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ONSOZ

Toksikolojik etkenlere maruziyet anne karninda baglar. Bireyin genetik materyali
olan DNA’daki polimorfik farklilikar bu etkenlere karsi organizmanin tepkisini
belirler. Bu ¢alismada, kursunun toksikokinetiginde rol oynayan vitamin D reseptor
geni VDR Fokl polimorfizminin, plasentadaki kursun diizeyine etkisinin belirlenmesi
hedeflenmistir.
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1.GIRIS

1.1. Agir Metaller

Agir metaller, 5 g/cm®’ten fazla 6zgil bir yogunluga sahip kimyasal bilesikler olarak
tanimlanabilir. Kii¢iik miktarlarda, bazi agir metaller saglikli bir yasam igin
gereklidir. Bunlar, esansiyel elementler olarak adlandirilan gruptur (demir, bakir,
kobalt ve c¢inko) ve belirli besinlerde dogal olarak bulunurlar (deniz Urlnleri,
meyveler ve sebzeler) (Caserta ve ark., 2011). Toksik metaller ile esansiyel metaller
ortak Ozellikler tasirlar. Organizmanin, esansiyel ve toksik agir metallerle birlikte
esansiyel metallerin homeostazisini diizenlemesi ve bunlar arasindaki ayirimi
yapmast Onemli bir biyolojik islemdir. Biyolojik olarak ayirimin yapildig
basamaklar, gastrointestinal kanaldan alim ve absorbsiyon, spesifik bdlgelere
dagilimi, plazma proteinlerine baglanma ve atilim ile bobreklerden reabsorpsiyonu
icerir. Aluminyum, civa, kadmiyum ve kursun gibi toksik metallere insan
organizmasinda gereksinim duyulmadigindan tiim dozlarinda toksik olarak kabul
edilirler ve toksisitenin derecesi de dozla birlikte artar. Toksisitenin ortaya ¢ikmasi
icin esik deger belirlenmediginden, tim dozlarda molekiler diizeyde etkilerinin

oldugu distiniilmektedir ( Goyer, 1997).

Kimya endiistrisinde yasanan gelismelerle birlikte ekosistemde dagilmis haldeki
metallere maruziyet artmis durumdadir. Toksik metaller, dogada kalicidirlar ve ¢ok
diisiik konsantrasyonlarda bile hasara veya hayvanlari, insanlarin ve bitkilerin
6limune neden olabilirler (Jarup, 2003). Bu nedenle kirli havanin solunmasi, kirli
suyun tiiketilmesi, kirli topraga ve endiistriyel atiklara maruz kalinmasi veya kirli
yiyeceklerin tiiketilmesi dahil olmak Gzere bir kag¢ yolak vasitasi ile tiim popiilasyon
bu kirleticilere hergiin maruz kalabilmektedir (Priiss-Ustiin ve ark., 2011; Scheen ve
Giet 2012). Tum proteinlerin ve enzimlerin biyolojik aktivitesi i¢in, bozulmamis
haldeki sulfidril grubu, kritik 6nemde oldugundan, metaller gesitli yasamsal
fonksiyonlar1 bozabilir (Quig, 1998). Toksik agir metaller birka¢ maruziyet yolu ve

birgok biyolojik hedef vasitasi ile insan sagligi icin zararlidir: sonug¢ olarak bu



patojenik mekanizmanin dogru calisilmasi c¢evrede bulunan toksikolojik riskin
degerlendirilmesi i¢in 6nemli konulardan biridir (Vahter ve ark., 2000; Caserta ve
ark., 2011)

1.2. Kursun

1.2.1. Kursunun Yapisi

Kursun periyodik tabloda IVA grubunda yer almaktadir (ATSDR, 2007). Kursunun
atomik agirhigr 207,19, yogunlugu 11,3 g/cm®, kaynama noktas1 1740 °C ve erime
noktasi ise 327,5 °C’dir (Skerfving ve Bergdahl, 2007).

Yer kabugunda dogal olarak bulunan kursun, mavimsi gri renkte bir agir metaldir.
Kursun, dogada nadiren metal halinde bulunur ve daha sik olarak iki ya da daha fazla
element ile bir araya gelerek kursun bilesiklerini olusturur. Kursun genelde ¢inko,
giimiis ve bakir madenlerinde bulunmaktadir ve bu metallerle birlikte ¢ikarilir
(ATSDR, 2007). Sekil 1’de Tirkiye’de bulunan kursun yataklar1 ve birlikte

cikarildigr metaller gosterilmistir.
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Sekil 1.1. Tiirkiye’de kursun yataklar1. (http://www.mta.gov.tr/v2.0/images/turkiye_ maden/maden_
yataklari/b_h/kur_cin.jpg)



Bilesiginin fiziksel yapisina gore kursunun gérinimu de degisiklik gosterir. Kursun
+2 veya +4 degerlikli olarak bulunur. Inorganik kursun bilesikleri genelde +2
degerlikli kursun icerir. +2 degerlikli olan kursunun kimyasal ozellikleri grup 2
metallerine,  berilyum, magnezyum, Kkalsiyum, stronsiyum ve baryuma
benzemektedir. Sulfir minerali galen (PbS) ve onun oksitlenmis iriinleri seruzit
(PbCO3) ve anglezit (PbSOs), kursunun en fazla karsilasilan cevherleridir. Bu
mineraller arasindan en dnemlisi galendir (ATSDR, 2007). Endustriyel bakimdan
Oonemi olan organik kursun bilesikleri ise tetra metil kursun (MesPb) ve tetra etil
kursun (EtsPb)’dur.

Sekil 1.2. Galen (http://www.mineralminers.com/html/galmins.stm).

Sekil 1.3. Seruzit (http://www.mta.gov.tr/v2.0/madenler/mineraller/index.php?id=seruzit).


http://www.mta.gov.tr/v2.0/madenler/mineraller/index.php?id=seruzit

Sekil 1.4. Anglezit (http://www.mta.gov.tr/v2.0/madenler/mineraller/index.php?id=anglezit).

1.2.2. Kursun Maruziyeti Kaynaklar:

Cevresel kursun dagiliminin en 6nemli yolu havadir. Havada bulunan kursunun
kaynaklari, kursun eklenmis petrolin yanma sonucu Urlnleri, maden rafinerisi,
yakma firinlar1 gibi kaynaklar ve endiistriyel madde igeren yanmus fosil yakittir.
Havadaki en O6nemli kursun kaynagi benzine eklenerek kullanilan tetraetil ve
tetrametil kursunun yanmasindan kaynaklanir (WHO, 1995). Tetra metil kursun
(Me4Pb) ve tetra etil kursun (EtsPb)’un benzine eklenerek katki maddesi olarak
kullanimini birgok tlkede yasaklamistir (ATSDR, 2007).

Kursunun en fazla karsilasilan cevherleri, stlfir minerali galen (PbS) ve oksitlenmis
urtnleri seruzit (PbCOs3) ve anglezit (PbSO4)’tir. Yogunlugu, diisiik erime sicakligi
ve korozyon direnci, kursunun ve kursun bilesiklerinin kolay sekillendirilebilir
olmasi, 6zellikle galenin modern endistride énemli bir yer almasima neden olur
(ATSDR, 2007).



Cizelge 1.1. Baslica iilkelerde, kursun Uretimi
facts/lead-production--statistics).

ve tlketimi 2012 (http://www.ila-lead.org/lead-

Kursunun Yillik Miktar (ton) ve %

Maden ocaklarindan kursun Uretimi

Cin 2 600 000 %52
Avustralya 573 000 %11,5
Birlesik Devletler 346 000 906,9
Peru 249 000 %5
Meksika 237 000 %4,7
Rusya 134 000 %2,7
Toplam kursun iiretimi

cin 4 646 000 %44,1
Birlesik Devletler 1221 000 0011,6
Hindistan 460 000 %4,4
Glney Kore 460 000 %4,4
Almanya 423 000 %4
Meksika 334 000 %3,2
Toplam kursun kullanima

Cin 4 629 000 %44,2
Birlesik Devletler 1499 000 %14,3
Hindistan 521 000 %5
Glney Kore 428 000 %4,1
Almanya 377 000 %3,6
Japonya 273 000 %?2,6
Kursunun geri doniistiiriilmesi

cin 1 462 000 %25,2
Birlesik Devletler 1110 000 0019,1
Hindistan 341 000 %5,9
Almanya 290 000 %5
Meksika 205 000 %3,5
Brezilya 188 000 %3,2




Kursun, c¢evreye maden ocaklarindan, sanayi bolgelerinden ve fabrikalardan
yayilabilir. Ozellikle islek ve kalabalik oto yollaridan, eski evlerden, kursun
arsenatin pestisit olarak kullanildig1 eski meyve bahgelerinden, sanayi bolgelerinden,
atiklarin bulundugu alanlardan, ¢op firinlarindan ve elektrik santrallerinden yayilarak
bu bolgelerde ve yakinlarindaki toprakta yaygin olarak varligini gosterir. Kursun,
topraga bir kez diisiince, toprak pargalarina sikica tutunur ve topragin iist kisminda
kalir. Bundan dolay1 gegmiste, benzinde, duvar boyasinda ve pestisitlerde kullanilan
kursun, topraktaki kursun miktarin1 6nemli derecede etkiler (ATSDR, 2007). Kapali
ortamdaki hava, yasanilan evin havasinda bulunan kursun seviyesinden, kursunlu

duvar boyalarmin kullanilmasindan ve sigara icilmesinden etkilenir (WHO, 1995).

Kursun, akl Gretiminde, kursun alasimlari, tung, piring ve ¢esitli lehimlerde, tabaka
ve borularda, x-1s1n1 ve nukleer kaplamasinda, ses kontrol materyallerinde, kimyasal
rezistans astarlamalarinda, kablolarin korumasinda, cephane yapiminda, cam
yapiminda, seramik cam kaplamasinda, plastik dengeleyicilerde ve boyalarda da
kullanilir. GUnumUzde, kursunun en yaygimn olarak kullanildigi alan kursun-asit
batarya Uretimidir (Larrabee, 1998).

%3 Cephane

%5 Boya ve diger bilegikler
%ob Levha ve kalip

%8B0  Batarya

%ob Diger

Sekil 1.5 Dinyada kursunun  endistriyel  kullammi  (http://metalpedia.asianmetal.
com/metal/lead/application.shtml).


http://metalpedia.asianmetal/

Dogal kursunun seviyesi, yizeyde ve yeraltinda bulunan sularda genellikle diisiiktiir.
Icme sularindaki kursun kontaminasyonunun birincil kaynagi suyun depolandig

depolar ve suyun tagindigi tankerlerdir (WHO, 1995).

fcme suyu ozellikle asidik oldugunda, evlerde su tesisatinda kursun borular
kullanilmigsa, kursun igerebilmektedir. Baz1 kozmetik Urlnler ve sa¢ boyalar1 da
kursun igerebilmektedir (ATSDR, 2007). Kursunun bulasmis oldugu yiyecekler,
icme ve kullanma sular1 ve atmosfer, bunun yaninda kursunla sirlanmig ¢omlek ve
canaklar, alkol ve titin, kursuna cevresel maruziyetin baslica kaynaklarini olusturur.
Topraktan, atmosferden veya lehimlenmis yiyecek kaplarindan kursunla kontamine
olmus sebze ve meyvelerin yenmesi cevresel kursun maruziyetinin 6nemli
nedenlerindedir. Sehirlerin merkezlerine yakin bolgelerde ve karayollarina yakin
yerlerde vyetistirilen sebzelerde ve meyvelerde kursun yogunlugunun daha yiksek
oldugu bilinmektedir (Goyer ve ark., 2001).

beslenme

Sekil 1.6. Kursuna maruziyet kaynaklar1 (http://www.invs.sante.fr/).



Su tesisat¢ilarl, kursun cam fifleyicileri, kaynakg¢ilar ile kablo yapiminda, kursun
dokiminde, otomobil radyatér tamirinde, kursun boya iretiminde ve mermi
yapiminda calisanlar ve benzer islerde calisanlar kursuna mesleki olarak maruz
kalmaktadir (WHO, 1995). Kursun ihtiva eden topraga ve ev tozlarina maruz
kalmak, cocuklar icin 6nemli 6lgiide zararlidir. Cocuklarin kursuna maruz kalmasi
kursun ihtiva eden topraga ve evdeki tozlara temasindan kaynakli olarak sindirim
yoluyla olmaktadir. Kan kursun diizeyleri a¢ik alandan ¢ok kapali alanda toza
maruziyet ile yakindan iligkilidir (Lanphear ve ark., 1998). Sigara dumani, kursunla
lehimlenmis konservelerde bulunan yiyecekler, beslenme kaplart ve g¢ocuklarin
kullanmis oldugu siis esyalar1 da 6nemli Seviyelerde kursun igermektedir (American

Academy of Pediatrics Committee on Environmental Health., 2005).

1.2.3. Kursun Toksikokinetigi

Kursun, yasamakta olan organizmalar igin toksik bir elementtir ve viicuttaki higbir
fizyolojik fonksiyon i¢in gerekli degildir. Kursun, kontamine olan gida, hava ve toz
aracilig1 ile alinir ve vicutta oncelikle kemiklerde olmak tzere birikir (Vural, 1984;
Piomelli, 2000).

Kalsiyum ve diger benzeri bivalent katyonlarin biyolojik yolagini takip eden kursun,
absorpsiyon ve protein baglanma yerleri i¢in yarisir (Godwin, 2001). Kursun ve
kalsiyum arasindaki iliski karisiktir, in vivo ve in vitro ¢alismalarda gosterilmistir ki
kalsiyum depolar1 azaldigr zaman ya da tiikendigi zaman, hiicresel kursun alimi da
artar (Fullmer, 1992; Kerper ve Hinkle, 1997). Kursunun, kalsiyum baglayici
proteine olan yiiksek afinitesi (Richardt ve ark., 1986), diisiik kalsiyum alimlarinda
kursun absorpsiyonunun artmasini saglamaktadir (Fullmer, 1997). Kandaki kursun
konsantrasyonu yuksek olan ¢ocuklarda, diisiik kalsiyum diyetleri istatistiksel olarak
anlamli oldugu bildirilmistir (Johnson ve Tenuta, 1979; Rosen ve ark., 1980;
Mahaffey ve ark., 1986; Fullmer, 1992).



Kursuna maruziyet kaynagi, fiziksel ve kimyasal ozellikleri, partikiil biyiikligi,
spesifik bilesiginin ¢oziiniirliigii, kursuna maruz kalan bireyin yasi, cinsiyeti,
beslenme sekli ve genetik Ozellikleri, kursunun viicuda absorpsiyon miktarini
etkilemektedir (ATSDR, 1999).

%92 Sert Dokular %8 Yumusak Dokular
(Kemik, Dis, Sac,Tirnak) (Beyin, Bébrek,
Kemik Iligi)
\\\ //' Atilim
Idrar(%90),
-"l]i-‘iﬂl'lifi}'ﬂll Serbest Plazma Feces,
Solunum (%30-40), L o Kursunu (%0.2) || Tiikrik,
Sindinm (%5-10), Tirnak.
Deri (¢ok az) Qac.
/ \ -
Britrasitlere Plazma Proteinine
Bagh Kursun Bagh Kursun

Sekil 1.7. Kursun metabolizmas1 (Tungbilek, 1998).

Solunum sistemi, kursunun viicuda alinmasindaki en 6nemli yoldur. Solunum sistemi
ylizeyinin ¢ok genig yer tutmasi sebebi ile absorpsiyonun fazla ve hizli olmasi, gok
az miktarda bile alinan kursunun sebep oldugu akut zehirlenmeleri agiklayabilir.
Solunum ile viicut igine alinan kursun dioksit partikiillerinin yaklasik %40’1 alveoller
yolu ile absorbe olur. Atmosferde bulunan kursunun yogunlugu, gunlik solunan

havanin hacmi, kursunun kat1 veya buhar halde olmasi ve kursun i¢eren granillerin
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cap1 ve dagilim hacmi absorpsiyonu etkileyen 6nemli etkenlerdendir (Goyer ve ark.,
2001).

