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1. 0ZET

Poli klorlu bifeniller (PCB) endiistriyel amagla {iretilmis ve dogada kalici
olduklan belirlendikten sonra diinyanin bir¢ok iilkesinde tiretimleri yasaklanmigtir.
Ancak, PCB igeren birgok iiriin bugiin hala kullammda oldugu i¢in ¢evre ve insan
sagligaim tehdit etmektedir. Kimyasal kararliliklar ve lipofilik 6zellikleri nedeniyle
dogada ve canli organizmada birikme egilimi gosterirler. Bugiine kadar PCBlerin
toksik, kanserojenik, immun baskilayici ve endokrin bozucu dahil birgok etkileri
aragtirilmigtir. Ancak, kemik dokusu iizerine etkilerini inceleyen aragtirma sayisi
yok denecek kadar azdir. Bu ¢aligmanin amact, ticari PCB karisimlar olan Aroclor
1221 (A1221) ve 1254 (A1254) ile Gstradioliin kemik doniisiim belirtecleri olan
deoksipiridinolin (DPD), osteokalsin, alkalen fosfataz (ALP), kalsitonin, paratiroid
hormon (PTH) ve kalsiyam (Ca) ile inorganik fosfat seviyeleri lizerine etkileri;
ayrica kemik mineral yogunluguna (KMY) ve kemigin histolojik yapis: {izerine
etkilerini intak ve ovariektomize (OVX) sigan modellerinde aragtirmakt.

Deneylerde 200-220g agirhiginda disi Wistar siganlar kullamildi. Birinci
deney diizeninde toplam 33 intak sigan, dort gruba ayrildi. Bunlara giin agir1 olarak
ve 46 giin siireyle subkutan yolla sirasiyla %4’lik DMSO, A1221 (10mg/ke),
A1254 (10mg/kg) ve Ostradiol (30pg/kg) uygulandi. ikinci modelde kullanilan
toplam 33 sigan bilateral olarak OVX edildi ve doért ayrnt gruba aynldi. Birinci
gruptaki sham OVX siganlara tagit soliisyonu, diger gruplara ise sirasiyla A1221,
A1254 ve Sstradiol giin agir1 olarak 34 giin stireyle uygulandi. idrar DPD seviyeleri
ELISA yontemiyle, serum osteokalsin, kalsitonin ve PTH seviyeleri

immunoradiometrik metotla; ALP, Ca ve inorganik fosfat diizeyleri Olympus



marka Kkitler kullamlarak otoanalizorde Olglildii. Diseksiyonla ¢ikartilan L2
vertebralari histolojik yapisi 151k mikroskobuyla incelendi. Femur ve tibia KMY
degerleri kemik dansitometrisi ile belirlendi.

Intak modelde A1221 veya A1254 uygulamasi1 DPD, osteokalsin, kalsitonin,
PTH, inorganik fosfat seviyeleri ile femur ve tibia KMY’de anlamli degisiklikler
olusturmadi, fakat Ca ve ALP diizeylerinde artiglar gozlendi. Ostradiol DPD,
osteokalsin, ALP diizeylerinde azalmaya neden olurken, kalsitonih, PTH, Ca
seviyelerinde ve tibia KMY’da anlamh artiglara neden oldu. Intak kontrol
degerlerine gére, sham OVX grubu DPD, osteokalsin ve kalsitonin diizeylerinde
artts, Ca seviyesinde ise anlamli azalma belirlendi. OVX siganlara A1221
uygulamasi idrar DPD seviyesinde azalmaya, inorganik fosfat ve femur KMY’da
artisa neden oldu, osteokalsin, kalsitonin, PTH, Ca, ALP diizeylerinde ve tibia
KMY~’da anlaml bir degisiklik olusturmadi. A1254 ise DPD ve PTH diizeylerini
anlamli gekilde yiikseltirken, L2 vertebra dokusunu da 6nemli oranda etkiledi.
Ostradiol uygulamas1 DPD, osteokalsin, kalsitonin seviyelerinde azalmaya, Ca,
inorganik fosfat femur ile femur ve tibia KMY degerlerinde anlamli artisa neden
oldu. Sonug olarak, A1221 ve A1254 kemik formasyon ve rezorbsiyonu iizerine
etkilerinin oldugu, A1254’{in 6zellikle 6strojen yoklugunda kemik organik matriks

kaybim artirdifi kamsina varildi.

Anahtar Kelimeler: PCB, DPD, osteokalsin, PTH, kalsitonin, dstradiol



2. ABSTRACT

Polychlorinated biphenyls (PCBs) were produced for industrial purposes and
banned in several countries in the world when they were determined to be
persistent pollutants in the environment. However, many PCB-containing
industrial products and equipments are still in use and thus pose a threat to the
environment and human health. They tend to bio-accumulate both in the
environment and living organisms due to their lipophilic features and chemical
stability. Several effects of PCBs including toxicity, carcinogenicity,
immunsuppression and endocrine disruption have been investigated. However,
there is very limited data on their actions on the bone tissue. We have examined
the effects of two industrial PCB mixtures, Aroclors 1221 (A1221) and 1254
(Al1254) and estradiol on bone turmover markers deoxypyridinolin (DPD),
osteocalcin, alkaline phosphatase (ALP), calcitonin, parathyroid hormone (PTH),
serum Ca and inorganic phosphate levels; in addition on bone mineral density
(BMD) and histology in intact and ovariectomized (OVX) rat models.

Adult female Wistar rats (200-220g) were used in this study. In the first
experimental model, a total of 33 animals were divided into four groups. They
were subcutaneously injected with DMSO (4%), A1221 (10mg/kg), Al1254
(10mg/kg) and 6stradiol (30ug/kg) at two daily intervals for a period of six weeks.
In the second model, 33 rats were bilaterally OVX and divided into four groups.
Sham OVX rats in the first group received vehicle alone, and the others A1221,
A1254 and estradiol, respectively, at two daily intervals for 34 days. At the end,

all animals were decapitated. Serum PTH, calcitonin and osteocalcin levels were



determined by immunoradiometric method. Urinary DPD was measured by
ELISA and serum ALP, Ca and inorganic phosphate concentrations by
autoanalyzer using Olympus kits. Lumbar vertebrae (L2) of all animals were
dissected out and processed for light microscopy. BMD of femur and tibia were
determined by bone densitometry.

Administration of A1221 or 1254 to intact rats caused no significant changes
in urinary DPD and serum osteocalcin, calcitonin, PTH, inorganic phosphate
levels and femur and tibia BMD values, but increases in the serum levels of Ca
and ALP were observed. Oestradiol injection resulted in significant reductions in
DPD, osteokalsin and ALP levels and elevations in calcitonin, PTH, Ca and tibia
BMD values. In the sham OVX group, DPD, osteocalcin and calcitonin levels
were significantly increased and Ca concentrations decreased compared to the
intact control group. Administration of A1221 to OVX animals caused significant
reduction in urinary DPD and elevation in serum inorganic phosphate and femur
BMD. However, it had no significant effect on serum ostocalcin, calcitonin, PTH,
Ca, ALP levels and tibia BMD. A1254 administration significantly increased
urinary DPD levels and also caused important changes in the L2 vertebral bone
histology. Injection of estradiol to OVX rats resulted in significant reductions in
DPD, osteocalcin and calcitonin levels, and increases in Ca, inorganic phosphate,
femur and tibia BMD values. Our findings indicate that both Aroclor compounds
may interfere with bone formation and resorption mechanisms. In particular,

A1254 increased the loss of bone organic matrix in the absence of estrogen.

Keywords: PCB, DPD, osteocalcin, PTH, calcitonin, estradiol



3. GIRIS

3.1. Poli klorlu bifeniller

Poli klorlu bifenil (PCB)ler, 1930’lu yillarda endiistriyel kullanim amaciyla
iiretilmeye baglanan organik klorlu bilesiklerdir (5). Kimyasal ve fiziksel yapi
bakimindan oldukga stabil (non-flammable) maddeler olduklarindan, baglica
kapasitator, trafo, hidrolik pompa, matbaa miirekkebi, boya, pestisit ve elektrik
izolasyon sivilartmin yapiminda (yanmayr ve enerji kaybim Onlemek igin)
kullamldilar (5). PCBIer, bilinen tiim kimyasal maddeler arasinda dogada en kalici
olanlaridir. Lipofilik 6zellikleri ve kimyasal kararliliklar1 nedeniyle besin zincirinde
birikerek ¢evresel kontaminasyona neden olduklar1 ve insan sagligim tehdit etmeye
basladiklan anlagilmistir (99). Bu nedenle, 1977 yilindan itibaren bagta ABD olmak
tizere birgok iilkede kullanimlan yasaklanmis, bazi filkelerde de simirlandirilmistir
(5). Ancak, birgok iilkede PCB igeren endiistriyel teghizat ve sanayi iiriinleri hala
kullanilmaktadir. Rusya ve Kuzey Kore’de PCB iretimine giinlimiizde de devam
edilmektedir (29). Tiirkiye’nin de aralarinda bulundugu birgok iilkede (6zellikle
ABD, Japonya, Cin, Tayvan ve eski Dogu Bloku iilkeleri) PCB kontaminasyon
alanlar1 bulunmaktadir. Ulkemizde PCB bilesiklerinin endiistrideki kullanim boyutu
tam olarak bilinmemesine ragmen, Izmir ve Izmit kérfezlerinin kirlenmis olduguna
dair bulgular vardir (9, 10, 11). Ayrica, TEDAS sisteminde kullanilan birgok trafoda
PCB yag ile izolasyon yapildig1 bilinmektedir. Soyle ki, Tiirkiye genelinde halen
250 ton PCB bilesiginin ¢esitli termik ve hidroelektrik santrallerde 180 adet trafo ve
2202 adet kapasitatérde kullanimda oldugu ve 10 tona yakin kimyasal maddenin de

stok halinde saklandig1 rapor edilmistir (12). PCBIi bilesikler linol, oleokorlin ve



ormalin ad1 ile 1970’den 1982 yilina kadar tarimsal amacgla kullanilmis ve
kirlenmeye neden olmustur. Genel olarak, tilkemizde PCBler ile kirletilen alanlarin
boyutu ve insanlardaki diizeyleri hakkinda daha kapsamli ve giincel bilimsel

aragtirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

3.1.1. Kimyasal yapilan

PCBler, bir bifenil yapisi iizerine degisik sayidaki (1 ile 10 arasinda) klor
iyonlarmin farkli konfigiirasyonlarda (orto, meta ve para; Sekil 1) baglanmasiyla
meydana gelen aromatik bilesiklerdir (6). Klor iyonlarimin baglanma yeri ve
sayilart nedeniyle, teorik olarak 209 farkli PCB bileseni (congener) iiretilebilir (8).
Bu bilesenler International Union of Pure and Applied Chiemistry (IUPAC)

tarafindan numaralandirilmistir (6rn. PCB 153).

mota ortn 2’ 3’

para 4

meta orto 6’ 5’

Sekil 3.1. PCBlerin kimyasal yapisi.

PCB bilesenleri, klor atomlarinin baglanma pozisyonuna gore iki farkli
grupta simflandinlirlar: Orto- pozisyonuna bagh klor atomu yoksa planar (Sekil
3.2 A), var ise non-planar (Sekil 3.2 B) olarak isimlendirilirler (150). Meta ve para

pozisyonlarina klor atomlarinin baglanmasi PCB bileseninin konfigiirasyonunu



degistirmemektedir. Planar veya non-planar 6zellik, PCBlerin biyolojik etkilerinin

derece ve yoniinii belirlemede etkili olabildiginden, 6nemlidir.

Sekil 3.2. Planar (A) ve non-planar (B) PCBlerin kimyasal yapilar:.

PCBIler farkl tilkelerde farkli ticari isimler altinda ve karigimlar halinde
tiretilmislerdir (29). ABD’nde faaliyet gésteren Monsanto Sirketi ve diger lireticiler
farkli klorlama dereceleriyle g¢esitli karisimlar elde etmislerdir (29). Monsanto
tarafindan iiretilen ve Aroclor ad: altinda piyasaya siiriilen karisimlar en yaygm
olarak kullamilmigtir (29). Aroclor 1016 (A1016)’nin her molekiilinde 3 klor,
Aroclor 1221 (A1221)’in yapisinda 1 klor, Aroclor 1242 (A1242)’nin 3 Kklor,
Aroclor 1248 (A1248)’in 4 klor, Aroclor 1254 (A1254)’iin yapisinda 5 klor ve
Aroclor 1260°1n yapisinda ise yaklagik olarak ortalama 6 klor bulunmaktadir (144).
PCBlerin planar ve non-planar &zelliklerinin yam sira, bifenil halkasi iizerinde
bulunan klor iyonu sayistnin da bu maddelerin biyolojik etki derecelerini
etkiledikleri bilinmektedir (29). Bu nedenle, yukarida belirtilen Aroclor karigimlar
birbirinden farkli biyolojik aktivite gosterebilmektedir. Ostrojenik ve anti-
Ostrojenik 6zellik tagidiklan bildirilen, sirasiyla A1221 ve A1254 (7, 72) bu tezin

konusunu teskil ettiklerinden, ileriki b6liimlerde detayh olarak agiklanacaktir.



