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Ozet

Amag: Bu calismanin amaci, endokrin bozucu etkileri bilinen di(2-etilhekzil)fitalat (DEHP) ve metaboliti mono (2-etilhekzil) fitalat (MEHP)
plazma dizeylerinin yiksek oldugu belirlenen pubertal jinekomasti hastalarinda plazma fitalat dizeyleri ile pankreatik lipaz ve o-amilaz
duzeyleri arasindaki iliskinin incelenmesi ve fitalatlarin pankreas Uzerindeki olasi etkilerinin degerlendiriimesidir.

Gere¢ ve Yontem: Calisma grubu 40 pubertal jinekomasti hastasindan olugsmaktadir. Plazma fitalat dizeyleri DEHP ve MEHP mono
(2-etikhekzil) Yuksek basincl sivi kromatografisi (high pressure liquid chromatography) kullanilarak belirlenmistir. Lipaz ve a-amilaz diizeyleri
enzimatik kolorimetrik yéntemle &lgiilmistir. incelenen degiskenler arasindaki iliski, iliski katsayisi saptanarak incelenmistir.

Bulgular: Jinekomasti hastalarindaki plazma DEHP ve MEHP dtizeyleri, kontrol grubuna oranla dnemli diizeyde yliksek bulunmustur. Alfa-amilaz
ve MEHP dUzeyleri arasinda jinekomasti hastalarinda (r=-0,388, p<0,05) ve tim calisma grubunda (r=-0,353, p<0,05) negatif iliski saptanmistir.
DEHP ve a-amilaz diizeyleri arasinda da tim c¢alisma grubunda 6nemli diizeyde negatif iliski (r=-0,323, p<0,05) saptanmistir.

Cikarimlar: Sonuglar fitalat varliginin a-amilaz salgilanmasinda belirgin azalmalara neden olabilecegine isaret etmektedir. Gézlenen bu ters
iligki fitalatlarn PPARY (peroxisome proliferator-activated receptor gamma) etkinligi ile agiklanabilir. (Ttirk Ped Ars 2010; 45: 366-70)
Anahtar sozciikler: a-amilaz, di (2-etilhekzil) fitalat, jinekomasti, lipaz, mono (2-etilhekzil) fitalat

Summary

Aim: The aim of this study was to determine the correlation between plasma phthalate and pancreatic lipase and a—amylase levels in puber-
tal gynecomastia patients with high plasma levels of di(2-ethylhexyl)phthalate (DEHP) and its metabolite mono (2-ethylhexyl) phthalate (MEHP)
which are known endocrine disrupting chemicals and to evaluate the possible effects of phthtalates in pancreas.

Material and Method: The study group was composed of 40 pubertal gynecomastia patients. Plasma phthalate levels (Di(2-ethylhexyl)phthalate,
DEHP and mono (2-ethylhexyl) phthalate, MEHP) were determined using HPLC. Plasma lipase and a—-amylase levels were measured by using
enzymatic colorimetric assay.

Results: Plasma DEHP and MEHP levels in gynecomatia patients were higher than the control group significantly. Significant negative
correlations existed between a—amylase and MEHP levels in gynecomastia (r=-0.388, p<0.05) and overall study groups (r=-0.353, p<0.05).
Negative correlation between DEHP and o—amylase levels was found to be significant in overall study group (r=-0.323, p<0.05).

Conclusions: The results suggest that phthalate exposure might cause significant decreases in a-amylase secretion. The inverse correlation

observed might be explained by the PPARY (peroxisome proliferator-activated receptor gammay)-activation of phthalates. (Turk Arch Ped 2010;
45: 366-70)
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Giris