Gastrointestinal absorpsiyon, kisinin yasina ve beslenmesine bagl olarak degisiklik
gosterir. Cocuklarda, yiiksek kan kursun diizeyi ile birlikte demir eksikligi de
gorilmektedir.  Demirin, bagirsaktan kursunun emilimine engel oldugu
distintilmektedir (Ziegler ve ark., 1978). Beslenme yolu ile alinan kalsiyumun artisi,
hayvanlarda, yeni doganlarda ve ¢ocuklarda kursunun absorpsiyonunun azalmasina
sebep olur (Mahaffey ve ark., 1986; Bogden ve ark., 1992). Kursun emilimini azaltan
bir diger faktor sik araliklarla yemek yemektir. Gastrointestinal sistemde, kalsiyum,
demir, fosfor ve ¢inko yonunden zayif beslenmelerde veya aglik hallerinde kursun

absorpsiyonu artar (Staudinger ve ark., 1998).

Kalsiyum, fosfor, ¢inko ve ozellikle demirin eksikligi ile meydana gelen yetersiz
beslenmenin, gastrointestinal sistemde kursun absorpsiyonunu artirdigi ve sonucta
zehirlenme meydana geldigi bildirilmistir (Lagerkvist ve ark., 1996; Lidsky ve ark.,
2003; Wright ve ark., 2003).

Sa¢ ve kemikteki kursun diizeyinin kronik toksisiteyi yansittigi diisiiniiliirken, kan
kursun diizeyinin, yakin zamandaki kursun maruziyetini yansittigr distintlir (Kim
ve ark., 1995). Kandaki kursunun yarilanma omrii bir ay, kemiklerdeki kursunun
yarilanma omrii ise 20-30 yil olarak belirlenmistir (Jarup 2003). Bununla birlikte,
kursunun on yila kadar kemiklerde depolanabildigi ve ozellikle hamilelik ve
emzirme doneminde kemik ve kan dolagimi arasinda aktif bir transferin oldugu One

strtilmektedir (Corey ve Galvao, 1989).

Vicutta bulunan kursunun yaklasik %92’si kemiklerde depolanirken %8’i ise
yumusak dokularda depolanir. Karacigerde ve bobreklerde, basta olmak {izere tiim
yumusak dokularda kursun depolanabilir (Goyer ve ark., 2001). Kursunun yumusak
dokularda yogunluguna goére depolanmasi, sirasiyla karaciger, bobrek korteksi ve

medullasi, pankreas, yumurtalik, dalak, prostat, adrenal bez, beyin, yaglar, testisler,
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kalp ve iskelet, seklindedir. Yumusak dokulardaki kursun miktari, ylksek yenilenme

hizina ragmen hayat boyu oldukca sabittir (Barry, 1975).

Bir arastirmada, yetiskinlerdeki kan kursun konsantrasyonunun yaklasik %40-70’inin
kemikte bulunan kursundan geldigi belirlenmistir (Smith ve ark., 1996). Kursun
biyolojik sistemlerde kalsiyuma c¢ok benzer sekilde davranir. Bu benzerlik
kemiklerde kursun birikimi ile sonuglanir, kursun buradan hamilelik ve emzirme gibi
donemlerde artan kalsiyum ihtiyaci sirasinda tekrar hareketlenir ve ceninin iskeletine
kolayca aktarilmaktadir (Gulson ve ark., 2003). Kemiklerde depolanan kursunun
yeniden dolasima dahil olmasi olayi, “kursun akisi” olarak adlandirilir. Kursun
kaynakli zehirlenmelerde, kursun akisinin 6nemli bir rolii vardir (Velicangil, 1980).
Gebelik, emzirme, ileri yas ve osteoporoz sebebi ile kursun akisinin arttigi
bilinmektedir (Silbergeld ve ark., 1988). Gebelik sirasinda artan kemik devinimi
sebebi ile kandaki kursunun %10-88’i kemiklerden gelebilir. Bazi g¢alismalarda,
kordon kanindaki kursun yogunlugunun yaklagik %80’inin, annede serbest hale
gecen kemikteki kursundan kaynaklandigi, sonucuna varilmistir (Gulson ve ark.,
2003). Anneden cenine gecen kursunun %7-39’unun, annenin iskeletinden
kaynaklandig1 belirtilmektedir (Franklin ve ark., 1997). Kalsiyum destegi aliminin,
annenin kemiklerinden transfer olan kursundan, fetisiin korunabilmesi igin faydali

oldugu ileri siirtilmektedir (Gulson ve ark. 2004).

Kan dolagimindaki kursunun %90’lik boliimiinden fazlasi eritrositlerde hemoglobin
ve hiicre zarmlarinda bulunmaktadir. Plazma ile eritrositler arasinda, kursun miktari
acisindan normal sartlar altinda bir denge mevcuttur. Kan kursun diizeyinin, 50
pg/dl’den fazla olmasi halinde, bu denge plazma yoniinde bozulur. Plazmada
bulunan kursun, plazma proteinine bagli (kursun albuminat) olarak ve serbest halde
bulunur. Serbest halde bulunan kursun, viicuttaki kursun yiikiiniin metabolik etkinlik
merkezidir (Goyer ve ark., 2001).

Kursunun vicuttan atilmasi, buytk oranda bobreklerle ve daha az oranda ise feges,
tikrik, safra, sa¢ ve tirnak ile olur. Bobreklerde genellikle glomerdiler filtratla ve

bazen renal tibuler absorpsiyon ile atilir. Anne siiti ve diger viicut sivilarinin da
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kursunun viicutta atiliminda rol oynadig bildirilmistir (Goyer ve ark., 2001). Insan

stittinde de ¢ok diisiik konsantrasyonda kursun bulunmustur (Grandjean, 1992).

Kanda kursun konsantrasyonu
Cocuklar g per dl (pmol per L) Yetigkinler

1501{7.25)
Olam
Ensefalopati
Ensefalopati i
Mefropati Anemi
Anemi
<+ Azalmig yasam siiresi
Kolik

Hemoglobin sentezinde
azalma
Periferai nGropati

Kisirhik{erkekte)
Mefropati

Hemoglobin sentezinde
azalma

Kan basinci artisi (erkek)
isitme kayl

=+— Eritrosit protoporfirin
artisi [erkekte)

Sinir iletim hizt » — 20 (0.95)

Eritrosit protoporfirin 4|

.._ Eritrosit Protoporfirin
artisi (kadinda)

(2VitaminD | [
metabolizmas: —

Mental gelisimde —»

bozulma - T
Q- 105 -— Hipertansiyon artigi (7)

isitme
Blyime v_|
Plasentadan transfer —s

}

Sekil 1.8. inorganik kursunun saglik iizerine etkisi (http://www.aafp.org /).
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1.2.4. Kursunun Toksik Etkileri

Kursun kirliligi bircok saglik problemi ile ilgilidir; ¢ocuklarda gelisim ve psikomotor
gerilik, yetiskinlerde duyma, hematopoetik, merkezi ve periferal sinir sistemi, liriner,
gastroitestinal, kardiovaskdiler ve endokrin sistemde degisiklikler (Needleman,1998).
Bunun yaninda, karsinojenik ve norolojik hasarlar, zihinsel ve davranissal
degisiklikler kursun toksisitesi ile baglantilidir (Corey ve Galvao, 1989). Kursunun
bagisiklik sistemi ve iireme sistemi {izerinde de olumsuz etkileri vardir (Wozniak ve
Blasiak, 2003; Chia ve ark., 2006). Mide, akciger ve safra kesesi kanserlerinin yani
sira tim kanserlerin goriilme sikligindaki artis ile kursun maruziyetinin baglantili

oldugu degerlendirilmistir (Fu ve Boffetta, 1995).

Gelisim  slrecindeki organizmalarda, kursuna maruziyetin norodavranissal
degisikliklere sebebiyet verdigi gibi, baz1 ¢alismalarda, kursuna maruziyetin, dogum
agirligini ve hamilelik sdresini disiirdiigi bildirilmistir (Jelliffe-Pawlowski ve ark.
2006). Gebelik siresince maruz kalinan kursun kontaminasyonunun, diisiige ve erken
doguma neden oldugu, dogum sonrasinda ise oliim riskini artirdigi gésterilmistir

(Andrews ve ark., 1994).

Dogum oncesi kursuna maruziyet ile yenidoganin nérolojik gelisimi arasinda iliski
oldugu epidemiyolojik caligmalarda belirlenmistir (Bellinger ve ark. 1987). Fetal
sinir sistemi norotoksinlere karsi ¢ok duyarhidir (Mendola ve ark. 2002). Deneysel
calismalar, hamileligin ilk {i¢ aylik doneminde, kursunun, sinir sisteminin farklilasma
(Alfano ve Petit 1982), miyelinizasyon (Mendola ve ark. 2002) ve sinaptojenez
(Johnston ve Goldstein 1998) asamalarin1 etkiledigi belirlemistir. Merkezi sinir
sistemi i¢in kursunun toksik olmadigir bir esik deger bulunmamaktadir. Cesitli
caligmalar, diisiik diizeyli kursun toksisitesinin ¢ocuklarda, mental gerilige, diisiik 1Q
ve dikkat eksikligine, okuma ve Ogrenme sorunlarina, hiperaktivite ve davranig
bozukluklarina yol agabilecegi gosterilmistir (Lanphear ve ark., 2000; Canfield ve
ark., 2003).
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Biyokimyasal yolaklar bakimindan yetiskinlerden farkli oldugu i¢in, fetis, genellikle
anneye zarar vermeyen diisilk dozlara maruz kaldiginda bile teratojenlere oldukca
duyarhidir (Wells ve ark., 2010). Bu, yasam siiresince hemen ya da daha sonra
kronik bir hastaliga neden olabilmektedir (Silbergeld ve Patrick, 2005).

Gelismekte olan sinir sisteminde, tamamlanmamis kan beyin bariyeri gdz Oniinde
tutulursa, dogum oncesi ve dogum sonrasi ilk donemde, ¢ocuklar saldirilara daha
acik olabilir. Yasamin ilk 24 ay:1 siiresince, sinaptik yogunluk ve serebral metabolik
hiz, carpict sekilde artar ve 3 yasina kadar yetiskinlikte oldugundan 3 kat fazla
olmaktadir. Temel sinir sistemi agmin olusumu i¢in sinapslarin  artmasi
(sinoptajenesis) dnemlidir (Rodier 1995). Kursunun sinoptajenesise -muhtemelen
keserek- engel oldugu bilinmektedir (Goldstein 1992). Demire bagiml
reaksiyonlarda kursun bir ikincil mesajc1 olarak, kalsiyum ve ¢inkonun yerini alir.
Norotransmiter salinimindaki bu bozulmalarin, sonucta, sinaptik baglantilarin normal

diizenini bozmasi beklenebilir (Bressler ve Goldstein 1991).

Kadinin iireme kabiliyetine miidahale yetenegine sahip bircok madde muhtemelen
jinekolojik patolojilerin gelisiminde rol almaktadir (Caserta ve ark., 2008). Bundan
dolayi, ilireme sagligini, gamet {iretiminden, rahim i¢inde dollenme ve bebegin
dogum sonras1 gelisimine kadar bir siire¢ olarak diisiiniildiigiinde, bunun gibi hassas
bir asamada bu kirleticilere, endokrin ve metabolik dengenin kaybinda 6nemli bir rol
atfedilebilir (Mantovani, 2002; Caserta ve ark 2008). Ornegin, epidemiyolojik
caligmalar, tarim c¢alisanlar1 ile kisirlik sikligi, dogumsal kusurlar, diistikler, diisiik
dogum agirligi, erken dogum ve 6lii dogum arasindaki baglantiy1 belgeledi (Caserta
ve ark., 2011

1991 yilinda, Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri (Centers for Disease Control
and Prevention =CDC) tarafindan, ¢ocuklarda kandaki kursunun toksik etkisinin
kritik degerini >10 pg /dl olarak belirlemistir (Piomelli, 2000; . Gardella, 2001).
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1.3. Plasenta
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Plasenta, anne ile fetlis arasinda besinlerin, gazlarin ve atitk maddelerin aligverisinin

yaptlmast amact ile dol yatagi (uterus) mukozasi ve fetise ait membranlarin

kaynagmas1 olarak tanimlanir. Bu

tamimlamaya gore plasentanin gelisimi

dollenmeden sonra, blastosistler endometriyuma niifuz etmeye basladiktan hemen

sonra, altinci ya da yedinci giinde baslar. Blastosist dis bir kilif trofoblast ve bir i¢

hiicre kiimesi olan embriyoblasttan meydana gelir (Kaufmann ve Frank, 2004).

Plasenta birbirinden farkli iki genetik yapiya sahip iki organizmayi, anne ve bebegi

birbirine baglar (Myllynen ve ark, 2005).
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uterin epitelyum uterin stroma

embriyoblast @c

Sekil 1.10. Yaklasik 4, 5 giinde rahim bosluguna gelen insan blastosistinin sematik gosterimi (Sadle,
2004).

Insan plasentasi, her biri plasentanin bir damar gibi gérev yapan ve kotiledon olarak
adlandirilan 2040 bolimden olugmaktadir. Tiim kotiledonlar plasentanin fetls

tarafinda yer alan villus agag¢larini icermektedir (Enders ve Blankenship, 1999).

GOBEK KORDONU

.

KOTILEDON
(Villus Dokusu)

FETAL TARAF

(Koryonik Tabaka)
MATERNAL TARAF
(Basal Lamina)

Sekil 1.11. Fetal ve maternal yonlerden koryonik tabakayr ve kotiledonlar1 gdsteren plasenta
illistrasyonu (The Placenta From Development to Disease, 2001).

Trofoblastin pargalar1 dol yatagi mukozasina yapisir, igeri girer ve ardindan
sinsityotrofoblasta doniisiir. Gelismis olan plasentada birincil transfer bolgesi
villuslar, dollenmeden 8-13 giin sonra lakunar periyotta gelisir. Trabekula
(previlluslar olarak gelismek lizere ayrilan) ve lakunadan (vakuoller) olusan villus
sistemi sinsityotrofoblastin i¢inde meydana gelir. Bu sistemi primer koryonik tabaka

(embriyoblasta dogru) ve trofoblastik kilif (endometriyuma dogru) g¢evreler.
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Previlluslar sitotrofoblast tarafindan olusturulur. Sitotrofoblast primer koryonik
tabakadan trabekulaya niifuz eder ve bunun icerisinde ¢ogalarak vakuollerin i¢ine
dogru uzanan dallarla sonucglanir. Villuslar, trofoblastik kilifa (temel tabaka)
tutunursa anchoring villuslar olarak adlandirilir. Hala genislemekte olan lakuna
sistemi interviloz boslugu olusturur. Annede ilk ilkel dolasim annenin endometriyel
damarlarina manevra yapan trofoblastik kilif hiicreleri tarafindan kurulur
(déllenmeden sonra 12. ginden itibaren). Annenin kani lakunar sisteme kabukta

bulunan kicuk deliklerden girer (Syme ve ark., 2004; Kaufmann and Frank, 2004).

mezoderm villus kapilleri

FoSRge 7
or L

-

sinsitiyotrofoblast

A  primervillus B sekondervillus c tersiyer villus

Sekil 1.12. Plasentada villus gelisimi (Sadler, 2004).

Mezenkimal hticreler, koryonik plakadan primer villuslart onu sekonder villuslar
yapmak suretiyle istila eder. Bu istilact mezenkimal hiicrelerin bazilar1 daha sonra ilk
fetal kapilerlere (tersiyer villuslar) farklilagsacak olan hemanjioblastik hiicre
kordonuna farklilagir. Ayn1 hemanjioblastik hiicre kordonlarinin bir popiilasyonu,
kapilerin i¢inde kan olusumunu baslatan hematopoetik kok hiicrelerine farklilasir.
Ayni zamanda fetise ait damarlanmis allantois, koryonik plakaya ulasir, plaka
boyunca villuslarin ig¢ine uzanir ve burada villuslar igindeki kapiler yatagiyla
kaynasir. Sonug olarak dollenmeyi takip eden 5. haftanin sonunda plasenta i¢i fetlise

ait dolasim tamamen kurulmus olur (Kaufmann ve Frank, 2004).
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spiral arter  sekonder ye tersiyer villi

kA 22 ‘

- _dis sitotrofoblast
kabuk

interviloz bosluk

koryonik plaka

Sekil 1.13. Insan embriyosunun ikinci ayinmn baslangicindaki gelisimi. Embriyonik kutupta villus
daha fazla ve daha iyi sekillenmigtir (Sadler, 2004).

