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IZVLECEK

Kljuéne besede: OnesnaZevalci okolja — toksiénost; razvoj kosti — anatomija in histologija;
poliklorirani bifenili — Skodljivi u€inki; stegnenica — rast in razvoj; spremembe telesne teze;
biomehanski pojavi; podgane Wistar

Poliklorirani bifenili (PCB) so obstojni onesnazevalci okolja. Zaradi lipofilnosti se kopicijo
v tkivih, bogatih z mascobo, ter s tem vplivajo na Cloveka in zivali. Tvegana je predvsem
izpostavljenost med prenatalnim in/ali zgodnjim postnatalnim obdobjem. V raziskavi smo
zeleli prouciti, kako neplanarni PCB-155 in planarni PCB-169 individualno in v kombinaciji po
skotitvi u€inkujeta na razvoj stegnenic predpubertetnih sesnih podgan. Podganam Wistar
smo v razli¢nih ¢asovnih razmikih po skotitvi intraperitonealno vnesli PCB. V celoti je prva
skupina prejela 3 mg PCB-169/kg telesne mase (tm), druga 12 mg PCB-155/kg tm ter tretja
3 mg PCB-169 in 12 mg PCB-155/kg tm. Kontrolna skupina je prejela olivno olje. Mladice
smo Zrtvovali 9. in 22. dan po skotitvi. Odvzeli smo kri za biokemi¢no analizo ter stegnenice
za histomorfometri¢ne, geometri€ne, biomehaniCne meritve in analizo vsebnosti mineralov.
Pri mladi€ih, izpostavljenih PCB-169, smo ugotovili nizjo telesno maso, krajSe in tanjSe
stegnenice (zmanjSana mozgovna votlina) in spremembe v epifiznem rastnem hrustancu, kar
nakazuje motnje v enhodralni in perihondralni osifikaciji. Na podlagi znizanih ravni sALP in
sPO, ter niZjega deleza Ca v kosti sklepamo o zmanjSani aktivnosti osteoblastov in
posledino upocasnjeni mineralizaciji. V skupini PCB-155 + PCB-169 so bile spremembe
podobne, vendar manj izrazite, kar nakazuje zmanjSanje ucinkov pri so€asni aplikaciji
PCB-155 in PCB-169. Na podlagi pridobljenih rezultatov lahko sklepamo, da izpostavitev

planarnemu PCB-169 prek mleka povzro€i motnje v rasti in razvoju stegnenic.
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ABSTRACT

Key words: Environmental pollutants — toxicity; bone development — anatomy and histology;
polychlorinated biphenyls — adverse effects; femur — growth and development; body weight
changes; biomechanical phenomena; rats, Wistar

Polychlorinated biphenyls (PCBs) are highly persistent environmental pollutants. Due to their
lipophilicity, they biomagnify in fat-rich tissues and thus affect humans and animals.
Exposure during gestation and/or the early postnatal period is especially harmful. The aim of
our study was to evaluate effects of nonplanar PCB-155 and (co)planar PCB-169,
individually and in combination, on the femur development of prepubertal suckling and
weaning rats, exposed through milk. Wistar rats were administered PCBs intraperitoneally at
different points after delivery. In total, Group 1 received 3 mg of PCB-169 per kg body mass
(bm), Group 2 received 12 mg of PCB-155 per kg bm and Group 3 received 3 mg of
PCB-169 and 12 mg of PCB-155 per kg bm. The control group was administered olive oil.
Offspring were sacrificed on postnatal day 9 or 22, blood samples collected for biochemical
analysis, and femurs dissected for histomorphometrical, geometrical, biomechanical
measurements and biochemical analysis of mineral content. Exposure to PCB-169 resulted
in lower bm, shorter and thinner femurs (reduced bone marrow cavity) and affected
epiphyseal growth plate, which reflects hindered endochondral and perichondral ossification.
Due to the reduced serum levels of alkaline phosphatase and phosphate, and lower calcium
bone level, we postulate lowered osteoblast activity and thus delayed mineralisation. In the
PCB-155 + PCB-169 group, the changes were similar but less pronounced, suggesting minor
effects in the PCB combination. Our results demonstrate that exposure to planar PCB-169

through lactation causes disorders in femur growth and development.
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SEZNAM OKRAJSAV

aNF

Al1221
Al1254
AhR

ATSDR

BMC
BMD
BMPs
CAR
CSA
CSMI

CtCSA
CTX

d

DDE
DDT
DXA, DEXA
E

E>
EDTA
EEA
ENDO
ER
ERH

povrsina (angl. area)

alfanaftoflavon (2-fenilbenzo[h]lkromen-4-on), sintetiCni derivat flavonov (angl.
a-naphthoflavone)

deformacija, raztezek (angl. deformation, strain)

napetost (angl. stress, load)

Aroclor 1221

Aroclor 1254

citosolni arilogljikovodikov receptor (Ah receptor, angl. aryl hydrocarbon
receptor)

ameriSka agencija za toksi¢ne substance in register bolezni (angl. Agency for
Toxic Substances and Disease Registry)

vsebnost kostnih mineralov (angl. bone mineral content)

mineralna gostota kosti (angl. bone mineral density)

kostni morfogenetski proteini (angl. bone morphogenetic proteins)

konstitutivni receptor za androstan (angl. constitutive androstane receptor)
povrsina preCnega preseka (angl. cross-sectional area)

geometrijski vztrajnostni moment preCnega preseka (angl. cross-sectional
moment of inertia)

povrsina preCnega preseka kortikalne kostnine (angl. cortical CSA)

razgradni produkti karboksilnih koncev telopeptidov kolagena tipa | (angl.
C-terminal telopeptide/carboxy-terminal collagen crosslinks)

premik (angl. displacement)

diklorodifenildikloroetilen (angl. dichlorodiphenyldichloroethylene)
diklorodifeniltrikloroetan (angl. dichlorodiphenyltrichloroethane)

dvojna rentgenska absorpcijometrija (angl. dual-energy X-ray absorptiometry)
elasti¢ni ali Youngov proznostni modul (angl. Young's modulus)

estradiol 17-B (angl. 17B-estradiol)

etilendiaminotetraocetna kislina (angl. ethylenediaminetetraacetic acid)
Evropska agencija za okolje (angl. European Environment Agency)

endostalni oz. notranji obseg stegnenice na sredini diafize

receptor za estrogen (angl. estrogen receptor)

epifizni rastni hrustanec (angl. epiphyseal growth plate)
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FGF fibroblastni rastni dejavnik (angl. fibroblast growth factors)

GD dnevi brejosti (angl. gestational day)

GH rastni hormon (angl. growth hormone)

H/W linijja podgan Han Wistar

HE barvanje s hematoksilinom in eozinom

HZ cona hipertrofije (angl. hypertrophic zone)

I geometrijski vztrajnostni moment preénega preseka (CSMI) (angl. cross-
sectional moment of inertia)

i. p. intraperitonealno (angl. intraperitoneally)

ICP-MS induktivno sklopliena plazma z masno spektrometrijo/spektrometrom (angl.
Inductively coupled plasma mass spectrometry)

IGF-1 inzulinu podoben rastni dejavnik 1 (angl. insulin-like growth factor 1)

IGFBP vezavni proteini IGF (angl. insulin-like growth factor binding proteins)

Ihh signalna molekula »Indian hedgehog«

IQR interkvartilni razmik (angl. interquartile range)

IUPAC Mednarodna zveza za Cisto in uporabno kemijo (angl. International Union of
Pure and Applied Chemistry)

L-E linijja podgan Long-Evans

LDsg sredniji letalni odmerek (angl. lethal dose, 50% or median lethal dose)

mikroCT/uCT racunalniSka mikrotomografija (angl. micro computed tomography)

OB osteoblasti (angl. osteoblasts)

OCN osteokalcin (angl. osteocalcin)

OK osteoklasti (angl. osteoclasts)

PBDE polibromirani bifeniletri (angl. polybrominated diphenyl ethers)

PCB poliklorirani bifenili (angl. polychlorinated biphenyls)

PCDD poliklorirani dibenzodioksini, dioksini (angl. polychlorinated dibenzodioxins)

PCDF poliklorirani dibenzofurani (angl. polychlorinated dibenzofurans)

PDGF trombocitni rastni dejavnik (angl. platelet-derived growth factor)

PERI periostalni oz. zunanji obseg stegnenice na sredini diafize

PINP N-terminalni propeptid prokolagena tipa | (angl. procollagen type | N-terminal
propeptide)

PND dan po skotitvi (angl. post-natal day)

POPs obstojna organska onesnazevala (angl. persistent organic pollutants)

pQCT periferna kvantitativna racunalniSka tomografija (angl. peripheral quantitative

computed tomography)



J. Brankovi¢: Vplivi planarnega in neplanarnega heksaklorobifenila na razvoj stegnenice pri podganah.

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2017. Doktorska disertacija 19

PPT selektivni agonist ERa hidroksifenilpropilpirazol (angl.
1,3,5-tris(4-hydroxyphenyl)-4-propyl-1H-pyrazole)

PTH parathormon (angl. parathyroid hormone)

PTHrP parathormonu sorodni peptid (angl. parathyroid hormone-related protein)

Pz cona mnozitve oz. proliferacije hrustanénega vlozka (angl. proliferative zone)

PXR ksenobioti¢ni receptor za pregnan (angl. pregnane xenobiotic receptor)

ROI interesno meritveno okno (angl. region of interest)

ROS reaktivne kisikove zvrsti (angl. reactive oxigen species)

Runx2 Sibko povezan transkripcijski faktor 2

S-D linija podgan Sprague Dawley

SALP serumska alkalna fosfataza (celotna) (angl. total serum alkaline phosphatase)

S-ALT serumska alaninska aminotransferaza (angl. serum alanine aminotransferase)

S-AST serumska aspartat aminotransferaza (angl. serum aspartate
aminotransferase)

s-Ca serumski kalcij (angl. serum calcium)

s-y-GT serumska gamaglutamil transferaza (angl. serum gamma-glutamyl
transferase)

s-LDH serumska laktat dehidrogenaza (angl. serum lactate dehydrogenase)

s-PO, serumski anorganski fosfat (angl. serum inorganic phosphate)

sp stopinje prostosti (test hi-kvadrat — x2)

TB gobasta kostnina (angl. trabecular bone)

TCDD 2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-dioksin (angl. 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin)

tCSA povrsina preCnega preseka celotne kosti (angl. total CSA)

TEF faktor toksi¢ne ekvivalentnosti (angl. toxic equivalency factor)

TEQ toksicni ekvivalent (angl. toxic equivalents)

TGF-B preoblikovalni rastni dejavnik B (angl. transforming growth factor beta)

™ toluidinsko modrilo (angl. toluidine blue)

TRAP kisla fosfataza, odporna na tartrat (angl. tartrate-resistant acid phosphatase)

USEPA ameriS8ka agencija za za$Cito zdravja in okolja (angl. The United States
Environmental United States Protection Agency)

Vv volumenska gostota
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1 UVOD

Poliklorirani bifenili (PCB) so sintetiéne organoklorove spojine iz skupine cikli¢nih
ogljikovodikov in spadajo med zelo obstojne onesnazevalce okolja. Glede na Stevilo in
polozaj atomov klora v molekuli PCB poznamo 209 kongenerjev (strukturno sorodnih
kemi¢nih substanc). Razlike v legi in Stevilu klorovih atomov v molekuli bifenila vplivajo na
njihove fizikalno-kemicne lastnosti in bioloSko aktivnost. Planarni PCB so strukturno podobni
2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-dioksinu (TCDD), zato imajo njemu podoben nadin delovanja z
visoko afiniteto za citosolni arilogljikovodikov receptor (AhR). Nasprotno imajo TCDD
nepodobni PCB oz. neplanarni PCB izjemno nizko afiniteto za AhR in delujejo ve€inoma po
drugih, manj raziskanih poteh. lIzsledki Stevilnih raziskav iz zadnjih nekaj desetletij so
pokazali, da cikli¢ni ogljikovodiki, med njimi tudi PCB, povzrocajo razlicne Skodljive u€inke,
kot so karcinogenost ter endokrine, nevrolodke, imunske, razvojne in reprodukcijske motnje
pri prostoziveCih in laboratorijskih Zivalih ter Cloveku (Safe, 1990; Foster, 1995; Tilson in
Kodavanti, 1998; Bustnes in sod., 2004). Plodovi in mladi¢i so obd&utljivejSi na toksi¢ne
uCinke PCB kot odrasle Zivali (Hoffman in sod., 1996; Gutleb in sod., 2010). Raziskave
kaZejo, da je tudi skelet ciljni organ za PCB, saj se posamezni kongenerji PCB akumulirajo v
kosteh (Jan in sod., 2001). TCDD in PCB lahko vplivajo na presnovo kostnega tkiva ({j.
kostno premeno), geometrijo, kostno mineralno gostoto in mehanske lastnosti kosti (Jamsa
in sod., 2001; Miettinen in sod., 2005; Finnild in sod., 2010). Izpostavljenost TCDD in PCB v
zgodnijih fazah razvoja kosti (intrauterino in prek mleka) povzrodi vecje spremembe v kosteh
kot izpostavitev v odraslih dobi (Miettinen in sod., 2005; Elabbas in sod., 2011b).

V literaturi je zelo malo informacij o vplivu meSanice dveh kongenerjev PCB razlicne
planarnosti na organizem (farmakokineti¢ne interakcije kongenerjev, razporeditev v tkivih,
raven porfirina v jetrih) (van Birgelen in sod., 1996a; van Birgelen in sod., 1996b; Lee in sod.,

2002), medtem ko o vplivih meSanic na kosti nismo nasli objavljenih virov.
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Namen dela

Namen nasega poskusa je bil prougiti kratkotrajni vpliv dveh kongenerjev PCB razli¢ne
planarnosti na razvoj dolgih cevastih kosti pri predpubertetnih podganjih mladicih. Zato smo
izbrali dioksinu podoben planarni PCB-169 (3,3',4,4',5,5") in dioksinu nepodoben neplanarni
PCB-155 (2,2'4,4',6,6", ki imata razlicno toksi¢nost in hitrost razgradnje. Ker so PCB v
okolju prisotni v mes8anicah, Skodljivi ucinki posameznega kongenerja ne omogocajo
ustrezne ocene celotnega vpliva vseh prisotnih kongenerjev PCB. Poleg tega so ucinki takih
me3anic na skelet pravzaprav Se neraziskani, zato smo v svoji raziskavi proucili tudi ucinke
kombinacije planarnega in neplanarnega PCB na stegnenice mladicev. Zeleli smo raziskati
vplive samo laktacijske izpostavljenosti PCB, zato smo podgane izpostavili kongenerjema
Sele po skotitvi. Ker smo Zeleli zaobiti u€inek spolnih steroidov, tj. pove€ana rast dolgih kosti
v dolZino med navalom pubertetne rasti (Shim, 2015), smo se osredotodili na spolno nezrele
mladie dveh razliCnih starostnih skupin. Starost mladi€ev smo izbrali glede na obdobja
zgodnjega postnatalnega razvoja podgane: ko so stari devet dni, se mladi¢i prehranjujejo
izklju€no z materinim mlekom (obdobje sesanja), pri 22 dneh starosti pa so v obdobju
odstavljanja, v katerem ob mleku ze uzivajo manjSe koli€ine trdne hrane in vode. Stegnenica
devet dni starih podgan ima hrustancni okvir zizoblikovano kostno mansSeto v predelu
diafize, ki je lo€ena od enhondralne kostnine v metafizi, medtem ko je pri podganah, starih
22 dni, distalna metafiza Ze del telesa stegnenice. Z meritvami in analizo serumskih
biokemi¢nih parametrov, histomorfologije, geometrije, trdnosti in mineralne sestave kosti smo
ugotavljali vplive PCB-169 in PCB-155 ter njune kombinacije na razvoj stegnenice pri

mladi¢ih podgan. V ta namen smo postavili te delovne hipoteze:
1. Izpostavljenost  planarnemu (PCB-169) in neplanarnemu  (PCB-155)
heksaklorobifenilu prek materinega mleka vpliva na biokemi¢ne in morfometriéne
kazalnike razvoja stegnenice pri podganjih mladicih.

2. Planarni PCB-169 ima ved;ji vpliv kot neplanarni PCB-155.

3. Sofasna izpostavitev obema kongenerjema PCB vodi do zmanjSanega vpliva

PCB-169 na morfometricne parametre in mineralizacijo stegnenic.
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2 PREGLED LITERATURE

2.1 Problematika onesnaZevanja okolja in vpliv na zdravje

Obstojna organska onesnazevala (angl. Persistent Organic Pollutants, POPs) so
lipofiine kemiCne snovi, ki se slabo presnavljajo v organizmu, zato se bioakumulirajo
v masdcobnem tkivu in biomagnificirajo po prehranski verigi, s tem pa pomenijo tveganje za
zdravje ljudi in Zivali (ATSDR, 2000). Po Stockholmski konvenciji so POPs organoklorni
pesticidi (aldrin, endrin, dieldrin, diklorodifeniltrikloroetan (DDT), heptaklor, heksakloro-
benzen, klordan, mireks, toksafen), poliklorirani bifenili (PCB), poliklorirani dibenzodioksini
(PCDD) in poliklorirani dibenzofurani (PCDF). Med onesnazevala s podobnimi lastnostmi
spadajo tudi diklorodifenildikloroetilen (DDE), lindan in polibromirani bifeniletri (PBDE).
Zaskrbljujo¢ je predvsem vpliv izpostavitve meSanici POPs v nizkih odmerkih v daljSem
Casovnem obdobju, Se posebej v zgodnjem postnatalnem obdobju in med bre-
jostjo/nosecnostjo (MOP, 2009). V okolju so najbolj razsirjeni halogenirani aromatski ogljiko-
vodiki, med katere pristevamo tudi PCB. Evropska agencija za okolje (EEA) opozarja, da
lahko obstojne kemikalije, kot so PCB, ki so bili uporabljeni v obstojnih materialih (npr.
v gradbenistvu), pomenijo tveganje za zdravje tudi po tem, ko je bila njihova proizvodnja ze
ukinjena (MOP, 2009).

2.2 PCB in njihova uporaba po svetu in v Sloveniji

PCB so obstojni onesnazevalci okolja, ki so po svetu mocno razsirjeni. Zaradi njihove
kemi¢ne in termi¢ne obstojnosti jih lahko najdemo v polarnem ledu in snegu, usedlinah morja
in jezer ter v morskih in kopenskih organizmih. PCB uvr§€amo med ksenobiotike, ker so
nastali sintetiCno in v naravi niso nikoli obstajali. Industrijska proizvodnja PCB se je v ZDA
zaCela leta 1929, svetovna proizvodnja teh pa je dosegla visek v sedemdesetih letih
prejSnjega stoletia. PCB je do sredine osemdesetih let uporabljala tudi slovenska
elektroindustrija (MOP, 2009). Spekter njihove uporabe je bil iziemno Sirok in raznovrsten.
Uporabljali so jih v proizvodnji izolativnih materialov, v transformatorjih, usmernikih, svetilnih
ceveh, kondenzatorjih, elektriCnih aparatih kot dielektrike, v izolacijskih in hladilnih tekocinah,

v rudarstvu kot hidravlicna olja ter kot razlicne oljne, emulzijske in protipoZarne premaze,
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mehcala tesnilnih mas in fug, v ovojih za kable, v proizvodnji papirja, insekticidih itd. (MOP,
2009). PCB so splodno pozornost javnosti pritegnili leta 1968 po mnoZi¢ni zastrupitvi hrane
na Japonskem, t. i. zastrupitev JuSo, ko se je v zahodnem delu Japonske z onesnazenim
rizevim oljem zastrupilo ve¢ kot 1600 ljudi (Higuchi, 1976), in leta 1979, ko se je na Tajvanu
zastrupilo okoli 2000 ljudi, t. i. zastrupitev Ju€eng (Chen in sod., 1981; Hsu in sod., 1985).
V Sloveniji je bila zaradi industrijskega onesnaZenja leta 1983 zabeleZzena precejsnja
izpostavljenost PCB v dolini reke Krupe v Beli krajini (Jan in Tratnik, 1988).

Ko so potrdili, da se PCB nalagajo v okolju ter da njihova akumulacija in koncentracija
v okolju lahko povzroCata nezelene ucinke pri ljudeh in Zivalih, so leta 1977 v ZDA ustavili
njihovo proizvodnjo (USEPA, 1996). Tudi v Evropi in drugod po svetu je njihova proizvodnja
zaCela upadati, danes pa sta proizvodnja in uporaba PCB v velini drzav
prepovedani (v Sloveniji od sredine osemdesetih let) 0z. omejeni na zaprte sisteme, ravnanje
Z njimi pa je strogo nadzorovano. Kljub temu jih Se vedno veliko zaide v okolje, ker (i) lahko
predmete, ki vsebujejo PCB, Se danes najdemo v okolju (gradbeni materiali, delujoce
naprave, ki Se vedno vsebujejo PCB); (ii) zaradi nepravilnega ravnanja z odpadki (sezigi
komunalnih odpadkov, nepravilno zavrzena zastarela elektricna oprema ali ob zamenjavi
dielektrika ali kondenzatorja in izklju€itvi transformatorja) in (iii) zaradi spro$¢anja v okolje ob
nesreCah (mehanska okvara, puS€anje na tesnilnih mestih, pozari, razlitia). Po evropski
zakonodaji vsakr$no ravnanje pri vzdrZzevanju naprav, ki vsebujejo PCB, in priprava takih
odpadkov na kon&no unienje zahtevata posebno pozornost z vidika varstva pri delu ter
varovanja zdravja in okolja. Direktiva Sveta 96/59/ES o odstranjevanju PCB in polikloriranih
terfenilov je dologila odstranitev vseh naprav, ki vsebujejo PCB in so ve&e od 5 dm?
najpozneje do konca leta 2010.

V Sloveniji uvr§€¢amo PCB med nevarne kemikalije. Ravnanje z njimi ter njihovo
odstranjevanje in dekontaminacijo, kot tudi odstranjevanje naprav, ki vsebujejo PCB, dolo¢a
Uredba o odstranjevanju PCB in polikloriranih terfenilov (Uradni list RS, §t. 34/08 in 9/09).
Vlada RS je 30. junija 2016 sprejela operativni program ravnanja z odpadki, v katerem je po
novem opredeljen program odstranjevanja PCB. Uporabo PCB v znanstvene in raziskovalne
namene dovoljuje Pravilnik o omejitvi dajanja v promet ali uporabe dolo€enih nevarnih snovi
in pripravkov (Uradni list RS, &t. 85/2006). Poleg tega spadajo PCB med prioritetne
kemikalije v biomonitoringu (Horvat in sod., 2015). Zaradi industrijske onesnazenosti in
zabelezene precejSnje izpostavljenosti Bele krajine PCB leta 1983 je bil leta 1991 na tem
obmocju izveden biomonitoring krvi, mascobe in mle€nih zob pri ljudeh skupaj z meritvami
vsebnosti PCB v zraku, vodi, re€nem mulju, ribah, zemljinah ter doma pridelanih Zivilih

Zivalskega in rastlinskega izvora (Jan in Tratnik, 1988; Fazarinc in sod., 1992; Jan in Vrbic,



J. Brankovi¢: Vplivi planarnega in neplanarnega heksaklorobifenila na razvoj stegnenice pri podganah.

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2017. Doktorska disertacija 25

2000). Vsebnosti kongenerjev PCB v tkivih ¢loveskih ribic (Proteus anguinus) iz izvira reke
Krupe so bile leta 2008 vel kot 28-krat viSje v primerjavi z osebki z neonesnazenih obmocij
Slovenije (Pezdirc in sod., 2011). Biomonitoring za opredelitev izpostavljenosti prebivalstva
RS kemikalijam med letoma 2011 in 2014 je pokazal, da izmerjene vrednosti PCB, podane
kot vsota posameznih kongenerjev pri posameznih vzorcih (gre za indikatorske kongenerje
PCB: PCB-138, PCB-153 in PCB-180, pri mleku Se PCB-118), v nobenem od preiskovanih
vzorcev materinega mleka in krvnega seruma po Sloveniji niso presegale referencnih
vrednosti, znadilnih za neobremenjena okolja za vsoto PCB" (najvisje vrednosti so bile na
obmocdju Bele krajine, obalnih mest, Ljubljane in Jesenic), zato je mogoce sklepati, da je v
zadnjem obdobju obremenjenost prebivalcev Slovenije z ostanki indikatorskih PCB splosna

in enakomerna (Horvat in sod., 2015).

2.2.1 Kemicna zgradba in fizikalno-kemicne lastnosti PCB

PCB so skupina sintetiénih organskih spojin s formulo Ci,Ho.,Cl,. Molekulo
sestavljata fenilna obroca z razli¢nim Stevilom klorovih atomov (n = 1 — 10), ki so vezani na
razlicnin legah v molekuli (slika 1). Zaradi elektrostatiénin odbojnih sil moéno
elektronegativnih klorovih atomov sta obro¢a v molekuli bifenila lahko postavijena v isti
ravnini (planarno) ali pa sta med seboj zasukana (ravnini sta postavljeni neplanarno), tako da
Stevilo in lega/polozaj klorovih atomov v molekuli bifenila dolo¢ata obliko molekule ter
vplivata na njihove lastnosti in bioloSko aktivhost. Kongenerje z enakim Stevilom klorovih
atomov imenujemo homologi, homologe z razlicnimi legami klorovih atomov pa izomeri
(WHO, 2003). Kongenerji PCB, ki atoma klora nimajo v polozZaju orto (2,2',6 ali 6") ali imajo
na tem polozaju najveC en klorov atom, spadajo v skupino (ko)planarnih kongenerjev ter so
po obliki in toksikoloskih lastnostih podobni TCDD, do danes najbolj toksi¢ni kemic¢no
sintetizirani spojini (Safe, 1994). Po Stockholmski konvenciji je kongenerjev PCB z
delovanjem, podobnim dioksinu, 13 (ATSDR, 2000). Neplanarni kongenerji imajo na
poloZzajih orto dva klorova atoma ali ve€ teh. Planarni in neplanarni kongenerji se med seboj

razlikujejo po fizikalno-kemicnih lastnostih, bioloSkih ucinkih in toksi¢nosti (Safe in sod.,

" Referenéna vrednost, znaéilna za neobremenjena okolja, se pri posameznih vzorcih nanasa na vsoto
merjenih spojin iz skupine PCB, zato so tudi rezultati podani za vsoto nastetih PCB:

— materino mleko (posamezni vzorci) — referencna vrednost je podana na vsoto posameznih
merjenih kongenerjev iz skupine PCB: PCB-vsota 0,3-1,43 mg/kg mle¢ne mas¢obe (rezultati, izraZeni
na masc¢obo);

— materino mleko (sestavljeni vzorci): vsota spojin PCDD/F+ dioksinu podobnih PCB 3,4-24 pg
TEQ/g (rezultati, izraZzeni na mascobo)

— serum (posamezni vzorci): 0,6-3,3 pg/kg — PCB-153, 0,3-2,4 ug/kg — PCB-180 in 0,4-
2,2 ug/kg — PCB-138 (rezultati, izrazeni na serum oz. krvno plazmo).
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1985; Safe, 1992). Kongenerji PCB so sistemati¢no razporejeni po Stevilkah od 1 do 209,
nazadnje revidirano nomenklaturo iz leta 2007 (Mills in sod., 2007) je sprejela tudi

Mednarodna zveza za Cisto in uporabno kemijo (IUPAC).

meta orto

2' 3

4 4'

para

i yY—/ —, (D

meta orto

Slika 1: Kemi¢éna zgradba molekule PCB. Na levem obro¢u so oznacéeni polozZaji orto, meta in para,
ki veljajo tudi za desni obro¢ (prirejeno po https://en.wikipedia.org/wiki/Congener_(chemistry)#/media/
File:Polychlorinated_biphenyl_structure.svg, dne 3.3.2016).

Figure 1: Chemical structure of PCB molecule. Ortho, meta and para positions marked on the left ring
are also valid for the right ring (modified from https://en.wikipedia.org/wiki/Congener_
(chemistry)#/media/File:Polychlorinated_biphenyl_structure.svg, 3.3.2016).

PCB se pridobijo s postopnim kloriranjem bifenila, pri tem vedno nastane meSanica
kongenerjev. V industriji so komercialno uporabljali 130 razli¢nih kongenerjev. Tehni¢ni PCB
0z. meSanice, npr. Aroclor (ZDA), Clophen (Nemcija), Phenoclor in Pyralene (Francija),
Kanechlor (Japonska), vsebujejo od 40 do 70 razli¢nih kongenerjev PCB ter se med seboj
razlikujejo po kemicni sestavi in fizikalno-kemicnih lastnostih (WHO, 2003). Pri sintezi PCB
nastajajo tudi PCDD in PCDF (WHO, 2003).

