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ONSOZ

Gelisen teknoloji ve iiretimlerle ¢evremiz giin be giin birgok toksik madde ve
kirlenme ile kars1 karsiya gelmektedir. Gliniimiiz kosullarinda kisitlayici dnlemler
alinmasina ve birtakim yasal diizenlemeler getirilmesine ragmen agir metallere
maruziyeti sifirlamak mimkiin degildir. Organizmada birikme o6zelligi olan ve
yarilanma omiirleri yillar siiren agir metallerin neden oldugu yikici toksik etkilerin
daha iyl aciklanabilmesi, biyotransformasyonlarindaki genetik farkliliklarin
belirlenmesi, maruziyetin engellenmesi, koruyucu Onlemlerin alinmasi ve tedavi

yontemlerinin gelistirilmesi halk saglig1 ve isci sagligi agisindan 6nemlidir.

Bu tez "Talasemi Hastalarinda Metallerin Toksikokinetiginde Rol Oynayan Enzim
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1.GIRiS

1.1. Kursun

1.1.1. Kursunun Tarihcesi

Yer kabugunda dogal olarak bulunan mavimsi- gri renge sahip bir agir metal
olan kursun, iki veya daha fazla elementle birlesik sekilde dogada bulunmaktadir.
Dogada yaygin bulunmasi, erime noktasinin ve yogunlugunun diisiik olmasi, kolay
islenebilir olmasi, madenlerden ¢ok miktarda elde edilebilmesi ve diger elementlerle
kolaylikla alasim olusturabilmesi nedeniyle yaygin olarak degisik alanlarda
kullanilmakta ve insan faliyetlerinin sonucu olarak da bol miktarda dogaya

salinmaktadir (ATSDR, 2007).

Kursun, antik uygarliklar tarafindan yaklasik olarak 4000-5000 yil 6nce giimiis
iiretimi sirasinda yan {iriin olarak kesfedilmis ve yillar icerisinde toksik etkilerinin
oldugu saptanmistir (Kahvecioglu ve ark., 2006; Johnson, 1998). ilk olarak
Romalilar tarafindan su borusu yapiminda kullanilan kursun sonraki zamanlarda
sofra, mutfak ve makyaj malzemelerinde, ilerleyen yillarda da ise elma suyu ve sarap
gibi igecekleri tadlandirma amaciyla kullanilmistir. 16. ylizyildan itibaren tekne,
boru, pencere, silah benzin, boya, pisirme cam kaplari gibi bir¢ok malzemenin
yapiminda kullanilan kursunun yillar iginde ¢evre ve insan saghfi icin toksik
etkilerinin anlagilmasi nedeniyle bir ¢ok alanda kullaniminda kisitlamaya gidilmistir.
Bu kisitlamalar sonucu giiniimiizde ge¢mise oranla daha az uygulama alani bulan
kursun, getirilen sinirlamalara ragmen halen endiistriyel olarak bir¢ok alanda yaygin

olarak kullanilmaktadir (Garcia-Leston ve ark., 2010).

1.1.2. Kursunun Ozellikleri

Kursunun simgesi “Pb” dir. Admi Latince “plumbum” kelimesinin

kisaltmasindan almaktadir. Latincede yumusak metal anlamia gelen kelimenin

1


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Johnson%20FM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9637233

kokeni esas olarak Yunanca’daki “molubdos” kelimesine dayanmaktadir. Periyodik
tablonun IVA grubunda yer alan kursunun atom agirhigi 207,2 g/mol, 6zgiil agirlig
11,4 glcm® ve atom numarasi ise 82’dir. Kaynama noktas1 1740 °C olan kursunun
erime noktasi ise 327,43 °C’dir. +2 degerlikli kursun nitrik asitle iyi ¢oziinme
ozelligi gosterirken, su ile ¢ok az ¢oziinmekte, hidroklorik asit ve siilfirik asitle de
¢dziinmeyen tuzlar olusturmaktadir. Ug oksidasyon derecesi olan kursunun Pb(II)
formu dogada primer halde bulunurken asir1 oksidasyonun gercgeklestigi ortamlarda
Pb(IV) olusmakta, metalik kursun olarak adlandirilan Pb(0) ise nadir olarak dogada
yer almaktadir (Nordberg ve ark., 2007).

Yer kabugunda dogal olarak bulunan kursun tatsiz, kokusuz, yumusak, kolayca
islenerek cesitli sekillere doniistiiriilebilen ve diger metallerle alasim olusturabilen
bir agir metaldir. Dogada uranyumun, aktinyumun Ve toryumun radyoaktif
bozunmasi sonucu sirasiyla 2%Pb, 29Pb, 2%®Pb izotoplar: olusmaktadir. Bu
izotoplardan 2**Pb dogada %1,35-1,5 oraninda bulunmaktadir ve radyoaktif
bozunma sonucu olugsmayan tek izotoptur. 208pp 0955153, 296ph 0423.5-27, 297Ph ise
%20,5-23 oraninda dogada bulunmaktadir. Bunlarin yam1 sira kursunun stabil

olmayan dért formu daha bulunmakta olup bunlar 21°Ph, 211Ph, 212pp, 214Pb’dir.

Dogada genellikle bilesikler halinde bulunan kursunun sanayi alaninda en ¢ok
kullanilan organik formlar1 tetraetil kursun, tetrametil kursun, kursun stearat;
inorganik formlar1 ise PbCOs (kursun karbonat), PbS (kursun siilfiir), PbCrOa4
(kursun kromat), PbSiO3 (kursun silikat), PbO (kursun monoksit) ve PbzOs (kursun
tetraoksit)’tir. Cevher olarak en basta 6nem tasiyan ise galen (PbS), seriisit (PbCO3)
ve anglezittir (PbSO4) (ATSDR, 2007; Sanders ve ark., 2009; Poreba ve ark., 2011,
Tiwari ve ark, 2014).
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1.1.3. Kursun Maruziyeti

1.1.3.1. Kursuna Cevresel Maruziyet

Cevrede dogal olarak bulunan kursunun baslica maruziyet kaynagi insan
faaliyetleridir. Maden ve fabrika kaynakli atiklar kursun maruziyetinin baslica
gevresel maruziyet sebebi iken; komiir, petrol ve atiklarin yakilmasi sonucunda da
dogaya kursun salinimi olmaktadir. Sanayi devriminin gergeklesmesinden itibaren
gecen son birkag ylizyil icerisinde ¢evredeki kursun miktar1 yaklasik 1000 kat artis

gostermistir.

Kursun, toprak ile temas ettigi zaman toprak partikiilleri ile sik1 bir sekilde
birlesir. Ayrica biyolojik agidan bozulmaya ve parcalanmaya ugramadigindan
toprakta birikme 6zelligi gostermektedir. Boylelikle zaman iginde topragin fiziksel-
kimyasal 06zelliklerine ve kursun bilesiklerinin tipine bagli olarak kursun yer
altindaki derin sulara dahi karisabilmekte veya yagmur sulari araciligi ile nehir ve
denizlere kadar ulasabilmektedir. Kontamine su ile bitkilere ve hayvanlara oradan da
besin zincirinin en Ustii olan insanlara kadar ulasan kursunun baslica maruziyet

kaynaklar Sekil 1.1.’de verilmistir.

Bugiin o6zellikle sehir i¢i bdlgelerinde kursunun konsantrasyonun fazla
olmasmin baslica nedeni; gecmis yillarda kursunlu boyalarin, kursunlu benzinin,
pestisitlerin yaygin bir sekilde kullanilmis olmasidir. Cevrede kursun maruziyetinin
en yogun oldugu déonem kursunlu benzinin kullanildigi 1950- 2000°1i yillar aras1 olup
1979 yilinda Amerika’da tasitlardan g¢evreye yayilan kursun miktar1 94,6 milyon
kilogram iken bugiin bu deger kursunlu benzinlerin yasaklanmasi ile 2,2 kilograma

kadar diistirtilmiistiir.

Bunlarin yani sira tip alaninda kullanilan bazi ilaglar, kozmetik iirtinler, vinil
iceren maddeler, sigara duman1 gibi ¢esitli kaynaklar da kursun igerikleri nedeniyle
cevresel maruziyete neden olabilmektedir (ATSDR, 2007; Paustenbach ve ark.,
2006).
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Sekil 1.1 Kursuna maruziyet kaynaklari ve kursunun saglk {iizerine etkileri (Fewtrell ve ark.,
2004’makalesinden derlenmistir).

1.1.3.2. Mesleki Maruziyet

Kursun igeren borularin, kablolarin, mithimmat malzemelerinin, radyasyona
kars1 koruyucu levhalarin iiretimi silirecinde kursunun islenmesi ve alagimlarinin
hazirlanmas1 asamalarinda isciler yliksek miktarda kursuna maruz kalmaktadir.
Cizelge 1.1.°de yer yer verildigi sekilde glinlimiizde sanayinin ¢ok ¢esitli alanlarinda
kursun kullanilmakta, O6zellikle akii iiretiminin yapildig is yerlerinde kursuna
maruziyet ¢ok yogun olmaktadir. Birgok is¢i lizerinde yapilan ¢ok cesitli calismalar
ile kursunun toksik etkileri gosterilmistir (Chen ve ark., 2012; Ghanwat ve ark.,
2016; Zhang ve ark., 2016).
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Cizelge 1.1. Kursun ve bilesiklerinin sanayideki kullanim alanlar1 (Akdur ve ark., 1998).

KURSUN VE BILESIKLERIi

KULLANIM ALANLARI

Saf Metal

Kursun boru, kursun levha, kursun tiretimi ve islemleri
(eritme, dokiim, oksitleme vs), ¢at1 malzemesi, kursunlu
tel ve kablo yapimi, kursun mermi, av sagmalari, X
1sinlar1 ve radyoaktif maddelerden korunma ekranlari,

reaksiyon kaplari, depolama tanklar: yapimi

Alagim ve inorganik bilesikler

Kursun ve antimon alagimi

Akiimiilator levhalar1 yapiminda

Kursun monoksit (PbO, litarji , miirdesenk)

Metal dizi harfleri, lehimcilik, akiimiilatér yapimi ve bazi

boyalar

Kirmizi kursun (Pbs04, Siilyen)

Paslanmaya kars1 astar boya olarak

Kursun karbomat (PbC0s, Seruzit, Ustiibeg)

Boya islerinde

Kursun silikat (PbSi03)

Seramik sanayide toprak kaplarin sirlanmasinda

Kursun arsenat ( PbHAsOa)

Insektisit yapiminda

Kursun siilfiir (PbS,Galena)

Lastik sanayisinde

Kursun Kromat (PbCrOa4)

Baz1 Boyalarin bilesiminde

Kursun Stearat (Pb(C17H35C00)z2)

Plastik madde yapiminda

Kursun tetraetil (Pb(C2Hs)s) ve
Kursun tetrametil (Pb(CHs)a)

Motor benzini i¢ine oktani arttirmak i¢in katki maddesi

olarak

Iscilerin toksik maddelerden korunmasi ve maruziyetin en aza indirilmesi igin

isyerlerinde maruziyet seviyesini gosterici bir takim sinir degerler tespit edilmistir.
Tekrarlanan maruziyet durumlarinda bir kimyasalin olumsuz herhangi bir saglik
etkisine sebep olmayacak havadaki konsantrasyon degeri esik simnir deger (Treshold
Limit Value, TLV) olarak tanimlanirken; havada belirli bir konsantrasyonda bulunan
kimyasalin inhalasyyonu sonucunda viicuttaki konsantrasyonuna karsilik gelen deger
ise biyolojik maruziyet indeksi (Biological Exposure Index, BEI) olarak

tanimlanmaktadir.



Is Saglig1 ve Giivenligi Idaresi (OSHA) tarafindan Amerika’da is yeri ortami
havasinda kursunun maksimum limit degeri 50 pg/m® olarak belirlenmistir. Bu
degerler giinde 8 saatlik calisma siiresi olan isyerlerinde havada maksimum
bulunmasma izin verilebilir deger olup iscilerin 30 giinden fazla 30 pg/m®’iin
tizerinde kursuna maruz kalmasinin s6z konusu oldugu durumlarda ise solunum yolu
koruma ekipmanlarina bakilmaksizin diizenli araliklara tibbi gozetim altinda
tutulmalar1 OSHA tarafindan onerilmektedir. Iscilerin kanlarmdaki kursun
konsantrasyon diizeyinin 60 pg/dI’nin veya son ii¢ ay igerisindeki kan kursun
diizeylerinin ortalamasinin 50 pg/dI’nin lizerinde olmasi durumunda ise tibbi

tedaviyle birlikte maruziyetin kesilmesi onerilmektedir (Staudinger ve ark, 1998).

Tiirkiye’de ise Calisma ve Sosyal Giivenlik Bakanlig: tarafindan 12.08.2013
tarinli ve 28733 no’lu Resmi Gazete’de yayimlanan Kimyasal Maddelerle
Calismalarda Saglik Ve Giivenlik Onlemleri Hakkinda Yénetmeligin Ek-2’sinde 100
ml kandaki baglayict biyolojik kursun tst sinir degeri 70 ug olarak belirlenmistir.
Ancak isgilerden herhangi birinin kan kursun diizeyinin 40 pg/dL’den fazla olmasi
durumunda veya haftalik toplam 40 saat calisilan bir i yeri ortamindaki havadaki
kursun diizeyinin zaman agirlikli ortalama konsantrasyonunun 0,075 mg/m® ten
fazla olmasi durumunda tibbi gozetimin yapilmasi onerilmektedir (ACGIH, 2007;

Safety ve Administration, 1978; Resmi Gazete- Ek-2, 2013).

1.1.4. Kursun Metabolizmasi
1.1.4.1. Absorpsiyon

Kursunun metabolizmasina ait sema sekil 1.2.’de yer almaktadir. Kursun deri
yoluyla, sindirim veya solunum yoluyla viicuda alinabilmektedir. Kursunun organik
formu lipidlerle kolayca ¢6ziinebilmekte ve deriden kolaylikla gegebilmektedir ancak
inorganik kursunun deriden emilimi ¢ok azdir. Kursunun primer absorpsiyonu
solunum yoluyla veya gastrointestinal yoldan emilimle olmaktadir (Rom ve

Markowitz, 2007; Saryan ve Zenz, 1994).
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Sekil 1.2. Kursun metabolizmasi (Akdur ve ark.,1998).

Kursunun gastrointestinal yoldan emilimi eriskinlerde %10-15 civarindayken,
cocuklarda bu oran %40-50 seviyelerine ¢ikmaktadir. Kursunun absorpsiyonu aglik
durumunda veya demir, fosfor, kalsiyum, ¢inko gibi viicut i¢in gerekli minarel ve
elementlerce fakir diyetle beslenme durumunda artis gostermektedir (Lead, 1977;
Rom ve Markowitz, 2007; Ziegler ve ark., 1978). Ornegin; demirin fazla olmasi

bagirsaktan kursun absorpsiyonunu azaltmaktadir (Ziegler ve ark. 1978).

Mesleki olarak kursuna maruziyette kursun absorpsiyonu daha gok solunum

yoluyla ger¢eklesmektedir. Solunum yoluyla kursun absorpsiyonu,

» Solunum hacmine,
» Kursun bilesiklerinin ¢oziiniirliigiine ve boyutuna,

» Bireyin yasi, fizyolojik ve diyet durumu, genetik yapis1 gibi kisisel faktorlere
bagl olarak degisiklik gostermeklr birlikte inhalasyon yoluyla alinan kursun

%30-40 oraninda kana ulasmaktadir (Saryan ve Zenz, 1994).



Mesleki maruziyette toz partikiillerinin 1 pm’den kii¢iik olmasi, is giicliniin
artigina bagli olarak hizli ve derin inhalasyon durumu yukarida da ifade edildigi gibi

kursun emilimini arttirici bir etki olusturmaktadir (Papanikolaou ve ark., 2005b).

1.1.4.2. Dagilim

Absorbe olan kursun kanda %99 oraninda eritrositlere baglanirken, %1
oraninda ise plazmada ve serumda yer almaktadir. Kandaki kursunun yumusak
dokulara dagilimi ¢ok diisiik olup 4-6 hafta igerisinde taginimi olmaktadir. Serbest
halde yayilabilen plazma fraksiyonu ise dis, kemik, dalak, karaciger, akciger, beyin
ve bobrek gibi dokulara yogun bir sekilde kursun dagilimini saglamaktadir (Saryan
ve Zenz, 1994). Kursunun kandaki yari omrii 35 giin, yumusak dokuda yaklasik
olarak 40 giin, kemikte ise 20-30 yildir (Grimsley ve Adams-Mount, 1994). Uzun
stireli maruziyette kursunun %95°1 kemiklerde depolanmakta ve kalsiyumun yerini
almaktadir (Barry, 1981; Sullivan Jr ve ark., 1992). Bireylerde kemiklerde kursun
birikimi yasla birlikte artis géstermekte olup erkeklerde bu artis daha fazla olmakta
ve birikim tibia bolgesinde yogunlagsmaktadir (Barry, 1981).

1.1.4.3. Atihhm

Kursunun viicutta tutulumu ve atiliminin yasa bagli oldugunu gdsteren
caligmalar olmakla birlikte c¢ocuklarda atiliminin daha fazla olabilecegine dair
calismalar bulunmaktadir. Inorganik kursun viicutta metabolize olamazken diger
kursunlu bilesikler karacigerdeki p450 enzimleriyle oksitlenmektedir. Absorbe olan
kursunun %50-60’1 baslica bobrekler ve safra yoluyla atilmaktadir. Gastrointestinal
yolla atilim ise %25-30 civarinda olmakta, %10-15 oraninda da ter, sagc, siit, tikiiriik,
dokiilen epitelyum hiicreleri ve tirnakla atilabilmektedir (Saryan ve Zenz, 1994,
Ziegler ve ark., 1978; Papanikolaou ve ark., 2005b).



1.1.5. Kursunun Saghk Uzerine Etkileri

Kursun toksisitesini genel olarak enzimlerin aktivitelerini degistirerek
gostermektedir. Kursun ya enzimlerin tiyol (-SH) gruplarina baglanmakta veya
enzimlerin ¢alismasi i¢in gerekli olan esansiyel metallerin yerini alarak enzimleri
inaktive etmektedir. Boylelikle kursun hem biyosentezi, bobrekler, sinir sistemi,
kardiyovaskiiler sistem, iireme, karaciger, gastrointestinal ve endokrin sistem gibi
enzimsel aktivitelerin ¢ok oldugu sistemler lizerinde toksisiteye neden olmaktadir

(WHO, 2000).

Toksisite, maruziyetin akut veya kronik olmasina gore degisiklik
gostermektedir. Akut zehirlenmeler daha ¢ok mesleki maruziyete bagli olarak ortaya
¢ikmakta olup olusan semptomlar ¢izelge 1.2.’de yer almaktadir (Staudinger ve Roth,
1998).

Cizelge 1.2. Akut kursun toksisitesinin genel semptomlar: (Staundinger ve Roth,1998)

Hafif Orta Siddetli
Myalji Bagagrisi Ensefalopati
Irritabilite Tremor Motor ndropatisi
Parestezi Kusma Nobetler
Orta derecede yorgunluk Genel yorgunluk Koma
Aralikli karin agrilart Yaygin karin agrist Abdominal kolik
Letarji Kilo kayb1 Kursun ¢izgileri
Libido kayb1 Oligiiri
Kabizlik

Kronik maruziyette ise yasa ve maruz kalinan doza bagli olarak semptomlar
cok cesitli ve degisik olabilmektedir (Sekil 1.3.). Basagrisi, depresyon, halsizlik,
artralji, libido kaybi, impotans ve maruziyetin devam etmesine bagli olarak
toksisitenin daha ileriye gitmesiyle birlikte bobrek yetmezligi, gut, hipertansiyon ve

kronik ensefalopati olusabilir (Cullen ve Rosenstock, 1994).
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Sekil 1.3. Kan kursun diizeylerinin ¢ocuklar ve eriskinler {izerine olumsuz saglik etkilerinin
karsilagtirtlmasi (Meyer ve ark., 2008 makalesinden derlenmistir).

1.1.5.1. Kan Sistemi Uzerine Etkisi

Amerika Cevre Koruma Ajansi (US Environmental Protection Agency, EPA)
kursuna maruziyete bagli olarak hemoglobindeki azalmanin ortaya ¢iktig1 kan kursun
diizeyini; ¢ocuklar i¢in 40 pg/dL, mesleki olarak kursuna maruz kalan bireyler iginse

50 pg/dL olarak ifade etmistir.

Kursun, od-aminoleviilinik asitdehidrataz (ALAD) veya ferroselataz
protoporfirin IX’a demir baglanmasini katalize eden ferroselaz enziminin aktivitesini
inhibe ederek hem biyosentezini azaltir ve hemoglobin sentezini engeller.
Ferroselataz enziminin inhibe olmasiyla eritrosit protoporfirinin kan ve plazmadaki
derisimi artarken, ALAD enziminin de aktivitesinin azalmasiyla kan ve plazmada 6-
aminoleviilinik asit miktar1 artarak hem biyosentezi engellenir (Sekil 1.4).
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Sekil 1.4. Kursun maruziyetiyle hem sentezinin engellenmesinin sematik gosterimi (Akdur ve ark.,
1998).

Hem biyosentezinin engellenmesiyle akut veya kronik maruziyete bagli olarak
eritrositlerde beneklenmenin de goriildiigii iki tip anemi ortaya ¢ikmaktadir. Akut ve
yiiksek dozda kursuna maruziyet sonucu hemolitik anemi ortaya ¢ikmakta; kronik
maruziyette ise hem biyosentezinin azalmasina bagli olarak olgunlasmamis
eritrositlerle birlikte mikrositik veya hipokromik anemi meydana gelmektedir
(ATSDR, 2007). Ayrica kronik maruziyette, kursun eritrositlerdeki sodyum
potasyum adenozin trifosfatazi (Na*/K*-ATPaz) inhibe ederek eritrositlerin membran
yapisint bozar ve yasam siirelerini kisaltir. Bu durum olarakta organlarin ¢ogunda
hasar olusmasina ve ndronal iletimin engellenmesine yol agmaktadir (Liu ve ark.,

2008; Nordberg ve ark., 2007).
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1.1.5.2. Sinir Sistemi Uzerine EtKkisi

Kursun, kan beyin bariyerini kolaylikla gegebilen ve beyinin gri bdlgesinde
birikme Ozelligine sahip bir elementtir. Kursun beyinde noradrenalin, dopamin

konsantrasyonunu ve asitilkolinesteraz enziminin aktivitesini azaltmaktadir

(Aminoff, 2000; Goyer, 2001).

