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ONSOZ

Arsenik; insan sagligi agisindan tehlikeli bir toksikolojik ajandir. Hamilelik
doneminde arsenigin plasentadan gecisinde P-glikoprotein gibi tasiyic1 proteinler
onemli rol oynamaktadir. Calismamizda; annelerin kan Orneklerindeki MDR1
C1236T gen polimorfizmlerinin saptanmasi ve plasentalarindaki arsenik diizeyleri
oOlgiilerek, gen polimorfizminin bu gegisteki etkisininin arastirilmasi hedeflenmistir.
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GIRIS

1.1. Genetik Polimorfizm

DNA (Deoksiriboniikleik asit) molekiilii tizerinde bulunan ve herhangi bir iirtiniin
sentezi i¢in gerekli bilgiyi igeren spesifik niikleotid bolgesine gen ad1 verilir. Insan
DNA’s1 yaklasik 3x10° baz ¢iftinden olusan, 23 ¢ift kromozom icerisinde 30,000’den
fazla gen bulunduran, heliks seklinde yapidir. Iki insan arasindaki DNA nin yaklasik
%99,9’u benzerdir ve insanlar arasindaki farkliliklar DNA zincirindeki kiiglik

degisikliklerden kaynaklanmaktadir (Gonzalez, 1999).

Diinyadaki bir¢ok bireyin kromozomlarinda ayn1 yerde bulunan DNA dizileri
birbirine benzerlik gdsterir. Populasyonda iki farkli birey arasinda DNA nin yaklasik
1000 b¢ uzunlugundaki herhangi bir kismi ortalama sadece bir baz cifti degisimi
icerir. Bir genin belli bir lokusta yer alan alternatif kopyalarindan her birine allel
denir. Intronlarda ve genler arasinda sinirlandirilmis DNA dizilerinde degisim
gosteren bazi alleller vardir. Kodlanan dizi farkliliklari, protein cesitliligine ve farkl
fenotiplerin ortaya ¢ikmasina sebep olurlar (Strachan, 1999). Normal bir
populasyonda bir karakter i¢in iki veya daha fazla fenotip bulunuyorsa ve
fenotiplerden her biri populasyonda %]1°den daha fazla siklikta ise bu duruma
“genetik polimorfizm”, bulunma siklig1 %1’den daha azsa “genetik mutasyon” adi
verilir. Polimorfizmler, zararsiz ya da ilimli mutasyonlar olarak tanimlanabilirler.

(Gonzalez, 1999).



1.1.1. Polimorfizm Cesitleri

Populasyon igerisindeki polimorfizmler olug nedenlerine gore; tek niikleotid degisim,

insersiyon ve delesyon olmak tizere ii¢ baslik altinda gruplandirilabilirler.

Tek Niikleotid Degisim (Single Nucleotide Polymorphism; SNP): DNA dizisinde
her 2000-2500 bazda bir tek baz farkliligi gozlenir. Transisyon ve transversiyon tek

niikleotid degisim polimorfizminin alt grublaridir.

Transisyon; dizi i¢indeki bir piirin bazinin (A, G) diger bir piirin bazina veya

bir primidin bazinin (T, C) diger bir pirimidin bazina déniismesine denir.

A, G—G, A C, T—>T,C

Transversiyon; dizi i¢indeki bir pilirin bazinin (A,G) bir primidin bazina

(T,C) veya bir primidin bazinin bir piirin bazina doniismesine denir.

AG—-T,C T,C -G, A

insersiyon: DNA igerisine tek bir niikleotid ya da daha fazla niikleotidin
eklenmesidir. Niikleotidlerin eklenmesi, genin normal uzunlugundan daha uzun
olmasma neden olur. Insersiyonla tek bir niikleotid eklense bile cerceve kaymasi
olusarak tiim proteinin amino asit dizilimi degisebilir. Sonucta, sentezlenecek olan

proteinin tamamen yapist bozulabilir.

Delesyonlar: DNA dizisi igerisinden tek bir niikleotidin ya da niikleotidlerin kirilip
ayrilmasi delesyon olarak tanimlanmaktadir. DNA {izerindeki bir delesyon, genin

normal uzunlugundan daha kisa olmasina neden olur (Emir ve Ozden, 2006).



1.1.2. SNP’lerin Protein Olusumu Uzerine Etkileri

Tek niikleotid polimorfizmi; DNA iizerindeki bulundugu nokta ve olus sekline gore,

proteinin yap1 ve fonksiyonu iizerinde degisikliklere neden olabilmektedir:

e Kodlanan bolgede olusan sessiz (silent) bir SNP, amino asit farklilig
olusturmuyorsa, sentezlenen proteinin yap1 ve fonksiyonunda herhangi bir

degisiklige neden olmayacaktir.

e DNA iizerinde meydana gelen bir SNP, tesadiifen “Dur” kodonunu (TAA,
TAG, TGA) olusturuyorsa, SNP’nin bulundugu noktadan itibaren protein
sentezi duracak ve yarim kalan protein fonksiyonlarini tam olarak yerine

getiremeyecektir.

e SNP, bir genin sentezi ile ilgili diizenlemeleri iceren promotor bdlgede
meydana geliyor ise; transkripsiyonla olusan mRNA diizeyi ve stabilitesi ile
gen ekspresyon diizeyi degismesine neden olacaktir (Williams ve Hayward,

2001).

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

Polimerize zincir reaksiyonu, niikleik asitlerin in-vitro (hiicre diginda) olarak bir tiip
icerisinde ¢ogaltilmasim1  saglayan yontemdir. Bu yontemle, bir organizmanin
DNA’sinda bilinen herhangi bir bolgenin ¢ok hizli ve basarili bir sekilde klonlanmast
saglanir (Kubista ve ark., 2006).