Pri sobnih pogojih so &isti PCB brezbarvni, kristalini€ni, brez vonja in okusa. MeSanice
PCB so bistre, od svetlo do temno rumene tekocCine razlicnih viskoznosti (ta narasca
s stopnjo kloriranja) z zelo znacilnim neugodnim vonjem, ki drazi sluznico nosu, grla in oci.
Pri nizkih temperaturah se spremenijo v trdne smole ali voske in ne kristalizirajo. Imajo
visoko vreliS¢e nad 200 °C in zaradi visoke vsebnosti klora veliko specificno gostoto. So
skoraj netopni v vodi, hitro pa se topijo v ogljikovodikih, lipidih in drugih organskih topilih.
Njihova topnost v lipidih naras¢a s Stevilom klorovih atomov. Termi¢no so zelo stabilni, so
nehlapni, tezko vnetljivi in neeksplozivni. Odporni so na kisline in baze. Pri obi€ajnih pogojih

so kemiéno obstojni, nespremenljivi tudi v prisotnosti kisika, njihova elektriCha prevodnost pa


https://en.wikipedia.org/wiki/Congener_(chemistry)#/media/
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je izjemno nizka. Zaradi svoje kemine in termiéne nespremenljivosti so tudi biolosko
stabilni (obstojni na bioloSko razgradnjo), pocasi razgradljivi (veC kot 30 let) s teznjo za
bioakumulacijo (WHO, 2003). Obstojnost v okolju je odvisna od stopnje klorinacije, ocenjena

razpolovna doba v CloveSkem telesu variira od nekaj do 20 let (Ogura in sod., 2004).

2.2.2 Vnos v organizem, porazdelitev in razgradnja

Rastline vsrkajo PCB iz onesnazene zemlje, podtalnice ali zraka. Tako PCB vstopijo
v prehransko verigo, se na poti bioakumulirajo in biokoncentrirajo, zato je izpostavljenost
Cloveka v primerjavi z drugimi zivalskimi vrstami pri PCB relativho velika (Ahlborg in sod.,
1992; Ahlborg in sod., 1994). NajpogostejSi vnos PCB v telo je zauZzitje z onesnazenimi zivili
in vodo (v 90 %). Pri delovnih nesrecah in v primeru nepravilnega odstranjevanja industrijskih
odpadkov, onesnazenih s PCB (npr. v onesnazenih stavbah), pa pogosto pride do
izpostavljenosti prek koze ali z inhalacijo hlapnih nizje kloriranih PCB (Ahlborg in sod., 1992;
Schettgen in sod., 2012; Carpenter, 2015). Hrana se onesnazi pri proizvodnji
v onesnazenem okolju ali z onesnazenimi surovinami, lahko pa tudi z embalazo ali po
nesreCah (La Rocca in Mantovani, 2006). Najve¢ PCB je v hrani, bogati z lipidi, kot so meso,
ribe, mleko in jajca. PCB, zauZiti s hrano, se hitro absorbirajo v steni prebavnega trakta (od
85 do veC kot 95% pri Cloveku, 83 % pri brojlerjih in ve€¢ kot 90 % pri kokoSih
nesnicah) (Vermeylen in sod., 2008), temu sledi zaCasno skladiS¢enje v jetrih in miSicah,
nato se zaradi svoje lipofilnosti prerazporedijo v mas€obno tkivo oz. tkiva, bogata z masc¢obo.
Na koncu se vzpostavi dinami¢no ravnotezje koncentracije PCB med tkivi (Matthews in
Dedrick, 1984).

PCB se lahko iz mas€obe ponovno mobilizirajo ob izgubljanju mas€obnega tkiva, npr.
med hujSanjem ali laktacijo, obenem pa lahko v €asu gravidnosti prehajajo skozi posteljico.
Izlo€ajo se v mleko in med sesanjem prehajajo v mladi€e. Placenta nekoliko omejuje prehod
PCB, zato se ti na potomce prenasajo predvsem z dojenjem (Gallenberg in Vodicnik, 1989;
Vrecl in sod., 1996; Bonfanti in sod., 2009; Bonfanti in sod., 2014).

V organizmu se PCB razgrajujejo v jetrih prek izoencimov sistema P450, izlo€ajo pa se
z blatom in urinom. Citokromi P450 so hemoproteini, monooksigenaze, ki presnavljajo
razlicne endogene in eksogene substrate na notranji membrani mitohondrijev in v gladkem
endoplazemskem retikulumu. Obseg razgradnje PCB v organizmu je majhen. Odvisen je od
Stevila in postavitve klorovih atomov v molekuli ter tudi od posamezne Zivalske vrste (npr.
pes zaradi viSje ravni ustreznega izoencima P450 v jetrih odstrani PCB-153 hitreje kot druge

vrste zZivali). S poveCevanjem Stevila klorovih atomov v molekuli se obseg razgradnje
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zmanjSuje. Poleg razgradnje kot detoksikacije lahko z biotransformacijo nastajajo tudi
presnovki, ki so bolj toksi¢ni ali bioloSko dejavnejSi kot osnovna spojina (Parkinson in Safe,
1987).

2.2.3 Vplivi PCB na organizme

Po definiciji Svetovne zdravstvene organizacije (WHO) in ameriSke agencije za za&¢ito
zdravja in okolja (USEPA) so PCB nevarni, toksi¢ni, rakotvorni in trajni organski kemicni
odpadki, zato so kategorizirani kot POPs. V onesnazenem naravnem okolju so PCB prisotni
v meSanicah in tudi z drugimi onesnaZzevali, zato vplivov na organizem ne moremo pripisati
samo enemu halogeniranemu aromatskemu ogljikovodiku (Giesy in Kannan, 1998). Pri
Zivalih v naravnem okolju so porocali o toksi¢nih vplivih na ribe (Velika jezera v ZDA). PCB
pri vi§jih koncentracijah povzro€ajo njihovo smrt, pri nizjih koncentracijah pa motnje in
nezmoznost drstenja. Pri tjulnjih in kunah se PCB povezujejo z reprodukcijskimi motnjami in
supresijo imunskega sistema (ATSDR, 2000). S Stevilnimi raziskavami v zadnjih nekaj
desetletjih so se ugotavljali vplivi oz. Skodljivi u€inki PCB na laboratorijske in prostoZiveCe
Zivali, celicne kulture in izpostavljeno prebivalstvo. Pri poskusnih Zivalih so se za
proucevanje ucinkov najveckrat uporabljale tehni¢ne meSanice PCB. Razli¢ni avtorji porocajo
o vplivih PCB na:

— jetra (hepatomegalija, nekroze) (Hansen, 1987; Vrecl in sod., 1995),

— imunski sistem (atrofija limfatiCcnega tkiva, zavrt imunski odgovor) (Hansen, 1987;
Lyche in sod., 2004a; Crinnion, 2011),

— Zzivéni sistem (oviran razvoj in motnje v vedenju, spremembe v ravni kateholaminov)
(Hansen, 1987; Crinnion, 2011),

— reprodukcijo (abortusi, nizka porodna teza, embrioletalnost, mutagenost,
teratogenost) (Hansen, 1987),

— prebavila (ulceracije, nekroze) (Hansen, 1987),

— dihala (bronhitisi) (Hansen, 1987; Vrecl in sod., 2005),

— kozo (dermalna toksi¢nost) (Hansen, 1987),

— kostno tkivo (ovirana rast in mineralizacija) (Lind in sod., 2000a; Alvarez-Lloret in
sod., 2009; Sonne in sod., 2015),

— 8&Citnico (znizanje S¢itnicnega hormona T4) (Wang in sod., 2005),

— moda (manjSa moda, zmanjSana proizvodnja sperme, manjSe Stevilo spermatid)
(Kuriyama in Chahoud, 2004; Hsu in sod., 2007).
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Ker se domneva, da so PCB rakotvorni, so uvrd€eni med potencialne humane

karcinogene (Lauby-Secretan in sod., 2013; Lauby-Secretan in sod., 2016).

Vpliv PCB na organizem oz. njihova toksi¢nost je zelo variabilna. Odvisna je od
zgradbe o0z. vrste kongenerja (oz. njihove meSanice), starosti in nacina izposta-
vitve (intrauterino, prek mleka, v odrasli dobi), spola (Gutleb in sod., 2010), Zivalske vrste
(specificna zmoznost hitrosti razgradnje PCB, vsebnost mas€obnega tkiva), koli¢ine in Stevila
vhosov PCB (akutno, kroni¢no), medsebojne interakcije med kongenerji PCB v mesanici
(antagonizem, sinergizem) ter vsebnosti drugih organoklorovih sestavin (PCDD in PCDF) in
tezkih kovin v meSanici kontaminantov (Hansen, 1987).

Glede na zgradbo kongenerjev razvr§€amo PCB tudi na podlagi afinitete vezave za
citosolni AhR. Dioksinu podobni PCB imajo mocno afiniteto za tako vezavo in tekmovalno
izrinjajo TCDD, ki je najmoc¢nejSi znani agonist, ter inducirajo njemu podobne antiestrogene
ucinke prek P450c in P450d. Monoortoanalogi imajo v polozaju orto dodaten klorov atom in
so induktorji meSanega tipa, ki sprozijo u€inke prek P450a—e. Tudi ti izrinjajo TCDD z AhR,
vendar je njihova relativha afiniteta za vezavo na AhR veliko nizja kot pri dioksinu podobnih
PCB (Lauby-Secretan in sod., 2013). Zaradi svoje prostorske ureditve atomov in toksi¢nih
u€inkov (podobnim TCDD) so od 20 planarnih PCB in njihovih analogov za podgane najbolj
toksic¢ni PCB-77, PCB-126 in PCB-169 (Safe in sod., 1985; Safe, 1990). Dioksinu nepodobni
neplanarni PCB kongenerji delujejo prek AhR-neodvisnih mehanizmov, kot so vezava na
estrogenski receptor, aktivacija dveh receptorjev za zaznavo ksenobiotikov (angl.
»xenobiotic-sensing receptors«), konstitutivnega receptorja za androstan (CAR) in
ksenobioticnega receptorja za pregnan (PXR), ter vplivajo na medceli¢cno komunikacijo in
adhezijo celic (Lauby-Secretan in sod., 2013). Za ortosubstituirane neplanarne PCB so sprva
domnevali, da so biolodko neaktivni, zdaj pa vemo, da vplivajo na celi¢no signalizacijo ter
povzro¢ajo nevrotoksi¢nost, imunosupresijo, nevroendokrine in endokrine motnje (Fischer in
sod., 1998; Lyche in sod., 2004a; Lyche in sod., 2004b; Selgrade, 2007). Rezultat interakcij
med kongenerji PCB je lahko antagonistiCen, aditiven ali sinergistien, pri emer se
toksi¢nost individualnega PCB lahko poveca ali zmanj$a (Hansen, 1987).

Toksi¢nost posameznega kongenerja PCB lahko ovrednotimo s faktorjem toksi¢ne
ekvivalentnosti (TEF). Uporaba TEF je omejena na tiste kongenerje, pri katerih nacin
delovanja poteka prek AhR. Ta faktor ponazarja primerjavo toksicnosti nekega kongenerja
PCB relativno na toksi¢nost TCDD, ki je bila ob uvedbi TEF najbolj znana strupena spojina in

ima vrednost 1. Predlagane povpreCne vrednosti TEF pri PCB segajo od 0,1 pri
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neortosubstituiranih planarnih PCB in 0,0005 pri monoortoplanarnin PCB do 0,0001 pri
diortoplanarnin PCB (van den Berg in sod., 2006).

2.2.4 Planarni PCB-169 in neplanarni PCB-155

Heksaklorobifenili so PCB, ki se najbolj kopicijo v organizmu. Nizje klorirani PCB se
hitreje razgrajujejo, vidje klorirani pa prek membran teZje vstopajo v organizem.
PCB-169 (3,3,4,4',5,5") in PCB-155 (2,2'4,4',6,6") sta heksaklorobifenila, ki imata vezanih
Sest klorovih atomov v molekuli, po tri klore na vsakem fenilnem obrocu. Sta izomera, med
seboj pa se razlikujeta po polozaju klorovih atomov: PCB-169 ima klorove atome na mestih

para in meta, PCB-155 pa ha mestih orto in para (slika 2).

PCB-169 PCB-155

Slika 2: Kemiéna zgradba planarnega PCB-169 in neplanarnega PCB-155 (prirejeno po https://
en.wikipedia.org/wiki/Congener_(chemistry)#/media/File:Polychlorinated_biphenyl_structure.svg, dne
3.3.2016).

Figure 2: Chemical structure of planar PCB-169 and non-planar PCB-155 (modified from https://
en.wikipedia.org/wiki/Congener_(chemistry)#/media/File:Polychlorinated_biphenyl_structure.svg,
3.3.2016).

Dioksinu podoben planarni PCB-169 je lipofilnejSi in presnovno obstojnejsi kot dioksinu
nepodoben neplanarni PCB-155. Vrednost TEF za PCB-169 je bila leta 2006 z 0,01
pove€ana na 0,03 (van den Berg in sod., 2006). Zaradi manjSe hitrosti prehajanja skozi
bioloSke membrane se PCB-169 v krvi zadrZuje dalj ¢asa ter poCasneje prehaja v materino
mleko in tkiva, bogata z lipidi. Zaradi vecje lipofilnosti se v materinem mleku izlo€a v vecjih
koli¢inah, zato je za potomce lahko bolj Skodljiv kot PCB-155 (Vrecl in sod., 2005). Po
zgradbi in toksi¢nih uc€inkih je najbolj podoben zelo dobro prou¢enemu planarnemu
PCB-126 (3,3',4,4',5-pentaklorobifenil), ki je najbolj toksi¢en kongener PCB in ima vrednost
TEF 0,1 (Safe, 1994; Van der Burght in sod., 2000; Van den Berg in sod., 2006). Tako in vivo
kot in in vitro kaze antiestrogensko aktivnost, ki lahko spremeni estrogeni odgovor posredno
prek vezave na AhR (Geyer in sod., 2000; Cooke in sod., 2001).
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Delovanje in ucCinki neplanarnega tetraortosubstituiranega PCB-155 so slabo
dokumentirani. Glede na njegovo zgradbo (neplanarnost) domnevamo, da ne inducira
P4501A, ima nizko afiniteto za AhR in nizko akutno toksi¢nost (van der Burght in sod., 2000).
Studije predvidevajo, da bi se dioksinu nepodobni PCB, ki so po kemiéni zgradbi podobni
estradiolu 17-B (E), lahko vezali na receptor za estrogen (ER) in oponaSali endogene
ligande v nekaterih tkivih, npr. v kosteh (Geyer in sod., 2000; Cooke in sod., 2001; Dempster,
2008). Njemu najbolj podoben kongener je PCB-153 (2,2',4,4',5,5'-diortoheksaklorobifenil)
Z estrogensko aktivnostjo (Geyer in sod., 2000), ki je najbolj razSirjen (in zato tudi najbolj

raziskan) neplanarni kongener PCB v okolju in tkivih sesalcev (Muhlebach in sod., 1991).

2.3 Kostno tkivo

2.3.1 Sestava Kkosti in kostnega tkiva

Kosti so deli skeleta/kostnega ogrodja, zgrajenega iz kostnine (strukturna komponenta
kosti) in drugih tkiv, kot so hemopoetsko tkivo, tolS¢no tkivo, krvne Zile in Zivci. Vse povrSine
kosti — razen sklepnih — prekriva pokostnica (periost). Kostno tkivo ali kostnina je sestavljena
iz celic in poapnele medcelicnine. Anorganske snovi v medcelicnini zagotavljajo
trdnost (upiranje kompresiji), organske sestavine pa proznost (upiranje raztegu, upogibu in
obracanju). Organske sestavine kostne medceli¢nine (osteoida) sestavljajo 22 % kostne
mase oz. priblizno 35 % mase v posuseni kosti. Ve€ kot 90 % osteoida tvorijo kolagenska
vlakna tipa 1, preostalo so glikozaminoglikani (hondroitin-4-sulfat, hondroitin-6-sulfat in
keratansulfat) in specifiCni glikoproteini (npr. sialoproteini in osteokalcin). Anorganski del
medceli¢nine (70 % kostne mase) sestavljajo pretezno kalcijevi in fosfatni ioni, sledijo Se
bikarbonatni, citratni, magnezijevi, kalijevi in natrijevi ioni. Kalcij in fosfor tvorita kristale
hidroksiapatita, lahko pa sta tudi v obliki amorfnega kalcijevega fosfata, kalcijevega sulfata,
kalcijevega karbonata in magnezijevega fosfata. Kristali hidroksiapatita tvorijo plos¢e vzdolz
kolagenskih vlaken z velikostjo 40 x 25 x 3 nm (Ross in sod., 2003; Fazarinc in sod., 2007).

Glede na urejenost kolagenskih viaken v osteoidu histolosko lo¢imo prepleteno (ali
nezrelo) kostnino, v kateri so vlakna prepletena v razlicnih smereh, in lamelarno (ali zrelo)
kostnino, zna€ilno za zrelo kost, v kateri imajo vlakna bolj vzporeden potek, poapnela
medceliCnina pa je naslojena v plasteh ali lamelah (Fazarinc in Pogacnik, 1997;

Kierszenbaum in Tres, 2016). Makroskopsko lo¢imo scelno (kompaktno, kortikalno)
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kostnino (substantia compacta) in gobasto (spongiozno, trabekularno) kostnino (substantia
spongioza). Pri domacih Zivalih in ¢loveku je osnovna gradbena in funkcionalna enota zrele
scelne kostnine osteon ali Haversov lamelarni sistem (slika 3), v katerem je okoli
Zilnega (Haversovega) kanala 4-20 koncentricno urejenih kostnih lamel, med katerimi so
votlinice (imenovane lakune) z osteociti. Med posameznimi osteoni so nepravilno urejene
vmesne (intesticijske) lamele, ki so ostanki starih osteonov, ter krozno urejene
obodne (cirkumferentne) lamele na zunanji povrsini pod periostom (zunanje obodne lamele)
in na notranji povrSini pod endostom (notranje obodne lamele). Glede na lamelarno strukturo
potekajo zilni kanali v dveh smereh: longitudinalno (Haversovi kanali) in prec¢no ali
posevno (Volkmannovi kanali, ki povezujejo Haversove kanale) (slika 3). Gobasta kostnina
v dolgih kosteh je brez osteonov in sestavljena iz lamel, naslojenih vzporedno s povrsino
trabekule, kar daje videz tramiCev (trabekul), cevk (tubulov) ali ploScic (lamel). Te se med
seboj povezujejo v tridimenzionalno mrezo, v kateri so mozgovne votlinice s kostnim
mozgom. Trabekule se oskrbujejo z difuzijo iz zil kostnega mozga. V dolgih cevastih kosteh
je na epifizah gobasta kostnina pod tanko plastjo kompakte, na obmocju diafize pa je
kortikalna kostnina zgoS€ena in debela ter oblikuje votel valj z osrednjim prostorom —
medularno ali mozgovno votlino. Kortikalna kostnina ima predvsem podporno funkcijo,
medtem ko je scelna kostnina bolj presnovno aktivna (Christenson, 1997; Fazarinc in
Pogacnik, 1997; Kierszenbaum in Tres, 2016).

t
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Slika 3: Zgradba zrele scelne kostnine: osteoni iz kroZzno urejenih lamel okoli Haversovega kanala
(prirejeno po http://orthotips.com/10-bone-structure-function, 3. 3. 2016).

Figure 3: The structure of mature cortical bone: concetric lamellae around Haversian canals (modified
from http://orthotips.com/10-bone-structure-function, 3.3.2016).


http://orthotips.com/10-bone-structure-function
http://orthotips.com/10-bone-structure-function

J. Brankovi¢: Vplivi planarnega in neplanarnega heksaklorobifenila na razvoj stegnenice pri podganah.

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2017. Doktorska disertacija 33

2.3.2 Kostne celice, periost in endost

V kostnini so S§tirje tipi kostnih celic: osteoblasti, osteociti, osteoklasti in
osteoprogenitorne celice (mezenhimske mati¢ne celice kostnega mozga) (D'lppolito in sod.,
1999; Cor, 2012). V izgrajenem skeletu Cloveka je priblizno 4—6 % osteoblastov, 1-2 %
osteoklastov in ve€ kot 90 % osteocitov (Syed in Hoey, 2010).

a) Osteoblasti

Osteoblasti so enojedrne celice, ki se diferencirajo iz mezenhimskih maticnih celic
kostnega mozga in sintetizirajo nemineralizirani osteoid. Aktivni osteoblasti izloCajo velike
kolicéine kostno specificne alkalne fosfataze in na obmodju nastajajoCe kostnine tvorijo
epiteliju podobno plast izoprizmatskih celic in se medsebojno povezujejo s kratkimi
citoplazemskimi podaljSki. Nekaj osteoblastov ostane prostih na povrsini, medtem ko se
preostali postopoma obdajo z medceli¢nino. Osteoblasti so odgovorni tudi za mineralizacijo
osteoida (Rosol in Capen, 1997; Cor, 2012) in izrazajo ER a/f (Longo in sod., 2004).

b) Osteociti

V medceli¢nino ujeti osteoblasti se preimenujejo v osteocite. Nimajo ve€¢ moznosti
delitve, prenehajo tvoriti osteoid oz. ga tvorijo v zelo majhnih koli¢inah. Lezijo v lakunah, iz
katerih izZarevajo Stevilni majhni kanalcCki (kanalikuli, slika 3), v katerih so njihovi celi¢ni
podaljgki, ki omogod&ajo stike s sosednjimi osteociti. Ceprav mreZa osteocitov sama ne tvori
niti ne razgrajuje zadostnih koli¢in matriksa, vseeno deluje parakrino na osteoblaste in
nadzoruje njihovo aktivnost (Rosol in Capen, 1997).

c) Osteoklasti

Osteoklasti so vecjedrne celice, ki so velike 100 ym in ve€ in razgrajujejo kostno
medceli¢nino. lzvirajo iz hemopoetskih matiCnih celic kostnega mozga in nastanejo
z zdruzitvijo ve€ monocitov. Acidofilna citoplazma vsebuje Stevilne mitohondrije in lizosome
s hidroliti¢nimi encimi za razgradnjo kolagena. Celice lezijo v vdolbinah na povrsini kosti,
v t.i. resorpcijskih ali Howshipovih lakunah. Imajo visoko raven katepsina K in Kkisle
fosfataze, odporne na tartrat (TRAP) (Fazarinc in Pogacnik, 1997; Rosol in Capen, 1997;
Ross in sod., 2003; Cor, 2012).

d) Osteoprogenitorne celice

So multipotentne celice z visoko mitotsko aktivnostjo, ki se lahko diferencirajo
v razli¢ne tipe celic mezodermalnega izvora: osteoblaste, fibroblaste, hondrocite, miocite in
adipocite. Diferenciacija osteoprogenitornih celic (predniSke celice osteoblastov) je pod
vplivom rastnih dejavnikov, predvsem kostnega morfogenetskega proteina (BMPSs), poleg

njega pa tudi fibroblastnega rastnega dejavnika (FGF), trombocitnega rastnega
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dejavnika (PDGF) in preoblikovalnega rastnega dejavnika B (TGF-B). Glavni regulator celicne
diferenciacije je transkripcijski faktor 2, povezan s proteinom runt (Runx2) (Rosol in Capen,
1997; De Luca in Baron, 1999; Ducy in Karsenty, 2000).

Periost in endost

Periost pokriva kost in je sestavljen iz dveh plasti. Zunanja plast vsebuje fibroblaste,
kolagena vlakna, elastin, Zivce in mikrovaskularno mrezo in skrbi za mehansko stabilnost.
V notranji plasti so poleg zivcev in krvnih Zzil tudi osteoblasti, osteoprogenitorne celice in
man;jSi izodiametriéni fibroblasti. Notranja plast je pomembna pri apozicijski rasti kosti in
reparaciji poskodovane kosti (Allen in sod., 2004).

Notranjo povrsino kosti (mozgovno votlino, votlinice, zilne kanale) pokriva endost,
vaskularizirana tanka plast veziva z eno plastjo ploS¢atih osteoprogenitornih celic, ki se po

potrebi preobrazijo v osteoblaste (Ross in sod., 2003; Fazarinc in sod., 2007).

2.3.3 Tvorba in razvoj dolgih kosti - zakostenevanje ali osifikacija

Dolge cevaste kosti v telesu nastanejo s sekundarno (posredno, indirektno) osifikacijo.
Zanjo je znacCilno okostenevanje hrustanCnega modela novonastajajoCe kosti in poteka v

dveh fazah (Fazarinc in Pogacnik, 1997). Prva faza, perihondralna (dezmalna) osifikacija, je

zgodnja stopnja tvorbe enhondralne kosti. V zarodku se zacne razvijati s pojavom megli¢no
zaznavnih zgostitev skupine embrionalnih vezivnotkivnih celic, ki za€nejo izrazati znacilne
gene za razvoj hrustanca (Sox9) (slika 4A). Kmalu po zaletku izrazanja Sox9 se osrednje
mezenhimske celice zgostitve diferencirajo v hondroblaste, zacnejo izlo€ati hrustanéno
medceli¢nino, se deliti in povecevati. Tako oblikujejo rasto€e ogrodje hrustanca, ki ga na
zunanji povrsini pokriva perihondrij iz zunanje vezivne in notranje celicne plasti (slika 4B).
Celice celi¢ne plasti perihondrija se diferencirajo v osteoblaste, ki okrog hrustanéne osnove
na obmodju novonastajajoCe diafize izoblikujejo kosthno man$eto, perihondrij pa se zaradi
spremenjene viloge preimenuje v periost. Kostna manSeta in mineralizirana hrustan¢na
medceli¢nina prepredita difuzijo in s tem prehranjevanje hondrocitov, ki se nehajo deliti.
Hondrociti v osrednjem delu novonastajajoCe diafize hipertrofirajo zaradi kopi¢enja
glikogena, lipidov in alkalne fosfataze, zaCnejo izlo€ati signalno molekulo »Indian Hedgehog«
(Ihh) in izrazati znaCilne gene za razvoj kostnine (npr. Runx2) ter konéno propadejo (slika
4C) (Rosol in Capen, 1997; Ross in sod., 2003). Ob tem ena krvna Zila ali ve¢ teh vstopi/-jo
skozi kostno manseto v votlino novonastajajoCe diafize, ki je nastala s propadom

hondrocitov. |z periosta vanjo vdre mezenhimalni brsti€ iz veziva, mezenhimskih in
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osteoprogenitornih celic, makrofagov ter krvnih in limfnih Zil. Osteoblasti zanejo na
kalcificirane hrustan€ne pretine odlagati osteoid in tako nastaja gobasta kostnina. Pojavi se
primarni osifikacijski center (osifikacijsko srediS¢e) v diafizi hrustanéne zasnove dolgih kosti
(slika 4D) (Fazarinc in Pogacnik, 1997; Rosol in Capen, 1997; Ross in sod., 2003). Primarno
osifikacijsko srediSCe se Siri proti obema epifizama dolgih kosti, skupaj s tem se povecuje
tudi koScCeni tulec (slika 4E). Osteoklasti sledijo in dolbejo medularno votlino proti epifizama.
Temu sledi rast kosti v dolzino, ki poteka do zgodnje odrasle dobe. V fazi

en(do)hondralne osifikacije sledi nastanek sekundarnih osifikacijskih sredis¢ v epifizah, ko

mezenhimalni brsti¢ iz perihondrija vstopi v propadajoCi hrustanec epifize kosti (slika 4F).
Osifikacija se Siri radiarno po epifizi do sklepnega hrustanca in obmocja rastnega
hrustanca (tudi hrustancne plos¢e ali viozka), ki se oblikuje v metafizi na meji med diafizo in

epifizo rastoCe kosti, kot je razvidno s slike 4G.

sekundarni

i S .
zgostitev kostenitveni center

vezivnih celic  hrustantno  hipertrofirani
hondrociti primarni kostenitveni

krvna Zila

center

:| epifiza

| epifizni rastni
hrustanec

diafiza

epifizni rastni
hrustanec

g

=
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Slika 4: Shematiéni prikaz prve in druge faze endohondralne osifikacije v dolgih kosteh
(prirejeno po (Gilbert, 2006)).

Figure 4: The first and the second stage of endochondral ossification in long bones schematically
(modified from (Gilbert, 2006)).