3.2. PCBlerin dogada ve canhlardaki metabolizmasi

PCBler dogada ve canlilarda en kalic1 olarak bilinen kimyasal maddeler
arasinda yer almaktadirlar (149). Bu bilesenler kimyasal yapilarindaki farklar
sebebiyle daha az klorlu bilesenlerin sudaki ¢6ziiniirliikleri daha fazladir ve daha
kolay buharlagabilirler. Bu faktérler hem bilesenlerin taginmasim hem de
yikimlanma geklini etkiler (29). PCBler yavas bir sekilde hem aerobik hem de
anaerobik yollarla yikimlanirlar (2). Yiiksek derecede klorlu, aym zamanda da
oldukg¢a hidrofobik ve stabil olan PCB bilesenleri anaerobik olarak (muhtemelen
klor ¢ikanlarak), daha hafif klorlu olanlar ise aerobik yolla yikimlanirlar (1, 73).
Anaerobik yol ozellikle toprak ve sedimentlerdeki metabolizma i¢in 6nemlidir
(29). Cogu tanimlanamamis bakteri tiirleri PCBlerin klor bilesenlerini ¢ikararak
enerji elde edebilmektedir. Ancak bu bakteri tiirleri sadece meta- ve para-
pozisyonlardan klor sékebilmekte (2, 162) bu da yalmzca bilesenlerin profillerinde
degisiklik yapmakta (net kayip ise ¢ok az miktarda) (57, 91, 127, 128) ve béylece
bilesenler daha diisiik klorlu bir sekle doniismektedirler (6rnegin, A1254 dogada
anaerobik  metabolizma sonucu klor iyonlann  azaltilarak A1221°e
doniigebilmektedir). PCB bilesenlerinin konsantrasyonlar1 bir esik degere ulastifi
zaman anaerobik yikim mekanizmasi sonuna kadar devam etmemekte ve
durmaktadir (91).

Tiirler arasinda PCBleri metabolize etme sekilleri bakimindan farkliliklar
oldugu bildirilmistir (20). Bu bilesenler karacigerde sitokrom P450 enzimleri
tarafindan katabolize edilirler ki bu, diisiik klorlu PCBIler i¢in etkili bir yoldur (29,
67). Insanlarda farkli PCB bilesenlerinin yarilanma &miirleri birbirlerinden gok

farkli olabilmekte, diigiik klorlu bilesenler igin giinler ya da saatler s6z konusu



iken (133), ¢ok daha fazla klorlu bilesenler igin bu zaman on yil ya da daha fazla
olabilmektedir (20). Sinkkonen ve Paastavirita (147) herhangi bir ayrim yapmadan
insan viicudunda bulunan PCBlerin yar1 6miirlerinin 7-10 yil arasinda olabildigini
bildirmistir. Shain ve arkadaglari diisiik klorlanmig PCB bilesiklerin biiyiik
derecede biriktirilmedigini fakat yliksek klorlanmig PCB bilesiklerin esas biyolojik
birikime ugradigimi kanitlamuglardir (143). Ikisinin arasinda bulunan PCBlerin (5
veya 6 klorlu) farkli derecelerde biyolojik birikime ugradigim géstermislerdir (29).
En uzun yanlanma 6miirlii PCB bilesikleri viicut yag dokusunda depolandig: igin,

fizyolojik islemlerde 6nemli degisimlere neden olmayabilirler (29).

3.3. Kontaminasyon yollari

PCBler bagta sindirim olmak f{izere deri yoluyla da organizmaya
girebilmektedirler. PCBlerin % 90’nina oral yolla maruz kalinirken, % 10’una ise
diger yollarla maruz kalinmaktadir (161). Ayrica son yillarda solunum yoluyla da
kontaminasyonun gergeklesebildigi ileri siirtilmiistiir. Sindirim yoluyla maruziyet,
kontamine olmug olan baliklarin (15) ve kiimes hayvanlarimin tiiketimiyle
olmaktadir (29). Yiiksek klorlanmus ve siirekli PCB bilesiklerin dermal
absorbsiyonu ve mesleki aktivitelerde disaridan maruz kalinmasi da miimkiindiir
(29). Uzun siire kontamine olmus suda yiizlilmesiyle sudaki PCBlerin absorbe
edilebilecegi bildirilmistir (64). PCBlerin plasenta yoluyla fetusa ve siit yoluyla
yeni dogana transfer oldugu tespit edilmistir (99). Meme siitiindeki PCB
konsantrasyonlariyla, aym1 annelerin 42 aylik g¢ocuklarindaki plazma ve beyin
omurilik sivis1 degerlerinin 6énemli derecede benzerlik gosterdigi belirlenmistir

(99). Organizmadaki bircok sistemin fonksiyonlarinin bu kritik dénemde
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sekillendigi veya yonlendirildigi g6z Oniine aliminca, PCBlere peri-natal
maruziyetin 6nemi daha iyi anlagilmaktadir.

PCBlerin buharlagabildi§i ve bu nedenle ¢ok uwzun bir siire iginde
kaynaklarindan uzaklasarak farkh yerlerde tortu birakabilecegi éne siiriilmektedir
(100). Sudaki ortalama PCB buharlagsmasi ilk kez Fick ve Henry’nin kurallan
kullamlarak hesaplanabilmistir (29). Chiarenzelli ve arkadaslan kirlenme ve
1slanmadan sonraki tekrarlamada veya kirlenme siiresindeki sediment 6rneklerinde
bulunan kiiciik kontaminasyonlardaki PCBlerin buharlasma kayb1 iizerine
calismiglardir (34, 35, 33). Buharlagsmadaki derece klor icerigiyle ters orantilidir
(29). A1248 ile kontamine olmus dogal sedimentle ¢aliganlar buharlagmayla
PCBlerin % 19’nun kayboldugunu ve diisiik klorlanmig orto- PCB bilesiklerin
buharlagmasiyla % 55’inin kayboldugunu bulmuslardir (29). Busshart ve
arkadaglari, 600 ppm PCB igeren St. Lawrence nehrindeki kontamine olmus
sedimentin PCB kaybinmi incelemis ve sedimentlerdeki kirlenme déngiisiinde 24
saat siireyle havadaki total PCBlerin % 0.7-1.7 arasinda kayba ugradigim
belirlemislerdir (23). Bu arastirmalar, atmosferik transport 6zellikle de diisiik

klorlanmis PCB bilesiklerinin global dagihminda énemli bir girisimdir (29).

3.4. insandaki PCB seviyeleri

Tabiatta uzun siire kahci olduklari bilinen PCB bilesiklerinin, insanlarda
kan, siit ve idrar 6rneklerinde belirlenmesi, bu bilesiklerin insan saglhg: iizerine
sergiledikleri toksik etkiler bakimindan biiylik 6nem arz etmektedir (29).
Olgiimlerde kullanilan metotlarm benzerligi ve total PCB incelenmesi nedeniyle,

farkh laboratuvarlarda yapilan dlgiimler az oranda varyasyon gostermektedir (29).

10



Agency for Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR) tarafindan farkl:

poplilasyonlardaki serum PCB diizeyleri aragtirilmistir (15). ABD’nde spesifik

olarak herhangi bir PCB uygulamasmna maruz kalmayan toplam 4,889 insanla

yapilan 12 ¢aligmada, serum PCB konsantrasyonun 3.88 ve 15 pg/L arasinda

oldugu belirlenmistir (29). Ulkemizde son yillarda yapilan bir calismada Dr. Ismet

Cok ve arkadaslar1 Ankara’da yagayan emziren annelerin yag ve siit numunelerinde

yedi farkli PCB bilesiginin varhigimi gostermislerdir (41, 42) (Tablo 3.1).

Doku/PCB 28 52 101 | 118 138 153 180 | Toplam
Siit 6rnegi 5.7 10.3 6.6 | 189 | 543 |110.0 | 59.8 265.6
Yag dokusu 5.0 114 | 104 | 40.7 | 82.3 |141.7 | 91.8 383.3

Tablo 3.1. Ankara’da yasayan emziren annelerden alinan siit ve yag dokusu

orneklerindeki PCB bilesiklerinin seviyeleri (ng/g lipit agirlig).

Ulke/PCB 28 52 101 118 138 153 180
Polonya 13 1.7 42 71.0 | 230.0 | 290.0 | 195.0
1994 (n=20)
Belgika 2.8 2.7 3.0 57.1 68.3 | 1453 | 93.7
2000 (n=46)
Italya - - 3.0 20.7 58.0 | 112.0 | 85.5
2000 (n=10)
Ispanya 4.9 0.9 2.0 47.0 | 220.0 | 300.0 | 280.0
2000 (n=35)
Isveg 4.1 1.4 2.3 40.0 | 230.0 | 300.0 | 200.0
2000 (n=28)
Sili - - - 3.2 6.2 11.0 7.8
2000 (n=10)
Tiirkiye 5.0 11.4 10.4 40.7 823 | 141.7 | 91.8
2001 (n=29)

Tablo 3.2. Tiirkiye (Ankara) ile alti farkli tilkedeki insanlarin yag dokusu

orneklerindeki bazi PCB bilesenlerinin seviyeleri (ng/g lipit agirlign).
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Tiirkiye’nin de iginde bulundugu yedi degisik iilkede yapilan arastirma
sonuglar1 ise Tablo 3.2’de sunulmustur. Bu ¢aligma sonuglari PCB bilesiklerinin
seviyelerinin bolgesel olarak farkliik arz edebilecegini g6stermektedir. Tablo
3.2’de gosterilen PCB bilesiklerinden ilk iigiiniin (28, 54, 104) seviyesinin
endiistriyel olarak daha gelismis olan {ilkelerden daha yiiksek olusu, bu
kirleticilerin iilkemizde kullanimimin halen devam etmekte oldufu konusunda
stipheler ortaya koymaktadir. Yiiksek derecede klorlu olan bilesiklerin (PCB 118,
138, 153) seviyeleri ise iilkemizde Polonya, Isve¢ ve Ispanya gibi iilkelerden
oldukga diisiiktiir. Bunun sebebi ise ad1 gegen ililkelerde endiistrilesme siirecinde

kullanilan bilegiklerin gok daha fazla olmasidir (42).

3.5. Saghga etkileri

Besin zincirine girerek, insanlar da dahil olmak iizere yerytiziindeki her
canliya tasindif1 bildirilen (27) bu gevre kirletici ajanlarin, kanserojenik (114),
immiin sistemi baskilayici, endokrin bozucu (disrupter) (13), norotoksik (130),
davranigla ilgili (32) ve teratojenik etkilerinin (3) oldugu bildirilmigtir. PCBlerin
bu fonksiyonlar ile ilgili saghga zararli etkileri asagida kisaca 6zetlenecek ancak
esas olarak Ostrojenik ve anti-strojenik 6zelliklerden kaynaklanan endokrin

bozucu etkiler iizerinde durulacaktir.

3.5.1. PCBIlerin kanserojenik etkileri
PCBlere maruziyetin kansere sebep oldugu uzun zamandan beri
bilinmektedir (50). Biitiin Arocolor karigimlarinin sigan karacigerinde kansere yol

actign (21, 106) ve kondansatér iiretiminde galisan insanlarda da karaciger, safra
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kesesi ve safra kanalinda kanser insidansim artirdig1 bildirilmigtir (19). Yine bu
gevre kirleticilere maruz kalan insanlarda gastrointestinal kanal, malign melanoma,
akciger, beyin ve non-Hodking lenfomay! da kapsayan spesifik kanser tiirlerinde
bir artisin oldugu rapor edilmistir (36). Siganlarda yapilan ¢aligmalarda karaciger
kanseri insidansinin, digi siganlarda erkeklere oranla daha yiiksek oldugu
gosterilmis ve bunun da muhtemelen planar PCB bilesiklerinin anti-Gstrojenik
etkilerinden kaynaklanmis olabilecegi 6ne siirtilmiistiir (106).

Genel olarak karsinogeneze planar PCB bilesenlerinin sebep oldugu ve
bunu da aryl hydrocarbon (AH) reseptériiniin aktivasyonuyla gerc¢eklestirdikleri
kabul edilmektedir. Ancak son zamanlarda giderek artan sonuglar, daha az klorlu
PCBlerin de benzer etkiler yapabilecegine isaret etmektedir (29). Oakley ve
arkadaglar1 (114) daha diisiik klor igerigine sahip bifenillerin oksidasyonu
stiresince, serbest radikal ve oksidatif DNA hasann meydana geldigini
gostermiglerdir. Safe, Aroclor 1260’ toplam toksik esdegerlilik faktorlerle
agiklanabildiginden daha fazla kanserojenik oldugunu belirterek, non-planar fakat
yiiksek diizeyde klorlu olan fenobarbital tip PCBlerin kanserojenik stirece katkida
bulunabileceklerini 6ne siirmiistiir (133). Kesin olmamakla birlikte,z nispeten
yiiksek klor igerigine sahip olan dioksin benzeri planar PCBler daha kanserojenik

goriinmektedirler (29).

3.5.2. PCBlerin sinir sistemi ve kognitif fonksiyonlar iizerine etkileri
Insanlarda epidemiolojik olarak, hayvanlarda da laboratuar ortaminda
yapilan arastirmalar PCBler ile kognitif fonksiyonlarin geligimi arasinda bir iligki

oldugunu ortaya koymustur (157). Japonya ve Tayvan’da meydana gelen iki
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kitlesel zehirlenme kazasinda (32, 68, 96) ve Michigan’da annelerin PCBlerle
kontamine olmus balik yemesiyle (78, 79, 80, 81) prenatal olarak PCBlere maruz
kalan gocuklarda, gérsel hafizada eksiklik, daha zayif kisa siireli hafiza, davranis
anomalileri ve kognitif fonksiyonlarda kayip gibi sinir sistemiyle ilgili
fonksiyonlarda defektler oldugu saptanmustir. Bu g¢ocuklara 11 yasina
geldiklerinde uygulanan zeka testlerinde, PCBlere en ¢ok maruz kalanlarda 6.2
puaniik bir kayip oldugu tespit edilmistir (29). Dogumdan sonra anne siitiiyle
beslenen g¢ocuklarda da PCBlere maruz kalinmasi sonucu (29) sinir sistemi ve
davranig iizerine benzer olumsuz etkiler gézlenmistir (32). Insanlarda goriilen bu
kognitif defektlerin bir kismi maymunlarda (138) ve diger havan tiirlerinde de (93,
163) belirlenmistir. Bu nérotoksik etkilerin beyinde dopamin (141) ve glutamat
(63) serbestlemesinde, sinaptik plastisitede (112) ve kalsiyum homeostazisinde
(99) meydana gelen degisiklikler ile iligkili oldugu bildirilmigtir.

PCBlerin sinir sistemi ve davranis iizerine olan etkilerinin ¢ogu non-planar
bilesenler tarafindan meydana getirilir (28). Ancak planar PCBlerin toksik
etkilerine isaret eden ¢aligmalar da mevcuttur (24, 52, 71). Bu sonuglarin ¢ogu in
vivo ¢aligmalardan elde edildigi igin sinir sistemi lizerine olan etkilerin bazilar
endokrin sistemin bozulmasinin (tiroid ve cinsiyet hormonlari) bir sonucu olarak

ortaya ¢ikmig olabilir (124, 177).