Endokrin iglevleri farkli mekanizmalarla etkileyerek
degisikliklere neden olan “endokrin bozucu kimyasal
maddeler” son vyillarda pek cok arastirmanin konusu
olmustur. Bu bilesikler, endojen hormonlar Uzerinde
agonistik veya antagonistik etki gosterebilecekleri gibi,
hicre sinyal iletim yolaklarini etkileyebilir veya almag
(reseptdr) “ekspresyonlarini” degistirebilirler. Pubertenin
herhangi bir neden bulunmaksizin erken gdrilmesi,
endokrin bozucularin bu sire¢ Uzerindeki olasi etkilerini
dustndurmektedir (1). Fitalatlar, yapi geregleri, besin
ambalaj gereci, tekstil, oyuncak, cocuk bakim Urunleri
(biberon ve emzikler dahil), kan torbasi, IV sivi torbasi,
enflizyon seti ve tibbi malzeme dahil, poli vinil klortr
(PVC) tipi plastik Urtnlerin esnekligini ve dayanikliigini
saglamak Uzere plastiklestirici olarak kullanilan ve bu
nedenle ¢ok yaygin olarak karsilasilan kimyasal maddel-
erdir. Kozmetikler, parfimler ve sabunlar dahil kisisel
bakim drlUnlerinde de yaygin olarak kullanilirlar ve c¢ok
buyUk hacimlerde Uretilip tUketilirler. Plastik matriksinden
sizmalari nedeniyle tibbi uygulamalarla temas edildigi gibi,
toplumun fitalatlara temasi genellikle diyet yoluyla ve
kozmetik bakim Urtnleri yoluyla olmaktadir. Di (2-etilhekzil)
fitalat (DEHP), en yaygin kullanilan fitalat ttrevidir ve
6rnegin PVC-tibbi malzemelerde %20-40 oraninda
DEHP bulunmaktadir (1-4). Di (2-etilhekzil) dabhil
fitalatlar, endokrin bozucu kimyasal maddeler olarak
degerlendirimektedir. Ozellikle gocuklarin bu etkiye daha
duyarl oldugu bilinmektedir (1). Fitalatlar hayvan karsino-
jenleridir ve fétal 6lum, malformasyonlar, anti-androjenik
etki, teratojenite ve &zellikle laboratuvar hayvanlarinda
testikller hasar ile tUreme sistemi Uzerinde diger toksik
etkilere neden olabilirler (3,4). Fitalatlarla dogum oncesi
dénemde karsilasmanin erkek sicanlarin Greme sisteminin
gelisimini olumsuz etkiledigi bildirilmistir (5). Di (2-etilhekzil)
fitalat, insanlar tarafindan Uretilen ve maruz kalinan en
yaygin fitalatlardan biridir ve plastiklere esneklik katmak
icin kullanilir (3). Di (2-etilhekzil) fitalat, bir dstrojen agonisti
ve testosteron antagonisti olarak kabul edilmektedir;
ancak toksisite mekanizmalari tam aydinlatilamamistir (5).
Mono (2-etilhekzil) fitalat (MEHP) DEHP’in ana metabolitidir
ve DEHP’den daha toksiktir (4).

Jinekomasti meme dokusunun glanduler artisidir.
Jinekomastinin birgok nedeni bulunmaktadir, ancak kesin
patojenezi bilinmemektedir (6,7). Pubertal jinekomastinin
gelisimi altinda yatan temel nedenlerin meme dokusunda
Ostrojen uyarisi ve androjen engellenmesi arasindaki
dengesizlik oldugu bildiriimektedir. Bu dengesizligin sebe-
bi, 6strojen etkinliginin fazlahg, androjen etkinlik eksikligi
veya bu etkilerin birlikteligidir (6). Endokrin bozucular da
pubertal jinekomastinin bir nedeni olarak gérilmektedir.
Lavanta (Lavandula augustifolia) yagi ve cay agaci yagdi
(Melaleuca alternifolia) iceren bir balsam, lavanta kokulu

sabun, deri losyonu, sampuani ve sac sekillendirici iceren
Urlinler kullanan d¢ saglikll prepubertal cocukta jinekomasti
gelistigi bildirilmis, bu bakim Urdnlerinin kullaniminin
kesilmesiyle cocuklar normale dénmustir. Lavanta ve cay
agaci yaglarinin anti-androjenik etkileri insan meme
kanseri hiicre kilttrleri ile de gosterilmistir (8).