PCR analizi; molekiiler biyoloji, insan genetigi, farmakoloji, toksikoloji,

kriminoloji gibi bir ¢ok bilim dalinda;

e Farmakogenetik ve toksikogenetik ¢alismalarda,



e Mutasyon ve polimorfizm ¢alismalarinda,

e Adli Tip’ta,

e Genetik bozukluklarin taninmasinda,

e Sekanslama amaciyla DNA hazirlanmasinda,

e Enfeksiyon hastaliklarinda etken mikroorganizmanin saptanmasinda,
e Onkogenlerin belirlenmesinde,

e Prenatal tan1 caligmalarinda siklikla kullanilmaktadir (Butler, 2005).

1.3. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism: Restriksiyon Fragman

Uzunluk Polimorfizmi) Yontemi

Restriksiyon endoniikleaz (RE) enzimleri, DNA fragmanlarin1 taniyan ve bu
dizilimlere yakin bolgelerden veya bu dizilimler icerisindeki spesifik yerlerden
DNA’y1 kesen enzimlerdir (Murray, 2000). Restriksiyon enzimleri gen dizilimlerinin

belirlenmesinde ve polimorfizm ¢alismalarinda kullanilmaktadir.

1.4. MDR1 (Multiple Drug Resistance; Coklu ila¢ Direnci) Geni ve Uriinii P-
Glikoprotein

1.4.1. Yapis1

ABCBL1 olarak da bilinen insan MDR1 (Multidrug Resistance, c¢oklu ilag¢ direnci)
geni 7p21°de lokalizedir ve 29 ekzon icermektedir. Bu gen P-glikoprotein (P-gp)
olarak bilinen 170 kDa’luk bir transmembran tasiyic1 protein kodlar. P-gp, ATP

bagimli olarak ksenobiyotiklerin (organizmanin dogal bilesenlerinden olmayan



maddelerin), metabolik artitk {irlinlerin ve pek ¢ok ilacin hiicre disina
pompalanmasinda fonksiyon goriir (Schwab ve ark., 2003; Sakaeda, 2005). P-gp,
ortak yapisal ve islevsel ozellikler tasiyan, genis bir protein ailesine aittir. Bu iist
aileye ATP baglama zinciri st ailesi adi verilir (ABC; ATP-binding cassette).
Guiniimiize kadar, 50°den fazla ABC tasiyict geni kimliklendirilmis ve
siniflandiriimisgtir. ABC  tarayicilart ABCA’dan ABCG’ye kadar 7 alt ailede
smiflandirilmistir. Bu smiflandirma sisteminde P-gp, ABCB1 olarak tanimlanir.
MDR geni, ilk kez memeli hiicresinde 1970 yilinda kesfedilmistir. MDR1 terimi, P-
gp yerine de kullanilmaktadir (Sakaeda ve ark., 2002).

P-gp yapisi, 6 transmembran bolimii ve niikleotid baglama sekansi iceren
homolog iki yaridan olusur, 1280 aminoasite sahiptir. Molekiiliin N-terminalinin
yarisinin ekstraselliiler bolgesinde tek glikolizasyon bolgesi vardir. Cin hamsteri
yumurtalik hiicrelerine yapilan goriintii analizi ve elektron mikroskobisiyle yapilan
yap1 analizine gore, insan P-glikoproteini yaklasik olarak ¢ap1 10 nm ve maksimum 8
nm olan bir silindirdir ve molekiiliin yarist membranin igindedir (Fromm, 2002).
Sekil 1.1.’de hiicre zarinda bulunan ABC ailesine ait bazi transport proteinlerle

beraber P-gp yapisi goriilmektedir.

P-glikoprotein

MRP1,2,3

MRP4.,5

Hucre digi

BCRP Hucre ici

Sekil 1.1. ABC ailesindaki bazi tastyici proteinlerin molekiiler yapist (Shinkel ve ark., 2003).



1.4.2. Yeri ve Gorevleri

P-gp, hiicre igindeki substratlarini saptayan, hiicre i¢i ve dist bolgelerden ilaglar ve
ksenobiyotikleri atabilen etkili bir efluks (disa atim) pompas1 gorevi gérmektedir
(Sekil 1.2.). Aym zamanda hiicre zarinda sikisan ilag molekiillerini de etkileyebilir.
Aktif efluks sistemi, toksik maddelerin ve ilaglarin hiicre disina atilmasindan sorumlu
bir mekanizmadir ve bu mekanizma, ksenobiyotik metabolizmasi ve ilag direnci igin
hayati 6nem tasir. Bu mekanizma sayesinde, toksik maddeler ve metabolitlerinin

intraselliiler birikimi 6nlenmis olur. (Schinkel, 1997)

Sekil 1.2. P-glikoprotein’in gorevi (Marzolini ve ark., 2004).

P-gp’in, timor hiicrelerinde ¢esitli kanser Karsiti elementlere karsi direng
gelisimindeki rolii nedeniyle ©nemi anlasilmistir, fakat P-gp sadece timor

hiicrelerinde degil normal dokularda da bulunur.

Insanlarda P-gp, bobrek {istii bezlerinde yiiksek seviyede, akcigerlerde
(solunum epiteli), mide, kalin barsak, ince barsak, rektum, karaciger, pankreas,
bobrek, prostat, idrar kesesi ve plasentada orta seviyede, beyinde, Ozafagus,
yumurtalik, testis, dalak, timus, ilik, kalp, yumusak kaslar ve deride diisiik seviyede
bulunur. Beyinde, testislerde ve plasentada bulunan kilcal endoteliyal hiicrelerin
varligi beyne ve fetusa zehirli maddelerin alinmasini engelleyen bir bariyer olarak

distintlir. P-gp’in bu genis doku dagilimi normal hiicreli metabolizmada temel rol



oynar (Kaya ve ark., 2005). P-gp hemotopoetik kok hiicrelerde, periferik kan

hiicrelerinde antijen iireten hiicrelerde, T ve B lenfositlerde de bulunmustur. P-gp

doku dagilimi Cizelge 1.’de 6zetlenmistir.

Cizelge 1.1. Onemli dokulardaki P-glikoprotein yeri ve gorevi (Fromm, 2002).

