanizmalarinda ortaya ¢ikan
degisimlerin boyutuna baghdir. Eger hiicre olusan
degisimlerin diizelmesini saglayabiliyorsa ve nor-
mal haline geri donebiliyorsa, hiicrede ya hi¢ hasar
gorilmez ya da kiiciik bir hasar ortaya cikar.
Ancak, hiicresel onarim saglanamiyorsa ve adeno-
zin trifosfat [adenosine triphosphate (ATP)] dep-
lesyonu da varsa hiicre 6limii gerceklesir. Hasar
orta diizeyde ise hiicre apoptoza gider; hasar bii-
ylikse nekroz, takiben de mutasyon ve karsinoge-
nez ortaya ¢ikabilir.#* Ancak, oksidatif stresin
patolojik durumlarin nedeni mi oldugu, yoksa pa-
tolojik durumlar nedeni ile mi ortaya ¢iktig: tartis-
mal1 bir konudur.®

Hiicre i¢i ROS artis: ve takiben ortaya gikabi-
lecek olas1 degisiklikler hem dogrudan DNA yapi-
sin1 bozarak genotoksisiteye hem de epigenetik bir
mekanizma ile DNAnin etkilenmesine yol agar.*-
51 Cesitli ¢aligmalar, ftalatlar dahil olmak tizere
PPAR-a agonistlerinin neden oldugu tiimoérogenez
ile ROS arasinda bir iligki oldugunu gostermekte-
dir. Bunun nedeni, bu kimyasal maddeler ile kara-
ciger parankimal hiicrelerinde indiiklenen farkl
protein ve hiicre organellerinin (peroksizom, mi-
tokondri, mikrozom), 6zellikle HyO, ve diger ok-

Turkiye Klinikleri ] Pharm Sci 2016;5(2)

122



Pinar ERKEKOGLU ve ark.

ENDOKRIN BOZUCU KIMYASAL MADDELERIN EPIGENETIK ETKILER{: FTALATLAR

sidanlarin neden olabilecegi hasara agik olmalari-
dir.>2%% Olugan DNA hasar1 ve olas: epigenetik et-
kiler, mutasyon ve kanserle sonuglanabilir. Ancak,
olusabilecek degisikliklerin mekanizmalarin iyi
degerlendirmek gerek.>** Fare ve sican karaciger-
lerinde ve izole hepatositlerde yapilan ¢aligmalarda
peroksizom proliferatdrlerinin, HyO, iireten en-
zimler ile DNA, lipit ve diger molekiilleri degrade
eden enzimlerin aktivitelerini artirdiklar1 belirlen-
migtir.>*® Reddy ve ark. peroksizom proliferator-
lerinin oksidatif stresi indiiklemelerine neden olan
mekanizmanin peroksizomlarda bulunan “yag asidi
acil-CoA oksidaz” enziminin indiiklenmesi oldu-
gunu bildirmistir. Ancak, bu proteini ifade etme-
yen farelerin kimyasal olarak indiiklenen karaciger
kanserinden korunmas: beklenirken, spontan ola-
rak karaciger timorii gelistirdikleri gézlenmistir.
Bunun nedeninin metabolize olmayan lipitlerle
PPAR-o’nin hiper-aktivasyonu olabilecegi bildiril-
migstir.>” Son 30 yilda ise DEHP nin hiicre i¢i ROS
diizeylerini artirdigina dair bir¢ok veri elde edil-
migtir.>#% Yaptigimiz ¢aligmalarda, sicanlara 10
giin siireyle DEHP uygulamasinin karaciger, bob-
rek ve testiste anlaml diizeyde lipit peroksidasyon
artisina neden oldugu belirlenmistir. Testiste ok-
side GSH diizeylerinde 6nemli artis ve total ve in-
dirgenmis GSH diizeylerinde gbzlenen azalmalar
nedeni ile, DEHP’nin 6nemli diizeyde oksidatif
strese neden oldugu goézlenmistir. DEHP uygula-
mas1 ayni zamanda testiste Cu,Zn-sitiperoksit dis-
mutaz (Cu,Zn-SOD) ve GSH peroksidaz 4 (GPx4)
aktivitelerini 6nemli 6l¢lide azaltmistir. Diger ta-
raftan, 6zellikle testis ve karacigerde CAT aktivite-
sinde ve CAT immiinoreaktivitesinde gozlenen
artislar da bu ftalatin peroksizom proliferasyonu
yapici etkisine baglanabilir. Ayrica, DEHP’in kara-
cigerde peroksizom sayisini artirdig: tarafimizdan
ve diger pek ¢ok calisma ile belirlenmigtir.54%¢
Ozellikle DEHP gibi ftalatlara akut temasin PPAR-
« aktivasyonuna neden olmadig1; PPAR-o aktivas-
yonunun sadece uzun siireli (6rnegin; haftalar
boyu) temas ile gerceklesebilecegi belirlenmis-
tir.”¢® Fare ve sican karacigerlerinde DEHP veya
diger peroksizom proliferatorlerine maruziyet son-
ras1, Kupffer hiicrelerinin potansiyel bir oksidas-
yon kaynag olabilecegi de belirtilmektedir. Biitiin

