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Elastin prolin, valin ve glisin aminoasitlerinin yogun olarak yer aldig1
hidrofobik bolge ve alanin aminoasitinin yer aldigi ¢capraz baglanma
bolgesinden olusan ve omurgali canlilarin dokularina esneklik ve
hareketlilik saglayan bir protein ¢esididir. Elastinde meydana gelecek
hasarlar pek ¢ok hastaliga neden oldugundan elastin proteini {izerine
cok sayida aragtirma yapilmistir. Fakat toksik bir maddeye maruz
kalan elastinde olusacak hasarla ilgili ¢alismalar literatiirde sinirl
sayidadir. Bu amagla 6nemli kalici organik Kirleticilerden biri olan
Aroclor 1254°e maruz kalan elastin proteininin yapisinda meydana
gelen degisiklikler histopatolojik olarak incelenmis ve olusan hasarin
konsantrasyona bagli oldugu tespit edilmistir.

ABSTRACT

Elastin is a type of protein consisting of a hydrophobic region where
proline, valine and glycine amino acids are densely located and a
cross-linking region where alanine amino acids are located, and
provide flexibility and mobility to the tissues of vertebrate organisms.
Since the damage to the elastin causes many diseases, a lot of research
has been done on elastin protein. However, studies on damage to
elastin exposed to a toxic substance are limited in the literature. For
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this purpose, changes in the structure of the elastin protein exposed to
Aroclor 1254, one of the important permanent organic pollutants,
were examined histopathologically and it was determined that the
damage occurred was concentration-dependent.

1. GIRIS

Kalici organik kirleticiler (KOK), uzun siire ¢evre i¢inde bozulmadan kalan kimyasallardir [1].
Poliklorlu bifeniller (PCB), KOK grubunun iiyesidirler, toksik dzelliklere sahiptir, kalici ve biyobirikim
yetenegine sahip olan PCB’ler ayrica ¢esitli ortamlarda uzun mesafeli tasinma kapasitesine sahiptir.
PCB'ler biyolojik olarak en tehlikeli kanserojenlerden biridir ve topraga veya suya girdikten sonra,
burada bulunan organizmalarin yag dokularinda birikir [2]. Yapilan ¢alismalarda anne siitiinde bile
oldukga yiiksek miktarda PCB kalintisina rastlanmistir [3,5]. PCB’ler ¢evrede yaygin olarak bulunan
mikro-kontaminantlardir ve bilinen tiim kimyasal maddeler arasinda dogada en kalic1 olanlaridir. Hem
lipid ¢Oziiniirliigli hem de organizmalarda yeterli metabolik yolun bulunmamasi nedeniyle PCB’ler,
besin zinciri boyunca biyolojik birikim egilimi gosterirler. PCB’ler, endokrin, sinir ve bagisiklik
sistemlerini etkileyebilirler ve biyolojik aktiviteleri kimyasal yapilar1 ile ilgilidir. Insanlarmm PCB

maruziyetinin %90'mmdan fazlas1 hayvansal besinlerden kaynaklanmaktadir [6].

PCB!'ler, balast direnglerinde, floresan lambalarda, hidrolik ve dielektrik sivilarda, elektrik
kablolarinda, yapistiricilarda, plastiklestiricilerde, metallerin koruyucu bilesimlerinde, ahsap
verniklerinde, boyalarda, plastik dolgu maddelerinde, kagit emprenye islemlerinde, metal isleme
sirasinda sogutma sivisinda, insektisitlerde ve bakteri preparatlarinda, kaucguklar da dahil bir¢ok
endistriyel ve ticari uygulamalarda yaygin sekilde kullanilmaktadir [7,8]. PCB'ler, Kalic1 Organik
Kirleticilerin yasaklanmas: ile ilgili ilk uluslararasi anlasma olan Stockholm Soézlesmesi'ne 2002°de

dahil edilmistir.

PCB’lere maruz kalan insanlarda kanser, dogumsal bozukluklar, immunotoksisite,
norotoksisite, kardiyotoksisite, tireme bozukluklari, gocuklarda gelisim bozuklugu, yiiksek tansiyon ve
astim gibi bir¢ok olumsuz etkiler gézlenmektedir [9]. PCB’lerin etkilerini ortaya koymak igin yapilan
caligmalardan ¢ogu teknik PCB karigimlari ile yapilmistir [6]. Bu karigimlar ticari olarak Araclor,
Asbestol, Hydol vb. sekilde isimlendirilmistir.

Calismamizda kullandigimiz Aroclor 1254 bifenillerin klorlanmasi ile elde edilmis kompleks
PCB karisimidir [10]. Oldukga yaygin olarak kullanilan Aroclor’lardan biri olan 1254, agirlikga %54
klor igerir. Aroclor 1254 her bir bifenil molekiilii bagina 5 klorin igermektedir [11,12]. Aroclor’lar,

diizinelerce klorlanmis PCB bilesenlerinden olustugu igin, biyodegredasyonlar1 oldukg¢a zordur [13].