Peroksizomlar hidrojen peroksit (H,O,) iceren ve lipit
metabolizmasi icin c¢ok ©&nemli olan organellerdir.
Peroksizom artisi peroksizomlarin sayisi, hacmi ve yag
asidi oksidasyonundaki artigla belirgin bir durumdur.
Fitalatlarin peroksizom ¢ogalmasi Uzerine etkileri de uzun
siredir bilinmektedir ve kanser yapici etkilerinin altinda bu
mekanizmanin yattigi bildiriimistir (9). Kemiricilerde yapilan
calismalarda, fitalat esterlerinin ve benzer etki gdsteren
hipolipidemik ilaclarin karaciger parankimal hicrelerinde
peroksizomal yag asidi f-oksidasyonunu saglayan enzimlerin
ve dolayisiyla H,O, miktarini artirdiklari ve buna bagli
timor gelisimine neden olduklari gésterilmistir (9). Siganlarda
pankreatik asiner-hiicre timdrlerinin (PACTlar) altinda
yatan baslatici temel mekanizmanin da peroksizom artirici
aktive reseptdr-a (PPARa)’nin karacigerde aktivasyonu
olabilecedi ve takiben safra sentezi ve bilesimindeki
degisimle ilerledigi bildirilmistir (9).

Diger taraftan, epidemiyolojik calismalar fitalatlar,
dioksinler ve kalici organik kirleticilerin insanlarda kan
glukoz dengesini bozdugunu géstermistir ve kan glukozu
degisimlerinin pankreasta enflamasyonun iyi bir gdstergesi
olabilecegi bilinmektedir (10).

Pankreatit gibi pankreas hastaliklar klinikte lipaz ve
a—amilaz duzeyleri ile degerlendiriimektedir. Bu enzimler
pankreasta enflamasyonun iyi birer godstergesi kabul
edilmektedirler (11). Pankreatik a-amilaz uzun zincirli
karbonhidratlar glukoz ve maltoz gibi kiclik sekerlere
yikar (12). Pankreatik lipaz ise pankreas tarafindan
salgilanan ve yag molekullerini hidroliz ile yikan bir enzimdir.
Lipazlar ayni zamanda DEHP’in metabolizmasinda gorev
alan ve DEHP’i MEHP’e yikan esterazlardir (13).

Bu calisma, endokrin bozucu etkileri bilinen DEHP ve
metaboliti MEHP’in bir endokrin organ olarak pankreasta
olasi etkilerini degerlendirebilmek Uzere tasarlanmis; bu
amagla plazma DEHP ve MEHP duzeylerinin ytksek
oldugu belirlenen jinekomasti hastasi puberte dénemindeki
cocuklarda plazma DEHP ve MEHP dizeylerinin
pankreatik amilaz ve lipaz dizeyleri ile iligkisi kontrol grubu
ile karsilastirmal olarak incelenmistir.

Gerec ve Yontem

Calisma grubu

Hacettepe Universitesi ihsan Dogramaci Cocuk
Hastanesi Addlesan Birimi’nde pubertal jinekomasti tanisi
alan, 11-15 yas arasi (ortalama yas 13,2+0,9) 40 erkek
cocuk calisma grubunu olusturmustur. Bu hastalarin
34’Unde cift tarafli jinekomasti, altisinda ise tek tarafli
jinekomasti tanisi konmustur. Kontrol grubu ise yas ve
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cinsiyet yonlinden eglestirilen (ortalama yas 13,2+1,1),
jinekomasti ve baska bir endokrinolojik veya kronik
hastaligi bulunmayan, birden baslayan yakinmalar ile
Addlesan Birimi'ne basvuran 21 cocuktan olusmustur.
Olgu alimi Ekim-Aralik 2007 tarihleri arasinda yapilmistir.
Calisma, “Helsinki Deklerasyonu”na goére Hacettepe
Universitesi Etik Kurulu’nca onaylanmistir. Tiim cocuklarin
gonulllh olarak kan verdiklerini belirten imzal aydinlatiimis
onam formlari kan drnekleri toplanmadan énce aileleri ile
gOrisulerek alinmistir.