bu caligmalar birlikte degerlendirildiginde, perok-
sizom proliferatorlerine maruziyet sonucu artan
ROS diizeyleri ile ortaya ¢ikabilecek olas: epige-
netik degisiklikler ve genotoksisitenin de bu bi-
lesiklerin toksik etkilerinin degerlendirilmesinde
dikkate alinmas1 gereken 6nemli bir konu oldugu

soylenebilir.!76970

4. Hiicreler Arasi1 Haberlesmenin Bozulmasi:
Hiicreler aras1 gap birlesme (gap junctional) iletisi-
minin, kanser gelisimi esnasinda modiile oldugu ve
¢ok basamakli sican hepatokarsinogenezi esnasinda
progresif olarak azaldif1 belirlenmistir.”! Hiicre-
hiicre iletisiminin bozulmas: kimyasal karsinoge-
nezin “gelisme agamasi”’nda 6nemli bir mekanizma
olarak degerlendirilir. Tiimor baslatici ajanlara ma-
ruziyet sonrasinda hiicreler aras: iletisimin bozul-
masi, bu kimyasal maddeye maruz kalan cins ve
tiiriin hassasiyetiyle de ilgilidir.”" Ornegin, fare ve
sicanlarin karacigerinde DEHP, diizononil ftalat
[diisononyl phthalate (DINP)] ve diger baz1 perok-
sizom proliferatérlerinin gap birlesme iletisimini
inhibe ettigi gosterilmistir.”? DEHP uygulamasi ke-
sildiginde bile bu inhibisyonun devam ettigi go-
rilmisgtiir.”® Ayrica, maddenin uygulama dozu ve
sikliginin da hiicreler arasi iletisimin degismesinde
rolii vardir ve degisim, peroksizom proliferatorle-
rinin genotoksik olmayan karsinogenik etki potan-
iyi  bir
gostergedir.”>7* MEHP’nin de fare ve si¢an hepa-

siyellerinin ~ degerlendirilmesinde
tosit kiiltiirlerinde gap birlesme iletisimini doz-ba-
gimh bir sekilde inhibe ettigi belirlenmigtir.”>7¢
MEHP maruziyeti kesildiginde ise, bu hiicrelerde
iletisimin 24 saat i¢inde belirgin bir sekilde diizel-
digi gorilmustiir.”® Ancak, MEHP’nin gap birlesme
iletisimini hamster, maymun ve insan hepatosit
kiltiirlerinde ve in vivo primat ¢aligmalarinda in-
hibe etmedigi belirlenmistir.”®”’

5. Baglatilmig Hiicrelerde Klonal Biiyiimenin
Artis1: Peroksizom proliferatorleri tarafindan in-
diiklenen oksidatif stres ve diger endojen faktorler
(replikasyon hatalari, normal oksidatif metabo-
lizma gibi), kemirici karacigerinde hiicre prolife-
rasyonundaki artig, apoptozun baskilanmas: ve
bunu izleyen olaylara neden olur.”>* Bu durumda
kemirici hepatositlerinde ortaya ¢ikan genetik ve
epigenetik degisiklikler sonucu baslatilmig hiicre-
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lerde klonal artig goriiliir. Bu artis, DEHP ve diger
peroksizom proliferatorlerinin “tiimor gelistirici-
ler” olarak siniflandirilmasini beraberinde getir-
mistir. Peroksizom proliferatorleri selektif olarak
sican karacigerinde hiicre biiyiimesini ve takiben
de bazofilik odaklari ve adenomlar: indiikler.”s7
Ayrica, peroksizom proliferatérlerine uzun siireli
maruziyet ile baglatilmig hepatik hiicrelerde karsi-
noma gelisimi gozlenir. Kanserin “baglama” evresi
genelde spontan olarak ortaya ¢ikar ve geri doniis-
stizdiir. Yagh hayvanlarin spontan olarak ortaya
¢ikan baglatilmig hepatositleri akiimiile etme olasi-
liklar gencg hayvanlara gore yiiksektir. Bu da daha
once bahsedildigi gibi, yash hayvanlarin peroksi-
zom proliferatorlerinin etkilerine daha hassas
olmasini beraberinde getirir.88! Nafenopin ve
Wy-14,643"tin fare ve sican hepatositlerinde ve bir-
¢ok hiicre tipinde klonal ekspansiyona neden ol-
duklan bildirilmigtir. Bu olayin nedenleri arasinda,
bu maddelerin mitoz ve apoptoz arasindaki dengeyi
bozmalar1 ve takiben baglatilmis klonlarin hizli ar-
tisinin olabilecegi belirtilmistir. Ancak, hamster,
kobay ve insan hepatositlerinin nafenopinin mito-
jenik etkisine duyarsiz olduklari bildirilmistir.
Hayvan ve insan hepatositleri icin DEHP ve MEHP
ile yapilmis olan benzer karsilagtirmali ¢aligmalar
bulunmamaktadir.183