Ancak, yaklasik olarak hamileligin 10. haftasina kadar fetal- plasental- maternal
dolasimi tamamen yapilandirilmis olmaz. Bu nedenle bu zamana kadar anne kaninda

bulunan maddeler embriyoya hiicre disi sivilarin difiizyonu yolu ile getirilmektedir
(Syme ve ark., 2004).

Hamilelik sirasinda fetislin ve annenin kan dolasimlar ilk ii¢ aylik donemde bes
katman iceren plasental bariyer tarafindan ayrilir: villuslarin Uzerini kaplayan
sinsityotrofoblast, sitotrofoblast, trofoblastik bazal lamina, birlestirici doku ve fetal
endotelyumdur. Bu bariyer hamilelik siirecinde siddetli degisikliklere ugrar:
sinsityotrofoblast tabakasinin kalinligr bliyliik o6l¢iide azaltilir, sitotrofoblast
diizensizlesir, villus yapisinda degisiklikler olur, biiyiik olasilikla anne ve fetls
arasindaki degis tokus islemini kolaylastirmak i¢in genisler (Fox, 1991; van der Aa

ve ark., 1998; Kaufmann and Frank, 2004).
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Sekil 1.14. Cesitli asamalarda villus yapisinin gelisimi (Sadler, 2004).

A. dordiincli hafta boyunca. ekstraembriyonik mezoderm stem villusa dogru niifus ederek desidual
tabakaya dogru gecmekte.

B. dordlncl ay boyunca bir¢ok kicuk villusta kapiler duvarlar1 direkt olarak sinsityum ile kontakt
halindedir.

C,D. A ve B’ de gosterilen villuslarin biiyiitiilmiis hali.

Gebeligin 12, haftasina dek sitotrofoblast katmani klbik epitel hcrelerin
olusturdugu kesintisiz bir tabakadan olusur ve ikinci ii¢ aylik doneme kadar kesintili
hale gelir. Bu, vaskiler sinsityal membrani olusturur ve sinsityotrofoblast fetal
endoteller ile yakinlasir. Villuslardaki bu yapisal degisiklikler oksijenin, dis kaynakli
molekdllerin ve besinlerin anne ve fetls arasindaki transferini saglar (Sadler, 2004;

Mori ve ark., 2007) ve fetus plasenta bariyerinin incelmesinden sorumludur.
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Sekil 1.15. Gebeligin ikinci yarisinda plasenta.

1.3.2. Plasentanin GOrevleri

Plasenta, fetal membranlar ile ve amniyotik sivi ile birlikte fizyolojik hamilelik

sirasinda fetlisn biiyiimesini ve gelisimini saglayan, ayricalikli bir organdir (Gude

ve ark., 2004). Besinlerin ve oksijenin fetlisa gecisine izin veren ve biiyiik olasikla

zararl bilesiklerin gegisini engelleyen anne ve fetlis arasindaki segici bir bariyer

olarak gorev yapar (lyengar ve Rapp, 2001). Plasenta maternal dolasim ve fetiis

arasinda bir araylizey kurar ve gazlar, besinlerin ve atik iriinlerin tagimnmasin

duzenler (Kippler ve ark., 2010). Plasenta, hamilelik sirasinda, besinlerin ve

oksijenin fetlise gegisine izin veren ve toksik bilesiklerin gegisini engelleyen segici

bir bariyer gibi davranir (Knipp ve ark., 1999; Cross, 2006; Carter, 2009).
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Plasentanin gorevleri hamilelik sirasinda degiskenlik gosterir. Gebeligin ilk
asamalarinda plasentanin temel gorevi embriyonun dol yatagina yerlestirilmesine
yardimci olmaktir. Ikinci gérevi yumurtlama dongiisiiniin sonlanmasini engelleyecek
hormonlar iiretmektir. Embriyo dol yatagina yerlestirildikten sonra plasentanin temel
gorevi anneden fetlise besin ve oksijen alimini diizenlemektir. Plasenta fetlisiin
beslenmesine faydali olmak i¢in annenin fizyolojisinin diizenlenmesinde aktif gorev
alir. Omegin trofoblast anjiyogenik faktorler, vazodilatorler, annenin kan
hiicrelerinin iiretimini (kan hacmini) uyaran hormonlar, biiylime hormonlari, istahi
baskilayan ve uyaran plasental laktojenler tretir (Cross, 2006). Plasentanin
fonksiyonel hicreleri olan sinsityotrofoblastlarda steroid hormonlar ve protein
hormonlarin iiretimi yapilmaktadir (Roberts ve ark., 2009). Bu maddeler ve diger
ilaclar sinsityotrofoblastin anneye ait apikal (firca kenarli) membranda ve fetusa ait
bazal membranda bulunan 6zel tasima mekanizmalar ile plasentadan taginir (Syme
ve ark., 2004). Plasentanin baz1 vitaminleri, lipitleri, glikojeni ve demiri depolama

0zelligi bulunmaktadir (Beausejour ve ark., 2007).

Plasenta zararli maddelerin gegisini azaltan bir filtre olarak davranir, embriyoyu ve
fetist kirleticilere karsi maruziyetten korur. Detoksifikasyon plasentanin hiicre
membranlarinda makromolekiiler proteik kompleksler tarafindan da saglanir. Bu
kompleksler istenmeyen maddeleri maternal dolagima tekrar getiren tasiyicilar olarak
gorev yapar ve ajanlan siizerek zararli ajanlarin gegisini engeller. Bu aktiviteler
toksik ajanlarin baglanmasi ile gergeklesiyorsa, fetlisin biiytimesi ve gelisimi igin
gerekli baz1 elementlerin taginmasi gibi plasentanin bazi fonksiyonlar1 degistirilebilir

(Kuhnert ve ark., 1987; Osman ve ark., 2000).

Anne ve fetlis arasindaki gegirgenligi ve maddelerin ¢ift yonlii gegislerini etkileyen
en onemli faktorlerden biri, plasentay1 olusturan tabakalarin kalinligidir (Sadler,
2004; Mori ve ark., 2007).

Gebeligin 10. haftasindan 20. haftasina dogru fetlisiin plazma kompozisyonu

amniyotik siviya benzedigi icin amniyotik sivi, dig faktorlere dogum Oncesi



maruziyetin degerli bir isareti ve plasenta bariyerinin biitiinliigliniin bir gdstergesi

olarak diistintilebilir (Lozano, 2007; Caserta ve ark., 2011).
1.3.3. Plasentanin Tasima Mekanizmalari

Insandaki plasenta ti¢ temel kisimdan olusmaktadir: birincisi, koryonik villuslarin
yuzeyini orten sinsityotrofoblast, ikincisi sinsityotrofoblastin altinda bulunan ve
bazal lamina tarafindan desteklenen sitotrofoblast ve Gcuncisi de fetal endotel
hicrelerdir. Bu Ucu birden fetal kanini villuslar arasi bosluktan ayirir (Mori ve ark.,
2007).
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Sekil 1.16. Plasental sirktilasyon; kotiledon igerisinde villuslar (The Placenta From Development
to Disease, 2001).
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Plasentadaki tastyicilar, hormonlarin ve besinlerin, fetis tarafindan annenin kanindan
alimina ve substratlarin anne kanina geri alimina yardim eder. Boylece tasiyicilar
fetst toksinlerden ve teratojenlerden koruyan bariyere yardimei olabilmektedir.
Ayrica plasentadaki tasiyicilar plasenta dokusunun homeostazinda rol oynar

(Ganapathy, 2011; Ni and Mao, 2011).

Fetls, plasenta ve anne arasindaki dolasimi hamileligin 10. haftasinda olusur. Daha
sonra plasenta, besinlerin ve metabolitlerin anne ve fetls arasindaki degis tokusunu
diizenleyen gegirgen bir sinir olur (van der Aa ve ark., 1998). Plasentanin i¢inde anne
ve fetlisin dolagimlar1 arasindaki bariyer, trofoblast hiicrelerinden ve bir miktar
fetlistin kapilerlerindeki endotelyumdan olusur. Hamilelik ilerledikge sitotrofoblast
tabakasi kismen yok olur. Sonug¢ olarak plasental difiizyon mesafesi diistiikce
plasetanin gegirgenligi artar. Daha sonra plasentadan gegis biiyilk oranda
sinsityotrofoblastin iki membrani (annede sinsityal membran ve fetiste bazal

membran) tarafindan diizenlenir (van der Aa ve ark., 1998).

Disaridan alinan maddelerin gecisini etkileyen membran transfer mekanizmalari g
sekilde olabilmektedir; enerji harcamasi yapilmayan pasif tasima (osmoz ve basit
diftizyon); konsantrasyon farkina karsi, enerji kullanilarak molekiillerin bir hiicre
membranindan gegis yaptigi aktif tagima; makromolekillerin hicrelerden
mikrovilluslar: tarafindan yilizeye tutunmasi ya da geri puiskiirtiilmesi ile gergeklesen

vezikiiler tagima (Gundacker ve Hengstschlager, 2012).

Pasif diflizyonda, oksijen ve karbondioksit gibi gazlarin transferi kan akiminin
yarattig1 basing farkiyla gergeklesir. Oksijen bakimindan fakir fetal kanina dogru,
oksijen bakimindan zengin anne kanindan gegis olmaktadir. Bebegin kaninda
bulunan hemoglobin orani ylksektir ve bu sayede bebek kani dokulara kolayca
oksijen tasimaktadir (Sanin ve Lopez, 2001). Maddelerin, enerji kullanilmaksizin bir
konsantrasyon gradyentine goére tasiyicilar araciligi ile tagmmasma ise
kolaylastirilmis difiizyon denir (Henderson ve ark.,1993). Genel olarak, bu tip

tasimaya yonelik olan endojen bilesiklerle yapisal olarak benzer bilesiklerin


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3391695/#B16
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3391695/#B39
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3391695/#B61
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3391695/#B61
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kolaylastirilmis difiizyonu kullandig1 kabul edilir. Ornegin hormonlar ve niikleositler
(van der Aa ve ark., 1998; Syme ve ark., 2004).

Aktif tasima, enerji harcayarak bir maddenin kimyasal ya da elektriksel bir
gradiyente karsi hareketini igerir. Tasima, tasiyict araciligi ile yapilir ve benzer

bilesikler arasinda biiyiik bir yaris vardir (Ganapathy ve ark., 2000).

Pinositozda, bilesik, hiicre membrani i¢ine alinir ve bir vezikiil i¢inde diger tarafa

taginir (Syme ve ark., 2004).

1.3.4. Kursunun Plasenta fle Iliskisi

Fetlisin gelisimine gevresel maruziyetin etkilerini arastirmak icin bir ka¢ ¢alismada
hem in vitro hem in vivo plasenta modelleri kullanilmistir (Myren ve ark., 2007).
Fetlsun ¢evresel faktorlere maruziyeti amniyotik sivi, plasenta ve gobek bagi vasitasi
ile olur. Plasenta bariyerinin ilaglar ve toksik ajanlar gibi zararli maddelerin ge¢isini

tamamen engellemedigi biiyiik 6lglide gosterilmistir (Ostergard, 1970).

Daha oOnce yapilan caligmalarda toksik elementler ve plasenta dokusu arasinda
mumkin olabilecek etkilesimler arastirilmistir. Bu kapsamda giiniimiizde bir kag
toksik maddenin ve ilacin plasenta tarafindan alindig1 biiyiik 6lgtide gosterilmis (Barr
ve ark., 2007; Needham ve ark., 2011) ve stz konusu metallerin de plasentanin
fonksiyonlarmi  olumsuz yonde etkiledigi  belirtilmistir  (Gundacker ve
Hengstschlager, 2012). Ozellikle kursun, civa ve kadmiyum gibi birkag agir metalin
yeni dogana uzun siireli zarara neden olmasi durumunda anne ve fetiis arasindaki
hassas dengeyi degistirdigi bilinmektedir (Gundacker ve Hengstschlager, 2012;
Lawson, 2012).

Annenin sigara kullanimi (Habek ve ark., 2002) ile metil civaya, kursuna ve

poliklorlu bifeniller gibi ¢evresel kimyasallara maruziyetin (Schantz, 1996; Tilson ve



25

ark., 1998) c¢ocuklarin sagliginda negatif etkilere neden olabilecegi bugiin yaygin bir
bilgidir.

Plasentada kursun birikiminin genellikle hamilelik sirasinda metale maruziyetle
iliskili oldugu gosterilmistir (Reichrtova ve ark., 1998) ve plasentanin da metallere
kars1 fetlis i¢in koruyucu bir bariyer olusturdugu bilinmektedir (Korpela ve ark.,
1986; Durska ve ark., 1987; Nakano ve ark., 1989; Romero ve ark., 1990; Plockinger
ve ark., 1993; Phuapradit ve ark., 1994; Dussias ve ark., 1997; Li ve ark., 2000;
lyengar ve Rapp A, 2001;).

Bugiine kadar, insan plasentasinda baslica agir metallerin toksikokinetik ve
toksikodinamik oOzelliklerini birkag yazar aragtirmis (Gundacker ve Hengstschlager
2012) ve calismalarin ¢ogunda plasenta ve kordon kani seviyelerinde pozitif
korelasyon belirlenmistir (Esteban-Vasallo ve ark., 2012). Kursun transferinde,
plasenta bir bariyer teskil etmez ve fetlis, anneden gelen kursuna maruz kalir
(Grandjean 1992). Kursun plasenta bariyerini kolaylikla pasif difiizyon ile geger
(Goyer, 1990) ve doguma kadar fetiiste birikir (Lagerkvist ve ark., 1996, Gardella,
2001; Lidsky ve ark., 2003).

Kursun toksikodinamigi ile ilgili olarak, kursun sinsityotrofoblastlarda kalsiyum
aracilifi ile olan hiicresel islevleri degistirebilir: Goyer ve arkadaslarina goére, kursun
trofoblastin yakinlarinda mikrovillusta kalsiyum ile birlikte ¢oker (Goyer, 1990; Al-
Saleh ve ark., 2011). Kursun, sinsityotrofoblastta kalsiyum alimini engeller (Lafond
ve ark., 2004). Sinsityotrofoblast hiicrelerinde goriilen bu kursun birikimi sitokrom

oksidaz aktivitesinde diisiisii takiben goriilmektedir (Reichrtova ve ark., 1998).

Anneden gelen kursunun, fetise plasenta yolu ile ge¢cmesi, fetlisin bu dénemde
guvende olmadigin1 gosterir. Kordon kaninin kursun diizeyi 6l¢iilerek rahim icindeki
kursun maruziyeti tahmin edilebilir (Lagerkvist ve ark., 1996; Gardella, 2001; Lidsky

ve ark., 2003). Dogum oncesinde, kursuna ve metil civaya maruziyet, Sinir sistemi
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gelisimi ile ilgili hastaliklara ve beyin fonksiyon bozukluklarina neden

olabilmektedir (Grandjean ve Landrigan, 2006).