V Sirino pa dolge kosti rastejo s primarnim zakostenevanjem, tj. apozicijska rast, pri
kateri se kostno tkivo tvori iz periosta med zunanjimi obodnimi lamelami in periostom. Ko se
zunanji premer kosti poveluje, se soCasno s pomocjo osteoklastov razgrajuje notra-

nja (endostalna) povrsina kostnine (Allen, 2003).
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2.3.4 Epifizni rastni hrustanec

Epifizni rastni hrustanec (ERH) (nekateri avtorji ga imenujejo tudi rastni hrustanec ali
epifizni hrustanec (Cér, 2012)) ima najpomembnejSo vlogo pri regulaciji rasti kosti v dolZino.
Na tem mestu se hrustanec daljSe obdobje zamenjuje s kostnim tkivom. Proces poteka
v petih fazah, kar se na obmoc¢ju rastnega hrustanca vidi v zaporednih conah, ki prehajajo
druga v drugo (slika 5). Gledano s smeri kostnega okrajka proti telesu kosti je najprej cona
rezervnega ali mirujo¢ega hialinskega hrustanca (mirujo¢a cona), v kateri ni mogocCe opaziti
aktivnosti celic. V novejSih raziskavah je navedeno, da mirujoa cona vsebuje celice,
podobne mati¢nim, z omejenim potencialom proliferacije, ki vodi v iztroSenje in s tem
v postopno zmanjSevanje rasti kosti v dolzino (Alvarez in sod., 2002; Sanchez, 2010). Sledi
cona proliferacije, v kateri se hrustanéne celice mnozijo in urejajo v stebriCke (palisade),
vzporedne z vzdolzno osjo kosti, ter aktivno tvorijo in izlo€ajo medceli¢nino. V coni
hipertrofije hrustan¢ne celice nabrekajo, zato so tam veliki hondrociti z glikogenom
v citoplazmi. Medceli¢nina je stisnjena v pasove med hipertrofirane hondrocite. Tej sledi
cona kalcifikacije hrustanca (kalcificirana hrustanéna cona), v kateri hrustanéne celice
propadejo, hrustanéna medceli¢nina pa mineralizira oz. poapni. Zadnja cona, najblizje diafizi,
je cona resorpcije in osifikacije, v kateri mineralizirano hrustanéno medceli¢nino neposredno
obdajajo osteoblasti iz primarnega kostenitvenega centra, ki nalagajo osteoid, in osteoklasti,

ki razgrajujejo novonastalo kostnino (Ross in sod., 2003; Fazarinc in sod., 2007).
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Slika 5: Distalni epifizni rastni hrustanec: obmocja enhondralne osifikacije (stegnenica 22 dni
starih podgan, barvanje s HE, Stirikratna poveCava objektiva). ORZ — cona osifikacije in razgradnje,
KZ — cona kalcifikacije, HZ — cona hipertrofije, PZ — cona proliferacije, RH — cona rezervnega
hrustanca.

Figure 5: Distal epiphyseal growth plate: zones of the endochondral ossification (rat femur on post-na-
tal day 22 (PND 22), HE staining, objective magnification x4). ORZ - zone of resorption, KZ - zone of
calcified cartilage, HZ - zone of hypertrophy, PZ - zone of proliferation, RH - zone of reserve cartilage.

Na zorenje hondrocitov v rastnem hrustancu vplivata protein Runx2, ki zavira
proliferacijo in hipertrofijo hondrocitov (Hinoi in sod., 2006), in inzulinu podoben rastni
dejavnik 1 (IGF-1) v moéno hipertrofiranih hondrocitih rastnega hrustanca, ki z vezavo na
razli¢ne vezavne proteine IGF (IGFBP) anabolno vpliva na skelet (Tahimic in sod., 2013). Na
biolosko aktivnost IGFBP lahko vplivajo prehrana, hormoni, zdravila, bazi¢no-kislinsko
ravnovesije ali razli¢ne sistemske bolezni (Sanchez, 2010).

Pas rastnega hrustanca je vseskozi enako debel, saj je koli€ina novonastalega
hrustanca na njegovi epifizni strani enaka koli€ini razgrajenega kalcificiranega hrustanca na
diafizni strani rastnega hrustanca. Do rasti v dolzino pride zaradi rasti hrustanca v epifiznem

rastnem hrustancu (volumen hipertrofiranih hondrocitov se poveca za od tri- do desetkrat), ki
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potiska epifizo pro€ od diafize, zaradi Cesar se distalni in proksimalni rastni hrustanec
v dolgih kosteh vse bolj oddaljujeta drug od drugega (Ross in sod., 2003; Sanchez, 2010).
Hrustanéni vloZek je ob koncu rasti (dolge kosti nog €loveka nekje med 20. in 23. letom
starosti) v celoti nadomes€en s kostnino in izgine, kost pa popolnoma zakosteni. Edini
ostanek hrustanca v dolgih kosteh odraslih je sklepni hrustanec v obliki tanke gladke drseCe
plasti, ki pokriva povrdino kosti na sklepih (Fazarinc in Pogacnik, 1997; Rosol in Capen,
1997; Fazarinc in sod., 2007; Cér, 2012).

2.4 Skelet in stegnenica podgan

Skelet podgane (Rattus norvegicus) v primerjavi z domacimi zivalmi nima vedjih
posebnosti. ManjSa razlika je poCasnejSa dozorelost kosti, ker se osifikacija Se ne kon¢a do
prvega leta starosti. Na lobanji ima obseznejSo medtemenico, na spodnji Celjustnici pa zelo
izrazit kotni podaljSek (processus angularis). Hrbtenica je sestavljena iz sedmih vratnih,
13 prsnih, 3estih ledvenih, 3—4 krizni¢nih in kar 26—30 repnih vretenc. Mi&i in podgane imajo
razvito klju€nico, ki poteka od ple¢nice do prsnice, golenica in mecnica na zadniji okoncini sta
distalno zrasceni (slika 6A). Podgana ima po osem tarzalnih in karpalnih kosti. Na stegnenici
so vsi trije obrtci zelo izraziti (kar je pri domacih Zivalih znacilno za konja), stegneni¢na glava
in vrat sta manj izrazita.

Razvoj skeleta pri podgani se zaCne 13. dan prenatalnega razvoja z zgostitvijo
mezenhimalnega tkiva. Cez dva dni se v skeletu pojavijo hrustanéne strukture, in do
17. dneva prenatalnega razvoja so opazni prvi zaCetki osifikacije dolgih kosti okonc&in. Nato
osifikacija hitro napreduje. Po skotitvi se nadaljuje z rastjo kosti (Miettinen in sod., 2005). Za
linjo podgan Wistar je znaCilno normalno staranje skeleta, po 12. mesecu starosti pa
progresivna izguba kostne gostote tako trabekularne kot kortikalne kostnine in tanjSanje
kortikalne kosti (Syed in Hoey, 2010; Syed in Melim, 2011).

Stegnenica daje stegnu koS¢eno osnovo in je najmoc¢nejSa oz. najdalja cevasta kost
v telesu. Pri miSih in podganah je na proksimalnem okrajku stegnenicna glava (caput ossis
femoris), ki jo podpira izrazit stegneniéni vrat (collum ossis femoris). Lateralno od glave je
vecji obrtec (trochanter major), ki sega viSje od stegnenicne glave. Na kavdalni strani
stegnenice lezi medialno od vedjega obrtca obrt¢eva jama (fossa trochanterica). Pod
stegneni¢no glavo je na kavdomedialnem robu telesa kosti izrazit manjSi obrtec (trochanter

minor), na lateralnem robu pa je pod vecjim obrtcem izrazit Se tretji obrtec (trochanter



J. Brankovi¢: Vplivi planarnega in neplanarnega heksaklorobifenila na razvoj stegnenice pri podganah.

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2017. Doktorska disertacija 39

tertius). Telo stegnenice (corpus ossis femoris) je gladko in ima obliko valja. Na sredi diafize
je v pre€nem preseku skoraj pravilne okrogle oblike. Na distalnem okrajku stegnenice sta
kavdodistalno usmerjena stranski in sredinski ¢vrs (condylus lateralis et medialis), kranialno
od njiju je stegneniéni valj (trochlea ossis femoris) za sklepno povezavo s pogacico. Na
¢vrsih sta kranioproksimalno usmerjena stranski in sredinski nadcvr$ (epicondylus lateralis et
medialis). Kavdalno sta pri miSih in podganah na vsakem od &vrSev sklepni ploskvici za
Vesalijevi sezamoidni koscici (fabellae) (slika 6B).

vedji obrtec

stegnenicna
glava
stegnenica

" manjsi obrtec
pogacica

stegnenicna glava
tretji obrtec

golenica

mecnica

petnica
Vesalijevi sezamoidni
kos¢ici

sredinski ¢vrs stranski €vrs

Slika 6: Shematska slika (A) desne zadnje okonéine (medialna stran) in (B) desne
stegnenice (kavdalna stran) misi (z dovoljenjem zalozbe Elsevier (Cook, 1965)).

Figure 6: Schematically (A) mouse's right hind limb (medial aspect) and (B) mouse's right femur
(caudal aspect) (with permission of Elsevier publishing company (Cook, 1965)).

V postnatalnem obdobju razvoja stegnenice pri podganah lo¢imo nekaj faz.
V neonatalnem obdobju (mladi¢i stari do devet dni) so osteoblasti periosta Ze izoblikovali
kostno manSeto v predelu diafize, ki je Se loCena od kostnine v metafizi, nastale
z enhondralno osifikacijo. V naslednji fazi, 11-14 dni po skotitvi, se v distalni metafizi pojavijo
spremembe zaradi nastanka sekundarnega kostenitvenega centra. Hondrociti v epifizi

hipertrofirajo, zato se epifiza in metafiza povecata in dobita nabrekel videz. 22. dan starosti je
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distalna metafiza ze del telesa stegnenice. Kost nima veC nabreklega videza, veCina prvotne
kostnine kostne mansete izgine, razen majhnega obro¢ka okrog distalnega dela rastnega
hrustanca. Na obmocju diafize pa kostnino, nastalo z enhondralno osifikacijo, pokriva
kostnina, nastala z apozicijsko rastjo iz periosta. Metafizno preoblikovanje se ustavi do
157. dneva starosti (Pratt, 1959). Pri stegnenici glavna nutritivna odprtina (foramen
nutricium) ohranja svoj polozaj med rastjo v dolzino (v nasprotju golenico, na kateri se
premika proti distalnemu okrajku), in sicer lezi na medialni strani pod glavo stegnenice v
viSini malega obrtca (Henderson, 1978).

Za raziskave posameznega tipa kostnine ima stegnenica zelo primerno razporeditev
teh tipov. Zato so dolge kosti za ocenjevanje ucinkov na geometrijo (dolzina in Sirina kosti,
parametri preCnega preseka kosti ipd.), mineralno gostoto in biomehani¢ne lastnosti kosti
tudi primernejSe kot vretenca (Herlin in sod., 2010). Na obmocju diafize je veinoma
kortikalna kostnina, nasprotno pa je na epifizah ter v okolici proksimalnega in distalnega
rastnega hrustanca oz. metafizah predvsem gobasta kostnina. V nasprotju z golenico je pri
stegnenici za opazovanje in prouCevanje primernejSa distalna metafiza, ker je enovita
(proksimalna metafiza je razdeljena v dva dela — na stegneni¢énem vratu in ve€jem obrtcu
(Serrat in sod., 2007)).

Posebnost v mikroskopski zgradbi kosti podgan je, da skelet podgane do priblizno leta
dni starosti nima Haversovih sistemov o0z. dobro razvitega sistema »Haversove kostne
premene (remodelacije)«, znagilne za domade Zivali, kunce, primate in &loveka. Sele
s starostjo pride do postopnega prehoda iz modelacije kosti (neodvisna aktivhost
aktivacija-tvorba in aktivacija-resorpcija kosti) v remodelacijo kosti (usklajeno zaporedije
aktivacija-resorpcija-tvorba kosti) pri obeh tipih kostnine (npr. v proksimalni metafizi golenice
pride do tega pri starosti 6—9 mesecev pri scelni kostnini in 9—12 mesecev pri kortikalni
kostnini). Poleg tega pri podgani nekatere kosti ohranijo sposobnost rasti v dolzino do pozne
starosti, saj je epifizni rastni hrustanec prisoten tudi v odrasli dobi. Pri samcih podgan
nekatere metafize dolgih kosti ostanejo odprte tudi po 30. mesecu starosti. Pri samicah se
rast kosti v proksimalni epifizi golenice ustavi pri 15 mesecih, v distalni epifizi pa pri treh
mesecih starosti, pri ledvenih vretencih pa pri 21 mesecih. Zaradi rasti kosti do pozne starosti
morajo biti denzitometrine, tomografske in histomorfometricne meritve pri odrasli podgani
opravljene vsaj 1 mm od rastnega hrustanca proti diafizi in ne tik ob njem (Turner, 2001,
Lelovas in sod., 2008).
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2.5 Zgodnje postnatalno obdobje podgan

Obdobje sesanja pri podganjih mladi¢ih se zagne pri priblizno Sestih urah po skotitvi in
poteka do priblizno 17. dneva, ko mladi¢i ze zaCenjajo uzivati trdno hrano (npr. pelete).
S tem se zacne obdobje odstavitve, ki traja do 27. oz. 28. dneva starosti. Najvecje koli¢ine
mleka so mladici sposobno zauziti med 12. in 19. dnem starosti, vodo za¢nejo piti, ko so stari
18 dni (Ost'adalova in Babicky, 2012). Pri poskusih v laboratorijih odstavljanje navadno
poteka, ko so mladici stari 21 oz. 22 dni. Puberteta naj bi se pri podganah zacela med 22. in
25. dnem starosti glede na aktivnost proksimalnega rastnega hrustanca golenice (Hansson
in sod., 1972).

2.6 Vplivi PCB na kostno tkivo

Od zastrupitev JuSo in JuCeng v Aziji so se zaCeli aktivheje proucevati vplivi
halogeniranih aromatskih ogljikovodikov na Cloveka in Zivali, tudi njihovi uCinki na skelet.
Z raziskavama pri ljudeh so v letih 2000 in 2005 na Svedskem ugotovili, da raven POPs nima
pomembnih ucinkov na mineralno gostoto kosti pri starejSih moskih (Glynn in sod., 2000)
oziroma da izpostavljenost POPs ne pomeni tveganja za prizadetost presnove kosti pri
odrasli populaciji Zzensk in moskih (Wallin in sod., 2005). Raziskava pri ljudeh v bliZini
Baltskega morja je pokazala, da so imeli moski, ki so Ziveli v blizine reke, onesnazene
s PCB, in so bili izpostavljeni nizkim odmerkom kongenerjev PCB, znizano mineralno gostoto
kosti, medtem ko pri Zenskah ta povezava ni bila dokazana (Hodgson in sod., 2008). Tudi
raziskave pri divjih Zivalih, kot so sivi tjulnji (Lind in sod., 2003), polarni medvedi (Sonne in
sod., 2004; Sonne in sod., 2015) in srebrni galebi (Fox in sod., 2008), so pokazale
spremembe (zniZzanje) v gostoti kostnega tkiva ter tudi geometrije, mineralizacije in
biomehanike kosti. V zadnjem obdobju je bilo narejenih vec¢ raziskav, ki poro€ajo o motnjah v
kostni premeni po kratkotrajnih ali kroni¢nih izpostavitvah: (i) meSanici onesnazeval (tezke
kovine, POPs, kot so PCB, organoklorini ...), prisotnih v okolju (Elabbas in sod., 2011a), (ii)
dioksinom (Jamsa in sod., 2001; Lind in sod., 2009; Nishimura in sod., 2009; Herlin in sod.,
2013) in (iii) PCB (Lind in sod., 2000b; Lundberg in sod., 2006; Ramajayam in sod., 2007). V
njih so proucevali tudi vpliv na mladi€e, izpostavljene perinatalno. Najve¢ poskusov o vplivu
aromatskih ogljikovodikov na kosti je bilo narejenih s TCDD.

Poskusi na laboratorijskih Zivalih so potrdili, da TCDD pri podganah vplivajo na

geometrijo (zmanjSujejo dolzino in $irino), mineralno gostoto in mehanske lastnosti dolgih
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kosti, kot sta stegnenica in golenica, tudi pri mladiCih, izpostavljenih v obdobju
embrionalnega razvoja in prek mleka (Jamsa in sod., 2001; Miettinen in sod., 2005; Finnild in
sod., 2010). Da je skelet tudi ciljni organ za akumulacijo PCB, kaZejo raziskave na spodnjih
Celjustnicah odraslih Zivalih in mladi¢ev (Jan in sod., 2006; Jan in sod., 2013) in lobanjah
mladicev (GroSelj in sod., 2014). PCB lahko vplivajo na morfologijo, razvoj in mineralno
gostoto kosti pri divjih in laboratorijskih Zivalih (Andrews, 1989; Lind in sod., 2000a; Cocchi in
sod., 2009; Elabbas in sod., 2011b; Sonne in sod., 2015). V raziskavah so najveckrat
opisane kraj$e kosti z manjSim premerom in zmanj$ana trdnost kosti. V Studiji dveh razli¢nih
industrijskin  meSanic PCB so ugotovil, da PCB v nizje klorirani meSanici
Aroclor 1221 (A1221) in v dioksinu podobni mes$anici Aroclor 1254 (A1254) lahko vplivajo na
mehanizme kostne premene in sprozajo ucinke prek ER (A1221) ali AhR (A1254) (Yilmaz in
sod., 2006). Lind s sod. v ve¢ raziskavah z dioksinu podobnim PCB-126 pri podganah
opisuje tanjSe nadlahtnice, znizano mineralno gostoto kosti ob povelani vsebnosti organske
snovi in povrsini osteoida v kosti, oslablieno mo¢ kosti, toda pove€ano debelino kortikalne
kostnine golenice (1999; 2000b; 2004). PCB-126 je pri mladih zelvah vplival na poasnejSo
rast in zmanjSano kostno gostoto stegnenice, lobanje mladi€ev pa so imele vecjo vsebnost
organskih snovi in so bile fenotipsko znacilnejSe za mlajSe Zivali (Holliday in Holliday, 2012).
To se sklada s predhodno raziskavo pri podganah, izpostavljenih dioksinu samo z materinim
mlekom (Alaluusua in sod., 1993; Lukinmaa in sod., 2001). Rezultati raziskav in vitro so prav
tako pokazali zmanj$ano proliferacijo/diferenciacijo osteoblastov in dodatno podprli dokaze o
sprozeni toksi¢nosti TCDD v kosteh prek AhR (Carpi in sod., 2009).

V literaturi so tudi podatki o vplivu neplanarnin PCB. Spremembe v kortikalni kosti,
odvisne od spola Zivali, so opisane pri stegnenicah plodov ovac, ki so bili izpostavljeni
neplanarnemu PCB-153 v primerjavi z manj potentnim dioksinu podobnim monoorto
PCB-118 (TEF = 0,00003 (van den Berg in sod., 2006)) (Gutleb in sod., 2010). Prav tako so
v tej raziskavi poroc€ali, da je pri PCB-118 in PCB-153 scelna kostnina bolj prizadeta kot
gobasta, in sicer v smislu poveCane gostote in debeline kortikalne kosti (Gutleb in sod.,
2010). Podobno so pri samicah mladiCev koz odkrili, da intrauterina in laktacijska
izpostavljenost PCB-153, ne pa tudi planarnemu PCB-126, povzroCata spremembe v sestavi
metakarpalnih kosti (Lundberg in sod., 2006).

V okolju so kongenerji PCB prisotni v meSanicah. Literatura navaja, da je estrogenska
zmoznost nekaterih okoljskih onesnazeval, vklju¢no s kongenerji PCB, lahko podcenjena
v primeru njihovih individualnih testiranj (Arnold in sod., 1996). Presenetljivo malo je Studij
o interakcijah meSanice TCDD in/ali (dveh) PCB razlicne planarnosti in ucinkih take

mesanice na organizem, nismo pa uspeli najti porocil o u€inkih takih mesanic na skelet. Pri
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kombinaciji TCDD in neplanarnega PCB-153 je do interaktivnega ucinkovanja teh spojin
priSlo samo v visokih dozah. TCDD je sinergisticno ucinkoval na PCB-153 ter pri misih in
podganah zvisal raven porfirina v jetrih, do Cesar samostojno pri PCB-153 ni prislo (van
Birgelen in sod., 1996a; van Birgelen in sod., 1996b). Kombinacija planarnega PCB-126 in
neplanarnega PCB-153 je vplivala na zastajanje PCB-153 v jetrih in zmanjSala njegovo
akumulacijo v ma&c¢obi (Lee in sod., 2002) ali spremenila vzorec indukcije dolo¢enih izoform
P450 (Chubb in sod., 2004).

2.6.1 Prenos PCB z materinim mlekom

Plodovi in mladiCi so dovzetnejSi za toksi¢nost PCB kot odrasle zivali (Hoffman in sod.,
1996; Gutleb in sod., 2010). Sesalci so v naravnem okolju izpostavljeni PCB Ze med
intrauterinim razvojem, saj PCB prehajajo skozi posteljico, vendar je to prehajanje bistveno
manjSe kot pozneje prek materinega mleka (Bonfanti in sod., 2009; Bonfanti in sod., 2014).
Planarnost, Stevilo klorovih atomov in njihova razporejenost v molekuli PCB so prav tako
odlocilni dejavniki mobilizacije PCB iz mas€obnega tkiva v mleko matere (Ramos in sod.,
1997). Kongenerji PCB kazejo razlicne koeficiente porazdelitve v mleku in krvi. Njihovo
izlo€anje v mleko naras¢a z lipofilnostjo. Vi§je klorirani, planarni in presnovno obstojne;jSi
kongenerji PCB se v mleku kopicijo v vedjem obsegu kot neplanarni kongenerji (Vrecl in
sod., 1996; Vrecl in sod., 2005). Pri ljudeh so porocali, da imajo nizje klorirani PCB (Sest
klorov ali manj) nizje razmerje serum/mleko (priblizno 0,9) kot viSje klorirani PCB (lahko tudi
do 2,6 pri dekaklorobifenilu) (Mannetje in sod., 2012).

Izpostavitev TCDD ali tehni&ni meSanici PCB intrauterino in z mlekom se je na kostnem
tkivu (v zgodnjih fazah razvoja kosti) izkazala kot SkodljivejSa v primerjavi s poznejSo
laktacijsko izpostavljenostjo (Miettinen in sod., 2005; Elabbas in sod., 2011b). Izpostavitev
samo skozi placento pa tudi ni bila zadostna (oz. je bila zanemarljiva), da bi sprozila ucinke,
ki so jih opazili pri kombinirani izpostavitvi (Li in sod., 1995; Hurst in sod., 2000; Miettinen in
sod., 2005). V raziskavi pri sedem, 14 in 21 dni starih mladi€ih podgan, ki so bile
izpostavljeni TCDD samo prek materinega mleka, so ugotovili ovirano mineralizacijo kosti
zaradi zmanjSane aktivnosti osteoblastov, do katere naj bi priSlo zaradi vpliva TCDD na
povecano sintezo vitamina D (Nishimura in sod., 2009). Tudi pri ljudeh se ocenjuje, da je
izpostavitev dojenckov dioksinu prek mleka ve€ kot dvakrat viSja kot pri odraslih (Papke,
1998).
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2.6.2 Serumski biokemic¢ni kazalniki presnove kostnega tkiva

Biokemi¢ni kazalniki kostne premene v serumu in urinu so encimi ali stranski produkti,
ki nastajajo v premeni in prehajajo iz skeleta v krvni obtok. Ti kazalniki pokazejo akutne
spremembe v kostni premeni (aktivnost kostnih celic) (Christenson, 1997; Rosol in Capen,
1997; Swaminathan, 2001; Allen, 2003). Snovi, ki jih tvorijo in izlo€ajo osteoblasti, kazejo
njihovo aktivnost, zato jih lahko Stejemo med kazalnike tvorbe kostnine: alkalna fosfataza,
osteokalcin, propeptidi kolagena | in kostni sialoprotein.

Serumska alkalna fosfataza (SALP) je membransko vezan protein in sestoji iz ve€
izoencimov, vecinoma jetrnega in kostnega. Kostni izoencim se spros¢a iz osteoblastov med
gradnjo kostnine in prevladuje v dobi odras€anja, kar vpliva na poviSano raven celotne ALP
v serumu. Nasprotno pa nizke vrednosti serumske ALP ne oznalujejo zmanjSanega
delovanja osteoblastov (Rosol in Capen, 1997; Swaminathan, 2001). Presnovo kostnine
lahko spremljamo tudi prek serumskih koncentracij kalcija in fosfata ter z ugotavljanjem
kalcija in fosforja v anorganskem delu kosti (pepelu). V kosteh je v obliki kalcijevega fosfata
uskladis€¢eno 99 % kalcija in 86 % fosforja, ki sta v telesu. V zunajceli¢ni tekoCini pa imamo
0,1 % kalcija in 0,08 % fosforja. V krvi se fosfor vedinoma pojavlja kot anorganski
ortofosfat (PO,). Kalcij v kosteh sluZi kot zaloga, zato sta mehanizma tvorbe in resorpcije

kostnine pomembna pri uravnavanju koncentracije kalcija v krvi (Cor, 2012).

2.6.3 Geometrija in biomehanika kosti

Kakovost kosti je odvisna od njene biomehanike in strukture. Popolna ocena stanja
kosti se lahko izvede s kombinacijo ugotavljanja geometrijskih parametrov kosti, ki jih
v zadnjem C€asu omogoca raCunalniSka tomografija, in biomehaniénih testov, ki ocenijo
trdnost kosti (Beaupied in sod., 2007). V zadnjem €asu vse pogostejSa uporaba racunalniske
mikrotomografije (UCT) pri glodavcih (pod sploSno anestezijo) prav tako omogoca
neinvazivne meritve kostne gostote in vsebnosti kostnih mineralov (BMC), saj lahko prikaze
posamezno trabekulo, podobno kot pri histomorfometri€nem rezu, in rekonstrukcijo podatkov
tridimenzionalne slike ter doloCi razmerje med arhitekturo in trdnostjo kosti (Turner, 2001).

Mehanski odziv oz. biomehaniko celotne kosti (op. v angleSCini uporabljajo izraz
»bone« za kost in kostnino) je tezko napovedati, ker jo doloCata lastnost materiala (oz.
materialov), iz katerega je kost zgrajena, in njena geometrijska prostorska arhitektura
(mikrostrukturna razporejenost). Lastnosti materiala niso odvisne od geometrije. ZmanjSanje

mineralne kostne gostote in spremenjena mikro-arhitektura lahko vodita v povecCano tveganje
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za zlome. Trdnost kosti je lastnost kosti glede na najvecjo obremenitev, ki jo prenese,
poveCuje pa se s starostjo. Lahko jo ocenimo z vec¢toCkovnimi upogibnimi preizkusi in
vrednostmi mineralne gostote kosti (BMD) (Beaupied in sod., 2007). Na ravni osteonov so
razlike v mineralizaciji opazne Ze v enoti, ker so notranje (mlajSe) koncentricne lamele v
zaCetku manj mineralizirane kot zunanje. Pozneje te notranje lamele postanejo bolj
mineralizirane zaradi blizine oskrbe s krvjo. Intersticijske lamele, ki so ostanki starih
osteonov, so veliko bolj mineralizirane kot osteoni, med katerimi lezijo. Ta stopnjevanost
mineralizacije 0z. strukture vpliva na mehanski odziv kosti, Se posebej pri
Siritvi/napredovanju razpok in lomov (Peng in sod., 1994; Taylor in Lee, 2003; Beaupied in
sod., 2007; Sharir in sod., 2008). Do zdaj so samo v nekaj raziskavah pri podganah (Elabbas
in sod., 2011a; Elabbas in sod., 2011b) in kozah (Lundberg in sod., 2006) ugotavljali u€inek
perinatalne izpostavitve PCB na mlade kosti s pomocjo meritev upogibne modi diafize
cevastih kosti. Predhodne raziskave so potrdile, da zamrzovanje stegnenic in golenic ne
vpliva na njihove denzitometri¢ne, mikroarhitekturne in biomehani¢ne lastnosti (Beaupied in
sod., 2006).

NajpomembnejSi parametri pri biomehaniki kosti so tisti, ki opiSejo elasti¢nost (pro-
Znost) in togost kosti. Gre za lastnost kosti, da se po prenehanju delovanja sile povrne v
prvotno obliko (elastiCna deformacija), ¢e ta sila ni povzrocCila ireverzibilne deformacije.
Deformacija (relativni raztezek ali relativni upogib, angl. »strain«) je za majhne obremenitve
sorazmerna z napetostjo (angl. »stress«), ki povzro¢a deformacijo. Obratno vrednost
koeficienta med deformacijo in napetostjo imenujemo elasticha konstanta oziroma
pogovorno elastiCnost (slika 7). Elasti¢nost materiala opredelimo z elasti€énim modulom (pri
kosti se pogosto uporablja tudi izraz Youngov (proznostni) modul, E, MPa) in ta poleg
geometrijskega vztrajnostnega momenta preCnega preseka vpliva na zmoznost, s katero se
kost upira upogibanju (tj. spremembi oblike telesa), ko je podvrzena bremenu (KusCer in
Kodre, 1994; Sharir in sod., 2008). Geometrijski vztrajnostni moment precnega preseka
(CSMI) je pri dolgih cevastih kosteh na obmocju diafize opredeljen kot vsota zmnozZkov
ploScine kortikalne kostnine s kvadratom razdalj njihovih teziSC€ od izbrane osi, zato je mocno
odvisen od notranjega in zunanjega polmera kosti. Pogosto se pri cevastih dolgih kosteh v
obdobju rasti zgodi, da se notranji (endostalni) polmer kortikalne kostnine na sredini diafize
v primerjavi z zunanjim (periostalnim) polmerom bolj poveca, s ¢imer se debelina korteksa
stanj8a. Kljub temu se CSMI poviSa, zato se tudi togost in neupogljivost novozrastle kosti na
tem delu povecata (KuSc€er in Kodre, 1994; Sharir in sod., 2008).