6. DNA Metilasyonunun Etkilenmesi: Meti-
lasyon, bir kimyasal bilesige, metil grubunun ek-
lenmesidir. Biyolojik sistemlerde metilasyon,
genomun normal olarak diizenlenmesini ve gelis-
mesini saglayan kimyasal bir reaksiyondur ve epi-
genetik mekanizmalar arasinda en ¢ok {izerinde
calisilan konudur. Gen aktivasyonu, baskilanmasi
ve kromatin gekillenmesi gibi epigenetik olaylarda,
bagka bir deyisle gen ifadesinin diizenlenmesinde
rol oynar. Metilasyon, organizmada “protein me-
tilasyonu” ve “DNA metilasyonu” olmak tizere iki
sekilde gerceklesir. Uzerinde en fazla galigma yapi-
lan epigenetik degisiklik DNA’nin metilasyonu-
dur®

C-fosfat-G [C-phosphate-G (CpG)] adaciklari
sitozin niikleotidinin guanin niikleotidi ile baz se-
kansinda lineer olarak bulundugu DNA bolgele-
rinde olusur. CpG adaciklari, genellikle genlerin
baglatici bolgelerinde bulunan 0,5-3 kb’lik (genel-

likle 200 baz ¢iftinden uzun) CpG diniikleotince
zengin bolgelerdir. Baslatic1 bolgelerdeki CpG ada-
ciklar gibi genin yapisinda bulunan CpG adacikla-
da

aktiviteyi etkiledigi ve genelde azalttig1 bulunmus-

rinin - metilasyonunun transkripsiyonel
tur. Ancak, bazi durumlarda metilasyonun gen
transkripsiyonunu da arttirdigy bildirilmistir.
DNA’min metilasyonu, “DNA metiltransferaz
(DNMT)” enzimleri tarafindan ve “metil baglanma
proteinleri” yardimiyla (MBD1, MBD2, MBD3 vb.)
katalizlenir. DNA metilasyonunu diizenleyen
DNMT ve MBD genlerindeki mutasyonlarin,
meme, mide ve akut miyeloid l6semi gibi kanser-
lerin olusumunda etkin oldugu bilinmektedir.
Anormal DNA metilasyonu, “hipermetilasyon”,
“hipometilasyon” ve “imprinting kaybi (monoalle-
lik gen ekspresyon kayb1)” olmak iizere ii¢ sekilde
goriilebilir. Bunlardan global hipometilasyon kan-
serle ilk iligkilendirilen metilasyon tiiriidiir. Geno-
mik global hipometilasyon, normalde suskun olan
genleri aktiflestirir ve kromozomal kararsizliga
neden olarak tiimor gelisimine yol agabilir.®5#%