3.5.3. PCBlerin immiin sistem iizerine etkileri
Bu gevresel kirleticilerin immiin sistemi nasil etkiledikleri sorusu birgok
arastirmaya konu olmustur. PCBlerin genel olarak immiin sistemin baskilanmasina

neden oldugu bildirilmistir (29). Bu maddelerin humoral (60) ve hiicresel immiinite
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(148) iizerine etkilerinin oldugu hem insanlarda hem de sigan, fare ve maymun gibi
hayvan tiirlerinde gosterilmigtir (31, 169). Planar PCBlere maruz kalinmasimnn, in
vivo T lenfosit aktivitesi ve antikor {iretimini azaltarak immiin fonksiyonlari
zayiflattif1 one siirtilmiistiir (90, 145). Yine insanlarda (31) ve hayvanlarda (58),
hem PCBler (165, 176) hem de dioksinin (107) immiin sistemde baskilanma ve
timik atrofiye sebep oldugu gosterilmistir. Yoo ve ark., PCBlerin dalakta doz ve
zaman bagiml olarak apoptozisi hizlandirdig1 ve hiicre canliliginda kayba sebep
oldugunu bildirmislerdir (174). Literatiirdeki bilgilere gore, planar PCBlerin
immiin baskilayict etkilerini, timus hiicrelerini apoptozis yoluyla Oldiirmek
suretiyle sergiledikleri sanilmaktadir (43). Bizim laboratuarimizda yapilan yeni bir
caligmada, iki farkli PCB bilesiginin (PCB 52 ve 77) fare timus kiilttirlerinde
sitokin salimm profilini Thl yéniinde degistirdikleri, ancak bu etkinin test edilen
PCBlerin planar veya non-planar konfigtirasyonu ile iliskili olmadig: belirlenmisgtir
(137).

Chang ve arkadaglari, PCBlerin insanlarda IgA ve IgM’nin
konsantrasyonunu azalttigmi, T hiicrelerine etki ettigini fakat IgG’ye etki
etmedigini belirtmiglerdir (31). Benzer degisiklikleri A1254’e maruz birakilan
maymunlarda da gézlemlemiglerdir (150). PCBlerin immiinotoksik etkilerinin AH
reseptorleri yolu tizerinden meydana geldigi bildirilmesine ragmen (146) az da olsa
bazi immiinotoksik bilesikler etkilerini AH resept6r aktivasyonundan bagimsiz

olarak gosterebilirler (75).
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3.5.4. PCBIlerin endokrin bozucu etkileri

Ksenohormonlar, viicudun dogal hormonlarmin etkilerini taklit ederek
veya antagonize ederek endokrin sistem homeostazini bozan maddelerdir (38). Bu
etkilerini Ostrojen ve androjen reseptorlerini uyararak veya bloke ederek
gosterdiklerine inamilmaktadir (104). Bazi PCB bilesiklerinin de ksenohormon
ozelligi tasidigr da gosterilmigtir (39, 108). PCBlerin endokrin bozucu etkileri esas
olarak  Ostrojenik,  anti-Gstrojenik ve  anti-androjenik  &zelliklerinden
kaynaklanmaktadir (104, 173). Ayrica PCBler, insiilin (56) ve tiroid hormonlarinin

(108) serbestlenmesini degistirmek suretiyle de endokrin bozucu etkiler gosterirler.

3.5.4.1. Insiilin hormonu iizerine etkileri

PCBlerin in vivo olarak pankreas beta hiicrelerinde morfolojik
degisikliklere sebep oldugu (170), in vitro olarak ise beta hiicrelerinden insiilin
serbestlenmesini arttirdigi bildirilmistir (55, 56). Ilging olarak, in vitro ¢alismalarda
non-planar bilesenler daha giiglii etkiler sergilerken, dioksine maruz kalinmasiyla
diyabette artis meydana gelmesi arasinda iligki olmasi, planar bilesenlerin de beta

hiicreleri iizerine etkilerinin oldugunu diistindiirmektedir (74).

3.5.4.2. Tiroid hormonlari iizerine etkileri

PCBlerin tiroid bezinin yapisinda ve serum tiroid hormonu seviyelerinde
bir azalmaya sebep oldugu Collins ve Capen tarafindan bildirilmis (37) ve bu
sonuglar baska aragtirmacilar tarafindan da desteklenmigtir (66, 123). Baz
aragtiricilar ise, PCBlere ani bir cevap olarak tiroid hormonlarimin yiikseldigini ve

daha sonra da bunu bir diiglisiin izledigini bildirmiglerdir (70). PCB bilesenlerinin
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tamammu tiroid fonksiyonlarm degistirmez. Yapisal 6zellik (planar, non-planar) ve
etki mekanizmas1 arasindaki iligki heniiz tam olarak ag¢iklanamamistir (29).
PCBIerin tiroid fonksiyonlan iizerine olan etkilerinin, tiroid hormonlarina yapisal
olarak benzer olmalarindan dolayr olabilecegi ne siiriilmiistiir (120). PCBlerin
yapisinda klor, tiroksinin yapisinda da iyot bulunmasina ragmen benzer birgok
6zellige sahiplerdir (29). PCBlerin etki mekanizmalan igin ileri siiriilen bir diger
6nemli hipotez de, tiroid hormonlariyla ayni tagiyici globulinlere baglanmak icin
yarigtiklari ve proteine baglanamayan tiroid hormonlarinin yikima ugradigidir (86,
139). Tiroid hormonlarimin her yasta 6nemli fonksiyonlann vardir ve bunlar
ozellikle gelisme déneminde daha biiyitkk 6nem arz eder (119). Normal tiroid

fonksiyonlar1 zihinsel gelisim igin de 6nemlidir.

3.5.4.3. Ostrojenik etkileri

Ostrojen reseptorii (ER) niikleer reseptor siiperfamilyasina aittir. Dogal
ligand1 olan 17-B-ostradiol reseptére baglaminca, ER’niin Hsp 70, p 60 gibi
proteinlerden ayrilmasi ile sonuglanan bir seri konformasyonel degisiklikler baslar.
DNA’daki spesifik ilerleticiye (estrogen responsive element) baglanan
hormon+reseptor kompleksi, transkripsiyonel aktivasyonu baglatir (104). Bazi
PCBler ER ile direk olarak etkilegime girip endojen ligandi (17-B-Gstradiol)
vzaklagtirma ve sonunda illegal olarak uyarma potansiyeline sahiptirler (29).
Ayrica, son zamanlarda DNA iizerinde bulunan ve ksenoestrojenlerin etkiledigi bir
“xenobiotic response elementin” (XRE) varlig1 rapor edilmistir (65).

Ostradiol etkilerini esas olarak ERo iizerinden géstermekle beraber, bir
diger reseptor tipinin (ERB) varlig1 da gosterilmistir (164). Ancak, 6stradioliin ER3
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lizerinden meydana getirdigi reseptér aktivasyonu, ERa'ya kiyasla olduk¢a zayif
kalmaktadir. Bununla birlikte, baz1 ksenodstrojenlerin her iki reseptér tipine de
aym affiniteyi gosterdikleri bildirilmistir (95). Northern blot yéntemiyle ERf
ekspresyonu zellikle testis ve ovaryumlarda gésterilmistir.

PCBlerden kimyasal yap1 bakimindan &stradiol-17-f’ya benzeyen
bilesiklerin ER’ne baglanma potansiyeline sahip olduklart bildirilmistir (29).
PCBlerde bifenil halkasi iizerinde 2 ve 6 pozisyonlarina klor atomlarmin
baglanmasiyla uzaysal konfigiirasyon degismekte ve bilesigin aldigr sekil “non-
planar” olarak adlandirilmaktadir (29). Bu non-planar yapidaki bilesenlerin
ostradiol-17-B’ya benzedigi ve bu nedenle Gstrojenik aktivite gosterdikleri ileri
siirtilmiigtiir (54). Ayrica, klor atomu sayisimin da molekiilin 6zelligini
etkileyebilecegi ve diisiik klora sahip PCBlerin Ostrojenik aktivite gdstermeye
meyilli olduklan bildirilmistir (14). Iste tiim bu &strojenik kirleticilere maruziyet,
kadmlarda ¢esitli fertilite problemlerinin yam sira 6zellikle meme ve
endometriyum kanseri icin 6nemli bir gevresel faktordiir (134, 18). Ostrojenik
ksenohormonlara maruziyetin 6zellikle laktasyon ve menopozdaki kadinlarda

kemik yapim ve yikimini nasil etkileyebilecegi bugiine kadar arastirilmis degildir.

3.5.4.4. Anti-ostrojenik etkileri

Dioksin (TCDD) ve yapisal olarak buna benzeyen PCBler diizeysel
(planar) bir yapiya sahiptirler ve etkilerini sitoplazmik AH reseptdr (AHR)’iine
baglanarak gosterirler (132, 101). Bir sitoplazmik reseptor olan AHR’nin dioksiin
ve benzeri ajanlar tarafindan aktivasyonu ile “AHR nuclear translocator protein”
sekillenir ve bu kompleks de DNA’da spesifik XRE'ye baglanarak transkripsiyon
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prosesini baglatir (122). AHR agonisti bilesiklerin meme kanseri hiicrelerinde
sitokrom P450 1A1 (CYP1A1) ve 1B1 (CYP1B1) ekspresyonunu indiikledikleri ve
bu yolla 6strojen metabolizmasim (yikimini) artirarak hiicre i¢i hormon seviyesini
azalttig1 gosterilmistir (154). Dioksin ve benzeri PCB bilesiklerinin anti-3strojenik
etki mekanizmasimin bu sekilde olustufuna inanilmaktadir. Yiiksek sayida klor
atomuna sahip PCBlerin de anti-strojenik etki gostermeye egilimli olduklari
bildirilmistir (134). AHR antagonistleri ile yapilan ir vitro deneyler (167) ve AHR

knock-out farelerde yapilan testlerde de benzer bulgular gézlenmistir (22).

3.5.4.5. Androjenik ve anti-androjenik etkileri

Yukarida agiklanan ER aktivasyonuna benzer sekilde, testosteron basta
olmak tizere androjenik hormonlar da bir niikleer reseptor siiperfamilyasina ait olan
androjen reseptdrii (AR)’ne baglanarak etkilerini gosterirler. AR de DNA {izerinde
“androgen responsive element”’e baglanarak gen transkripsiyonunu uyarir (104).
Bir fungusit olan vinklozolinin metaboliti enalilid gibi bazi eksojen ajanlarin
AR’ne baglanarak agonistik etkiler olusturabilecegi bildirilmigtir (171). Toksafen,
p,p’-DDE gibi baz1 gevresel ajanlar ise AR’ ne baglanarak bloke ederler ve sonugta
anti-androjenik etkilere neden olurlar (89). Bunun disinda ketokonazol gibi bazi
ajanlar da direk olarak Leydig hiicrelerine etki ederek testosteron sentezini (17p-
hidroksilazi bloke ederek) baskilayabilirler (82). Erkek ¢ocuklarin bu tiir ¢evresel
kirleticilere Gzellikle puberte doneminde maruz kalmasi, erkek cinsiyet
karakterlerinin ortaya ¢ikmasi dahil gesitli fonksiyon bozukluklarina yol agabilir.

Cevresel ajanlara maruziyetin erigkinlerde de oligospermi, azospermi, impotans
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gibi fertilite problemlerine neden olabilecegi ve testis kanseri insidansim
artirabilecegi bildirilmigtir (134, 104).

3.6. Iskelet ve kemik dokusu

Destek dokular arasmnda gergek anlamda destekleme gorevi yapan doku
kemik dokusudur (135). Organizmaya bi¢im kazandirip, organizmanmn yiikiinti
tagtyan da yine kemiklerin olusturdugu iskelettir (135). Kemikler viicutta kalsiyum,
fosfor ve diger minerallerin baglica depolandigr yerdir (135). Ayrica kemik, kan
hiicrelerinin kemik iliginde tiretimi ve depolanmasi gibi yagamsal fonksiyonlara
sahiptir. Histolojik ve makroskopik olarak iki kisimdan olusur: kompak (kortikal
kemik) ve spongiyoz (trabekiiler kemik). Kortikal kemik iskeletin % 80’ini
olusturur, trabekiiler kemikten ¢ok daha yogundur ve metabolik aktivite diizeyi
diigiiktiir. Femur gibi uzun kemiklerde daha yilksek oranda bulunur. Trabekiiler
kemik ise iskeletin ve kemik dokusunun % 20’sini teskil eder, ancak
metabolizmanin ¢ok aktif oldugu ve mineral degisimin yaklagik % 80’inin
meydana geldigi bslgedir. Vertebra korpuslari gibi kemiklerde oram daha fazladir.

Kemik dokusu esas olarak iki kisma ayrilir; A) Ekstraseliiler doku B)

Hiicreler. Tablo 1°de kemik dokusu ve igerigi 6zetlenmistir (87).
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A-) Ekstraseliiler doku: Organik matriks (%35):

Tip I Kollajen (%95) +

Osteokalsin, osteonektin, a2 Hs Lipotropin

proteoglikan, Glikozamin, Lipidler (%5)
Inorganik matriks (%65):

Hidroksiapatit  kristalleri, kalsiyum, sodyum,
magnezyum siilfat, fosfor

B-) Hiicreler: Osteosit, Osteoklast, Osteoblast, Osteoprogenitor

Tablo 3.3. Kemik dokusu ve bilesenleri.