Togost (N/m) je lastnost kosti kot trdnega telesa, da se upira spremembi oblike zaradi

pritiska nekega drugega trdnega telesa. Je obratno sorazmerna elastiCnosti in nam pove,
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kolikSen upor prenese kost, preden pride do deformacije. ElastiCnost oz. togost sta na
diagramu podani z naklonom krivulje »linearni raztezek-sila«, ki je prikazana na sliki 7. Bolj
ko je telo togo, strmejSa je krivulja; bolj ko je telo elasticno, manj strma je krivulja. Prozna
telesa se vrnejo v prvotno obliko, dokler z obremenitvijo ne preseZzemo meje sorazmernosti,
kar imenujemo elastiCha ali reverzibilna deformacija. Po povelanju obremenitve ¢ez to
mejo (meja proznosti), se telo po razbremenitvi ne vrne veC v prvotno obliko, temveC se
trajno (ireverzibilno) plasti¢no deformira za dologen odstotek svoje dolZine. Ce obremenitev
dodatno povecujemo, se telo v to¢ki natezne trdnosti zlomi, pretrga ali poli (meja natezne
trdnosti) (Farénik in sod., 2001).

meja natezne trdnosti

Gu-——————————

meja proznosti

regija

elasticna
(reverzibilna)
regija

plasticna (ireverzibilna) I
B

g €y £

Slika 7: Krivulja »napetost-raztezek« ob obremenitvi kortikalne kostnine. Elasti¢ni (prozni, re-
verzibilni) deformaciji po to€ki preloma sledi plasti¢na (ireverzibilna) deformacija.

E — modul elasti¢nosti, ki ponazarja togost kosti, 6 — napetost (obremenitev), 6, — najvecja napetost,
6, — proznostna napetost, € — raztezek (deformacija), €u — najvedji raztezek, € — proznostni
raztezek (prirejeno po (Sharir in sod., 2008)).

Figure 7: The »stress—strain« curve obtained by loading a sample of compact bone in tension. After
yield point the elastic (reversible) region is followed by the plastic (irreversible) region.

E - stiffness of the material, 6 — stress (load), 6, — ultimate stress, G,- yield stress, € —
strain (deformation), €u — ultimate strain, € — yield strain (modified from (Sharir in sod., 2008)).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 Dovoljenje za izvajanje poskusov

Veterinarska uprava RS je 4. januarja 2001 izdala dovoljenje za izvajanje poskusov na
zivalih  (Stevilka  323-02-206/00), 14. novembra 2006 dovoljenje za dopolnitev
poskusa (Stevilka 3440-165/2006) in 4. januarja 2012 obvestilo o uporabi tkivnih vzorcev
iz prej omenjenih poskusov (Stevilka 34401-53/2011/2). Celoten poskus je potekal v skladu
z Zakonom o zaS¢iti zivali (ZZZiv, Uradni list RS, §t. 98/99 in 126/03) in Direktivo
Sveta 86/609/EGS.

3.2 Material

3.2.1 Kongenerji PCB

Pri poimenovanju kongenerjev PCB smo upostevali smernice nomenklature organske
kemije IUPAC (IUPAC, 1976). Kongenerja PCB-155 in PCB-169 smo v obliki prahu kupili pri

podjetju Promochem (Wesel, Nemcija).

3.2.2 Testne Zivali in protokol tretiranja

Spolno zrele (odrasle) samice podgan seva Wistar, stare 8—10 tednov, s povpre¢no
telesno maso 230-250 g, smo si priskrbeli pri podjetju Lek (Ljubljana, Slovenija). Poskus je
potekal na Institutu za fiziologijo in toksikologijo Veterinarske fakultete v Ljubljani. Podgane
so bile namescene v kletkah ter standardiziranih pogojih s konstantno temperaturo 25°C,
55-odstotno viago in 12-urnim ciklom osvetlitve svetloba/tema. Hrano, popolno krmno
mesSanico za laboratorijske miSi in podgane (peleti M-K 02; Biotehni¢na fakulteta, Institut za
prehrano) in vodo so dobivale ad libitum. Po uspeSni paritvi (prisotnost vaginalnega €epa)
smo podgane premestili v individualne kletke. V poskus je bilo vklju€enih 15 samic, ki so bile
po kotitvi skupaj s svojim zarodom naklju¢no dodeljene v eno od Stirih skupin (tri poskusne

skupine in kontrolna skupina). Samice v poskusnih skupinah so bile intraperitonealno (i. p.)
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tretirane s PCB-169 ali PCB-155, raztopljenima v olivnem olju, posami¢no ali v kombinaciji.
Prvi oz. zaCetni odmerek PCB-155 je bil 6 mg/kg telesne mase (t. m.), PCB-169 pa 2 mg
PCB-169/kg t. m. Vzdrzevalni odmerki, ki so sledili, so bili 2 mg PCB-155/kg t. m. in 0,5 mg
PCB-169/kg t. m. Zivali v kontrolni skupini so i. p. prejele ustrezno koli¢ino olivnega olja, in
sicer 0,5 mL v zaetnem odmerku in 0,15 mL v vzdrzevalnem odmerku. Casovni postopek
vnosov je shematic¢no prikazan na sliki 8. Celotna koli€ina prejetih kongenerjev PCB na Zival
je tako v poskusnih skupinah zna3ala:

— 12 mg PCB-155/kg t. m. v skupini PCB-155,

— 3 mg PCB-169/kg t. m. v skupini PCB-169 (ij. 90 ug TEQ/kg t. m.) ter

— 12 mg PCB-155/kg t. m. in 3 mg PCB-169/kg t. m. v skupini PCB-155 + PCB-169.
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Slika 8: Casovni potek i. p. vnosov PCB podganam v laktaciji. Zadetne (najvisje) odmerke PCB so
prejele i. p. takoj po skotitvi (dan 0), vzdrzevalni odmerki so sledili na razli€ne dni po skotitvi, odvisno
od kongenerja PCB. Kontrolna skupina je prejemala samo olivno olje.

Figure 8: Experimental treatment regime of i. p. PCB applications to the lactating rats. Lactating rats
were given a loading dose of individual PCB congener in olive oil by i. p. injection on the day of the
delivery (day 0). Subsequent maintenance doses were administered as indicated.

Izbrani odmerek PCB-169 je bil dolo€en glede na njegov TEF (van den Berg in sod.,
2006), na podlagi katerega smo izraCunali relativno toksi¢nost prejetega PCB-169 oz.
njegovo koncentracijo toksiCnega ekvivalenta (TEQ), ki predstavlja oceno celotne toksi¢ne
aktivnosti posameznih PCB oz. njihovih mesSanic glede na aktivnost 2,3,7,8-TCDD (van den
Berg in sod., 2006). Na podlagi predhodnih rezultatov o izlo€anju/prehajanju PCB-155 in
PCB-169 v mleko pri ovcah (Vrecl in sod., 1996; Vrecl in sod., 2005) so bili koli¢ine zagetnih

in vzdrzevalnih odmerkov in €asovni postopek vnosov posameznega kongenerja za naso
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raziskavo izbrani tako, da je bila dosezena primerljiva in konstantna raven obeh kongenerjev
PCB v celotnem obdobju izpostavljenosti ter da so bili dani odmerki za matere in sesne
mladi€e niZji od letalnih. Lipofilnejsi in presnovno obstojnejsi PCB-169 ostaja v krvi dalj Casa
in tudi po¢asneje prehaja v materino mleko, obenem pa se v njem kopici v vecjih koli¢inah
kot PCB-155. Odmerki PCB-169 so bili primerljivi z odmerki v podobnih raziskavah s
kongenerjema PCB-126 in PCB-169 (Yamamoto in sod., 2005; Xiao in sod., 2011) in
podobnih raziskavah s TCDD (Lukinmaa in sod., 2001).

Za testne zivali smo uporabili mladi¢e podgan, ki so sesali mleko pri materah in
medtem prejeli PCB. Sesne mladi¢e smo vsakodnevno do zrtvovanja tehtali do 0,01 g
natanéno (tehtnica Zelezniki ET-1111, Slovenija). Na koncu poskusa smo jih anestezirali
Z etrom in evtanazirali z izkrvavitvijo. V vseh poskusnih skupinah smo priblizno polovico
mladigev Zrtvovali deveti dan, drugo polovico pa 22. dan po skotitvi. Stevilo poskusnih Zivali
oz. mladi¢ev na poskusno skupino je prikazano v tabeli 1. Matere smo Zzrtvovali 84. dan

poskusa.

Tabela 1: Stevilo poskusnih zivali (matere ter mladiéi, 9. in 22. dan) v posameznih skupinah.

Table 1: Number of experimental animals (mothers and offspring) in the experimental groups.

PCB-155 + Kontrolna
PCB-169 PCB-155 PCB-169 skupina
Matere 4 4 3 4
mladici 9. dan 19 19 14 22
mladici 22. dan 19 17 14 23

3.2.3 O0Odvzem tkiv

Iz oCesnega venskega pleteza (plexus ophtalmicus) smo s heparinizirano stekleno
kapilaro odvzeli kri za dolocCitev koncentracije PCB v krvi, biokemijo in aktivnosti jetrnih
encimov v serumu, po evtanaziji pa smo odvzeli tudi jetra in stegnenice. Iz vzorcev krvi so na
Fakulteti za kemijo in kemijsko tehnologijo Univerze v Ljubljani z metodo visoko locljive
plinske kromatografije z detektorjem na zajetje elektronov dolodili koncentracijo kongenerjev
PCB v krvi mater in mladi€ev, kot je opisano v predhodni raziskavi (Vrecl in sod., 2005), na
Klini€nem institutu za kliniéno kemijo in biokemijo (Univerzitetni klini¢ni center v Ljubljani) pa

so opravili biokemi¢ne preiskave seruma in dologili aktivnost jetrnih encimov.
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3.3 Metode

3.3.1 Geometrija stegnenic mladicev

Preliminarne meritve dolzine in Sirine ter biokemiéne analize stegnenic devet dni starih
zivali niso pokazale razlik med poskusnimi skupinami, kosti so se izkazale kot premalo
mineralizirane za nadaljnje analize geometrije, biomehanike in biokemije, zato smo
geometrijske meritve stegnenic opravili samo pri 22 dni starih mladicih.

Leve stegnenice smo do meritev hranili na —80 °C. Geometrijo stegnenic 22 dni starih
mladi¢ev smo ocenili z napravo za racunalnisko tomografijo, namenjeno manjSim
laboratorijskim zivalim, t. i. aparat mikroCT (uCT, slika 9). Meritve smo opravili na oddelku za
biomedicinske raziskave medicinske univerze v Gradcu v Avstriji, pod vodstvom dr. Birgit
Reininger-Gutmann in s tehnino podporo dr. Alexandra Hofmeisterja. Naprava Siemens
Inveon mikroCT je bila opremljena s programom Siemens »Inveon Research
Workplace« (Siemens Medical Solutions USA, Inc., Malvern, PA, ZDA). Za stegnenice smo
namensko izdelali nosilec iz samolepilnega traku za ustrezno vstavitev v aparat CT. Pred
slikanjem smo dologcili protokol za merjenje geometrije stegnenic. PoloZaj slikanja smo
prilagodili s preliminarno sliko, t. i. »scout view«, hitro dostopnim posnetkom, s katerim se
potrdi, da je vzorec v napravi dobro namescen, da polje slikanja zaobjema nase interesno
meritveno okno, da se preverijo nastavitve (protokol) slikanja, saj je nadaljnje slikanje CT
dolgotrajnejse.

Zaradi ve€je natanénosti smo dolzino in Sirino kosti 22 dni starih mladi¢ev izmerili s slik
MCT. Za meritev dolzine stegnenice (od vrha stegneni¢ne glave do najbolj distalne tocke
medialnega ¢vrda) smo uporabili longitudinalno sliko cele stegnenice (slika 10A). Za meritve
na prec¢nem preseku stegnenic smo za vsakega 22 dni starega mladi€a (Stevilo vzorcev na
poskusno skupino = 10) naredili individualno tomografsko rezino (sliko) z debelino 19,1 ym
na najozjem delu kosti, tj. v srednjem delu diafize. Rezina je bila pravokotna na os
stegnenice in oddalijena za 50 % dolZine celotne kosti od distalnega konca medialnega
¢vrSa, kar oznacuje zelena presledkasta Crta (slika 10A). Na tem delu obdaja mozgovno
votlino kortikalna kostnina, ki smo jo zeleli raziskati. V blizini okrajkov se endoostalno zacne
pojavljati tudi gobasta kostnina. Za mejni kriterij, s katerim aparat loCi kortikalno kostnino od
okolice, smo dologili od 450 do 3000 cm™. Na podlagi pridobljenih slik (primer slika 10B) smo
izmerili premer/$irino kosti, povrsino preseka celotne kosti (tCSA, v mm?), povrsino preseka
kortikalne kostnine (ctCSA, slika 10C, v mm?), periostalni oz. zunanji in endostalni oz.

notranji obseg (PERI in ENDO, v mm) ter debelino kortikalne kostnine (v mm). Iz teh
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podatkov smo izraCunali razmerja med velikostjo kortikalnega in celotnega
preseka (ctCSA/tCSA, v odstotkih), povr§ino mozgovne votline (v mm?), notranji in zunanji
polmer kortikalne kostnine (v mm). Iz dolzin in Sirin stegnenice smo izraCunali razmerja
s telesno maso (dolzina stegnenice/telesna masa in Sirina stegnenice/telesna masa, v mm/g
x 100), s katerimi smo Zeleli odstraniti u€inek individualnih velikosti kosti, kot je opisal Lang
(Lang in sod., 2005). Gostoto kortikalne kostnine smo izmerili s slik preCnega preseka kosti

s programom ImageJ 1.43 tako, da smo na sliki oznacili povrSino kortikalne kostnine in

izmerili gostoto oznacenega dela (slika 10C).

Slika 9: Aparat mikroCT, s katerim smo
merili geometrijo stegnenic (oddelek za
biomedicinske  raziskave, medicinska
univerza, Gradec, Avstrija).

Figure 9: microCT for measuring
geometry of femur samples (Division of
Biomedical Research, Medical Uni-versity
of Graz, Austria).
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endostalna povrsina kortikalna
_kost

medularni precni presek

mozgovna votlina

periostalna povrgina povrsina pre¢nega preseka kortikalne kostnine

medialni ¢vrs

Slika 10: pCT-posnetek stegnenice 22 dni starega mladiéa v dveh razli€nih ravninah.
(A) Posnetek stegnenice vzdolzno: rumena pusCica prikazuje meritve dolzine stegnenice, zelena
presledkasta &rta pa zajema mesto pre¢ne ravnine. (B) Posnetek stegnenice pre¢no: periostalna in
endostalna povrdina doloata zunanjo in notranjo mejo kortikalne kosti. (C) Shemati¢ni prikaz
stegnenice pre¢no: &rno — mozgovna votlina, sivo — kortikalna kostnina, pus€ica — debelina kortikalne
kosti (Brankovi€ in sod., 2016).

Figure 10: uCT scans of femur on PND 22 (two different planes). (A) Longitudinal uCT image: yellow
arrow shows femur length measurements: green interrupted line shows femur location of cross section
plane. (B) Cross-sectional yCT image: periosteal and endosteal surface envelop outer and inner
border of cortical bone, respectively. (C) Femur cross-section schematically: black — medullar cavity,
grey — cortical bone, arrow — the thickness of cortical bone (Brankovi€ et al., 2016).

3.3.2 Priprava materiala za histometri¢no analizo

Z odvzetih stegnenic smo odstranili okolno miSi¢no tkivo in pogaclice. Desne
stegnenice smo fiksirali v 5-odstotnem nevtralnem puferiranem formalinu pri sobni
temperaturi vsaj 24 ur, demineralizirali (dekalcificirali) pri sobni temperaturi v raztopini
4,13-odstotne etilendiaminotetraocetne kisline (EDTA), dehidrirali v alkoholih narascajocCe
koncentracije, presvetlili tkivo s sinteticnim nadomestkom ksilena (Neo-Clear, Merck,
Darmstadt, Nemcija) in vklopili v parafin z medialno stranjo stegnenice navzdol, da je lezala

na stegnenicni glavi in medialni strani sredinskega ¢vrSa. Z drsnim mikrotomom (Leica
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SM2000R, Nussloch, Nemdéija) smo rezali 5 um debele tkivhe rezine vzporedno z
longitudinalno osjo stegnenice iz lateralne proti medialni strani. Po potrebi smo prilagajali
ravnino vzdolZznega reza, da so bile rezine razli¢nih vzorcev stegnenic primerljive. Morfoloske
znacilnosti stegnenice devet oziroma 22 dni stare podgane smo uporabili za dolocitev
sredinske rezine stegnenice. Pri obeh starostih smo sredinsko rezino dolocili tam, kjer je na
proksimalnem okrajku stegnenice obrtCeva jama presla v vedji obrtec in tako navidezno
razdelila vedji obrtec v dva dela in kjer se je na distalnem okrajku rastni hrustanec €im bolj
poravnal v ravno ¢rto. Nutritivne odprtine na histoloskih rezinah nismo uspeli doloditi.

HistoloSke rezine stegnenic smo barvali s hematoksilinom in eozinom (HE) ter
toluidinskim modrilom (TM, pH 7,2), z encimsko histokemijo pa smo ugotavljali aktivnhost
TRAP (komercialno dostopen komplet 387A »Acid Phosphatase, Leukocyte (TRAP) Kit«,
proizvajalec Sigma-Aldrich, Missouri, ZDA, dobavitelj Mikro-Polo, Maribor, Slovenija). V svoji
raziskavi smo morali postopek prirediti, saj je ta komplet v oshovi namenjen prikazu
levkocitov v krvnem razmazu, suSenem na zraku. Parafinske rezine smo deparafinizirali in
rehidrirali v deionizirani vodi, nato pa sledili navodilom proizvajalca. Po kon€anem postopku
encimske histokemije je sledilo spiranje rezin z deionizirano vodo in kratkotrajno barvanje
s hematoksilinom (7—10 s) za obarvanje jeder. Barvilo smo 10 minut spirali pod teko¢o vodo,
da se je razvila barva, nato pa smo ga pokrili z vodnim medijem za pokrivanje
Aquatex® (Merck, Darmstadt, Nemcija).

Rezine smo pregledali in ovrednotili s svetlobnim mikroskopom (Microphot-FXA, Nikon,
Tokio, Japonska) in digitalno kamero (DS-Fil, Nikon, Tokio, Japonska). Slike izbranih rezin,
ki so najbolj ustrezale sredinskemu vzdolZnemu rezu stegnenice, smo kvantitativho
ovrednotili z radunalniskim programom za analizo slike NIS-Elements D.32 (Nikon, Tokio,

Japonska).

3.3.3 Morfometri¢na analiza stegnenic

Za morfometricno analizo stegnenic smo uporabili tkivhe rezine (po en vzorec na
mladi¢a), obarvane s HE (slika 11A). Pri devet in 22 dni starih mladi¢ih smo opravili meritve
distalnega epifiznega rastnega hrustanca (ERH), cone proliferacije, con hipertrofije in
kalcifikacije skupaj, razdalje med proksimalnim in distalnim ERH ter izraCunali razmerje med
cono proliferacije in hipertrofije s kalcifikacijo distalnega ERH. Po potrebi smo meje med

conami preverili pri isti seriji rezin, barvanih s TM.
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1. Distalni epifizni rastni hrustanec (ERH) (v pm) smo izmerili pri Stirikratni povecavi objektiva

z vsaj sedmimi med seboj enakomerno oddaljenimi (priblizno 250 pum) meritvami in
upostevali povpreéno vrednost teh meritev. V meritve smo zajeli rastni hrustanec od cone
rezervnega hrustanca do cone kalcifikacije (cona osifikacije in resorpcije ni bila vkljuéena
v meritve, slika 11D).

2. Cono proliferacije (PZ) distalnega ERH (v um) smo dolocili glede na pomnoZeno oz. vecje

Stevilo hondrocitov, urejenih v znacilne stebric¢ke, priblizno vzporedne z vzdolZzno osjo
stegnenice (slika 11D). Izmerili smo jo pri Stirikratni pove€avi objektiva z vsaj tremi
meritvami in upostevali povprec¢no vrednost teh meritev. Meritve so bile med seboj
enakomerno oddaljene (priblizno 200 um pri devet dni starih mladicih in 250 um pri 22 dni
starih mladicih), upostevali smo povpre¢no vrednost vseh meritev.

3. Coni_hipertrofije in_kalcifikacije (HZ) distalnega ERH (v pm) smo dolodili glede na

hipertrofirane (nabrekle) hondrocite, ki so imeli mo¢no poveCan volumen celice
Z neobarvano citoplazmo (izplavljen glikogen) in slabo vidna piknoti¢na jedra (cona
hipertrofije). V celicah cone kalcifikacije jeder nismo ve¢ prepoznali (slika 11D). Slabo
opazen zunajcelicni matriks je bil stisnjen med stebricke mocno hipertrofiranih
hondrocitov. Coni smo izmerili pri Stirikratni povecavi objektiva z vsaj sedmimi meritvami.
Meritve so bile med seboj enakomerno oddaljene (priblizno 200 um pri devet dni starih
miadi€ih in 250 um pri 22 dni starih mladi€ih), upostevali smo povpreéno vrednost vseh
meritev.

4. Razdaljo med proksimalnim in distalnim ERH (v pym), tj. dolZino diafize, smo izmerili od

meje med cono Kkalcifikacije ter cono osifikacije distalne in proksimalne metafize pri

dvakratni povecCavi objektiva (slika 11A).

Slika 11 (desno): Morfometri€na in stereometri€na analiza stegnenic 22 dni starega mladica.
(A) Sredinska rezina stegnenice, barvanje s HE, dvakratna poveCava objektiva; (B) interesno
meritveno okno (ROI) za stereometrijo, 600 um oddaljeno od distalnega ERH, barvanje s HE,
dvakratna pove€ava objektiva; (C) scelna kostnina (TB) z osteoklasti (OK) in osteoblasti (OB),
encimska metoda TRAP, 20-kratna poveava objektiva in (D) distalni ERH z oznaenimi conami: cona
osifikacije in razgradnje (ORZ), cona kalcifikacije (KZ), cona hipertrofije (HZ), cona proliferacije (PZ) in
cona rezervnega hrustanca (RH), barvanje s HE, Stirikratna pove&ava objektiva.

Figure 11 (right): Femur morphometrical and stereometrical analysis of the offpring on PND 22. (A)
Central histological section of rat's femur on PND 22, HE staining, objective magnification x2, (B)
region of interest (ROI) used for stereometry, 600 ym distanced from the distal ERH, HE staining,
objective magnification x2 (C) trabecular bone (TB) with osteoclasts (OK) and osteoblasts (OB),
enzymatic method TRAP, magnification x20, and (D) distal ERH with marked zones: zone of
resorption (ORZ), zone of calcified cartilage (KZ), zone of hypertrophy (HZ), zone of proliferation (PZ),
and zone of reserve cartilage (RH), HE staining, objective magnification x4.
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3.3.4 Stereometricna analiza stegnenic

Stereometricno analizo stegnenic devet in 22 dni starih mladiCev smo opravili na
rezinah, na katerih smo ugotavljali aktivnost TRAP, saj je bilo na rezinah, obarvanih s HE,
osteoklaste in osteoblaste tezko loCiti od okolnega tkiva. Osteoklasti so imeli rdeckasto
obarvano in zrnato citoplazmo, lezali pa so neposredno ob trabekuli. Na kon¢nih delih
trabekul so bili najveCkrat bolj okrogle oblike, ob samih trabekulah pa so bili vzdolZzno
»razpotegnjeni«. Osteoblaste smo prepoznali glede na njihovo lego (naslojenost) ob
trabekuli v eni plasti in glede na njihovo znacilno polimorfno (nepravilno poligonalno ali
pravokotno) obliko (slika 11C). Volumensko (prostorninsko) gostoto scelne kostnine,
osteoblastov in osteoklastov smo dolocili podobno, kot je bilo opisano pri nekaterih drugih
avtorjih (Basso in sod., 2005; Haider in sod., 2015; Kauschke in sod., 2015). V ta namen
smo pri Sestih stegnenicah vsake poskusne skupine izbrali dve najbolj sredinski zaporedni
rezini in nanju usmerili interesno meritveno okno (ROI), to je obmoc¢je merjenja na sliki, ki je
bilo predmet nase analize. Glede na velikost kosti in obseznost gobaste kostnine smo v obeh
starostnih skupinah poskusili zajeti primerljivo oddaljeno obmocje od cone kalcifikacije ERH
distalnega okrajka stegnenice. Tako je bil ROl pravokotnik s povrsino 0,51 mm? (1020 x
505 um?) pri devet dni starih mladigih in 1,09 mm? (1380 x 790 um? pri 22 dni starih
mladi€ih. Od rastnega hrustanca je bil pri devet dni starih mladi¢ih oddaljen 200 um, pri
22 dni starih mladi€ih pa 600 um proti diafizi (slika 11B). Morfometri¢ne meritve smo opravili
pri 20-kratni poveCavi objektiva z mnogonamenskim testnim sistemom (M100) na osmih
sosednjih testnih poljih (4 x 2) pri devet dni starih mladi€ih in na desetih sosednjih
poljih (5 x 2) pri 22 dni starih mladiih na posamezno histolo$ko rezino. Ustrezno Stevilo polj
za Stetje zadetkov smo izbrali glede na Sirino kosti, da smo na mestu merjenja izkljudili
prisotnost kortikalne kostnine in osteoklastov za razgradnjo njene endostalne povrsine (rast
kosti v Sirino). Dolocili smo Stevilo zadetkov (preseciS€) v mrezi, ki so padli na scelno
kostnino ali osteocit v njej (Pvrg), TRAP pozitivne vecjedrne celice, ki so predstavljale
osteoklaste (Pvok), in na osteoblaste (Pvog). Drugi zadetki v mrezi so predstavljali kostni
mozeg. Volumensko gostoto (Vv) posameznih sestavin smo izracunali kot kvocient relativne
koli¢ine scelne kostnine/osteoklastov/osteoblastov in Stevila vseh preseciS¢, ki predstavija

celotni kostni volumen, po formuli 1:
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Formula 1: Vv (TB, OK, OB) = Pv (TB, OK, OB)/Pt
(P= 800 pri devet dni starih mladicih in P,= 1000 pri 22 dni starih mladicih)

Vvrg — volumenska gostota (prostornina) gobaste kostnine
VVok — volumenska gostota osteoklastov

VVog — Volumenska gostota osteoblastov

3.3.5 Biomehanicno testiranje stegnenic 22 dni starih mladicev

Po meritvah geometrije kosti smo testirali biomehani¢ne lastnosti stegnenic 22 dni
starih mladi€ev (pri vsaki poskusni skupini smo testirali deset vzorcev). Testiranje smo izvedli
na Institutu »Jozef Stefan« v Ljubljani s tritoCkovnim upogibnim preizkusom pod vodstvom
doc. Petra Jevnikarja s Katedre za stomatoloSko protetiko Medicinske fakultete Univerze v
Ljubljani ter s tehni¢no podporo dr. Sasa Jovanovskega in dr. Maje Antanasove. Tritockovni
preizkus smo izvedli na univerzalnem upogibnem stroju (model 4301, Instron Corp., Canton,
MA, ZDA, slika 12A), kot je bilo predhodno opisano (Jamsa in sod., 1998; Lind in sod., 2009;
Elabbas in sod., 2011b). Za svoje meritve smo na Institutu »Jozef Stefan« izdelali nosilca, ki
sta bila premi¢no vpeta v vodilo s skalo (razdalja v mm), in pritisno glavo oz. »giljotino«. Na
nosilcih sta bili pre€no polozeni palCki s premerom 3 mm, na kateri smo poloZili vzorce.
Pritisni glavi smo zaokrozili konico (premer konice 2 mm) (slika 12B). Zaokrozenost treh tock,
na katerih se izvaja pritisk na vzorec, je pomembna, da se preprec¢i morebitni vrez v vzorec
med pritiskanjem. DolZina razdalje med nosilcema oz. sredi§&em palCk na nosilcih je znaSala
6 mm. Stegnenice smo na nosilce poloZili horizontalno s kranialno stranjo obrnjeno navzgor
ter pazili, da so bile vse postavljene in podprte na nosilcih na enak nacin. Na eni palki je bila
stegnenica podprta na visini tik pod malim obrtcem, na drugi strani pa malo nad distalno
metafizo oz. distalnim ERH. Sila pritiska s stalno hitrostjo 0,5 mm/min do zloma je bila
usmerjena pravokotno na sredino diafize stegnenice, na isto mesto, na katerem smo s uCT
merili parametre preCnega preseka kosti. Nenadni padec sile je pomenil, da se je kost
zlomila, zato smo takrat ustavili stroj in prenehali meritve. RaCunalnik je beleZil podatke o sili
in premiku stegnenice s hitrostjo 10 Hz, dokler nismo zaznali obCutnega padca na krivulji
»sila-premik«, ki jo je sproti ob meritvi risal racunalniSki program (premik je bil na osi x, sila
pa na osiy).