Elastin; prolin, valin ve glisin aminoasitlerinin yogun olarak yer aldig1 hidrofobik bolge ve
alanin aminoasidinin yer aldig1 ¢apraz baglant1 bolgesinden olusan bir proteindir [14]. Bu proteinin

mekanizmasini anlamak i¢in yapisinda 9 kere tekrarlanan VPGVG (Valine-Proline-Glycine-Valine-
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Glycine) motifi iizerinde bir¢ok galigma yapilmistir. Elastin, hiicre dis1 matristeki arterlerin de dahil
oldugu bag dokularina esneklik ve hareketlilik 6zellikleri saglayan bir proteindir [15]. Bu &zellikler,
arterlerin fizyolojik fonksiyonlar sirasinda karsilagilan deformasyonlara uyum saglamasina ve tiim

viicuttaki diizenli kan akiginin sabit bir basing saglamasina izin verir [16,17].

Yaptigimiz galigmada gevresel faktorler nedeni ile siklikla maruz kaldigimiz 6nemli kalici
organik kirleticilerden olan PCB karigimi, Aroclor 1254°{in elastin proteinine etkileri histopatolojik

veriler yardimiyla arastirilmigtir.

2. MATERYAL VE METOT

2.1 Elastin Orneklerinin Hazirlanmasi ve PCB uygulamasi

Anatomik olarak insana en fazla benzerlik gostermesinden dolay1 segilen, domuza ait torasik
aort’tan ornekler alinmigtir [18]. Domuz aort 6rnekleri yerel bir domuz ¢iftliginden saglanmigtir. Elde
edilen bu ornekler kan, yag gibi maddelerden temizlendikten sonra saf su ile yikanmistir. Elastin,
siyanobromid (CNBr) muamelesi ile drneklerden ayrilmistir. Ornekler 50 mg/mL CNBr soliisyonun
icine batirilarak oda sicakliginda 19 saat boyunca ve 60°C de 1 saat manyetik karistiricida
karistirllmigtir. Daha sonra yapilacak olan deneyler i¢cin 6rnekler Phosphate Buffered Saline (PBS)
soliisyonunun icine aktarilmuistir. Ug tekrarli olarak Aroclor 1254 uygulamasi yapilan orneklerin
hazirlanmasi igin kolesterol soliisyonu agagida belirtilen adimlara gore hazirlanmistir: 100 mL %1 sulu
torodeoksikolik asidin sodyum tuzu %0.1 ve %1 oraninda Aroclor 1254 soliisyonuna ilave edildikten
sonra aseton (1 mL) i¢cinde 4 giin boyunca karistirma islemi uygulanmigtir. Daha once tespit edilen
cevresel kalintt miktarinin tizerinde (%0.1 ve %1) Aroclor 1254 konsantrasyonlarinin kullanilmasinin
nedeni bu ksenobiyotigin uzun yarilanma 6mrii (4.8 yil) ve yiiksek biyolojik birikim kapasitesidir
[19,21].

2.2 Histolojik Preparatlarin Hazirlanmasi

Elastin 6rnekleri %10’luk formalin fiksatifi ile tespit edilmistir. Tespitten sonra her gruptan {i¢
tekrarli alman 6rnekler, 1 gece boyunca akarsu altina birakilarak fiksatifin elastinden uzaklagmasi
saglanmistir. Ornekler artan etil alkol serilerinden (%30, 50, 70, 80, 90, 96, 100) gecirilerek
dehidratasyon igslemi yapilmistir. Ksilende saydamlastirilan 6rnekler, parafin banyolarindan sonra 58-
60 °C’de erimis parafin bloklara alinmistir. Her grubun ti¢ tekrarindan alinan parafin bloklardan LEICA
rotary mikrotom ile her grup ve tekrar igin 5 er lam tizerine 4 pm kalinliginda kesitler alinmustir. Ksilen
ile parafinden kurtarilan kesitler, Hematoksilen-Eozin ile boyanmistir. Hazirlanan biitiin preperatlar,

Dicle Universitesi Hidrobiyoloji Arastirma Laboratuvari’nda bulunan Nikon NIS-Elements ECLIPS
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SE80i marka 151k mikroskobu ile incelenerek, Nikon Digital SIGHT-DS2MV marka fotograf makinesi

ile fotograflanmistir.