Kursun maruziyetinde periferik veya santral sinir sisteminin etkilemesine bagl
olarak kisilerde biligsel, davranigsal veya psikomotor patolojik semptomlar
olusabilir. Erigkinlerde kan kursun diizeyi 100-120 pg/dL’yi, ¢ocuklarda ise 80- 100
ng/dL’yi gectigi zaman ensefalopati goriilmektedir. Ensefalopatide beyincik ve beyin
korteksinin etkilenmesine bagli olarak bas agrist ve bag donmesi siddetli olarak
ortaya c¢ikarken bunlarla birlikte tremor, halsizlik, depresyon, dikkat azalmasi gibi
diger semptomlar da olugmaktadir. Kan kursun diizeyinin 150 pg/dL’yi astigi
durumlarda ise uyku haliyle baslayip koma ile sonuglanan durumlar goriillmektedir.
Kursuna bagli 6liim ise akut ve yiiksek doz maruziyet durumunda kalp yetmezligine
bagl olarak ortaya ¢ikmaktadir (Al Khayat ve ark., 1997; Goyer, 2001; Gulson ve
ark., 1998; Robertson, 2000; Akdur ve ark., 1998).

Cocuklarda ozellikle kan kursun diizeyinin 40 pg/dL’y1 agmasiyla birlikte
schwann hiicre dejenerasyonu ve sinir iletiminde yavaslamalar meydana gelmesiyle
periferik sinir tutulumu daha yiiksek oranda goriilmektedir (Goyer, 2001; Yeh ve
ark., 1995). Sinir tutulumu daha ¢ok radial sinirlerde meydana gelmekte, 6nce
parmaklarda diisme ardindan da elde diismeler seklinde kendini gdstermektedir.
Sonugta agrisiz ve bilateral felgler ortaya ¢ikmaktadir (Aminoff, 2000; Akdur ve
ark., 1998).

1.1.5.3. Uriner Sistem Uzerine Etkileri

Kursuna akut ve yiiksek dozda maruziyet sonucu geri doniisiimii miimkiin olan
aminoasidiiri, glukozuri, hiperfosfatiiriyle es zamanli proksimal tubul hasar1 ortaya

cikmaktadir. Maruziyetin siirekli veya tekrar ettigi kronik maruziyet durumunda ise
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geri doniisii olmayan kursun nefropatisi goriiliir (ATSDR, 2007). Kan kursun
diizeyinin 60 pg/dL’yi astigi durumlarda proksimal veya glomeriiler bobrek hasari
olusabilir. Ayrica kronik maruziyette interstisyel fibrozis ve glomeriiler skleroz

seklinde karakterize olan interstisyel nefrit gelisebilir (Lead, 1977).

1.1.5.4. Karaciger Uzerine Etkisi

Kursunun karaciger {izerindeki etkilerini arastirmak amaciyla ratlar {izerinde
bir takim deneyler yapilmistir. Ratlarin kursun asetata maruz birakildig1 ¢alismada
yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) miktarinin azaldigi, trigileridinin ise doza
bagli olarak artis gosterdigi saptanmistir. Calismada HDL’nin azalmasindaki
mekanizma tam olarak agiklanamamis olmakla birlikte kursun maruziyetine bagl
olarak lipoproteinlipaz veya hepatik lipaz enzim aktivitelerinin azalmasiyla

trigliseridinin artmig olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Skoczynska ve ark., 1993).

Ratlara kursun asetatin verildigi bir diger caligmada ise karacigerden elde
edilen homojenatta aspartataminotransferaz (AST) ve alaninaminotransferaz (ALT)
enzimlerinin aktivitesinin azalmasina ragmen serumda bu enzimlerin aktivitelerinde

herhangi bir degisikligin olmadig1 gosterilmistir (Singh ve ark., 1994).

Kandaki kursun diizeylerinin ortlamasit 78 pg/dL olan is¢i grubu iizerinde
gerceklestirilen bir baska c¢alismada ise bireylerin AST ve ALT enzimlerinin
aktivitelerinde azalma, alkalenfosfataz (ALP) ve laktatdehidrogenaz (LDH) enzim

aktivitelerinde ise artis oldugu saptanmigtir (Al-Neamy ve ark., 2001).

Kristal-Boneh ve ark. Tarafindan yapilan bir ¢aligmada ise kontrol grubu ve
kandaki kursun diizeylerinin ortalamasi 42,3 pg/dL olan iscilerin HDL ve total
kolesterol konsantrasyonlarinda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir yiikselis oldugu
saptanirken, diisik yogunluklu lipoprotein (LDL) ve trigliserid oranlar
karsilagtirildiginda anlaml bir yiikselis tespit edilememistir (Kristal-Boneh ve ark.,
1999).
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1.1.5.5. Gastrointestinal Sistem Uzerine EtKisi

Kursun maruziyetine bagli olarak kan kursun seviyesinin 80 pg/dL’yi
asmasiyla birlikte istahsizlik, kabizlik, karin agrisi ender durumlarda da ishal
goriilebilir. Kan kursun diizeyinin 150 pg/dL’yi gectigi durumlarda ise Na*'/K'-
ATPaz’m inhibe olmasiyla sodyum hiicre igerisine giremez ve kasilmalar olusturur
Ki bu durum kursun koligi olarak adlandirilir (Janin ve ark., 1984, Akdur ve ark.,
1998, ).

1.1.5.6. Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Etkisi

Kursuna yiiksek maruziyet sonucu bireylerde hipertansiyon gelisme riski
bulunmakta olup bu durum kursuna maruz kisilerde beyin damar (serebrovaskiiler)
veya kalp hastaliklar1 riskini arttirmaktadir. Kan kursun diizeyinin 30 pg/dL’nin
altinda oldugu durumlarda kursunun hipertansiyonla ¢ok az iligkili oldugu

saptanmistir (Hu, 1991).

Buna karsin ¢ocuk popiilasyon iizerinde yapilan bir ¢aligmada kan kursun
diizeyinin 10 pg/dL’nin altinda saptanmasi durumunda dahi kursunun hipertansiyon

ile iliskili olabilecegine yonelik bulgulara yer verilmistir (ATSDR, 2007).

Victery ve ark. Tarfindan yapilan bir ¢alismada ise ¢ocuk yasta kursuna maruz
kalan erigkin bireylerin, cocuklugunda kursun maruziyeti gecmisi olmayan
yetiskinlere gore hipertansiyona yakalanma riskinin daha fazla oldugu gosterilmistir

(Victery ve ark., 1988).

1.1.5.7. Endokrin Sistem Uzerine EtKisi

Kan kursun diizeyinin 40 pg/dL’yi astigi durumlarda hipotalamus- hipofiz
adrenal aski ve bununla baglantili olarak tiroid ve adrenal korteks hormonlari
etkilenmektedir. 40-60 pg/dL veya iizerindeki kan kursun seviyesinin gézlemlendigi

durumlarda tiroksinin (T4) ve tiroid uyarict hormonun (TSH) etkilendigi
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saptanmistir. Kontrol grubu ile kan kursun diizeyleri 40 pg/dL’nin {izerinde olan
bireylerin yer aldig1 bir calismada T4 hormon diizeyi kontrol grubuna gdre anlaml
derecede yiiksek bulurken, TSH hormon seviyesi ise kontrol grubundaki bireylere
gore normal veya daha diistik diizeyde saptanmistir (Gustafson ve ark., 1989; Lopez
ve ark., 2000; Singh ve ark., 2000).

Literatiirde kursunun iireme hormanlar iizerine etkisine yonelik de bir ¢ok
calisma bulunmaktadir. Bu g¢aligmalara gore kursun luteinizi edici hormonun (LH)
seviyesinde azalmaya, stimiile edici hormonun (FSH) seviyesinde ise artisa yol
acarak kadinlarda mensturasyon dongiisiinde diizensizliklere ve infertiliteye yol
acabilmektedir. Hamilelik durumunda maruziyet s6z konusu oldugunda ise kursun
plasentadan fetiise kolaylikla gegerek olumsuz saglik etkilerine neden olabilmektedir.
Kadinlarda yukarida ifade edilen olumsuz saglik etkilerine neden olan kursun
erkeklerde ise maruziyet miktarina ve siiresine bagli olarak testislerde sperm
anomalilerine, atrofiye, impotansa ve infertiliteye neden olabilmektedir (Gidlow,
2004; McGregor ve Mason, 1990; Goyer, 2001; Velicangil, 1980).

1.1.5.8. Kanser Olusumu Uzerine Etkisi

1980’11 yillarda gerekli analitik yontemlerin heniiz gelismemis olmasi ve elde
yeterli klinik verilerin bulunmamasindan dolay1 kursun ve bilesiklerinin karsinojen
olmadigt TARC tarafindan agiklanmistir. Ancak, yillar iginde kursunla calisan
is¢ilerden elde edilen veriler dogrultusunda bireylerin mide, akciger ve mesane
kanserlerine yakalandiklarinin belirlenmesiyle inorganik kursun bilesikleri IARC
tarafindan insanlar icin olast karsinojen grubu olan 2A grubuna dahil edilmistir

(Chan-Seok ve ark., 1980; Gidlow, 2004; Humans, 2006).

Invitro  ortamlarda  gerceklestirilen  deneyler sonucunda  kursunun
deoksiriboniikleik asit (DNA) polimeraz ve ligaz aktivitesini inhibe ederek DNA
sentezini ve onarimini engelledigi saptanmistir (Popenoe ve Schmaeler, 1979; Skreb

ve Habazin-Novak, 1975; Sirover ve Loeb, 1976). Yine yapilan bazi ¢alismalarda
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kursunun UV, radyasyon gibi mutajenlerle birleserek DNA onarimina engel

olusturdugu kanitlanmigtir (Hartwig, 1994).

Kursunun kanser mekanizmasi iizerine iki zit goriis bildirilmektedir. Bir goriise
gore kursun maruziyetine bagl olarak kardes kromatit degisimleri veya lenfositlerde
kromozomal aberasyonun arttigt gosterilirken, diger goriistekiler ise bunun
olmadigin1 savunmaktadir (Bauchinger ve Schmid, 1972; Hartwig ve ark., 1990;
Forni ve ark., 1976; Popenoe ve Schmaeler, 1979). Ornegin, invitro ortamda yapilan
bir deneyde kursun maruziyeti sonucu DNA protein ¢apraz baglarmin olustugu
gosterilse de s6z konusu bag olusumu kursun maruziyetinin oldugu is¢i grubunda

gosterilememistir (Wu ve ark., 2002).

1.1.5.9. Kursunun Diger Etkileri

Kursun varliginda viicut i¢in gerekli vitaminlerden biri olan vitamin D’nin
hormonal formu olan 1,25- dihidroksivitamin D’ye doniisiimii engellenmektedir
(Mahaffey ve ark., 1982). Yapilan bir ¢alismada kan kursun diizeyleri 33—120 ug/dL
olan ¢ocuklarin serum 1,25-dihidroksi vitamin D diizeylerinin 6nemsenecek derecede
azaldigr saptanmistir (Rosen ve ark., 1980). Kan kursun konsantrasyonunun 62
pg/dL’nin altinda oldugu durumlarda ise serum 1,25-dihidroksi vitamin D
diizeylerinde az da olsa azalmanin oldugu goriilmektedir. 62 pg/dL’nin tizerindeki
kan kursun diizeylerinde ise 1,25-dihidroksi vitamin D miktarinin daha ¢ok azalirken
miktarinda da azalma goriilmektedir. Yiiksek kan kursun diizeylerinde 1,25-
dihidroksi vitamin D ve serum total ve iyonize kalsiyum miktarindaki azalmaya ters
olarak paratiroid hormonda (PTH) ise artis meydana geldigi yapilan calismalarla
gosterilmistir (Mahaffey ve ark., 1982).

1.1.6. Kursun Zehirlenmesinde Tani

Kursun zehirlenmelerinde zehirlenme sonucu olusan semptomlar maruziyet
siiresi, maruz kalinan doz, kursunun maruz kalinan formu, bireyin yasi, beslenme
durumu, genetik yapisina bagli olarak degisiklik gdsterebilmektedir. Kursun
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maruziyetinin tespitinde en Onemli biyolojik numune kan ve idrar iken sag
numunlerinden de kolaylikla metal analizi yapilarak kursun maruziyeti

belirlenebilmektedir.

Onceden de ifade edildigi iizere kanda kursun %99 oraninda eritrositlerde, %1
oraninda ise plazmada yer almaktadir. Kandaki yarilanma Omriiniin 1 ay olmasi
nedeniyle son donem maruziyetinin belirlenmesinde tam kan teshis ve tarama igin
tercih edilmektedir. Kronik maruziyetin gosterilmesinde sa¢ ve tirnak kadar kritik
olmasa da tam kan, uzun donemli maruziyetlerde kemikte biriken kursunun kana
gegmesi sebebiyle uzun siireli maruziyetin belirlenmesinde biyolojik numune olarak

onemli bir yere sahiptir (Hirata ve ark., 1996).

Idrar ise uzun dénemli kursun maruziyetinin saptanmasinda veya selasyon
tedavisi yapilan hastalarin kursun diizeylerin takibinde kullanilmaktadir. Idrardaki
kursun diizeyinin belirlenmesinde spot idrar 6rnegi yerine 24 saatlik idrar Grnegi
tercih edilmeli ve kontaminasyon olmamasi igin dikkatli olunmasi gerekmektedir.
Yapilan bazi ¢alisamlar idrar kursun diizeyinin tam kursun diizeyini degil de plazma
kursun diizeyini yansittigin1 gostermektedir (Hirata ve ark., 1996; Tsaih ve ark.,
1999).

Sac ise kan ve idrara gore kolay toplanabilir bir 6rnek olmasi ve laboratuvara
ulastirilmasimin yani sira muhafazasinin kolay olmasi nedeniyle tercih edilse de
kontaminasyon riskinin yiiksek olmasi nedeniyle maruziyetin internal mi eksternal
kaynakli m1 oldugunun belirlenmesinde zorluk ¢ikarmaktadir. Sa¢in bir aylik uzama
orani ortalama olarak 1 santimetre olup enseden alinan 1cm boyundaki numune son
bir ayda maruz kalinan kursun maruziyetini yansitmaktadir. Bununla birlikte genel
sactaki kursun konsantrasyonu i¢cim kabul géren bir referans araligi mevcut degildir

(Deeming ve Weber, 1978; Saitoh ve ark., 1969; Taylor, 1986).

Eritrositlerde 6-ALAD aktivitesi ve protoporfirin IX diizeyi, idrarda ise
protoporfirin, porfobilinojen, koproporfirin ve &8-ALA diizeylerinin degismesi
kursuna maruziyetin biyolojik gostergeleridir. Kan kursun diizeyinin 20 pg/dL’yi
astig1 durumlarda 3-ALAD aktvitesindeki azalma kursun konsantrasyonuyla korele
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bir sekilde olmayabilir. Ayrica, alkol kullanimina veya siroz gibi durumlara bagl
olarak 5-ALAD seviyesi diisiis gosterdiginden bu parametre tek basina kursun
maruziyetinin tespiti i¢in kullanilmamalidir (Philip ve Gerson, 1994). Yiiksek kan
kursun konsantrasyonunun oldugu durumlarda idrardaki ALA diizeyi artis
gosterdiginden iyi bir biyogosterge olarak kullanilabilirken, diisiik kan kursun
diizeylerinde ALA seviyesinin etkilenmemesi nedeniyle diisiikk dozlu maruziyetlerin
belirlenmesinde iyi bir biyogosterge oOzelligi tasimamaktadir (Somashekaraiah ve
ark., 1990).

Kursun miktarinin yiiksek oldugu durumlarda ferroselataz kursun tarafindan
inhibe edilerek Fe*? iyonlarmin protoporfirin IX’a baglanmasi engellenir. Bdylece,
serbest ¢inko protoporfirin (ZPP) ve eritrosit protoporfirin (EP) diizeyleri artar. Kan
kursun diizeyi 30 pg/dL’yi gegtigi durumlarda, porfiriali bireylerde, sirozlu kisilerde,
alkolizm durumunda veya demirin eksik oldugu durumlarda da protoporfirin diizeyi
artar. Bunlar g6z Oniine alindiginda protoporfirin de, ALA gibi diisiik kursun
maruziyetinin belirlenmesinde kullanimi miimkiin olmayan biyogdsterge olarak

tamimlanabilir (ATSDR, 2005; (Somashekaraiah ve ark., 1990).

Kursunun kemikteki yart omrii 10 yil olup gecmise doniik kursun
maruziyetinin belirlenmesinde 6zellikle tabia ve patella kemiklerindeki kursun
diizeylerinin X-ray floresan (XRF) yontemiyle belirlenmesi biiylik Onem
tasimaktadir. Ozellikle kemik kirilmasi, emzirme veya menopoz gibi durumlarda
kemikteki kursun kana girebilmeksi nedeniyle kandaki kursunun %40-70’i kemik
kaynakli olmaktadir (Hu ve ark., 1998).

1.1.7. Kursun Maruziyetinde Tedavi ve Korunma

Kursunun tedavisinde kursunun viicuttan uzaklastirilmas: amaciyla bir veya iki
bolgeden metale baglanabilen selatorler uygulanir. Uygun selator kolay uygulanabilir
olmali, kursunun atilimini artirmali, giivenilir olmali, toksisitenin ileri gitmesini
engelleyerek, kursun toksisitesine bagli ortaya ¢ikan etkileri tersine g¢evirmelidir.

Selatoriin uygulanmast sonucu olusan selasyon-kursun kompleksinin viicuttan
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atilmasi gerekir Ki aksi bir durumda olusan kompleks baglanmanin oldugu dokuda

kalabilir veya diger dokulara yayilabilir (Pocock ve ark., 1994).

Kursun zehirlenmesinden siiphe edilen hastaya uygulanacak olan selator
hastanin kan kursun diizeyine ve gosterdigi semptomlara gore degisiklik gosterebilir.
Biritish-Anti-Lewist (BAL, dimerkaprol), kalsiyum disodyum etilendiamintetraasetik
asit (CaNa,EDTA) ve siiksimer (DMSA, dimerkoptosiiksinik asid) tedavide en
yaygin kullanilan ilaglardir. Kan kursun diizeyi yiliksek olan bireylerde intrevendz
uygulanan CaNa;EDTA’nin tek basina kullanilmasi durumunda bireyde gozlemlenen
semptomlar kotiilesebilir. Kan kursun diizeyi 70 pg/dL’den yiiksek oldugu
durumlarda CaNa2EDTA’nin kiigiik molekiiler yapiya sahip olan BAL ile birlikte
uygulanmasi 6nerilmekte olup kursun ensefalopatisi goriilen bireylerde bu kombinin
kullanilmasi kursunun uzaklastirilmasinda oldukga etkili bir ilagtir (Binns ve ark.,
2001). Iki ilacin birlikte kullanilmasiyla CaNa,EDTA’nin tek basina kullanimina
bagl ortaya ¢ikabilecek biykimyasal ve klinik kotiilesme engellenebilir (Needleman
ve ark., 1979).

CaNa;EDTA kursunun idrarla atilimin1 20-40 kat artirtyor olsa da uzun siire
kullanildiginda bdbrekte olumsuz etkilerin olusmasina neden olabilmektedir. Bu
nedenle uzun siire kullanilacaksa bobrek fonksiyon testleri de diizenli olarak
yapilmalidir. Bunun yani sira kas i¢ine uygulanan BAL, kursunun feces ve idrarla
atilimmna olanak sagladigindan bobrek rahatsizligi olan bireylerde bu sekilde
kullanilabilir. Ancak BAL 1 glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzimi eksikliginde de
hemolize neden olmasi nedeniyle tedavi siiresince yine gerekli testler diizenli sekilde

yapilmalidir (Ozmert ve ark., 1996).

Baz1 kisilerde ise semptomlar goriilmese dahi kan kursun seviyesi yiiksek
cikabilmektedir. Bu gibi durumlarda Amerika’da DMSA en ¢ok tercih edilen ilag
olup 2,3 Dimerkaptopropran-1-siilfonat (DMPS, Dimaval) veya penisilamin de
kullanilabilir. Kan kursun diizeyinin 45 pg/dL’den yiiksek oldugu durumlarda
BAL’1n suda ¢6ziinen bir analogu olan ve oral uygulanan DMSA tedavide tercih

edilmektedir (Chisolm ve Kaplan, 1968; Mclntire ve ark., 1973).
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Kursuna maruz kalan iscilerin siirekli olarak gozetim altinda tutulmasi ve
diizenli araliklarla kontrollerden ge¢mesi gereklidir. OSHA tarafindan kursuna maruz
kalan iscilerde uygulanmasi gereken tibbi muayene Onerisi Cizelge 1.3.’te yer
almaktadir. Bunun yani sira OSHA tek seferde ol¢iilen kan kursun diizeyinin 60
pg/dL’nin {izerinde oldugu durumlarda veya iscilerin kan kursun diizeyi
ortalamalarinin 50 pg/dL ve flizerinde Olgiildiigii durumlarda, is ortamlarindan
uzaklagtirilmalarinin gerekli oldugunu ve bu kisilerin kan kursun diizeyleri 40
pug/dL’nin altina diisiinceye kadar tibbi gozetim altinda tutularak mevcut islerinden

uzaklastirilmalarimi 6nermektedir (Cullen ve Rosenstock, 1994; OSHA, 1978).