Diger destek dokularinda oldugu gibi, kemik dokusunda da, hiicreler
azinliktadir; dokunun esasini matriks adi verilen temel madde olusturur (135).
Ancak ne var ki, diger destek dokularinda temel madde sadece organik dgelerden
meydana geldigi halde, kemik dokusunun temel maddesinde inorganik maddeler
de vardir ve bunlar temel maddenin kuru aguligmin asagi yukan yarisim
olustururlar (135). Kemik dokusuna sertlik kazandiranlar inorganik maddelerdir
(135). Inorganik maddelerin baginda, % 85’lik bir payla kalsiyum fosfat gelir
(135). Bunu kalsiyum karbonat (% 10) izler (135). Aynca, az miktarda olmak
tizere, kalsiyum fluorid ile, magnezyumun fluorid, hidroksit ve siilfat bilesikleri
de bulunur (135). Kalsiyum ve fosfor, hidroksiapatit ad:1 verilen igne bigiminde
kristaller olustururlar (135). Bunlarin yiizeylerinde de, diger iyonlarla su

molekiilleri ince bir tabaka halinde toplanirlar (135).
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Temel maddenin organik béliimi, diger destek dokularinda oldugu gibi
iplikler ve sekilsiz temel maddeden meydana gelir (135). Organik maddelerin
%95 kadanim, I. tip kollajen iplikler olustururlar (135). Cok sert olmasina karsin,
kemiklerin kolay kirilmamalarini saglayan 6g8eler, bu kollajen ipliklerdir (135).
Kikirdak dokularina kiyasla daha az miktarda olan gekilsiz temel maddeyi,
proteoglikanlar  (kondroitin-4-siilfat, ~kondroitin-6-siilfat, keratan siilfat),
glikozaminoglikanlar (hiyalurinik asit) ve glikoproteinler (osteonektin) meydana

getirirler (135).

3.6.1. Kemik dokusunun histolojik yapis1

Kompak kemikler: Bu tiir kemik dokusu, gozle bakilirsa homojen ve

kompak goriiniir (135). Ancak bundan yapilan preperatlar mikroskopla
incelendiginde, dokunun kanallar sistemi ile donanmis oldugu goriiliir. Kompakt
kemik dokusunda iki tiirlii kanal vardir. Bunlar, Havers ve Volkmann kanallandir.
Havers kanallar1 kompakt kemigin uzun eksenine paralel diisecek sekilde ve
araliklarla yerlesmislerdir. Volkmann kanallar1 ise, komsu Havers kanallarim
birbirine baglayan yan kollardir. Kemiklerin yiizeylerindeki besleyici deliklerden
(foromen nutritium) giren kan damarlari, volkmann kanallarmmdan gegerek Havers
kanallarma girer ve dallanarak iki yonde seyrederler (135). Bunlardan ayrilan yan
kollar, daha igteki Volkmann kanallarindan gegerek daha derinlerdeki Havers
kanallarina girerler.

Spongiydz kemikler: Bu kemik dokusu ince trabekiillerden olustugundan,

bunlarin i¢inde Havers ve Volkmann kanallari, dolayisiyla da damarlar hemen

hemen hi¢ bulunmazlar (135). Bunlar besin maddelerine, aralarmi dolduran kemik

22



iliginde bol olarak bulunan kan damarlarindan, kanalikiiller ve bunlarin iginde

bulunan sitoplazma uzantilart aracilifi ile alirlar.

3.6.1.1. Kemik dokuda belirgin dért hiicre tipi vardir

a) Osteoprogenitor hiicreler: Osteoblaslara degisen ve kemik matrikslerini
salgilayan kalic1 hiicrelerdir (135). Kemiklerin dis ve i¢ yiizeylerinde bulunurlar.

b) Osteoblastlar: Kemik matriksini salgilayan hiicrelerdir (135).
Baglangigcta mineralize olmayan kemigi (Osteoid) olusturan kollogen ve temel
maddeyi salgilarlar. Aym zamanda matriksin kalsifikasyonundan da
sorumlulardir.

¢) Osteositler: Olgun kemik hiicreleridir; osteoblaslar tarafindan salgilanan
kemik matriksi ile kusatilmiglardir (135). Osteoblaslardan farklilagirlar ve kemik
matriksinin korunmasindan sorumlulardir. Kemik matriksi sentezleme ve smirh
oranda da rezorbe etme yetenegine sahiplerdir. Bu aktiviteler kan kalsiyum
seviyesinin dengede tutulabilmesi i¢in 6nemlidir. Osteosit hiicre bi¢imine uygun
bir bosluk ya da lakuna i¢inde bulunur.

d) Osteoklastlar: Islevleri kemigi rezorbe etmek olan iri, ok g¢ekirdekli
hiicrelerdir (135). Aktif olduklan zaman dogrudan kemigin yiizeyinde
rezorbsiyonun olusacagi yerde kalirlar. Osteoklastlar sadece biiyiikliikleri ile
degil, ¢ok belirgin bir sekilde asidofilik olmalan ile de dikkat ¢ekerler. Aym
zamanda ¢ok sayida lizozomlara sahip olmalarindan dolay: da asit fosfataz i¢in

kuvvetli histokimyasal reaksiyon verirler (135).
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3.6.2. Kemik Dongiisii

Kemik yasam boyu siirekli yapilan, yikilan canli bir dokudur. Biiyiime
caginda kemik formasyonu rezorbsiyonundan daha fazladir ve biiyiime
kikirdaklart heniiz kapanmadif igin sekil degistirerek biiyiime meydana gelir. Bu
olaya sekillenme (modelling) denir. Biiylime kikirdagi kapandiktan sonra kemikte
meydana gelen yapim ve yikim olaylan ise yeniden sekillenme (remodelling)
olarak adlandmilmaktadir. Once osteoklastik hiicreler kemik yiizeyine gelir,
yapisir ve rezorbsiyon olayl baslar. Bu sathadan sonra kemik ylizeyinde agilan
cukurcuklarda osteoblastlar birikerek yeni kemik olugmaya baglar. Kemik
lizerinde rezorbsiyon fazi yaklasik olarak 50, formasyon dénemi ise 150 giin

kadar olmak iizere toplam 200 gilinde yeniden sekillenme tamamlanmis olur (17).

3.6.2.1. Kemik dongiisiinde etkili olan faktorler

Kemik "remodelling"i genetik program, mekanik yiikleme, beslenme ve
hormonlar gibi pek ¢ok faktor tarafindan kontrol edilmektedir (87). Hiicrelerin
proliferasyonu, farklilagmalari ve sekretuar aktiviteleri ¢esitli hormonlar,
sitokinler ve biiylime faktorlerinin kontrolii altinda gergeklesmektedir. Kemik
dokusunun yeniden sekillenmesinde etkileri olan hormonlar su sekilde
smiflandirilabilir (175).

a) Polipeptid hormonlar: Paratiroid hormon (PTH), kalsitonin, biiyiime hormonu;

b) Tiroid hormonlari: tiroksin ve triiodotironin,

¢) Steroid hormonlar; Vitamin D, kortikosteroidler ve gonadal steroid hormonlar.

PTH, osteoblastlar iizerinden osteoklastlar1 etkileyerek kemik

rezorbsiyonuna yol agar. Bununla birlikte, diigtik doz ve aralikli olarak uygulanan
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PTH’nin kemik formasyonunu baslatici etkisinin oldugu bildirilmigtir (87).
Kalsitoninin kemik rezorbsiyonunu inhibe edici etkisi iyi bilinmekle birlikte
kemik formasyonunda etkisi igin ise bir kamit bulunamamistir (87). Biiyiime
hormonu, normal kemik dokusu gelisimi i¢in gerekli bir hormondur. D vitamini
kemik matriksinin kalsifikasyonu igin gereklidir. Kortikosteroid hormonlarnn
fizyolojik siirlar tizerindeki diizeyleri primer olarak kemik yapimini baskilayarak
kemik kiitlesinin kaybina neden olurlar. Osteopeni, osteoporoz ve kemik kiriklari
yliksek kortikosteroid serbestlemesinin sonucu olarak ortaya ¢ikar. Ancak,
kortikosteroidlerin bu etkilerini hangi mekanizmayla meydana getirdikleri
giiniimiizde heniiz aydinlatilmig degildir (102). Tiroid hormonlarinin da kemik
formasyon ve rezorpsiyonunda etkili olduklan uzun zamandan Dberi
tartigtimaktadir. Giinlimiizde genel olarak, hipertiroidizmin kemik kiitlesi tizerine
negatif etkilerinin siirli veya hi¢ olmadifi, ancak hipotiroidizmin kemik kaybina
ve kiriklara yol agtign kabul edilmektedir (97). Ostrojen ve androjenler, kemik
rezorbsiyonunun 6nlenmesi ve kemik biitiinliigiiniin korunmas: i¢in ¢ok Snemli

olan hormonlardir (87).

3.6.2.2.0steoporoz

Kemiklerin kiitle kaybetmesine yol agan ve olduk¢a yaygin goriilen bir
kemik metabolizmasi hastaligidir. Kemigin mineral ve matriksinin egit oranlarda
azalarak normal degerlerin altina inmesi ve buna bagl olarak kirik riskinin
artmas1 veya spontan kiriklarin olugmasi haline osteoporoz denir (87).

Osteoporozda kemik organik matriksinin azalmasi 6zellikle dnemlidir. Kemik
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dokusunun yapisal bozulmasiyla karakterize olan osteoporoz %80 orammnda
kadinlan etkilemektedir.

Primer osteoporoz olarak da bilinen postmenopozal kemik kaybinn
baslica nedeni gonadlardan Ostrojen serbestlenmesinin dnemli oranda azalmasi,
hatta durmasidir (87). Normal kemik kiitlesini idame ettirebilmek i¢in gerekli olan
kritik kan &strojen diizeyinin 40-50 pg/ml oldugu bildirilmistir (153). Ostrojenin
kemik dokusunu koruyucu etkilerini gosterdigi mekanizmalar, giincel literatiir

15181nda asagida Gzetlenmistir.

3.6.2.3. Ostrojenin kemik dongiisiinde etkileri

Kemik dokusunda diizenleyici fonksiyon goren bazi osteoblastlarin
Ostrojen reseptorleri (alfa ve beta) tasidify, osteosit ve osteoklastlarin ise bu
reseptorlere sahip olmadig gosterilmistir (49, 117). Ostrojen, kemik dokusunu
koruyucu etkilerini farkli mekanizmalar aracilif ile gosterebilir.

Ostrojenin kemik dokusundaki en &nemli etkisi, osteoblastlarda kemik
rezorbsiyonunu saglayan sitokinlerin olusumunu baskilayarak, kemik erimesini
onlemektir (152). Ostrojen esas olarak kemikte hiicresel diizeyde osteoklastlarin
olgunlagsmasimi baskilayarak sayilarim azaltmaktadir. Bu etkisinin sitokinler
aracihign ile oldugu sanilmaktadir (168). Kemik rezorbsiyonuna neden olan
sitokinler olarak baglica IL-1, IL-6 ve TNF-a; gosterilmektedir (16, 103).
Bunlardan 6zellikle IL-6’nin osteoklast aktivitesini indiikledigi bilinmektedir (53).
Bu faktérler kemik ve kemik iliginde lokal olarak yapilmakta olup Ostrojen
eksikligi veya yoklugunda bol miktarda salinmaktadir. Ostrojenin osteoklastlarin

olgunlagmasim ve aktivasyonunu baskilamasinda bu sitokinlerin 6nemli gérevleri
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olmakla beraber, ¢ok sayida bagka sitokinlerin de burada rol aldig1 bildirilmistir
(53, 61). Bugiine kadar yapilan galismalarda, &strojen eksikligine bagl olarak
gelisen kemik kaybindan sorumlu tek bir sitokinin olmadifi, sitokinlerin
sinerjistik etkileri de dahil farkli mekanizmalarm etkili oldugu bildirilmigtir (85).
Ostrojenin prostaglandin (PGE,) sentezini artirarak kemik déniigtimiinii
azalttig1 da ileri siirtilmiistiir (140). Normal kemik yapiminin devamu i¢in biiytime
hormonu ve dolayisiyla IGF-1 gereklidir (84). Ostrojenin IGF-1 ve TGF gibi
biiylime faktorlerinin sentezini artirarak kemik formasyonuna yardimei oldugu da

bildirilmistir (105).

3.6.2.4. Kemik dongiisii belirtecleri

Osteokalsin, kemik déngiisiiniin 6zellikle formasyon fazini gosteren bir
biyokimyasal belirte¢dir (44). Yart 6miirleri kisa olup; hemen tamam bobrekler
tarafindan atilir (87). Alkalen fosfataz (ALP), kemik formasyonunu gosterir (87).
Kemikte osteoblastlarda bulunur ve osteoblastlarnin fosfolipaz ile muamelesi
sonucunda dolagima salinir. Kemik spesifik enzim aktivitesinin Sl¢timi ile kemik
déngiisii ile ilgili daha spesifik bilgilerin elde edilmesi olanaklidir (87). Idrardaki
hidroksiprolin, kollajen yikimi sonucu serbestlesir ve yaklasik % 90’1 bébrekler
tarafindan reabsorbe edilirken, % 10°u idrarla atilir (87).

Kemik dongiistinde etkili olan biyokimyasal faktorler Tablo’2 de

gosterilmistir (87).
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Formasyon belirtecleri Rezorpsiyon belirtecleri

Serum alkalen fosfataz Idrar hidroksiprolini

- Total aktivite Idrar hidroksilizin glikozidleri

- Kemik spesifik enzim aktivitesi Pridinolin ¢apraz-baglar

Serum osteokalsin (BGP) - Total piridinolinler (Pyr veya Dpy)
Serum tip I kollajen peptidleri - Serbest pridinolinler (Pyr veya Dpy)

- C-terminal propeptid (PICP) - Capraz bag C veya N telopeptidler

- N-terminal Propeptid (PINP) Serum tartarat rezistant asid fosfataz

Tablo 3.4. Kemik dongiisii biyokimyasal belirtegleri.