Dogum oncesi kursun maruziyeti ile rahim igi gelisiminde gecikme, dogustan bazi
anomaliler, dogum ve gebelikle ilintili olumsuz sonuglar ve kan kursun diizeyine
iliskin norotoksisite arasinda baglanti bulunmustur (Gardella, 2001; Lidsky ve ark.,
2003). Tek basina, dogum Oncesi kursuna maruziyetin, ekstrauterin biiylime geriligi
tzerinde kritik bir etken olmadigi sonucuna ulasilmistir. Ancak dogumdan sonra
kursuna maruziyetin strmesi 6énemli bir etken haline gelebilir ve blylmeye olan
etkileri geri doniisimlii gérinmektedir (Shukla ve ark., 1989; Gardella, 2001). Yeni
dogan icin anne siitd de baska bir kursun kaynagidir (Tellier ve ark., 1994).
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Sekil 1.17. Anneden ¢ocuguna baslica kursun maruziyeti yolagi (Guidelines for the identification and
management of lead exposure in pregnant and lactating women november 2010 u.s.).
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1.4. Genetik Polimorfizm

Insan genom dizilimi ¢alismalari, birbirleri ile baglantisi olmayan insanlarin
genomunda DNA’nin % 99.9’lik kisminin benzerlik gosterdigini kanitlamigtir
(Lander ve ark., 2001). Kalan % 0.1 lik kisim ise, bireye 6zgii genotipik ve fenotipik

farkliliklardan sorumludur.

Bir genin belirli bir lokusunda bulunan alternatif kopyalarina allel denir ve
populasyonda, allellerin %1’ den daha fazla bulunmasi genetik polimorfizm olarak
adlandirilir (Beaudet ve ark., 1995). Tek niikleotit degisimi, insan genomunda
ortalama her 1000 niikleotitte bir oraninda bulunarak, en cok gorulen DNA dizi
degisimini olusturur (Carlson ve ark., 2003). Toplum igerisinde %]1’den az siklikta
bulunan diger genetik farkliliklar ise genetik mutasyon olarak adlandirilir (Gonzalez,
1999).

Bir genin kodlayici bolgesinde meydana gelen degisiklik, 0 genin iriiniini teskil
eden fenotipini etkiler. Genin ifadesi cogunlukla promot6r bolgesi ya da diizenleyici
bolgesi ve bu bolgelere baglanan transkripsiyon elemanlari ve diger yardimci

diizenleyici molekuller ile denetlenmektedir (Sefton, 2001).

P p . SNP s
Mﬂlﬁﬁb 5o A GA

»
Hﬂ'ﬂr G AGA

Mﬂ/ﬂﬁ» . A GA

Sekil 1.18. Tek niikleotit degisimleri (Single nucleotide polymorfism, SNP) (http://biogeniq.ca/snp/)
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1.5. Vitamin D Reseptor Geni Fokl

1.5.1. Vitamin D ve Vitamin D reseptori

Vitamin D endokrin sistemi, bagirsaklardan kalsiyum emilimini saglayarak iskelet
metabolizmasinda 6nemli bir rol oynar, ayn1 zamanda vitamin D’nin bagisiklik ve

kanserdeki gibi diger metabolik yollarda da 6nemli roller iistlendigi goériilmiistiir

(Haussler ve ark., 1998).

Vitamin D 3, deride bir UV stk kaynakli fotolitik doniisim ile 7
dehidrokolesterolden previtamin D 3’e (Holick ve ark., 1977; Okatano ve ark., 1977)
ve akabinde termal izomerizasyon ile dretilir (Hanewald ve ark., 1961; Fraser ve
ark., 1970). Vitamin D’nin metabolik aktivasyonunun ilk adimi karbon 25
hidroksilasyonudur. Bu reaksiyon oncelikle karacigerde gerceklesir. Deri, bagirsak
ve bobrek gibi diger dokular da 25 hidroksilasyonu katalizledigi bildirilmistir.
Vitamin D’nin biyoaktivasyonunda ikinci ve daha onemli olan adim ise, fiziksel
kosullar altinda, agirlikli olarak bobrekte meydana gelen 25-hydroxyvitamin D3’den
1,25-dihidroksivitamin D3 (Calcitriol; 1,25-dihydroxycholecalciferol; 1,25(0OH).D;
1,25(0OH)2D3) olusumudur (Fraser ve ark., 1970).

Diisiik serum kalsiyum kosullarinda, paratiroid bezinin kalsiyum algilama reseptorii
parathormon (PTH) salgilanmasini uyarir (Nemeth ve Scarpa, 1987). Parathormon
bobrekte, vitamin D hormon dretiminden sorumlu enzimi kodlayan, 25-
hidroksivitamin D3-1a-hidroksilaz gen ekspresyonunu arttirarak  1,25(0OH)2D3
dolasim seviyesini artirir (Garabedian ve ark., 1998; Brenza ve ark., 1998).
1,25(0OH)2D3 ile D vitamini biyolojik etkilerini, bir steroid/tiroid hormon nikleer
alicist olan vitamin D reseptoriine (VDR) baglanarak gosterir ve hedef genlerin
transkripsiyonunu dizenler. Bu mekanizma sayesinde, 1,25(0OH)2Ds ve PTH uyum
icinde kalsiyumun kemik resorpsiyonunu ve renal reabsorbsiyonunu artirirken,

1,25(0OH)2D3 bagirsak kalsiyum emilimini uyarir (DeLuca ve Zierol, 1998). Negatif
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geri bildirim dizenleyici formu olarak 1,25(0OH).D3z, PTH genine negatif yodnde
etkiyerek PTH ekspresyonunu azaltir (Demayve ark., 1992).
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Sekil 1.19. Vitamin D’nin majér metabolizma yolagi.

1,25(0OH).Dz (reten, sorumlu bobrek enzimi 25 (OH) D-la-hidroksilaz ig
mitokondrial membranda bulunur ve molekdler oksijen ihtiya¢ duyan ve ferredoksin
azaltan bir sitokrom p-450 monooksijenazdir (Ghazarian ve ark., 1974). Hicre, 1,25-
dihidroksivitamin D3'e maruz kaldig1 zaman, vitamin D reseptorii (VDR) ¢ekirdege
taginir, hiicre farklilagsmasim1 daha ¢ok uyaran ve ¢ogalmayi baskilayan VDR' ye
cevap veren genlerin anlatimini diizenler (Campbell ve ark., 2000, Townsend ve ark.,
2006).

VDR, ligand baglayan kisimlar igerir. Ligand baglayan kisim vitamin D’ye baglanr,

DNA baglayan kismi ile hedef gendeki vitamin D cevap elementine (Vitamin D
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response element) baglanir. Bu baglanmanin meydana gelebilmesi icin oncelikle
VDR ’nin transkripsiyon baslangi¢ etkenlerinin bir araya gelmesini saglayan retinoik
asit X reseptori (RXR) ile bir kompleks meydana getirmesi gereklidir (DeLuca ve
ark., 1998). Bu 1,25(0OH)2D3-VDR-RXR kompleksi, vitamin D cevap elementlerini
(VDRES) vitamin D diizenleyici genlerin promotor bolgesinden taniyabilir (Haussler
ve ark., 2011; Yang ve ark., 2012). 1,25D-VDR diizenleyici genler arasindaki
TRPV6, CaBPg ve ATP2B1 bagirsakta Ca®* absorpsiyon ve tagima ile ilgili
proteinleri kodlar (Van Cromphaut ve ark., 2001; Haussler ve ark., 2013). Bu
nedenle VDR genindeki degisiklikler gen aktivasyonunu etkileyerek kalsiyum

metabolizmasi tizerinde hatalara neden olabilir (Valdivielso ve ark., 2006).

Antiproliferatif etkilerini, vitamin D reseptorii (VDR)’ ye baglanarak uygulayan ve
hiicre farklilasmas1 ve hiicre biiylimesi ile ilgili olanlar dahil bircok gen igin
transkripsiyon faktorii olarak kompleks halinde hareket eden vitamin D’ nin
biyolojik en aktif formu 1,25(0OH):Ds’dir (Hansen ve ark., 2001). Kalsiyum
metabolizmasinin oncelikli diizenleyicisi olan 1,25(OH)2Ds, bagirsak absorpsiyonu
ve bobrek reabsorpsiyonu artirir ve kemik resorpsiyonunu aktive ederek kan
kalsiyum ve fosfat iyonlariin seviyesini diizenler (Wang ve ark., 2012; Haussler ve
ark., 2013). Ayrica kemik yogunlugunu artirarak kemik bi¢imlenmesini gelistirir
(DelLuca, 2004).

CHs

HO OH

Sekil 1.20. 1,25-dihidroksivitamin D3 (Calcitriol; 1,25-dihydroxycholecalciferol; 1,25(0OH).D).
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Vitamini D eksikligi genelde kirik ve kemik hastaliklar ile iligkisi taniniyor (Utiger,
1998) olmasina ragmen, ¢esitli ciddi kanserler ile olan risk iligkisinin yeni taninmasi
onemli olglide dikkat cekmektedir (Hansen ve ark., 2001). Genis deneysel veriler,
1,25- dihidroksivitamin D3 farklilasma ve apoptozu uyardigini, ve invazyon ve
meme ve diger kanserlerin metastazini engelledigini gosterir (Colston ve ark., 2002;

Banerjee ve ark., 2003; Ordonez-Moran ve ark., 2003).

Vitamin D meme kanserinin de iginde bulundugu c¢esitli kanser tiirleri ile
iliskilendirilir (Giovannucci ve ark., 2005; Colston ve ark., 2005). Etkimesi, kemik
minerallerinin dengesi ve hiicre dongisu regulasyonu ile ilgili proteinlerin sentezini
etkinlestiren, bir niikkleer transkripsyon-regulasyon faktorii olan vitamin D reseptori
yolu ile gergeklesir (Colston ve ark., 2005). Bu reseptor, normal ve neoplastik meme
dokular1 da dahil olmak iizere bir¢ok hiicre tipinde bulunmaktadir (Townsend ve
ark., 2005).

Vitamin D eksikliginin yaygmligi ve vitamin D yetersizligi olanlarda bazi kanser
trleri icin risk artisinin kesfedilmesi, vitamin D eksikliginin, her yil binlerce kolon
(Garland ve ark., 1980), meme (Gorham ve ark., 1989, Garland ve ark., 1990) rahim
(Lefkowitz ve ark., 1994) ve prostat (Schwartz ve ark., 1990) kanserlerinden

kaynakli erken 6limlerden sorumlu olabilecegini disiindiirmektedir.

Cizelge 1.2. Serumda bulunan 25 Hidroksivitamin D seviyelerinin karsiik geldigi
durumlar (Anand, 2013).

Serum 25 Hidroksivitamin D (ng/ml) Durum
>10 Siddetli eksiklik
10-20 Eksiklik
21-29 Yetersiz
>30 Yeterli
>150 Toksik




32

1.5.2. Vitamin D Reseptdr Geni ve Polimorfizmi

Bir DNA baglayici transkripsiyon etkeni olan VDR, TRPV6, CaBPg ve ATP2B1 gibi
cesitli genlerin diizenleyicisi olarak, kalsiyum homeostasisinde rol oynar (Wang ve
ark., 2012; Carlberg ve ark., 2013). Bu genler tarafindan kodlanan proteinler,
bagirsaktan kalsiyumun emiliminde gorevlidir. Van Cromphaut ve arkadaslari
bagirsaklardaki Ca kanallart TRPV6 ve ATP2Bl'in anlatimlarinin VDR knockout
farelerde (VDR ortadan kaldirilmis fareler) down regiile oldugunu belirlemistir (Van
Cromphaut ve ark., 2001). Aym1 zamanda, biiyiimekte olan hayvanlarda, VDR
delesyonu nedeni ile kalsiyum absorpsiyonunun %70 oraninda azaldigi gozlenmistir
(Fleet and Schoch, 2010), bu da bagirsak kalsiyum absorpsiyonun VDR hedefli
genlere bagl oldugunu akla getirir. Ayrica Pb?"nun voltaja duyarsiz Ca®*
kanallartyla hiicrelere girdiginin (Kerper ve ark., 1997) ve calbindin D'nin Pb?* ile
yiiksek afiniteyle baglandiginin gozlenmesi (Fullmer ve ark., 1997), VDR ve Pb?*

toksisitesi arasinda bir baglanti oldugunu akla getirir.

Kalsiyum metabolizmasi kismen vitamin D endokrin sistem ve vitamin D reseptor
(VDR) tarafindan yonetilmektedir (DeLuca, 1979; Henry, 1982). Bu eylemler esas
olarak bir nlkleer reseptore, vitamin D reseptoriine (VDR) baglanmasi araciligr ile
olur. Toksikokinetiginde kursun, kalsiyum ile ayni metabolik yolu takip eder.
Dolayis1 ile VDR polimorfizmi kursun toksikokinetigi iizerinde etkileri olabilir.

(Onalaja ve ark., 2000; Rezende ve ark., 2008).

VDR geni kalsiyum baglayict protein iiretimini diizenler ve kemik yogunlugunda
%75’ten fazla genetik etkisi tanimlanmistir (Onalaja ve Claudio, 2000). VDR
geninin insanda c¢esitli polimorfik formlar1 bulunmaktadir (Morrison ve ark., 1992).
VDR geni klonlanmis (Miyamoto ve ark., 1997) ve insanlardaki ¢esitli genetik

varyantlar1 tanimlanmistir (Morrison ve ark., 1992).
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VDR geninde ¢esitlilik Bsml (Morrison ve ark., 1992), Apal (Faraco ve ark., 1989),
Taqgl (Morrison ve ark., 1992) ve Fokl (Saijo ve ark., 1991) tarafindan taninabilen

bolgeleri dahil olmak Uzere ve genin 5° sonunda bir poly(A) bolgesi (Ingles ve ark.,
1997) tanimlanmistir.

Vitamin D Receptor (VDR / chr. 12q13.11)
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Sekil 1.21. Vitamin D reseptor geni ve polimorfizmi (http://www.genomaos.eu/).

VDR genindeki ¢esitli RFLP’ lerin varligi farkli restriksiyon enzimi kullanilarak
belirlenmektedir. Bunlara drnek olarak Tru9l (Ye ve ark., 2000), Taql (Morrison ve
ark., 1994), Bsml (Morrison ve ark., 1992), EcoRV (Morrison ve ark., 1992) ve Apal
(Faraco ve ark., 1989) verilebilir. Tim bu RFLP’ ler 8 ve 9. ekzon arasinda islevi

tanimlanmamis bir alanda uzanmaktadir.

1988 yilinda Baker ve arkadaglari tarafindan insan VDR cDNA klonlamasindan
sonra, Miyamoto ve arkadaslar1 (1997) tarafindan tarif edildigi gibi insan VDR
geninin biiylik boliimlerinin gen yapisinin acik hale gelmesi i¢in 10 y1l gerekti. VDR
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geninin lokasyonu 12. kromozomun fiziksel haritasinda linkaj haritalama yoluyla ilk
kez Labuda ve arkadaslar1 tarafindan kabaca aydmnlatilmisti (1992). Daha sonra
floresan in situ hibridizasyon (FISH) ve radyasyon hibrid haritalama yolu ile

Taymans ve arkadaglar tarafindan daha ayrintili bigimde belirlenmistir (1999).

Chr 12

[P I | o o= -~ 0 - oo L B B = | o0
[ar o L N R — [ I B ] — o~ = 0T — [} [ar] [ or) — 0 A AN Lar ]
L e N Pt A | (3] o (oY) o0 = == 0 — =l — = LA I L I e R o = = = o =+ =
o B B B B B | - o B B B | - = o = o = LAl o ool L Y I Y I Y I I I i I | o4
[ v I v I v R v v N o [v R v R v s o oo oo oo O fay o oo o o o oD o oo o O o O
[ T (| || BN N W e

Sekil 1.22. insan VDR geninin 12. kromozomdaki yeri (http://www.genecards.org).

Insan VDR proteinini kodlayan VDR geni, kromozom 12q13.11 (Miyamoto ve ark.,
1997) Uzerinde, kollajen tip 1l alfa 1 (COL2A1) geni ilerisinde lokalize olmustur ve
100 kbp’ den biraz daha buyiktir (Uitterlinden ve ark., 2004). VDR geni 6 promotor
bolgesi (1la-1f) ve 8 protein kodlayan ekzon (2-9) icerir (Uitterlinden ve ark., 2004;
Rukin ve ark., 2007; Yang ve ark., 2012). Coklu doku-spesifik transkript Gretme
yetenegine sahip genis bir promotor bolgesi vardir (Crofts ve ark., 1998). 1la
gerisindeki bolge GC’ den zengin bolge igerir ancak acik TATA kutusu igermez
(Miyamoto ve ark., 1997). Bilinen 470 tek nikleotit polimorfizmi rapor edilmistir
(Rukin ve ark., 2007). Farkli etnik gruplarda bu SNP’lerin bulunma sikligi ve
dagilimi farklilik gosterir (Yang ve ark., 2012). VDR proteininin ekspresyonu ve
fonksiyonu VDR geni polimorfizminden etkilenmis olabilir (John ve ark., 2007).