Deney boyunca kullanilan cam malzeme 400°C’de dort
saat bekletilerek plastizerlerden arindinimistir. Calisma
gruplarinda yer alan ¢ocuklarin brakiyal venlerinden, arka
ucunda plastik yapisi bulunmayan steril igne ucu ile
damlama seklinde 10 ml kan 6rnegi 6zel hazirlanmis
heparinli cam tuplere alinmigtir. Kanlar 800xg’de 15
dakika santriflijlenmis, plazma ayrilimis ve calisilana kadar
-80°C’de saklanmistir.

Plazma DEHP ve MEHP diizeyleri, Paris ve ark.’lari (15)
tarafindan gelistirilen ve tarafimizdan degistirilen bir yéntem
ile (14) HPLC’de tayin edilmistir. Plazma lipaz ve
a-amilaz dizeyleri kolorimetrik kitler kullanilarak (Roche
Diagnostic GmbH®, Mannheim, Germany) MODULAR-P
800 _(Roche—Hitachi®) Olclimustdr.

Istatistiksel degerlendirme

Tdm sonuglar ortalamatstandart hata olarak
verilmistir. Gruplar arasi farkin énem kontrolleri, Kruskal-
Wallis testini takiben Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney
U testi kullanilarak yapilmistir. Degiskenler arasindaki iligki,
“Pearson" korelasyon yontemi ile incelenmistir. TUm istatistik
degerlendirmelerinde “Statistical Package for Social
Sciences (SPSS), versiyon 17.0 kullaniimistir.

Bulgular

Pubertal jinekomasti hastalarinda plazma DEHP
dizeyleri 4,67+1,58 ppm ve plazma MEHP dlzeyleri
3,19+1,41 ppm olarak tayin edilmis ve bu degerlerin
kontrol grubuna kiyasla (DEHP: 3,1+0,90 ppm ve MEHP:
1,39+0,36 ppm) 6nemli dlclide (p<0,05) ylksek oldugu
bulunmustur (14). Calisma gruplarinda élciiden a-amilaz
ve lipaz deg@erleri Tablo 1’de verilmistir. Jinekomasti
grubunda a-amilaz dizeylerinde bir azalma egilimi (%15)
gbzlenmekle birlikte, bu farkin istatistiksel agidan énemli
olmadigi belirlenmistir (p>0,05). Istatistiksel testin giici
a-amilaz igin %66,7, lipaz icin %40 olarak belirlenmistir ve
bu calismanin zayif yani olarak gérilmektedir. Tek tarafli
ve cift tarafll jinekomasti hastalarinda saptanan a-amilaz
degerleri gerek birbirleriyle gerekse kontrol grubuyla
karsilastinlmis, gruplar arasi fark 6nemli bulunmamistir
(p>0,05). Pankreatik lipaz diizeylerinin de gerek tek tarafli
gerekse cift tarafll pubertal jinekomasti hastalarinda kontrol
grubuna kiyasla farkl olmadigi (p>0,05) belirlenmistir.

Pubertal jinekomasti ve kontrol gruplari ile her iki grubu
kapsayan tim calisma grubunda plazma DEHP, plazma
MEHP ve pankreatik o.-amilaz ve lipaz dlizeyleri arasindaki
iliskiye ait Pearson korelasyon katsayilar Tablo 2’de veril-
mistir. Mono (2-etilhekzil) fitalat ve o-amilaz dizeyleri
arasinda gerek pubertal jinekomasti grubunda (r=-0,388,
p<0,05), gerekse tUm calisma grubunda (r=-0,353,
p<0,05) istatistiksel olarak 6nemli Olclide negatif iligki
oldugu bulunmustur. Ayrica, tum ¢alisma grubunda DEHP
ve a-amilaz dlizeyleri arasinda yine belirgin bir negatif iligki
g6zlenmistir (r=-0,323, p<0,05).