S tritoCkovnim preizkusom smo izmerili (najvecjo) silo zloma in premik ob zlomu
stegnenice. Kon¢na oz. najvedja sila zloma (F, v N) kosti je definirana kot obremenitev

v trenutku zloma kosti. Premik kosti ob zlomu (d, v mm) je definiran kot deformacija kosti do
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toCke zloma. Iz izmerjenih podatkov smo izraCunali togost, napetost, Youngov modul in
geometrijski vztrajnostni moment preCnega preseka (Jdmsa in sod., 1998; Sharir in sod.,
2008). Togost oz. Cvrstost kosti ob zlomu (N/mm) je bila izraCunana glede na naklon
linearnega (elastiCnega) dela krivulje »sila oz. obremenitev-premik«, ki jo je izrisal raunalnik
ob upogibanju kosti.

Slika 12: Univerzalni upogibni stroj Instron 4301 za izvedbo nasega tritockovnega upogibnega
preizkusa stegnenic. (A) Stroj Instron, Institut »Jozef Stefan«, Ljubljana. (B) Pogled od blizu na
nosilec v vodilu (spodaj) in pritisna glava (zgoraj), vmes je pripravljena stegnenica za izvedbo testa.

Figure 12: Instron 4301 universal mechanical testing machine used for our three-point bending test of
rat's femur. (A) Instron machine, Josef Stefan Institute, Ljubljana. (B) Rat's femur prepared to take a
bending test on custom-made holders, above press head.

(Dejanska) napetost do zloma (o, v MPa) pomeni obremenitev na dejanski
presek (Pa=N/m?) (formula 2). Ker predstavlja paskal (Pa) zelo majhno vrednost, se
v mehaniki veéinoma uporablja vedja enota Mpa (N/mm?). Napetost smo izradunali po
formuli 2 (Jamsa in sod., 1998).

Formula 2: Formula, po kateri smo izraCunali napetost: o= FLC/4I
¢ — napetost
F — kon¢na sila zloma
L — razdalja med nosilcema (6 mm)
¢ — polmer kosti v sredini diafize (izmerjeno z aparatom puCT)

| — geometrijski vztrajnostni moment preseka

Ucinkovitost ali zmoznost, s katero se kost upira upogibanju in s tem zlomu, je

neposredno povezana z elastichim modulom E in vztrajnostnim momentom |. Elasti¢ni
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modul (v MPa) ponazarja razmerje med napetostjo, ki jo povzro€amo vzorcu (o), in
deformacijo (raztezkom, &), ki se poslediéno dogaja vzorcu — formula 3 (Sharir in sod.,
2008):

Formula 3: Formula za izracun elasti¢nega modula: o =Ee
E — elasti€ni modul

&€ —raztezek vzorca

Youngov modul lahko od¢&itamo na krivulji »napetost-raztezek« kot naklon krivulje, mi

pa smo ga izracunali po formuli 4 (Finnild in sod., 2010):

Formula 4: Formula, po kateri smo izraCunali Youngov modul: E = FL3/d48I

F — konéna sila zloma
L — razdalja med nosilcema (6 mm)
d — premik kosti ob zlomu

| — geometrijski vztrajnostni moment preseka

Geometrijski vztrajnostni moment preénega preseka (I, CSMI, v mm*) za cevaste
strukture, med katere lahko S$tejemo tudi diafizo stegnenice, smo izraCunali po
formuli 5 (Sharir in sod., 2008):

Formula 5: Formula, po kateri smo izraCunali geometrijski vztrajnostni moment preCnega
preseka: I = T/, (1)t — 1)
7, — zunanji polmer

r; — notranji polmer

3.3.6 Biokemicne preiskave serumskih kazalnikov kostne premene
in jetrnih encimov

Biokemi¢ne analize oznalevalcev kostne premene v serumu, tj. serumskega
kalcija (s-Ca), anorganskega fosfata (s-PO,) in aktivnost nespecificne alkalne
fosfataze (SALP), in jetrnih encimov so bile opravljene z encimsko kolorimetricno metodo
v avtomatskem kemi¢nem analizatorju (Olympus Corp., Hamburg, Nemcija) v biokemi¢nem
laboratoriju Klini¢nega instituta za klinicno kemijo in biokemijo UKC v Ljubljani pod vodstvom

prof. dr. Joska Osredkarja. Ce je bila koli¢ina seruma posamezne Zrtvovane Zivali premajhna
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za posamezno preiskavo, je bilo treba vzorce ve¢ Zivali iste skupine in starosti zdruZiti (devet

dni stare zivali).

3.3.7 Biokemicna analiza kosti (vsebnost kostnih mineralov)

Leve stegnenice devet in 22 dni starih mladicev smo pripravili za ugotavljanje mase
pepela ter kemi¢ne sestave kalcija in fosforja v kosti s tehniko induktivno sklopljene plazme
z masno spektrometrijo (ICP-MS). Zamrznjene leve stegnenice smo odtalili na sobni
temperaturi in po dveh urah za tri dni prenesli v deionizirano vodo (rehidracija organskega
materiala okrog kosti zaradi nadaljnjega postopka). Nato smo stegnenice osem ur namakali
v 5M-raztopini natrijevega hidroksida (Merck, Darmstadt, Nemc¢ija). Vmes smo raztapljanje
organskih snovi spremljali ter preverjali s spiranjem in namakanjem v vodi. Pazili smo, da
kosti niso razpadle v metafizah. Po odstranitvi organskih snovi smo jih za dve uri prenesli
v deionizirano vodo, nato pa jih 16 ur dehidrirali v 99-odstotnem acetonu (Carlo Erba
Reagents, Val de Reuil, Francija). Sledilo je 36-urno suSenje na zraku in 30-minutno susenje
v suSilniku na 80 °C (Termo 60V, Dema, llirska Bistrica, Slovenija). Potem smo jih stehtali do
0,0001 g natan¢no (tehtnica H45, Mettler Toledo, ZDA).

Meritve kalcija in fosforja v anorganski snovi smo izvedli na InStitutu za higieno in
patologijo prehrane Zivali Veterinarske fakultete Univerze v Ljubljani z masnim
spektrometrom ICP (ICP MS, Varian 820-MS, Avstralija) pod mentorstvom dr. Gabrijele
Tavé&ar Kalcher in s tehniéno podporo Katarine Pavsi¢ Vrtag. Zarilne lonéke smo prezarili na
550 °C in jih stehtali do 0,00001 g natan¢no. V te lon¢ke smo posamicno (v vsak lonéek po
en vzorec) razporedili stegnenice in jih ¢ez no¢ susili na 103 °C v suSilniku (UFE 500,
Memmert, Schwabach, Nemcija). Naslednji dan smo lon¢ke z vzorci spet stehtali, jih postavili
v zarilno pe¢ (Nabertherm, Bremen, Nemcija) in zgali pri temperaturi 550 + 5 °C, da smo
upepelili stegnenice do belega pepela brez karboniziranih ostankov. Lon¢ke smo iz peci
prestavili v eksikator, da so se ohladili, nato pa smo jih ponovno stehtali. 1z meritev tehtanja
mase lon¢ka in mase pepela v lon€ku smo izraCunali maso pepela oz. anorganske snovi
v stegnenicah. Zaradi prenizke mase pepela stegnenic devet dni starih mladi¢ev za ICP-MS
metodo smo v enem Zarilnem lon¢ku zdruzili stegnenice treh Zivali iste skupine (iste matere).
Pripravljeni pepel vzorca smo pretresli v 300 ml erlenmajerico in Zarilni lonCek sprali
z deionizirano vodo. Raztopini smo dodali 5,0 ml klorovodikove kisline (37 %, Merck,
Darmstadt, Nemcija) in vse skupaj previdno segrevali na grelni plo3¢i, da je vrelo nekaj

minut. Ohlajeno raztopino smo prefiltrirali skozi filtrirni papir in dobro sprali z deionizirano
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vodo do 5 ml (stegnenice devet dni starih mladi€ev) oz. do 50 ml (stegnenice 22 dni starih
mladicev).

Pred merjenjem vsebnosti kalcija in fosforja v kosti smo aparaturo ICP MS sprali
z enoodstotno raztopino dusikove kisline. Najprej smo izmerili standardne raztopine.
Korelacijski koeficient umeritvene krivulje je moral biti vsaj 0,995. Nato smo izmerili
koncentracijo kalcija (Ca) in fosforja (P). Po vsakem desetem vzorcu in na koncu serije smo

izmerili eno od standardnih delovnih raztopin.

3.4 Statisticna obdelava podatkov

Rezultate smo statisticno obdelali s programom IBM SPSS za Windows, razlici-
ca 20.0 (SPSS Inc., Cikago, ZDA). Podatki so prikazani v tabelah, srednje vrednosti so
navedene kot povprecja (aritmeti¢ne sredine) s standardnimi odkloni (SD), pri asimetri¢nih
razporeditvah pa kot mediane z interkvartilnimi razmiki (IQR). Za ugotavljanje statisticno
znadcilnih razlik med skupinami smo v primeru normalne porazdelitve (Kolmogorov-Smirnov
test) in homogenih varianc (Levenov test) uporabili enosmerni statisticni test analize
variance (ANOVA) s post hoc testom Tukey oz. Bonferroni (pri enakem Stevilu vzorcev) ali
Hochbergov GT2-test (pri neenakem S&tevilu vzorcev), v primeru nenormalne razporeditve in
nehomogenih varianc pa smo uporabili neparametri¢ni test Kruskal-Wallis s post hoc testom
Mann-Whitney. Razlike so bile statisticno znacilne pri vrednosti P < 0,05. Pri pogostnosti
zlomljenih kosti med poskusnimi skupinami (biomehani¢ni test) smo uporabili test
hi-kvadrat (x2).
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4 REZULTATI

4.1 Koncentracije kongenerjev PCB v serumu mladicev

Z visoko locljivo plinsko kromatografijo smo v serumu devet in 22 dni starih mladicev
vseh treh poskusnih skupin doloCili koncentracije kongenerjev PCB in s tem potrdili

izpostavljenost mladiCev (tabela 2).

Tabela 2: Krvne koncentracije PCB (ng/mL) devet in 22 dni starih mladicev podgan po
posameznih poskusnih skupinah. Prikazane so srednje vrednosti (x SD), (n) — Stevilo
vzorcev (z dovoljenjem urednika Slo Vet Res (GroSelj in sod. (2014)).

Table 2: PCB levels (mean values £SD) in blood (ng/mL) of the offspring on PND 9 and 22. Number of
animals tested is given in parentheses (with editor's permission of Slo Vet Res (Gro$elj in sod.
(2014)).

Starost PCB-155 +
mladiev PCB-169 (n) PCB-155 (n) PCB-169 (n)
PCB-155 - 8,0+5,5(5) 8,2+ 2,6 (5)
9.dan
PCB-169 1,4+£0,1(5 - 1,8+£0,3(5)
PCB-155 - 10,3+ 3,1 (10) 14,8 £ 3,6 (3)
22.dan
PCB-169 3,2+0,1(11) - 1,9+0,1(3)

4.2 Vpliv kongenerjev PCB na relativho maso jeter in aktivnost
jetrnih encimov

Da bi ugotovili morebitne hepatotoksi¢ne ucinke PCB, ki bi lahko vplivali na nase
rezultate, smo ob evtanaziji stehtali jetra ter opravili biokemiCne serumske analize pri devet
in 22 dni starih mladiih (tabela 3). lzpostavljenost PCB-169 je povzrocCila znacilen dvig
relativne mase jeter (masa jeter/100 g telesne mase x 100 %) v skupinah PCB-169 in
PCB-155 + PCB-169 v primerjavi s kontrolno skupino in skupino PCB-155 (P < 0,001) pri
devet in 22 dni starih mladiCih. Poleg tega je bila pri devet dni starih zivalih relativna masa
jeter poviSana v skupini PCB-169 v primerjavi s skupino PCB-155 + PCB-169 (P < 0,05),
medtem ko je bila pri 22 dni starih mladicih relativna masa jeter poviSana v skupini PCB-155
+ PCB-169 v primerjavi s skupino PCB-169 (P < 0,05).
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Poleg relativne mase jeter smo spremljali tudi serumske koncentracije oz. aktivnost

8tirih  jetrnih  encimov: aspartat aminotransferaze (s-AST), alaninske aminotransfera-
ze (s-ALT), gamaglutamil transferaze (s-y-GT) in laktat dehidrogenaze (s-LDH). Tako pri
devet kot 22 dni starih zivalih serumske koncentracije jetrnih encimov v poskusnih skupinah
niso bile statisticno poviSane v primerjavi s kontrolno skupino (P > 0,05), kot je razvidno iz
tabele 3. Koncentracija s-y-GT je bila prenizka, da bi s svojo metodo lahko zaznali razlike

(vrednosti so bile ve€inoma 0,00), zato te vrednosti v tabeli niso navedene.

Tabela 3: Relativha masa jeter in serumske koncentracije aspartat aminotransferaze (s-AST),
alaninske aminotransferaze (s-ALT) in laktat dehidrogenaze (s-LDH) devet in 22 dni starih
mladi¢ev podgan po posameznih poskusnih skupinah. Prikazane so povpreéne vrednosti £ SD ali
*mediana z IQR.

Table 3. Relative liver mass and serum concentration of aspartate aminotranspherase (s-AST),
alanine aminotranspherase (s-ALT) and lactate dehidrogenase (s-LDH) of rat offspring on PND 9 and
22 in the different experimental groups. Values are shown as the mean + SD or *median with IQR.

Parameter Starost PCB-169 PCB-155 PCB-155 + Kontrolna
(dn) PCB-169 skupina
(n) 9 (19) (19) (14) (22)
22 (19) 17) (14) (21)
relativna 9 3,41+0,19%"° 2,55+0,15%° 3,22+045%"° 2,49+ 0,17
masa 22 4,55+0,19* "¢ 3,84 +0,28%¢ 4,85+0,41%"° 3,81+0,52
jeter (%)*
s-AST 9 1,22+ 0,22 (9) 1,38 + 0,43 (8) 1,35 0,35 (4) 1,53 + 0,60 (13)
(mkat/L) 22 1,48 £ 0,73 (16) 1,59 + 0,41 (12) 1,47 £ 0,54 (12) 1,49 + 0,26 (21)
s-ALT 9 0,19 + 0,04 (9) 0,22 + 0,09 (8) 0,19 + 0,06 (4) 0,25 + 0,10 (13)
(mkat/L) 22 0,31 0,11 (16) 0,41 £ 0,06 (12) 0,31 0,06 (12) 0,46 0,09 (21)
s-LDH 9 *12,52 (8,32) (9) *11,53 (6,73) (8)  *12,19 (10,22) (4)  *14,64 (14,08) (13)
(Mkat/L)* 22 *9,80 (11,55) (16)  *12,20 (4,77) (12)  *8,91(6,24) (12)  *11,97 (7,55) (21)

Za ugotavljanje znacilnosti razlik med poskusnimi skupinami (P < 0,05) smo uporabili enosmerni test
ANOVA s post hoc testom Bonferroni (devet dni stari mladi€i) ali Tukey (22 dni stari mladici) ali test
Kruskal-Wallis* s post hoc testom Mann-Whitney. ® — znagilne razlike v primerjavi s kontrolno skupino,
b _ znagilne razlike v primerjavi s skupino PCB-155, ° — znadilne razlike v primerjavi s skupino
PCB-169, “— znagilne razlike v primerjavi s skupino PCB-155 + PCB-169.

(n) — Stevilo vzorcev (pri jetrnih encimih so napisani ob navedenih vrednostih), dn — starost mladicev v
dneh.

The statistical significance of differences between groups (P < 0.05) was anaI}/zed by one-way
ANOVA, followed by the post hoc test Bonferroni’'s (PND 9) or Tukey (PND 22), or “by Kruskal-Wallis
test, followed by the Mann-Whitney test when appropriate. ® - significantly different from control group,
b significantly different from the PCB-155 group, © - significantly different from the PCB-169 group, 4.
significantly different from the PCB-155+169 group.

(n) — number of samples (for the liver enzymes numbers are written next to their values), (dn) — PND.
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4.3 Vpliv kongenerjev PCB na telesno maso mladicev

V €lanku smo porocali, da med poskusnimi skupinami ni bilo statisticno znacilnih razlik
v Stevilu mladiev ob skotitvi ter med deleZzem samcev in samic (Gro3elj in sod., 2014). Masa
mladiCev je ob skotitvi znasala povpre¢no 6,83 £ 0,64 g. Deveti dan so bili mladici vseh treh
poskusnih skupin statisticno znacilno lazji kot mladi¢i kontrolne skupine, poleg tega so bili
mladici, izpostavljeni PCB-169 ter meSanici PCB-155 in PCB-169, statisticno znacilno lazji
kot mladici, izpostavljeni PCB-155. 22. dan so bili mladici, izpostavljeni PCB-169, ter mladiéi,
izpostavljeni mesanici PCB-155 in PCB-169, statisticno znacilno laZji kot mladi€i kontrolne
skupine in mladici, izpostavljeni PCB-155.

Nizja telesna masa je bila posledica zmanjSanega dnevnega telesnega prira-
sta (Brankovi€ in sod., 2016). Od devetega dneva starosti naprej je bilo naras€anje telesne
mase mladi¢ev v skupinah PCB-169 in PCB-155 + PCB-169 nizje kot v skupini PCB-155 in
kontrolni skupini (slika 13A). Ker med zgodnjim postnhatalnim obdobjem podgane telesna
masa ne nara$Ca linearno (Ost'adalova in Babicky, 2012), smo pri mladi¢ih za dolocitev
vzorca hitrosti rasti po dneh izraunali dnevne priraste telesne mase (slika 13B). V kontrolni
skupini in skupini PCB-155 smo opazili prvi vrh v dnevnih prirastih okrog desetega dne po
skotitvi (PND), ki mu je sledil padec med 16. in 18. PND, kar sovpada z obdobjem
nezadostne oskrbe z materinim mlekom in prehodom na trdno hrano (Ost'adalova in
Babicky, 2012). Temu je sledil drugi vrh v dnevnih prirastih telesne mase. V skupinah
PCB-169 in PCB-155 + PCB-169 sta bila vzorca dnevnih prirastov spremenjena. V obeh
skupinah smo najprej opazili rahel padec v dnevnem prirastu telesne mase okrog petega
PND. Po prvem vrhu prirasta, ki je v skupini PCB-169 zaostajal glede na preostale poskusne
skupine (okrog 13. PND), je sledilo obdobje zmanjSanih dnevnih prirastov med 15. in
20. PND, brez drugega vrha po 18. PND.
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Slika 13: (A) Telesna masa (srednja vrednost * SEM) in (B) dnevni prirast, ki je prikazan kot
povpre¢no dnevno povecanje telesne mase mladiCev podgan Wistar po posameznih poskusnih
skupinah od dneva 0 do 22. PND (Brankovi¢ in sod., 2016).

Figure 13: (A) Body mass (mean + SEM) and (B) the growth rate, which was expressed as the
average daily increase in the body mass of Wistar rat offspring in the different exposure groups from
day O to PND 22 (Brankovic€ et al., 2016).

4.4 Vplivi kongenerjev PCB na rast stegnenic mladicev

Za oceno dolzZine in Sirine stegnenic devet dni starih mladiev smo uporabili kljunato
merilo, parametri so prikazani v tabeli 4. Dolzina in Sirina stegnenic razlicnih poskusnih
skupin se nista razlikovali (P = 0,091 in P = 0,202). Podobno nismo ugotovili statisti¢nih razlik
niti pri korekciji na telesno maso. Pri razmerju dolzine oziroma Sirine stegnenice s telesno
maso je bil P = 0,086 oz. P = 0,064.

Dolzino in Sirino stegnenic 22 dni starih mladi¢ev smo izmerili s slik mikroCT, rezultati
meritev so navedeni v tabeli 4. DolzZina in Sirina stegnenice sta bili v skupini PCB-169
statisticno znacilno zmanjSani v primerjavi s kontrolno skupino (P < 0,05) in skupino
PCB-155 (P < 0,001 pri dolzini in P < 0,05 pri Sirini), krajSe so bile tudi stegnenice mladiev v
skupini PCB-155 + PCB-169 v primerjavi s skupino PCB-155 (P < 0,05). Po prilagoditvi
vrednosti na telesno maso sta bila razmerje dolZine stegnenic na telesno maso in $irina
stegnenic na telesno maso statisti¢no znacilno poviSana v skupinah PCB-169 in PCB-155 +
PCB-169 v primerjavi s kontrolno skupino in skupino PCB-155 (P < 0,05). Dodatno smo
opazili, da sta bili v skupini PCB-155 znacilno poviSani dolzina in Sirina kosti v primerjavi s

kontrolno skupino (P < 0,05), vendar so te razlike izginile po prilagoditvi na telesno maso.
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Tabela 4: Dolzina in Sirina stegnenic devet in 22 dni starih mladi¢ev podgan po posameznih
poskusnih skupinah. Prikazane so povpre¢ne vrednosti + SD ali *mediana z IQR.

Table 4: The femur length and width of rat offspring on PND 9 and 22 in the different exposure groups.
Values are shown as mean + SD or *median with IQR.

Parameter Starost PCB-169 PCB-155 PCB-155 + Kontrolna

(dn) PCB-169 skupina
(n) 9 (18) (16) (13) (19)

22 (8) ) ) (8)
dolzina (mm) 9 *11,27 (0,59) *11,49 (0,47) *11,15 (1,03) *11,20 (0,65)

22 15,73+ 0,44*° 16,85+ 0,24*°" 1577 +0,95° 16,44 + 0,64
dolzina/telesna 9 *64,41 (4,27) *60,08 (5,94) *62,19 (21,55)  *61,88 (9,47)
ran%sa (mm/g) x 22 *33,58 (2,43)>" *28,16 (2,57)° *29,52 (12,05)*"  *28,14 (2,03)
girina 9 1,54 + 0,16 1,63 + 0,20 1,57 + 0,17 1,66 + 0,19
(mm) 22 1,86 + 0,15%"° 2,08 +0,16° 1,94 + 0,26 2,06 +0,16
Sirina/telesna 9 *8,83 (1,31) *8,47 (1,32) *9,07 (2,02) *9,42 (2,77)
masa (mm/g) x 22 *4,03 (0,31) *3,66 (0,04) *3,95 (0,90) *3,60 (0,26)

100

Za ugotavljanje znacilnosti razlik med poskusnimi skupinami (P < 0,05) smo uporabili test Kruskal-
Wallis s post hoc testom Mann-Whitney. ® — znadilne razlike v primerjavi s kontrolno skupino, b_
znadilne razlike v primerjavi s skupino PCB-155, ©—znagilne razlike v primerjavi s skupino PCB-169, d
—znacilne razlike v primerjavi s skupino PCB-155 + PCB-169.

(n) — Stevilo vzorcev, (dn) — starost mladi€ev v dneh.

The statistical significance of differences between groups (P < 0.05) was analyzed by Kruskal-Wallis
test, followed by the Mann-Whitney test. 2 - significantly different from control group, ” - significantly
different from the PCB-155 group, °© - significantly different from the PCB-169 group, d. significantly
different from the PCB-155+169 group.

(n) — number of femurs, (dn) — PND.
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4.5 Vpliv kongenerjev PCB na geometrijo precnega preseka stegnenic
22 dni starih mladicev

Parametre pre¢nega preseka v srednjem delu diafize stegnenic 22 dni starih mladicev
smo izmerili in izraCunali s slik mikroCT, podatki so predstavljeni v tabeli 5. Geometrija
preCnega preseka je bila ve€inoma prizadeta pri mladi€ih, izpostavljenih PCB-169, saj smo
pri tej skupini opazili statisticno znacilno zmanj$an endostalni in periostalni obseg (ENDO in
PERI), zmanjSano povrSino preseka celotne kosti (tCSA) in zmanjSano povrsino preseka
mozgovne votline v primerjavi s kontrolno skupino (P < 0,05) in skupino PCB-155
(P < 0,003). Podobno je bil zmanjSan tudi zunaniji in notranji polmer kortikalne kostnine v
skupini PCB-169 v primerjavi s kontrolno skupino (P < 0,05) ali skupino PCB-155
(P < 0,003). Povrsina, debelina in gostota kortikalne kostnine se med poskusnimi skupinami
nista razlikovali (P =0,230, P = 0,526 in P =0,611), zato tudi razmerje med velikostjo
kortikalnega in celotnega preseka (ctCSA/tCSA) ni bilo spremenjeno (P = 0,925). Na sliki 14
so prikazani primeri slik uCT stegnenic vseh $§tirih poskusnih skupin, ki kazejo spremembe

v geometriji pre€nega preseka v srednjem delu diafize.
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Tabela 5: Geometri¢ni parametri pre€nega preseka stegnenic 22 dni starih mladi¢ev podgan po
posameznih poskusnih skupinah. Prikazane so mediane z IQR.

Table 5: Femur cross-sectional geometrical parameters of rat offspring on PND 22 in the different
exposure groups. Values are shown as median with IQR.

Parameter PCB-169 PCB-155 PCB-155 + Kontrolna
PCB-169 skupina

(n) (8) (7) (7) (8)

endostalni obseg 5,36 (0,38)*° 6,10 (0,41)° 5,85 (1,30) 5,80 (0,66)

(mm)

periostalni obseg 6,17 (0,61)*° 6,94 (0,51)° 6,50 (1,79) 6,64 (0,88)

(mm)

tCSA (mm?) 2,89 (0,61)*" 3,77 (0,60)° 3,26 (1,78) 3,43 (1,04)

CtCSA (mm?)* 0,72 (0,36) 0,98 (0,13) 0,65 (0,53) 0,93 (0,31)

povrsina 2,13 (0,33)*" 2,76 (0,40)° 2,61 (1,02) 2,49 (0,73)

mozgovne votline

(mm?)

CtCSA/tCSA (%) 23,71 (9) 26,35 (2) 25,96 (5) 25,90 (2)

notranji polmer
(mm)

0,824 (0,063)*"

0,937 (0,069)°

0,911 (0,193)

0,891 (0,125)

zunanji polmer

0,958 (0,102)*"

1,095 (0,088)°

1,019 (0,286)

1,046 (0,155)

(mm)

debelina
kortikalne
kostnine (um)

126,65 (59,2) 154,70 (11,0) 120,70 (55,6) 149,30 (32,2)

gostota kortikalne
kostnine (a. e.)

152,79 (90,30) 215,61 (6,42) 194,93 (33,37) 180,85 (74,83)

Za ugotavljanje znacilnosti razlik med poskusnimi skupinami (P < 0,05) smo uporabili test Kruskal-
Wallis s post hoc testom Mann-Whitney ali enosmerni test ANOVA' s post hoc testom Bonferroni. & —
znacilne razlike v primerjavi s kontrolno skupino, ®_ znagilne razlike v primerjavi s skupino PCB-155,
¢ znacilne razlike v primerjavi s skupino PCB-169.

CtCSA — povrSina preseka kortikalne kosti, tCSA — povrSina preseka celotne kosti, a. e. — arbitrarna
enota, (n) — Stevilo vzorcev, (dn) — starost mladi¢ev v dneh.

The statistical significance of differences between groups (P < 0.05) was analyzed by Kruskal-Wallis
test, followed by the Mann-Whitney test or by one-way ANOVA®, followed by the Bonferroni’s post hoc
test. © - significantly different from control group, b significantly different from the PCB-155 group, © -
significantly different from the PCB-169 group.

CtCSA — cortical cross-sectional area, tCSA — total cross-sectional area, a. e. — arbitrary unit, (n) —
number of femurs, (dn) — PND.
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PCB-169 PCB-155

PCB-155+169 KONTROLA

Slika 14: p-CT-slike precnega preseka stegnenic primerkov vseh stirih poskusnih skupin
v srednjem delu diafize. Slike so zajete natanko na polovici kosti (50 % pro¢ od obeh okrajkov).
Parametri pre€nega preseka (periostalni/endostalni obseg, povrSina celotne kostiimozgovne votline)
so zmanj8ani v skupini PCB-169 v primerjavi s kontrolno skupino in skupino PCB-155 (Brankovi¢ in
sod., 2016).

Figure 14: Representative cross-sectional microCT images of the femur mid-diaphysis in differently
exposed groups. Femur mid-diaphysis cross-sections were taken at 50% of the total bone length.
Geometrical cross-sectional parameters (perimeters, total/lbone marrow area) were reduced in the
PCB-169 group compared to control and PCB-155 groups (Brankovi¢ et al., 2016).

4.6 Vplivi kongenerjev PCB na morfometrijo stegnenic mladicev

Za histomorfometricno analizo preparatov stegnenic devet in 22 dni starih mladiCev
podgan smo uporabili tkivhe rezine, obarvane s HE in TM, in rezine, na katerih smo
ugotavljali aktivnost TRAP. Pri devet dni starih mladi€ih je sekundarni osifikacijski center
v distalni epifizi prisoten oz. v nastajanju, vendar Se ni obSirno razvit. Mezenhimalni brsti¢
s krvnimi zilami in osteoprogenitornimi celicami je Ze vstopil v epifizo in aktiviral okolne
hondrocite (vidimo njihovo nabrekanje). Vecina hondrocitov v distalni epifizi je Se vedno
v fazi mirovanja (slika 15).