Tiirkiye’de de 2012 yil1 itibari ile kabul edilen 6331 numaral Is Saghgi ve
Giivenligi Kanunu uyarinca is¢i sagligini korumak ve giivenliklerini saglamak
amaciyla bir takim diizenlemeler yapilmistir. S6z konusu kanun geregince is
yerlerinde stirekli ve diizenli araliklara risk degerlendirmesi, ortam havasinin
dl¢iilmesi, iscileri diizenli saglik kontrollerinden ge¢meleri dnerilmektedir. Isveren
is¢inin  saghgini ve giivenligini saglamakla yiikiimlii olup is¢inin kimyasala
maruziyetini en aza indirmek adma gerekli koruyucu ekipmanlari vermesi ve
kullandirmas1 gerekmektedir. Iscinin saghgini tehdit eden bir durum s6z konusu
oldugunda ise is¢i caligmaktan kagimma hakkini kullanabilmekte veya is yeri

ortamlariin degistirilmesi i¢in talepte bulunabilmektedir.
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Cizelge 1.3. OSHA tarafindan kursuna maruz kalan isciler i¢in tibbi muayene 6nerisi (OSHA, 1978).

Detayh medikal ve mesleki hikayenin alinmasi

Ozellikle kursun maruziyetin mesleki
veya mesleki kaynakli olup olmadig
sorgulanmali, kisisel ve igyeri hijyeni,
hematolojik, lireme, gastointestinal,
renal ve norolojik hastaliklar agisindan

birey kontrol edilmelidir.

Fiziksel muayenenin yapilmasi

Kursun maruziyetinde karsimiza gikan
ozellikle norolojik ve hematolojik
anormalliklere dikkat edilmelidir. Buna
ilaveten koruyucu maske kullanmasi
gereken iscilerde pulmoner durum

kontrol edilmelidir.

Kan analizleri

Kan kursun seviyesi, serbest eritrosit
protoforfirin ve ¢inko protoporfirin
seviyesi, hematokrit, hemoglobin,
serum kreatinin seviyesi, periferik
yayma, idrar mikroskopisi kontrol
edilmelidir.

Medikal tedavinin uygulanmasi gereken durumlar

1. s yerinde ¢alisanlardan herhangi birinin bir y1l igerisinde kan kursun seviyesinin 40

u/dL’yi gegmesi durumunda.

2. [lsyeri ortaminda hava kursun seviyesinin aksiyon derecesinde veya iistiinde olmas1

durumunda.

3. Iscinin kursun maruziyeti belirtileri gdstermesi durumunda.
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1.2. Biyolojik Materyallerde Metal Tayini

Enstriimental analizler dolayisiyla analitik toksikoloji alaninda yasanan hizl
gelismeler sayesinde element analizlerine yonelik bir¢ok yeni yontem ve cihazlarin
kullanima girmesi s6z konusu olmaktadir. Bunlarin basinda gegmisten giiniimiize en
cok kullnilan Alevli Atomik Absorpsiyon Spektrometresi (F-AAS) ve Grafit Firin
Atomik Absorpsiyon Spektrometresi (GF-AAS) gelmektedir. Son yillarda ise daha
hizl1 analiz kabiliyeti, ayn1 anda ¢oklu metal 6l¢limii yapabilme 6zelligi ve daha az
numune harcayarak analize olanak saglamasi avantajlarindan dolayr Indiiktif
Eslesmis Plazma Kiitle Spektrometresi (ICP-MS) ve indiiktif Eslesmis Plazma Optik
Emisyon Spektrometresi (ICP-OES) kullanilmaktadir. Bunlarin yani sira X-Isim
Floresan (KXRF), Diferansiyel Puls/Anodik Siyirma Voltametrisi (DPASV/ASV),
Yiikli Parcacikli  X-Ism1  Emisyonu (PIXE), lIzotop Seyreltimi Kiitle
Spektrometrisi’de (IDMS) kursun tayininde kullanilan metodlar arasinda yer
almaktadir (NTP, 2003). Bu yontemlerin tiimiiniin biyolojik numulerde kullanimi
uygun olmayip biyolojik numunelerden kursun tayininde GF-AAS ve ICP-MS tercih
edilirken organik kursun tayininde gaz kromotografisi (GC) ile AAS kombine bir
sekilde kullanilarak analiz gergeklestirilmektedir. Ancak tiim bu cihazlarda 6lgiim
yapilabilmesi i¢in biyolojik numunelerin ¢ogunlukla bir takim 6n islemlere tabi

tutulmasi gerekmektedir.

1.2.1. Metal Analizi icin On Hazirhk islemleri

Metaller ve eser elementler AAS ve ICP-MS cihazlarinda analiz edilmeden
once yas yakma, kuru yakma veya mikrodalga islemlerinden biri ile ¢oziiniir hale
getirilerek analize hazirlanmaktadir. Bu 06n hazirlhik islemlerinden biyolojik

numunelerin ¢alisilmasi i¢in en uygun olan1 mikrodalga ile yakma yontemidir.
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1.2.1.1. Yas Yakma Yontemi

Yas yakma yonteminde kati halde bulunan ornekler ilk olarak homojenize
edilerek kurumaya birakilir. Ardindan hassas terazide tartim islemi ile Olgiimlerin
kayd1 aliir. Sonrasinda ise 6rneklerin ¢éziinmesi amaciyla {izerlerine asit eklenerek
istleri kapatilir ve tamamen ¢oziinme islemi gerceklesinceye kadar sicak plaka
tizerinde bekletilir. Numunenin tamamen c¢Oziinmesi i¢in gerekli olan siire
numunenin tiirline ve c¢oziinme isleminde kullanilan kimyasala gore degisiklik
gosterebilmektedir. Coziinen numuneler soguduktan sonra saf su ile seyreltilir ve

stiziilerek analize hazir hale getirilir (Smrkolj ve ark., 2005).

1.2.1.2. Kuru Yakma Yontemi

Kat1 drnekler homojenize edilerek 500-700 °C’deki kiil firinlarinda yakilmak
lizere asite dayanikli olan kuartz veya porselen krozelere yerlestirilirler. Ornekler gri
renk alincaya kadar yaklasik olarak 2 saat yakma islemine devam edilir. Orneklerin
siyah renkte olmasi yanma isleminin basarili bir sekilde gergeklesemediginin
gostergesidir. Tam yanma isleminin gerceklesmesiyle krozeler sogumaya birakilir ve
ardindan numunenin ¢6ziinmesi i¢in asit eklenir. Deiyonize su eklenerek siiziiliir ve
analiz gergeklestirilir. Yas yakma islemine gore firin ile yakma isleminin yapilmasi
avantajli gibi goriinse de numunelerin buharlagsmasi veya kontamine olmasi
nedeniyle dezavantajli da olabilmektedir. Ayrica yakma isleminde 6nemli bir diger
nokta ise krozelerin yapisi olup platin, kuartz ve porselen olanlarin asite dayanikli
ancak baza kars1 dayaniksiz olduklari g6z oniinde bulundurulmali ve krozelerden
olusabilecek kontaminasyonu engellemek amaciyla asitli su ile temizleme islemi

yapilmalidir (Milaci¢ ve Kralj, 2003).

1.2.1.3. Mikrodalga ile Yakma Yontemi

Mikrodalga firmlar genel olarak 1sitma amaciyla kullanilmaktadirlar ancak
yillar i¢inde biyolojik numunelerin hizli1 yakilmasina olanak sagladigindan, numune
hazirlama amaciyla kullanim alanlar1 genislemistir. Ornegin, ilk yillarda acik
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kaplarda yapilan yakma islemi yerine kapali kaplarda yakma yapilmasiyla yakma
islemi sirasinda aciga ¢ikan zararli dumanlarin yayilmasi, ugucu metallerin kaybinin
ve kontaminasyonun en aza indirgenmesi saglanmistir. Tiim bu avantajlarin yani sira
mikrodalga ile yakma isleminde daha az kimyasalin kullanimi, s6z konusu metodu
yas ve kuru yakmaya gore daha avantajli ve daha ¢ok tercih edilir hale getirmistir.
Mikrodalga i¢in kullanilan metodlar kimyasala, sicakliga ve basinca gore degisiklik
gostermektedir. Numune tizerine hidroklorik asit (HCI), nitrik asit (HNO3), perklorik
asit (HCI10Os), hidroflorik asit (HF) veya siilfiirik asit (H2SO4)’ten biri eklenerek
ornek ¢oziiniir hale getirilir. Yiiksek miktarda radyo frekansi giicii ve magnetron ile
enerji 1stya doniistiiriilerek numune kisa siirede tamamen yanmis hale getirilir (Sekil

1.5.) (Mantovi ve ark., 2003; Oliveira, 2003; Valiente ve ark., 2002).
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Sekil 1.5. Mikrodalgada magnetronun yer aldigi yakma unitesi (Oliveira, 2003).
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1.2.2. Metal Analizinde Kullanilan Cihazlar
1.2.2.1. Atomik Absorpsiyon Spektrometresi

Gerekli 0n islemler sonucunda ¢Oziinmiis halde olan numunelerdeki
elementlerin konsantrasyon tayini i¢in en ¢ok kullanilan cihazlardan biri olan Atomik
Absorpsiyon Spektrometresinde (AAS), gaz formundaki serbest atomlar kendilerine
O0zglin dalga boyundaki 1sinlart absorplamasi ile elementlerin nicel analizi
gergeklestirilmektedir. Temelde bes ana parcadan olusan cihazda yer alan pargalar ve

islevleri asagidaki gibi olup sekil 1.6.’da sematize edilmistir.
» Analizi yapilmak istenen elemente 6zgii dalga boyunda 151k verebilen oyuk-
katot lambalarin yer aldig1 151n kaynagi,

» Numune igerisindeki elementlerin atomizasyonunu saglayan atomlastirici

kisim,

» Analiz edilen dalga boyunu diger dalga boylarindan ayirt edildigi

monokramator kisim,
» Monokromator ile saptanan 1s1g1n siddeti belirlendegi dedektor,

» Son olarakta elde edilen verilerin elektronik ortama aktarildigi sistem ki bu

genellikle bir bilgisayardir (Agilent Technologies, 2010).

% Monokromarér Dedektor

Sinval Okuina
Sistenu

Isin Kaynag:

Atomlastinc

Elektromk
Ykselteg

Sekil 1.6. AAS isleyisini yansitan sematik goriiniim (T.C. MEB, 2012).
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Kimyasal tarafindan sogurulan 1sik, analizi yapilan kimyasalin derigimi ile
dogru orantilidir. Lambert- Beer Kanunu olarak adlandirilan bu kanuna dayali olarak
calisan AAS’de analizi yapilmak istenen elemente 6zgli oyuk- katot lambanin aktif
hale getirilmesi i¢in akim uygulanir. Akimla birlikte lamba igerisindeki asal gaz
atomlar1 iyonlasarak katota ¢arpar ve metaller uyarilir. Uyarilmig atomlar eski
hallerine donerken analizi yapilmak istenen metale spesifik dalga boyunda 11k
yayarlar. Ayn1 zamanda numune alev veya yliksek elektrik akimiyla atomlagtirilir ve
atomlarina ayrilmis element lambadan gelen kendine 6zgii dalga boyundaki 15181
absorplar. Boylece absorbe olunan 1sik miktar1 dedektor tarafindan oOlgiilerek
numunedeki elemenetin miktar1 kantitatif olarak tayin edilir. Kisacasi, ilk olarak
konsantrasyonu belirli olan ¢ozeltiler cihaza okutularak kalibrasyon (konsantrasyon-
absorbans) egrisi elde edilir. Ardinda da konsantrasyonu bilinmeyen nunumune
cihaza okutularak dedektor tarafindan saptanan absorbans degeri elde edilir.
Kalibrasyon egrisinde elde edilen absorbansa karsilik gelen konsantrasyon degeri
analizi yapilan numunede arastirilan elementin konsantrasyonunu belirtmektedir
(Holler; Welz ve Sperling, 2008, Varian Australia Ltd, 1997, Agilent Technologies,
2010).

1.2.2.2. indiiktif Eslesmis Plazma Kiitle Spektrometresi

Giliniimiizde daha cok cevre, jeoloji, biyomedikal, eczacilik, niikleer, adli ve

daha bir¢ok alanda elementlerin analizinde ICP-MS tercih edilmektedir (Sekil 1.7.).

» Diisiik dedeksiyon limiti (ppt),

» Yiiksek konsantrasyonlarda sonug verebilmesi,

» Tek seferde birden fazla metal 6l¢iimii yapabilme 6zelligi,
> lIzotop 6zelliginin olmast,

» Hizli dedeksiyon,

> Yiksek matriks toleransi,

» Sinyal giiriintii oraninin daha diisiik olmasi,
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cihazi AAS, GF-AAS ve ICP- OES’e gore daha avantajli kilmaktadir (Thomas,
2013, Agilent Technologies, 2015).

i‘.u'0|'| MS arayiizi
dedektdru
Kiitle aynm dedektorii . ICP Torch
lyon optikleri
1 @ — | | v
— | Sprey odaciq
- —
Nebulazor
Mekanik RF kaynadi
Turbo Turbo pompa
maolekiler molekiiler:

pompa pompa

Sekil 1.7. ICP-MS’in temel bilesenlerini yansitan sematik gériiniim (Thomas , 2008).

1.2.2.2.1. ICP-MS Calisma Prensibi

Numune, peristaltik pompa ile nebiilizatore iletilir. Sonrasinda tasiyic1 gaz
yardimiyla ki genellikle tastyict gaz olarak argon tercih edilmektedir numune sprey
odacigina puskiirtiiliir. Biiyiik damlaciklar atik kismina giderken kii¢iik damlaciklar
argon tarafindan olusturulan plazmaya tasinir. Plazma olusumu ise; Serbest
elektronlar ile hizla saliman manyetik alanin (27 MHz) endiiktif birlesmesiyle es
zamanli olarak radyo sinyallerinin radyo frekansi (RF) bobini ile argon gazina
iletilmesi neticesinde alev alic1 6zellikte olmayan plazmanin ortaya ¢ikmasi seklinde
ozetlemek miimkiindiir. U¢ kuartz camin i¢ ice ge¢mesiyle olusan torch adi verilen
bolgede gerceklestirilen bu islem esnasinda torch icerisindeki sicaklik 6000-8000
kelvin (K)’e kadar yiikselir ve numune 6ncelikle buharlastirilirken ardindan sirasiyla
atomlastirilir ve iyonlastirilir (Sekil 1.8.). Bu siire¢ sonrasinda agiga cikan pozitif
yiiklii iyonlar siiziici ve 6rnek konlari ile atmosferik basincin bulundugu bolgeden

yiiksek vakumlu alana gecis yaparlar (Sekil 1.9.).
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Dzmlacik Cozinme Buharlagma Atomizasyon lyonizasyon
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Sekil 1.8. Plazma ve pozitif yiiklii iyonun olusum mekanizmasi (Thomas, 2013).
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Sekil 1.9. ICP-MS’de yer alan 6rnek ve siiziicii konlar (Thomas, 2013).

Turbo molekiiler pompalar basinci 10 mbar seviyesine diisiiriinceye kadar
calisir. Boylece iyonlar kiitle filtresine ulasmadan basing disiiriilmiis olur.
Sonrasinda ise iyonlar, iyon lensleri araciligiyla hidrojen veya helyum gibi gazlarin
kullanilmas: suretiyle poliatomik yapilarin parcalandigi interferans giderme iinitesine
ulagirlar. Ardinda da kiitle/ylik oranlarina gére ayrisimlarinin saglanacagi 4 metal
cubuktan olusan kuadrapol kiitle filtresine giderler. Kuadrapol icerisinde iyon
hareketi olusturmak amaciyla AC ve DC elektirik potansiyelleri zit ¢ubuklara
(negatif veya pozitif potansiyele sahip olacak sekilde) uygulanir ve cubuklara
uygulanan voltaja bagli olarak iyonlarin se¢imi yapilir (Sekil 1.10.). Ardindan

cogaltic1 Ozellikteki dedektore ulasan iyonlar zit yonde voltaja maruz birakilarak,
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dedektorden elektron koparmasi saglanir ve bu sekilde 6lglim saglanmis olur (May

ve Wiedmeyer, 1998; Thomas, 2013).

o™
Euidmpd ° #_ﬁ;ﬂlvon Akigt
. ,,,;D T.P. ‘F;d;l:#

Sekil 1.10. Kuadrapol kiitle filtresi.

1.3. Yiiksek Demir Proteini (HFE)

1996 yilinda HLA genine benzerliginden o6tiiri HLA-H olarak adlandirilan
HFE, gen yapisinin ve fonksiyonunun anlagilmasiyla Yiiksek Demir Proteini olarak
adlandirilmistir (Feder ve ark., 1996; Felitti ve ark., 1999; Powell ve ark., 2000;
Hanson ve ark., 2001). Ingilizcede Yiiksek anlamina gelen high “H” ve demirin
simgesi olan Fe’nin birlesimi olan HFE ayni zamanda Insan Hematokromatozis

Proteini olarak da bilinmektedir (Barton ve ark., 2015).

1.3.1. HFE Proteininin Yapisi

Baslica karaciger, ince bagirsak, yumurtalik hiicrelerinde yiiksek miktarda
bulunan HFE proteini stoplazmanin i¢inde yer alan kisa bir kisim, hiicre zarindan
gecisin oldugu bir bolim ve hiicre disinda yer alan (o, o2, az) ii¢ kisimdan
olusmaktadir (Lebron ve ark., 1998; Pietrangelo ve ark., 1998; Bennett ve ark., 2000;
Martins ve ark., 2011; Whittington ve ark., 2002). Proteinde iistte paralel olmayan o
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sarmalinin yani sira peptit baglayici a1 ve oz ile antiparelel B iplikleri diizlem
seklinde bulunur. Immiinoglobiiline benzer ozellikte olan a3 ise beta-2-

mikroglobuline (B2M) baglanabilmektedir (Sekil 1.11.).

Sekil 1.11. HFE’nin kristal yapisi

Major histokompabilite kompleksi- 1 (MHC-1) proteinine benzer bir genomik
yaptya sahip olan HFE Proteini MHC-1 gibi bir hiicre yiizey proteinidir (Feder ve
ark., 1996a; Lebron ve ark., 1998; Bennett ve ark., 2000; Sanchez ve ark., 2001;
Barton ve ark., 2015). HFE’nin MHC-1’e benzer bir diger 6zelligi de proteinin
tersiyer yapiya gegebilmesi igin az-a2 etki alani iginde f2M baglanmasini saglamak
amaciyla kovalent olmayan disiilfid baglarinin olusmasi i¢in dort adet sistein
saglamasidir (Feder ve ark., 1996b). Bu yap1 sayesinde HFE endoplazmik
retikulmdan plazma zarina tagiabilmektedir. Bunun yani sira iki peptidi baglayan
alan arasindaki olugun dar olmasi nedeni ile de HFE, MHC-1’den farkli olarak
antijen sunma 0Ozelligi tasimamaktadir (Feder ve ark., 1997). a1’in etkisi altinda
bulunan dort adet histidin HFE proteininin yapisal 6zelligidir. o2 ve a3’te bulunan
dort adet sistein hiicre dis1 etkinligi saglamak amaciyla disiilfid kopriileri saglar. os
ayni zamanda demir metabolizmasinin diizenlenmesinde gorevli olan B2M ile iligki
kurulmasinda gereklidir (Feder ve ark., 1996a; Parkkila ve ark., 1997a; Pietrangelo
ve ark., 1998; Vuji¢, 2014).
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1.3.2. HFE Geni

49 kDa biiytikliigiindeki membran glikoproteini olan HFE proteini, 6.
kromozomun kisa kolunda (6p21.3) ve HLA-A gen bolgesinin de telomerinin
ortalama 4,6 megabaz pozisyonunda lokalize olan yaklasik 10 kilobazlik HFE geni
tarafindan kodlanmaktadir (Sekil 1.12.).

Kromozom 6

- = [
= [ar] - [ar ot I [ar] — — — [ar] — [ar] — [ar] Lo ot B ar I R N s )
o = Iy ] bn B By | I " - "y s =+ 10 w0 o - ] [y Lo I = = = T L Y w I
[ ] (Y] L) L It — — — = - — - - - o [sY) o LY I I s o I o o Y Y I Y I oY [ Y |
oo o o [ R vl o o oo o o oo o o o o o o T oTC oD oo oo oo O

Sekil 1.12. 6. kromozom fiizerinde yer alan HFE’nin lokalizasyonunun sematik gdsterimi
(http://www.genecards.org).

Beyin hari¢ bir¢ok dokuda sentezi gerceklestirilen HFE geni yedi ekzon ve alt1
intron bolgesi igermekte olup, bes ekzon proteinin ayni bdlgesini kodlarken
aralarindan bir ekzon farkli bir bdlgenin sentezini saglamaktadir (Feder ve ark.,
1996; Pietrangelo ve ark., 1998; Bennett ve ark., 2000; Barton ve ark., 2015). Protein
yapisinda ekzon 1 sinyal peptit alanina, ekzon 2-4 proteinin hiicre disinda kalan
kisimlar1 olan a1, o2, a3z bolgelerine, ekzon 5 transmembran bdlmesine, stop kodonu
iceren ekzon 6 ise proteinin stoplazma igerisinde yer alan kuyruk kismina denk
diismektedir. Yedinci ekzonun sentezi ise gergeklesememektedir (Sanchez ve ark.,

2001; Barton ve ark., 2015) (Sekil 1.13.).
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Sekil 1.13. HFE geninde yer alan ekzon ve intronlarin sematik gdsterimi (Sanchez ve ark., 2001).
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HFE proteini kolonda, karacigerin sinodizal yerlesimli hiicrelerinde, midede,
safra kanali epitel hiicrelerinin bazolateralinde, bagirsak villus enterositlerinin apikal
stoplazmasinda ve ince bagirsagin duodenal kript hiicrelerinin i¢ bdolgesinde
bulunmaktadir. HFE’nin ince bagirsaktaki kript hiicrelerinin farkli bolgelerinde
lokalize olmasi proteinin bu alanlarda farkli gorevlere sahip olabilecegini
gosterebilmektedir. Ornegin, HFE proteinin bagirsaklardaki varligi demir emiliminin
yani sira hiicresel demir aliminda da gérev aldiginin bir gostergesi oldugu seklinde
yorumlansa da halen HFE proteininin molekiiler fonksiyonu hakkindaki belirsizlik
devam etmektedir (Vujic Spasic ve ark., 2007; Parkkila ve ark., 1997a, Waheed ve
ark., 1999, Parkkila ve ark., 1997b, Schmidt ve ark., 2008). HFE geni mRNA’s1 ise
en yliksek konsantrasyonda yumurtalik ve karacigerde bunlarin yani sira testis, kalp,
dalak ve bobrekte daha az bulunurken, duodenumda en az miktarda beyinde ise hig

bulunmamaktadir (Martins ve ark., 2011; Barton ve ark., 2015).