1.5.3. VDR Geni Fokl Polimorfizmi

VDR geni sekiz protein kodlayan bdlge ve birbirine alternatif splicing olarak bagl 6
kodlamayan (untranslated) ekzon bdlgesi icerir (Crofts ve ark., 1998). Fokl, VDR
geninin 5’ promotdr bolgesinde yer alir ve diger VDR polimorfizmleri Bsml, Apal
ve Tagl ile herhangi bir LD (linkage disequilibrium, baglanti dengesizligi)
bulunmadigi i¢cin VDR geni i¢inde bagimsiz bir belirteg olarak kabul edilebilir ve bu
polimorfizmi cevreleyen LD alani ¢ok kiigiik goriinmektedir (Fang ve ark., 2003).
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Bsml, Apal, Taqgl, poli A kiimesi, Fokl’ e genetik olarak bagh degildir (Whitfield ve
ark., 2001). Bsml, Apal ve Taql polimorfizmlerinden farkli olarak Fokl polimorfizm
VDR protein yapisini degistiren amino asit dizilimini etkiler (Gennari ve ark., 1999).
Su ana dek Fokl polimorfizmi, VDR geninde saptanan tek protein polimorfizmidir

(Uitterlinden ve ark., 2004).

VDR proteinini kodlayan genin polimorfik degisim gosterdigi bilinmektedir. Bu
genin ekzon 2’ nin 5’ ucunda bulunan polimorfik alan, Fokl restriksiyon enzimi
kullanilarak tespit edilebilir (Gross ve ark., 1996). Baslangi¢ kodonu polimorfizmi
(start codon polymorphism ya da SCP) olarak da taninan bu polimorfizm daha
sonralart bir RFLP testinde Fokl restriksiyon enzimi kullanilarak tanimlanmistir
(Arai ve ark., 1997). Fokl RFLP’si farkli bir yontemle bulunmustur. VDR
cDNA’smin Baker dizisi adi verilen orijinal dizisine (Baker ve ark., 1998)
bakildiginda iki potansiyel translasyon baslangi¢c noktasi (ATG) saptanmis ve dizi
karsilastirmalar1 sonucunda ilk potansiyel baslama bolgesinde T/C polimorfizminin
(ATG/ACQG) olustugu gosterilmistir (Saijo ve ark., 1991; Sturzenbecker ve ark.,
1994; Gross ve ark., 1996). Fokl polimorfizmi, VDR baslangi¢ bdolgesindeki
translasyon C—T gecisi, ileri bolgedeki baslangi¢ translasyonu (F allel) ile
karsilastirildiginda, 3 amino asit uzamis bir VDR molekiilii ile sonuglanan (f alleli)
bir geri baslangi¢c kodonu olusturur (Gross ve ark., 1996; Arai ve ark., 1997). Bu
olas1 iki baglangic bolgesi kullanilarak iki protein varyanti sentezlenebilir: VDR
proteininin uzun versiyonu (T-f alleli, M1 formu olarak da adlandirilir, metiyonin
birinci pozisyondadir) ve ti¢ amino asit kisa olan protein versiyonu (C-F alleli, M4
formu olarak da adlandirilir, metiyonin dordiincii pozisyonda). Degisim baslangi¢
kodonu ATG’ nin i¢indedir, bu yiizden C varyanti oldugunda, farkli boyutta bir
protein olusturan alternatif bir baglangi¢ alan1 kullanilir (Uitterlinden ve ark., 2004).

Ekzon 2’de, F polimorfik varyantinin ilk baglangic kodonunun eksik olmasindan
(Saijo ve ark., 1991), ikinci baglangic kodonunun kullanilmasi, ii¢ amino asit
aktivasyon alani daha kisa bir VDR proteinin olugmasi ile sonuglanir (Miyamoto ve
ark., 1997). Bu protein, vitamin D diizenleyici hedef genin transaktivasyonunda daha

etkilidir (Arai ve ark., 1997). Fonksiyonel ¢alismalar, daha uzun bir protein olusturan
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ff genotipinin daha az etkili bir transkripsiyon aktivasyonu gosterdigini ortaya koyar
(Arai ve ark., 1997; Colin ve ark., 2000).

Su ana kadar yapilan c¢alismalar gostermistir ki, kisa formu (424 aa), transkripsiyon
faktorli olarak faaliyeti agisindan, uzun formuna (427 aa) nazaran daha aktiftir.
Ancak gene 6zgili ve hiicreye 6zgii oldugu goriilmektedir. Bu nedenle belli gen ve
hicre tipleri polimorfizmin etkilerine digerlerine gore daha duyarli olacaktir
(Uitterlinden ve ark., 2004). Ames ve ark. (1999), 7-12 yasindaki saglikli ¢ocuklarda,
VDR-Fokl FF genotipinin, kemik mineral yogunlugunun artist (p = 0.02) ve
kalsiyum absorpsiyonunun %3040 artis1 ile iligkili oldugunu bildirmistir.

1.6. Restriksiyon Fragman Uzunluk Polimorfizmi, RFLP (Restriction Fragment

Length Polymorphism)

1970 yilinda Hamilton Smith ile Kent Wilcox tarafindan ilk kez izole edilen (Roberts
ve Macelis, 1991) restriksiyon enzimi, hizla rekombinant DNA teknolojisinde,
protein Uretiminde, gen dizilerini belirlemede ve polimorfizm ¢alismalarinda
kullanilmaya baslanmistir (Aggarwal, 1995). Gunumiizde 230’ dan fazla farkli DNA
dizilimini taniyan, yaklasik olarak 3000’ den fazla sayida restriksiyon enzimi
bulunmaktadir. Restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin  buydk bir  bolimi
bakterilerden, ¢ok azi ise virlis ve dkaryotlardan izole edilmistir (Pingoud ve ark.,
1997; Murray, 2000)

Restriksiyon endonikleaz enzimleri, 4-6 baz uzunlugundaki DNA fragmanlarini tanir
ve bu dizilimlere yakin yerlerden ya da bunlarin igerisindeki spesifik bdlgelerden
DNA’y1 keserler (Pearson,1985; Murray, 2000). DNA sarmali 6zgiil restriksiyon
enzimleri ile kesildigi zaman farkli uzunluklarda fragmentler olusur ve bu
fragmentler, elektroforetik davranislarindaki farkliliklar ile jel elektroforezinde

g6zlemlenebilirler (Nussbaum ve ark., 2005).
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Bu enzimler, c¢ift iplikli DNA’da 6zgll bélimlerden kesim yapar ve DNA’dan bir
genin veya gen tasiyan bir DNA bolumunin ¢ikarilmasinda aktif gorev alirlar.
Restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesildikten sonra DNA’nin, agaroz jel
elektroforezine tabi tutulmasi ve daha sonra da etidiyum bromid ile boyanmis jelde
meydana gelen DNA bantlarinin yeri ve sayisi karsilastirilarak elde edilen ¢esitlilige
Restriksiyon Fragman Uzunluk Polimorfizmi (Restriction Fragment Length
Polymorphism, RFLP) denilir. Olusan pargalar arasindaki farklilik (yer degistirme ya
da mutasyon sonucu) DNA (izerinde bulunan tanima bdélgelerinin kazanilmasi veya

kaybedilmesi ile olusmaktadir (McManus ve ark., 1994).

Restriksiyon endonikleaz kesimi sonrasinda agaroz jelde go6zlenen farkli
uzunluklardaki oligoniikleotidlere bagli olarak, nokta mutasyonlari, polimorfizmler,
insersiyon veya delesyonlar belirlenebilmektedir. Restriksiyon endonukleazlarin
bolgeye 0zgul olmasi, dogru ve giivenilir sonuglara ulasilarak allel tiplemelerinin

yapilabilmesini saglamaktadir (Dowling ve ark., 1996).

1.7. Atomik Absorpsiyon Spektrometrisi (AAS)

1.7.1. Giris

Spektroskopi, elektromanyetik radyasyon ve madde arasindaki etkilesimleri inceler
(Flanagan ve ark., 2008a). Temel haldeki element atomlarnin, kendilerine 6zgi
dalga boyunda 151 absorplamasina dayali atomik spektroskopik yonteme atomik
absorpsiyon spektroskopisi denir. Atomik absorpsiyon spektroskopisi (AAS), atomik
spektroskopi teknikleri igerisinde 1950'lerden beri seciciligi ve kolayligindan dolay1
en yaygin kullanilan tekniklerdendir. AAS, jeolojik, farmakolojik, metalurjik,
atmosferik ve biyolojik ornekler ile cam, ¢gimento, yag, sediment ve eser metal

analizlerinde siklikla kullanilmaktadir (Lajunen, 1992).
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Atomik absorpsiyon spektroskopisi (AAS), nicel bir analiz yontemidir ve bazi
ametallerin ve bir¢ok metalin tayin edilmesinde kullanilir (Varian Australia Ltd.,

1997).

Atomik absorpsiyon spektroskopisi, 1§1gm, gaz halindeki atomlar tarafindan
absorpsiyonunun 6l¢iilmesi prensibine dayanir. Isig1 absorplamis olan atomlar, temel
enerji seviyesinden kararsiz uyarilmis enerji seviyesine gecerler ve absorpsiyon
miktari, temel seviyedeki atom sayisina baglidir. AAS ile organik veya inorganik
matriksli gesitli 6rneklerde iz elementlerin belirlenmesinde kullanilir (Skoog ve ark.,
2006).

Analitin absorplayacagi 1simn1 yayan 1sik kaynagi; ornek cozeltinin atomik buhar
haline getirildigi atomlastirici; c¢aligilan dalga boyunun diger atomik dalga
boylarindan ya da dagimik 1siktan ayrildigi monokromatdr; 151k siddetinin 6l¢iildiigii

dedektor, atomik absorpsiyon spektroskopisinde rol oynayan en 6nemli bilesenlerdir

(Welz, 1985).

1.7.2. Isik Kaynaklan

Oyuk katot lambalari, silindir bi¢iminde ve diisiik basingta (birkac mm Hg) neon ya
da argon gibi asal bir gazla doldurulmus lambalardir. Lambadaki katot, oyuk bir
silindir gseklindedir ve analiz elementinden yapilmistir. Anot ise nikelden ya da

tungsten yapilmis bir teldir (Welz, 1985).
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Sekil 1.23. Oyuk katot lambasi.

Lamba igindeki asal gaz atomlari, anot ile katot arasina 100-400 voltluk bir gerilim
uygulandigr zaman iyonlagir. Boylece ortamda iyonlar ve elektronlar olusur. Bu
iyonlar katoda garparak yilizeydeki metal atomlarini koparir ve uyarirlar. Uyarilan
atomlar, temel enerji seviyesine donerken katot elementine 6zgl dalga boyundaki
1s1ma yaparlar. Incelenen elementlerin herbiri igin elemente 6zgii katot kullanilmasi

gerekmektedir (Welz, 1985).

1.7.3. Atomlastiricilar

Atomlagtiric1 esas islevi, analite ait iyonlardan veya molekiilden tayin edilecek
elementin temel haldeki atomlarini olusturmaktir. Tayinin duyarli§i atomlastiricinin
etkinligine bagli olmasi sebebi ile bu, tum atomik spektroskopik tekniklerde en gii¢
ve en kritik islemdir. Ornegin ¢6zelti halinde aleve piiskirtiilmesi, AAS'de en yaygin

kullanilan ve iizerinde en ¢ok caligilan atomlagma teknigidir (Lajunen, 1992).

AAS, ¢ozlilmiis sulu ¢ozeltilerin, seyreltilmis 6rneklerin ya da organik ¢ozlculer gibi
diger ¢oziiciiler ile seyreltilmis elementlerin analizi i¢in en uygun yontemdir (Varian
Australia Ltd.,1997).
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1.7.3.1. Grafit Firinla Termal Atomlastirma

Grafit Firinli Atomik Absorpsiyon Spektrometrisi (GFAAS)’nde, numunenin tamami
cok kisa bir stirede atom haline getirilir. Hem optik yol iizerindeki atomlarin sayisi,
hem de optik yol Uzerinde kalma sureleri birka¢ saniye arttirilarak metodun

hassaslig1 artmaktadir.

Sekil 1.24. Grafit tiipleri

Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry (GFAAS)

Lamp Cuvette Monochromator Detector

Sekil 1.25. Grafit firnli atomik absorpsiyon spektroskopisinin sematik gosterimi.

Grafit tiipiin iki ucu agiktir ve ortasinda 6rnek koymaya ve gazin ¢ikmasina yarayan
bir de delik vardir. Genellikle argon gazi olan inert gaz, dolasim sistemi sayesinde
disaridan kabin icerisine girme ihtimali olan havayi, dolayisiyla da tiiptin yanmasini
Onler. Bu inert gaz, uglan acik olan tiipiin iki ucundan tiipe girerek ilk 1sitmadan 6nce
tUpiin i¢indeki havayr uzaklastirir. Sonrasinda 6rnegin 1sitilmasi esnasinda ¢oziicii

buharlarini1 disar1 atar (Varian Australia Ltd., 1997).
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Grafit tiipe verilen tiim analit atomlasir ve atomlar grafit tiip i¢inde alikonur.
Neticede, hassasiyet ve bulma sinirlar1 ppb seviyesine diisiirtiliir. Tipik bir grafit tiip

programinda U¢ basamak bulunur (Varian Australia Ltd., 1997):

1. Kurutma: Grafit tipe enjekte edilen 6rnek genellikle ¢ozlcinin kaynama
sicakliginin altinda (genellikle 80 ve 200°C) bir sicaklikta kurutulur. Cozicl

buharlastirilir, katt madde tlp ylzeyinde ince bir tabaka halinde kalir.

2. Killeme: Bu basamakta, matriksi uzaklastirmak icin, analiti kaybetmeyecek
derecede, sicaklik arttirilir. Genelde kiilleme sicakligi 350-1600°C arasindadir.

3. Atomlasma: Atomlastirma basamaginda, firin sicakligi yiikseltilerek Kkilleme
basamagindan kalan artiklar buharlastirilir ve optik yol zerinde serbest atom bulutu
olusturulmus olur. Bu basamakta absorbans 6l¢iimii yapilir. Elementin uguculuguna
bagli olarak atomlagma sicakligi degisir ve minimum 1800°C (kadmiyum igin) ve

maksimum 3000°C (bor i¢in) arasinda degisiklik gosterir.

1.7.4. Detektor

En cok kullanilan detektor tirii foton arttirici tiiptir. Foton arttirict tiip,
monokromatdrden ayrilan fotonlarin yogunlugu ile dogru orantili olarak elektrik
sinyali Uretir. Bu sinyal detektorden bilgisayara tasinir ve analitik sonug bilgisayarin
ekranina yansir. Sonu¢ okuma sistemlerinde bir problem vardir: foton arttirict tiipiin
icerisindeki (151k yoklugundaki) karanlik akim, oyuk katot lambasindan gelen 1siktan
kaynaklanmaz. Bu sinyaller, analit i¢in gelen isiktan ¢ikan sinyallerden ayirt
edilemediginden, analitik bir problem olarak disiinilmektedir. Oyuk Kkatot
lambasindan gelen 151k sinyalinin kodlanmasi ile bu problem asilabilir: gegersiz
sinyaller olan karanlik akim ve girisim yapan 1s1k, kodlanmaz ve sonu¢ okuma

sistemi tarafindan da kabul edilmezler (Bennett ve Rothery, 1983).
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Monokromatorden gelen 1sik demeti, grafit tlp icerisine yonlendirilir. Detektor,
atomlarina ayrilmis element tarafindan absorbe edilen 151k miktarini 6l¢er. Numune
icerisindeki elementin konsantrasyonu, her element igin karakteristik olan dalga

boyunda absorbe edilen enerjinin miktari ile orantilidir (Clesceri, 1998).