3.7. Literatiir 151851nda konunun énemi

PCBler lipofilik 6zellikleri nedeniyle besin zincirinde birikme egilimi
gosterirler (29). Klor atomlarinin bifenil halkas: iizerindeki pozisyonlarimin yam
sira (planar ve non-planar) sayilari1 da PCB bilesiklerinin biyolojik etkilerinin
derecesini ve yoniinii etkileyebilmektedir (29). Ticari PCB kangimlart olan
A1221’in 6strojenik, A1254’(in ise anti-Ostrojenik 6zellik gosterdigi bildirilmistir
(7, 72). Bu etkileri, A1221’in az, A1254’iin ise ¢ok sayida klor atomu igermesine
atfedilmektedir. Bu Aroclor kartgimlarinin toksik ve kanserojenik 6zellikleri birgok
arastirmaya konu olmustur (50). Ancak, A1221 ve A1254’iin kemik dokusu
iizerine etkilerini inceleyen aragtirma sayisi yok denecek kadar azdir (4). Kemik
formasyon ve yikiminin &strojen ve ¢evresel Ostrojenik ve anti-Gstrojenik

potansiyele sahip ajanlarla iligkisi ise simdiye kadar incelenmemistir.
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AMAC

Bu projenin amaci, ticari PCB karigimlari olan A1221 ve 1254 ile §stradiol’iin

a) Kemik formasyon ve rezorbsiyonunu diizenleyen hormonlar,

b) Kemik formasyon ve yikim belirtegleri,

c) Kemik mineral yogunlugu ile serum kalsiyum ve inorganik fosfat diizeyleri ve
d) Kemik dokusu histolojisi lizerine etkilerini intak ve ovariektomize (ovx) sigan

modellerinde aragtirmaktir.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Deney hayvanlarinin bakim ve beslenmeleri

Calismada F.U. Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirmalar Merkezi’nden
saglanan, 200-220 gr agirhiginda 66 adet Wistar cinsi disi sigan kullanildi.

Tim hayvanlarl2 saat karanlik, 12 saat aydinlik ve standart oda sicakli
(21£1°C) saglanan ortamda, her giin temizlenen pleksiglas kafeslerde, dorderli
gruplar halinde tutuldu. Hayvanlar ¢esme suyuyla ve Elazig Yem Fabrikasi’nda

hazirlanan pelet halindeki 6zel sigan yemiyle beslendi. (Tablo 4.1).

Maddenin ad: Birim Deger
Kuru madde % 93,69
Ham protein % 34,15

Ham yag % 3,00
Metabolik enerji Kcal/kg 2095
Kalsiyum % 3,36
Sodyum % 1,09
Magnezyum % 0,50
Cinko mg/kg 286,80
Demir mg/kg 920,00
Bakir mg/kg 29,33

Ham maddeler Balik unu, musir, bugday, aygicegi kiispesi,

cavdar ve mineral maddeler

Tablo 4.1. Sigan yeminin bilegimi ve kalori dégeri.
4.2. Kimyasal maddeler
Aroclor 1221 (A1221) ve Aroclor 1254 (A1254) AccuStandard Inc.’dan

(New Haven, CT, USA); ostradiol ise Sigma Chemical Co.’dan (St. Louis, MO,
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USA) temin edildi. PCB karigimi olan Aroclor bilesikleri % 4’lik Dimetil
Siilfoksit (DMSO; Amresco, Ohio, USA) igerisinde ¢6ziildii. Tagit sollisyonun

hazirlanmasi i¢in, DMSO (0.5 ml) serum fizyolojik (11.5 ml) ile seyreltildi.

4.3. Deney dizaym

4.3.1. Birinci deney diizeni

Bu boliimde kullanilan toplam 33 intak disi sican, dort gruba aynlds.
Kontrol grubuna (n=9) subkutan yolla % 4’lik DMSO (0.5 ml/sican) enjekte
edildi. Ikinci (n=8) ve ligiincii (n=8) gruptaki siganlara ise sirasiyla Aroclor 1221
ve Aroclor 1254 10 mg/kg dozunda subkutan (0.5 ml) olarak uygulandi. Diger bir
grup (n=8) hayvana da 30 ug/kg dozunda éstradiol (0.5 ml) uygulandi. Tiim
gruplardaki enjeksiyonlar giin agir1 olarak ve 46 giin siireyle (toplam 23 doz)

gergeklestirildi.

4.3.2. ikinci deney diizeni

Bu deneylerde kullamlan toplam 33 disi sigan asagida agiklanan sekilde
bilateral olarak ovarektomize (OVX) edildi ve daha sonra dort ayri gruba ayrildi.
Birinci gruptaki siganlar (n=9) sham OVX olarak ayrild1 ve bu hayvanlara tagit
soliisyonu olan DMSO % 4’liik oraninda subkutan yolla (0.5 ml/sigan) enjekte
edildi. ikinci (n=8) ve tiglincii (n=8) grup OVX sicanlara sirastyla Aroclor 1221
ve Aroclor 1254 subkutan olarak 10 mg/kg dozunda (0.5 ml) uygulandi.
Dérdiincii gruptaki (n=8) hayvanlara ise aym yolla dstradiol (30 ug/kg/0.5 ml)
uyguland:. Tiim gruplardaki enjeksiyonlar giin agiri olarak ve 34 giin siireyle

(toplam 17 doz) gergeklestirildi.
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4.4. Ovarektomi

Ikinci deney diizenegindeki siganlar, kas i¢i yolla uygulanan 60mg/kg
ketamin (BEczacibasi, Istanbul) ve 5 mgkg rompun (Bayer, Istanbul)
kombinasyonu ile genel anesteziye alindi. Hayvanlar dorso-ventral pozisyonda
diseksiyon tahtasina yatirildi. Sirtin orta kismu ile kuyruk kaidesi arasinda kalan
abdominal bélge lizerindeki tiiyler kesilerek temizlendi ve etil alkol ile silindi.
Temizlenen abdominal bélgenin merkez kisminda orta hatta makasla kiigiik bir
deri insizyonu (0.5-1 cm) gergeklestirildi. Bir makas insizyon yerinden deri altina
sokularak bag dokusu ayrildi, sonra kas tabakasi kesildi ve periton bogluguna
ulagildi. Ovaryum, insizyon bdlgesinden ucu kiit bir pens yardimyla kendisini
cevreleyen yag tabakasiyla birlikte ovaryuma dokunulmadan dikkatlice ¢ekildi
(¢iinkii ovaryumdan kopan pargalar tekrar implante olabilir ve normal
fonksiyonunu devam ettirebilir). Disariya alinan ovaryumlar, uterus tiipii ile
birlestigi yerin hemen altindan ligatiire edilerck makas yardimiyla biitiiniiyle
kesildi. islem bittikten sonra kas tabakasi ve deri 4.0 ipek iplik ile dikildi ve yara
kenarlarina betadin siiriildii. Bu islem bilateral olarak ger¢eklestirildi ve hayvanlar

iyilesme siiresince (15-25 giin) bireysel kafeslerde tutuldu.

32



4.5. idrar érneklerinin toplanmasi
Deneylerin sonunda (son enjeksiyondan 48 saat sonra), sabah 08:°°-10:%
arasinda her bir sigan déniistimlii olarak elle tutuldu ve ependorf tiipler i¢ine idrar

toplandi. Her hayvandan yaklagik olarak 500yl idrar elde edildi.

4.6. Serum elde edilmesi

Idrar orneklerinin toplanmasindan hemen sonra (10:°-12:%) sicanlar
dekapite edildi. Kan drnekleri cam tliplerde topland: ve daha sonra +4°C’de 10 dk
stireyle santrifiij (3000 devir/dk) edildi. Elde edilen serum &rnekleri kuru buz igine
yerlestirilmig 1.5 ml’lik plastik ependorf tiiplere transfer edilerek hemen

donduruldu ve analiz edilinceye kadar -80°C’de saklandi.

4.7. Femur, tibia ve vertebra diseksiyonu
Dekapitasyondan sonra, kemik dansitometri &lgiimleri ve histolojik

incelemeler igin, femur, tibia ve lumbar vertebra (1.2) diseksiyonla ¢ikartilds.

4.8. Kemik dansitometri 6lciimleri

Femur ve tibianin kemik mineral yogunlugu (KMY) kemik dansitometrisi
ile belirlendi. KMY &l¢timleri kemik dansitometrisi (Lunar, Madison, WI, USA)
ile kii¢tik hayvanlarda 6lglim igin hazirlanmis ve bu amagla kullamlabilecegi
gosterilmis olan 6zel yazilim programi (DPX, Small Animal Software Version
4.6d) ile yapildi. Bu kemik dansitometrisi sabit 76 kVp giiclinde X-ray iiretmek
lizere programlandi. Tarama esnasinda her Ol¢im noktasi 0.6-1,2 mm

boyutlarindaydi. DEXA cihaz1 ile 6l¢lim masasimn ortasinda femur
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baslangicindan tibia sonlanmasina kadar 1/32 oraminda araliklarla seri transvers
tarama yapildi. Tarama iz yiiksek ¢ozlintirliik (high resolution) — orta mod
olarak belirlendi ve her bir 6lgiim yaklagik 5 dakikada tamamlandi. Olgiimlerde
150 uAmp giic ve 0.24mRem radyasyon dozu kullamld. Olgiimler aym kisi
tarafindan ve tiim siganlar i¢in aym teknikle yapildi. Sonuglar g/em?® cinsinden

elde edildi.

4.9. Histolojik inceleme (151k mikroskobik)

Deneylerin sonunda siganlarn L2 vertebralar1 ve femurlarn diseksiyonla
histolojik inceleme i¢in ayrildi. Hazirlanan %10°luk EDTA soliisyonunda 15 giin
siireyle dekalsifiye edildi. Omekler, dekalsifikasyon sonras1 %10’luk formaldehit
ile 24 saat boyunca tespit edildi. Tespit isleminden sonra dokular ¢cesme suyunda
24 saat yikandi, dereceli etanol serilerinden, takiben xylol’den gegirilip parafin
bloklar hazirlandi. Ancak, femur &rneklerinden uygun kesitler alinamadigs igin
histolojik olarak incelenemedi. Sadece L2 vertebralardan hazirlanan émekler 151k
mikroskobik olarak degerlendirildi. Parafin bloklardan 5 pm kalinlifinda kesitler
alindi. Doku kesitleri Hematoksilen-Eozin ve Masson’un {i¢lii boyama
teknikleriyle boyandi. Son olarak BH,; Olympus marka foto-mikroskopta

incelenip fotograflanda.

4.10. Biyokimyasal analizler
Elde edilen idrar 6rneklerinde deoksipridinolin (DPD), serum 6rneklerinde
ise alkalen fosfataz (ALP), osteokalsin, kalsitonin, parathormon (PTH), kalsiyum

ve inorganik fosfat degerleri asagida belirtilen yontemlerle tayin edildi.
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4.10.1.
Idrar DPD diizeyleri Metra Biosystems (Mountain View, CA, U.S.A))
marka ticari ELISA kiti kullanilarak belirlendi. Degerler nmol/L olarak ifade

edildi.

4.10.2. Alkalen fosfataz
Serum ALP aktivite diizeyleri (U/L) Olympus marka ticari kit (Olympus
Diagnostika GmBH, WendenstraBe, Hamburg, Germany) kullamilarak Olympus

AU-600 otoanalizériinde (Olypus Optical Co.Ltd. Tokyo, Japan) 6l¢iildii.

4.10.3. Kalsiyum ve inorganik fosfat

Serum kalsiyum ve inorganik fosfat diizeyleri Olympus marka ticari kitler
(Olympus Diagnostika GmBH, WendestraBe Hamburg, Germany) kullanilarak
Olympus AU-600 otoanalizériinde (Olypus Optical Co. Ltd. Tokyo, Japan)

belirlendi. Elde edilen degerler mg/dL olarak sunuldu.

4.10.4. Kalsitonin, osteokalsin ve PTH

Serum kalsitonin, osteokalsin ve PTH diizeyleri, Immutopics marka
immunoradiometric (IRMA) kitler (Immunotopics International, San Clemente,
CA, USA) kullamlarak RIA cihaziyla (DPC-Gambyt Cr, DPC Los Angeles, CA
USA) olgiildii. Osteokalsin ng/ml, kalsitonin ve PTH ise pg/mL cinsinden

belirlendi.
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4.11. istatistiksel degerlendirme

Bulgularin istatistiksel degerlendirilmesinde SPSS paket programindan
(10.0 for Windows) yararlanildi. Tiim sonuglar Ortalama+SH olarak gosterildi. P<
0.05 istatistiksel olarak anlamh kabul edildi.

Deney protokoliinde kemik &l¢timii ve biyokimyasal analiz sonuglar i¢in

Student’s t testi kullamldz.
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5. BULGULAR

5.1. Kemik doniisiim belirtecleri

5.1.1. idrar DPD bulgulan

Calisma sonucunda toplanan idrar Omeklerinde yapilan incelemeler
sonucunda DPD diizeyinin &stradiol grubunda intak kontrol grubuna gore anlamh
sekilde (p<0.001) azaldif1 belirlendi. Intak siganlara uygulanan A1221 ve
Ostradiol anlamli degisikliklere neden olmadi. OVX hayvan modelinde ise, DPD
degerlerinin A1254 uygulamasiyla anlamli olarak arttig1 (p <0.005) gozlendi. Aym
modelde, A1221 ve stradiol uygulamasiyla DPD diizeylerinin ovx grubuna gore
anlaml sekilde (p<0.01) azaldig: belirlendi. OVX fakat sadece tagit ¢6zelti
uygulanan siganlarin idrar DPD diizeyleri, intak kontrol grubu degerlerine kiyasla

anlamli olarak artmig bulundu (p<0.05). (Tablo 5.1, Sekil 5.1).

5.1.2. Serum osteokalsin bulgulan

Intak sigan modelinde, stradiol serum osteokalsin diizeylerini anlamli
sekilde (p<0.005) azaltti. Aym1 deneylerde uygulanan A1221 ve A1254 ise anlamli
degisiklikler meydana getirmedi. OVX model deneylerde de benzer sekilde,
Ostradiol uygulamas: serum osteokalsin degerlerinde azalmaya (p<0.001) neden
olurken, A1221 ve A1254’iin anlaml degisiklikler meydana getirmedigi gézlendi.
OVX kontrol grubu osteokalsin diizeylerinin de intak kontrol grubuna gore

anlamli sekilde yiiksek oldugu belirlendi (p<0.05). (Tablo 5.2, Sekil 5.2).
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5.1.3. Serum alkalen fosfataz (ALP) bulgulari

Calisma sonucunda elde edilen serum 6rneklerinde yapilan incelemelerde
ALP degerlerinin A1221 grubunda intak kontrol grubuna gére anlamh bir sekilde
arttign (p<0.05), Ostradiol grubunda ise anlamlt olarak azaldigi (p<0.001) tespit
edildi. Fakat intak sicanlara uygulanan A1254 6nemli bir degisiklik meydana
getirmedi. Ovx hayvan modeline uygulanan A1221, A1254 ve Ostradiol anlamli
bir degisiklik olusturmadi. Ovx yapilip sadece tasit ¢6zelti uygulanan siganlarin
serum ALP degerleri, intak kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamhi bir

degisiklik g6zlenmedi. (Tablo 5.7, Sekil 5.7).