1.3.3. HFE Geninin Fonksiyonu

HFE geninin yiiksek diizeyde bulundugu duodenal kript hiicreleri demir
konsantrasyonuna duyarli olup hiicresel diizeyde demir emiliminden ve
sistematiginden sorumludur. Diisiik demir seviyesi, kript ve enterosit hiicrelerinde
yer alan HFE proteininin $2M subuniti tarafindan algilanmakta ve diizenlenmektedir.
Serum igerisinde transferrrine bagli demir miktariin diisiik olmasi viicut demir
depolarinin diigiik oldugunun bir gostergesi olup programlanmis kript hiicreleri
tarafindan transferrine bagli demir alimi azaltilmakta ve es zamanli olarak
enterositlerde yer alan villuslardan demir emilimi artirilarak enterosit iginde demir
birikmesi saglanmaktadir. Diisliik demir diizeyi lliimende yer alan ve demir emilimi
yapamayan kriptik hiicreler tarafindan algilanabilmekte ve 2-3 giin iginde
enterositlere doniistiiklerinde hangi diizeyde demir emilimi yapacaklari hakkinda
programlanmaktadir. Ancak bazi durumlarda yeni ve olgunlagmis enterosit hiicreleri
arasinda fizyolojik uyaranin gecikmesine bagli olarak mevcut demir diizeyi ve demir
emilimi yanhs algilanabilmekte bunun sonucunda da enterositlerde fazla demir
birikmektedir (Waheed ve ark., 1999).
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HFE proteini demire dogrudan baglanamamakta bunun yerine serum Fe-Tf
derisimine bagl olarak HFE TfR1 ve TfR2 ile etkilesime girerek hiicresel demir
emilimini diizenlemektedir (Parkkila ve ark., 1997a; Waheed ve ark., 1999;
Goswami ve ark., 2006; Schmidt ve ark., 2008).

Diisiik demir diizeyinin kript hiicrelerindeki HFE tarafindan algilanmasi
sonucu HFE plazmada yer alan TfR1 ile etkileserek demir emilimini diizenler.
Transferrine bagli demir miktar1 fazla ise HFE-TfR1 kompleksi ¢oziinerek HFE
serbest hale gecer. Transferrin ile dolagimda tasinan demir kript hiicrelerine
ulastiginda TfR1 ile birleserek HFE’ nin aktivasyonunu saglamak iizere hiicre i¢ine
sinyal gonderir. Boylece, diferriktransferrin duodenumun kript bdlgesinde yer alan
olgunlagsmamis enterosit hiicrelerinin bazolateral yiizeyinde yer alan HFE-TfR1
kompleksi ile birleserek, TfR1’inde yardimiyla endositoz yoluyla hiicre i¢ine alinir

(Andrews, 2008; Schmidt ve ark., 2008; Pantopoulos, 2008) (Sekil 1.14.).
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Sekil 1.14. HFE ve diferrik transferinin TfR1’e baglanmasiin sematik gériiniimii (Schmidt ve ark.,
2008).

Hepatositlerde yiiksek demir yiikii HFE ile engellenmektedir. HFE bagimli
sinyal araciligiyla TfR1 ve HFE etkilesime girerek hepsidin ekspresyonunu
diizenlenmektedir (Pantopoulos, 2008). Serumda Fe-Tf konsantrasyonu az ise HFE,
TfR1 ile etkileserek hiicresel demir emilimi i¢in 6nemli bir protein-protein
kompleksi olusturmaktadir (Schmidt ve ark., 2008) (Sekil 1.15.). Serum Fe-Tf
derisimi yiiksek ise bu durum HFE’nin B2M subuniti tarafindan algilanmaktadir.

Boylece, demirin transferrine olan afinitesi 5-10 kat azalmakta ve Fe TfR1’e
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baglanmaktadir. Demirin TfR1’e baglanmasiyla serbest kalan HFE ise hepsidin
sentezini uyarmak tizere TfR2 ile birlesmektedir. Hepsidin sentezinin uyarilmasiyla
dolasimda hepsidin seviyesi artmakta ve buna bagli olarak intestinalden demir
emilimi azaltilirken makrafojlarin da az demir salinimi yapmasi saglanmaktadir.
Ancak HFE veya TfR2 sentezi az, yok veya mutasyonlu ise Tf konsantrasyonu
kompleks tarafindan algilanamayacagindan demir metabolizasyonu

bozulabilmektedir (Schmidt ve ark., 2008; Gao ve ark., 2009; Gross ve ark., 1998).

Tf-Fe :] C] [:] g

Tfr1

:1 b ¥ :@ﬁ:]_.;}f

Il

Sekil 1.15. Karaciger merkezli serum demir algilamasinin sematik gosterimi (Schmidt ve ark., 2008).

1.4. Genetik Polimorfizm

Yaklasik olarak 3x10° baz ciftinden olusan insan DNA (Deoksiriboniikleik
asit)’sinda 30,000’den fazla gen bulunmaktadir. Heliks yapisindaki DNA, 23 cift
kromozom i¢inde histon proteinlerince paketlenir. DNA iizerinde yer alan ve spesifik

bir lirliniin sentezlenmesini saglayan niikleotid dizisi gen olarak adlandirilmaktadir.

Iki insanin genetik dizisi %99,9 oraninda benzerlik gosterirken, bireylerin
biribirinden farkliliklar1 sadece %0,01°lik kisimdir.

Genetik dizilimdeki %0,01°lik farklilik, mutasyon veya polimorfizm kaynakli
ortaya ¢ikmaktadir. Bir populasyon icerisinde bir 6zellik i¢in birden fazla fenotip
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bulunuyorsa ve fenotiplerden her birinin populasyon i¢inde goriilme sikiligr %1’den
az ise “genetik mutasyon”, %]1’den fazla ise “genetik polimorfizm” olarak
adlandirilmaktadir (Gonzalez, 1999). Gen haritalanmasi, bireyin ksenobiyotige karsi
duyarlhiligi, hastalifa yatkinligi, kanser tiplemesinde bireyin tasidigir riskleri
belirlemede, doku tiplemeleri polimorfizmler yardimiyla yapilabilmektedir. Genetik
polimorfizmler de bir ¢esit mutasyon sayilmakla birlikte Cizelge 1.4.’de yer aldig1

temel bir takim farkliliklar sergilemektedir.

Cizelge 1.4. Genetik polimorfizm ve genetik mutasyon arasindaki farkliliklar.

Genetik Polimorfizm Genetik Mutasyon
Zararsiz veya canliya olumlu Genellikle olumsuz etkilere neden
Canliya etkileri ozellik katabilecek olurken canliya avantaj kazandirdigi
mutasyonlardir durumlarda mevcuttur

Mutasyonun etki ettigi genetik
Genetik hastaliga neden

Yok bolgeye gore neden olabilirler/
olma o
olmayabilirler
Uremeye etkileri Yok Var
Populasyondaki
%1°den fazla %1°den az

frekanslari

1.4.1. Polimorfizm Cesitleri

DNA iizerinde farkli sayida tekrar eden niikleotid dizileri, tek niikleotit
polimorfizmi, insersiyon veya delesyon sonucu polimorfizmler meydana

gelebilmektedir (Nussbaum ve ark., 2001).
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1.4.1.1. DNA’daki Tekrar Dizileri

Mikrosatallitler ad1 verilen DNA’daki kisa tekrar dizileri rastgele konumlarda
ve farkli sayida tekrar igerecek sekilde genomda yer alarak polimorfik degisikliklere

neden olabilmektedirler (Nussbaum ve ark., 2001).

1.4.1.2. insersiyon

DNA’ya tek bir niikleotidin veya niikleotidlerin eklenmesi insersiyon olarak
adlandirilmaktadir. S6z konusu eklenme protein kodlayan bir gende ise niikleotid
eklenmesine bagli olarak proteinin amino asit dizilimi degisebilmekte ve cerceve
kaymast meydana gelebilmektedir. Buna bagli olarak ya sentezlenecek olan proteinin
yapisi degisebilmekte ya da protein sentezi basarili bir sekilde gerceklesememektedir
(Emir ve Ozden, 2006).

1.4.1.3. Delesyon

Tek bir niikleotidin veya niikleotidlerin DNA’dan kirilip ¢ikmasi sonucu
delesyon meydana gelmekte ve bunun sonucunda da normalden daha kisa gen

olugsmakta ve genin sentezi basarili bir sekilde gerceklesememektedir (Emir ve

Ozden, 2006).

1.4.1.4. Tek Niikelotid Polimorfizmi (Single Nucleotide Polymorphism, SNP)

DNA’da her 2000- 2500 baz da tek bir bazin transisyon veya transversiyon

yoluyla degismesi sonucu meydana gelen polimorfizm ¢esitidir (Sekil 1.16.).

» Transversiyon: DNA’daki bir pirimidin bazinin (C, T) bazmin piirin
bazina (A, G) veya tam tersinin olmasi transversiyon olarak

adlandirilmaktadir.
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» Transisyon: DNA’daki bir piirin bazinin (A, G), piirin bazina veya bir
primidin bazinin (C, T) primidin bazina doniismesi olayidir (Emir ve

Ozden, 2006).

NH, o)
N= N HN™ N\
|\\ | \> Piirin )\\ | >

N

N N H,N~ N N

Adenin Transisyon Guanin

A = > 5
Transversiyon l l Transversiyon
C = - > T
NH2 Transisyon O
! Ty
H H
Timin

Sitozin

Sekil 1.16. Transisyon ve transversiyonun sematik goriinimii.

1.4.1.4.1. SNP’lerin Protein Olusumuna Etkileri

Transisyon veya transversiyon sonucu olusan tek niikelotid polimorfizmlerine
bagl olarak kodlanacak olan proteinin yapisinda veya fonksiyonunda degisiklik
meydana gelebilmektedir. SNP sonucu meydana gelen amino asit farkliligi,
sentezlenecek olan proteinin fonksiyonuna veya yapisina etki etmiyor ise sessiz
(silent) polimorfizm olarak tanimlanmaktadir. Ancak bazen SNP’ler sonucunda
“dur” kodonlar1 olan TAA, TAG veya TGA’dan biri kodlanmakta ve bunun
sonucunda kodlanan proteinin sentezi durmakta veya islevsel olmayan bir protein
sentezi gerceklesmektedir. Bazen de gen sentezinin baslama noktasi olan promotor
bolgede SNP’lerin olugsmasi sonucu gen sentezlenememekte veya gen ekspresyon

diizeyi artabilmekte ya da azalabilmektedir (Williams ve Hayward, 2001).
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Kisacasi, SNP’ler meydana geldikleri bolgede onemli hiicresel fonksiyonel
degisiklere neden olabilmektedirler. Gen tarafindan kodlanacak olan proteinin
yapisini, fonksiyonunu veya enzimlerin aktivitesini degistirerek, hastaliklarin
olusmasina, hastalik riskinin artmasina veya bireyin hastali§a ya da bir ksenobiyotige

kars1 direngli olmasina neden olabilirler (Kruglyak, 1997).

1.5. HFE Gen Mutasyonlar1 ve Herediter Hemokromatozis

Herediter hemokromatozis (HH) viicutta fazla demir birikmesi sonucu
meydana gelen ve otozomal resesif gegis 6zelligi gosteren bir hastaliktir. S6z konusu
hastalik 37 allelik gen varyanti1 bulunan HFE geninde bir nokta mutasyonu sonucu
olugmaktadir (Fleming ve ark., 2002; Chen ve ark., 2012 Hanson ve ark., 2001). HFE

gen bolgesinde sik rastlanan iic mutasyon HH ile iliskilidir. Bunlar

» “Major” HH gen mutasyonu olan HFE’nin ekzon 4 bolgesinde yer alan

C282Y (rs1800562) mutasyonu,

» HFE geninde ekzon 2 de yer alan H63D (rs1799945) “mindér” HH mutasyonu,

» S65C mutasyonudur (Jeng ve ark., 2003).

Bireylerde H63D mutasyonu farkli iki alelde yer aliyorsa bireyler homozigot
mutant, ayni alelde yer aliyor iseler kisiler heterozigot mutant veya mutasyon yok ise

de yabanil tip (wild type) olarak adlandirilmaktadirlar (Pietrangelo, 2003).

1.5.1. HFE Geninde H63D Polimorfizmi

HFE gen bolgesinde ekzon 2’nin 187. niikleotidi olan C’den G’ye (C—G)
transversiyonu sonucu translasyon agamasinda HFE proteininin a1 subunitinin 63.
poziyonunda histidin yerine aspartat aminoasiti (His63Asp) kodlanmaktadir (Sekil
1.17.) (Feder ve ark., 1996, Beutler, 1997, Powell ve ark., 2000; Merryweather-
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Clarke ve ark., 2000) (Sekil 1.15.). H63D polimorfizminin frekanst Avrupa
populasyonunda %15, Giiney Amerika i¢in %10-15, Asya populasyonu ic¢in de
%2’dir (Goche ve ark., 2002; Sohda ve ark., 2001).

Baz cifti degisimi

(H63D)

Kisa
kol

Kromozom 6

Sekil 1.17. H63D polimorfizminin sematik gosterimi.

H63D polimorfizmi sonucu proteinde amino asit desikligi olsa dahi proteinin
ic boyutlu yapisinda, hiicre i¢i islevinde veya hiicre i¢i tasinim yapmasinda herhangi
bir degisiklik olmamaktadir. Ancak proteinin transferrin ile affinitesi degismekte ve
demir hemostazisi bozulabilmekte ve asir1 demir birikimi meydana gelebilmektedir
(Parkkila ve ark., 1997a, Waheed ve ark., 1997, Beckman ve ark., 1999, Barton ve
ark., 2015).

1.6. Polimorfizm Analizi

Polimorfizm analizlerinden birisi de polimeraz zincir reaksiyonu — restriksyon
fragment uzunluk polimorfizmi (PCR-RFLP) yontemidir. Oncesinde kan, idrar, sac,
tirnak, doku gibi biyolojik numunelerden DNA izolasyonu gerceklestirilmelidir.
Sonrasinda elde edilen DNA {izerinde calisilmak istenen bolge PCR adi verilen 6zel

yontemle ¢ogaltilarak, baz degisiminin saptanmasini saglayan restriksiyon enzimleri

39



ile kesilmekte ve ¢ogaltilan gen bolgesi degisik uzunluklardaki fragmentlere
ayrilmaktadir. Ardindan fragment uzunluklarina gore genotipleme yapilarak

polimorfizm sonuglar1 elde edilmektedir (Valdivielso ve Fernandez, 2006).

1.6.1. DNA izolasyonu

Enzimler ve kimyasallar yardimiyla DNA’nin saf ve temiz bir sekilde elde
edilmesi islemi DNA izolasyonu olarak adlandirilmaktadir. izolasyon igin
giniimiizde genellikle kitler kullanilsa da Chelex, FTA Kagit, Fenol-kloroform
(organik izolasyon) gibi izolasyon yontemleri de DNA eldesinde kullanilmaktadir
(Wang, 2012; Ghatak, 2013).

1.6.1.1. Fenol-Kloroform-izoamil Alkol ile DNA izolasyonu ve Izalosyon

Bilesenleri

Fenol- Kkloroform-izoamil alkol(25:24:1) ile DNA izolasyonu yonteminde
orneklerin temizlenmesi amaciyla Tris- EDTA (TE) ile yikama iglemi yapilir.
Sonrasinda ise Cizelge 1.5.’te yer alan ¢dzelti ve enzimler kullanilarak izolasyon
gerceklestirilir. Elde edilen DNA’ya DNA’s- RNA’s free su ilave edilerek analiz

zamanina kadar — 20 °C’ de muhafazasi saglanir.
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Cizelge 1.5. Fenol- kloroform-izoamil alkol ile DNA izolasyonu yonteminde kullanilan bilegenler.

Kullanilan Kimyasal/ Enzim

Gorevi

Fenol

Proteinleri denatiire eder ve proteinleri baglayarak

DNA’dan ayrilmalarini saglar.

SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) ve

Hiicre duvarinda ve kromozom iginde DNA’nin

Proteinaz K paketli halde bulunmaisni saglayan proteinleri
parcalar.
Kloroform Fenol ve fenole bagli proteinleri baglayarak

uzaklagtirir.

izoamil alkol

DNA’nin sulu fazda ayrilmasini saglar.

Saf Etanol

DNA’nin ¢okmesini saglar.

%70’ lik alkol

Tuzlar ve Na* gibi tek degerlikli katyonlarin

coziinerek ortamdan uzaklagsmasini saglar.

1.6.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction, PCR)

PCR, DNA iizerinde polimorfizm olan bdlgenin belirlenmesi amaci ile hedef

bolgeyi iceren DNA kisminin bir tiip igerisinde, in vitro olarak, yaklasik 35 kez

cogaltilmast islemidir. PCR islemi ile eser miktardaki DNA kisa siirede g¢ok

miktarda ve basarili bir sekilde cogaltilabilmektedir. Bu amacla PCR genetik

aragtirmalarda olduk¢a yaygin olarak kullanilmaktadir (Kubista ve ark., 2006) (Sekil

1.18.).

T, —-

LRI

g

— AT

\» T

Sekil 1.18. Cogaltilmak istenen DNA bdolgesinin PCR yontemiyle ¢ogaltilmasini gosteren basit sema.




1.6.2.1. PCR’1n Asamalari

PCR; denatiirasyon, primerlerin hedef bdlgeye baglanmasi ve zincir uzamasi

olmak tiizere 3 ana asamadan olusmaktadir.

1) Denatiirasyon: Sarmal halde bulunan ¢ift iplik DNA’nin sicaklik yardimiyla
ipliklerinin birbirinden ayrilarak tek sarmal halini aldigi asamadir (Sekil

1.19.). Bu asamada DNA 90- 95 °C’de 5- 15 dakika 1sitilir.

Sekil 1.19. PCR’da denatiirasyon asamast.

2) Primerlerin Hedef Bolgeye Baglanmast (Annealing): Bu asamada 17-30
niikleotid uzunlugundaki forward ve reverse primerler, cogaltilmak istenen
gen bolgesinin yaninda bulunan spresifik bolgelerden DNA’ya baglanir (Sekil
1.20.). Baglanma sicaklig1 ve siiresi primerlerin igerdigi plirin ve primidin
bazlar1 sayisina gore degismektedir. Primerlerin Tm degerleri goz Oniine
alinarak baglanma basamag 50-70 °C arasinda 30-60 saniyede
gerceklestirilmektedir.
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Reverse lirirner
Forward primer

Sekil 1.20. PCR’da primerlerin hedef bogleye baglanma asamasinin sematik gériiniimii.

3) Zincir Uzamast Asamast (Elongation): Taq DNA polimeraz, orijinal DNA
zincirinin karsisina 5°—3’ yoniinde deoksiriboniikleozid trifosfatlar1 (ANTP)
ekleyerek yeni DNA ipligini sentezler (Sekil 1.21.). Uzama asamasi
sonucunda DNA basarili bir sekilde klonlanarak kopyasi elde edilmis olur.

Bu asamada sentez 70-75 °C’de ortalama 1-2 dakikada gegeklesmektedir
(Kalyanasundaram ve ark., 2013).

Sekil 1.21. Zincir uzamasi asamasi.

1.6.2.2. PCR Bilesenleri

Standart bir PCR isleminde 50 pl’lik PCR reaksiyon tiipiinde bulunmasi
gereken bilesenler ve miktarlar1 Cizelge 1.6.°da verildigi sekildedir (Wilson, 1997).
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Cizelge 1.6. Standart PCR bilegenleri ve miktarlari.

Bilesen 50 pl’lik Reaksiyon Tiipiindeki

Konsantrasyon
10X PCR Buffer 1X
MgClI2 1-5mM
(25mM stok c¢ozelti)
dNTP mix Her birinden 0.2 mM
Forward Primer 0.2-0.5 pM
Reverse Primer 0.2-0.5 pM
Tag DNA Polimeraz 1.25-2.5 Unit
Genomik DNA 200 ng

Tampon Cozeltisi: Karisim igerisinde MgClp, Tris, KCI, tuzlar ve deterjanlar
bulunmaktadir. MgClz, Taq polimerazin aktivitesini diizenlemektedir. Mg iceriginin
¢ok olmasi Taq polimerazin hizli ¢alismasina neden olmakta ve yeni sentezlenen
iplik iizerine yanlis baz takma olasiligini artirmakta iken tam tersi durumda ise Mg
konsantrasyonunun az olmasina bagli olarak Taq polimeraz yavas bir sekilde bazlari
takmasima neden olmakta ve bu durum belirli olan siire icerisinde yeni iplik¢igin
basarili bir sekilde sentezlenememesiyle sonuglanmaktadir. MgCl,’{in yani sira KCl

de Taq polimerazin aktivitesine etki etmektedir.

Forward ve Reverse Primerler: Cogaltilmak istenen DNA boélgesinin hemen 6niine
baglanan 17-30 niikleotid uzunlugundaki sentetik oligoniikleotidlerdir. Primerlerin
Tm sicakliklarinin bir birine yakin olmasi amaciyla igerdikleri piirin primidin sayisi
bir birine yakin olmali, primerler kendi iglerinde ve birbirleriyle komplementer
ozellikte olmamali ayn1 zamanda DNA {izerinde cogaltilmak istenen bolgeye 6zgii
olup bagka bir bolgeye baglanmamalidir. Tiim bu o&zellikleri tasiyan primerler

secilerek PCR islemi gerceklestirilmedir (Pusterla ve ark., 2006).
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dNTP’ler: Karisim igerisindeki A,G,C,T konsantrasyonu esit olmalidir.