Doku

Yer

Gorev

Ince barsak

Epitel hicreleri luminal

zari

Barsak kanalina ilaglarin

salinimi

Hepatositlerin kanal ici

Safraya ilaglarin salinimi

Karaciger
Zar
Proksimal tiiplerin
Bobrek Epitelyum hiicrelerinin Tiiplere ilaglarin salinimi

luminal zan

Merkezi Sinir Sistemi

Kan-beyin bariyerini
olusturan endotel

hiicrelerin luminal zar1

MSS’nin
ksenobiyotiklerden

korunmasi

Kan damarlarinin

Testis kapillerindeki endotel Kan-testis bariyeri
hiicreler
Fetusun ksenobiyotiklerden
Plasenta Trofoblast

korunmasi

P-gp’in, detoksifikasyon ve viicudun toksik ksenobiotik ve metabolitlere kars1

korunmasinda fizyolojik rolii bulunur; bu bilesikleri safra, idrar ve barsak

bosluklarina salgilayarak, fetiis, testis, beyin gibi organlarda birikmelerine engel olur

(Kartner ve ark. 1983). P-gp plasentanin epitel hiicrelerinin (sinsitiyotrofoblast)

apikal yiizeyinde eksprese edilerek, kan-plasenta bariyerinin bir pargasini

olusturmaktadir. P-gp’in plasentadaki lokalizasyonu, potensiyel olarak zararli ve

teropatik bilesiklere fetal maruziyette, fetal toksisite ve ilag substratlarina etkisinde

anahtar rol oynadigini gosterir (Molsa ve ark. 2005).




1.4.3. Substratlari

P-gp’in ¢ok genis substrat 6zgilliigi vardir ve yapisal olarak ¢ok farkli bilesenleri

tasir. Bu maddeler genelde hidrofobik ve amfipatikdir.

P-gp tarafindan tasinan ilag substratlarin bazilari; kanser kemotrapisinde
kullanilan sitotoksik ilaglar, alerjide ve enfeksiyonda, bagisiklik sisteminin
bastirilmasi, hipertansiyon, noroloji  ve iltihaplanma ic¢in kullanilan gesitli
farmakolojik ajanlardir. Ayrica bu tasiyici, kalp ilaglarinin, HIV proteaz
engelleyicilerinin, viicudun bagisiklik sistemini yavaslatan immunosupresanlarin,
antibiyotiklerin ve antihistaminiklerin nakledilmesini saglar. Ayn1 zamanda P-gp,
sitokrom P450 3A4 gibi ila¢ metabolizma enzimlerinin de substratidir. CYP3A4 ile
P-gp substratlar1 arasindaki ¢akisma nedeniyle bazi detoksifikasyon siireglerinde
CYP3A4 ile P-glikoproteinin sinerjik etkisi gortilebilir (Fromm, 2002). P-gp,
yalnizca kanser hiicrelerinde gozlenen ¢oklu ilag direncine neden olmakla kalmayip
ayn1 zamanda pek ¢ok ilacin (steroid hormonlar, immunosupresanlar, antimikrobiyal
ajanlar, vb.) ve ksenobiyotigin normal dokulardaki farmakokinetiklerini de
belirlemektedir (Schwab ve ark., 2003).

1.4.4. MDR1 Polimorfizmleri

MDR1 geninde genetik polimorfizm ilk olarak kanserli hiicrelerde yapilan
caligmalarla belirlenmis daha sonra, tim MDR1 kodlama bolgesi agiga ¢ikarilmistir
(Morzalini ve ark., 2004). Bugiine kadar MDR1 geninde 50’den fazla SNP
tanimlanmistir. MDR1 geninde var olan bu polimorfizmler P-gp aktivitesini ve
ekspresyonunu etkileyerek fonksiyonu iizerinde énemli rol oynamaktadir (Tang ve
ark., 2002).



MDR1 geninde yaygin olarak goézlenen ve literatirde en ¢ok tiizerinde
durulan ii¢ SNP; C3435T, G2677T/A ve C1236T dir ve sdz konusu SNP’ler yaygin
bir haplotipin bilesenidirler. Bu polimorfizmlerden C3435T ve C1236T, aminoasit
degisimine neden olmayan sessiz (silent; synonym) polimorfizmlerdir. C1236T
polimorfizmi 12. ekzonun 1236 pozisyonunda gozlenir. Bu polimorfizm polipeptit
dizisinin 412. sirasindaki GGC kodonunu GGT kodonuna degistirir. Her iki kodonda
glisin aminoasidini kodlar. Tasinan varyant T aleli P-gp’in transport aktivitesini
etkileyerek polimorfizmdeki kisisel farkliliklarin ortaya c¢ikmasina sebep olur.

(Kimchi-Sarfaty ve ark., 2007b).

Sessiz mutasyonlarin gen fonksiyonu ve fenotip iizerinde gozle goriilebilir bir
degisime yol agmadigi diisiiniiliirken, son zamanlardaki caligmalar bu goriisiin
degismesine sebep olmustur. P-gp’in substrat Ozgiilliigli sessiz tek niikleotid
degisimleri ve sinonimleri arasinda farkliliklar gostermektedir (Kimchi-Sarfaty ve
ark., 2007a). Sessiz tek niikleotid degisimlerinin, protein translasyon oranini
etkileyerek protein katlanmalar1 ve aktivitelerini etkiledigi disiiniilmektedir. Boylece
protein dizilimini degistirmeden substratlarin farmokokinetiklerini etkilemekte ve
hastaliklarin gelisim ve seyrini degistirebilmektedir (Komar, 2007b; Sauna ve ark.,
2007).