3. ARASTIRMA BULGULARI

Kontrol ve aseton kontrol gruplarinda herhangi bir histopatolojik degisiklik meydana
gelmemistir (Sekil 1- Sekil 2). %0.1°lik PCB (Aroclor) konsantrasyonuna maruz birakilan elastin
orneklerinin hepsinde elastin deformasyonu ve yer yer elastin kayiplarina rastlanmigtir (Sekil 3). Artan
PCB (%]1) konsantrasyonu ile birlikte elastin dokularinda meydana gelen histopatolojik degisikliklerin
siddeti artmistir (Sekil 4). Bu konsantrasyonda elastin deformasyonu ve kayiplarina ek olarak 6rneklerde

elastin kirilmalar belirlenmistir.

Sekil 1. Kontrol grubuna ait elastin dokusu: Elastin iplik¢igi (E), (HE), (40X).

Sekil 2. Aseton kontrol grubuna ait elastin dokusu: Elastin iplik¢igi (E), (HE), (40X).
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Sekil 3. %0.7 'lik PCB’e maruz kalan elastin dokusu: Elastin deformasyonu (ED), Elastin kaybi (EK), (HE),
(40X).

Sekil 4. %1 ’lik PCB’e maruz kalan elastin dokusu: Elastin deformasyonu (ED), Elastin kaybi (EK), Elastin
karimasi (EKr), (HE), (40X).

4. SONUCLAR

Kanin kalpten sistemik dolasima gegmesinden sorumlu kan damari olan aort, normalde yiiksek
bir elastikiyete ve kanin iletilmesine yardimci olan bir mikroyapiya sahiptir [22]. Aort damarina elastik
ozelliklerini ve mukavemetini veren bu mikroyapi elastin ve kollajen igindeki bag liflerinden
olugmaktadir. Genellikle, bu liflerin miktarinin ve mimarisinin degismesi aortik hastalik ile iligkili
mekanik ve dolayisiyla fonksiyonel degisikliklere yol agmaktadir [23,25]. Bu degisiklikler aort
damarinda anevrizma ve atreroskleroz gibi hastaliklara sebep olabilir. Elastik lifler, daha diisiik
omurgalilar harig, tiim omurgali elastik dokularina direng ve esneklik kazandirir [26]. Bu 6zellikler, bu

dokularm uzun siireli fonksiyonu i¢in kritiktir. Elastik lifler biiylik arterler, akciger, ligament, tendon,
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cilt ve elastik kikirdak dahil olmak iizere bir¢ok omurgali dokusunda bulunur [27]. Elastik lifler,
morfolojik ve kimyasal olarak farkli iki bilesen olan elastin ve mikrofibrillerden olusur. Elastin, elastik
fiberin yaklagik %901 olusturur [28]. Elastin, son derece dayanikli, ¢6ziinmez bir biyopolimerdir.
Elastinin yarilanma 6mriiniin yaklasik 70 y1l oldugu tahmin edilmektedir [29] ve bu protein aortun %30-
57'sini olusturmaktadir [30]. Dolayisiyla bu protein yapisinda meydana gelecek herhangi bir degisiklik

aort damarina biiylik zararlar verebilir.

Elastin, glisin, prolin ve valin bakimindan zengin hidrofobik bolgeler ve ayrica genellikle
poliamin ile ¢evrelenmis desmosin ve izodesmosinden olusan c¢apraz baglama alanlarindan olusur
[26,31]. Organoklorlu bilesiklerin, basit ve kompleks amino asitler dahil olmak {izere birincil ve ikineil
amin tlrevleri ile etkilesime girdigi ve bu etkilesim sonucunda, suda c¢oziinebilen ve ya
biyotransformasyona ugrayabilen kompleks aromatik amino asit tipinde riinler meydana getirdigi
bilinmektedir [32]. PCB’ler de organoklorlu bilesikler arasinda yer almaktadir [33,34]. Yapilan bir
calismada, PCB’lerin bu 6zelliginden faydalanilarak, PCB’ler ile kirlenmis topraktan bu kimyasallar
amino asit tuzlari kullanilarak uzaklastirilmistir. Bu ¢alismada, reaksiyon sonucu olusan —C— ikameli
bifenil poliamino poliasetik asitler ve bunlarin tuzlarinin suda ¢6ziiniir oldugu ve poliklorlu bifenillerin
adsorbe edildigi yiizeydeki partikiillerden ekstrakte edilerek topraktan uzaklastirildig1 rapor edilmistir
[32]. Bu galismalar 1s181nda, ¢aligmamizda elastin yapisinda meydana gelen kirilmalarin ve kayiplarin
(Sekil 3 ve 4) bir oragnoklorlu bilesik olan PCB’nin elastinin yapisinda bulunan amino asit gruplariyla
etkilesime girmesinden dolay1r meydana geldigi diisiiniilebilir. Poliklorlu bifeniller (PCB'ler), kalici
organik kirleticiler (KOK'lar) grubuna aittir, toksik 6zelliklere sahiptir, kalicidir ve biyolojik olarak
birikebilir ve gesitli ortamlarda uzun mesafeli tasinma kapasitesine sahiptir [32]. PCB'ler biyolojik
olarak tehlikeli kanserojen Kirleticilerden biridir ve en 6nemlisi, topraga veya su kiitlelerine girerek,
canlilarin yag dokusunda birikebilir [2]. Bu birikim sonucu olarak canlilarin birgok organinda
histopatolojik lezyonlar meydana gelebilir [35,36]. Kirleticilere maruz kalmanin bir gdstergesi olarak
histolojik inceleme, 6zellikle subletal ve kronik etkiler i¢in kirlilik derecesini degerlendirmek i¢in yararl
bir yontemdir [37]. Kirleticilere maruz kalmanin yol agtig1 en biiyiik yapisal hasarlar hedef organlarda
olabilir. Kirleticilere maruz kalmanin bir sonucu olarak, histolojik yap1 degisebilir ve fizyolojik stres
olusabilir. Bu stres metabolik fonksiyonlarda bazi degisikliklere neden olabilir. PCB’ler de dokularda
hasara neden olan organoklorlu kirleticiler arasindadir. Bu kimyasalin canlilarin dokusunda birgok
histopatolojik degisiklige neden oldugu yapilan ¢esitli ¢alismalarda gosterilmistir. Bumb ve ark. [38]
tarafindan yapilan bir caligmada sigara dumaninda poliklorlu dibenzo-p-dioksinler (PCDD'ler) ve
poliklorlu dibenzofuranlar (PCDF'ler) tespit edilmistir. Sonraki yillarda yayimlanmis dort raporda,
sigara dumanindaki PCDD'ler ve PCDEF'lerin etkisi incelemistir [39,42]. Yapilan c¢aligmalar
patofizyolojik olarak, sigara igmenin hem hava yollarinda hem de pulmoner parankimde nemli yapisal
degisikliklere neden oldugu oldugunu gostermistir [43]. Bu degisiklikler, hava yolu mukus bezlerinin