V distalnem okrajku stegnenice 22 dni starih Zivali je sekundarno osifikacijsko sredisce

Ze mocno razsirjeno, epifiza je ve€inoma osificirana, v ERH so prisotne vse cone (slika 16).
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osifikacijsko
‘ srediE;‘.e

Slika 15: Distalni okrajek stegnenice devet dni stare podgane v fazi enhondralne osifikacije. Na
slikah vidimo nastajanje sekundarnega osifikacijskega srediS¢a, vdor mezenhimalnega brstica
v distalno epifizo in aktivacijo hondrocitov, ki so radiarno najblizje temu srediS¢u. Bolj oddaljeni
hondrociti so $e vedno v fazi mirovanja. (A) HE, Stirikratna pove€ava objektiva, (B) na sliki vidimo tudi
distalni ERH, barvanje s TM, dvakratna pove¢ana objektiva.

Figure 15: Femur distal extremity of rat offspring on PND 9, endochondral ossification. The secondary
ossification centre can be seen with blood vessels and connective tissue cells invasion and
chondrocyte activation (close to the ossification centre). Surrounding chondrocytes are still in the
resting phase. (A) HE, 4x objective. (B) Distal ERH can also be seen. Toluidine blue staining, 2x
objective.

hipertrofirani hondrociti

% sekundarno 7.7 %
% » osifikacijsko Fafaiy
redisée g
—r—

Slika 16. Distalni okrajek stegnenice 22 dni stare podgane v fazi enhondralne osifikacije.
Distalni okrajek je veCinoma ze osificiran, hondrociti so prisotni v ERH in pod sklepnim hrustancem.
HE, dvakratna povecava objektiva.

Figure 16. Femur distal extremity of a rat offspring on PND 22, endochondral ossification. Distal
extremity is mostly ossified, chondrocytes are present in the epiphyseal growth plate and radially
under the articular cartilage. HE, objective magnification x2.
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4.6.1 Histomorfometricne lastnosti distalnega epifiznega rastnega
hrustanca (ERH)

Za histomorfometricne meritve distalnega ERH in njegovih con proliferacije in
hipertrofije s kalcifikacijo smo uporabili rezine, obarvane s HE. Vsi rezultati so predstavljeni
v tabeli 6.

Zaradi nepopolne razvitosti sekundarnega osifikacijskega centra v distalni epifizi
stegnenice pri devet dni starih mladiCih (slika 15) pri njih nismo mogli izvesti meritev
distalnega ERH. Pri 22 dni starih mladi¢ih med poskusnimi skupinami ni bilo statisticno
znacilnih razlik v viSini distalnega ERH (P = 0,059). Pri devet dni starih Zivalih je bila
v skupinah PCB-169, PCB-155 in PCB-155 + PCB-169 razdalja med proksimalnim in
distalnim rastnim hrustancem (razdalja inter-ERH) manjSa kot v kontrolni skupini (P < 0,05),
medtem ko je bila pri 22 dni starih mladi€ih razdalja inter-ERH v skupinah PCB-169 in PCB-
155 + PCB-169 manjSa kot v kontrolni skupini (P < 0,05) in skupini PCB-155 (P < 0,002).

V celi¢ni arhitekturi ERH pri devet dni starih mladi¢ih ni bilo mogoce opaziti sprememb,
ugotovili pa smo razlike v obseznosti con. Cona proliferacije (PZ) je bila znacilno znizana
v skupini PCB-155 + PCB-169 v primerjavi s kontrolno skupino ter skupinama PCB-155 in
PCB-169 (P < 0,05), medtem ko je bila viSina cone hipertrofije s cono kalcifikacije (HZ)
znizana v skupinah PCB-169, PCB-155 + PCB-169 in PCB-155 v primerjavi s kontrolno
skupino (P < 0,05). Predvsem na podlagi znizanja con hipertrofije s kalcifikacijo smo ugotovili
trend poveCanega razmerja med cono proliferacije in conama hipertrofije s kalcifikacijo
(PZ/HZ) v skupinah PCB-155 in PCB-169 (P < 0,005) v primerjavi s kontrolno, medtem ko je
bilo znacilno poviSano razmerje v skupini PCB-169 v primerjavi s skupino PCB-155 +
PCB-169 (P < 0,05).

Pri 22 dni starih mladi¢ih v conah ERH nismo opazili sprememb v obliki celic.
V nasprotju z devet dni starimi mladici sta bili v vseh poskusnih skupinah HZ obseznejsi kot
PZ. Visina PZ je bila znizana v skupini PCB-169 v primerjavi s kontrolno skupino (P < 0,001),
skupino PCB-155 (P < 0,003) in skupino PCB-155 + PCB-169 (P < 0,05), medtem ko se
viSina HZ in razmerje PZ/HZ med poskusnimi skupinami nista razlikovala (P = 0,838 in P =
0,071).
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Tabela 6: Histomorfometricni parametri ERH v stegnenici devet in 22 dni starih mladic¢ev
podgan po posameznih poskusnih skupinah. Prikazane so povpre¢ne vrednosti £ SD ali *mediana
z IQR.

Table 6: Epiphyseal growth plate histomorphometric parameters in the femur of rat offspring on PND 9
and 22 in the different exposure groups. Values are shown as the mean £ SD or *median with IQR.

Parameter Starost PCB-169 PCB-155 PCB-155 + Kontrolna
(dn) PCB-169 skupina
(n) 9 (12) 9) ) (12)
22 (15) (14) (13) (10)
visina ERH 22 569,71 + 50,13 610,43 + 34,09 604,59 + 45,71 602,50 + 39,36
(um)
med-ERH 9 6,65 (0,65)° 6,84 (0,24)° 6,522 (0,804)% 7,068 (0,394)
razdalja (mm)* 22 *12,49 (0,34)*° *13,11 (0,29)°°  *12,005 (1,227)*°  *13,165 (0,502)
PZ (um) 9 327,28 +25,33°  337,85+2541° 288,55+30,20°™° 339,55+ 32,86
22 211,39 +28,58%” %  241,85+32,12° 231,68 + 21,40° 246,13 + 18,62
HZ (um) 9 252,23 +15,97° 266,63 +20,93% 260,51 + 2547°% 291,33 + 17,62
22 283,62 + 31,32 292,48 + 24,76 286,65 + 29,23 290,23 + 22,56
razmerje PZ/HZ 9 *1,26 (0,26)° *1,25 (0,21) *1,07 (0,11)° *1,16 (0,21)
22 0,75+ 0,07 0,83+ 0,14 0,82 0,11 0,85%0,10

Za ugotavljanje znacilnosti razlik med poskusnimi skupinami (P < 0,05) smo uporabili enosmerni test
ANOVA s post hoc testom Bonferroni ali testom Kruskal-Wallis' s post hoc testom Mann-Whitney. *—
znacilne razlike v primerjavi s kontrolno skupino, ®_ znagilne razlike v primerjavi s skupino PCB-155, °
—znacilne razlike v primerjavi s skupino PCB-169, 4_ znagilne razlike v primerjavi s skupino PCB-155
+ PCB-169.

ERH — epifizni rastni hrustanec, PZ — cona proliferacije, HZ — coni hipertrofije in kalcifikacije, (n) —
Stevilo vzorcev, (dn) — starost mladi¢ev v dneh.

The statistical significance of differences between groups (P < 0.05) was analyzed by one-way
ANOVA, followed by the Bonferroni’s post hoc test, or 1by Kruskal-Wallis test, followed by the Mann-
Whitney test when appropriate. ® - significantly different from control group, b significantly different
from the PCB-155 group, ° - significantly different from the PCB-169 group, 4. significantly different
from the PCB-155+169 group.

ERH - epiphyseal growth plate, PZ — proliferative zone, HZ — hypertrophic and calcified zones, (n) —
number of samples, (dn) — PND.

4.6.2 Volumenska gostota kostnih celic in kostnine

Stereometricno oceno stegnenic devet in 22 dni starih mladicev smo opravili na
rezinah, na katerih smo za identifikacijo osteoklastov ugotavljali aktivnost TRAP (tabela 7).
Pri devet dni starih mladi¢ih smo ugotovili, da je bil delez volumenske gostote scelne
kostnine (Vvyg) nizji v skupini PCB-155 + PCB-169 v primerjavi s kontrolno skupino
(P < 0,05) ter skupinama PCB-169 (P < 0,05) in PCB-155 (P < 0,001). Volumenski gostoti
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osteoklastov (Vvok) in osteoblastov (Vvog) nista bili spremenjeni (P = 0,092 in P = 0,593). Pri
22 dni starih zivalih se delez volumenske gostote scelne kostnine ni razlikoval med
poskusnimi skupinami (P = 0,284), prav tako ni bilo razlik pri volumenski gostoti osteoklastov
(Vvok) in osteoblastov (Vvog) (P = 0,950 in P = 0,512).

Tabela 7: Volumenska gostota scelne kostnine (Vvig), osteoklastov (Vvek) in
osteoblastov (Vvpg) v stegnenici devet in 22 dni starih mladiCev podgan po posameznih
poskusnih skupinah. Prikazane so povpre¢ne vrednosti + SD ali *‘mediana z IQR.

Table 7: Trabecular bone volume (Vvqg), osteoclast volume density (Vvok) and osteoblast volume
density (Vvog) of rat offspring femur on PND 9 and 22 in the different exposure groups. Values are
shown as the mean = SD or *median with IQR.

Parameter Starost PCB-169 (6) PCB-155 (6) PCB-155 + Kontrolna
(n) (dn) PCB-169 (6) skupina (6)
Wrg 9 *0,258 (0,064)  *0,302 (0,028) *0,184 (0,092)*>”°  *0,288 (0,08)
22 0,274 + 0,04 0,270 + 0,055 0,304 + 0,027 0,297 + 0,161
Wk 9 0,039 £ 0,007 0,030 £ 0,010 0,027 £ 0,012 0,039 + 0,009
22 0,035+ 0,013 0,037 £ 0,013 0,039 £ 0,014 0,039 + 0,011
VWos 9 0,124 + 0,007 0,134 + 0,019 0,136 + 0,041 0,148 + 0,023
22 *0,160 (0,07) *0,145 (0,05) *0,157 (0,04) *0,167 (0,02)

Za ugotavljanje znacilnosti razlik med poskusnimi skupinami (P < 0,05) smo uporabili enosmerni test
ANOVA s post hoc testom Bonferroni. ® — znadilne razlike v primerjavi s kontrolno skupino, ®_ znagilne
razlike v primerjavi s skupino PCB-155, ©—znacilne razlike v primerjavi s skupino PCB-169.

TB — scelna kostnina, OK — osteoklasti, OB — osteoblasti, (n) — Stevilo vzorcev, (dn) — starost mladiCev
v dneh.

The statistical significance of differences between groups (P < 0.05) was analyzed by one-way
ANOVA, followed by the Bonferroni’s post hoc test. ® - significantly different from control group, b
significantly different from the PCB-155 group, © - significantly different from the PCB-169 group.

TB — trabecular bone, OK — osteoclasts, OB — osteoblasts, (n) — number of samples, (dn) — PND.

4.7 Vplivi kongenerjev PCB na trdnost stegnenic 22 dni starih
mladicev

Za oceno trdnosti (biomehanike) stegnenic 22 dni starih mladi€ev smo uporabili
tritoCkovni preizkus na obmocju sredine diafize. Rezultati meritev so prikazani v tabeli 8. Pri
preizkusu se niso zlomili vsi vzorci (slika 17). Od devetih oziroma desetih vzorcev na
poskusno skupino so se ireverzibilno plastiéno deformirali (upognili) brez zloma dva vzorca v
skupini PCB-169, trije v skupini PCB-155, eden v skupinah PCB-155 + PCB-169 in dva v

kontrolni skupini. Test x2 je pokazal, da med poskusnimi skupinami ni razlik v delezu
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zlomljenih in nezlomljenih (plasticno deformiranih) kosti (P = 0,946, sp 3). Nezlomljene kosti
so bile izlo€ene iz nadaljnjih analiz.

Pri izmerjenih in izraCunanih parametrih trdnosti kosti med poskusnimi skupinami
nismo opazili razlik v maksimalni sili zloma (P = 0,130), premiku ob zlomu (P = 0,311),
togosti (P = 0,102), vztrajnostnem momentu (P = 0,054), napetosti (P = 0,636) in elasticnem
modulu (P = 0,224), kar je razvidno iz tabele 8.

Slika 17: Trito€kovni preizkus stegnenic: (A) primer zlomljene stegnenice in (B) primer plasti¢ne
deformacije stegnenice (Brankovi¢ in sod., 2016).

Figure 17: Three-point bending test of the femur. (A) A representative example of a broken femur and
(B) a femur plastic deformation (Brankovi€ et al., 2016).
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Tabela 8: Rezultati tritockovnega preizkusa diafize stegnenic 22 dni starih mladi¢ev po
posameznih poskusnih skupinah. Prikazane so mediane z IQR.

Table 8: The results of the three-point bending test of the femur mid-diaphysis of rat offspring on PND
22 in the different exposure groups. Values are shown as median with IQR.

Parameter (n) PCB-169 (6) PCB-155 (6) PCB-155 + Kontrolna
PCB-169 (6) skupina (6)
Stevilo nezlomljenih kosti 2 (0d 9) 3 (od 10) 1 (od 9) 2 (0od 10)
premik (mm) 1,28 (1,42) 0,81 (0,48) 0,94 (0,68) 0,85 (0,73)
kon¢na sila zloma (N) 17,45 (3,73) 14,20 (6,75) 13,55 (8,83) 14,46 (5,65)
togost (N/mm) 25,70 (24,39) 24,20 (21,54) 35,03 (55,95) 25,76 (38,86)
napetost (MPa) * 72,35 (35,05) 47,27 (13,14) 58,50 (28,10) 49,78 (15,05)
elastiéni modul (MPa)* 197,99 (184,35) 172,73 (141,34) 254,69 (203,86) 146,26 (82,84)
CSMI (mm*) 0,328 (0,206) 0,527 (0,106) 0,251 (0,281) 0,467 (0,261)

Za ugotavljanje znacilnosti razlik med poskusnimi skupinami (P < 0,05) smo uporabili enosmerni test
ANOVA ali test Kruskal-Wallis* s post hoc testom Mann-Whitney.
CSMI — geometrijski vztrajnostni moment pre¢nega preseka, (n) — Stevilo vzorcev.

The statistical significance of differences between groups (P < 0.05) was analyzed by one-way
ANOVA, or ‘by Kruskal-Wallis test, followed by the Mann-Whitney test when appropriate.
CSMI — cross-sectional moment of inertia, (n) — number of samples.

4.8 Vpliv kongenerjev PCB na serumske biokemicne kazalnike kostne
premene

Za oceno biokemic¢nih kazalnikov kostne premene v serumu devet in 22 dni starih
mladi¢ev smo uporabili encimsko-kolorimetricno metodo v avtomatskem kemi¢nem
analizatorju. Podatki meritev so povzeti v tabeli 9.

Analiza serumskih kazalnikov kostne premene pri devet dni starih mladi€ih ni pokazala
razlik v koncentracijah s-Ca (P = 0,088), s-PO, (P = 0,057) in aktivnosti SALP (P = 0,094).

V nasprotju z devet dni starimi mladiCi je analiza kostnih oznaevalcev pri 22. dnevu
pokazala nizje koncentracije s-PO, v skupinah PCB-169 in PCB-155 + PCB-169 v primerjavi
s kontrolnimi mladi¢i (P < 0,001) in skupino PCB-155 (P < 0,004). Podobno je bila tudi
aktivnost sALP nizja v skupinah PCB-169 in PCB-155 + PCB-169 v primerjavi s kontrolnimi
mladi€i (P < 0,05) in v skupini PCB-169 v primerjavi s skupino PCB-155 (P < 0,05). Tudi s-Ca
ni bil spremenjen (P = 0,054).
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Tabela 9: Raven serumskega kalcija (s-Ca) in fosfata (s-PO,) ter aktivnost nespecificne alkalne
fosfataze (sALP) pri devet in 22 dni starih mladi€ih podgan po posameznih poskusnih
skupinah. Prikazane so povpre¢ne vrednosti + SD.

Table 9: Serum calcium (s-Ca) and phosphate (s-PO,) level and total nonspecific alkaline
phosphatase (sALP) activity of rat offspring on PND 9 and 22 in the different exposure groups. Values

are shown as the mean + SD.

Parameter Starost PCB-169 PCB-155 PCB-155 + Kontrolna

(dn) PCB-169 skupina
(n) 9 (8) ©) ®3) (10)

22 17) (14) (13) (21)
s-Ca 9 2,56 + 0,22 2,74 +0,20 2,65+ 0,26 2,50 + 0,30
(mmol/L) 22 2,83+0,33 2,95+ 0,10 2,87 0,20 3,02 +0,11
s-PO, 9 3,08 + 0,40 3,23+ 0,26 3,47 £ 0,10 3,20 £ 0,20
(mmol/L) 22 2,86 + 0,49%" 3,55 + 0,22%¢ 3,16 + 0,36™" 3,74 £ 0,34
SALP 9 4,93 + 0,61 5,64 + 0,85 5,63 + 0,26 4,88 + 0,38
(ukat/L) 22 4,34 +0,77%° 5,01 + 0,68° 4,61+ 1,43° 5,49 + 0,97

Za ugotavljanje znadcilnosti razlik med poskusnimi skupinami (P < 0,05) smo uporabili test Kruskal-
Wallis test s testom Mann-Whitney. ® — znadilne razlike v primerjavi s kontrolno skupino, ® _ znaéilne
razlike v primerjavi s skupino PCB-155, ¢ — znacilne razlike v primerjavi s skupino PCB-169, 4 _
znacilne razlike v primerjavi s skupino PCB-155 + PCB-169.

(n) — Stevilo serumskih vzorcev, (dn) — starost mladi¢ev v dneh.

The statistical significance of differences between groups (P < 0.05) was analyzed by Kruskal-Wallis
test, followed by the Mann-Whitney test. 2 - significantly different from control group, ” - significantly
different from the PCB-155 group, °© - significantly different from the PCB-169 group, d. significantly
different from the PCB-155+169 group.
(n) — number of samples, (dn) — PND.

4.9 Vplivi kongenerjev PCB na biokemicno analizo kosti

Za biokemicno analizo levih stegnenic devet in 22 dni starih mladiCev smo uporabili
ICP-MS. Kljub zdruzevanju vzorcev devet dni starih mladiCev nam vzorcev tako majhnih in
mladih Zivali tehni¢no ni uspelo pripraviti tako, da bi lahko pridobili ustrezne in medsebojno
primerljive koncentracije kalcija in fosforja (v ve€ini zdruZzenih vzorcev so bile izmerjene
vrednosti kalcija in fosforja popolnoma poru$ene, enako velja za njuno razmerje (Dickerson,
1962)), zato rezultatov devet dni starih Zivali ne moremo navesti. Kosti teh Zivali so po sezigu

postale »mehur&asto« nabrekle, kar pri tem postopku ni obi¢ajno (slika 18).
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Slika 18: Stegnenice devet dni starih zivali v zarilnih lonékih po sezigu v zarilni peéi, ko so
postale »mehuréasto« nabrekle.

Figure 18: Femurs on PND 9 in quartz crucibles after their burning in a muffle furnace. The bones had
a »foamy« appearance.

Pri 22 dni starih mladi€ih so sezgane kosti ohranile obliko, pri nadaljnjem tretiranju pa
se je videlo, da so krhke in lomljive, saj so se brez teZav zdrobile v prah. Rezultati
biokemi¢ne analize parametrov anorganske snovi so prikazani v tabeli 10. Masa pepela je
bila v skupini PCB-169 nizja kot v skupini PCB-155 (P < 0,05), medtem ko masa pepela
glede na dolZino stegnenice med poskusnimi skupinami ni bila razlicna (P = 0,081). Pri masi
pepela, korigirani na dolzino stegnenice, je bila razlika med skupinama PCB-169 in PCB-155
na meji statisticne znacilnosti (P = 0,052). Koli¢ina kalcija v stegnenicah je bila v skupini
PCB-169 nizja kot v kontrolni skupini in skupini PCB-155 (P < 0,05). Razmerje med kalcijem

in fosforjem v kosti ni bilo razli¢no (P = 0,243).
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Tabela 10: Biokemi¢na analiza parametrov anorganske snovi stegnenice 22 dni starih mladic¢ev
podgan po posameznih poskusnih skupinah. Prikazane so mediane z IQR.

Table 10: Biochemical analysis of the parameters of inorganic femur content on PND 22 of rat
offspring in the different exposure groups. Values are shown as median with IQR.

Parameter (n) PCB-169 (6) PCB-155 (6) PCB-155 + Kontrolna
PCB-169 (6) skupina (6)

masa pepela (mg) 9,99 (5,95)° 21,86 (8,65)° 11,06 (11,16) 15,21 (14,76)

masa pepela/dolzina

stegnenice 0,64 (0,33) 1,30 (0,52) 0,71 (0,64) 0,94 (0,80)

Ca v pepelu (%) 25,75 (5,82)*° 30,92 (2,74)° 28,33 (3,10) 29,86 (3,94)

P v pepelu (%) 16,83 (1,20) 17,98 (1,70) 16,90 (1,88) 18,33 (2,43)

razmerje med Ca in

pt 1,58 (0,23) 1,67 (0,08) 1,66 (0,09) 1,71 (0,27)

Za ugotavljanje znacilnosti razlik med poskusnimi skupinami (P < 0,05) smo uporabili enosmerni test

ANOVA s post hoc testom Bonferroni ali testom Kruskal-Wallis' s post hoc testom Mann-Whitney. *—

znacilne razlike v primerjavi s kontrolno skupino, ®_ znagilne razlike v primerjavi s skupino PCB-155, ©
—zna-Cilne razlike v primerjavi s skupino PCB-169.

(n) — Stevilo vzorcev.

The statistical significance of differences between groups (P < 0.05) was analyzed by one-way
ANOVA, followed by the Bonferroni’s post hoc test, or 'by Kruskal-Wallis test, followed by the Mann-
Whitney test when appropriate. ® - significantly different from control group, b significantly different
from the PCB-155 group, ¢ - significantly different from the PCB-169 group.

(n) — number of samples.

Rezultate naSe Studije v poglavjih 4.3, 4.4 (22 dni stari mladici), 4.5, 4.7, 4.8 in 4.9 smo
objavili v ¢lanku z naslovom »Spremembe v geometriji, biomehaniki in vsebnosti kostnih
mineralov v stegnenicah juvenilnih podgan, povzro€ene s strani neplanarnega PCB-155 in/ali
planarnega PCB-169 (Alterations in Geometry, Biomechanics and Mineral Composition of
Juvenile Rat Femur Induced by Non-planar PCB-155 and/or Planar PCB-169)" v ameriski

reviji Environmental Toxicology (Brankovi¢ in sod., 2017).
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5 RAZPRAVA

V raziskavi smo prouCili u€inke dveh heksaklorobifenilov, planarnega PCB-169 in
neplanarnega PCB-155, individualno in v kombinaciji, na razvoj predpubertetnih dolgih kosti
pri sesnih mladi¢ih podgan Wistar. Morebitne ucinke smo spremljali z geometricnimi in
histomorfometri€nimi meritvami stegnenic ter z doloCanjem njihove mineralizacije in trdnosti.
Laktacijska izpostavitev dioksinu podobnemu PCB-169 je imela zaviralni u€inek na telesno
rast, rast stegnenic v dolZino in Sirino ter na mineralizacijo kosti. |zpostavitev PCB-169
v kombinaciji z dioksinom nepodobnim PCB-155 je povzroCila podobne, toda manj izrazite
zaviralne vplive kot individualna izpostavitev PCB-169, medtem ko se pri laktacijski
izpostavitvi PCB-155 nakazujejo spodbujevalni u¢inki na rast stegnenic.

Laktacijsko izpostavljenost mladi¢ev poskusnih skupin kongenerjem PCB smo potrdili
z visoko locljivo plinsko kromatografijo. Serumske koncentracije PCB-169 so bile nizje kot
koncentracije PCB-155 (GroSelj in sod., 2014), kar je priCakovano glede na koli¢ino vnesenih
odmerkov obeh kongenerjev. Koncentracije obeh kongenerjev v krvi mladiCev so bile zaradi
vzdrzevalnih odmerkov vi§je na 22. PND kot na deveti. Ta razlika v koncentraciji je bila
opazna predvsem pri bolj lipofinem PCB-169 in kaZe na njegov otezen (poCasnejsi) prehod
iz krvi mater v mleko in s tem v mladice, kar je bilo dokazano v predhodnih raziskavah vzorca
razporeditve ter izloCanja planarnih in neplanarnih kongenerjev PCB (Vrecl in sod., 1996;
Vrecl in sod., 2005). PCB-169 ima skoraj dvakrat vi§jo konstanto adsorpcije in priblizno
dvakrat niZjo konstanto desorpcije v primerjavi s PCB-155, kar se je opazilo po enkratnem
vhosu obeh kongenerjev, ko je bil visek izlo€anja PCB-169 v materino mleko med 10. in 20.
dnem po vnosu, medtem ko je bil visek koncentracije PCB-155 doseZen Ze okrog tretjega
dneva po vnosu (Vrecl in sod., 2005). Pri kombinirani izpostavitvi so bile pri 22. PND
koncentracije PCB-155 v serumu mladicev viSje, PCB-169 pa nizZje kot pri individualnih
izpostavitvah, kar nakazuje njuno medsebojno interakcijo in moznost kopi¢enja PCB-169 v
jetrih mater in tudi mladi¢ev. Zadnje domnevamo na podlagi (i) izsledkov predhodne
raziskave, v kateri so poroc€ali o znatno vec¢jem kopienju TCDD v jetrih miSi, ki so bile
soCasno z njo izpostavljene tudi visokemu odmerku neplanarnega PCB-153 (van Birgelen in

PCB-169 (tabela 3) in njihovih mater (Vrecl in sod., 2004).
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5.1 Vpliv PCB-155 in PCB-169 na rast mladicev

V predhodni raziskavi smo porocali o zniZzanju telesne mase v skupinah PCB-169 in
PCB-155 + PCB-169 v primerjavi s kontrolno skupino in skupino PCB-155 tako deveti kot
22. PND (Groselj in sod., 2014). Somatska rast je pri predpubertetnin mladicih, vklju€enih v
nado Studijo, primerljiva, saj spolne razlike v telesni masi postanejo oc€itne 3ele po 33. PND
(Gabriel in sod., 1992). Podobni vplivi na rast po izpostavitvi dioksinu so bili opisani pri
mladih odraslih podganah (Alaluusua in sod., 1993) ter tudi v asu razvoja in intenzivne rasti
pri podganah na 35. PND (Kattainen in sod., 2001; Miettinen in sod., 2002). Pri vi§jih
odmerkih dioksina so bili vplivi na telesno maso podgan ocitnejsi (Viluksela in sod., 2000). Z
nadaljnjimi analizami rezultatov smo ugotovili, da je niZja telesna masa posledica
spremenjenega vzorca v dnevnih prirastih telesne mase v prvih dneh postnatalnega zivljenja
(Brankovi€ in sod., 2016). V skupinah PCB-169 in PCB-155 + PCB-169 je bila nizja telesna
masa mladiCev posledica zmanjSanih dnevnih prirastov med 15 in 20. PND in odsotnosti
znacilnega drugega vrha v pridobivanju telesne mase po 18. PND (Ost'adalova in Babicky,
2012). O podobnih opazanjih so porocali tudi pri otrocih starSev, izpostavljenih PCB
(Patandin in sod., 1998; Larsen, 2006), in tudi pri podganah, ki so bile eksperimentalno
izpostavljene (i) TCDD individualno ali v kombinaciji z mesSanico PCB (Chu in sod., 2001), (i)
mesanici kongenerjev PCB (Bowers in sod., 2004; Ramajayam in sod., 2007; Chu in sod.,
2008) ali (iii) planarnemu PCB-126 (Lind in sod., 2000b; Lind in sod., 2004; Alvarez-Lloret in
sod., 2009). V na$i raziskavi individualna izpostavitev PCB-155 ni vplivala na pridobivanje
telesne mase (prirast) sesnih mladi¢ev, podobno tudi izpostavitev miladi¢ev podgan
Sprague-Dawley (S-D) neplanarnemu diorto-PCB-153 intrauterino ni imela vpliva na njihovo

telesno maso in dolZino nos—anus (Kobayashi in sod., 2008).

5.2 Vpliv PCB-155 in PCB-169 na rast stegnenic

Vpliv na rast in razvoj stegnenic smo ugotavljali z meritvami dolZine in Sirine stegnenic,
histomorfometricno analizo distalnega rastnega hrustanca in geometriCnimi meritvami

pre¢nega preseka srednjega dela diafize stegnenic.
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5.2.1 Devet dni stari mladici

Pri devet dni starih Zivalih iz razli¢nih poskusnih skupin pri merjenju z ro¢nim kljunatim
merilom nismo ugotovili znacilnih razlik v dolzini in Sirini celotne stegnenice. Absolutne mere
dolzine in Sirine stegnenic ter korekcija dimenzij na telesno maso mladiCev, s Cimer naj bi se
zmanijsal vpliv velikosti individualnih kosti (Lang in sod., 2005), niso bile statisticno znacilno

razlicne.