Kalip DNA Ornegi: DNA analizi sonucunda elde edilen ve arastirilmak istenen DNA

numunesi.

Tag DNA Polimeraz: Isiya dayanikli olmasi nedeniyle Thermus Aquaticus adl
bakteriden elde edilen Tag DNA Polimeraz 72 °C’de maksimum aktivite gostermekte
olup, saniyede yaklasik olarak 100 dNTP’yi taniyarak yeni dizinin sentezlenmesini

saglamaktadir.

1.6.3. Restriksiyon Fragman Uzunluk Polimorfizmi (Restriction Fragment

Lenght Polymorphism) ve Bilesenleri

Restriksiyon enzimleri 4-6 baz uzunlugunda DNA {izerindeki spesifik bolgeleri
tantyan, bu bolgelere yakin veya bu bolgelerden kesim yaparak fragment olusmasini
saglayan enzimlerdir (Murray, 2000; Pearson, 1984). RFLP yonteminde ¢aligilacak
olan DNA, arastirmanin yapilacagi gen bolgesindeki polimorfizmin berlilenmesine
olanak saglayacak olan restriksiyon enzimi ve enzim tampon ¢dzeltisi yontemin
temel bilesenlerini olusturmaktadir. Enzimin kesim yapabilecegi sicaklikta gerekli
stire beklendikten sonra RFLP sonucunda farkli uzunlukta oligoniikleotidler olusur.
Elde edilen oligoniikleotidler jel elektroforezinde uzunluklarina gore ayirt edilir.
Jelde elde edilen goriintii yardimiyla polimorfizmler, insersiyon, delesyon ve nokta

mutasyonlarinin tespiti miimkiin olabilmektedir (Dowling, 1996).
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Bu ¢alismada;

Kursun ve demir her ikisi de iki degerlikli katyonlardir ve biyokimyasal
sireclerde  birbirlerinin ~ yerini  alabilmekte @ veya  yarismali  olarak
davranabilmektedirler. Bu sebepten, kursunun demir bagimli ¢alisan biyolojik

sistemlerin fonksiyonlarini etkiledigi diistiniilmektedir.

Tez ¢alismasinda amacimiz, mesleksel kursun maruziyeti olan ve kan kursun
ve idrar kursun diizeyleri ICP-MS (Inductively Coupled Plasma-Mass Spectrometer:
Indiiktif Olarak Eslestirilmis Plazma-Kiitle Spektrometresi) kullamlarak 6lgiilen ve
yiiksek kan kursun diizeyi tespit edilen is¢ilerde demir metabolizmasinda 6nemli roli
olan HFE gen bolgesinde ekzon2’de transversiyona bagli olusan H63D polimorfizm
oranin1 belirleyerek bu polimorfizmin bireylerin kan ve idrar kursun diizeylerine
etkisini ve metal diizeyleri arasindaki korelasyonu arastirmaktir. S6z konusu c¢alisma
Tiirkiye’de kursuna maruz kalan isgilerde, HFE gen bolgesinde yer alan H63D
polimorfizminin kan kursun, idrar kursun ve serum Fe diizeylerine etkisini arastiran

ilk calisma olma 6zelligi tagimaktadir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Gerecler

2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Pb Standart Cozeltisi

Nitrik asit

Ultrasaf nitrik asit

Ultrasaf Hidroklorik asit

ICP-MS i¢ standart karisimi
Tuning sollisyonu

Sertifikal1 referans materyal (CRM)
Restriksiyon Fokl

NEBuffer 4

Primerler (HFE-Forward, HFE-Reverse)
Etanol

Agaroz

Trizma Base

Borik asit

EDTA

High purity standarts

Merck

Merck

Merck

Agilent

Agilent

Seronorm

New England Biolabs (NEB)
New England Biolabs (NEB)
Alpha DNA, Montreal
Merck

Merck

Merck

Merck

Merck
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DTT

Etidyum Bromiir

6X yiikleme ¢ozeltisi

Saf etanol

DNA’s RNA’s igermeyen su
Hot Start Tag DNA polimeraz
Fenol-kloroform-izoamil alkol (25:24:1)
Sodyum dodesil siilfat (SDS)
Sodyum Kloriir (NaCI)
Proteinaz K

100 bp ladder

Triton X

dNTP karisimi

2.1.2. Kullanilan Arac ve Gerecler

ICP-MS
Chiller
Pompa
Otosampler

Otomatik mikropipetler

Sigma
Applichem
Qiagen
Scharlau,Dop
Qiagen
Qiagen
Applichem
Applichem
Merck
Merck
Fermantase
Scharlau

Fermantase

Agilent 7700 series

Agilent

Edwards E2M18 Foreline Pump
Agilent ASX-500 Series

Scorex Ependorf,Thermo, Tipor-V
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Mikrodalga firin

Thermal Cycle PCR cihazi
Jel Goriintiileme cihazi
Yatay elektroforez cihazi
Gii¢c Kaynagi

Su banyosu

Otoklav

Sogutmal1 santrifiij cihazi
Mikrodalga firin
Dispenser

Ultrasaf su tiretme cihazi
Calkalayici

Falkon tiip

EDTA’l1 eser elment tiipli
Laminar Flow kabin
Elektrikli hassas terazi
Vortex Karistirici

pH metre

Laptop Cooler (-20°C)

Ependorf steril tiipler

Cem Mars 6
Techne Tc 512
Syngene
Scie-Plas
Bio-Rad

Niive Bm 402
Niive

Hettich
Argelik
Scorex
Millipore
Biosan

Lp Italiana Spa
BD

Esco

Schimadzu Libror

Biosan
Mettler Toledo

Sigma

Axygen Genuine (0,2 ve 1,5ml’lik)



Pirojen free filtreli pipet uglari Finntip(101,1001,10001)
Polipropilen, Kapakli Tiipler (50 ml’ lik)

Cam Malzemeler (Erlen, 6lcek vs.)

Argon Tiip Linde
Helyum Gaz1 Linde
Biyokimya otoanalizorii Abbott Aeroset (Abbott-USA)

2.2. Yontem
Tez ¢alismasi iki agsamadan olusmaktadir:

e Birinci asamada mesleksel kursun maruziyeti olan bireylerdeki kan kursun ve
idrar kursun diizeyleri ICP-MS (Inductively Coupled Plasma-Mass
Spectrometer: Indiiktif Olarak Eslestirilmis Plazma-Kiitle Spektrometresi)
kullanilarak 6l¢tildii. Ayrica kursuna maruz bireylerin serum demir diizeyleri

biyokimya otoanalizoriinde dlgiilerek belirlendi.

e Ikinci asamada ise bireylerin tam kan 6rneklerinde HFE gen polimorfizmi

belirlendi.

2.2.1. Calisma Grubunun Secilmesi

Tez calismasina, Ankara Meslek Hastaliklar1 Hastanesine belli donemlerde
rutin muayene amacli gelen ve mesleksel kursun maruziyeti bulunan 21-60 yas
araliginda 128 erkek isci dahil edilmistir. Hastalarin kan kursun diizeyleri ile idrar
kursun diizeyleri 6l¢iilmiis ve kan kursun diizeyi 30 pg/dL’nin iistiinde olan hastalar
caligmaya dahil edilmistir. Bu calisma, Ankara Keg¢idren Egitim ve Arastirma
Hastanesi Etik Kurulu’nun 09.09.2015 tarih, 905 Karar Nolu ve

B.10.4ISM.4.06.68.49 sayili etik kurul izni ile yapilmustir. Etik kurul izninde
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Helsinki Bildirgesine uyulmustur. Hastalardan bilgi onam formu alinmustir.
Hastalardan yasi, is yerinde ¢alisma siireleri, sigara kullanip kullanmadiklari, sigara

kullaniyorlar ise ne kadar sigara kullandiklar1 bilgisi alinmistir.

2.2.2. Orneklerin Toplanmasi

Kursun analizi yapmak ve genetik analizlerde kullanilmak {izere, hastalardan
intravendz tam kan Ornegi, antikoagulan (K2EDTA) iceren mor kapaklt vakumlu
tiiplere alinmistir. Kan o6rneginden 100 pL lik kisim yedeklemek amaci ile steril
kagitlara emdirilerek kurutulmustur. Spot idrarda kursun analizleri ig¢in idrar
ornekleri temiz polipropilen idrar kablarina konulmustur. Analizlere alinincaya kadar
kan Ornekleri +4 °C’de, idrar &rnekleri ise -20 °C’de soguk zincirde muhafaza

edilmistir.

2.2.3. Kan ve Idrar Orneklerinde Kursun Analizi

2.2.3.1. Kan Ornekleri ve Idrar Orneklerinin Kursun Analizleri Icin

Hazirlanmasi

Kan orneklerinde kursun analizi islemleri i¢in Oncelikle mikrodalga firinda
yakma yapildi. Bu amagla, tam kan igeren tiipler karistiricida karistirildi ve 1 mL tam
kan alinarak teflon kaplarin igerisine konuldu. Uzerine 5 mL %65’lik nitrik asit
eklendi. En son olarak 5 mL ultra saf su ilave edilerek son hacim 11 mL’ye
tamamlandi. Teflon kaplarin agzi sikica kapatilarak mikrodalga firindaki rotorlara
yerlestirildi. Rotorlara yerlestirme islemlerinde kaplarin dengede olmasina dikkat
edildi. Mikrodalga firinda 800 W ve 220 °C’de 20 dakika yakma islemi
gerceklestirildi. Yakma islemi, Cem marka mikrodalga firinda gergeklestirildi.
Yakma isleminden sonra Orneklerin sogumasi beklendi. Ceker ocak altinda dikkatli
bir sekilde tiliplerin kapaklari acildi ve Orneklerin iizerine 10 mL ultra saf su
eklenerek son hacim 21 mL’ye tamamlandi. Orneklerin tamami daha sonra temiz

falkon tiiplere alindu.
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Idrar &rneklerinin analizinde ise, 50 mL suprapur nitrik asit ve 20 mL suprapur
hidroklorik asit karistirildi ve ultra saf su kullanilarak bu karistgm 1000 mL’ye

tamamlandi. Bu asitli su karisimindan 1,9 mL alinarak iizerine 0,1 mL idrar 6rnegi

eklendi.

2.2.3.2. Kan ve Idrar Orneklerinde Kursun Diizeyinin Belirlenmesi

Tam kan ve idrar orneklerinde kursun analizi ICP-MS Agilent 7700x (Tokyo,
Japonya) cihazinda gergeklestirildi. Analizlere baslamadan 6nce cihazin kontrolii,
kobalt, sezyum, talyum itriyum ve lityum iceren tuning soliisyonu kullanilarak bu
metallerin kiitleleri iizerinden yapildi. Stok kursun ¢ozeltisinden (100 ppm’lik), 100
ppb’ lik bir stok ¢dzeltisi hazirland1 ve bu ¢ozelti sirasi ile 100 ppb, 50 ppb, 10 ppb, 5
ppb, 1 ppb, 0.5 ppb ve 0.1 ppb olarak diliie edildi ve 7 noktal1 kalibrasyon egrisi elde
edildi (Sekil 2.1.). Ayrica ¢alisma boyunca, calismayir kontrol etmek amaciyla
bizmut, rodyum germanyum, indiyum, skandiyum, terbiyum ve litesyum gibi
metallerden olusan internal standartlar, hem standartlar hem de orneklerle birlikte
analiz edildi. Bu sekildeki analizlerin kiitle kararlilign takip edildi (Sekil 2.2.).
Analizlerin dogrulugu, tam kanda Seronorm 210305 ve 210205 nolu sertifikali
referans numuneler, idrarda ise Seronorm 208605 ve 208505 nolu sertifikal1 referans
numuneler kullanilarak kontrol edildi. islemler; analiz yikama, standartlar, yikama,
sertifikali referans materyal, 10 numune, yikama olacak sekilde ayarlandi ve
analizler boyunca her 10 numunede bir yikama islemine devam edildi. Tim
okumalar 3 kez yapilarak ortalamalar1 alindi. Argon gazi, tasiyict ve plazma

olusturucu gaz olarak, helyum gazi ise interferans giderici gaz olarak kullanildi.

2.2.3.3. Serumda Demir Diizeyinin Belirlenmesi

Serumda demir analizi i¢in ayrilan serumlar ayni giin ig¢inde labortuvara
ulagtirilarak Cobas (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) biyokimya
otoanalizoriinde ticari kit kulanilarak ferrozin ile demirin renkli bilesik meydana

getirme esasina dayanarak ¢alisildi.
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Sekil 2.1. Kursunun kalibrasyon egrisi.

Sekil 2.2. Calismanin “internal standartlar” ile takip edilmesi.
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2.2.4. HFE Geni H63D Tek Niikleotid Polimorfizminin Belirlenmesi

HFE geni H63D C—G tek niikleotid polimorfizmini belirlemek amact ile
asagida belirtilen basamaklar izlenmistir (Sekil 2.3.).

> Sivi kandan DNA Izolasyonu
» Genomik DNA Varliginin %0,5’lik Agaroz Jel Elektroforezi ile Belirlenmesi)

» H63D C—G tek niikleotid polimorfizmini igeren kismin polimeraz zincir

reaksiyonu (PCR) ile ¢cogaltilmasi
» PCR’in Varligimin %1°lik agaroz jel ile belirlenmesi
» PCR iirlinlerinin restriksiyon enzimi ile kesilmesi (RFLP)
» RFLP iirtinlerin %2,5’luk agaroz jelde yiirtitiilmesi

» Genotiplendirme

Sekil 2.3. HFE geni H63D tek niikleotid polimorfizmini belirleme basamaklari.

54



2.2.4.1. Tam Kan Orneklerinden DNA izolasyonu

Tam kanda DNA’y1 agiga c¢ikarabilmek igin organik izolasyon (fenol-

kloroform-izoamilalkol ekstraksiyon) yontemi kullanildi (Sekil 2.4.).

1. 100 pl tam kan 6rnegi tizerine 1000 uL. TE tampon konularak 1 dakika 12000
rpm’de santrifiij edildi. 1000 pl iist faz atilarak kalan kisim tizerine tekrar 100 pul TE
tampon konuldu ve tekrar santrifiij yapildi. Bu islem 3 kez tekrarlandi.

2. 100 pL pelet iizerine;

45 pL NaCl (1 M)

40 pL SDS (%20’lik)

400 pL TE ve

10 pl proteinaz K eklendi ve karistirmak amaci ile kisa bir vorteks yapildi.
3. Tiim karisim 1.5-2 saat 56 °C’lik su banyosunda inkiibe edildi,

4. Karigimin {izerine Fenol-kloroform-izoamil alkolden 500 uL ilave edildi ve

goriiniim ayran rengini alincaya kadar kisa siire vorteks yapildi.
5. 2500 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.

6. Santrifiij sonrasinda alt faz fazla hareket ettirilmeden st faz yavas bir sekilde

pipet yardimi ile temiz bir ependorf tiipiine aktarildy, alt faz atildu.
7. Soguk saf etil alkolden 1000 pL eklendi.

8. 10000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
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9. Eppendorf tiipiin alt kisminda bulunan pelete zarar vermeden etil alkol

uzaklagtirildu.

10. Oda sicakligindaki %70’lik etil alkolden 500 ul eklendi.

11. 10000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

12. Ependorf tiip igerisinde bulunan alkol dikkatlice uzaklastirildi.

13. Tiipiin dibinde kalan alkoliin tamamen ug¢masi i¢in tiip kapagi agik birakildi.
Bu asama sicak havalarda laminar flow altinda oda kosullarinda da yapilabilir. Ya da

soguk havalarda 37 °C’ye ayarlanmis etlivde de birakilabilir.

14. Alkol tamamen uzaklastiktan sonra 100 uL. DNAse- RNAse free su ilave
edildi.

Analiz yapilincaya kadar DNA ornekleri -20 °C’de saklandi. Analizlerin

tamamlanmasindan sonra ise -86 °C’de muhafaza edildi.
alkol karisimi

‘ g lnkﬁbasy& ) QQ QQ
(56 °C) Ost faz
'a » _ﬁ — DNA
= — o ~ 22+: Orta faz
L, : — (5 . 2= proteinter
’ (= -, - < Y Al faz
-/ Vorteks \/ Santrifaj o) Feno!
U?W
DNA miktar tayini e gy
ve PCR | i
Santrifiaj

[ Etanol Presipitasyon yénlcmi]

SDS, NacCl,
roteinaz K, TE Tamponu,

Fenol kloroform,izoami

Sekil 2.4. Fenol-kloroform-izoamilalkol ekstraksiyonu.
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DNA izolasyonu yapilirken asagida belirtilen hususlara dikkat edildi.

» Proteinaz K -20 °C' de sakland:.
» %10'Tuk SDS oda kosullarinda muhafaza edildi.
> Fenol-kloroform, TE ve NaCl +4°C'de muhafaza edildi.

» Ependorf tiipleri santrifiije konulurken oryantasyonlari belirlenerek yerlestirildi

(Pelet her zaman goriinmeyebilir fakat bu sekilde peletin yeri tahmin edilir).
» DNA izolasyonu tamamen farkli bir odada yapildi.

» Her izolasyon Oncesi ve sonrasinda ¢aligsma ortami1 ve kullanilan otomatik pipetler

temizlendi.

2.2.4.2. Agaroz Jel Elektroforezi ile DNA Varhginin Belirlenmesi

%0,5’lik agaroz jel hazirlanarak elektroforez yontemi ile DNA izolasyonunun

gerceklesip gergeklesmedigi kontrol edildi.

2.2.4.2.1. %0,5’lik Agaroz Jel Hazirlanmasi

1. 0,6 gr agaroz tartilarak 120 mL 1X TBE ¢ozeltisi i¢inde ¢oziildii.

2. Erlenin iizeri aliiminyum folyo ile kaplanip ¢ok sayida delik agildiktan sonra

mikrodalga firinda kaynatildu.

3. Cozelti sicakligi 50-60 °C oluncaya kadar oda sicakliginda tutuldu.

4. Cozeltinin iizerine 10 mg/mL’lik 10 pL EtBr eklendi ve hafif¢e ¢ozelti
pembelesip homojen karisim saglanincaya kadar erlen ¢alkalandi (EtBr karsinojen
oldugundan bu asamada daha korunakli eldivenler kullanilmali ve EtBr i¢in

kullanilan pipet ayr1 olmali ve sadece EtBr ¢ekiminde kullaniimalidir).
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5. Kalibin bariyerleri takildi ve jelin taraklar1 uygun mesafe birakarak
yerlestirildikten sonra agar kaliba dokiildii. Jel {izerinde olusan hava kabarciklari jel
katilasmaya baslamadan Once pipet ucu yardimi ile patlatildi (Patlatiimayan
kabarciklar elektrik akimini etkileyecek ve yliriimenin diizgiin olmamasina neden

olacaktir).
6. Jelin katilagmasi i¢in oda sicakliginda 30—45 dakika bekletildi.

7. Kaliptaki bariyerler ve taraklar ¢ikarilarak kalip elektroforez tankina
yerlestirildi. Olusan jel kuyucuklarinin, tankin katot (-) tarafina yerlestirilmesine
dikkat edildi (DNA - yiikli oldugundan dogru kisima yerlestirmek oldukga

onemlidir).

8. Jelin lizerini 0,5 cm kaplayacak sekilde 1X TBE ¢ozeltisi tank icerisine eklendi.

2.2.4.2.2. Ornek Hazirlanmasi ve Agaroz Jele Yiiklenmesi

Kan Orneklerinden DNA izolasyonunun basarili sekilde gergeklesip
gerceklesmedigini  belirleyebilmek amaciyla agaroz jelde yiirlitme islemi

gerceklestirildi (Sekil 2.5.). Bu amagcla:
1. 15 cm uzunlugunda kesilmis parafilm buz kalib1 {izerine yerlestirildi.

2. Parafilm tizerine 1 pL 6X Jel Yiikleme Buffer1 ve 5 pL DNA konularak iyice

karigsmasi i¢in mikropipet yardimiyla homojenize edildi.

3. DNA ve yiikleme bufferin tamami alinarak jel kuyucuklarina yerlestirildi. Bu

islem esnasinda jeli delmemeye dikkat edildi.
4. Tankin kapag1 kapatilarak anot ve katot uclarinin baglantilari takilda.

5. Gii¢ kaynagi 100 volt ve 70 ampere ayarlanarak orneklerin 45 dakika jel

tizerinde yiiriitiilmesi saglandi.
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6. Sonugclar Jel goriintiileme sistemi (Syngene) ile UV 15181 altinda degerlendirildi.

Sekil 2.5. DNA orneklerinin agaroz jele yiiklenmesi.

2.2.4.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR: Polymerase Chain Reaction)

Polimeraz Zincir Reaksiyonunda “n” sayida dongii uygulanarak hedef bolgenin
2" kadar gogaltilmasi saglanmis olur. PCR isleminde, 6nceden dongii sayisi ve
uygulanacak olan sicaklik programlari ayarlanir ve bu ayarlar 1s1 dongii aygit1 verilen

thermocycler cihazlar ile gerceklestirilir (Klug, 2003).

-20 °C’de tutulan izole DNA o6rnekleri oda kosulunda birakilarak kendi halinde
buzunun ¢o6ziinmesi saglandi. PCR islemi, TECHNE TC 512 Thermal Cycle
cihazinda gerceklestirildi (Sekil 2.6.) ve hedeflenen DNA bolgesi 35 déngiiyle 2%
kez cagaltildi. Her PCR analizi setinde pozitif ve negatif drnekler kontrol amaci ile

kullanildi.
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Sekil 2.6. TECHNE-TC 512 Thermal Cycle.

PCR yaparken kontaminasyonu énlemek igin dikkat edilmesi gereken hususlar:

> Ornek alma, DNA izolasyonu ve PCR farkl1 odalarda gergeklestirildi.
» Otoklavlanabilen tiim malzemeler otoklavlanarak steril edildi.

» Otomatik pipetler ile ¢alismanin yapildigi ortamlar, her analiz 6ncesi ve

sonrasinda %70’lik etil alkol kullanilarak temizlendi.
» Analizlerin her agamasinda steril tiipler ve filtreli pipet uglart kullanildi.