hipertrofisi ve hiperplazisini igerir, bu da mukus iiretiminde artisa ve buna eslik eden artan okstiriik ve
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balgam pervanlasina yol agar. Hava yollarinin kronik iltihab1 brongiyal tikanmaya neden olabilir.
Bununla birlikte, hava yolu daralmasi, alveolar duvarlarin tahrip olmasina ve bunun sonucunda akciger
elastikiyetindeki azalmaya ve sentrilobiiler amfizemin gelismesine neden olabilir [44]. Organoklorlu
bilesiklerin amino asitler ile reaksiyona girmesi goz 6niine alindiginda akciger elastikiyetindeki bu
azalma sigara dumaninda bulunan PCB bilesiklerinden kaynaklaniyor olabilir. Bu alanda baliklarla
yapilan ¢aligmalardan toplanan veriler, PCB'ye maruz kalmanin sonuglarimin tespit edilmesi zor olsa da
bu kimyasallarin canlilar tizerinde fizyolojik etkileri olabilecegini gostermektedir. Bu etkilerin bazilari
laboratuvar deneyleri ile dogrulanmistir ve ilerleyici kilo kaybi, lipid metabolizmasinin degismesi,
hepatotoksisite, immiinotoksisite, endokrin sistem fonksiyonu ve canli iiremesinde degisiklik,
teratojenite ve gelisimsel toksisite ve tiimor gelisimini igerir [45,50]. Yapilan bir diger ¢alismada ise
Danio rerio bireyleri balik bagina giinliik 10, 40, 100 and 270 konsantrasyonlarinda TCDD (2,3,7,8-
tetrachlorodibenzo-p-dioxin) icerikli besinle beslenmislerdir [51]. Calismanin sonucunda TCDD’ye
maruz kalan bireylerde, diisiikk konsantrasyonlarda, balik solungaglari, 6dem ve mikro kanamalarla
sonuclanan kilcal damarlarin endotelyumunda ilerleyen erozyonla birlikte hiperemi sergilemistir.
Yiiksek konsantrasyonlarda ise klorid hiicrelerinde hipertrofi ve mukus hiicrelerinde hiperplazi
gbzlenmistir. Bu c¢aligmalar gostermistir ki PCB’ler insanlar da dahil olmak {izere canlilarda 6nemli
patofizyolojik ve histopatolojik degisiklikler meydana getirmektedir. Sonug olarak, ¢alismada Aroclor
1254’¢ maruz kalan elastin proteininin yapisinda meydana gelen degisiklikler histopatolojik olarak
incelenmis ve konsantrasyona bagli bir hasar artist tespit edilmistir. Calismada kullanilan domuzdan
elde edilmis elestinin yapisal olarak insan elastinine dnemli 6l¢iide benzerligi nedeniyle, elde ettigimiz
sonuglar basta insan olmak iizere elestin proteinine sahip diger canlilarda da PCB’lerin benzer etkilerinin

olabilecegi sonucuna varilabilir.
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