5.1.4. Serum kalsitonin bulgular

Intak grubuna gore, Ostradioliin serum kalsitonin seviyesinde anlaml
(p<0.05) bir artis olusturdugu belirlendi. Fakat intak siganlara uygulanan A1221
ve A1254 anlamli bir degisiklik olusturmadi. OVX sicanlar ile karsilagtirildiginda,
serum kalsitonin diizeyi ovx+éstradiol grubunda anlamli (p<0.05) bir sekilde
azaldi. Ancak OVX yapilan si¢anlara uygulanan A1221 ve A1254 anlamh bir
degisiklik olusturmadi. OVX yapilip tasit ¢ozelti uygulanan siganlarin serum
kalsitonin diizeylerinin, intak kontrol grubuna gére anlamli (p<0.05) sekilde

yiikseldigi gézlendi. (Tablo 5.3, Sekil 5.3).

5.1.5. PTH bulgulan
Serum PTH diizeylerinin dstradiol grubunda intak kontrol grubuna gére
anlamli (p<0.05) bir sekilde arttifn belirlendi. Fakat intak siganlara uygulanan

A1221 ve A1254 anlamh bir degisiklik olusturmadi. OVX kontrol grubuna gére
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ovx+A1254 grubunda anlamh (p<0.001) artig gdzlendi. Ovx yapilan siganlara
uygulanan A1221 ve Ostradiol anlamli bir fark olusturmadi. Tasit ¢6zelti
uygulanan ovx siganlarin serum PTH diizeylerinde intak kontrol grubuna gore

anlamli bir degisiklik gézlenmedi. (Tablo 5.4, Sekil 5.4).

5.1.6. Serum kalsiyum ve inorganik fosfat bulgular

Serum kalsiyum seviyelerinin A1221 (p<0.05), Al1254 (p<0.01) ve
Ostradiol (p<0.001) uygulanan gruplarda intak kontrol grubuna gdre anlamli
olarak arttifn belirlendi. Ovx kontrol grubuna gére ovx+dstradiol grubunda
anlamli (p<0.005) artig gozlendi. Ovx yapilan siganlara yapilan A1221 ve A1254
uygulamalari, ovx kontrol sigan modeline gore anlamli bir fark olusturmadi.
Ayrica intak kontrole gore, ovx yapilip sadece tagit ¢ozelti uygulanan siganlarin
serum kalsiyum diizeyinde anlamli (p<0.01) bir azalma gzlendi. (Tablo 5.5, Sekil
5.5).

Serum inorganik fosfat seviyelerinin intak kontrol grubuna gore A1254
uygulanan grupta anlamh (p<0.001) olarak arttify; fakat A1221 ve ostradiol
gruplarninda anlamh fark olusturmadify belirlendi. Ovx kontrol grubuna gore
ovx+A1221 (p<0.05) ve ovx+ostradiol (p<0.01) gruplarinda anlamhi bir artig
belirlenirken; ovx+A1254 grubunda anlamh bir fark gézlenmedi. Ayrica intak
kontrol verilerine gére, ovx yapilip sadece tasit ¢ézeltisi uygulanan siganlarin
serum inorganik fosfat diizeyinde anlamli bir degisiklik tespit edilmedi. (Tablo

5.6, Sekil 5.6).
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5.2. Kemik dansitometri bulgulan

Femur kemik mineral yogunlugu diizeylerinde intak kontrol sigan
modeline gore; A1221, A1254 ve Ostradiol gruplarinda anlamh bir degisiklik
gézlenmedi. Ovx kontrol grubuna goére ovx+Al1221 grubunda (p<0.05) ve
ovx+dstradiol grubunda (p<0.05) anlamh bir artig tespit edilirken; ovx+A1254
grubunda anlaml bir fark gézlenmedi. Ovx yapilip sadece tasit ¢6zelti uygulanan
siganlarda intak kontrol grubuna gore anlamli bir degigiklik belirlenmedi. (Tablo
5.8, Sekil 5.8).

Tibia kemik mineral diizeylerinde intak kontrol sican modeline gére,
Ostradiol grubunda anlamh (p<0.05) artis belirlendi fakat A1221 ve A1254
uygulanan gruplarda anlaml bir fark olugmadi. Ovx kontrol sigan modeline gore;
ovx+A1221, ovx+Al1254 ve ovxtdstradiol gruplarinda anlamh bir degisiklik
meydana gelmedi. Intak kontrol ve ovx grup tibia mineral yogunlugu degerleri

arasinda da anlamh bir fark gézlenmedi. (Tablo 5.9, Sekil 5.9).

5.3. Histolojik inceleme bulgulan
Calisma sonucunda farkli gruplarda yer alan siganlardan elde edilen

vertebralar histolojik olarak incelendi.

5.3.1. intak kontrol grubu

Spongioz kemikte trabekiiler yapi, bosluklart dolduran kemik iligi;
kompakt kemikte havers kanallan ve etrafindaki osteositler normal yapida izlendi.
Kompakt kemikte spesiyal lameller, ara lameller, i¢ ve dig sirkiimferensiyel

lameller agik bir sekilde ayirt edildi. (Sekil 5.10, Sekil 5.11).
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5.3.2. A1254 grubu

Al1254’tin kemik yapistm bozdugu fakat bununla birlikte g¢evredeki
mezengim dokudan hiyalin kikirdak dretimini saglayarak endokondral
ossifikasyon yolu ile yeniden kemik olusumunu indiikledigi goézlendi. A1254
toksikasyonuna bagl olarak dokuda yer yer nekroze alanlar da tespit edildi. (Sekil

5.13, Sekil 5.14).

5.3.3. A1221 grubu
Kompakt ve trabekiiler kemik yapilar1 normal olarak ayirt edildi. Uglii
boyamada birkag alanda ekstraselliiler matriksin homojen olmadigi gozlendi.

(Sekil 5.12).

5.3.4. Ostradiol grubu
Spongiéz kemik, kompakt kemik ve kemik iligi kontrol grubuna benzer

yapida izlendi. (Sekil 5.15)

5.3.5. OVX grubu

Bu grupta en belirgin yapisal degisiklik kemik iligindeki yogun yaglanma
idi. Spongitz kemikteki trabekiiller normal yapisini korurken, kompakt kemikte
normal kemik hiicrelerinin (osteositler) yamsira havers kanallarinin etrafinda

genig lakiinler iginde yer alan osteositler de gézlendi. (Sekil 5.16, Sekil 5.17).
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5.3.6. OVX+A1221 grubu

Hem kompakt kemigin hem de spongioz kemigin normal yap1 gosterdigi
tespit edildi. Kemik bosluklarimi1 dolduran kemik iligi de kontrol grubuna benzer
olarak gé6zlendi. Yapilan iiglii boyamada ekstraseliiler matriksin homojen

boyanarak kontrole benzer 6zellikler gosterdigi saptand:. (Sekil 5.18, Sekil 5.19).

5.3.7. OVX+A1254 grubu

Bu grupta da A1254 grubuna benzer sekilde kemik yapisinin bozuldugu ve
6zellikle kompakt kemik kisminda bozulma olustufu, yerine ¢evre mezensim
dokudan koken alan hiyalin kikirdagin olustufu béylece endokondral
ossifikasyonun indiiklendigi gézlendi. Ayrica overektominin, A1254 toksikasyonu
ile olugsan nekroze alanlan artirdigy tespit edildi. Bu grupta géze garpan bir diger
yapisal degisiklik ise kemik iliginde olduk¢a bol miktarda lipid damlaciklarinin

ayirt edilmesiydi. (Sekil 5.20, Sekil 5.21).

5.3.8. OVX+istradiol grubu

Kompakt kemik ve spongioz kemik trabekiilleri kontrol grubuna benzer
olarak gozlendi. Kemik iliginde olduk¢a seyrek lipid damlaciklarma rastlandi.
Yapilan ii¢lii boyamada ekstraseliiler matriksin homojen ‘boyandlgl tespit edildi.

(Sekil 5.22, Sekil 5.23).
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Sekil 5.2. Serum osteokalsin degerlerinde (Ort+SH; ng/mL) intak ve ovx siganlara
Al1221, A1254 ve ostradiol uygulamasindan sonra meydana gelen degisiklikler. a:
p<0.005, b: p<0.05 intak kontrol grubuna gore; c: p<0.001 ovx kontrol grubuna

gore. Student'in t-testi.
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Sekil 5.3. Serum kalsitonin diizeylerinde (Ort£SH; pg/mL) intak ve ovx siganlara
A1221, A1254 ve 6stradiol uygulamasindan sonra meydana gelen degisiklikler. a:

p<0.05 intak kontrol grubuna ve ovx kontrol grubuna gore. Student'in t-testi.
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Sekil 5.4. Serum PTH diizeylerinde (Ort+SH; pg/mL) intak ve ovx siganlara
Al1221, A1254 ve §stradiol uygulamasindan sonra meydana gelen degisiklikler. a:
p<0.05 intak kontrol grubuna gore; b: p<0.001 ovx kontrol grubuna gore.

Student'in t-testi.
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Sekil 5.5. Serum kalsiyum seviyelerinde (Ort+=SH; mg/dL) intak ve ovx siganlara
A1221, A1254 ve 6stradiol uygulamasindan sonra meydana gelen degisiklikler. a:
p<0.05, b: p<0.01, c: p<0.001 intak kontrol grubuna gére; d: p<0.005 ovx kontrol

grubuna gore. Student'in t-testi.
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Sekil 5.6. Serum inorganik fosfat seviyelerinde (Ort£SH; mg/dL) intak ve ovx
sicanlara A1221, A1254 ve ostradiol uygulamasindan sonra meydana gelen
degisiklikler. a: p<0.001 intak kontrol grubuna gére; b: p<0.05, c: p<0.01 ovx

kontrol grubuna gore. Student'in t-testi.
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Sekil 5.7. Serum ALP seviyelerinde (Ort+SH; U/L) intak ve ovx siganlara A1221,
A1254 ve 6stradiol uygulamasindan sonra meydana gelen degisiklikler. a: p<0.05,

b: p<0.001 intak kontrol grubuna gore. Student'in t-testi.
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Sekil 5.8. Femur kemik mineral diizeylerinde (Ort+SH; g/cm?) intak ve ovx
sicanlara A1221, A1254 ve Ostradiol uygulamasindan sonra meydana gelen

degisiklikler. a: p<0.05 ovx kontrol grubuna gore. Student'in t-testi.
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Sekil 5.9. Tibia kemik mineral diizeylerinde (OrtSH; g/cm?) intak ve

ovX

Ostradiol uygulamasindan sonra meydana gelen

sicanlara A1221, A1254 ve

. a: p<0.05 intak kontrol grubuna gére. Student'in t-testi.

degisiklikler
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Sekil 5.10. Kontrol grubu. Spongiéz kemikte trabekiiler yap1 (—), bosluklart

dolduran kemik iligi (*) normal yapida izlendi. Hematoksilen Eozin X 20.

Sekil 5.11. Kontrol grubu. Kompakt kemikte havers kanallar1 (=>) ve etrafindaki
osteositlerin (—) normal yapida oldugu gézlenmektedir. Hematoksilen Eozin X

20.
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Sekil 5.12. A1221 grubu. Uglii boyamada birkag alanda ekstraselliiler matriksin
homojen olmadig (*) ayirt edilmektedir. Masson’un tiglii boyamas: X 20.

Sekil 5.13. A1254 grubu. Hiyalin kikirdagin (—) yeniden kemik olusumunu
indiikledigi gézlenmektedir. Hematoksilen Eozin X 10.
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Sekil 5.14. A1254 grubu. Dokuda yer yer nekroze alanlar (*) tespit edilmektedir.

Masson’un tiglii boyamasi X 20.

Sekil 5.15. Ostradiol grubu. Havers kanali (*) etrafinda osteositler (—) ve kemik
boslugundaki kemik iligi (=) normal yapida ayirt edilmektedir. Masson’un tiglii
boyamasi X 20.
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Sekil 5.16. Ovx grubu. Kemik iliginde yogun Yyaglanma (*) ve spongisz kemikte

trabekiillerin normal yapisint (—) korudugu ayirt edilmektedir. Hematoksilen
Eozin X 10.

Sekil 5.17. Ovx grubu. Kompakt kemikte normal osteositlerin (—) yam sira

havers kanallarinin etrafinda geni§ lakiinler iginde yer alan osteositler de =)
belirlenmektedir. Hematoksilen Eozin X 20.
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Sekil 5.18. Ovx+A1221 grubu. Hem kompakt kemigin (*) hem de spongitz

kemigin (—) normal yap1 gosterdigi gézlenmektedir. Hematoksilen Eozin X 10.

Sekil 5.19. Ovx+A1221 grubu. Yapilan iiglii boyamada ekstraseliiler matriksin

homojen boyandig tespit edilmektedir. Masson’un tiglii boyamas: X 20.
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Sekil 5.20. Ovx+A1254 grubu. Hiyalin kikirdagin (—) yeniden kemik olusumunu
indiikledigi gozlenmektedir. Dokuda yer yer nekroze alanlar (*) tespit
edilmektedir. Hematoksilen Eozin X 10.

Sekil 5.21. Ovx+A1254 grubu. Kemik iliginde olduk¢a bol miktarda lipid
damlacigi (*) ayirt edilmektedir. Hematoksilen Eozin X 4.
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Sekil 5.22. Ovx+Ostradiol grubu. Kompakt kemik (*) ve spongioz kemik

trabekiilleri (—) normal olarak gozlenmektedir. Hematoksilen Eozin X 10.