» DNA izolasyonu ve PCR hava sirkiilasyonu olan laminar kabinler

kullanilarak yapildi.

» Laminar kabin ortami steril olmasi i¢in analiz dncesinde ve analiz sonrasinda

45 dakika boyunca UV 151k kaynagi agilarak ¢alistirildi.

» Analizlerin tiim asamasinda kullanilan eldivenler sik sik degistirildi.

2.2.4.3.1. PCR Asamasinda Kullanilan Primerler

HFE geni 6. kromozomun kisa kolunda yer alir. HFE geni H63D tek niikleotid
polimorfizmindeki C—G baz transversiyonunu belirlemek i¢in bu bdlgeye spesifik
Forward (F) ve Reverse (R) primerleri kullanildi ve 294 bp’lik oligoniiklotid
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cogaltildi. Yiiksek performansh tuz bulundurmayan (HPSF: High Performance Salt

Free) primerler, Alpha DNA firmasina sentezlettirildi.

Bir amplifikasyon isleminde primer se¢imi olduk¢a dikkat edilmesi gereken

ana unsurlardan bir tanesidir.

Bu caligmada primer se¢iminde agagidaki 6zelliklere dikkat edildi:

>

>

Primerlerlerin baz uzunluklarinin uygun olmasina (18-25 bp uzunlugunda),

Primerlerin sadece amplifikasyonu yapilacak bolgeye komplementer

olmasina,

PCR yapilacak hedef bdlgenin agoroz jelde rahat goriilebilecegi uzunlukta

olmasina,

Primerlerin baglanma sicakliklarinin benzer olmasi i¢in, icerdikleri piirin ve

pirimidin bazlarinin birbirine yakin sayida olmasina,
Forward ve reverse Primerlerinin birbirlerinin komplomenteri olmamasina,
Primerler kendi igerisinde komplomenter olmamasina,

Primerlerde arka arkaya kisa tekrarlar bulunmamasina.

Primer sekanslar:

Forward primer (F primer): F: 5'- ACATGGTTAAGGCCTGTTGC -3’

Reverse primer (R primer): R: 5'- CTTGCTGTGGTTGTGATTTTC- 3’ (Elmrghni
ve ark., 2011).

PCR’da kullanilan primerlerin sekanslar1 ve 6zellikleri Cizelge 2.1.’de verilmistir.
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Cizelge 2.1. Amplifikasyonda kullanilan primerler ve 6zellikleri.

PRIMERIN F PRIMER R PRIMER
OZELLIKLERI
5-ACATGGTTAAGGCCTGTTGC- | 5-CTTGCTGTGGTTGTGATTTTCC-
Sekansi
3 3
Kromozomdaki
. 26090810 - 26090829 260911082 - 26091103
yeri
Uzunlugu 20 bp 22 bp
GC icerigi %50,00 %45,45
Tm sicakhigr 60,0 °C 61,8 °C
(Erime Sicakhigr)
Primerler arasi 1,8°C
Tm farki
PCR iiriiniiniin
uzunlugu 294 bp
ACATGCTTAAGGCCTGTTGCTCTETCT CCAGGTTCACACTCTCTGCACTA
CCTCTTCAT GEETECCT CAGAGCAGGACCTTGETCTTTCCTTETT TEAAG
CTTTGGGCTACGTGG}‘LTGACCAGCTGTTCGTGTTCTATGATIATGRGRGT
26090810-
26091103
bazlar
arasidaki .
olusan PCR SNP (C—0G transversivonu)

uriini

CGCCGTGTGGAGCCCCGRAACTCCATGEETTTCCAGTAGAATTTCARGCCA

GATGTGEECT GCAGCTGAGTCAGAGT CTGARAGGET GEEATCACATETTCA

CTGTTGACTTCTGGACTATTATGGARAATCACAACCACAGCAAG
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2.2.4.3.2. HFE geninin H63D Polimorfizminin Belirlenmesi Amaciyla Yapilan
PCR Bilesenleri ve Sartlar:

HFE genindeki H63D tek niiklotid polimorfizmini belirlemek amaci ile PCR
islemi yapildi. Standart bir PCR bileseninde, PCR Buffer, F Primer, R Primer, Hot
Star Taq DNA Polimeraz, dNTP karigimi ve kalip DNA bulunmaktadir (Sekil 2.7.).
PCR’da bulunan bilesenler, bilesenlerin konsantrasyonlari, toplam reaksiyondaki
miktarlar1 ve reaksiyon karisimindaki son konsantrasyonlari ile ilgili bilgiler Cizelge

2.2.'de verilmistir.

Cizelge 2.2. PCR’daki bilesenler, stoktaki ve reaksiyondaki konsantrasyonlari.

. ) Reaksiyon
BILESENLER Stoktaki Reak3|yo_na Karistmindaki Final
Konsantrasyon | Konulan Miktar Konsantrasyon
(50 pI’lik)
10 X PCR Buffer 10X 5 ul 1X
MgCla 25 mM 3L 1.5mM
dNTP karisinm 2mM S uL 200 M
R 10 pmol/ pl 1 uL 10 pmol
R Primer 10 pmol/ pl 1 puL 10 pmol
Hot Star Taq 50/l 0.25 uL 1.25U
DNA Polimeraz
Kalp DNA SuL ~200 ng
Steril H20 50 pl’ye
tamamlayincaya
kadar
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Amplhifiye edilecek bdlge
A

’ | Primerler
Taq DNA Pobmenaz —4 4 54 dNTP kangmm:
<
DNA —— S8 #—— 10 X PCR Buffer
Stenl H20
hd

F primer 5-ACATGGTTAAGGCCTGTTGC-3' % g y

R primer 5-CTTGCTGTGGTTGTGATTTTICC-3' &, ¢

Sekil 2.7. PCR bilesenleri.

2.2.4.3.3. HFE geninin H63D Polimorfizminin Belirlenmesinde Kullanilan PCR

Yontemi ve PCR Programi

HFE geninde 181 tek niikleotid polimorfizmi bulunmaktadir. Bu
polimorfizlerden bir tanesi de H63D C—G tek niikleotid transversiyon
polimorfizmidir (rs1799945). Polimorfizmde baz degisimi kromozom iizerindeki
26090952. pozisyonda olmaktadir.

HFE geninde 348 aminoasid bulunmaktadir. Bu polimorfizmde HFE geninde

26090952. pozisyondaki C bazimin G bazina doniistimii sonucunda, 63. siradaki

aminoasid, histidinden (CAT) aspartik aside (GAT) doniismektedir.
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H63D tek niikleotid polimorfizminin genel 6zellikleri Cizelge 2.3.’de verilmistir.

Cizelge 2.3. HFE geni H63D tek niikleotid polimorfizminin genel 6zellikleri.

HFE H63D Polimorfizmi

HFE Geni Kimlik Numarasi

(Gen ID)

3077

Kromozomdaki yeri

6.kromozom, 6p21.3

Gen Giris Numarasi

(Accession Numarasi)

NP_001287678

Gende Aminoasid Sayisi

348

IS numarasi

rs1799945

Gendeki Baz Numarasi

26090952. pozisyonda

Niikleotid degisimi

C—-G

Aminoasit degisimi

CAT—-GAT

Histidin (H) — Aspartik Asid (D)

Primer sekanslar1 (5°-3”)

F: 5°-GATGCCAGCTGGCCCTGGCACTG-3’

R: 5’-ATGGAAACACCTTGCTTCTTCTCCCTC-3’

Restriksiyon enzimi

Mbol (Moraxella bovis)

HFE geninin H63D Polimorfizminin  belirlenmesinde, denatiirasyon

(denaturation), baglanma (annealing) ve uzama (elongation) basamaklarinin yer

aldig1 klasik PCR yontemi uygulanmistir. Forward ve Reverse primerleri kullanilarak

olusturulan 294 bp’lik PCR iiriinii i¢in asagidaki program gerceklestirilmistir.
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https://en.wikipedia.org/wiki/Moraxella_bovis

PCR programi agagida belirtilen sekilde 35 dongiide gerceklestirildi.
» 94° C’de 10 dakika (baslangi¢ denatiirasyonu)

» 94° C’de 60 saniye (denatiirasyon) )

» 60° C’de 60 saniye (baglanma) > 35 dongt

» 72°C’de 60 saniye (uzama,sentez)

> 72°C’de 5 dakika

> 4°C’ de oo dakika

PCR Thermal Cycle cihazinda amplifikasyonu tamamlanan PCR {irtinleri,

agaroz jel elektroforezinde yiiriitiiliinceye kadar -20° C’de bekletildi.

2.2.4.3.4. PCR’mm Kontrolii icin %1’lik Agaroz Jel Hazirlanmasi

PCR’1n basarili olup olmadiginin belirlenebilmesi ve bir sonraki asamaya

gecebilmesi i¢in tiim PCR iiriinleri %1°lik agoroz jelde yiiriitiildii. Bu amagla:

1. 1,2 gr agaroz tartilarak 120 ml 1X TBE ¢ozeltisi icerisinde ¢6ziildii.

2. Erlenin iizeri aliiminyum folyo ile kaplanip ¢ok sayida delik agildiktan sonra

mikrodalga firinda kaynatildi.

3. Cozelti sicakligr 50-60 °C oluncaya kadar oda sicakliginda tutuldu.

4. Cozeltinin tlizerine 10 mg/mL’lik 10 uL EtBr eklendi ve hafif¢e cozelti

pembelesip homojen karisim saglanincaya kadar erlen calkalandi (EtBr karsinojen
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oldugundan bu asamada daha korunakli eldivenler kullanilmali ve EtBr igin

kullanilan pipet ayr1 olmali ve sadece EtBr ¢ekiminde kullaniimalidir).

5. Kalibin bariyerleri takildi ve jelin taraklar1 uygun mesafe birakarak
yerlestirildikten sonra agar kaliba dokiildii. Jel {izerinde olusan hava kabarciklar1 jel
katilasmaya baglamadan Once pipet ucu yardimi ile patlatildi (Patlatiimayan
kabarciklar elektrik akimini etkileyecek ve ylirlimenin diizgiin olmamasina neden

olacaktir).

6. Jelin katilagsmasi i¢in oda sicakliginda 30-45 dakika bekletildi.

7. Kaliptaki bariyerler ve taraklar cikarilarak kalip elektroforez tankina
yerlestirildi. Olusan jel kuyucuklarinin, tankin katot (-) tarafina yerlestirilmesine
dikkat edildi (DNA - vyiikli oldugundan dogru kisima yerlestirmek oldukga

onemlidir).

8. Jelin tizerini 0,5 cm kaplayacak sekilde 1X TBE ¢ozeltisi tank icerisine eklendi.

9. 15 cm uzunlugunda kesilmis parafilm buz kalib1 {izerine yerlestirildi.

10. Parafilm tizerine 1 pL 6XJel Yiikleme Bufferr ve 5 pl DNA konularak iyice

karigmasi i¢in mikropipet yardimiyla homojenize edildi.

11. DNA ve yiikleme bufferin tamami alinarak jel kuyucuklarina yerlestirildi. Bu

islem esnasinda jeli delmemeye dikkat edildi.

12. Tankin kapagi kapatilarak anot ve katot uclarinin baglantilari takildi.

13. Gii¢ kaynagi 100 volt ve 70 ampere ayarlanarak Orneklerin 45 dakika jel

tizerinde yiirtitiilmesi saglandi.

14. Sonuglar Jel goriintiileme sistemi (Syngene) ile UV 15181 altinda
degerlendirildi.
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2.2.4.4. PCR iiriinlerinin Restriksiyon Enzimi (RE) ile Kesimi

Caligmada mesleksel olarak kursun maruziyeti olan bireylerde HFE genindeki
H63D C—G tek niikleotid polimorfizmini belirlemek amaciyla, 294 bp’lik PCR
tirtinii, SNP’nin oldugu bolgeyi tantyan Mbol (New England Biolabs) Restriksiyon
enzimi (RE) kullanilarak restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (RFLP:
Restriction Fragment Length Polymorphism) yontemi ile yapildi. Bu asamada da

RFLP isleminin kontrolii amaci ile negatif ve pozitif 6rnekler kullanildi.

RFLP yonteminde, son hacim 30 pL olacak bigimde reaksiyon karigimi
hazirlandi. Tiim iglemler buz kalib1 {izerinde gergeklestirildi. Reaksiyon karigimina,
10 pL PCR diriini, 1 pL Mbol, 2 uL. Mbol NEB4 tamponu, 0,2 uL Bovine Serum
Albumin (BSA) eklendi ve son hacim 30 uL oluncaya kadar dH20O ile tamamlandi.
Hazirlanan reaksiyon karisimi 1 gece boyunca etiivde 37 °C’de inkiibasyona
konuldu. RFLP yonteminde kullanilan bilesenler ve miktarlart Cizelge 2.4’de

verilmigtir.

Cizelge 2.4. Mbol Restriksiyon enzimi kesimindeki bilesen konsantrasyonlar1 ve reaksiyon sartlari.

) Calisma
Bilesenler Miktarlar Siire
Sicakhg:
Mbol NEB4 tamponu 2 ul
Bovine Serum Albumin
0,2 ul
(BSA)
37°C 1 gece
PCR firiinii 10 pul inkiibasyon
Mbol Enzim 1 ul
30 ul’ye tamamlayincaya
dH20
kadar
Son hacim 30 pl
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RFLP yontemi ile kesim isleminden sonra elde edilen iirlinler analizlere

alinincaya kadar -20 °C’de bekletilmistir.

2.2.4.4.1 Mbol Restriksiyon Enziminin Ozellikleri

Mbol restriksiyon enzimi (New England Biolabs), Moraxella bovis isimli
bakteriden elde edilmistir ve ismini bakterinin ilk harflerinden almistir. Restriksiyon
enzimi DNA dizilimini, 5* ucundan GATC hedef bolgesini taniyarak, 3’ ucundan ise
CTAG hedef bolgesini taniyarak kesmektedir (Sekil 2.8.).

5

5'...GATC....3
3'...CTAG...5

Sekil 2.8. Mbol restriksiyon enziminin tanima bolgesi ve kesim noktasinin gosterimi.

2.2.4.4.2. Mbol Enzimi ile Inkiibasyon Sonrasi Genotiplendirme Yapmak Amaci

ile %2,5’luk Agaroz Jel Hazirlanmasi

PCR iiriinleri Mbol Restriksiyon enzimi kullanilarak 37 °C’de bir gece inkiibe
edildikten sonra, genotiplendirmeyi yapabilmek amaciyla %2,5’luk agaroz jel
hazirlanmistir. Agaroz jel hazirlanmasinda, boliim 2.2.4.3.4’de basamaklar1 anlatilan
islemler yapilmistir. Ancak restriksiyon enzimi kesimi ile mevcut PCR iiriinii daha
kiiclik oligoniikleotid parcalarmna ayrilacagindan, daha diizgiin bir yiiriiime ve jel

goriintlisii elde edebilmek amaciyla, bu asamadaki jel yogunlugu %2,5 olarak
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hazirlanmistir. Bu sebeple, boliim 2.2.4.3.4, 1. Maddeki agaroz miktar1 3 gram olarak
tartilmistir.

2.2.4.4.3. Mbol Restriksiyon Enzimi ile Kesim ve SNP’nin Genotiplendirmesi

HFE genindeki H63D C—G tek niikleotid polimorfizmini belirlemek amaciyla,
294 bp’lik PCR friiniiniin Mbol Restriksiyon Enzimi ile Kesimi sonucunda; HH
genotipli bireylerde: 138 bp, 99 bp ve 57 bp’lik oligoniikleotidler, DD genotipli
bireylerde: 237 bp ve 57 bp’lik oligoniikleotidler, HD genotipli bireylerde ise: 237
bp, 138 bp, 99 bp ve 57 bp’lik oligoniikleotidler olusacaktir (Sekil 2.9.).

Mbol HH HD DD
133bp | 9bp | 57hp
1 1
237bp » —_ —
138bp p| — —
237hp s7op Wbp Pl T =
D ! SThpp| — = —

Sekil 2.9. Mbol RE ile kesilmis 294 bp’lik PCR fiiriinlerinin agaroz jel elektroforezinde goriiniimii.

1.HH genotip (138 bp, 99 bp ve 57 bp), 2. HD genotip (237 bp, 138 bp, 99 bp ve 57 bp), 3. DD
genotip (237 bp ve 57 bp).

2.2.7. Istatistiksel Degerlendirme

Calismanin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde “The Statistical Package

for Social Science for Windows (SPSS verison 16)” programi kullanildi.

Olgiilebilen siirekli degiskenlerin normal dagilimmi kontrol etmek igin

(Homojenite testi) Kolmogorov-Smirnov testi yapildi. Normal dagilima uyan metrik
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verilerin tanimlayici istatistikleri ortalama+standart sapma seklinde ifade edildi.
Ayrica minimum-maximum degerler de tamimlayict bilgilerde verildi. Normal
dagilima uyan degiskenlerin ikiden fazla grup arasindaki karsilastirilmasinda tek
yonlii varyans analizi (One-Way-ANOVA) kullanild. iki grubun istatistiksel olarak
degerlendirilmesinde ise Student-T testi kullanildi. Metrik veriler arasinda

korelasyon olup olmadigi Pearson Korelasyon testi ile aragtirildu.

HFE genindeki H63D C—G tek niikleotid polimorfizmindeki genotip ve alel
frekanslar1 Hardy-Weinberg dengesi (esitligi) kullanilarak “x?” ile hesaplandi. Tiim

istatistiksel analiz sonuglari i¢in p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3.BULGULAR

3.1. Genel Degerlendirmeler, Tanimlayici Bilgiler

Calismamizda, Ankara Meslek Hastaliklar1 Hastanesine rutin muayene amagli
basvuru yapan ve kan kursun degeri 30 pg/dL’den yiiksek olan 128 erkek hasta dahil
edildi. 30 pg/dL Amerikan Hiikiimet Endiistri Hijyenistler Konferansinin (ACGIH)
belirledigi biyolojik maruziyet siniridir. Calismaya dahil olan is¢ilerin kan kursun ve
demir ile idarar kursun diizeyleri 6lciildii. Iscilerin 83 tanesi sigara igerken, 45 tanesi

sigara igmiyordu.

Sigara i¢cim indeksi: (Giinde icilen sigara adedi x y1l) olarak hesaplandi.

Calismaya katilan mesleksel olarak kursuna maruz kalan isciler ile ilgili

bilgiler Cizelge 3.1.’de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Iscilere ait genel degerlendirmeler ve tanimlayic bilgiler.

Parametreler n Ortalama+S.S | Minimum | Maksimum
Yas 128 37,27+ 8,94 21 60
Calisma Siiresi 128 12,33+7,20 1 30
Kan Pb (ng/dL) 128 56,21+15,29 35.00 94.40
Serum Fe
128 309,66+164,06 34,00 572,00
(mg/L)
Sigara I¢im
. 128 281,42+199,15 10 1200
Indeksi
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3.2. Pb, Fe, Yas ve Sigara Indeksi Arasindaki Korelasyon Analizi Sonuglar

Mesleksel kursun maruziyeti olan iscilerin kan kursun, idrar kursun, serum

demir diizeyleri, yas, calisma siireleri ve sigara i¢im indeksi ile ilgili Pearson

Korelasyon analizi sonuglar1 Cizelge 3.2.’de verilmistir.

Cizelge 3.2. Kan Pb, idrar Pb, serum Fe diizeyleri, yas, calisma siireleri ve sigara igim indeksi
arasindaki korelasyonlar.

idrar Pb Kan Fe Yas Calisma siiresi (y1l) Sigara icim
(ng/L) (mg/L) indeksi
Kan Pb r 0,456** -0,286** 0,096 0,138 0,049
(ng/dL)
p 0,0001 0,0001 0,281 0,184 0,658
idrarPb | 1 1 -0,007 0,073 0,063 0,163
(ng/L)
p - 0,935 0,413 0,543 0,141
r -0,007 1 -0,168 -0,251* -0,027
Serum Fe
(mg/L)
p 0,935 - 0,058 0,015 0,810

(*p<0,05; **p<0,001).

Bu sonuglara gore;

v Kan Pb ile idrar Pb diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif

korelasyon (r= 0,456; p<0.001),

v Kan Pb ile serum Fe diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli negatif

korelasyon (r=-0,286; p<0.001)

v' Serum Fe ile iscilerin isyerinde c¢alisma siireleri arasinda istatistiksel

olarak anlamli negatif korelasyon (r= -0,251; p<0.05), tespit edilmistir.
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3.3. Pb ve Fe diizeyleri ile Sigara Icimi Arasindaki iliskinin Sonuglar

Iscilerin kan Pb, idrar Pb ve serum Fe diizeylerinin sigara kullanimi ile

iliskilerinin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde Student-T testi kullanilmis ve

sonuglar Cizelge 3.3.’de verilmistir.

Cizelge 3.3. Kan Pb, idrar Pb ve serum Fe diizeyleri ile sigara kulanimi arasindaki iliski.

Sigara Kullanim n Ortalama=S.S Minimum Maximum .
p degeri
Kan kullamyor | 83 59,52+15,59 35,70 94,40
Pb 0,0001**
(ng/dL) | kullanmyor | 45 50,09+12,78 35,00 87,40
. kullamiyor | 83 86,42+63,35 7,20 261,00
Idrar
Pb 0,0001**
(ng/L) | kullanmyor | 45 63,52+58,53 7,50 210,00
kullamyor | 83 232,77£172,72 38,00 522,00
Serum
Fe 0,024*
(mg/L) | kullanmuyor | 45 351,35+143,78 34,00 572,00

(*p<0,05; **p<0,001).