1.7.5. Atomik Absorpsiyon Teorisi

Kimyasal bir madde tarafindan absorbe edilen isik ile analizi yapilan kimyasal
madde konsantrasyonu, Beer yasasina gore, dogru orantilidir. Matematiksel olarak

Beer-Lambert yasas1 agsagidaki gibi agiklanabilir:

log Io/It = absorbans (A) =& X b Xc

lo = gelen 15181n siddeti

It = gegen 15181n siddeti

€ = absorpsiyon katsayisi (absorbtivite)

b = absorpsiyon yolunun uzunlugu

¢ = absorblama yapan atomlarin konsantrasyonu

Gaz bulutu formundaki atomlarin igerisinden 11k 1smnlart gectiginde, atomlar
fotonlar1 absorbe eder ve temel diizeylerinden uyarilmis diizeye gecis yaparlar. Bu
diizeyin net enerjisi absorbe edilen fotonlarin enerjisine esittir. Bu yargi asagidaki

esitlikte oldugu gibi aciklanabilir:

AE =hv = hc/h

AE = temel halden uyarilmis seviyeye gegen atomun enerjisindeki degisim

h = plank sabiti (6.626068 x 10-34 m2 kg / s)

v = yayilan 15181n frekansi
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A = yayilan 15181n dalga boyu

Analizi yapilan belli bir elementin atomik absorpsiyon spektrum cizgileri ile uyumlu
olan fotonlar sadece belli bir dalga boyunda absorbe olabilen fotonlardir (Ramirez-
Munoz, 1968).
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Gerecler

2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Pb Standart Cozeltisi

Triton X

Nitrik asit

Restriksiyon Fokl

Primerler

Etanol

Agaroz

Trizma Base

Borik asit

EDTA

DTT

Etidyum Bromir

6X loading ¢ozeltisi

Saf etanol

DNA’s RNA’s free water
Hot Star Tag DNA polimeraz
Fenol-kloroform-izoamil alkol (25:24:1)
Sodyum dodesil silfat (SDS)
Sodyum klorir (NacCl)
Proteinaz K

100 bp ladder

Triton X

AA Standart Etanol pour
SCP SCIENCE
Scharlau
Merck

NEB

Alpha DNA, Montreal
Merck

Prona

Merck

Merck

Merck

Sigma
Applichem
Qiagen
Scharlau, Dop
Qiagen

Qiagen
Applichem
Applichem
Merck

Merck
Fermentaz

Scharlau



2.1.2. Kullanilan Arac ve Gerecler

Atomik Absorpsiyon Spektrometresi
Grafit Tiip Atomlastirict
Grafit TUpleri

Pb Oyuk Katod Lambasi
Sample Cup 2 ml

Hassas Terazi

Mikrodalga Firin
Manyetik Karistirict

Su Pdurifikasyon Sistemi
Santrifuj

Etlv

Laminar Flow kabin
Thermal Cycle PCR cihazi
Jel Goriintiileme cihazi
Yatay elektroforez cihazi
Gli¢ Kaynag

Su banyosu

Otoklav

Sogutmali santrifiij cihazi
Mikrodalga firin

Elektrikli hassas terazi
Vorteks karistirict

pH metre

Laptop Cooler (—20°C)
Ependorf steril tupler
Pirojen free filtreli pipet uclari

Otomatik mikropipet

Varian AA240Z Zeeman
Varian GTA 120

Varian GTA

Varian

Vial Pothtech Elkay
Mettler Toledo 4 digit

Cem Mars Xpress

MIRAK

Human UP 900 Scholar-Uv
Heraeus Sepatech Labofyge 200
Memmert

Esco

Techne Tc 512

Syngene

Scie-Plas

Bio-Rad

Nuve Bm 402

Nuve

Hettich

Arcelik

Schimadzu Libror

Biosan

Mettler Toledo

Sigma

Axygen Genuine (0,2 ve 1,5ml’lik)
Finntip(101,1001,1000I)
Ependorf, Thermo,Tipor-V
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PH metre Seven Multi Mettler Toledo
Polipropilen, Kapakli Tiipler (50 ml’ lik)

Cam Malzemeler

Argon Tupu

2.1.3 Plasenta Orneklerinin Toplanmasi ve Hazirlanmasi

Calismamiza 2009-2011 yillar1 arasinda Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin
Hastaliklar1 ve Dogum klinigine bagvuran, en az son 3 yildir Ankara bolgesinde
yasayan sigara ve alkol kullanmayan, kronik hastaligi bulunmayan ve ilag
kullanmayan, mesleki kursun maruziyeti yasamayan, saglikli 116 gebe dahil edildi.
Gebelere ait klinik ve sosyodemografik 6zellikleri iceren form dolduruldu. Mesleki
maruziyet yasayanlar, bobrek yetmezligi, diyabet hastaligi, karsinom, hepatik veya
kardiyovaskiiler hastalik gegirenler ¢alismaya dahil edilmeme kriterlerini
olusturmustur. Insanlara ait &rneklerin kullanimma dair onay Kurumsal Etik
Komisyonu tarafindan (onay numarasi 33-730, 2011lyili) verilmistir. Calismaya

katilan her gebeden bilgilendirilmis onam formu alinmustir.

Calismamiza katilan gebelerin kan ornegi ile dogum sirasinda plasentalar: alindi.
Maternal kan ornekleri genetik analizlerde kullanildi. Metal analizleri igin ayrilan
plasentalar sezaryan ya da normal dogum sonrasi teslim alinmistir ve distan
gelebilecek metal kontaminasyonunu Onlemek amaci ile polietilen ¢antalara
yerlestirildi. Toplanan plasentalar analizler 6ncesinde, % 0,01°lik Triton X-100
cozeltisinde ve ii¢ kez distile sudan gegirilerek yikandi. Daha sonra, koryonik tabaka
ve desidual tabaka disarida birakilacak sekilde titanyum aletler kullanilarak farkli
bolgelerinden, altt 6rnek kesilerek alindi. Alman herbir plasenta Ornegi 24 saat
75°C’de kurutuldu. Ardindan hassas terazide ortalama 1 gr tartilarak yiiksek
sicakliga dayanikli mikrodalga teflon tiiplerine konuldu. Plasenta dokularinin {izerine
10 ml %65°1ik nitrik asit (HNO3) eklenerek, CEM Mars Xpress mikrodalga firinda
800W ve 220°C’de 20 dakika yakildi. Yakilan plasenta ornekleri 50 ml’lik doner

kapakli polipropilen tiiplere aktarilip, 25 ml deiyonize su ile seyreltildi.
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2.2. YOntem

2.2.1. Plasenta Pb Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Plasenta doku orneklerinin kursun degerleri Varian AA240Z Zeeman Graphite
Atomic Absorption Spectrometry (GFAAS) kullanilarak o6lgiildi. AAS metodu
degerleri bilinen sertifikali referans materyal (Seronorm™ Trace Elements Whole

Blood Level-2; Ref Number: 201605) ile onaylanmustir.

Yontemde numune elektrik enerjisi ile sicakligi kademeli artirilarak kurutma islemi
yapilir, numunedeki matriks uzaklastirilir ve kiilleme islemi yapilir, ardindan da
atomizasyonla element serbest atomlarina ayrilir. Bu yontem, yiiksek sicaklikta gaz
halinde olan element atomlarinin, elektromanyetik 1ginlari (genelde goérundr alan ve

UV i1sinlari) absorblamasi temeline dayanir.

2.2.2. Kursun Analizi

Yontemde ortam gazi olarak argon kullanildi. Isik kaynagi olarak kursun oyuk katot
lambas1 ve atomlastirict olarak ise grafit firmn kullanilmigtir. 1000 ppm’lik kursun
stok c¢ozeltisinden 10, 20, 40 ppb konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler hazirlanarak

kalibrasyon egrisi olusturulmustur.
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Sekil 2.1. Kursun analizine ait kalibrasyon grafigi.

2.2.3. Sivi Kan Orneklerinden DNA izolasyonu

Sivi kan orneklerinden ¢ekirdek DNA’y1 elde edebilmek amac ile fenol-kloroform-

izoamil alkol ekstraksiyon yontemi kullanildi.

1. 100 pl sivi kan 6rnegi tizerine 1000 ul TE konuldu, 12000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edildi. Alt faz 100 ul kalincaya dek tist faz atildi. Bu islem 3 kez tekrarlandi.

2. Uzerine;
45 pl NaCl (1 M),
40 pl SDS (%20°lik)
400 pl TE ve
10 pl proteinaz K eklendi ve kisa vorteks yapildi.
3. 56 °C’lik su banyosunda 1.5-2 saat kadar inkulbe edildi,

4. 500 pl Fenol-kloroform-izoamil alkol karisimindan ilave edildi ve kisa vorteks

yapildi.
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5. 2 dakika boyunca 2500 rpm’de santrifiij edildi.

6. Alt faz1 hareket ettirmeden, iist faz yeni bir ependorf tiipe alind1 ve alt faz atildu.
7. 1000 pl soguk saf etil alkol eklendi.

8. 10 dakika boyunca 10000 rpm’de santrifiij edildi.

9. Olusan pelete zarar vermeden dikkatli bir sekilde alkol atildi.

10. Oda sicakliginda 500 pl %70°lik etil alkol eklendi.

11. 5 dakika boyunca 10000 rpm’de santrifiij edildi.

12. Ependorf tlp igerisinde bulunan tiim alkol dikkatlice atildu.

13. Tupun dibinde kalan alkoliin de tamamen ugurulmasindan sonra 100 ul DNAse-

RNAse free su ilave edildi.

Tium DNA ornekleri analizlere alinana kadar -20 °C’de muhafaza edildi.

2.2.4. Genomik DNA’nin Agaroz Jel Elektroforezi ile Belirlenmesi

Kan o6rneklerinden genomik DNA’nin izole edilip edilmedigi %0,5’lik agaroz jel
elektroforezi ile belirlendi.

%00,5’lik Agaroz Jel Hazirlanmasi

1. 0,6 gr agaroz tartildi ve 120 ml 1X TBE ¢ozeltisi igerisinde ¢0zuld.

2. Agz1 aliminyum folyo ile kapatilip tizerinde delikler agilarak mikrodalga firinda

maksimum ayarda kaynatildi.
3. Cozelti oda sicakliginda 50-60 °C’ye diisiinceye dek bekletildi.

4, Uzerine 10 ul EtBr (10 mg/ml) eklendi ve ¢dzelti hafifce pembelesip homojen bir

karisim olusana kadar erlen calkaland.
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5. Agar, kalibin bariyerleri takilip taraklar1 yerlestirildikten sonra kaliba dokiildii. Jel
tizerinde olusabilecek hava kabarciklari, jel katilasmaya baslamadan 6nce pipet ucu

ile patlatildi.
6. 30-45 dakika oda sicakliginda bekletilerek jelin katilagmasi saglandi.

7. Tarak ve bariyerler ¢ikarildi, kalip elektroforez tankina yerlestirildi. Jel
kuyucuklarinin, yiiriime tankinin katot elektrot (-) tarafinda olmasina dikkat edildi.

8. Tank igerisine, jelin Uzerini 2-3 mm kaplayacak kadar, 1X TBE ¢ozeltisi eklendi.

Sekil 2.2. Agaroz jel kuyucuklarina érneklerin yiiklenmesi.

2.2.5. Agaroz Jele Yiiklemek i¢cin Ornek Hazirlama ve Yiiriitme Kosullar
1. 15 cm uzunlukta parafilm kesilerek buz kalibinin Uzerine yerlestirildi.

2. 1 pl 6X Jel Loading Buffer ve 5 pl DNA 6rnegi parafilm {izerine konuldu ve

homojenize edilmesi amaciyla mikropipet ile yavasga karistirild.
3. Toplam 6 pl karisim dikkatli bir sekilde, jeli delmeden kuyucuklara yerlestirildi.
4. Tank kapagi kapatildi ve ardindan anot ve katot uglarinin baglantilari takildi.

5. Gii¢ kaynag1 100 volt ve 70 ampere ayarland1 ve numuneler 45 dakika jel Gzerinde
yarutulda.

6. Jel goriintiileme cihazinda, UV 1s181inda sonuglar degerlendirildi.
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2.2.6. PCR

PCR islemi TECHNE TC 512 Thermal Cycle cihazi ile gergeklestirildi ve hedeflenen
DNA bolgesinin her biri 2°° defa ¢ogaltildi. Her PCR analizinde kontrol amaciyla,

pozitif ve negatif 6rnekler de kullanildi.

PCR isleminde kontaminasyonu 6nlemek igin;

e PCR ve DNA izolasyonu basamaklari birbirinden ayrilmis ortamlarda yapildi,

e Calisma ortami ve kullanilan otomatik pipetler her analiz 6ncesi ve sonrasinda
alkol ile temizlendi,

e  Steril tupler ve filtreli pipet uclart kullanildi,

e Amplifikasyon ve enzim kesimi islemleri hava sirkiilasyonu olan laminar kabin
icerisinde gerceklesti. Islem Oncesinde ve islem sonrasinda yaklasik 45 dakika
UV 151k kaynagi calistirilarak ortam steril hale getirildi,

e Analizler yapilirken pudrasiz steril eldivenler kullanildi ve kullanilan bu

eldivenler sik sik degistirildi.

2.2.6.1. PCR Bilesenleri

Uygulanacak standart bir PCR reaksiyonu i¢in PCR Buffer, MgClz, dNTP karisimi,
Hot Star Taqg DNA Polimeraz, F Primer, R Primer ve DNA bilesenleri bulunmalidir.
Caligmamizda uygulanan PCR yonteminde kullanilan PCR bilesenleri ve

konsantrasyonlari agagida gosterilmistir.
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Cizelge 2.1. PCR bilesenleri ile stoktaki ve reaksiyondaki konsantrasyonlari.

BILESEN Stok Reaksiyona 50 ul’lik Reaksiyon
Konsantrasyon Konulan Miktar | Karisimindaki ~ Final
Konsantrasyon
10 X PCR Buffer 10X Sul 1X
MgCl» 25 mM 3 1.5mM
dNTP karigimi 2mM 5 200 uM
F Primer 10 pmol/ ul 1 ul 10 pmol
R Primer 10 pmol/ pl 1 ul 10 pmol
Hot Star Tag DNA | 5 U/ ul 0.25 ul 1.25U
Polimeraz
DNA ~200 ng
Steril H20 50 ul’ye
tamamlayincaya
kadar

2.2.6.2.VDR Fokl Polimorfizminin PCR Ydntemi ile Amplifiye Edilmesi

VDR-Fokl, 12. kromozomda bulunan bir gen bolgesidir. Tipik bireylerde niikleotit C
iken, atipik bireylerde T ye degisim gostermektedir (Cizelge 2.2).
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Cizelge 2.2. VDR Fokl polimorfizminin genel dzellikleri.

VDR Fokl
s numarasi rs10735810
Fonksiyonel bolge Ekzon 2
Niikleotid degisimi C-T

ACG—ATG

Aminoasit degisimi Treonin (Thr) — Metiyonin (Met)

F: 5’-GATGCCAGCTGGCCCTGGCACTG-¥

Primer sekanslart (5°-3") R: 5’-ATGGAAACACCTTGCTTCTTCTCCCTC-3’

Uygun sicaklik (°C) 37

Restriksiyon enzimi Fokl
CC: 273

Uriin boyutlar1 (bp) CT: 273,197, 76
TT: 197,76

PCR programi agagida belirtilen sekilde 35 dongiide gerceklestirildi.

» 94°C’ de 10 dak

» 94° C’ de 1 dak (denatiirasyon)

» 60°C’ de 1 dak (eslesme) 35 dong
» 72°C’ de 1 dak (sentez)

» 72°C’ de5 dak

>

4° C’ de oo dak

PCR drtnleri, agaroz jel elektroforezinde yuruttlinceye kadar -20° C’de muhafaza
edildi.
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%1’lik Agaroz Jel Hazirlanmasi
1. 1,2 gr agaroz tartildi ve 120 ml 1X TBE ¢dzeltisi icerisinde ¢oziildii.