Sekil 5.23. Ovx+ostradiol grubu. Yapilan iiglii boyamada ekstraseliiler matriksin

(*) homojen boyandig tespit edilmektedir. Masson’un {iglii boyamasi X 20.
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Intak sigan modeli Ovx sigan modeli
Gruplar DPD Gruplar DPD
Kontrol 290.4+5.9 Ovx 308.5+4.9b
A1221 283.7£5.7 Ovx+A1221 270.7+8.9 ¢
Al254 279.3£7.0 Ovx+A1254 342.9+£10.5d

Ostradiol 106.4+11.8 a Ovx+Ostradiol 217.9+34.0d

Tablo 5.1. idrar DPD degerlerinde (Ort+SH; nmol/L) intak ve ovx siganlara

A1221, A1254 ve dstradiol uygulamasindan sonra meydana gelen degisiklikler. a:

p<0.001, b: p<0.05 intak kontrol grubuna gore; c: p<0.005, d: p<0.01 ovx kontrol

gruba gore. Student'in t-testi.

Intak sigan modeli Ovx sigan modeli
Gruplar Serum Gruplar Serum
Osteokalsin Osteokalsin
Kontrol 8.2+0.8 Ovx 12.0+0.7 b
Al1221 8.8+0.4 Ovx+A1221 13.6+0.9
Al254 8.3+0.7 Ovx+A1254 13.5+1.1
Ostradiol 4.5£04 a Ovx+QOstradiol 3.4+02 ¢

Tablo 5.2. Serum osteokalsin degerlerinde (Ort+SH; ng/mL) intak ve ovx

sicanlara A1221, A1254 ve ostradiol uygulamasindan sonra meydana gelen

degisiklikler. a: p<0.005, b: p<0.05 intak kontrol grubuna gore; c: p<0.001 ovx

kontrol grubuna gore. Student'in t-testi.
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Intak sigan modeli Ovx sigan modeli
Gruplar Serum Kalsitonin Gruplar Serum
Kalsitonin
Kontrol 15.3£3.4 Ovx 28.5£3.8a
A1221 10.4+1.2 Ovx+A1221 21.7+3.7
Al1254 11.7+1.6 Ovx+A1254 26.4+4.1
Ostradiol 39.2+7.7a Ovx+QOstradiol 15.0+1.1a

Tablo 5.3. Serum Kkalsitonin diizeylerinde (Ort+SH; pg/mL) intak ve ovx siganlara
Al1221, A1254 ve ostradiol uygulamasindan sonra meydana gelen degisiklikler. a:

p<0.05 intak kontrol grubuna ve ovx kontrol grubuna goére. Student'in t-testi.

Intak sigan modeli Ovx sigan modeli
Gruplar Serum PTH Gruplar Serum PTH
Kontrol 18.9+1.9 Ovx 20.3+1.1
Al1221 20.6+1.2 Ovx+A1221 19.9+1.6
Al254 26.4+3.1 Ovx+A1254 53.2+5.8b

Ostradiol 28.2+2.8a Ovx+QOstradiol 23.0+2.2

Tablo 5.4. Serum PTH diizeylerinde (OrttSH; pg/mL) intak ve ovx siganlara
A1221, A1254 ve dstradiol uygulamasindan sonra meydana gelen degisiklikler. a:
p<0.05 intak kontrol grubuna goére; b: p<0.001 ovx kontrol grubuna gore.

Student'in t-testi.
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Intak sigan modeli Ovx sigan modeli
Gruplar Serum kalsiyum Gruplar Serum kalsiyum
Kontrol 10.1£0.1 Ovx 97404 b
Al1221 10.5£0.1 a Ovx+A1221 9.8+0.6
Al254 10.7+0.1 b Ovx+A1254 9.9+0.1
Ostradiol 11.4+0.1¢ Ovx-+Ostradiol 11.0£0.1d

Tablo 5.5. Serum kalsiyum seviyelerinde (Ort+SH; mg/dL) intak ve ovx si¢anlara

Al1221, A1254 ve stradiol uygulamasindan sonra meydana gelen degisiklikler. a:

p<0.05, b: p<0.01, c: p<0.001 intak kontrol grubuna gére; d: p<0.005 ovx kontrol

grubuna gore. Student'in t-testi.

Intak sigan modeli Ovx sigan modeli
Gruplar Inorganik fosfat Gruplar Inorganik fosfat
Kontrol 5.7+0.4 Ovx 4.6£0.4
Al1221 6.0+£0.2 Ovx+A1221 6.6+0.5b
Al1254 7.740.1 a Ovx+A1254 5.1+0.2
Ostradiol 6.3+0.1 Ovx+QOstradiol 6.6£0.2 ¢

Tablo 5.6. Serum inorganik fosfat seviyelerinde (Ort+SH; mg/dL) intak ve ovx

sicanlara A1221, A1254 ve §stradiol uygulamasindan sonra meydana gelen

degisiklikler. a: p<0.001 intak kontrol grubuna gore; b: p<0.05, c: p<0.01 ovx

kontrol grubuna gore. Student'in t-testi.
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Intak sigan modeli Ovx sigan modeli
Gruplar Serum ALP Gruplar Serum ALP
Kontrol 300.6+12.5 Ovx 318.2+25.4
Al1221 352.4+145a Ovx+A1221 370.2+23.0
Al1254 290.0+15.8 Ovx+A1254 370.4+12.7

Ostradiol 186.2+15.7 b Ovx-+Ostradiol 279.8£12.6

Tablo 5.7. Serum ALP seviyelerinde (OrttSH; U/L) intak ve ovx siganlara

A1221, A1254 ve 6stradiol uygulamasindan sonra meydana gelen degisiklikler. a:

p<0.05, b: p<0.001 intak kontrol grubuna gore. Student'in t-testi.

Intak sigan modeli Ovx sigan modeli
Gruplar FEMUR Gruplar FEMUR
Kontrol 0.134+0.01 Ovx 0.128+0.06
Al1221 0.137+0.06 Ovx+A1221 0.150+0.01 a
Al254 0.135+0.05 Ovx+A1254 0.133+0.01
Ostradiol 0.133+0.04 Ovx+Ostradiol 0.156+0.07 a

Tablo 5.8. Femur kemik mineral diizeylerinde (Ort+SH; g/cm?) intak ve ovx

sicanlara A1221, A1254 ve Ostradiol uygulamasindan sonra meydana gelen

degisiklikler. a: p<0.05 ovx kontrol grubuna gore. Student'in t-testi.




Intak sigan modeli Ovx sigan modeli
Gruplar TIBIA Gruplar TIBIA
Kontrol 0.084+0.005 Ovx 0.097+0.007
Al221 0.082+0.008 Ovx+A1221 0.105+0.008
Al254 0.090+0.003 Ovx+A1254 0.098+0.005

Ostradiol 0.103£0.004 a Ovx+Qstradiol 0.102+0.002

Tablo 5.9. Tibia kemik mineral diizeylerinde (Ort+SH; g/em?®) intak ve ovx

siganlara A1221, A1254 ve &stradiol uygulamasindan sonra meydana gelen

degisiklikler. a: p<0.05 intak kontrol grubuna goére. Student'in t-testi.
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6. TARTISMA

6.1. Kemik mineral yogunlugu iizerine etkileri

Kemik yogunlugunun homeostazisi kemik remodellinginin iki faziyla
dengede tutulur bunlar; osteoklastlarin sebep oldugu kemik rezorbsiyonu ve
osteoblastlar tarafindan vyiiriitiilen kemik formasyonudur (118, 126). KMY
dolagimdaki §strojenlerin varhigiyla iligkilidir (30, 88, 110) ancak fiziksel aktivite,
kalsiyum alumi, genetik faktdrler ve beslenme gibi diger bazi faktérierin de KMY
tizerine etkilerinin oldugu bilinmektedir (40, 136). Cevresel Sstrojenlerin in vitro
ve in vivo olarak kemik kaybim Gnledigi ve kemik kitle yogunlugunu arttirdig
cesitli galigmalarla ortaya konulmustur (48, 98). Disi siganlarda OVX sonrasinda
Ostrojen eksikligine bagh olarak trabekiiler (spongiy6z) kemikte kayiplar meydana
geldigi gosterilmistir (59, 83, 172). Dent ve Friedman (46) yaptiklar1 ¢caligmada
OVX islemini takiben kemik rezorbsiyonunda %400, formasyonunda ise %270
oranlarina ulagan bir artisin meydana geldigini; rezorbsiyon ile formasyon
arasindaki dengenin Ostrojen eksikligine bagli olarak rezorbsiyon lehine
dondiiglinti bildirmiglerdir. Calismamizda kullandigimiz iki farklh modeldeki
(intak ve OVX) siganlara A1221, A1254 ve Sstradiol uygulamasi yapildi ve deney
sonunda dansitometrik yontemle sicanlarin femur ve tibialarinin KMY diizeyleri
belirlendi. Kullanilan ajanlarin intak grup siganlarin femur ve tibialarinda KMY
bakimindan anlaml bir fark meydana getirmedigi (tibiat+ostradiol grubu harig),
OVX grubu siganlarda ise Ostradiol ve A1221 uygulamasinin femur mineral
yogunlugunda istatistiksel olarak anlamhli artiglar meydana getirdigi belirlendi.

Tibianin mineral yogunlugunda ise kullanilan ajanlarn  higbiri anlamh
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degisikliklere neden olmadi. A1221°in &stradioliin koruyucu etkisine paralel etki
gostererek femurun mineral yogunlugunu artirmas1 A1221°in Ostrojenik etkilere
sahip oldugunu diigiindiirmektedir.

Calismamizda elde edilen KMY bulgulan gruplar arasinda farklilik
gostermesine ragmen, standart hatanin beklenmedik sekilde yiiksek ¢ikmasi
nedeniyle bu degigiklikler istatistiksel olarak anlam kazanmadi. Bu durum,
dansitometre ile KMY 6l¢timlerinin, 6zellikle sicanlarda, daha dikkatli yapilmasi
gerektigini géstermektedir.

Literatiirde, PCB maruziyetine bagli kemik morfometresinde degisiklikleri
inceleyen galismalarin sayis1 olduk¢a simrhidir. On ve 15 hafta siireyle 10 ve 25
mg/kg dozunda uygulanan A1254’iin erkek siganlarda femur agirligi ve boyunda
anlamh gekilde azalmaya neden oldugu gésterilmigtir (4). Ayni ¢alisgmada en
yliksek PCB dozu (25 mg/kg) kemik hacminde azalmaya yol agt1. Ayrica, tiim doz
gruplarinda 10 haftalik uygulamalardan sonra kemik yogunlugunda artis gézlendi.
En yiiksek dozun 15 haftalik periyotta uygulandigi grupta A1254’{in femurda
zayiflamaya neden oldugu belirlendi. Andrews ve ark. tarafindan 1989’da
yaymlanan bu ¢aligmadaki kemik metabolizmas1 ile ilgili bulgularin
mekanizmasina yonelik ¢aligmalar yapilmamugtir (4). Bizim ¢alismamizda KMY
ile ilgili anlamlh degigiklikler bulunmasa da, ileride tartisilacag: gibi, 6zellikle
A1254’tin kemikte organik matriksin 6nemli kismim olusturan kollajenin yikimini

artirdif gosterilmistir.

65



6.2. Kemik histolojisi iizerine etkileri

17B-0stradiol’e yapisal olarak benzerlik gosteren bitkisel ve gevresel
dstrojenlerin insan ve hayvanlarda dstrojenin agonist ve antagonisti olarak etkiler
sergiledikleri rapor edilmistir (95, 156). Ostrojenik etkiye sahip olan PCB
bilesenleri Gstrojen reseptdrlerine baglanarak, anti-Gstrojenik bilesikler ise Ah
reseptdriiniin aktivasyonuyla etkilerini gosterirler (158).

Bu ¢alismada, intak modeldeki gruplarin histolojik incelemeleri
sonrasinda, Ostradiol ve A1221 uygulamasi herhangi bir degisiklie neden
olmazken, A1254’iin vertebralarin histolojisinde deformasyonlara neden olmasi,
A1254’iin anti-Ostrojenik etkisine atfedilebilir. Ayrica histolojik incelemede
belirlenen nekroz alanlarm sebebinin ise A1254’iin toksik &zelliklerinden
kaynaklandigi  sanilmaktadir,. OVX modelindeki gruplarn  histolojik
incelemelerinde OVX’e baglh olarak meydana gelen histolojik degisikliklerin
Ostrojen ve A1221 uygulanmasiyla intak kontrol grubuna benzer hale geldigi,
Al1254 uygulamasimin ise OVX’in neden oldugu histolojik bozulmalara ilave
olarak nekroze alanlar meydana getirdigi belirlendi. A1221’in &stradiol ile benzer
seklide etki gostermesi, A1254°lin ise Ostradiole zit etkiler ortaya koymasi1 bu
cevresel toksik maddelerin Ostrojenik ve anti-Gstrojenik etkilere sahip olduklarimi

diistindiirmektedir.

6.3. idrar DPD, serum ALP ve osteokalsin seviyeleri lizerine etkileri
DPD, kemik organik matriksinin 6nemli kismim olusturan kollajenin
yikim (katabolizma) tiriiniidiir ve baghca idrarla atihr (166). Kemik rezorpsiyonu

hakkinda olduk¢a 6nemli ipuglan sagladifindan, son yillarda giderek artan sayida
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kemik metabolizmasi ¢aligmalarinda kullamilmaktadir (94). Ostrojenin idrar DPD
diizeylerini 6nemli oranda azalttig1 bilinmektedir (51). Bizim ¢alismamuzda, idrar
DPD degerlerinin her iki modelde de Ostradiol tarafindan azaltilmasi ancak
A1221’in ise sadece OVX sonrasindaki uygulanmasmin idrar DPD degerleri
lizerine benzer etkiler goOstermesi, Al1221’in Ostrojenik  Gzelliklerini
gostermektedir. Ancak intak grupta dstrojen varliginda A1221 i¢in bir etkinin s6z
konusu olmamasi Ostrojenik 6zelliginin Ostradioliin sergilediginden daha az
olabilecegini, muhtemelen Ostrojen reseptorlerine baglanma hususundaki yarista
endojen Ostrojenlerin daha etkin olduklarim distindiirmektedir. Fakat A1221’in
kemik rezorbsiyonunu Onleme bakimindan Ozellikle Ostrojenlerin yoklugunda
etkili olabilecegi s6ylenebilir. OVX+A1254 grubunda DPD seviyelerinin OVX
grubuna gore daha da yiikselmesi, A1254’tin kemik rezorbsiyonuna sebep
oldugunu ve bu etkinin de anti-Ostrojenik oOzellikten kaynaklandigim
gostermektedir. Kemik rezorbsiyon belirteci olarak kabul edilen DPD’nin (77)
idrardaki miktar1 aym zamanda bobrek fonksiyonlaryla da iligkili oldugu igin
DPD/kreatin orani bigiminde degerlendirmek daha uygundur (87).