Meritve dolzine diafize stegnenic (razdalja med proksimalnim in distalnim ERH) pod
svetlobnim mikroskopom so pokazale krajSo dolzino diafiz v vseh poskusnih skupinah in s
tem nakazale zaviralni vpliv kongenerjev PCB na rast stegnenice v dolzino. Podobno so ti
kongeneriji vplivali tudi na dolzino spodnje C&eljustnice poskusnih zivalih (GroSelj in sod.,
2014). Krajsa diafiza v poskusnih skupinah je bila predvidoma posledica sprememb v conah
ERH, tj. znizanje debeline cone hipertrofije in kalcifikacije v vseh poskusnih skupinah,
dodatno pa je bila v skupini PCB-155 + PCB-169 znizana tudi cona proliferacije. Take
spremembe ERH lahko vodijo v zaostalo rast stegnenice (Freitas in sod., 2005). Spremembe
v conah ERH, Se posebej znizana cona proliferacije hondrocitov, so vplivale na nastanek
gobaste kostnine v diafizi pri devetem PND, saj ugotavljamo manjSi delez te kostnine pri
kombinirani izpostavitvi. Tudi nekaj predhodnih raziskav kaze podobne negativne
spremembe v gostoti trabekularne kostnine in rasti dolgih kosti v dolzino zaradi spremenjenih
znadcilnosti con rastnega hrustanca. Pri hipotiroidnih podganah nekateri raziskovalci poro€ajo
o krajSih golenicah in stegnenicah v primerjavi z evtiroidnimi kontrolnimi skupinami, o
znizanem ERH na radun 45-odstotnega zniZzanja cone proliferacije in 62-odstotnega zniZanja
cone hipertrofije, o odsotnosti epifizne trabekularne kostnine in generalizirani zaostalosti
endohondralne osifikacije Cetrtega ledvenega vretenca (L) (Freitas in sod., 2005). Podobno
je tudi izpostavitev TCDD pri podganah privedla do 32-odstotnega zmanjSanja volumenske
gostote gobaste kostnine (Vvyg) v proksimalni metafizi golenice in prizadela kostno premeno
(J&msa in sod., 2001).

Pri biokemicnih kazalnikih presnove kosti in volumenski gostoti osteoblastov v gobasti
kostnini nismo ugotovili znac€ilnih razlik med skupinami, zato sklepamo, da v tem obdobju Se
ni priSlo do opaznega vpliva PCB na osteoblaste. 1z rezultatov je razvidno, da so na ravni
svetlobne mikroskopije histomorfometricne spremembe zaznavne Ze deveti PND, vendar Se
niso zadostne, da bi se izrazile v znacilno krajSih stegnenicah. Glede na protokol tretiranja in

vzorec izlo€anja obeh kongenerjev v materino mleko (Vrecl in sod., 2005) lahko sklepamo,
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da je bil Cas izpostavitve mladiCev pri devetih PND prekratek. Poleg tega na podlagi svojih
meritev dolzine stegnenice in diafize menimo, da je za meritve dolzine in Sirine stegnenic

tako mladih Zivali metoda merjenja z ro¢nim kljunatim merilom premalo natan¢na.

5.2.2 22 dni stari mladici

Pri starejSih Zivalih, starih 22 dni, smo pri rasti kosti v dolZino ugotovili spremembe
v conah ERH v skupini mladiCev, izpostavljenih PCB-169, v primerjavi s kontrolno skupino in
skupino PCB-155, kar je vodilo do krajSih stegnenic, tj. nizjih absolutnih vrednosti.
MorfometriCna analiza ERH je pokazala precejSen vpliv PCB-169 na cono proliferacije in
man;jSi vpliv na cono hipertrofije, vendar samo pri individualni izpostavitvi. Poleg tega smo
opazili vpliv individualne izpostavitve PCB-155 na povecanje absolutne dolzine in Sirine
stegnenice. Pri korekciji na telesno maso to povecanje ni bilo ve¢ znadcilno, kar je skladno z
meritvami razdalje med obema ERH in obseznosti con ERH, glede na novej$Se porocilo
o ucginkih dveh dioksinu nepodobnih neplanarnih kongenerjev na osteoblaste (Herlin in sod.,
2015) pa naSih podatkov absolutnih dolzin ni mogoce prezreti. Pri apozicijski rasti kosti 22
dni starih mladiev v Sirino smo na slikah CT ugotovili oZje stegnenice (absolutne vrednosti)
in posledi¢no znizane vrednosti vecine drugih geometrijskin parametrov srednjega dela
diafize v pre€nem preseku v skupini mladiCev, izpostavljenih PCB-169, v primerjavi s
kontrolno skupino in skupino PCB-155. Podoben trend kot pri mladi€ih iz skupine PCB-169
se je nakazoval tudi pri mladiih iz skupine PCB-155 + PCB-169. Debelina kortikalne
kostnine na preseku srednjega dela diafize ni bila spremenjena in je v vseh skupinah

predstavljala 13,4-14,2 odstotka polmera stegnenice.

O zaviralnih uéinkih na rast dolgih kosti poro¢ajo tudi v predhodnih Studijah in vivo s
TCDD in planarnim PCB-126 pri razli¢nih sevih podgan (Lind in sod., 2000b; Jadmsa in sod.,
2001; Herlin in sod., 2010). Te Studije povezujejo spremembe na kosteh, povzroCene s
TCDD/dioksinom podobnim PCB, z aktivnostjo AhR. Podgane Han/Wistar (H/W) z mutiranim
AhR so manj dovzetne za vplive TCDD kot podgane Long-Evans (L-E) z normalno strukturo
tega receptorja (Miettinen in sod., 2005). 20-tedenska izpostavitev odraslih samic podgan
H/W in L-E razli¢nim odmerkom TCDD je povzrocila krajSe in oZje golenice pri obeh sevih in
krajSe stegnenice, zmanjSano celotno in kortikalno povrsino diafize golenice/stegnenice pri
sevu L-E, medtem ko so pri podganah H/W opazili samo zmanjSan endostalni obseg
golenice in stegnenice (Herlin in sod., 2010). Pri podobnem poskusu je bila rast golenice

podgan L-E prav tako prizadeta pri nizjih odmerkih TCDD (zmanjSanje povrSine kosti ter
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zunanjega in notranjega obsega kortikalne kostnine v pre€nem preseku diafize golenice) v
nasprotju s podganami H/W. Dodatno se je medularna povrSina zmanjSala pri obeh sevih,
kortikalna povrSina pa samo pri L-E v vidjih odmerkih (Jdmsa in sod., 2001). Pri obeh
raziskavah se je endostalni obseg izkazal kot obcutljivejSi za vplive TCDD kot periostalni
(JAmsa in sod., 2001; Herlin in sod., 2010). Krajde stegnenice skupaj z zmanjSano CSA in
obsegom so opazili pri mladih in odraslih podganah, izpostavljenih TCDD intrauterino pri 35.
in 70. PND (Finnild in sod., 2010), vendar so bile te spremembe reverzibilne. Podobno je
Miettinen s sodelavci izvedla tri razline raziskave o vplivu TCDD na razvoj kosti (Kattainen
in sod., 2001; Miettinen in sod., 2002; Miettinen in sod., 2005): (i) vpliv razliéno visokih
enkratnih odmerkov TCDD (vnesenih 15. dan brejosti (15. GD)) pri samicah 35. PND treh
razliénih linij podgan (A, B in C); (ii) vpliv enkratnega odmerka 1 ug/kg TCDD, vnesenega v
razliénih ¢asovnih obdobijih razvoja mladi¢ev podgan linije C (11., 13. ali 19. GD ali 0., 2. ali
4. PND) na mladi¢e 40. PND in (iii) nadaljnja raziskava, t.i. raziskava »follow-up«, prve
raziskave po letu dni (starost samic 52 tednov). Linija podgan A je imela AhR odporen na
TCDD, znaéilen za podgane H/W (Ahr™), linija B je imela odporen alel B", linija C pa je bila
brez odpornih alelov na TCDD, zato so imele zelo razli¢ne srednje letalne odmerke (LDsg) za
TCDD (> 2000 pg/kg, 410 pg/kg in 19 pg/kg v linijjah A, B oz. C). KrajSa dolzina golenic in
stegnenic in zmanjSana kortikalna povrsina kosti v pre€nem preseku je bila pri 35 dni starih
samic¢kah samo v najobéutljivejsi liniji C pri najvi§jem odmerku TCDD in v drugi raziskavi pri
intrauterini izpostavljenosti, manj pri laktacijski izpostavitvi (Miettinen in sod., 2005). Prav
tako so pri teh samicah opazili zmanjSano povrSino medularne votline ter zmanjSan obseg
golenice in stegnenice samo pri najviSjem odmerku. Pri razliénih €asovnih izpostavitvah
istemu odmerku (1 pyg/kg TCDD) sta bila pri 40 dni starih podganah znizana endostalni in
periostalni obseg v vseh obdobijih, razen periostalnega obsega pri samcih. V raziskavi po letu
dni se je veCina parametrov, ki so bili spremenjeni zaradi intrauterine izpostavitve ali prek
mleka, vrnila na kontrolno vrednost. Reverzibilnost spremenjenih parametrov, povzrocenih
s TCDD, kaze na popravilo poskodb, najverjetneje zaradi remodelacije kostnine, e se TCDD
odstrani iz telesa in ni novih naknadnih vnosov (Miettinen in sod., 2005). Podobne
reverzibilne spremembe pri mladi€ih podgan 35. PND, inducirane intrauterino in z laktacijsko
izpostavitvijo A1254 (Elabbas in sod., 2011b) ali meSanico onesnazeval, ki je vsebovala
14 kongenerjev PCB (Elabbas in sod., 2011a), kot so krajSe stegnenice/golenice, zmanjSana
povrSina celotnega in kortikalnega preCnega preseka ter obseg dolgih kosti, so izzvenele do
77.in 350. dneva starosti (Elabbas in sod., 2011a; Elabbas in sod., 2011b). Pri samicah
podgan S-D je razpolovni ¢as eliminacije TCDD priblizno 26 dni (Li in sod., 1995). Pri ljudeh
je razpolovni ¢as daljsi: pri TCDD priblizno 6,5-8,5 leta, pri PCB-169 pa 10-13 let (Ogura,
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2004). Obstajajo raziskave o ucinkih planarnega PCB-126 na kostno tkivo spolno zrelih
podgan, nismo pa uspeli najti objavljenih podatkov o ucinkih PCB na rast in geometrijo
(kortikalne) kosti sesnih in predpubertetnih mladi€ev podgan, izpostavljenih prek mleka. Pri
odraslih podganah S-D je Sest odmerkov PCB-126, prejetih i. p. v trimeseCnem obdobju,
povzroCilo zmanjSano povrSino pre€nega preseka in medularne votline nadlahtnic in
stegnenic (Lind in sod., 2000b), medtem ko isti avtor v dveh podobnih raziskavah nasprotno
poro¢a o povecani kortikalni debelini golenice pri odraslih podganah S-D, za medularno
povrsino pa ni podatka (Lind in sod., 1999; Lind in sod., 2004). Pri sesnih mladi¢ih podgan so
bili ze opisani podobni zaviralni vplivi PCB-169, individualno in v kombinaciji s PCB-155, ter
tem nasprotni vplivi PCB-155 na rast kraniofacialnega podro¢ja lobanje pri devetem in 22.
PND (GroSelj in sod., 2014). Nevrofacialne kosti lobanje razen sencnic okostenevajo s
primarno osifikacijo, podobno kot dolge kosti rastejo v Sirino z apozicijsko rastjo (Allen,
2003), v spodniji Celjustnici pa potekata oba tipa zakostenevanja (intramembransko v telesu
in vec€ini spodnjeceljustniéne veje in enhondralno v ¢vrSastem podaljsSku) (Kaufman, 1992).
Miadi¢i skupin PCB-169 in PCB-155 + PCB-169 so imeli 22. dan bolj okrogle glave, {j. krajSe
lobanje in spodnje Eeljustnice, kot mladici kontrolne skupine in skupine PCB-155 (GroSelj in
sod., 2014), kar je skladno tudi z drugimi raziskavami na lobanjah in spodnjih
Celjustnicah (Alaluusua in sod., 1993; Kattainen in sod., 2001; Lukinmaa in sod., 2001;
Miettinen in sod., 2002; Bowers in sod., 2004; Sholts in sod., 2015a; Sholts in sod., 2015b;).

Znizanje con ERH, ki ga povzro€a izpostavljenost PCB-169, individualno ali v
kombinaciji, kaze na zmanjSano zmozZnost enhondralne osifikacije v distalnem okrajku
stegnenice. Proliferacija hondrocitov ERH, ki omogoc&a rast kosti (podaljSevanje) v dolzino, je
vodena prek kompleksne mreze nutritivnih, celi¢nih, parakrinih (PTHrP, Ihh; BMPs, FGF) in
endokrinih (os GH-IGF-1, estrogeni, androgeni) dejavnikov (Shim, 2015) ter mora biti poleg
faze zorenja in konéne apoptoze hipertrofiranih hondrocitov natanéno koordinirana. Casovni
zamik katerekoli faze lahko vodi do motenj rasti kosti v dolzino (Sanchez in He, 2009;
Sanchez, 2010). GH in IGF-1 sta glavna spodbujevalca rasti kosti v dolzino, v predpubertetni
dobi pa sta poleg tega pomembna tudi pri mineralizaciji in pridobivanju kostne mase
(Giustina in sod., 2008). Na rast, razvoj in vzdrZzevanje optimalne strukture skeleta vplivajo
tudi estrogeni, direktno prek vezave predvsem na ERa ali posredno prek aktivacije osi rastni
hormon (GH)-IGF-1 (Borjesson in sod., 2013). Na vlogo estrogenov v predpubertetnem
obdobju kaZe tudi primerljiva raven izrazanja mRNA za ERa in ERB v osteoblastih,
osteoklastih in redkih osteocitih metafize golenice v predpubertetnem obdobju in po dosezeni

spolni zrelosti (van der Eerden in sod., 2004). V metafizi stegnenic 18 dni starih podgan
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poroajo o izrazanju mRNA za ER v osteoblastih trabekularne kostnine, nizka raven
izraZanja je bila Se v mezenhimskih celicah in osteocitih, medtem ko v hipertrofiranih
hondrocitih in osteoklastih ni bilo zaznavnega izrazanja (Windahl in sod., 2000). O izraZanju
ERa in ERB porocajo tudi v mirujoCih in proliferativnin hondrocitih proksimalnega ERH
golenice in distalnega ERH nadlahtnice podgan od skotitve do spolne zrelosti (Nilsson in
sod., 2002), medtem ko pri ljudeh navajajo poveCanje izraZzanja obeh oblik ER med
diferenciacijo osteoblastov (Rickard in sod., 1998).

Znano je, da PCB-169 povzro¢a antiestrogene ucinke prek vezave na AhR, vendar
natancen nacin delovanja od aktivacije AhR do antiestrogenih u€inkov $e ni znan. Domnevno
se z ligandom aktivirani AhR veze na specificna zaporedja DNA, t.i. hormonsko odzivne
elemente, vendar ne aktivira prepisovanja genov, odzivnih na estrogene; obenem pa fizi€no
onemogoci vezavo z ligandom aktiviranega ER na omenjena zaporedja DNA (Cooke in sod.,
2001). AhR se ubikvitarno izraza v ve€ organih, med drugim tudi v hondrocitih rastnega
hrustanca (Cedervall in sod., 2015), osteoblastih (Naruse in sod., 2002; Herlin in sod., 2015)
in osteoklastih (Korkalainen in sod., 2009; Yu in sod., 2014). AhR-signalne poti naj bi imele
vlogo tudi pri normalnem razvoju kosti, saj je bila diferenciacija osteoprogenitornih celic
kosthega mozga v zrele osteoblaste motena pri celicah brez AhR v primerjavi s celicami z
normalno ravnjo receptorja (Herlin in sod., 2013). Znane so interakcije med AhR in potmi, ki
vklju€ujejo ve€ jedrnih receptorjev (estrogenski, androgenski, glukokortikoidni receptorski
sistemi) (Brunnberg in sod., 2012). Dioksinu podobni PCB lahko delujejo antiestrogeno tudi
na druge nacine, npr. prek vpliva na aktivno obliko vitamina D (Li in sod., 1995; Nishimura in
sod., 2009), kar kaZe njihove razlicne nacine vplivanja na remodelacijo kosti prek AhR
(Herlin in sod., 2013). PCB bi lahko vplivali tudi na katerega od hormonov, katero od
signalnih molekul ali katerega od rastnih faktorjev, vklju€¢enih v proliferacijo in diferenciacijo
hondrocitov v ERH (parathormon/parathormonu sorodni peptid (PTHrP), Ihh, TGF-B, Runx2,
IGF-1, IGFBP, T,) (Alvarez-Lloret in sod., 2009; Sanchez, 2010), Ceprav pri TCDD tega niso
opazili (Cedervall in sod., 2015). TCDD namre¢ ni vplival na rast metatarzalnih kosti plodov
v kulturi, kar kaze na njegov sistemski in ne na neposreden lokalni vpliv na rast
kosti (Cedervall in sod., 2015).

Zaradi dokazanega izrazanja ER v mirujoCih in proliferativnih hondrocitih ERH dolgih
kosti podgane v postnatalnem obdobju (Nilsson in sod., 2002) lahko PCB vplivajo na rast
kosti v dolZino prek vpliva na hondrocite, Se posebej na njihovo proliferacijo. Nasprotno pa je

izrazanje ER v coni hipertrofije po skotitvi minimalno in se zviSa pozneje s starostjo, kar kaze
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na vliogo ER v tej coni Sele pri fuziji ERH, do katere pri podgani prihaja v pozni starosti
(Nilsson in sod., 2002). KrajSe stegnhenice zaradi sprememb v (conah) ERH so opisali pri
razvoju kosti hipotiroidnih podgan, pri katerih so prou€evali vlogo receptorja tiroidnega
hormona 31 (Freitas in sod., 2005). Podobno so krajSe golenice opazili pri misih, tretiranih z
E, ali selektivnim agonistom ERa, tj. hidroksifenilpropilpirazolom (PPT), pri katerih je bila
viina ERH prizadeta zaradi zniZane cone proliferacije in predvsem hipertrofije. Snovi naj bi
ucinkovale prek ERa, dokazali pa so tudi, da je supresija rasti kosti odvisna od selektivnosti

agonista ERa (Iravani in sod., 2017).

Pri apozicijski rasti kosti v Sirino se nova kostnina tvori na zunanjem obodu kosti,
razgrajuje pa na endostalni strani. S tem se povecujeta zunanji premer kosti in prostornina
mozgovne votline, hkrati pa se ohranja razmerje med kortikalno kostnino in premerom
medularnega kanala (Allen, 2003), Ceprav v obdobju rasti velikokrat pride do relativhega
veCjega poveCanja endostalnega polmera v primerjavi s periostalnim in se debelina
kortikalne kostnine celo stanjSa (Sharir in sod., 2008). Glede na znizane vrednosti zunanjega
in notranjega polmera in obsega ter celotne in mozgovne povrsine pri 22 dni starih mladi€ih
skupine PCB-169 v primerjavi s kontrolno skupino in skupino PCB-155 v svoji Studiji
ugotavljamo, da PCB-169 vpliva zaviralno tudi na apozicijsko rast kosti. V skladu s
predhodno raziskavo (Herlin in sod., 2015) predvidevamo, da je dioksinu podoben PCB-169
v koncentracijah, uporabljenih v naSem poskusu, deloval antiestrogeno na osteoblaste
periosta posredno prek AhR in s tem negativno vplival na tvorbo kosti (upocasnil rast) v
Sirino. Dodatno nam to nakazujejo meritve povrdine in debeline kortikalne kostnine, pri
katerih nismo ugotovili pove¢anih vrednosti, temvec trend zmanj$anja, pri skupinah PCB-169
in PCB-155 + PCB-169. Tudi poskusi na osteoblastih in vitro so pokazali, da TCDD in
dioksinu podobni PCB vplivajo na osteogenezo. TCDD ni vplival na njihovo proliferacijo,
ampak na oblikovanje zgoS¢enih vecceli¢nih skupkov na mestu osifikacije, ki so zasnova za
prihodnjo kost (Gierthy in sod., 1994). Med diferenciacijo osteoblastov je bilo izrazanje ALP,
ki se primarno kaze pred zaetkom mineralizacije, in osteokalcina (OCN), ki se izraza v zrelih
osteoblastih, znizano v celicah, izpostavljenih TCDD, dodatno pa je bilo zmanjSano tudi
odlaganje kalcija (Korkalainen in sod., 2009), kar kaze na zaviralne ucinke v fazi zorenja in
mineralizacije medceli€nine. Podobne ucinke v izrazanju oznacCevalcev osteoblastov skupaj
z aktivacijo oznacevalcev za AhR je povzrocila tudi tehnicha meSanica predvsem dioksinu
podobnih PCB in manj dioksinu nepodobnih PCB, tj. Al254, kar nakazuje zavrto
diferenciacijo v me$anici predvsem s strani dioksinu podobnih PCB, katerih u€inki prevliadajo
nad uginki dioksinu nepodobnih PCB (Herlin in sod., 2015). Cas izpostavitve A1254 med
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procesom diferenciacije osteoblastov se ni pokazal za relevantnega (Herlin in sod., 2015).
Zaradi znizanega Stevila vec&jedrnih pozitivnih celic TRAP in zmanj8ane povrSine resorpcije
kosti je TCDD domnevno vplival tudi na diferenciacijo osteoklastov v kulturi (Korkalainen in
sod., 2009), vendar kljub vplivom na velikost in mehani¢no trdnost resorpcija kosti ni bila
motena (llvesaro in sod., 2005). Drugih raziskav o vplivu PCB na osteoklaste nismo opazili.
Prav tako v svoji raziskavi nismo zaznali vpliva PCB na Stevilo osteoklastov, vendar vpliva na

njihovo aktivhost ne moremo izkljuciti.

Ceprav so v skupini PCB-155, kjer smo ugotovili znagilno daljSe stegnenice kot pri
zivalih v kontrolni skupini, te spremembe izzvenele pri pretvorbi na telesno maso, je kljub
temu treba omeniti spodbujevalne ucinke dveh dioksinu nepodobnih neplanarnih kongener-
jev PCB-19 (2,2',6) in PCB-52 (2,2',5,5") na diferenciacijo osteoblastov (Herlin in sod., 2015).
Podobno smo tudi pri Sirini kosti opazili trend pove€ane rasti. Rezultati ve¢ meritev kazejo
viSje srednje vrednosti v skupini PCB-155 (aritmetiéne sredine in mediane) v primerjavi s
kontrolno skupino in zelo majhno razpr§enost podatkov (majhne odklone) v skupini, kar kaze,
da PCB-155 ne zavira rasti, temve¢ ima nasproten vpliv kot kongener PCB-169. Spodbujanje
rasti stegnenic bi lahko pripisali estrogenemu delovanju PCB-155 z agonistiCho vezavo na
ER v hondrocitih ERH in osteoblastih, kar je v skladu s predhodnimi raziskavami (Geyer in
sod., 2000; Cooke in sod., 2001; Longo in sod., 2004; Dempster, 2008). Ker se ER pri
podgani izraza v hondrocitih in osteoblastih ze pred zaCetkom pubertete, bi lahko PCB-155
Ze v zgodnjem postnatalnem razvoju estrogeno vplival na rast v dolZino (torej na ERH oz.
njegove proliferativne hondrocite) direktno ali prek spodbujanja osi GH—-IGF-1 (Borjesson in
sod., 2013) ter v &irino direktno prek spodbujanja osteoblastogeneze in zaviranja apoptoze
zrelih osteoblastov v periostu (Shim, 2015). Ker nismo ugotovili sprememb na endostalni
strani kosti in v Stevilu osteoklastov, bi to lahko dodatno potrjevalo, da PCB-155 nimajo
estrogenega vpliva na osteoklaste (Shim, 2015). Slabo/mejno zaznani vplivi v tej starosti (22.
PND) bi lahko bili posledica nizkih uporabljenih odmerkov PCB-155, predpubertetnega
obdobja mladi¢ev (Borjesson in sod., 2013) ali Sibke vezave PCB-155 na ER in s tem nizke
ucinkovitosti (Cooke in sod., 2001). Da nismo zaznali estrogenih u¢inkov PCB-155 pri devet
dni starih mladi€ih, bi lahko pripisali starosti mladi¢ev (zgodnje postnatalno obdobje,
sekundarno osifikacijsko srediS¢e v epifizah stegnenice se Sele oblikuje). Redke raziskave
o vplivih dioksinu nepodobnih PCB pri mladi€ih so poroc€ale o (i) estrogenih in antiestrogenih
u€inkih PCB-153 na dolge kosti mladiCev koz, starih devet mesecev (Lundberg in sod.,
2006) (Ceprav so avtorji v naslednjem clanku te kontradiktorne rezultate pojasnili z

onesnazenjem njihovega PCB-153 z dioksinom (Gutleb in sod., 2010)), in (ii) spolno razli¢nih
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uCinkih PCB-153 na kosti (krajSa dolzina, zmanjSana mozgovna votlina) plodov ovac tik pred
jagnijitvijo (Gutleb in sod., 2010).

Pri mladicih, izpostavljenih kombinaciji PCB-155 + PCB-169, smo skoraj pri vseh
geometrijskih parametrih opazili niZje srednje vrednosti kot pri Zivalih v kontrolni skupini in
skupini PCB-155, vendar pa te razlike zaradi prevelike razprdenosti podatkov v skupini
PCB-155 + PCB-169 niso dosegle meje 95-odstotnega intervala zaupanja. Ker naj spol Zivali
med 20. in 40. PND Se ne bi vplival na razli¢no pridobivanje telesne mase (Gabriel in sod.,
1992) in dnevne priraste rasti distalnega rastnega hrustanca kozeljnice (Hansson in sod.,
1972), opazene razlike v rasti stegnenice v dolzino in Sirino kazejo vpliv uporabljenih

kongenerjev.

5.3 Vpliv PCB na mineralizacijo stegnenice podgan

Pri ugotavljanju vplivov PCB na mineralizacijo predpubertetne stegnenice podgan smo
se osredotoCili na aktivnost osteoblastov (posredno prek aktivnosti SALP), mineralno sestavo
anorganskega dela kosti in gostoto kortikalne kostnine. Ker so bile v ve¢ raziskavah
vrednosti sALP poviSsane na racun hepatotoksiCnosti in ne zaradi poveCane aktivnosti
osteoblastov (Jamsa in sod., 2001; Yilmaz in sod., 2006; Kutlu in sod., 2007; Pereira in Rao,

2007), smo dologili tudi aktivnost jetrnih encimov.

Od serumskih kazalnikov kostne premene smo v svojem poskusu znizano aktivnost
SALP in znizano vrednost s-PO, opazili samo pri starejsih, 22 dni starih, mladi€ih v skupinah
PCB-169 in PCB-155 + PCB-169 v primerjavi s kontrolno skupino in skupino PCB-155.
Analize pepela v vseh §tirih skupinah pa so po priCakovanjih pokazale nizjo koncentracijo
anorganske snovi v stegnenicah v primerjavi z odraslimi podganami (Prabhakara Reddy in
Lakshmana, 2003), kar potrjuje nedokon&ano mineralizacijo ter s tem bolj elasti¢ne in man;
trdne dolge kosti v mladostnem obdobju. Nizka vsebnost anorganskih snovi (Ceprav zaradi
prevelike razprSenosti podatkov v kontrolni skupini ni kazala statisticnih razlik) in kalcija v
kosteh v povezavi s serumskimi kazalniki kaZejo zmanjSano/zakasnelo mineralizacijo
stegnenic v skupini PCB-169 v primerjavi s kontrolno skupino (predvsem pa s skupino
PCB-155) (Brankovi¢ in sod., 2016). Vrednosti mase pepela, preraCunane na dolzino
stegnenice, so bile primerljive z absolutnimi vrednostmi mase pepela. NovejSa raziskava na

splo$ni populaciji ljudi je pokazala pomembno povezavo med serumsko koncentracijo PCB in
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krvnimi parametri, vklju¢no z zniZzano aktivnostjo sALP in koncentracijo fosfata (Serdar in
sod., 2014). Pri ovirani oz. zakasneli mineralizaciji sta proizvodnja in izlo¢anje kostne ALP iz
osteoblastov znizani ali nespremenjeni (Hermsen in sod., 2008; Nishimura in sod., 2009),
medtem ko so povidane vrednosti nespecificne sALP povezane predvsem s TCDD/PCB
mediirano hepatotoksi¢nostjo in ne s poviSano aktivnostjo osteoblastov. V zadnjem primeru
so poleg sALP poviSane tudi serumske koncentracije jetrnin encimov ALT in AST, kar
nakazuje poskodbe hepatocitov (Jdmsa in sod., 2001; Yilmaz in sod., 2006; Kutlu in sod.,
2007). Pri podganah, izpostavljenih vi§jim odmerkom TCDD, so poro€ali o zmanjSani masi
celotnega pepela kosti zaradi zmanjSane rasti oz. krajSih kosti in ne zaradi sprememb
v mineralizaciji (Jamsa in sod., 2001). Vsakodnevna i. p. izpostavitev odraslih samcev seva
Wistar dioksinu podobni meSanici A1254 v 30-dnevnem obdobju je povzrocila znizano
aktivnost kostne ALP in zviSano aktivhost TRAP v stegnenici, kar kaze na zaviranje
aktivnosti osteoblastov in aktivacijo osteoklastov, domnevno s strani reaktivnih kisikovih
zvrsti (ROS), nastalih pri oksidativnem stresu (Ramajayam in sod., 2007). Podobno je
enkratna i. p. izpostavitev samcev podgan TCDD poruSila ravnovesje med delovanjem
osteoblastov in osteoklastov, kar se je pokazalo z izgubo in hkrati povisano gostoto kostnine,
s tem pa pove€ano zrelostjo kosti (Lind in sod., 2009). TCDD je zaviralno ucinkoval na
mineralizacijo osteoida v fazi zorenja in mineralizacije medceli¢nine (i) pri migjih mladicih,
izpostavljenih prek mleka tako, da je povecal tvorjenje vitamina D (ki vpliva na mineralizacijo
osteoida prek absorpcije kalcija) in zmanjSal aktivnost osteoblastov, kar je vodilo v poviSane
kolicéine osteoida (Nishimura in sod., 2009), in (ii) med diferenciacijo osteoblastov iz
mezenhimskih mati¢nih celic in vitro, kot Ze omenjeno, pri apozicijski rasti kosti, z
zmanjSanjem odlaganja kalcija ter znizanjem ekspresije ALP in OCN v razli¢nih fazah tvorbe
kostnine (Korkalainen in sod., 2009). Prav tako je PCB-126 pri podganah prizadel proces
mineralizacije ter s tem sestavo in trdnost kosti, kar je opazno iz povecane koli¢ine organske

komponente in povrSine osteoida v golenici (Lind in sod., 1999).