2. Agz1 aliminyum folyo ile kapatilip lizerinde delikler agilarak mikrodalga firinda

maksimum ayarda kaynatildi.
3. Cozelti oda sicakliginda 50-60 °C’ye diisiinceye dek bekletildi.

4. Uzerine 8 ul EtBr (10 mg/ml) eklendi ve ¢dzelti hafifce pembelesip homojen bir

karisim olusana kadar erlen ¢alkaland1

5. Agar, kalibin bariyerleri takilip taraklari yerlestirildikten sonra kaliba dokiildii. Jel
tizerinde olusabilecek hava kabarciklari, jel katilasmaya baslamadan 6nce pipet ucu

ile patlatildi.
6. 30-45 dakika oda sicakliginda bekletilerek jelin katilagmasi saglandi.

7. Tarak ve bariyerler c¢ikarildi, kalip elektroforez tankina yerlestirildi. Jel

kuyucuklariin, yiirtime tankinin katot elektrot (-) tarafinda olmasina dikkat edildi.
8. Tank icerisine, jelin tzerini 2-3 mm kaplayacak kadar, 1X TBE ¢6zeltisi eklendi.
9. 15 cm uzunlukta parafilm kesilerek buz kalibinin iizerine yerlestirildi.

10. 1 pl 6X Jel Loading Buffer ve 5 ul DNA 6rnegi parafilm iizerine konuldu ve

homojenize edilmesi amaciyla mikropipet ile yavasca karistirildi..
11. Toplam 6 pl karisim dikkatli bir sekilde, jeli delmeden kuyucuklara yerlestirildi.
12. Tank kapagi kapatild1 ve ardindan anot ve katot uglarinin baglantilar takildi.

13. Gii¢ kaynagir 100 volt ve 70 ampere ayarlandi ve numuneler 45 dakika jel

Uzerinde yaratalda.

14. Jel goriintiileme cihazinda, UV 15181nda sonuglar degerlendirildi.
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Calismada kullandigimiz 116 kan 6rneginden izole edilen DNA 6rneklerinin PCR

tirtinlerinin tamami agaroz jel elektroforezinde goralda.

M 1 2 3 4 5 6 o 8§ 9

Sekil.2.3. PCR (rlinunin jelde goriintilenmesi; M: 100 bp ladder
1-9: PCR Urdn.

2.2.7. Amplifikasyon trunlerinin VDR Fokl Restriksiyon Enzimi ile Kesimi

Amplifikasyon drininun kesim islemi igin, reaksiyon karisimi hazirlandi,
Reaksiyon bilesenleri ve bilesenlerin reaksiyon karisimindaki hacimleri asagidaki

cizelgede belirtilmistir.

Cizelge 2.3. Fokl enzimi (New England Biolabs, Hertfordshire, UK) ile kesim islemindeki bilesenler
ve reaksiyondaki hacimleri.

BIiLESEN Reaksiyon Karisimindaki Hacimler
NEB4 Buffer 2 ul
Fokl Enzim 1wl
PCR Urlnu 10 ul
dH20 15wl

Inkiibasyon 37 °C’de gece boyunca yani yaklasik 16 saat devam etti ve tlpler, sabah
yiikkleme igin etiivden ¢ikarildi. Tiplerin etiivden g¢ikarilmasindan 30 dakika once,

PCR urunlerinin jelde yurattlebilmesi igin %2,5’ lik agaroz jeli hazirlandt:



10.

11.

12.
13.

14.
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3 gr agaroz tartildi ve 120 ml 1X TBE ¢d6zeltisi igerisinde ¢oziildii.

Agzi1 aliminyum folyo ile kapatilip tizerinde delikler agilarak mikrodalga firinda
maksimum ayarda kaynatildi

Cozelti oda sicakliginda 50-60 °C’ye diisiinceye dek bekletildi.

Uzerine 8 pl EtBr (10 mg/ml) eklendi ve ¢dzelti hafifce pembelesip homojen bir
karisim olusana kadar erlen ¢alkalandi.

Agar, kalibin bariyerleri takilip taraklar yerlestirildikten sonra kaliba dokiildii.
Jel iizerinde olusabilecek hava kabarciklari, jel katilasmaya baslamadan Once
pipet ucu ile patlatildi.

30-45 dakika oda sicakliginda bekletilerek jelin katilagsmasi saglandi..

Tarak ve bariyerler c¢ikarildi, kalip elektroforez tankina yerlestirildi. Jel
kuyucuklarinin, yiiriime tankinin katot elektrot (-) tarafinda olmasina dikkat
edildi.

Tank icerisine, jelin Gzerini 2-3 mm kaplayacak kadar, 1X TBE cozeltisi
eklendi.

15 cm uzunlukta parafilm kesilerek buz kalibinin {izerine yerlestirildi.

Her 9 numune sonrasinda 100 bp DNA ladder1 kullanildi. 1 pl DNA ladders, 1 pl
6X Jel Loading Buffer ve 6 pl distile su karistirlarak yiikleme yapildi.

8 ul PCR iirtinii ve 1 ul 6X Jel Loading Buffer, toplam 9 pl karisim dikkatli bir
sekilde, jeli delmeden kuyucuklara yerlestirildi.

Tank kapagi kapatildi ve ardindan anot ve katot uglarinin baglantilar1 takildi.
Gii¢ kaynagi 100 volt ve 70 ampere ayarlandi ve numuneler 90 dakika jel
Uzerinde yaratalda..

Jel goriintiileme cihazinda, UV 1s1i@inda sonuglar degerlendirildi  ve

fotograflandi.

Calismada kullandigimiz 116 kan orneginin tamami, agaroz jel elektroforezinde

yiriitildii. Her bir 6rnegin spesifik bantlar1 elde edildi. VDR-Fokl restriksiyon

enzimi ile kesimi neticesinde F alleli (273 bp fragment) ve f alleli (197 ve 76 bp

fragmentleri) varligini gosterdi.
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2.2.8. Istatistiksel Degerlendirme

Calismadaki Orneklerin istatistiksel analizleri, IBM® SPSS Statistics® (The
Statistical Package for Social Sciences) 16.0 yazilim paket programi ile yapildi.
Ortalama, ortanca, standart sapma, maksimum ve minimum degerlerden olusan
tamimlayict istatistikler hesaplandi. VDR-Fokl polimorfizminin frekanslar1 direkt
olarak hesaplandi ve Hardy-Weinberg esitligiyle uygunlugu X? testi ile tespit edildi.
Elde edilen degiskenler bakimindan iki grubun karsilastirilmasi i¢in “Student T” testi
ve bagimsiz iki grubun karsilastirilmasinda ise “Oneway ANOVA” varyans analizi
kullanilmistir. Tanimlayic1 istatistik olarak nitel degiskenlerde oran, nicel
degiskenlerde ise ortalama+ standart sapma ve minimum ile maksimum degerler

verilmigtir. p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Cahsmaya Katilan Kadinlarin Demografik Ozellikleri

Calismamizda 116 saglikli gebe kadin dahil edildi. Cizelgede calismaya dahil edilen

kadinlarin ve yenidoganin demografik 6zellikleri verilmistir.

Cizelge 3.1. Caligmamiza katilan gebe 116 kadin ve ¢ocuklarinin demografik 6zellikleri

OrtalamazS.S. n (%)
ANNE
Dogum Yasi (yil) 29.24+4.98
Populasyon
Turk 116 (100)
Diger 0 (0)
Ogrenim Durumu
Universite 60 (51.7)
Lise 39 (33.6)
[1k/Orta Okul 17 (14.7)
Meslek
Calistyor 72 (62.1)
Calismiyor 44 (37.9)
Annenin dogum sayisi
1 61 (52.6)
2 39 (33.6)
3 12 (10.3)
4 4 (3.5)
Sigara i¢gme aligkanligi 0 (0)
Kursuna Mesleki Maruziyet 0 (0)
Cocuk
Cinsiyet
Erkek 57 (49.1)
Kiz 59 (50.9)
Gebelik haftasi 39h+1h0.4g
Dogum agirlig (kg) 3.25+0.52
Dogum boyu (cm) 49.38+2.97
Bas ¢evresi (cm) 35.07+1.42
Plasental agirlik (g) 632.58+158.36
Plasental kursun (ug/kg) 12.84+14.47

*S.S.:Standard sapma
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Katilimcilar arasinda kursuna mesleki maruziyet hikayesi ve sigara aliskanlig
bulunmamaktadir. Gebe kadinlarin yas ortalamasi 29.24+4.98’dir (18 ile 41 yas
araliginda). Tim plasentalar anneden dogum esnasinda toplandi (ortalama gebelik
stiresi 39h+1h0.4g). Yenidoganlar, normal dogum agirlig (ortalama 3.25+0.52 kg),
uzunluk (ortalama 49.38+2.97 cm), bas ¢evresi uzunlugun (ortalama 35.07+1.42
cm)’na sahip ve plasenta agirliklar1 da (ortalama 632.58+158.36 g) normal degerde
idi.

3.2. VDR Fokl Polimorfizminin Genotip ve Allel Frekanslari

116 saghkli gebe kadinin Fokl polimorfizminin genotip frekanslar1 ve allel

frekanslar1 tabloya aktarilmistir.

Cizelge 3.2. VDR Fokl polimorfizmi genotip ve allel frekanslari.

Genotip frekansi Allel frekansi
FF Ff ff F f
Fokl %49.2 %44.8 %6.0 %71.6 %28.4

3.3. VDR Fokl Polimorfizminin Plasenta Kursun Diizeyine Etkisi

VDR FoklI ekzon II de lokalize olmus ve C—T polimorfizmini gostermek amaci ile
bu noktay1 igeren 273 bp’lik bolge amplifiye edildi ve sonuglar jel goriintiileme
sisteminde, UV 151k altinda degerlendirilerek fotografland: (Sekil 3.1). Sekil 3.1°de
FokI bolgesi amplifikasyonunun jel goriintiisii verilmistir. Gebelerin 57’°si Fokl
polimorfizmi igin tipik homozigot, 7’si atipik homozigot ve 52’si ise heterozigot

olarak saptandi.
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76bp

197bp
273bp

6

1 2 3 4 M

h

Sekil 3.1. PCR {rlnu (273bp) VDR Fokl polimorfizminin agaroz jelde gérintiilenmesi. M:100 bp
ladder; 1 ve 6. sira: atipik homozigot (ff) (197 ve 76 bp); 2, 4 ve 5. sira: heterozigot genotip (Ff)
(273,197,76 bp); 3. sira: tipik homozigot (FF) (273 bp).

Cizelge 3.3’te, VDR Fokl polimorfizmi ve plasental drneklerde kursun diizeyleri
verilmistir. VDR Fokl polimorfizminin genotip ve allel frekanslarinin Hardy-

Weinberg dengesinde oldugu tespit edildi ve sapma bulunmadi (y2=1.231, p>0.36).

Cizelge 3.3. Maternal VDR Fokl polimorfizmi ve plasenta kursun konsantrasyonu.

Maternal VDR
Fok1l Plasenta kursun diizeyi (1g/kg)
polimorfizmi
OrtalamazS.D Minimum Maksimum
FF (n=57) 9.96+7.00 3.31 32.68
Ff (n=52) 12.34+7.92 4.63 34.12
ff (n=7) 29.11+£21.90 8.66 69.15
p degeri 0.001
FF (n=57) 9.96+7.00 3.31 32.68
Ff+ff (n=59) 14.33+11.61 4.63 69.15
p degeri* 0.016




61

Annelerde VDR Fokl polimorfizminin genotip frekans1 % 49.2 FF, % 44.8 Ff ve %
6.0 ff olarak belirlenmistir. F ve f allelleri icin allel frekanslar1 sirasiyla % 71.6
(n=166) ve % 28.4 (n=66)’dir. Ortalama plasenta kursun diizeyi 12.84 + 14.47 ppb
hesaplanmistir. Anne VDR FoklI polimorfizmi ve plasental kursun diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmustur (p <0.05). VDR Fokl f/f genotipi
diisiik frekansta gézlenmistir. Bu gen polimorfizminde f alleli, atipik alleldir ve
calisma grubundan sadece 7 kiside homozigot ff genotipi tespit edilmistir. Bu
nedenle istatistiksel degerlendirmelerde ayrica, f aleli tasiyan genotipler Ff+ff olacak
sekilde toplanarak bir grup olusturulmustur. Ff+ff genotipli annelerin
plasentalarindaki kursun diizeyi 14.33+11.61 ppb iken FF genotiplilerde bu deger
9.96£7.00 ppb olarak hesaplanmistir. Bu sonug istatistiksel olarak da anlamlidir
(p<0.05).
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4. TARTISMA

Insan plasentasi, hamilelik esnasinda maternal ve fetal dokulardan olusur ve maternal
ve fetal kan sistemlerini ayirirken her iki kan sirkiilasyonunu bir araya getirir.
Maternal sirkiilasyonda bulunan ¢ok sayida ksenobiyotigin fetlisten maternal yone
dogru ekstriizyonu ile koruyucu bir bariyer gorevi goriir (Ceckova-Novotna ve ark.,
2006). Besinlerin ve oksijenin fetlise gecisine izin verip biiyiikk olasikla zararli
bilesiklerin gegisini engelleyen, anne ve fetlis arasindaki segici bir bariyer olarak
gorev yapan plasenta (lyengar ve Rapp, 2001) zararli maddelerin gegisini azaltan bir
filtre olarak davranir, embriyoyu ve fetlsu Kirleticilere maruziyetten korur (Kuhnert
ve ark., 1987; Osman ve ark., 2000). Ancak kursunun plasenta bariyerini pasif
difiizyon ile kolaylikla gectigi (Goyer, 1990) ve plasentadan ge¢en kursunun doguma
kadar fetliste biriktigi bulunmustur (Lagerkvist ve ark., 1996; Gardella, 2001; Lidsky
ve ark., 2003).

Kursun, ¢ikarilmasi ve islenmesi kolay, dogada yaygin olarak bulunmasi ve ¢esitli
alasimlar meydana getirebilmesinden dolay: tarihte bilinen ve kullanilan en eski
metallerden biridir. Kursun ¢evreye maden ocaklarindan ve fabrikalardan
yayilabilmektedir. Islek oto yollari, eski evler, madenler, kursun arsenatin pestisit
olarak kullanildig1 eski meyve bahgeleri, endiistri bolgeleri, elektrik santralleri, ¢op
firinlart ve zararli atiklarin bulundugu bolgelerde, toprakta yaygin olarak bulunur.
Insanlar, soluduklar1 hava, ictikleri su, tlkettikleri yiyecek ya da yuttuklar1 toz ve kir
parcaciklari ile kursuna maruz kalabilmektedir (ATSDR, 2007).

Kursunun viicuda absorpsiyon miktari, kursun kaynagina, partikiil biiytikliigiine,
fiziksel ve kimyasal sekline, bilesiginin ¢oziiniirliigiine, kursuna maruz kalan bireyin
yasina, cinsiyetine, beslenme durumuna ve genetik Ozelliklerine bagli olarak
degismektedir (ATSDR, 1999). Kursunun plasenta bariyerini pasif diflizyon ile

gecmesi, fetuslin, anneden gelen kursuna maruz kalmasina neden olur. Kemikteki
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kursun da gebelik slresince, fetlisun iskeletine kolaylikla aktarilmaktadir (Gulson ve
ark., 2003).

Kursun, absorpsiyon ve protein baglanma yerleri i¢in yarisir ve kalsiyum gibi diger
bivalent katyonlarin biyolojik yolagini takip eder (Godwin, 2001). Kursunun,
kalsiyum baglayic1 proteine olan yiiksek afinitesi (Richardt ve ark., 1986), diisiik
kalsiyum alimlarinda kursun absorpsiyonunun artmasmi saglar (Fullmer, 1997).
Vitamin D endokrin sistemi, bagirsaklardan kalsiyum emilimini saglayarak iskelet

metabolizmasinda 6nemli bir rol oynar (Haussler ve ark., 1998).