Tablo 1. Calisma gruplarinda DEHP, MEHP, a-amilaz ve lipaz diizeyleri

Grup DEHP (ppm) MEHP (ppm) a-Amilaz (U/L) Lipaz (U/L)
Kontrol Grubu (n=20) 3,10+0,902 1,39+0,362 62,55+3,982 18,37+1,302
Jinekomasti Grubu 4,67+1,58° 3,19+1,41P 53,89+3,372 19,58+0,962
(n=40) (p<0,001 vs kontrol) (p<0,001 vs kontrol) (p=0,302 vs kontrol) (p=0,755 vs kotrol)
Tek tarafli jinekomasti 4,03+0,43P 2,60+0,25P 56,00+7,522 21,01+2,322
(n=6) (p<0,001 vs kontrol) (p<0,001 vs kontrol) (p=0,656 vs kontrol) (p=0,249 vs kontrol)
(p=0,592 vs cift tarafli (p=0,575 vs cift tarafli
jinekomasti grubu) jinekomasti grubu)
Cift tarafli jinekomasti 4,86+0,27b 3,27+0,13P 53,48+3,482 19,26+1,052
(n=34) (p<0,001 vs kontrol) (p<0,001 vs kontrol) (p=0,082 vs kontrol) (p=0,425 vs kontrol)
(p=0,592 vs tek tarafli (p=0.575 vs cift tarafli
jinekomasti grubu) jinekomasti grubu)

ab Farkii harflerle gosterilen st simgeler iki ortalamanin birbirinden farkli oldugunu belirtmektedir. P degerleri her bir ortalamanin altinda belirtiimistir

Tablo 2. a-Amilaz ve lipaz diizeyleri ile fitalat diizeyleri arasi iliski (pearson korelasyon katsayilari)

Group a-Amilaz-DEHP Lipaz- DEHP a-Amilaz-MEHP Lipaz- MEHP
Kontrol Grubu (n=20) -0,412 0,166 -0,277 -0,080
Jinekomasti Grubu (n=40) -0,270 0,106 -0,388 * -0,055
Tum Calisma Grubu (n=60) -0,323 * 0,152 -0,353 * -0,076

* p<0,05
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Tartisma

Di (2-etilhekzil) dahil fitalatlar, endokrin bozucu
kimyasal maddeler olarak degerlendiriimektedir. Pubertal
jinekomasti gibi endokrin temeli olan patolojik durumlarda
ozellikle endokrin bozucu cevresel kimyasal maddelerin
roliniin olup olmadigi konusu ilgi cekmekte ve incelen-
mektedir. Pubertal jinekomasti tanisi almis cocuklarda
tarafimizdan yapilan g¢alismada gerek DEHP gerekse ana
metaboliti MEHP duzeylerinin kontrol grubuna oranla
istatistiksel olarak anlamli dlgtde yUksek oldugu belirlenmis
ve pubertal jinekomastinin patojenezinde fitalatlarin roli
olabilecegdi konusunda énemli bir bulgu saglanmistir (14).

Endokrin bozucu 6zellikleri oldugu bildirilen birgok
cevresel kimyasal maddenin pankreasta da énemli dlgtide
hasara neden olabilegi ileri strllmektedir. Poliester, PVC
polimerizasyonu, plastiklerin antioksidasyonu igin
kullanilan, 17p-estradiol benzeri etki go&steren bir
ksenodstrojen olan bisfenol A'nin (BPA) gevrede bulunan
miktarlarinin farelerin pankreasinda ciddi bozukluklara
neden olabilecegi gdsterilmistir (10). Ayrica BPA’'nin taze
hazirlanan Langerhans adacigr kultirlerinde insudlin
sallmindan sorumlu, p-hlcrelerini ve glukagon salimindan
sorumlu a-hicrelerini hizli ve genomik olmayan bir
mekanizmayla etkiledigi belirlenmistir ve bu etkileri
nedeniyle glukoz metabolizmasini bozdugu bildirilmistir (10).
Bu nedenle benzer etkili endokrin bozucularin da glukoz
metabolizmasini etkileyebilecekleri belirtiimektedir (10).

Bir baska calismada, %2 DEHP iceren diyetle beslenen
farelerin pankreas agirliginda énemli dlcide azalma
g6zlendigi bildiriimistir (16). Ayrica, DEHP’in pankreatik
enzim duzeylerini etkileyebilecegi belirtiimistir. Bu konuda
yapilmis bir diger calismada DEHP’in plazma trigliserit
dlzeylerini ve karaciger disi lipoprotein lipaz aktivitesini
artirdigi  bildirilmistir (17). Di (2-etilhekzil) fitalatin fare
pankreasinda lipit peroksidasyonu uyardidini bildiren bir
calisma da bulunmaktadir (18).