Znizane koncentracije serumskega fosforja so pri sedem, 14 in 21 dni starih miSih,
laktacijsko izpostavljenih TCDD, povezovali tudi s povecanim izlo€anjem kalcija in fosforja
zurinom zaradi funkcionalnih poskodb ledvic in nepopolne reabsorpcije mineralov
(Nishimura in sod., 2009). Podgane, ki so intrauterino prejele enkratni odmerek TCDD, so
imele zmanjSano mineralno gostoto kosti pri 35. in 70. PND (Finnila in sod., 2010), medtem
ko pri dvomesecCnih samcih podgan enkratni odmerek TCDD ni vplival na mineralizacijo
golenice, spremenil pa je kemi¢no sestavo (fosfatne komponente) kosti na molekularni ravni
(Lind in sod., 2009).



J. Brankovi¢: Vplivi planarnega in neplanarnega heksaklorobifenila na razvoj stegnenice pri podganah.
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2017. Doktorska disertacija

Mineralna gostota (BMD) kortikalne ali trabekularne kostnine se v zadnjem casu
najveckrat dolo¢a s pomocjo periferne kvantitativne racunalniske tomografije (pQCT). V svoji
raziskavi gostote kortikalne kostnine zaradi tehniCnih zmoZnosti aparata uCT nismo mogli
odcitati neposredno, temve¢ smo jo naknadno odcitali s slik CT (pre¢ni presek sredine
diafize) 22 dni starih mladiev. Z meritvami nismo ugotovili statisticno znacilnih razlik med
poskusnimi skupinami, opazili pa smo trend nizje gostote v skupini PCB-169 in viSje gostote
v skupini PCB-155 v primerjavi z drugimi skupinami, kar se sklada z drugimi meritvami
mineralizacije in rasti stegnenic nasSe raziskave. Drugi raziskovalci so razlike v gostoti
kortikalne kostnine zaznali samo pri mladicih, starih 35 dni, pri odraslih pa ne ve€. Mineralna
gostota kortikalne kostnine je bila znizana samo pri najviSiem odmerku TCDD pri
najobdcutljivejsi liniji podgan pri intrauterini izpostavitvi (pri izpostavitvi samo prek mleka niso
zaznali razlik), vendar pa so se vrednosti najpozneje, ko so bile te podgane stare leto dni,
vrnile na raven kontrolne skupine (Miettinen in sod., 2005). Prav tako raziskovalci pri zivalih,
izpostavljenih TCDD ali PCB-126, v odrasli dobi niso zaznali razlik v BMD kortikalne kostnine
na dolgih kosteh okoncin (Lind in sod., 1999; Lind in sod., 2000b; Jamsa in sod., 2001),
poro€ali pa so o poveCani gostoti trabekularne kostnine (in ne kortikalne) v ledvenem

vretencu po trimesecni izpostavitvi odraslih podgan PCB-126 (Alvarez-Lloret in sod., 2009).

Pri jetrnih encimih v svoji raziskavi nismo opazili povidanih vrednosti v poskusnih
skupinah, zato zniZzane vrednosti sALP pripisujemo vplivu planarnega PCB-169, individualno
ali v kombinaciji s PCB-155, ki je zaviralno vplival na aktivhost osteoblastov in poleg rasti
ucinkoval tudi na mineralizacijo kosti, hkrati pa bi lahko posredno vplival tudi na izlo¢anje oz.
reabsorpcijo anorganskega fostata v ledvicah (Brankovi¢ in sod., 2016). Podobno kot pri
dolzini stegnenic smo pri vsebnosti pepela in kalcija v kosti najviSje vrednosti opazili v skupini
PCB-155, kar dodatno nakazuje njegov Ze prej predlagani spodbujevalni, tj. estrogeni,
ucinek. Domnevamo, da je vpliv PCB-169, individualno ali v kombinaciji s PCB-155, na
mineralizacijo stegnenic minimalen zaradi starosti prouCevanih zivali in kratkega obdobja od
izpostavitve do merjenja ucinkov. Edino SALP, ki pokaze trenutne procese v kosteh, je
nakazala zniZzano aktivnost osteoblastov, zato sklepamo, da bi spremembe, nakazane pri 22
dni starih mladiCih, postale znacilne pozneje pri starejSih zZivalih. Ledvice so eden glavnih
tarénih organov za organske spojine, kot so PCB, dioksini in furani, ki povzro€ajo poSkodbe
(vecjo prepustnost) predvsem v proksimalnih ledvi¢nih cevkah (Horvat in sod., 2015), zato bi

bilo v nadaljnjih raziskavah vplivov PCB smiselno spremljati tudi funkcijo ledvic.
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5.4 Vpliv PCB na trdnost kosti 22 dni starih Zivali

Zaradi svoje funkcije so kosti okoncin v glavnem zelo dolge (v primerjavi s Sirino) in
cevaste, vendar morajo prenesti obremenitve telesne teze in gibalne impulze, zato je njihov
mehanski odziv zelo pomemben, meritve biomehanike, ki to ugotavljajo, pa so kliniéno zelo
uporabne diagnosti¢ne metode. V svojem poskusu smo z meritvami razli¢nih intrinzi¢nih in
ekstrinzicnih parametrov biomehanike ugotavljali trdnost stegnenice (nhjene kortikalne
kostnine) na sredini diafize. Ker na biomehaniko kosti vplivajo lastnosti materialov, njena
geometrija in arhitektura, je treba rezultate teh meritev vedno razlagati skupaj z drugimi
parametri. Pri meritvah biomehanike smo imeli tezave z lomljenjem stegnenic. V vsaki
poskusni skupini smo imeli nekaj stegnenic, ki so se plasticno upognile brez meritveno
zaznavne in makroskopsko vidne razpoke. lIzkazalo se je, da elasticnost kosti (in
nezmoznost zloma) ni bila posledica vpliva PCB, ampak starosti Zivali, saj imajo 22 dni stare
podgane zelo elastiCno upogibne in premalo mineralizirane stegnenice za ugotavljanje
trdnosti s pomocdjo tritoCkovnega upogibnega testa (Brankovi¢ in sod., 2016). Pri devet dni
starih mladi€ih takega testa ne bi bilo mogole izvesti zaradi prekratkih kosti (prekratka
medsebojna razdalja med nosilcema kosti in giljotino) in premalo mineraliziranih (prevec
elasti¢nih) kosti. Verjetno zato v literaturi nismo uspeli najti podatkov o trdnosti stegnenic

Zivali, mlajSih od 35 dni.

Biomehani¢ni parametri zlomljenih stegnenic 22 dni starih mladiCev, pridobljenih
s tritockovnim preizkusom, se med poskusnimi skupinami niso razlikovali, kar ni presenetljivo
glede na to, da nismo opazili vedjih sprememb pri lastnosti materiala 0z. mineralizaciji
stegnenic (Brankovi¢ in sod., 2016). Nizji CSMI in trend vi§jih vrednosti elasticnega modula
materiala v skupinah PCB-169 in PCB-155 + PCB-169 nakazujeta vecjo togost stegnenic,
kar ni v skladu s podatki o rasti in mineralizaciji stegnenic. Mo¢no razprSeni podatki in
nezlomljene kosti v poskusnih skupinah prav tako kaZejo nekonsistentnost meritev. Korti-
kalna kostnina na mestu zloma bi morala predstavljati vsaj 33-odstotkov celotne povrSine
preCnega preseka kosti, da bi imeli vrednosti Youngovega modula znotraj 95-odstotnega
intervala zaupanja (v na$i raziskavi se je delez gibal okrog 25 odstotkov) (Beaupied in sod.,
2007). Zaradi navedenega predvidevamo, da so bile v nadem poskusu tudi stegnenice 22 dni
starih podgan premalo mineralizirane za meritve trdnosti s ftrito¢kovnim preizkusom
(Brankovi¢ in sod., 2016). NovejSa raziskava je pokazala, da je poveCana krhkost kosti
povezana z zmanjSanjem Kkristalizacije hidroksiapatita in vsebnosti kolagena, poviSano

razmerje med mineralno in kolageno komponento v kosti pa je dodatno povezano tudi
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s pove€ano napetostjo in elasticnim modulom (Bi in sod., 2016). Kljub naSim sklepom in
novim dognanjem v drugih raziskavah niso ugotovili sprememb v biomehaniki kosti pri
izpostavljenih mladi€ih (Lundberg in sod., 2006; Lind in sod., 2009) ali pa so razlike v navoru
zloma (ekstrinzi¢ni parameter) pripisali predvsem razlicnim Sirinam kosti (vpliv PCB-126) in
manj razlikam v trdnosti (Lind in sod., 2000b). Pri intrauterini in laktacijski izpostavitvi
PCB-153 in PCB-126 nista povzrocila sprememb v trdnosti in mineralni sestavi diafize
kra¢nic mladiev koz (Lundberg in sod., 2006), podobno tudi kratka izpostavitev TCDD pri
samcih podgan ni povzro€ila sprememb v biomehaniki (Lind in sod., 2009). Nizjo upogibno
trdnost in konéno silo zloma golenice so ugotovili pri 35 in 70 dni starih
podganah (intrauterina izpostavitev enkratnemu odmerku TCDD) (Finnila in sod., 2010) ter
pri golenici in stegnenici (ne pa na stegneni¢nem vratu in vretencih) odraslih samic L-E pri
kroniéni izpostavitvi TCDD (Herlin in sod., 2010). Vplivi TCDD na trdnost stegnenic so
izzveneli najpozneje, ko so bile zivali stare leto dni (Miettinen in sod., 2005). Zaradi razlik
med odzivnostjo razli¢nih (delov) kosti istih zivali znanstveniki v Studijah predlagajo uporabo
dolgih kosti (predvsem diafizo), saj naj bi bile te najprimernejSe za oceno ucinkov toksi¢nosti
prek AhR (Herlin in sod., 2010).

5.5 Vpliv kombinacije PCB-155 in PCB-169 na rast in mineralizacijo
stegnenic

Ker danes v okolju Se vedno lahko najdemo PCB v meSanicah, obenem pa literatura
pri poskusih vplivov individualnih kongenerjev PCB na laboratorijske ZzZivali omenja
podcenjenost njihovega medsebojnega vpliva (Arnold in sod., 1996), smo v svoji raziskavi
proudili tudi vpliv obeh kongenerjev v kombinaciji. Glede na svoje preliminarne raziskave
smo predvidevali zmanjSan vpliv PCB-169 na razvoj stegnenic v kombinaciji s PCB-155. Pri
ve¢ parametrih rasti in mineralizacije stegnenic smo dejansko opazili, da je bil vpliv
kombinacije PCB-155 in PCB-169 podoben vplivu individualno uporabljenega PCB-169, toda
manj izrazit (Brankovi¢ in sod., 2016). V nekaj primerih je bil vpliv kombinacije primerljiv z
vplivom PCB-169, uporabljenega individualno, pri vecini parametrov pa je bil nakazan trend
sicer podoben vplivu kongenerja PCB-169, vendar se razlike pri P < 0,05 niso pokazale kot
znacilne. Kljub niZjim srednjim vrednostim skupine PCB-155 + PCB-169 v primerjavi s tistimi
v kontrolni skupini so bili podatki v kombinirani skupini pri skoraj vseh parametrih prevec
razpr8eni za ugotovitev znacilnih razlik, ¢esar nismo opazili v drugih dveh poskusnih

skupinah z individualnimi vnosi.
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Na podlagi pridobljenih rezultatov predvidevamo interakcijo med kongenerjema
PCB-169 in PCB-155 pri u€inkovanju na kosti. Do razlik med vplivi kombinirane izpostavitve
in individualnima vnosoma kongenerjev bi lahko priSlo zaradi ze omenjene moznosti retencije
PCB-169 v prisotnosti dioksinu nepodobnega PCB-155 v jetrih mater in mladiCev in zaradi
razlicnega delovanja nasih dveh kongenerjev PCB. Podobne raziskave o farmakokineti¢nih
interakcijah med TCDD/dioksinu podobnim PCB-126 in dioksinu nepodobnim PCB-153 v
uporabljenih odmerkih (van Birgelen in sod., 1996b; van Birgelen in sod., 1996c¢; Lee in sod.,
2002; Chubb in sod., 2004). Taka opazanja in vrednosti koncentracije kongenerjev PCB, ki
smo jih izmerili v serumu 22 dni starih mladiCev in so pokazale priblizno 1,7-krat nizje
serumske koncentracije PCB-169 v kombinirani izpostavitvi s PCB-155 v primerjavi z
individualnim vnosom (Groselj in sod., 2014), nakazujejo ze predhodno omenjeno povecano
kopi¢enje PCB-169 v jetrih zaradi vpliva PCB-155, kar bi lahko prispevalo k manj izrazitim
uc¢inkom na kosteh, opazenih v skupini kombinirane izpostavitve (Brankovi¢ in sod., 2016).
Ker PCB-169 deluje antiestrogeno, PCB-155 pa, nasprotno, nakazuje estrogene ucinke, bi ta
razlicnost delovanja lahko dodatno prispevala k vplivu kombinirane izpostavitve PCB na
kosti, tako da bi bile spremembe v rasti in mineralizaciji manjSe, toda podobnejse

spremembam skupine PCB-169.
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6 SKLEPI

Laktacijska izpostavljenost planarnemu heksaklorobifenilu PCB-169 vpliva zaviralno na
biokemic¢ne (mineralizacijske), morfometricne, geometri¢ne in biomehani¢ne kazalnike
razvoja stegnenice pri podganjih mladic¢ih, medtem ko izpostavljenost neplanarnemu
heksaklorobifenilu PCB nima znacilnega vpliva na prej nastete kazalnike razvoja
stegnenice pri podganjin mladiih, vendar pa se je nekajkrat nakazal njegov
spodbujevalni vpliv. Zato lahko hipotezo 1 delno potrdimo (potrdimo v primeru
kongenerja PCB-169) in delno ovrzemo (ovrzemo v primeru kongenerja PCB-155).

Planarni PCB-169 ima vedji vpliv kot neplanarni PCB-155 na omenjene kazalnike
razvoja stegnenice. Zato lahko hipotezo 2 potrdimo.

Socasna izpostavitev kongenerjema PCB-169 in PCB-155 prek materinega mleka vodi
do zmanjSanega vpliva PCB-169 na morfometriéne, geometricne in biomehaniéne
parametre ter mineralizacijo stegnenic pri podganjih mladicih, saj je vpliv kombinacije teh

podoben vplivu PCB-169, toda manj izrazit. Zato lahko hipotezo 3 potrdimo.
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7 POVZETEK

PCB so sinteticne organoklorove spojine iz skupine cikli¢nih ogljikovodikov, ki so zelo
obstojni onesnazevalci okolja. V Sloveniji je v Beli krajini leta 1983 priSlo do mocCnega
oneshazenja s PCB. Njihova uporaba je od 80. let prejSnjega stoletja sicer prepovedana,
vendar so ti zaradi slabe razgradljivosti Se vedno prisotni v okolju. Tudi v Sloveniji njihovo
raven spremljamo z rednimi biomonitoringi. Ker so PCB lipofilni, se nabirajo v tkivih, bogatih
z mascobo, in se biomagnificirajo po prehranjevalni verigi, s tem pa vplivajo na ¢loveka in
zivali. Najbolj toksi¢ni so tisti dioksinu podobni planarni kongenerji PCB, katerih nacin
delovanja je podoben dioksinu. PCB v nose€nosti delno prehajajo skozi posteljico, iz
mascobe se lahko ponovno mobilizirajo med dojenjem in prehajajo v otroka, kar je glavni

prenos PCB z matere na potomce.

Namen naSe raziskave je bil prouditi vpliv dioksinu podobnega PCB-169 in dioksinu
nepodobnega PCB-155 individualno in v kombinaciji na razvoj stegnenic predpubertetnih
sesnih podgan Wistar, izpostavljenih PCB samo prek materinega mleka. Planarni
PCB-169 (3,3',4,4',5,5" in neplanarni PCB-155 (2,2',4,4',6,6") sta heksaklorobifenila. Dioksinu
podoben PCB-169 (TEF 0,03) je bolj lipofilen in presnovno obstojnejSi kot dioksinu
nepodoben PCB-155, ker kaze antiestrogensko aktivnost in domnevno deluje prek vezave
na AhR. PCB-155 je po zgradbi podoben E,, ima nizko afiniteto za AhR in nizko akutno
toksi¢nost. Njemu najbolj podoben PCB-153 ima dokazano estrogensko aktivnost. V Studijo
smo vkljucili petnajst samic podgan Wistar, ki so bile razdeljene v eno od &tirih poskusnih
skupin (PCB-169, PCB-155, PCB-155 + PCB-169 in kontrolno skupino). Intraperitonealno
smo jim v razliénih &asovnih razmikih po skotitvi vnesli kongenerja PCB, raztoplijena v
olivnem olju,. V celoti je prva skupina prejela 3 mg PCB-169/kg tm, druga 12 mg PCB-155/kg
tm ter tretja 3 mg PCB-169 in 12 mg PCB-155/kg tm. Kontrolna skupina je prejela olivno olje.
Testne Zivali so bili mladi¢i podgan, ki so sesali mleko pri materah in s tem prejeli PCB.
Koli¢ine zac€etnih in vzdrZzevalnih odmerkov in asovni postopek aplikacij so bili izbrani tako,
da je bila v celotnem obdobju izpostavljenosti dosezena primerljiva in konstantna raven obeh
kongenerjev PCB ter da so bili dani odmerki za matere in sesne mladice nizZji od letalnih.
Mladi¢e smo dnevno tehtali in Zrtvovali 9. in 22. dan po skotitvi. 1z oftalmi¢nega venskega
pleteza smo odvzeli vzorce krvi, nato pa odstranili in ocistili stegnenice za nadaljnje
raziskave. V vzorcih krvi smo dolo€ili koncentracijo PCB, sCa, s-PO,, aktivnosti SALP in

jetrnih encimov. Morfometri¢éne meritve stegnenic devet in 22 dni starih Zivali smo opravili na
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histolodkih rezinah, obarvanih s HE in TM, na katerih smo izmerili ERH in njegove cone
proliferacije, hipertrofije in kalcifikacije. Z encimsko histokemijo smo ugotavljali aktivnost
TRAP za stereometricno oceno scelne kostnine, osteoklastov in osteoblastov. Na
stegnenicah 22 dni starih Zivali smo opravili analize geometrije in trdnosti kosti. Geometrijo
stegnenic smo izmerili z aparatom mikro CT, trdnost pa preverili s tritoCkovnim upogibnim
preizkusom na univerzalnem stroju Instron 4301. Nazadnje smo pri stegnenicah devet in 22
dni starih mladiCev z masnim spektrometrom ICP dolo€ili maso pepela ter biokemiéno
vsebnost kalcija in fosforja v anorganski snovi. Rezultate smo statisticno obdelali s
programom SPSS z uporabo enosmernega statistiCnega testa analize variance (ANOVA) ali

neparametricnega Kruskal-Wallis testa.

Ugotovili smo poviSano relativno maso jeter v skupinah PCB-169 in PCB-155 +
PCB-169 pri obeh starostih brez poviSanih vrednosti jetrnih encimov. Nizja telesna masa v
skupinah PCB-169 in PCB-155 + PCB-169 je bila posledica spremenjenega vzorca in
zmanjSanega dnevnega telesnega prirasta mladiCev. DolZina stegnenice ni bila prizadeta pri
devet dni starih mladi¢ih, pri 22 dni starih pa je bila krajSa pri izpostavitvi PCB-169.
Geometrija preCnega preseka stegnenic 22 dni starih mladi€ev je bila zmanj$ana v skupini
PCB-169 (predvsem individualna aplikacija, manj v kombinaciji) zaradi manjSe Sirine in
povrSine preseka kosti (zmanjSana mozgovna votlina), medtem ko povrSina in debelina
kortikalne kostnine nista bili spremenjeni. Pri mladicih, izpostavljenih kombinaciji PCB-155 +
PCB-169, smo pri velini geometrijskin parametrov rasti v Sirino opazili nizje srednje
vrednosti, vendar so bili podatki v skupini preve razprdeni. V ERH je bila prizadeta
predvsem cona proliferacije in manj cona hipertrofije s kalcifikacijo. Pri devet dni starih
mladi¢ih sta bili znizani cona proliferacije v skupini PCB-155 + PCB-169 v primerjavi z
drugimi tremi skupinami in cona hipertrofije s kalcifikacijo v vseh poskusnih skupinah,
medtem ko smo pri 22 dni starih mladi¢ih lahko opazili le znizano cono proliferacije v skupini
PCB-169 v primerjavi z drugimi poskusnimi skupinami. Pri biomehani¢nem testu smo v vsaki
poskusni skupini imeli nekaj stegnenic, ki so se plasticno upognile brez loma, vendar je bilo
to posledica starosti in ne vplivov kongenerjev PCB, zato ugotavljamo, da so do vklju¢no 22.
dneva starosti stegnenice podgan premalo mineralizirane za izvedbo testa trdnosti kosti s
tritoCkovnim preizkusom. PCB-169 je individualno ali v kombinaciji s PCB-155 pri 22 dni
starih mladicih vplival na znizanje sALP in sPO, in v kosti znizal koli¢ino kalcija, kar nakazuje

motnje v procesu mineralizacije.
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Na podlagi pridobljenih rezultatov sklepamo, da je imela laktacijska izpostavitev
dioksinu podobnemu PCB-169 zaviralni uCinek na telesno rast, rast stegnenic v dolzino in
Sirino (vpliv na enhondralno in perihondralno osifikacijo) in mineralizacijo kosti. Izpostavitev
PCB-169 v kombinaciji z dioksinu nepodobnemu PCB-155 je povzroc€ila podobne, toda man;
izrazite, zaviralne vplive kot individualna izpostavitev PCB-169, medtem ko je laktacijska
izpostavitev PCB-155 povzrocCila komaj zaznavne estrogene ucinke na rast in mineralizacijo

stegnenic.
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8 SUMMARY

PCBs are synthetic organochlorines from the cyclic hydrocarbon group of chemicals
and are highly persistent environmental pollutants. In 1983, there was a major PCB
contamination in Bela Krajina. Most countries have banned their use since the 1980s;
however, due to their resistance to degradation, they remain in the environment. In Slovenia,
their levels are being regularly biomonitored. Due to their lipophilicity, they concentrate in fat-
rich tissues and thus biomagnify through the food chain and consequently affect humans and
animals. The most toxic PCBs are dioxin-like (co)planar congeners whose mechanisms of
action are comparable to that of dioxin. During gestation, PCBs transfer through the placenta
to some extent; afterwards they can be excreted from fat into milk during lactation and

transferred to an infant which represent the major transfer from a mother to offspring.

The aim of our study was to evaluate the effects of dioxin-like PCB-169 and non-dioxin-
like PCB-155 individually and in combination, on the femur development of prepubertal
suckling and weaning Wistar rats, exposed to PCBs solely through mothers' milk. Planar
PCB-169 (3,3,4,4',5,5") and non-planar PCB-155 (2,2',4,4',6,6") are hexachlorobiphenyls.
Dioxin-like PCB-169 (TEF 0.03) is more lipophilic and metabolically stable than the non-
dioxin-like PCB-155 because of its antiestrogenic activity and supposedly induced effects
through the AhR. PCB-155 is structurally similar to E,, has low AhR affinity and low acute
toxicity. Its most comparable congener PCB-153 has a documented estrogenic activity. We
included 15 female Wistar rats, assigned to one of the four experimental groups (PCB-169,
PCB-155, PCB-155 + PCB-169, and control). We administered PCBs, diluted in olive oil,
intraperitoneally at different time points after delivery. In total, Group 1 received 3 mg of
PCB-169 per kg bm, Group 2 received 12 mg of PCB-155 per kg bm and Group 3 received 3
mg of PCB-169 and 12 mg of PCB-155 per kg bm. The control group was administered olive
oil. The experimental animals were rat offspring that suckled mothers’ milk through which
they were exposed. The volume of the loading/maintenance doses and the time of the
application regime were determined to attain comparable and constant levels of both PCBs
throughout the complete experimental period and considering the fact that the administered
doses to be less than lethal. Offspring were weighted daily and sacrificed on PND 9 or 22.
Blood samples were collected from the ophtalmic plexus, and femurs dissected and cleaned
for further research. Serum levels of PCB, sCa, sPO, and sALP activity were determined

from the blood samples together with liver enzyme activity. Femur histomorphometrical
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measurements of the offspring on PND 9 and 22 were performed using HE and TB stained
histology resins and EGP with its proliferative, hypertrophic and calcified zones were
measured. Stereometrical evaluation of trabecular bone, osteoclasts and osteoblasts were
determined using an enzyme histochemistry technique measuring TRAP activity.
Additionally, on the PND 22, femur geometrical and biomechanical analyses were
conducted. Geometry was measured using microCT, and the strength using three-point
bending test on an Instron mechanical testing machine. Finally, on PND 9 and 22, the femur
ash mass and biochemical content of calcium and phosphorus in the inorganic substance
were determined using ICP-MS. The results were statistically analysed via one-way ANOVA

or the non-parametric Kruskal-Wallis test using SPSS Programme.

We observed increased relative liver mass in the PCB-169 and PCB-155 + PCB-169
groups in both ages without elevated liver enzymes. Offsprings’ body mass in the PCB-169
and PCB-155 + PCB-169 groups were decreased because of altered increment patterns and
decreased daily body mass increments. The femur length was not altered on PND 9, while
on PND 22 the femurs were shorter in the PCB-169 group. On PND 22, exposure to
PCB-169 reduced femur cross-sectional geometry (mostly individual exposure, less in
combination) because of smaller width and cross-sectional area (reduced medullary area)
while the cortical bone area and width were not altered. Offspring exposed to the
combination of both congeners had lowered mean/median values in most of the geometrical
parameters, reflecting width growth; however, the data in this group were too dispersed.
Within EGP we mostly detected an affected proliferation zone and less hypertrophic and
calcified zones. On PND 9, we detected a lower proliferation zone in the PCB-155 +
PCB-169 group compared to other three groups and a lower hypertrophic zone in all the
experimental groups, while on PND 22 only a lower proliferation zone in the PCB-169 group
compared to all the other groups were observed. Using a three-point bending test resulted in
a few femurs per each experimental group that exhibited plastic deformation without fracture,
which was a consequence of the animals' age and not the PCB effect. Therefore, we
conclude that rat femurs aged up to PND 22 are not mineralised enough to perform a three-
point bending test as an adequate biomechanical test. PCB-169, individually or in
combination with PCB-155, reduced serum ALP activity and PO, level together with the

calcium level in bone on PND 22, which reflects disorders in the mineralisation process.

In conclusion, lactational exposure to dioxin-like PCB-169 hindered body growth, femur

growth in length and width (affected endochondral and perichondral ossification), and bone
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mineralisation. Exposure to PCB-169 in combination with non-dioxin-like PCB-155 induced
similar but less prominent negative effects than individual PCB-169 exposure did, while
lactational exposure to PCB-155 induced scarcely detectable estrogenic effects in femur

growth and mineralisation.
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