Maruziyet dozu, siiresi ve zamanlamasi yaninda, genetik varyasyonlar nedeni ile
bireysel duyarlilik da kursun zehirlenmesinde 6nemli bir faktor olarak goriilmektedir
(Chuang ve ark., 2004). Kursun toksikokinetigini en ¢ok etkileyen genler, delta-
aminolevulinic acid dehydratase (ALAD) geni, Vitamin D reseptor (VDR) geni ve
human hemochromatosis (HFE) genidir. Ca?* ve Pb?" arasindaki iliski nedeni ile
VDR genindeki genetik polimorfizm kursun toksisitesi ile baglantilidir. Divalent
katyon olmalarindan kaynakli benzer biyokimyasal dogalar1 geregi, bu metaller
birbirlerinin absorpsiyonlarini degistirir. Bu nedenle, bagirsaklardan kalsiyum
absorpsiyonu ile ilgili proteinlerin genetik yapilarindaki polimorfizm, Pb?*

toksisitesini ve absorpsiyonunu etkileyebilir.

Cesitli populasyonlardaki VDR geni polimorfik bolgeleri ile ilgili populasyon
caligmalar1 yapilmistir. Bu ¢alismalarda VDR geni Fokl polimorfizmi FF genotipinin
calismamizda oldugu gibi Hintli Asyalilar’da (Bhanushali ve ark., 2009) ve Siyah
Amerikalilar’da (Harris ve ark., 1997) daha baskin oldugu ve heterozigot frekansinin
azaldig1; Japonlar’da (Minamitani ve ark., 1998), Urdiinliler’de (Kanan, 2013) ve
Ozellikle Uruguaylilar’da (Mimbacas ve ark., 2007) heterozigot frekansinin yiiksek
oldugu gorilmistiir. Avrupali (Eccleshal ve ark., 1998; Noponen-Hietala ve ark.,
2003; Abbas ve ark., 2008; Colombini ve ark., 2014) ve Amerikali (Harris ve ark.,

1997) beyazlarda heterozigot azalmas1 goriilmemisir.
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Literattirde farkli popilasyonlarda VDR polimorfizminin kursun dizeyine etkisi ile
ilgili yeterli galisma bulunmamaktadir (Haynes ve ark., 2003; Chuang ve ark., 2004;
Rezende ve ark., 2008; Rezende ve ark., 2010; Pawlas ve ark., 2012). Pawlas ve
arkadaglar1 (2012) 175 ¢ocugun dahil oldugu c¢alismalarinda VDR Fokl
polimorfizminin kan-kursun degeri ve gocuklarin bilissel fonksiyonlar1 arasindaki
iliskiyi degistirmedigini bulmuslardir (Pawlas ve ark., 2012). Bir diger ¢alismada,
Rezende ve arkadaglar1 3 farkli VDR polimorfizmini (FokI, Apal ve Bsml) 256
saglikli gebe kadinda incelediler ve bu polimorfizmin, kan-kursun ve serum-kursun
seviyesinde etkisinin olmadigini, ancak Fokl, Apal ve Bsml polimorfizmi igin
sirastyla f, @, ve b allellerinin olusturdugu haplotipinin, diisiik serum-kursun diizeyi
ile baglantili oldugunu tespit etmislerdir (Rezende ve ark., 2010). Ayrica Haynes ve
arkadaglar1 da (2003) 275 c¢ocukta VDR Fokl polimorfizmi ile kan-kursun
konsantrasyonu arasindaki iliskiyi arastirdi ve VDR FokI’in bu iliskiyi etkiledigini
belirledi (Haynes ve ark., 2003).

Diger yandan, VDR geni Fokl polimorfizminin varyantlar1 ve anne-¢ocuk ¢iftindeki
kursun maruziyeti arasindaki iligki ile ilgili calismalar simdiye kadar yapilmamaistir.
Bu tez, maternal VDR Fokl polimorfizminin, plasental kursun diizeyine etkisini

inceleyen ilk caligmadir.

Fokl kesim bdlgesi, VDR geninin 5° promotor bolgesinde yer alir ve diger VDR
polimorfizmleri Bsml, Apal ve Taql ile herhangi bir LD (linkage desiquilibrium,
baglant1 dengesizligi) bulunmadigi i¢in VDR geni i¢inde bagimsiz bir belirte¢ olarak
kabul edilebilir ve bu polimorfizmi g¢evreleyen LD alani ¢ok kiigiik goriinmektedir
(Fang ve ark., 2003). Bsml, Apal ve Taqgl genlerinden farkli olarak FokI
polimorfizmi VDR protein yapisint degistiren amino asit dizilimini etkiler (Gennari
ve ark., 1999). VDR Fok 1 ekzon II’ de lokalize olmustur ve C—T gegisi ile geride
bir baslangi¢ kodonu olusturur ve VDR baslangi¢c kodonu 3 aa uzar (f alleli). F alleli
ise ilerideki ikinci baslangi¢ kodonu ile olusur. Fokl polimorfizmi, VDR baslangi¢
bolgesindeki translasyon C—T gegisi, ileri bolgedeki baslangic translasyonu (F allel)
ile karsilagtirildiginda, 3 aa uzamis bir VDR molekilu ile sonuglanan (f alleli) bir

geri baslangi¢c kodonu olusturur (Gross ve ark., 1996; Arai ve ark., 1997). Bu nedenle
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Fokl polimorfizminde f allel 427 amino asitli hVDR proteini olustururken F allel 424
amino asitli hVDR proteini olusturur (Jurutka ve ark., 2000; Valdivielso ve ark.,
2006; Uitterlinden ve ark., 2004).

VDR proteininin bu iki varyant formu yapisal olarak farklidir (Jurutka ve ark., 2000).
Bir¢ok c¢alismada, 424 amino asit hVDR F allelinin transkripsiyon bakimindan daha
aktif oldugu tespit edildi (Arai ve ark., 1997; Uitterlinden ve ark., 2004; Valdivielso
ve ark., 2006; Fleet ve Schoch, 2010). Buna paralel olarak Huang ve ark. (2006) genc
kadinlarda, beslenmedeki kalsiyumun absorpsiyonunu VDR FokI polimorfizmi
acisindan karsilastirmistir ve Ca?* absorpsiyonunun, FF genotipindeki kadinlarda, ff
genotipli kadinlara oranla daha yiiksek oldugunu gozlemlemistir (Huang ve ark.,
2006). Yiiksek Ca?" olmas1 halinde, katyonlar arasindaki ters orantili iliskiden dolay1
Pb?" absorpsiyonunun azalmasi beklenir. Daha &nce yapilan ¢alismalarda, diisiik
kalsiyum diyetinin kursun konsantrasyonunu yiikselttigi gosterilmistir (Bogden ve
ark., 1992; Fullmer, 1997; Cortina-Ramirez ve ark., 2006). Bu iliskinin nedeni, bu
metallerin bagirsak plazma zarindaki benzer transport sistemi ve baglanma bdolgeleri

i¢in yarismalaridir (Barton ve ark., 1978; Simons, 1993).

Hamilelik siiresince artan kalsiyum gereksinimlerini karsilamak ic¢in, hem bagirsak
kalsiyum absorpsiyonu artar ve hem de renal kalsiyum atilimi azalir (Silbergeld,
1991). Bu fizyolojik degisimlere ek olarak genetik yatkinlik da kalsiyum
absorpsiyonunu etkiler. Intestinal Pb absorpsiyonunun F allel tasiyan kadinlarda f
alleli tasiyan kadinlara oranla daha diisiik olmasi miimkiindiir. Ciinkii kalsiyum
absorpsiyonu, F allel nedeniyle daha yiiksektir. Digsal kursun maruziyetinin yani sira
gebelik siiresince, annenin kemiklerinde hamilelik 6ncesinde stoklanmis olan kursun,
bir i¢sel kursun kaynagi olabilir. Hamilelik siiresince artan kalsiyum ihtiyaci
nedeniyle kemik dénisiimii artar ve birikmis olan kursun kemiklerden maternal kan
akisina gecebilir. Gebelik Oncesi diisik Pb absorpsiyonuna bagli olarak F alleli
tastyan kadmlarin kemiklerinde daha az seviyede kursun birikmesi ve bdylece
gebelik doneminde kemiklerinden daha az kursun ayriliyor olmasi olasidir. Bu

nedenle F allel tasiyan kadinlarin fetlisleri, daha az miktarda a¢iga ¢ikan kursundan



66

dolay1 daha avantajli goriinebilirler ve VDR Fokl ff genotipinde olan gebe kadinlarin

bebekleri ise kursun metalinin olumsuz etkisine daha fazla maruz kalabilirler.

Calisgmamizda VDR Fokl polimorfizmi igin genotip frekanslar1 su sekilde
belirlenmistir: % 49.2 FF, % 44.8 Ff ve % 6.0 ff. Ortalama plasenta kursun diizeyi
12.84 + 14.47 ppb dir. Anne VDR FokI polimorfizmi ve plasental kursun diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmustur. VDR Fokl polimorfizmi
icin Ff+ff genotipli annelerde, plasental kursun diizeyi istatistiksel olarak anlamli
sekilde daha ylksektir (p<0.05). Bu durum, VDR FokI polimorfizminin fetal kursun
diizeyinde etkili oldugunu ve FF genotipli olmasindan dolayr diisiik kursun
konsantrasyonuna sahip annelerin, fetlslerini kursun maruziyetine karsi
koruyabildiklerini gosterebilir. Kursunun plasenta bariyerini pasif difiizyon ile
gegmesi ve plasentanin kursun gegisinde bir bariyer olusturmamasi, fetlistin, anneden
gelen kursuna maruz kalmasina neden olur. Dolayisi ile ff genotipine sahip annelerin
plasentalarinda tespit edilen daha yiiksek seviyedeki kursun, bu annelerin fetiislerinin
daha yiiksek oranda kursun maruziyeti ile karsi karsiya kalacabileceklerini
gosterebilir ve dolayisi ile kursun ilintili saglik risklerine maruz kalma olasiligini

artirabilir.
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5. SONUC ve ONERILER

Calismada Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum klinigine
bagvuran 116 gebenin VDR Fokl polimorfizmi arastirilmis ve plasenta 6rneklerinin
Pb konsantrasyonlar1 Olgiilerek aralarinda istatistiksel olarak iliski oldugu

belirlenmistir.

Fokl polimorfizmi icin ff homozigot olan gebelerin plasental kursun diizeyleri FF
homozigot ve Ff heterozigot gruba gore istatistiksel olarak anlamli sekilde yuksek
bulunmustur (p<0,05). VDR Fokl ff genotip calisma grubumuzda sadece 7 annede
tespit edilmistir. Istatistiksel degerlendirmelerde f aleli tasiyan genotipler Ff+ff
olacak sekilde toplanarak bir grup olusturulmustur. Ff+ff genotipli annelerin
plasentalarindaki kursun diizeyi 14.33+11.61 ppb iken FF genotiplilerde bu deger
9.96+7.00 ppb olarak hesaplanmistir. Bu sonug istatistiksel olarak da anlamlidir
(p<0.05).

Sonu¢ olarak bu c¢alisma, VDR Fokl polimorfizminin plasental kursun diizeyi
tizerinde anlamli bir etkisinin oldugunu gostermistir. VDR FokI polimorfizminin F
alleline sahip olan kadmlarin kursun maruziyetine karsi kendi fetUslerini
koruyabildiklerini géstermistir. Bu ¢alismaya gore, ff genotipine sahip annelerin
plasental dokusunda tespit edilen daha yiksek duzeydeki kursun sebebi ile

fettslerinin kursun ilintili saglik risklerine maruz kalma olasilig1 artabilir.

Calismamizda elde ettigimiz tiim sonuglar bir biitiin olarak degerlendirildiginde,
maternal VDR Fokl polimorfizmi anneden plasentaya ve plasentadan fetlise kursun
transferinde etkili oldugu One siiriilebilir. Ancak bu hipotezi gelistirmek igin daha
ileri aragtirmalar gereklidir. Farkli toplumlar1 igeren ve daha ¢ok vakanin
degerlendirildigi, maternal, plasental ve fetal kursun seviyelerinin bir arada tespit

edildigi ve fetls genotipinin de degerlendirildigi caligmalara ihtiyag¢ vardir.
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OZET

Kursunun Toksikokinetiginde Rol Oynayan Vitamin D Reseptor Gen
Polimorfizminin Plasenta Kursun Diizeylerine Etkisi

Plasenta, zararli maddelerin gegisini azaltan bir filtre gorevi tstlense de kursun,
plasenta bariyerini pasif difiizyonla kolaylikla gegmektedir ve plasentadan gegen
kursun doguma kadar fetlste birikmektedir.

Bu c¢alismanin amaci, gebe kadinlardaki VDR Fokl baslangic bdlgesi
polimorfizminin, plasental kursun diizeyine etkisini sorgulamaktir. Calismamizda,
Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Klinigine bagvuran
116 gebede VDR Fokl baslangic bolgesindeki C—T tek nukleotid polimorfizmi
aragtirildi. izole edilen DNA’larin VDR FokI baslangic bélgesi PCR teknigi ile
cogaltilarak, PCR firtinii FoklI restriksiyon enzimi ile kesildi ve tiplendirme yapild1.

Bu tez, maternal VDR Fokl promotor bdlgesindeki C—T tek niikleotid
polimorfizminin plasenta 6rneklerinde Pb konsantrasyonu ile iliskisinin aragtirildigi
ilk ¢aligmadir. Sonug olarak VDR Fokl promotor bolgesindeki C—T tek niikleotid
polimorfizmi icin ff homozigot olan gebelerin plasental kursun diizeyleri, FF
homozigot ve Ff heterozigot gruba gore daha yiiksek bulunmustur (p<0,05).

Elde edilen bu sonuglarin degerlendirmesine gore, kursunun toksikokinetiginde rol
oynayan vitamin D reseptor geni Fokl polimorfizminin plasental kursun diizeyinde
etkili oldugu, ff homozigot 6zellik gosteren gebelerin plasental kursun diizeyinin
daha yiiksek oldugu ve dolayisi ile ff homozigot 6zellik gosteren gebelerin fetlslerini
kursun toksitesisinden kaynaklanan saglik risklerine maruz kalmalarini artirabilecegi
ileri stiriilebilir. Bu ¢alismanin bu konu ile ilgili ileride yapilacak ¢aligmalara 151k
tutacag diisunilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Plasenta, Gen Polimorfizmi, Kursun, VDR, Fokl, Kan
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SUMMARY

The Effect of Vitamin D Receptor Gen Polymorphism Playing Role in Lead
Toxicokinetic on Placenta Lead Levels

Although placenta has a function to decrease passing of harmfull substances, lead
can cross plasental barrier easily with passive diffision and lead which enter the
placenta accumulates until moment of birth.

The aim of this study is to determine the polymorphism of VDR Fokl promoter
region in pregnant women and investigate whether this polymorphism has an effect
on lead levels in the placenta. The study population consists of 116 cases attending
the Gynecolgy Department of Ankara University Faculty of Medicine. C—T single
nucleotide polymorphism (SNP) was investigated in the womens’ VDR FokI
promoter region. The VDR Fokl promoter region of the isolated DNAs were
amplified with the PCR technique, the amplified oligonucleotides were cut with Fokl
restriction enzyme and typing was done.

This thesis is the first study examining the effect of maternal VDR Fokl
polymorphism on lead levels in placenta. For the VDR C—T single nucleotid
polymorphism on VDR Fokl promoter region, the plasental lead level of the
pregnants with ff homozygoust genotypes is found higher than the pregnants with FF
homozygous and Ff heterozigous genotypes (p<0,05).

The Vitamin D Receptor gene Fokl polymorphism has an effect on lead levels in the
placenta and the detection of higher levels of lead in placental tissue of mothers with
ff genotype proposed that these mothers may expose their fetuses to increased lead-
associated health risks. This study is intended to shed light on future work to be done
on this subject

Key Words: Placenta, Gene Polymorphism, Lead, VDR, Fokl, Blood.
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