1.4.5. MDR1 Polimorfizmi ve Hastahk Tliskisi

Daha once belirtildigi gibi, MDR1 genindeki SNP’ler P-gp’in fizyolojik koruma
roliinii degistirebilir ve boylece hastalik riski etkilenmis olur. Yakin zamanda, P-
gp’in bu roliiyle ilgili yapilan bir¢cok calisma yayinlanmistir. P-gp’in genetik bazli
veya sonradan edinilmis degisimlerle aktivitesinin degismesi, toksik maddelere
maruziyeti artirabilir. Maruziyetin artmasina bagli olarak, tiimor olusma riskininde

artabilecegi diisiiniilmektedir.
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P-gp’in hangi kanserlerde ila¢ direncinden sorumlu oldugunun ortaya konmasi
i¢in yapilmis ¢aligmalarin ¢ogu hematopoetik kanserler iizerinedir. Losemi, lenfoma
ve multiple myelomada, basta diisiik ekspresyon goézlenmekle birlikte Ozellikle
kemoterapi sonrasi ekspresyonunun arttigi gdsterilmistir. Ornegin; P-gp ile AML
(Akut miyeloid 16semi) hastalarinda c¢ok sayida ¢alisma yapilmig olup AML
hastalariin 1/3’tinde tan1 aninda, %50’sinde ise ilk niikste yiiksek seviyelerde P-gp
ekspresyonu oldugu gosterilmistir. AML hastalarinda P-gp ekspresyon seviyesinin
niiks ihtimali ile korele oldugu bildirilmistir ( Bebek N. ve ark. 2005).

1.5. Arsenik Kimyasi

Arsenik yer kabugunda genis olarak yayilmistir, gogunlukla tortul kayalar ve toprakta
iz miktarda (ortalama 1,5 mg/kg) bulunur (Plant ve ark., 2005). Atom numaras1 33,
atom agirligi 74,91°dir. Periyodik tablonun VA grubunda yer alan arsenik, fosfor ile
antimon arasinda olup, ikisinin arasinda 6zellikler gosterir, yar1 metal ya da metaloid

olarak simiflandirilmaktadir.

Arsenik elemental halde toksik degildir; ancak bilesikleri toksiktir. Dogada
genellikle diger madenlerle birlikte bulunur (Eduljee, 1985). Baz1 elemental arsenik
yataklar biliniyorsa da, arsenigi, arsenit ve arsenat gibi filizleri seklinde bulunduran
mineraller daha yaygindir. En ¢ok bulunan mineral arsenopirit; FeS2FeAs2' dir.
Tabiatta bulunan diger 6nemli bilesikleri realgar, As4S4, orpigmen; As2S3 ve

arsenikli nikel siilfiirdiir; NiAsS.



11

o o
OH—ﬂlulls;—OH OH—As—OH 0H—I{||s—CH3
OH OH OH
Arsenic Acid, Arsenate Arsenious Acid, Arsenite Monomethylarsonic Acid
o]

OH—As—CH, CH3—A”s—CH3 CHa_AIS_CHa
OlH o||-| OH
Monomethylarsonous Acid Dimethylarsinic Acid Dimethylarsinous Acid

Sekil 1.3. Arsenik ve bazi bilesikleri (http://www.johnbettsfineminerals.com/jhbnyc/gifs)

Arsenigin kimyasi pek ¢ok forma sahip olmasi nedeniyle karmasiktir. Dogada,
+5 (arsenat), +3 (arsenit), 0 ve -3 oksidasyon basamaklarinda bulunur. -3 ve 0
degerlikli arsenik dogada nadiren bulunur (Bissen ve Frimmel, 2003). Arsenik
dogada kolay bir sekilde oksidasyon basamagi ve kimyasal formunu degistirir.
Arsenigin degerligini ve tiirlinii suyun pH degeri, redoks potansiyeli, siilfiir, demir ve

kalsiyum gibi iyonlarin varlig1 ve mikrobiyal aktivite etkilemektedir.

1.5.1. Arsenigin Kaynaklar

Yerkabugunda en ¢ok bulunan yirminci element olan arsenigin olusumu, dagilimi ve
kaynaklar1 iizerinde oOzellikle son yillarda daha c¢ok durulmaya baglanmistir.
Dogadaki olusumu ve dongiisii Sekil 2’de verilen arsenik dogada hem dogal hem

antropojenik kaynakli olarak bulunabilir.
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Sekil 1.4. Dogada arsenik dongiisii (Wang ve Mulligan, 2006).

1.5.1.1. Dogal Kaynaklan

Arsenik toprakta, bazi kaya tiirlerinde, 6zellikle kursun ve bakir igeren mineral ve
cevherlerde dogal olarak bulunur. Riizgarin tasidig1 toz, yiizeysel akis ve yeraltina

sizma sonucu havaya ve suya gecebilir (Chou ve Rosa, 2003).

Arsenigin dogal kaynaklar1 arasinda kaplicalar, ilicalar, volkanik kayalar,
cokiintli kayalar1 (organik / inorganik killer), baskalasim kayalari, deniz suyu ve
mineral ¢Okeller yer alir. Ayrica volkanik hareketler, kaya erozyonu ve orman

yanginlar1 da arsenigin dogal kaynaklar1 arasindadir.

Dogada arsenigin en onemli kaynag siilfiir mineralleridir. Arsenik igeren en

Oonemli mineraller arasinda As2S3 (orpigmen), AsS (realgar), FeAsS, FeAs2, NiAs,
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CoAsS, Cul2As4S13 ve Cu3AsS4 yer almaktadir (Bissen ve Frimmel, 2003). Siilfiir
mineralleri disinda arsenigin diger bir onemli kaynagi ise arsenik igeren demir

oksitlerdir.

1.5.1.2 Antropojenik Kaynaklari

Arsenigin antropojenik kaynaklar1 oldukca g¢esitlidir. Arsenik igeren endiistriyel
tiretimler arasinda ahsap, kereste koruma islemleri, kozmetikler, boya isletmeleri, ilag
sanayi, herbisit sanayi, yari iletken madde {iiretimi, dericilik, cam ftretimi, tibbi
kullanimlar, kagit ve kagit hamuru iiretimi ve ¢imento isletmeleri bulunmaktadir.
Ayrica bakir, nikel, altin madenciligi ve cevher tasfiye etme islemleri, zirai
uygulamalar, fosil yakitlarin kullanimi, diizenli depolama sahasi sizinti sular1 da

arsenigin antropojenik kaynaklar1 arasindadir (EPA, 2001).