Ftalatlara maruziyetin DNA ve protein meti-
lasyonlarinda degisiklige neden olabilecegi son y1l-
larda iizerinde ¢alisilan bir konu héline gelmistir.
Bilindigi gibi, onkogen aktivasyonu kanser geli-
simde ¢ok 6nemli mekanizmalardan biridir. [dibu-
til ftalat dibutyl phthalate (DBP)]'nin c-myc
proto-onkogeninde hipometilasyona yol agarak c-
myc’yi aktive ettigi bildirilmistir.® Diger taraftan,
mayaya dayali Ostrojen reseptdr transkripsiyon
yontemi ile, DBP’nin metaboliti olan benz-butil
ftalat [benzyl butly phthalate (BBP)]'in insan meme
kanser hiicre kiiltiirleri (MCF7) ve primer meme
hiicre kiiltiirlerinde (MCF10A) 6strojen reseptor
alfa [estrogen receptor alfa (ERa) geninin baglatic
bolgesinde hipometilasyona neden oldugu ve insan
ERa gen ekspresyonunu indiikledigi belirlenmis-
tir. Ayni etkiyi DBP gostermemistir. Ayrica, diisitk
konsatrasyonlarda DBP ve BBP'nin, ERa geninin
mRNA ifadesinin degismesine ve genin baglangic
bolgesindeki CpG adaciklarinin demetilasyonuna
neden oldugu bildirilmistir.%

DEHP’nin germ hiicrelerinin epigenetigini de
degistirebildigi belirtilmektedir. Gebe sicanlarinin
0-40 pg/kg DEHP’ye maruz birakildig: bir calis-
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mada, F1 jenerasyonunda DEHP temasinin hem
dis, hem de erkekte primordiyal germ hiicrelerinde
ve Ozellikle de oositlerde farkli metillenmis bolge-
lerde [differentially methylated regions, (DMR)]
Igf2r ve Peg3 genlerinde metile CpG bélgelerinin
oranini belirgin bir sekilde azalttig1 bildirilmistir.
Bu durumun F2 jenerasyonuna da aktarildig: belir-
lenmigtir. Sonug olarak, hem anne, hem de yavruda
DEHP temasinin fetal fare germ hiicrelerinde ve
biiylimekte olan oositlerde imprinted genlerin
DNA metilasyonunu etkiledigi belirtilmistir.°

Fetal testis DEHP’in ana hedefidir. DEHP’ye
maternal maruziyetin fare testisinde DNA meti-
lasyonunu ve DNA metiltransferaz ekspresyo-
Bu da ftalat
maruziyeti sonucu ortaya ¢ikan testikiiler disgenez

nunu artirdigy belirlenmistir.

sendromunda instilin-benzeri hormon 3 (INSL3)
ekspresyonu ve testosteron iiretiminde bir azalma
ile kendini gostermektedir.”!

Ftalatlarin epigenetik etkileri Tablo 1’de go-
rilmektedir.

[ SONUC

Epigenetik mekanizmalarin isleyisinde ortaya ¢1-
kabilecek bir bozukluk, genlerin ifadelerinde artig
veya baskilanmaya neden olur. Ftalatlarin peroksi-

TABLO 1: Ftalatlarin epigenetik etkileri.
Kimyasallar Epigenetik etki Sonug
DEHP Peroksizom proliferasyonu  Hepatokarsinogenez
DEHP Hiicre ici ROS artisi Oksidatif stres, genotoksisite
DEHP, MEHP Apoptozun baskilanmasi Artmis klonal biylime
DEHP Baglatilmis hiicrelerde Hepatokarsinogenez
klonal blyiimenin artisi
DEHP, DINP Hiicreler arasi haberles- Hepatokarsinogenez
menin bozulmasi
BBP, DBP DNA hipometilasyonu Farkli gen ifadelerinde
veya hipermetilasyonu artis veya azalma

BBP: Benz butil ftalat; DBP: Dibutil ftalat; DEHP: di(2-etilhekzil)ftalat; DINP: Diizononil
ftalat; MEHP: Mono(2-etilhekzil)ftalat; ROS: Reaktif oksijen tiirleri.

zom proliferasyonuna neden oldugu ve bu olayin
epigenetik degisikliklerle sonuclandig: bilinmekte-
dir. Diger taraftan, apoptozun siipresyonu, ROS
olusumunun tetiklenmesi, hiicreler aras1 haberles-
menin bozulmas: ve DNA metilasyonunun degis-
mesi de ftalatlarin neden oldugu ve epigenetik
sonuglar olan olaylardir. Tiim bu olaylarin ftalat
toksisitesindeki rolii ancak son yillarda anlagilmaya
baglanmistir ve bu konuda daha ileri ¢aligmalara
gereksinim vardir. Ozellikle DNA, gen ve protein
metilasyon kaliplarindaki degisimlerin incelenmesi
ftalatlarin neden oldugu basta tireme sistemi toksi-
sitesi olmak tizere, sistemik toksisitenin degerlen-
dirilmesinde biiyiik bir asama olacaktir.
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