Bu sonuglara gore;

v Kan Pb diizeyi sigara kullanan isgilerde 59,52+15,59 pg/dL iken

kullanmayanlarda 50,09+12,78 pg/dL olarak tespit edilmistir ve bu sonug

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.001),

Idrar Pb diizeyi sigara kullanan iscilerde 86,42+63,35 pg/L iken

kullanmayanlarda 63,52+58,53 pg/L olarak tespit edilmistir ve bu sonug

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.001),

Serum Fe diizeyi sigara kullanan iscilerde 232,77+172,72 mg/L iken

kullanmayanlarda 351,35+143,78 mg/L olarak tesspit edilmistir ve bu

sonug istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05),
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3.4. HFE H63D Gen Polimorfizmi Sonuclari
3.4.1. DNA izolasyonu Varhiginin Agaroz Jel Elektroforezi ile Belirlenmesi

Calismamizda kullanilan tam kan Orneklerinden DNA izolasyonu fenol
kloroform izoamil alkol yontemi kullanilarak yapildi ve DNA’ nin varligr %0,5’lik
agaroz jel elektroforez ile belirlendi. Agaroz jelde tiim DNA’larin PCR asamasinda

kullanilabilecek kalitede oldugu gozlendi.
3.4.2. PCR Yontemi ile DNA’min Amplifiye Edilmesi

HFE, 6. kromozomda 6p21.3 bolgesinde yer alan, 1046 bp uzunlugunda ve 348
aminoasitden olusan bir gendir. Bu ¢alismada HFE geni H63D C—G tek niikleotid
polimorfizmini belirlemek amaciyla polimorfik olan bolgeyi de iceren 294 bp’lik
bolge 2%° defa cogaltildi. PCR sonrasinda %1°lik agaroz jel elektroforezinde PCR
irtinii yiiriitiillerek jel goriintiileme sisteminde UV 151k altinda goriintiilemesi yapildi

ve 294 bp’lik PCR iiriinlerimiz tespit edilerek fotograflandi (Sekil 3.1.).

-

1 2 3 <+ S M
Sekil 3.1. Amplifikasyon iiriiniiniin %1°lik agaroz jel goriintiisit (M=100 bp ladder; 1, 2, 3, 4 ve 5=
294 bp PCR iriinii).
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3.4.3. PCR-RFLP Uriiniiniin Mbol Restriksiyon Enzimi ile Kesimi

HFE geni H63D C—G gen polimorfizmini belirlemek amact ile ¢ogaltilmis
PCR iirtinlerimiz, Mbol restriksiyon enzimi kullanilarak RFLP yontemi ile kesildi.
Bu islemde gere¢ ve yontemdeki 2.2.4.4. boliimiinde belirtilen reaksiyon bilesenleri
hazirlanarak 294 bp’lik PCR iiriinii Mbol restriksiyon enzimi ile 37 °C’de gece boyu
inkiibe edildi. Mbol enzimi 294 bp’lik oligoniikleotid dizisini 5’ ucundan GATC
hedef bolgesinden, 3’ ucundan ise CTAG hedef bolgesinden taniyarak kesmektedir.

Bireyler H63D “HH” homozigot genotipli ise,

tantyarak iki noktadan kesim yapar ve boylelikle 138 bp, 99 bp ve 57 bp’lik ii¢
oligoniikleotid olusmaktadir (Sekil 3.2.).

138bp o ¥

Mbol : " Mbol

faniimes dizisi fanima dizisi

Sekil 3.2. H63D “HH” homozigot genotipli bireylerde, 294 bp uzunlugundaki PCR iiriiniiniin Mbol
enzimi ile kesimi ile olusan oligoniikleotid uzunluklarinin gematik gosterimi.

Bireyler H63D “DD” homozigot genotipli bireyler ise 294 bp’lik PCR iiriinii
tizerinde C bazi yerine G bazi bulundugundan Mbol restriksiyon enzimi tek noktay1
taniyarak bir yerden kesim yapmakta ve boylelikle 237 bp ve 57 bp’lik iki farkli
uzunlukta oligoniikleotid olusmaktadir (Sekil 3.3).
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famiyamas

Sekil 3.3. H63D “DD” homozigot genotipli bireylerde, 294 bp uzunlugundaki PCR iiriiniiniin Mbol
enzimi ile kesimi ile olusan oligoniikleotid uzunluklarinin sematik gosterimi.

Bireyler H63D “HD” heterozigot genotipli bireyler ise %2,5’lik agaroz jel
tizerinde hem HH genotipli bireyler gibi, 138 bp, 99 bp ve 57 bp’lik
oligoniikleotidler hem de DD genotipli bireyler gibi 237 bp ve 57 bp’lik
oligoniikleotidler goriilmektedir (Sekil 3.4., Cizelge 3.4.).

Cizelge 3.4. Genotipler ve Mbol restriksiyon enzimi ile kesim sonucunda olusan oligoniikleotid
biiytikliikleri.

GENOTIPLER Mbol restriksi)ion epzimi .ile kesim sonucunda
olusan oligoniikleotid uzunluklari
H63H genotip 138 bp, 99 bp ve 57 bp
D63D genotip 237 bp ve 57 bp
H63D Genotip 237 bp, 138 bp, 99 bp ve 57 bp
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57bp
99 bp

138 bp
e
237hp

1 Z 3 4 5 M

Sekil 3.4. Amplifikasyon iiriiniintin (394 bp) Mbol restriksiyon enzimi ile kesilmesi sonucunda olusan
rtinlerin %2,5’luk agaroz jel goriintiisii. 1= DD genotip (237 bp ve 57 bp), 2 ve 3= HD genotipler
(237 bp, 138 bp, 99 bp ve 57 bp), 4 ve 5= HH genotipler (138 bp, 99 bp ve 57 bp), M=100 bp ladder.

3.4.4. HFE geni H63D C—G Polimorfizmin Genotip Frekanslar:

Calismamiz sonucunda, mesleksel olarak Pb’a maruz kalan erkek iscilerde
(n=128) HFE geni H63D gen polimorfizmi; %84,4 homozigot HH, %13,31
heterezigot HD ve %2,3’1i de homozigot DD olarak belirlenmistir (Cizelge 3.5.).

Cizelge 3.5. Mesleksel olarak Pb’a maruz isgilerde HFE H63D gen polimorfizmi ile olusan genotip
frekanslari

HFE
H63D Genotip Frekansi
. . (n:128)
Polimorfizm
n %
Homozigot HH 108 84,4
Heterozigot HD 17 13,3
Homozigot DD 3 2,3
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HFE geni H63D kodonundaki C—G’ye tek bazlik degisiklik ile meydan gelen
bu polimorfizmde, histidin aminoasidi (CAT) yerine aspartik asid (GAT) aminoasidi
bulunmaktadir. Aminoasid bazinda degisiklik yapan bu transversiyon polimorfizmde,
63. kodonda histidin veya aspartik asidin bulunmasi, farkli elektroforetik

hareketlilige sahip yapisal olarak degismis proteinin olusumuna neden olmaktadir.

3.4.5. HFE geni H63D C—G Polimorfizmin Alel Frekanslari

Bireylerin HFE geni H63D polimorfizmi alel frekanslar1 (n:256); H alel
frekansi; %91,0 (n:233), D alel frekansi ise %9,0 (n:23) olarak tespit edildi (Cizelge
3.6.).

Cizelge 3.6. Mesleksel olarak Pb’a maruz ig¢ilerde HFE H63D gen polimorfizmi ile olusan genotip
frekanslari

HFE
H63D Alel Frekanslar
Alel (n:256)
n %
H aleli 233 91,0
D aleli 23 9,0

3.4.6. Calisma grubumuzda Hardy-Weinberg dengesinin tespiti

Hardy-Weinberg belirli ve sabit sartlarda genotiplerin ve her iki alel sabit
kalmas1 ve dengede olmasi durumudur. Bu genetik dengenin saglanabilmesi i¢in

asagida belirilen kosullarin olmasi gerekmektedir;

a) Calismasi yapilacak gende mutasyon/polimorfizm gézlenmemelidir.
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b) Calisma icin sectigimiz populasyon, genetik analizler i¢in yeterli sayida

olmalidur.
c) Populasyona disaridan ve ig¢eriden ¢ok fazla sayida go¢ olmamalidir.
d) Ureme belirli kosullarda degil, tamamen rastgele olmalidir.

e) Cevresel sartlar belli 6zellikteki bireylerin yasama ve tiremesi igin ¢ok
avantajli, digerleri i¢in dezavantajli olmamali herkese esit sans
verilmelidir.

f) Hardy-Weinberg dengesi ise, p> + 2pq + > = 1 esitligi ile

hesaplanmaktadir (birinci alelin frekans1 “p”, ikinci alelin frekansi “q

olarak adlandirilir) (Ayala ve Kiger 1980).

Calismamizda yapilan istatistiksel analizlere gore, HFE geni H63D gen
polimorfizmi genotip ve alel frekanslarinin Hardy-Weinberg dengesinde oldugu
hesaplanmistir (p>0,05). Hardy-Weinberg dengesinin hesaplanmasinda > testi
kullanilmistir. Hardy-Weinberg istatistiksel hesaplama sonucunun p>0,05 olmasi,
populasyonda beklenen ve gézlenen genotip frekanslarinin birbirine yakin olmasi,
populasyonun dengede olmasi anlamini tagimaktadir. Bu islemler sonucunda elde

edilen bulgular Cizelge 3.7.'da gosterilmistir.

Cizelge 3.7. Calistigimiz populasyonun Hardy-Weinberg dengesinde olup olmadiginin tespiti.

H63D HH H63D HD H63D DD Toolam

Homozigot Heterozigot Homozigot (F:])

(n) (n) (n)

Gozlenen 108 17 3 128

Beklenen 106,03 20,93 1.03 127,99
Serbestlik Derecesi 2
p=0,069
2 3.289
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3.5. HFE H63D Gen Polimorfizminin Tam Kan Pb, idrar Pb ve Serum Fe

Diizeylerine Etkisi

Calismamizin bu bolimiinde, mesleksel olarak Pb maruziyeti olan bireylerde
Olemiis oldugumuz kan Pb, idrar Pb ve serum Fe diizeyleri ile HFE H63D gen

polimorfizmi arasindaki iligki istatistiksel olarak analiz edildi.

Tiim verilerin homojenite testi Kolmogorov-Smirnov ile yapildi. Verilerimizin
normal dagilim gosterdigi tespit edildi (p>0,05) ve bu nedenle parametrik testlerle
analizler degerlendirildi. Normal dagilima uyan metrik verilerin tanimlayici
istatistikleri ortalamatstandart sapma seklinde ifade edildi. Ayrica minimum-

maximum degerler de tanimlayici bilgilerde verildi.

Genotip frekanslar1 ile metal diizeyleri arasindaki iliski tek yonlii varyans
analizi One-Way Anova ile yapildi. Calisma grubumuzda sadece 3 kiside HFE DD
homozigot genotip tespit edildi. Bu nedenle HD heterozigot (n=17) ve DD
homozigot (n=3) genotipler birlestirilereck (HD+DD; n=20) istatistiksel analizler
yapildi. HH Homozigot ve HD+DD genotipleri ile metal diizeyleri arasindaki iliski
de Student-T testi ile yapildi.

3.5.1. HFE H63D Gen Polimorfizminin Tam Kan Pb Diizeyine Etkisi

Bireylerin HFE H63D gen polimorfizmleri ile tam kan Pb diizeyleri
degerlendirildiginde;

v HFE genotipleri ile kan Pb diizeyleri arasinda istatistiksel olarak oldukca
anlamli iligki tespit edilmistir (p=0,003) (Cizelge 3.8.; Sekil 3.5.).

v' HH ve HD+DD genotipleri ile kan Pb diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml iligki bulunmustur (p=0,032) (Sekil 3.6.)
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Cizelge 3.8. HFE H63D gen polimorfizmi ile tam kan Pb diizeyi arasindaki iliski.

Kan Pb diizeyleri (ng/dL)

HFE H63D n
Genotipleri  (128)  Ortalama+S.S Minimum Maksimum
Homozigot 108 54,96+14,46 35,00 91,90
HH
Heterozigot 17 59,12+16,58 35,00 92,30 0,003**
HD
Homozigot 3 84,43+10,54 73,40 94,40
DD
HH 108 54,96+14,46 35,00 91,90
0,032*
HD+DD 20 62,92+18,14 35,00 94,40
(*p<0,05; **p<0,01)
100
g 80
o
§ %07
=
=
40 -
HH HD DD

HFE H63D Gen Polimorfizmi

Sekil 3.5. HFE H63D gen polimorfizmi ile tam kan Pb diizeyi arasindaki iliskinin grafik ile gosterimi.
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Sekil 3.6. HFE H63D gen polimorfizmi (HH ve HD+DD) ile tam kan Pb diizeyi arasindaki iliskinin
grafik ile gdsterimi.

3.5.2. HFE H63D Gen Polimorfizminin idrar Pb Diizeyine Etkisi

Bireylerin HFE H63D gen polimorfizmleri ile idrar Pb diizeyleri
degerlendirildiginde;

v' HFE genotipleri ile idrar Pb diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli

iliski tespit edilememistir (p=0,778) (Cizelge 3.9.; Sekil 3.7.).

v' HH ve HD+DD genotipleri ile idrar Pb diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml iligki bulunamamistir (p=0,679) (Sekil 3.8.).
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Cizelge 3.9. HFE H63D gen polimorfizmi ile idrar Pb diizeyi arasindaki iligki.

Idrar Pb diizeyleri (ug/L)

HFE H63D n 0
Genotipleri | (128) | Ortalama+S.S | Minimum | Maksimum
Homozigot 108 77,38+59,83 7,20 225,00
HH
Heterozigot 17 80,31+£67,35 8,22 221,00 0,778
HD
Homozigot 3 103,00+136,89 20,00 261,00
DD
UK 108 77,38+59,83 7,20 225,00
0,679
HD+DD 20 83,71276,56 8,22 261,00
300
250 T
% 200 o
% 150 4
&
i 10
50 -
0
HH HD DD

HFE HE3D Gen Polimorfizmi

Sekil 3.7. HFE H63D gen polimorfizmi ile idrar Pb diizeyi arasindaki iliskinin grafik ile gosterimi.
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Sekil 3.8. HFE H63D gen polimorfizmi (HH ve HD+DD) ile idrar Pb diizeyi arasindaki iliskinin
grafik ile gosterimi.

3.5.3. HFE H63D Gen Polimorfizminin Serum Fe Diizeyine Etkisi

Bireylerin  HFE H63D gen polimorfizmleri ile serum Fe diizeyleri

degerlendirildiginde;

v" HFE genotipleri ile serum Fe diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
iliski tespit edilmistir (p=0,047) (Cizelge 3.10.; Sekil 3.9.).

v' HH ve HD+DD genotipleri ile idrar Pb diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli iligki bulunamamustir (p=0,166) (Sekil 3.10.).
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Cizelge 3.10. HFE H63D gen polimorfizmi ile serum Fe diizeyi arasindaki iligki.

Serum Fe diizeyleri (mg/L)
HFE H63D n 0
Genotipleri | (128) | Ortalama+S.S | Minimum | Maksimum
Homozigot 108 300,99+161,58 34,00 511,60
HH
Hetel—rlcE)ZiQOt 17 325,10+168,87 86,00 522,00 0,047*
Homozigot 3 534,33+48,21 480,00 572,00
DD
HH 108 300,99+161,58 34,00 511,60
0,166
HH+DD 20 356,49£173,59 | 86,00 572,00
*(p<0,05)
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Sekil 3.9. HFE H63D gen polimorfizmi ile serum Fe diizeyi arasindaki iligkinin grafik ile gdsterimi.
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Sekil 3.10. HFE H63D gen polimorfizmi (HH ve HD+DD) ile serum Fe diizeyi arasindaki iligkinin

grafik ile gosterimi.
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4. TARTISMA

Kursun maruziyetinin baglica kaynaklar1 mesleki ve ¢evresel maruziyet olup
her ikisinde de en 6nemli kursun kaynagi insan aktiviteleridir. Son ii¢ yiizyilda
kursun miktar1 bin kat artis gostermistir. Bunun en 6nemli kaynagir 1950- 2000’11
yillarda kursunlu benzinin kullanimina bagli olarak g¢evreye yayilan kursun iken
kursunun pestisit ve boyalarda da kullanimi1 yillarca kursunun ¢evrede bulunmasi ve
yayllmasina neden olmustur. Yillar i¢inde kursunun birgok {iriinde kullanimina
yasaklamalar ve smirlamalar getirilmis olsa dahi madenlerden kursun c¢ikarilmasi,
islenmesi ve alagimlarinin hazirlanmasi, metal geri doniistimiinde, akii ve radyasyona
kars1 koruyucu levhalarin iiretiminde kursun kullanimi, kursun igeren kablo, boru,
agirlik ve mithimmat malzemlerinin tretimi ve kullanimi nedeniyle mesleki
maruziyetin oniine gecilememektedir (ATSDR, 2007; Chen ve ark., 2012; Ghanwat
ve ark., 2016; Szymanska-Chabowska ve ark., 2015; Zhang ve ark., 2016).

Biyolojik maruziyet indeksi, mesleki ortam havasinda belirli bir
konsantrasyonda bulunan kimyasalin inhalasyonuna bagli olarak viicuttaki
derisimine denk gelen ve herhangi bir saglik sorununa yol agmayacak deger olarak
adlandirilmaktadir. OSHA igyeri ortaminda yapilan kontroller sirasinda is¢ilerden
herhangi birinin kan diizeyinin 40 pg/dL’yi gecmesi halinde, iscinin kursun
toksisitesine dair semptomlar gostermesi veya igyeri ortam havasindaki kursun
diizeyinin aksiyon derecesinde veya iizerinde oldugu durumlarda is¢ilere selasyon
tedavisinin uygulanmasim &ngérmektedir (Lead, 1977). Ulkemizde de 6331 numarali
Is Saglig1 ve Giivenligi Kanunu geregince is¢i sagligimi korumak ve giivenliklerini
saglamak amaciyla is yeri ortaminda siirekli ve diizenli araliklara risk
degerlendirmesi, is yeri havasinin dl¢iilmesi, is¢ilerin eldiven, maske gibi cesitli
koruyucu ekipmanlar1 kullanmasi1 ve iscilerin diizenli saglik kontrollerinden
gecmeleri Onerilmektedir. Gerek mesleki maruziyeti engellemek adma gerekse
¢evresel kaynakli populasyonlarda goriilebilecek kursun toksisitesini en aza indirmek
adma her gecen giin bir¢ok onlemler ve yasal diizenlemeler yapilmaktadir. Ancak,
genetik olarak kursuna duyarli bireylerin korunmasi igin diizenleyici standartlar
mevcut olmayip, korunmalari icin de spesifik bir yontem mevcut degildir. Bununla
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birlikte genetik farkliligin belirlenmesi, kursun toksisitesine olan yatkinligin
saptanmasina bagli olarak bireylerin tedavilerinin planlanmasina, maruziyetlerinin
engellenmesine ve populasyon bazinda halk sagliginin korunmasina kati saglayabilir
(ATSDR, 2005; Billick, 1981; Claudio ve ark., 1997; Deeming ve Weber, 1978;
WHO, 2000).

Kursun organizma igin gerekli olan bir metal degildir. Ozellikle sinir sistemi
lizerine olumsuz etkisi olan kursuna yiiksek dozda maruziyet sonucu ensefalopati
(Goyer, 1990; Rudner ve Brady, 1988), anemi (Wright, 1999), bobrek hasarlar1 (Chia
ve ark., 1995; Goyer, 1989), kardiyovaskiiler sistemi etkilemesi nedeniyle
hipertansiyon (De Kort ve ark., 1987; Pirkle ve ark., 1985) ve fertilitede toksisite
(Hu, 1991; Lancranjan ve ark., 1975) gortilebilmektedir.

Daha c¢ok eritroblastta daha az ise kemik iliginde hemoglobin sentezi i¢in
demir alimmini diizenleyen transferin reseptdrii (TfR) transmembran bir
glikoproteindir. Hiicre yiizeyindeki TfR konsantrasyonu hiicrenin demir ihtiyacina
gore degisiklik gostermektedir. Hiicrede demirin fazla oldugu durumda TfR derisimi
azalirken, hiicrenin demir eksikligi cektigi durumlarda demir alinimini artirmak
amacityla TfR konsantrasyonu artmaktadir. HFE proteininin TfR ile olan iligkisi
demir metabolizasyonunda gorev aldiginin gostergesi olup, HFE tiim hiicrelerede
bulunmakla birlikte, 6zellikle karaciger ve gastrointestinal sistemde bagirsaklarda
demir emiliminin yiiksek miktarda oldugu ileum kript hiicrelerinde yaygin olarak yer
almaktadir. HFE bagirsak epitelyum hiicrelerinin bazolateralinde ekspre olmakta ve
demir diizeyini algilayarak hiicre i¢inde veya epitelyum katmanlar arasinda demirin
transportunu diizenlemektedir (Gross ve ark., 1998). Demir diizeyine gére HFE
proteini, transferrin- demir (Fe-Tf) molekiiliine kars1 TfR igin rekabet ederek, hiicre

ici demir hemostazisini saglar (Kayaalt1 ve ark., 2015).

Kursunun toksikokinetigine ve biyobirikimine etki eden polimorfik genlerden
birisi de hemokromatozisten sorumlu olan HFE genidir. Katyonik yiiklerinin ayni
olmas1 nedeniyle kursun demirin izlemis oldugu biyolojik yolaklar1 izleyerek,
hiicrelerde metabolize olabilmektedir (Wright ve ark., 1999). Bu tez calismasina

mesleksel kursuna maruz kalan, kan kursun diizeyi 6lgiilen ve 35 pg/dL nin lizerinde
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olan 128 isci dahil edilmistir. Ilk olarak iscilerin kan kursun ve idrar kursun diizeyleri
ICP-MS  (Inductively Coupled Plasma-Mass Spectrometer: Indiiktif Olarak
Eslestirilmis Plazma-Kiitle Spektrometresi) kullanilarak oOlgtilmiis, kan ve idrar
kursun ile serum demir diizeyleri arasindaki korelasyon hesaplanmistir. Ikinci
asamada ise demir metabolizmasinda 6nemli rolii olan HFE gen bdlgesinde 63.
kodanda His/Asp degisimine yol agan C—G tek niikleotit polimorfizmi

arastirilmistir.