Arsenik olusumuna neden olan en 6nemli insan aktiviteleri arasinda zararli bitki
ve bocekleri yok eden tarim ilaglarinin kullanimi ve madencilik faaliyetleri

gelmektedir.

Diinyada en ¢ok kullanilan arsenik igeren pestisitler arasinda kursun arsenat
(Pb3(As04)2), kalsiyum arsenat (Ca3(AsO4)2), magnezyum arsenat (Mg3(As04)2),
c¢inko arsenat (Zn3(AsO4)2) ve ¢inko arsenit (Zn(AsO2)2) yer almaktadir (Wang ve
Mulligan, 2006). Tiirkiye’de ise ruhsati olan pestisitler arasindan fumigantlar,
nematositler ve toprak fumigantlar1 grubunda yer alan aliiminyum fosfit ve
fungisitler grubunda yer alan bakir oksiklorit arsenik igeren aktif maddelere 6rnek

olarak verilebilir (Yiicer, 2008).

Geleneksel tedavi yontemleri de maruziyet kaynaklarindan biridir. Arsenigin de
icinde bulundugu agir metaller, Cin ve Hindistan gibi geleneksel tedavi
yontemlerinin kullanilmaya devam ettigi iilkelerde biiyiik bir saglik problemidir. Bu
tilkelerde son zamanlarda akut promiolitik l6semi icin arsenik trioksit kullanimi

tavsiye edilen bir tedavi sekli olmustur (Kamath ve ark., 2012).
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1.5.2. icme Sularinda Arsenik

Arsenigin ¢evreye baslica yayilma ve taginma yolu sulardir. Arsenigin su araciligiyla
ekolojik sistemde dagilimi, canli yapilarda birikimine neden olmaktadir.Genel
populasyonda toplam giinliik arsenik alimi 0.200 mg/kg’dir (Mazumder ve ark.,
1992). Ozellikle yeralt1 suyunun toprak ve kaya igerisinden gegerken arsenik gibi

bazi bilesikleri ve mineralleri ¢dzmesinin bir sonucu olarak sularda arsenik

bulunabilmektedir.

Sekil 1.5. igmesularimin arsenikle kontaminasyonu ( http://www.sistempark.net/aritma/html)

Sulardaki arsenik diizeylerinin ¢esitliligi arazinin cografi yapisina, artezyen ve
kuyu sularmin derinliklerine ve kirletici kaynaklarinin durumuna baghdir. Ortalama
100-300 m derinligindeki artezyen sularindaki arsenik diizeyi 0,35 — 1,14 ppm
arasinda iken, yilizeysel kuyu sularinda 0,00 — 0,30 ppm olarak bulunmustur (Chen ve
ark., 1988).

Yiizey ve icme sularinda 0,5-1,0 mg/L arsenik bulunmasi insan
zehirlenmelerine neden olmaktadir. Arsenik siilfit, minerallerinin ¢6zlilmesiyle,
demir oksihidroksitlerin ¢oziilmesiyle, yada jeotermal suyun yiizeyden akmasiyla

yeraltisularina karisir (Chowdhury ve ark., 2001).

Dogal dengeyi bozan kirleticiler arasinda yer alan arsenik, gerek dogada serbest
halde bulunabilmesi ve gerekse canli yapida olusturdugu degisik toksik etkileri

nedeniyle insan ve hayvan sagligi acisindan dnem tasimaktadir. Bu nedenle igilebilir
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sularda bulunan arsenik diizeylerine belirli sinirlandirmalar getirilmistir. Diinya
Saglik Orgiitii (WHO), igme ve kullanma sularinda 10 ug/L (ppb)’ye kadar arsenik
bulunabilecegini, 50 ppb’den daha yiiksek miktarlarda arsenik igeren sularin ise

kesinlikle kullanilmamasi gerektigini bildirmistir (WHO, 1990).

1.5.3. Arsenik Toksisitesi

Agir metaller havada besinlerde toprakta ve suda giderek artan tehlikeli bir
konsantrasyona ulasmaktadirlar. ABD toksik maddeler ve hastaliklar arastirma
biirosu (ATSDR) arsenigi ¢evrede bulunan en tehlikeli 275 madde iginde 7 inci
siraya koymustur. Maddeler, potansiyel insan maruziyeti toksisite ve var olus

sikligina gore siralanmaistir.

Diinyada birka¢ milyon insan ¢evreden arsenik salinimina bagli kronik arsenik
maruziyetinden etkilenmektedir. NIOS (The national instute of occupational safety
and health: Ulusal meslek giivenligi ve sagligi entitiisii) verilerine gére 1980’li

yillarda 55 000 is¢i yiiksek seviyede arsenige maruz kalmistir (ATSDR 2000) .

Arsenigin organizmalardaki toksisitesi onun ¢esidine ve konsantrasyonuna
baglidir ve inorganik arsenik tiirleri (1As) genellikle organik arsenik (orgAs)
tirlerinden daha toksiktir. As3 genellikle As5’ten daha toksiktir ve dimetilarsenik
asit (DMAA3) ve monometil arsenik asit (MMAA3) ana bilesenlerden daha toksiktir.