Plazma DEHP ve MEHP dizeyleri anlaml olclide
yUksek bulunan pubertal jinekomasti hastalarinda
pankreatik enzim dizeylerinin incelendigi bu calismada,
kontrol grubu ve jinekomasti hastalari arasinda incelenen
degiskenlerde istatistiksel agidan énemli bir fark buluna-
mamistir. Jinekomasti tanisi konulan gocuklarda o-amilaz
dizeylerinde bir azalma egilimi (~%15) gézlenmekle birlikte,
bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir. Diger taraftan,
incelenen degiskenler arasindaki iliski degerlendirildiginde
a-amilaz dulzeyleri ile MEHP duzeyleri arasinda gerek
jinekomasti grubunda (r=-0,388) gerekse tim calisma
grubunda (r=-0,353) istatistiksel agidan anlamh (p<0,05)
negatif bir iliski oldugu belirlenmistir. Di (2-etilhekzil) fitalat
ve a-amilaz dizeyleri arasinda ise jinekomasti ve kontrol
grubunda istatistiksel olarak dnemli olmayan ylksek bir
negatif iliski saptanmis (sirasiyla r=-0,027 ve r=-0,041);

tim calisma grubunda ise anlamli él¢clide negatif yoénde
%32’lik bir iliskinin oldugu tespit edilmistir. Bu veriler,
sadece fitalat temasiyla ortaya cikabilecek pubertal
jinekomasti gibi patolojik durumlarda degil, yiiksek oranda
fitalata maruz kalan tim bireylerde pankreatik degisiklik-
lerin gbzlenebilecegine isaret etmektedir. Diger taraftan,
lipaz dizeyleri ile ise fitalat dizeyleri arasinda herhangi bir
iliski bulunamamustir.

Mono (2-etilhekzil) fitalatin meme dokusunda PPARa
ve PPARYy aktivasyonu yaptidi bildiriimistir. PPARy’nin ise,
adiposit dokunun farkllasmasi ve glikoz dengesinin
saglanmasinda ¢ok énemli bir roli oldugu bilinmektedir.
Son yapilan ¢alismalarda antidiyabetik olarak kullanilan
rosiglitazon gibi PPARy ligandlarinin sodyum taurokolat
verilen erkek Wistar sicanlarda serum amilaz dizeylerini
dislirdigl belirlenmistir (19). Bunun nedeninin yiksek
doz PPARYy ligandi varligina sonucu pankreas agirhiginin
azalmasi olabilecegi belirtilmistir (19). Tarafimizdan yapilan
bu calismada MEHP ve o-amilaz dizeyleri arasinda
gérilen negatif iligki fitalatlarin PPAR Uzerindeki etkilerine
ve fitalat temasi ile pankreas agirhiginda azalma gézlenme-
sine baglanabilir. Diger taraftan, s6z konusu iligkilerin
Ozellikle tim galisma grubunda anlamli élgtide gdzlenmesi,
fitalat temasinin jinekomasti olusumuna bagll olmaksizin
a-amilaz dizeylerinde azalmalara neden olabilecegi
bulgusunu destekler niteliktedir. Bununla birlikte, ¢alisma
grubunda a-amilaz ve lipaz duzeylerinde kontrol grubuna
oranla anlamli bir degisiklik gézlenmemesi ve belirlenen
iligkileri etkileyebilecek baska etmenlerin de bulunabilecegi
dikkate alindiginda tam bir neden-sonug iligkisinin ortaya
konmasinin gi¢ oldugu anlagiimaktadir. Fitalatlarin ve
benzer etki gdsteren diger endokrin bozucularin pankreas
ve endokrin sistemler Uzerindeki etkilerini inceleyen ve bu
etkilerin mekanizmalarini aydinlatan daha ¢ok sayida ve
kapsamli calismaya ihtiyagc bulunmaktadir.
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