Intak modeldeki siganlann serum ALP ve osteokalsin degerleri
incelendiginde, Ostradiol uygulamasinin ALP ve osteokalsin seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli azalmalar meydana getirdigi; A1221 ve Al1254
uygulamas1 yapilan gruplarda ise A1221°in serum ALP seviyelerini arttirmasi
disinda anlamli herhangi bir degisiklik olusturmadigy goézlendi. OVX islemini
takiben yapilan uygulamalarda ise Ostradioliin, serum osteokalsin diizeylerinde

meydana getirdigi azalmadan bagka anlamli bir degisiklik belirlenmedi.

67



Alt1 ay siiresince postmenopozal kadinlara uygulanan &strojen replasman
tedavisinin, serum osteokalsin ve ALP seviyelerinde azalmaya neden oldugu
gosterilmis ve strojen uygulamasindan sonra ve dnce serum osteokalsin ve ALP
seviyelerindeki oransal degisiklikler arasinda anlamli bir iligkinin oldugu
belirtilmistir (76). Bu bulgu OVX islemini takiben 6stradiol uygulamasi yapilan
sicanlarin serum ALP ve osteokalsin seviyelerindeki azalmayla paralellik
gostermektedir. Ohta ve ark. (116) OVX nedeniyle kemigin degisim oraninda
meydana gelen artmaya bagli olarak serum ALP seviyelerinin de artmis oldugunu
rapor etmiglerdir. Yine yapilan bir diger ¢alismada da serum ALP seviyelerinin
postmenapozal kadinlarda belirgin sekilde artmis oldugu gosterilmistir (151).
Serum ALP ve osteokalsin seviyelerinin degismesi arasmnda bir iligkinin var
oldugu bildirilmistir (76). OVX yapilan grupta serum osteokalsin seviyelerinde
meydana gelen artma bu c¢aligmadaki bulgularla benzerdir. Osteoblastlar
tarafindan sentezlenen osteokalsinin, kemik dongiistintin &zellikle formasyon
fazim gosteren bir biyokimyasal belirte¢ oldugu (44) yapilan klinik (47) ve
deneysel (25) ¢alismalarla gosterilmistir. Serum ALP seviyesi de osteokalsin gibi
bir diger kemik formasyon belirtecidir ve osteoblastlarin fosfolipaz ile etkilesmesi
sonucu dolasima serbestlenir (62). Son zamanlarda siganlarda yapilan bir
calismada, OVX’nin serum ALP seviyelerinde artiga, bu hayvanlara uygulanan
Ostradioliin ise azalmaya neden oldugu gosterilmistir (51). Benzer sekilde,
Ostrojen uygulanan siganlarda serum osteokalsin seviyelerinde anlamli azalmalar
meydana geldigi bildirilmistir (142). Genel mekanizma g6z 6niinde tutuldugunda
serum ALP ve osteokalsin seviyelerinin OVX iglemine bagh olarak azalmasi,

ortama Ostradiol ve A1221 verilmesiyle de tekrar kontrol seviyelerine gelmesi
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beklenirdi. Ancak unutmamak gerekir ki, kemik rezorbsiyonunda meydana gelen
artiy yam swa formasyonda da artisin olmasi (ancak rezorbsiyon hizinin
formasyon hizindan daha fazla olmasi) (46) serum ALP ve osteokalsin
seviyelerinde meydan gelen degisiklikleri kismen agiklamaktadir. Ilgili literatiir
incelendiginde, osteokalsin ve ALP’nin kemik doniiglimiinii her zaman tutarh
sekilde yansitmadiklar1 tartigmali bir konudur. Ayrica PCBlerin direkt toksik
etkileri sonucu serum ve idrar ALP seviyelerinde artisa neden olduklan
bildirilmigtir (4) ki bu da bizim ¢alismamizda gériilen A1221 ve 6zellikle A1254

ile indiiklenmis serum ALP artigim agiklar niteliktedir.

6.4. Serum kalsiyum, inorganik fosfat, PTH ve kalsitonin seviyelerine
etkileri

Calismamizda, intak ve OVX grubu siganlara ostradiol, A1221 ve A1254
uygulamalan yapilip kalsiyum, inorganik fosfat, PTH ve kalsitonin seviyelerinde
meydana gelen degisiklikler incelendi. A1221 wuygulamasi intak modelde
kalsiyum seviyesini ylikseltirken, OVX modelde de inorganik fosfat seviyelerinde
ariy meydana getirdi. intak modeldeki siganlara A1254 verilmesini takiben
kalsiyum ve inorganik fosfat seviyelerinde artislar oldugu, OVX+A1254
grubundaki siganlarda da serum PTH’sinde artis meydana geldigi belirlendi.
Ostradiol uygulamasi her iki modeldeki siganlarm serum kalsiyum seviyelerini
ylikseltmesi yam sira intak gruptaki siganlarin PTH ve kalsitonin seviyelerinde de
artiglar meydan getirdi. OVX grubunda ise kalsiyum seviyesindeki artig1 inorganik
fosfat seviyesinde bir artis ve kalsitonin seviyesinde de bir azalma takip etti.

PTH’nin, kemik rezorbsiyonunu (26, 125) ve formasyonunu (159) uyaran bir
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hormon oldugu bilinmektedir. PTH’nin siirekli uygulanmas: osteoklastik
aktiviteyi uyararak kemik Kkitlesinde azalmalara neden olurken, araliklarla
(intermittent) verilmesi osteoblast farklilagmasini aktive ederek kemik kitlesinin
artigmna neden olur (111). Kalsitonin ise PTH’nin aksine serum kalsiyum
seviyelerindeki artig ile uyarilmakta ve kalsiyumun kemikte depolanmasini
uyarmak suretiyle serum seviyelerinin normal degerlere donmesini saglamaktadir
(69). Ostrojen sekresyonunun azalmas: ince bagirsakta kalsiyum absorbsiyonunun
azalmasi ve idrar ile atilminin artmasina neden olur (115, 116, 109). Ohta ve ark.
osteoporozda (115) ve OVX isleminden sonra (116) serum kalsiyum ve inorganik
fosfat konsantrasyonlarinin yiikseldigini rapor etmislerdir. Bunun sebebinin de
baglica, Ostrojen salimminda meydana gelen azalma nedeniyle kemikten
kalsiyumun saliverilmesi yiiziinden oldugunu bildirmiglerdir. OVX’in serum
kalsiyum seviyelerinde bir azalma, inorganik fosfat konsantrasyonunda ise artisa
sebep oldugu bildirilmistir (113). Kim ve ark., (92) OVX’in serum inorganik
fosfat seviyelerini yiikselttigini bildirmiglerdir. Serum kalsiyum seviyesi iizerine
PTH ve kalsitoninin etkisinden bagka daha birgok faktériin de rol oynadign
(beslenme, bagirsaklardan absorbsiyon ve bobreklerden geri emilim gibi) iyi
bilinmektedir. Vitamin D3’iin aktif formu olan lalfa-25-dihidroksikalsiferol’iin
(1,25-OH,-D-3) ince bagirsaklarda kalsiyum ve inorganik fosfat absorbsiyonu ile
bunlarm bébreklerden geri emilimi igin 6nemli bir pro-hormon oldugu
bilinmektedir (45). PCBlere maruz kalmanin kalsiyum metabolizmasini etkiledigi
gosterilmigtir (4). Ancak aym calismada uygulanan A1254, en yiiksek doz (25

mg/kg) ve periyotta (15 hafta) bile serum 1,25-OH,-D-3 diizeylerinde anlaml
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degisiklikler meydana getirmedi. Andrews ve arkadaglarimin (4) bu bulgusu,
PCB’lerin kalsiyum absorbsiyonunu etkilemedigi seklinde yorumlanabilir.
Calismamizda bagvurulan Ostrojenik ajan A1221°in (7) intak gruptaki
kalsiyum ve OVX grubundaki inorganik fosfat seviyeleri disindaki diger
parametreler iizerine Ostradiol ile benzer etkiler gostermemesi, konunun sadece
ostrojenik etki bakimindan degerlendirilmesinin tek bagina yeterli olmayacag: ve

farkli mekanizmalarin da incelenmesi gerektigini diislinmemize neden oldu.

6.5. Sonug

PCB’lerin bazi bilesenlerinin Ostrojenik veya antidstrojenik &zelliklere
sahip olduklari ve organizmada “aryl hydrocarbon” ve Ostrojen reseptorleri
tizerinden Gstrojenin etkilerini taklit veya bloke ederek etkilerini gésterdikleri
bildirilmigtir (126, 155). Cevresel kaynakli §strojenik maddelerin organizmada
daha uzun siire kalabildikleri rapor edilmigtir (160). Arcaro ve Gierthy (14)
endokrin bozucu etkilerin ¢ofgunu meme kanseri epitel hiicre kiiltiirlerinde
gosterilmiglerdir. Kemik dokusunda diizenleyici fonksiyon géren bazi
osteoblastlarin  Ostrojen reseptorleri (alfa ve beta) tasidigi, osteosit ve
osteoklastlarin ise bu reseptérlere sahip olmadigy goOsterilmigtir (49, 117).
Calismamizda 6strojenik ve anti-Gsrtrojenik 6zellikleri bakimindan inceledigimiz
A1221 (6strojenik) ve 1254’iin (anti-Gstrojenik) KMY, kemik histolojisi ve serum
DPD konsantrasyonlari lizerine &sradiole benzer ve zit etkiler sergiledikleri
gézlemlendi.

Bu calismada, A1221 ve Al254’tin kemik metabolizmasim etkileme

potansiyeline sahip olduklarim gésteren en 6nemli bulgu, idrarda belirlenen DPD
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seviyeleri idi. Cok genis bir hayvan grubundan 24 saatlik periyotta idrar toplamak
teknik olarak c¢ok zordu ve bu gerekgeyle yapilmadi. Ancak buna ragmen,
deneyler sonlandirilmadan hemen 6nce siganlardan elde edilen idrar 6rnekleri,
DPD diizeyi Sl¢limleri igin oldukga tutarli sonuglar verdi. intak hayvanlara
uygulanan ostradiol idrar DPD degerlerini azaltirken, tersine, OVX siganlarda
kollajen yikim arttigi igin DPD seviyeleri de kontrol grubuna gére anlamli olarak
artti. Ostrojenin kemik dokusundaki en 6nemli etkisi, osteoblastlarda kemik
resobsiyonunu saglayan sitokinlerin (IL-1, IL-6 ve TNF-O) olusumunu
baskilayarak, kemik erimesini Onlemektir (152). Sitokinler, kollajen yikimim
artirici  etkilerini lokal (parakrin) olarak go6sterdiklerinden, bunlarin serum
profillerinin incelenmesi kemikteki metabolik etkileri hakkinda bir fikir
vermeyecekti. Bu nedenle bizim ¢aligmamizda serum IL-1, IL-6 ve TNF-O
seviyeleri belirlenmedi, ayrica, in vivo sartlarda bunlarin kemikteki miktarlarinin
Olgiimlenmesi de teknik olarak miimkiin degildi. Literatiir incelendiginde, bu
caligmanin, kemik dokusunda kollajenin PCBler tarafindan etkilendigini, yapim
ve yikimimin &strojen benzeri mekanizmalarla degistirilebildigini gosteren ilk
aragtirma oldugu goriilmektedir.

Sonug olarak, anti-Gstrojenik potansiyele sahip A1254’tin kemik kollajen
yikimim arttirdif, bu etkilerin endojen ostrojenin az oldugu OVX modelde ¢ok
daha belirgin oldugu gériildii. Bu bulgular, PCBler ile kontamine olmus
bolgelerde yasayan ozellikle menopozdaki kadinlarda osteoporoz riskinin bu
cevresel kirleticiler tarafindan artirilabilecegini diigiindiirmektedir. Bu ¢alisma,
PCBlerin, tim diger zararh etkilerinin yam sira, kemik dokusu ilizerine de

endokrin bozucu-degistirici etkilerinin oldugunu géstermektedir.
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6.6. ileri cahsmalar:

Bu tez projesinden elde edilen bulgular 1s18inda, daha ileri olarak

yapilacak ¢caligmalar i¢in asagidaki hususlar 6ngériilebilir:

1-

Daha uzun siireli (10 ve 15 hafta) ve farkli doz PCB uygulamalarinin
yapilmas,

Aroclor gibi PCB karnigimlarinin yant sira, 6strojenik ve anti-Sstrojenik
Ozellikleri bilinen PCB bilesiklerinin (PCB 126 gibi) kullanilmasi,

In vivo ¢aligmalarda, idrar DPD degerleriyle paralel olarak kemik
mikro-mimarisinin elektron mikroskobik olarak goriintiilenmesi,
Siganlara dikkatli sekilde uyarlanmig DEXA cihazi ve yazilim ile
KMY 6lgiimlerinin 6zellikle vertebral kolonda yapilmasi,

Kemik (femurda) dayanmiklilik testleri ile korteks ve medullanin
morfometrik Slgiimleri,

Kemik hiicre kiiltiirii modellerinde PCBlerin sitokin salimm profilleri

{izerine direkt etkilerinin olup olmadigmnin aragtirilmas.
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