Arsenik toksisitesini, iki yiizii askin enzimi inaktive ederek gosterir. Ozellikle
hiicresel enerji yolaklari, DNA kopyalamast ve DNA onarimu ile ilgili enzimlerin
aktivitesini durdurur. Arsenik ATP gibi yiliksek enerjili bilesiklerde fosfatin yerine
gecer. Serbest arsenik redoks c¢emberi boyunca reaktif oksijen {iretir ve lipit

peroksidasyon ve DNA hasarina sebep olan metabolik siirecleri etkinlestirir.
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Arsenik, bulunabilen en toksik elementlerden bir tanesidir ve toksik etkisini
organizmada bulunan proteinlerin tiol grubuna baglanarak ve arsenik-protein
kompleksi olusturarak gdsterir. Inorganik arsenik, prostat, yumurtaliklar, karaciger,
cilt, akciger, mesane ve bobrek gibi organlarda kansere neden olabilen bir
karsinojendir (Waalkes ve ark., 2007). Hatta birgok iilkenin igme sularindaki standart
degerin yaklasik 10 pg/L olmasi, kayda deger oranda (%0,1-%0,3) kanser riski ile
iliskilidir (NRC, 2001). Akut arsenik maruziyetinde insanlar i¢in letal doz 125 mg’dir
ve en yiiksek arsenik konsantrasyonunun bdbreklerde ve karacigerde oldugu
gosterilmistir. Ufak dozda kronik maruziyette arsenik, sistein iceren proteinlerce
zengin olan sag, tirnak ve ciltte birikir. Kronik birikme akcigerde olur. Plasentay1

kolayca gecerek fetusta birikebilir.

Sa¢ ve twnak viicudun diger dokulariyla kiyaslandiginda arsenik
konsantrasyonunun en yiiksek oldugu bolgelerdir. Bunun nedeni bu bdlgelerin
trivalan arsenikle kolayca baglanabilen stilfidril (SH) gruplar1 i¢ceren keratince zengin
olmasidir. Sa¢ daha ¢ok inorganik arsenik maruziyetinin Ol¢iilmesinde kullanilir.
Diisiik dozda maruziyetin ¢ok az belirleyici 6zelligi olmasina ragmen, insan saginda
arsenik incelemesi, kronik arsenik maruziyeti gelisiminin incelenmesi ve tespiti i¢in
cok faydali bir yontem olmustur. Tirnaklar giinde yaklasik 0,12 mm biiyiidiigiinden
tek doz arsenige maruziyetten 100 giin sonra bile tirnakta arsenik bulunabilir.
Arsenigin anne siitline gecerek bebek {iizerinde ciddi toksik etki yapabilecegi

belirtilmektedir (Kazi, 2011).

1.5.4. insan Saghg A¢isindan Arsenik

Arsenik endiistriyel, zirai, eczacilik ve bagka amagclar i¢in faydali olmasina ragmen
insanm1 da iceren ¢esitli organizmalar {izerinde toksik bir etkisi vardir ve
kanserojendir. Dogada dogal olarak da bulunabildiginden dolayr arsenige maruz
kalmak insanlar agisindan kaginilmaz olmaktadir. Bu durum; havanin solunmasi,

yiyecek/su tiiketimi ve dermal adsorpsiyon olarak baslica {i¢ sekilde
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gerceklesmektedir. Arsenik viicuda alindiktan sonra cilt, solunum, kalp ve damar,
bagisiklik, genital ve iiriner sistemler, lireme, sindirim sistemi ve sinir sistemini de

iceren ¢ok farkli organlari etkilemektedir (Abernathy, 2001).

Tarimda kullanilan ve arsenik igeren kimi pestisitlerin kullanimi son yillarda
yasaklanmis olmakla birlikte, gida maddelerinin arsenik ile kontaminasyonunda

onemli etkenlerdir.

Arsenigin bir sistemden diger bir sisteme gecisi genellikle su ile olur. Havada
bulunan arsenigin onemli bir kismi endiistriyel kaynaklidir. Genellikle arsenik
trioksit formunda olup havada asil1 partikiiler tarzda bulunur ve akcigerler tarafindan
emilerek viicuda girer. Bu yolla viicuda giren arsenik ilk etapta kanda yogunlasir.
Eritrositlere girerek hemoglobinin globulini ile birlesir. 24 saat icerisinde eritrositleri
terk ederek karaciger, bobrek, dalak gibi dokularda birikir. Baslica idrar, gaita, ter ve
stit ile atilir (Mertz, 1986).

Arsenikli zirai ilaglarla ilaglanmis bitkilerle beslenen ineklerin siitlerinde insan
icin zararli olabilecek diizeyde arsenik bulunabilir (Klassen ve ark.,1986). Viicuda
giren arsenigin, serum proteininin siilfidril (-SH) gruplari ile birlegsmesi sonucu hiicre
metabolizmasi inhibe edilir. Buna bagl olarak kapiller gecis bozulur ve dolasim

bozukluklar1 goriiliir (Mertz, 1986).

Arsenigin bir kismi deride toplanir. Buradan derinin epitel katinin dokiilmesi
(desquamasyon) ve ter ile uzaklastirilir. Tirnaklarda transversal beyaz c¢izgiler

olusturur.

1.5.4.1 Akut Toksik Etkileri

Insanlar tarafindan yiiksek dozda alman arsenik (70-180 mg/kisi) dldiiriicii nitelikte
olabilir. Zehirlenmede ilk Once ates, anoreksi, karaciger biiylimesi gibi semptomlar

goriiliir. Akut olaylarda agiz kurulugu, ishal, yutkunma giicliigii, kusma, abdominal
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agri, dehidrasyon, kan basincinda diisme, oliguri, albiiminuri, ekstremitilerde
soguma, goz kapagi 6demi ve kollaps goriiliir. Miikéz membranlarda irritasyon,
vezikiil olusumu ve nekroz dikkati ¢eker. Konviilsiyon, bas agrisi, suur kaybi, gérme
sinirinde dejenerasyon, merkezi sinir sistemine bagl diger belirtilerdir (Cheville,
1983).

1.5.4.2 Kronik Toksik Etkileri ve Karsinojenite

Kronik olaylarda, karaciger tahribati karakteristikdir. Baslangicta sarilik goriiliir.
Sonraki asamalarda ise siroz ve asites olusur. Karaciger paransim hiicrelerinin
etkilenmesi sonucu kanda karaciger enzimlerinin seviyesi yiikselir. Ayrica kronik
zehirlenmelerde ekstremitelerde gangren ve artritis gozlenir. Arsenik igeren sularla
olusan kronik zehirlenmelerde ve mesleki maruziyetlerde degisik deri lezyonlari
goriiliir. Ayak tabani ve avug ic¢inde olusan simetrik verrukoz hyperkeratozis
karakteristik bir bulgudur. Hyperpigmentasyon ve melanoziste yaygin olarak goriiliir.
Son 20 yilda yapilan ¢alismalar, mesleki maruziyetler sonucu olusan deri kanseri
insidensinde artis oldugunu géstermistir (Klassen ve ark.,1986). Insanlarda gidalarla
alian arsenigin deri kanseri ve angiosarkom, solunum yolu ile alinan arsenigin ise

akciger kanseri olusumunda rol aldig1 belirlenmistir.