Hepatoselliiler karsinom hastalar1 ve saglikli bireyler iizerinde yapilan bir
caligma ile miyokardiyal enfarktiis hastasi ve saglikli bireyler iizerinde yapilan HFE
H63D polimorfizmi ile hastaliklar arasindaki iligkilerin arastirildigi ¢alismalarda,
HFE H63D polimorfizminin, hepatoselliiler karsinomu veya miyokardiyal enfarktiis
riskini artirdigina dair bir iliski saptanamamistir (Boige ve ark.,2003; Candore ve
ark., 2003). Buna karsin HFE H63D polimorfizmi ile hipertansiyona yaklanma
riskinin aragtirildig1 bir ¢aligmada D alleli tasiyici olanlarin H alleli tagiyict olanlara
gore hipertansiyon hastasi olma riskleri daha yiiksek bulunmustur (Maatta, 2015).
S6z konusu c¢aligmalarda arastirmaya dahil olan bireylerin kursuna maruziyeti
bulunmamaktadir. Bizim ¢aligmamiza katilan bireyler, kursun toksisitesine bagl
semptomlart gostermemekte idi. Dolayis1 ile ¢alismamizda, HFE geni H63D
polimorfizmi ile diger kronik hastaliklar arasindaki iligski iizerine bir arastirma
yapillamamamistir. Ancak kursunun fertilizasyon, kanser, kardiyovaskiiler,
hipertansiyon {iizerine etkileri oldugu goz oniine alinarak kronik kursun maruziyeti
bulunan belirli yasa erismis yani maruziyete bagl olarak s6z konusu hastaliklarin
daha fazla goriilmesi beklenen bir ¢alisma grubunda iizerinde yapilacak HFE H63D
polimorfizm veya kursun metabolizasyonunda goérev alan diger genetik faktorlerin de
arastirtlacagl ¢aligmalarin planlanarak hayata gegirilmesi toksikogenetik arastirmalar

icin bliylik 6nem tasiyacaktir.

Populasyonlar ve isci gruplari tizerinde alkol ve sigara kullanmanin kan kursun
diizeyine etkisini arastiran bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Populasyon iizerinde yapilan
bir aragtirmada glinde 20 sigara i¢ilmesi durumunda sigaradaki kursunun
inhalasyonuna bagli olarak kan kursun diizeyinin 1-5 ppb arttigi1 saptanmistir. Ancak

arastiricilar, sigara igenler ile i¢meyenler arasindaki yiliksek kan kursun
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konsantrasyon farkinin sebebinin sigaradaki kursunun inhalasyonuna bagli olarak
ortaya c¢iktiginin sdylenmesinin yetersiz olacagini belirtmistir (Weyermann ve
Brenner, 1997). Mesleki kursun maruziyeti tizerinde yiiriitiilen bir diger ¢alismada
ise sigara igenlerde kan kursun diizeyinin yiiksek bulunmasinin sebebi sigara i¢imi
sirasinda el ve agizla temasin sik olmasi sonucu kursunun sindirim ve deriden ayni
zamanda da sigaradaki kursun partikiillerinin inhalasyon yoluyla viicuda alinmasi
sonucu oldugu one sitiriilmiistiir (Tola ve Nordman, 1977). S6z konusu ¢alismamizda
da sigara kullananlarin kan kursun konsantrasyonu 59,52+15,59 ug/dL, idrar kursun
diizeyleri ise 86,42+63,35 pg/L iken sigara kullanmayanlarin kan kursun diizeyleri
50,09+£12,78 pg/dL, idrar kursun diizeyleri ise 63,52+58,53 pg/L olarak
bulunmustur. Sigara igen isgilerin kan ve idrarlarindaki kursun diizeyleri sigara
icmeyen iscilere oranla yiiksek tespit edilmis olup bu yiikseklik istatistiksel agidan da
anlamli bulunmustur (p<0,05). Calismamizdaki bu sonuglara gore, is¢ilerin kursuna
maruz kalan elleriyle sigara igmesine bagli olarak gastrointestinal kanaldan kursun
allmiminin artmis olabilecegi, ayn1 zamanda bu bireylerin sigara i¢imi sirasinda
inhalasyon ile de sigaradaki kursuna bagli maruziyetlerinin artmis olabilecegi
sOylenebilir. Siirekli olarak kursuna maruz olan isgilerin sigaraya bagli olarak artmig
olabilecek yiiksek kan kursun ve idrar diizeylerinin azaltilabilmesi adina is yerlerinde
sigara kullanimin1 engelleyecek bir takim diizenlemeler yapilabilir veya s6z konusu
kisilerin kursunla maruziyetinin daha az olabilecegi bir is sahasinda ¢alismalarina

olanak saglanabilir.

HFE gen varyantlarina ve yas, cinsiyet gibi bireysel farkliliklara gore bireylerin
kan kursun diizeyleri degisiklik gosterebilmektedir. Mesleki olarak kursuna maruz
kalan bireylerde temel toksikolojik parametrelerin HFE ve diger bazi genlerle
iligkisinin arasirildig1 bir ¢alismada H alleli bulunan bireylerin D alleli olan bireylere
gore daha az kan kursun diizeyine sahip oldugu saptanmistir (Szymanska-Chabowska
ve ark., 2015). Hopkins ve arkadaslar1 tarafindan (2008) gerceklestirilen bir
calismada yasa ve cinsiyete bagli olarak bireylerin demir ihtiyaglarinin ve demir
depolamalarinin zamana bagli olarak degisebilecegi saptanmis ve geng bireylerin
demir ihtiyaglarinin daha fazla oldugu ve HFE geni i¢in tasiyici olan bireylerde

kursun emiliminin diger bireylere oranla artabildigi tespit edilmistir (Hopkins ve
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ark., 2008). Bunun yanisira yash erkekler {izerinde yapilan bir diger ¢alismada HFE
varyantlarinin daha diisiikk kan kursun konsantrasyonuna sahip oldugu bulunmustur
(Wright ve ark., 2004). Yiriitilen bir diger ¢alismada da HFE genotipi ile
eriskinlerdeki kan kursun diizeyleri arasinda bir farklilhik gozlemlenememistir
(Whitfield ve ark., 2007). Bu tez ¢alismasinda ise yas ortalamalar1 37,27+ 8,94 olan
erkek bireylerin kan kursun diizeyleri HH genotipi i¢in 54,96+14,46, HD genotipi
icin 59,12+16,58 ve DD genotipi i¢in ise 84,43+10,54 olarak tespit edilmis olup,
HFE varyantlarinda kursun emiliminin daha fazla oldugu bulunmustur. Elde edilen
verilerde HD ve DD genotipine sahip olan bireylerin viicutlarinda daha fazla kursun
biriktirdiklerini kisacasi kursuna daha duyarli olduklarini gostermektedir. Siirekli
kursuna mesleki maruziyeti olan bireylerin kursuna daha az maruz kalabilecekleri bir
is yeri ortaminda ¢alismalar1 saglanabilir. Ayrica, Tiirkiye’de de 2012 yili itibari ile
kabul edilen 6331 numarali s Sagligi ve Giivenligi Kanunu uyarinca isveren
calisanlarini diizenli saglik kontrollerinden gecirerek isgilerinin saglik durumlarinin
stabil kalmasini, kursun toksisitesine bagl gelisebilecek olumsuz saglik durumlarinin
olusmasini engelleyebilir. Ilerideki ¢alismalarla kursun metabolizmasinda gorev alan
genetik faktorlerin etkisinin aydinlatilmasiyla ve heniiz kanun kapsaminda olmayan
genetik analizlerin de ilerleyen yillarda yasalarda yerini almasi ile gerek kursun
gerekse diger agir metallere bagh is¢ilerde olusabilecek olumsuz saglik durumlarinin
oniine gegilebilecektir. Iscilerdeki genetik farkliliklara gore, agir metallerin toksik
etkileri de farklilik gosterebilecektir. Genetik farkliliklar belirlenerek iscilerin metal
maruziyetine bagl hastalik ve kansere yakalanma riskleri en aza indirgenebilecek
boylelikle hastalanma oranindaki diisiise bagli olarak tani, tedavi amacl yapilan

harcamalarda azaltilmaya gidilerek tilke ekonomisine de katkida bulunulabilecektir.

Kalitsal hemokromatozis’in goriildigli bir vaka-kontrol ¢aligmasinda demir
emiliminin artistyla paralel olarak kursun emiliminde de artis oldugu
gozlemlenmistir (Barton ve ark., 1994; Wright ve ark., 2003). Bizim ¢alismamizda
elde ettigimiz sonucglara gore de HFE geni kodon 63 His/Asp bolgesindeki
polimorfizm ve Fe ile Pb derisimleri arasindaki iliskiye bakildiginda; heterezigot
(HD) ve homozigot atipik (DD) bireylerde serum Fe (356,49+173,59) ve kan Pb
(62,92+18,14) konsantrasyonlari, homozigot tipik (HH) (62,92+18,14) (54,96+14,46)
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bireylere gore daha yiiksek saptanmistir. Serumda Fe-Tf derisimi yiiksek oldugu
zaman serumdaki yiiksek demir derisimi HFE’nin B2M alt uniti tarafindan
algilanmakta boylece HFE-TfR1’den ayrilarak bagirsaklardan demir emilimini
artirmak tizere TfR2 ile birlesmektedir. HFE’den ayrilan TfR1 ise transferine ilgisi 5-
10 kat azalan Fe ile birlesmektedir. Buradan yola ¢ikarak HH genotipli bireylerde
HFE proteini Fe-Tf derisimini dolayli olarak algilayarak serumdaki demir
konsantrasyonunu diizenleyebildigini sdyleyebiliriz. Bu da serumda ve kanda diisiik
demir ve kursun diizeyinin saptanmis olmasinin nedeni olarak ag¢iklanabilir. Buna
karsin, HD ve DD genotipli bireylerde ise HFE’de meydana gelen polimorfizme
bagli olarak HFE proteini Fe-Tf konstrasyonunu kisacasi serumdaki demir
konsantrasyonunu algilayamadigindan ve demir konsantrasyonunu

diizenleyemediginden dolay1 da HD ve DD genotipli bireylerin kan ve serumlarinda

yiiksek demir ve kursun diizeylerine neden olabilecegini 6ne siirebiliriz.

Calismamizda HFE geni H63D polimorfizminin idrar kursun diizeyi iizerine
etkisi de arastirilmis ve DD genotipine sahip bireylerin (103,00£136,89) idrar kursun
diizeyleri HD (80,31+67,35) ve HH (77,38+59,83) genotipli bireylere gore daha
yiiksek saptanmis olup, istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,778).
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5. SONUC VE ONERILER

Tez c¢aligmasina, Ankara Meslek Hastaliklar1 Hastanesine belli donemlerde
rutin muayene amagli bagvuran ve mesleksel kursun maruziyeti bulunan 128 erkek
is¢i dahil edilmistir. Kan kursun diizeyi 35 pg/dL’nin istiinde olan is¢ilerin idrar
kursun ve serum demir diizeyleri de Ol¢iilerek, HFE gen polimorfizminin bu metal

diizeylerine etkisi arastirilmigtir.

Iscilerin ortalama kan Pb diizeyi 56,21+15,29 pg/dL (min:35,00 pg/dL;
max:94,40 pg/dL), idrar Pb diizeyi 78,37+62,44 pg/L (min: 7,20 pg/L; max: 261,00
ng/L) ve Fe diizeyleri 309,66+164,06 mg/L (min: 34,00; max:572) olarak tespit
edilmistir. Yapilan korelasyon anlalizi sonuglarina gére de, kan Pb ile idrar Pb
diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlaml pozitif korelasyon (r= 0,456; p<0.001),
kan Pb ile serum Fe diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli negatif korelasyon
(r=-0,286; p<0.001) ve serum Fe ile is¢ilerin igyerinde ¢alisma siireleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli negatif korelasyon (r= -0,251; p<0.05) belirlenmistir.

HFE geni 63. pozisyondaki polimorfizm analizleri sonucuna gore; is¢ilerin
%84,4’1i (n=108) homozigot HH genotipi, %13,3’li (n=13) heterozigot ve %?2,3’1
(n=3) homozigot DD genotip olarak belirlenmistir.

Genotip sonuclar1 ve metal diizeyleri arasindaki iliski arastirildiginda, HH
genotipli, HD genotipli ve DD genotipli iscilerde sirasiyla ortalama kan kursun
diizeyi 54,96+14,46 pg/dL, 59,12+16,58 pg/dL ve 84,43+£10,54 pg/dL olarak
hesaplanirken, ortalama idrar kursun diizeyi sirasiyla, 77,38+59,83 pug/L,
80,31+67,35 ng/L ve 103,00+£136,89 pg/L, ortalama serum demir diizeyi sirasiyla
300,99+£161,58 mg/L, 325,10£168,87 mg/L ve 534,33+48,21 mg/L olarak tespit
edilmistir. Bu sonuglara gére DD homozigot genotipli bireylerde, HH homozigot ve
HD heterozigot genotipli bireylere gore kan Pb ve serum Fe diizeylerinin istatistiksel
olarak anlamli sekilde yiiksek oldugu tespit edilirken (sirasiyla p=0,003 ve p=0,047);
idrar Pb diizeyi, HD ve DD genotipli bireylerde HH genotipli bireylere gore yiiksek

olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,778).
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Calismamiza katilan 128 isciden 83’1 sigara kullaniyor, 45°i kullanmiyordu.
Sigara kullanim1 ve kan Pb, idrar Pb ve serum Fe diizeyi arasindaki iligki istatistiksel
olarak analiz edildiginde, sigara kullanan bireylerde kan Pb (p=0,0001) ve idrar Pb
(p=0,0001) diizeyleri yiiksek, serum Fe diizeyi diisiik bulunmustur (p=0,024). Bu

sonuglarin istatsitiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir.

Calismamiza katilan isciler, ayn1 isyerinde ve ayni kosullarda, ayni koruyucu
ekipmanlar kullarak ¢alismaktadirlar. Ancak bazi is¢ilerin kan Pb diizeyi, idrar Pb
diizeyi ve serum Fe diizeyinin digerlerinden oldukca farkli oldugu tespit edilmisitr.
Caligmadaki amacimiz bu farkliliklarin HFE H63D gen polimorfizmi ile iliskisi olup
olmadigini arastirmakti. Sonug olarak kan Pb ve idrar Pb diizeylerinin HFE H63D
polimorfik bireylerde yiiksek oldugu, Fe diizeylerinin ise diisiik oldugu tespit
edilmistir. Giiniimiiz kosullarinda kisitlayici 6nlemler alinmasina ve birtakim yasal
diizenlemeler getirilmesine ragmen agir metallere maruziyeti sifirlamak miimkiin
gorinmemektedir. Organizmada birikme 6zelligi olan ve yarilanma Omiirleri yillar
siiren agir metallerin neden oldugu yikici toksik etkilerin daha iyi agiklanabilmesi,
biyotransformasyonlarindaki  genetik farkliliklarin  belirlenmesi, maruziyetin
engellenmesi, koruyucu Onlemlerin alinmasi ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesi

halk ve i1s¢i saglhigi acisindan 6nemlidir.

Bu ¢aligma Tiirk toplumunda HFE gen polimorfizminin agir metallere maruz
kalan iscilerde kan Pb, idrar Pb ve serum Fe diizeylerine etkisinin arastirildigr ilk
calisma olma 6zelligindedir. Calismamizin sonuglarinin, planlanacak daha kapsamli
calismalarla kursun metabolizmasinda rol oynayan diger genetik faktorlerin

etkilerinin arastirilmasinda yardimei olacagi diisiiniilmektedir.
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OZET

Mesleksel Kursun Maruziyeti Olan Bireylerde HFE Genindeki Tek Niikleotid

Polimorfizminin Kan ve idrar Kursun Diizeylerine EtKisi

Kursun yerkabugunda bulunan, erime derecesinin diisiik olmasi nedeniyle kolay
islenebilen ve is yasaminda olduk¢a yaygin olarak kullanilan en eski metallerden
biridir. Kursun toksik bir metaldir ve +2 degerlikli katyon olmasi nedeni demir, kalsiyum,
cinko ve bakir gibi baz1 esansiyel metallerle birlikte ayn1 metabolik yolag1 izleyebilmektedir.
HFE, demir konsantrasyonuna duyarli olup hiicresel diizeyde demir tasinmasindan sorumlu
olan bir gendir. Diisiik demir seviyesi kript ve enterosit hiicrelerinde yer alan HFE proteini
tarafindan algilanarak diizenlenmektedir.

Calismada, Ankara Meslek Hastaliklart Hastanesi’ne rutin kontroller i¢in bagvuran ve
yiiksek kan kursun diizeyine sahip 128 is¢cide HFE H63D C—G tek niikleotid
polimorfizminin kan Pb, idrar Pb ve serum Fe diizeyine etkisi arastirildi. Kan ve idrar
orneklerindeki Pb diizeyi indiktif eslesmis plazma kiitle spektrometresi (ICP-MS) ile
belirlendi. Ortalama kan Pb, idrar Pb ve serum Fe diizeyleri, sirasiyla 56,21+15,29 pg/dL,
309,66+£164,06 mg/L ve 78,37+62,44 pg/L olarak belirlendi. HFE H63D C—G gen
polimorfizminin genotiplendirmesi, PCR-RFLP teknigi ile yapildi. Genotiplendirme
sonuglarina gore, HFE H63D genotip frekanslari, %84,4 HH, %13,3 HD ve %2,3 DD olarak
belirlendi.

Genotip sonuglari ile metal diizeyleri arasindaki iliski karsilagtirildiginda, HH
genotipli, HD genotipli ve DD genotipli iscilerde sirasiyla ortalama kan kursun diizeyi
54,96+£14,46 ng/dL, 59,12+16,58 ug/dL ve 84,43+10,54 ug/dL olarak hesaplanirken,
ortalama idrar kursun diizeyi sirasiyla, 77,38459,83 png/L, 80,31+67,35 pg/L ve
103,00+£136,89 pg/L, ortalama serum demir diizeyi sirasiyla 300,99+161,58 mg/L,
325,10+168,87 mg/L ve 534,33+48,21 mg/L olarak tespit edilmistir. Bu sonuglara gére DD
homozigot genotipli bireylerde, HH homozigot ve HD heterozigot genotipli bireylere gore
kan Pb ve serum Fe diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek oldugu tespit
edilirken (sirasiyla p=0,003 ve p=0,047); idrar Pb diizeyi, HD ve DD genotipli bireylerde
HH genotipli bireylere gore yiiksek olmasma ragmen istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p=0,778).

Bu c¢alismada ilk defa Tiirk toplumunda HFE gen polimorfizminin agir metallere
maruz kalan iscilerdeki kan Pb, idrar Pb ve serum Fe diizeylerine etkisi arastirilmistir.
Calisma sonuglarinin, planlanacak daha kapsamli ¢alismalarla kursun metabolizmasinda rol
oynayan diger genetik faktorlerin etkilerinin arastirilmasinda yardimci  olacagi
diistintilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Demir, HFE, idrar, kan, kursun, mesleksel maruziyet, polimorfizm.
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SUMMARY

The Effect of Single Nucleotide Polymorphism in the HFE Gene on Urine and
Blood Lead Level in High Level Lead Exposed Individuals

Lead which is found in earth’s crust, is one of the ancient metals. That is commonly
used in occupational environment due to its easy processable ability and low melting point.
Lead is a toxic metal and it can follow same metabolic pathways with essansial metals such
as iron, calcium, zinc and copper due to its divalent properties.HFE gene is sensitive for iron
concentration and it regulates the transport of iron at the cellular level. Low iron level is
detected and regulated by HFE protein which is located in crypt and enterocyte cells.

In this study the effect of C—G single nucleotide polymorphism in HFE H63D on
blood and urinary Pb levels as well as serum iron levels were evaluated in 128 workers who
admitted to the Ankara Occupational Diseases Hospital for routie healthy controls and who
had high blood lead levels. Urinary and blood lead levels were measured with inductively
coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS). Mean whole blood and urinary Pb levels and
serum iron levels were 56.21+£15.29 pg/dL, 309.66+164.06 mg/L and 78.37+62.44 ng/L,
respectively. HFE H63D polymorphism was genotyped with PCR-RFLP technique. The
genotype frequences of HFE H63D were 84.4% for HH, 13.3% for HD and 2.3% for DD
genotypes.

Blood and urinary lead levels and serum iron levels were compared according to HFE
H63D genotypes. The mean blood level was 54.96+14.46 ng/dL for HH genotype,
59.12+16.58 pg/dL for HD genotype and 84.43+10.54 ug/dL for DD genotype. Mean
urinary lead levels were detected as 77.38+59.83 pug/L, 80.31£67.35 ug/L and
103.00+136.89 pg/L. for HH, HD and DD genotypes, respectively. The mean serum iron
levels were 300.99+161.58 mg/L, 325.10+168.87 mg/L ve 534.33+48.21 mg/L for HH, HD
and DD genotypes, respectively. As a result of statistical analysis, blood Pb and serum iron
levels of individuals with homozygote DD genotype were higher than individuals with
heterozygote HD and homozygote HH genotype and the results were statistically significant
(p=0.003 and p=0.047, respectively). Although, the urinary Pb levels were found to be
higher in workers with HD and DD genotypes than those with HH genotype, but this
difference could not reach statistical significance (p=0.778).

The effect of HFE H63D polymorphism on whole blood lead, urinary lead and serum
iron levels was examined for the first time in Turkish workers exposed to toxic metals. We

thought that the results of the present study can be used in the future studies that will search
the effect of other genetic factors playing roles in lead toxicokinetics.

Key Words: Blood, HFE, iron, lead, occupational exposure, polymorphism.
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IV-Uye Oldugu Bilimsel Kuruluslar

2016- Sosyal Giivenlik Kurumu Tibbi Cihaz Odeme
Komisyonu Yedek Uyesi

V- Bilimsel Bildiri ve Makaleler

» Ulusal bilimsel toplantilarda 1 adet sozel bildiri.
» Ulusal ve Uluslararasi bilimsel toplantilarda 7 adet yazili
bildiri.

» Ulusal hakemli dergilerde yayimlanmis 2 adet bilimsel makale.
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