Sekil 1.6. Eller ve ayaklarda kronik arsenik maruziyetiyle olusmus lezyonlar

(http://www.saglikplus.com/arsenik-zehirlenmesi.html).


http://www.saglikplus.com/arsenik-zehirlenmesi.html
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1.5.5. Arsenigin Absorbsiyon ve Metabolizmasi

Arsenik absorbsiyonun biiyiik bir kism1 ince bagirsakta proton (H") gerektiren
elektrojenik bir siirecle gergeklesebilir (Gonzalez ve ark., 1997). Bununla birlikte,
Pankreatik bikarbonat salgisindan dolayr ince bagirsaktaki pH seviyesi yaklasik
olarak 7 olmasina ragmen arsenik absorbsiyonu i¢in en uygun pH 5’ dir (Silver ve
Misra, 1984). Oral ve inhalasyon yoluyla arsenik absorbsiyonunun hizi, ¢oziiniirliigi
diisiik olan formlarda (kursun arsenat, arsenik siilfat gibi) daha diisiiktiir. Ayrica
arsenat ve arsenit gibi bilesikleri de iyi absorbe olurlar ve absorbe olduktan sonra
arsenitler arsenatlara yiikseltgenir ve metilasyona ugrarlar. Absorbsiyonun sonunda

ise karaciger, bobrek, dalak ve akciger gibi organlarda birikir.

Kronik  arsenik  maruziyetinin =~ saglik  {izerine  etkileri  arsenik
metabolizmasindaki bireysel farkliliklar ile iliskili oldugu 6ne siiriilmektedir (Han ve
ark., 1998). Arsenik metabolizmasit ve metilasyon hizi tiirlere ve dokulara gore
farklilik gostermektedir (ATSDR, 2007). Absorblanan arsenik, toksik olmayan
monometil arsenik asit (MMA) ve dimetil arsenik asit (DMA) olusturmak igin
karacigerde biyometilasyona ugramaktadir (Aposhian, 1993). Olusan maddelerin her
ikisi de idrarda arsenigin ana metabolitlerini olusturmaktadirlar. Arsenik atiliminin
ana yollarindan biri idrardir ve bu nedenle toksikoloji ve tedavi arastirmalarinda
kullanilmaktadir. Buna ek olarak, inorganik arseniginde idrardan dogrudan atilimi

olabilir (Han ve ark., 1998).

Arsenik metabolizmas1 hayvanlarda ve insanlarda calisilmustir. Iki temel
reaksiyon grubu vardir. Birincisi, doniistim (As+3’1'i As™’e ve tam tersi) reaksiyonlari,
ikincisi metilasyon (arseniti MMA ve DMA’ya doniisiimii) reaksiyonlaridir. Toksik
arsenik formu olan As** karacigerde MMA ve DMA olusturmak iizere enzimatik
metilasyona ugrar. Buradan da biiyiik bir kism1 hizli bir sekilde idrarla As¥, As™,
MMA ve DMA karisimi seklinde ve daha az miktarda ise fegesle atilabilir. Ayrica,
bir kism1 da dokulara baglanmis olarak kalabilir (ATSDR, 2007). idrarda As™ As™
MMA ve DMA’nin oranlar alinan kimyasala, maruziyet yoluna, maruziyet sonrasi

gecen siireye, doz miktarina ve maruziyete ugrayan canli tiirline gore
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degisebilmektedir. Bununla birlikte, genellikle uzun dénem maruziyetlerde DMA
(%60-70) temel metabolit olarak bilinmektedir, diger daha az diizeylerdeki
metabolitler sirastyla MMA (%15-25), As™ (%15) ve As™ (%10)’dur. MMA
organizma igin genel bir risk faktorii olarak kabul edilir (Vahter, 2009).

Inorganik arsenik metabolizmasinin temeli biyometilasyona dayanir (Sekil 1.7)
ve iki elektronlu indirgeme tepkimesini bir metil grubunun eklenmesi takip eder. Bu
metilasyon  siireci, S-adenozilmetionin  koenzimi  yardimiyla karacigerde
gergeklestirilmektedir. S-adenozilmetionin’den bir metil grubu As*e tasmir ve
MMA ortaya ¢ikar, daha sonra MMA yeniden metillenerek DMA’y1 olusturur
(Buchet ve Lauwerys, 1994). Arsenatin indirgenerek arsenite doniismesi glutatyon

yardimiyla ger¢ceklesmektedir.

Methionine —+———— Dietary protein

Tetrahydrofolate Diri”i‘i:g" MAT S-adenosyl-
(THF) /’ o methionine
BHMT Phosphatidyl- AslIl
\ ethanolamine
N°, N'""-methylene-THF Ms Betaine
B,, § cHoH PEMT |AS3MT
MTHFR Choline /\
M:-methyl-THF \ Phosphatidyl- MIMA,
choline DMA
L
Serine Homocysteine ™ hﬁg?ﬁﬁl{ne
CBS
BG
Cystathionine
l AsY
Cysteine + Glutamate + Glycine —= GSH
J' Aslll
Taurine

Sekil 1.7. Inorganik arsenigin insandaki metabolik yolagi. MAT, metiyonin adenosiltransferaz;
AS3MT, arsenik-3-metiltransferaz; PEMT, fosfatidilletanolamin-N-metiltransferaz, CHDH, kolin
dehidrogenaz; BHMT, betain homosistein metiltransferaz, THF, tetrahidrofolat; MTHFR, metilen
tetrahidrofolat rediiktaz, By,, B, vitamini, MS, metiyoninsentaz, Bg, Bg vitamini; CBS, sistationein -
sentaz (Vahter, 2009).
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1.6. Plasenta

1.6.1. Plasentanin Yapisi ve Gelisimi

Plasenta, gebelik boyunca anne ve fetus arasinda fizyolojik alis verisin gerceklestigi
bir organdir. Gebeligin 4. giiniinde blastosist evresindeki embriyo, uterus boslugu
icerisinde bulunur. Implantasyon blastosistin endometriuma yerlesme siirecidir.
Blastosistin implante olmasindan hemen sonra embriyo ve maternal endometrium,

plasentay1 olusturmaya baglarlar.

Implantasyon 4 asamada incelenebilir:

1. Apozisyon (Stabil olmayan tutunma)

2. Adezyon (Stabil tutunma)

3. Invazyon ((Endovaskiiler ve interstisyel(myometrium iglerine) invazyon))

4. Desidualizasyon (Endometrial stromanin desiduaya doniisiimii) (Gartner ve
Hiatt, 1997).

Trofoblastlar iki tabaka halinde farklilagirlar;

1. Sitotrofoblastlar(Langhans hiicreleri): Mitotik aktiviteye sahip tek
cekirdekli hiicrelerdir. Desmozomlart vardir. Farklanarak sinsityotrofoblastlar

olustururlar.

2. Sinsitiyotrofoblastlar: Mitotik aktiviteleri yoktur, ¢cok ¢ekirdeklidirler,
serbest yiizlerinde mikrovilluslar yer alir. Iyi gelismis golgi kompleksine, bolca
graniilstiz endoplazmik retikuluma, ¢ok sayida mitokondriye sahiptirler ve

sitoplazmalarinda ¢ok sayida lipid damlacig1 ve pinositik vezikiil bulunur.

Sinsitiyotrofablastlar endometrium igine girer ve hizla ilerleyerek tiim
embriyoyu g¢evrelerler. Sinsitiyotrofoblastlar stromanin derinligine dogru ilerleyerek

anneye ait kapiller damarlarin endotelini asindirmaya baslarlar. Sinsityal lakunalar
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maternal desidual spiral arterlerle birlesir boylece anne kani lakiiner sistem igine
dolmaya baglar. Maternal kan dolasimi trofoblastik sistem iginden gegmeye baslar ve
bdylece utero-plasental dolasim baslamis olur. Koryon plagindan desidua bazalise
uzanan villuslara kok veya baglayict villus denir. Kok villuslardan yanlara dogru
dallanan villuslar ise serbest veya terminal villuslar olarak adlandirilirlar. Anne ile
fotus arasindaki madde aligverisi terminal villuslar araciligiyla gergeklesir. (Sadler,
1995). (Sekil 1.8)

Maternal
damarlar

Sitotrofoblastin
dis kabugu

Endometriyum,_ .- e

intervilloz Sinsitiyotrofoblast

Sitotrofoblast

Mezoderm
kapilleri

plak

Koriyon
boslugu

Baglanti sapi

Sekil 1.8. Gelisimin 3. haftasinda plasenta (Sadler, 1995).

Plasenta fetal tarafta koriyon plagi maternal tarafta ise desidual plak ile
sinirlanmistir. Koriyonik ve desidual plaklarin arasindaki intervilloz bosluklar anne
kaniyla doludur. 4. ve 5. aylarda desidua i¢inde ortaya c¢ikan desidual septumlar
intervilloz bosluklarin i¢ine dogru biiylirler ama koriyon plagina kadar uzanmazlar.

Septumlarin i¢ iskeleti maternal dokudan olusmustur ancak dis yiizeyleri
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sinsityotrofoblast hiicreleriyle ortiiliidiir. Septumlarin olusmasiyla plasenta kotiledon
adli bolmelere ayrilmig olur. Desidual septumlar koriyon plagina kadar
uzanmadi@indan komsu kotiledonlar i¢cinde bulunan intervilloz bosluklar birbirleriyle

iliskidedir (Benirschke ve ark. 2006). (Sekil 1.9)

Desidual plak Endometriyal venler
I L

Spiral arter

Desidual septum _——=1—

Amniyon Koriyonik plak Gobek ¢ ,\) Koriyonik
damarlart ” § ¥ | damarlar

Sekil 1.9. Gebeligin ikinci yarisinda plasenta (Sadler, 1995).

1.6.2. Plasentanin Fonksiyonlari

Plasentanin temel gorevi; gelismekte olan fetiisiin gereksinim duydugu besin
maddelerini anneden bebege aktarmak, fetiisun metabolizma sonucu {irettigi atik
driinleri annenin dolasimina iletmek ve anne ile bebek arasinda oksijen ve
karbondioksit aligverisini saglamaktir. Bazi maddeler plasentadan hi¢ degisime
ugramadan gegerken bazilar1 gecis sirasinda metabolize olur. Bazilari ise hig
gecemezler veya glukoz ve oksijen gibi bazi iiriinlerde gegis sirasinda plasenta

tarafindan kullanilirlar. Plasental kan dolasimi fetiise oksijen saglanmasi igin
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onemlidir. Oksijen, karbondioksit ve karbonmonoksit gibi gazlarin degisimi basit
difiizyonla olur. Amino asidler, karbonhidratlar, serbest yag asitleri ve vitaminlerin

gecisi de plasenta araciligiyla olur.

Hormon dretimi de plasentanin baslica fonksiyonlarindandir. Plasenta
dordiincii ayin sonunda gebeligin devami igin gerekli progesteron iiretimini yapar.
Plasenta, progesterona ek olarak, artan miktarlarda Oncelikle Ostriol olmak tizere
Ostrogenik hormonlar1 da dogum oncesinde maksimum diizeye ulasacak sekilde
gebeligin sonuna kadar tretir. Bu yiiksek diizey Ostrogen uterin biliyiimeyi stimiile
eder ve meme dokusunu gelistirir. Sinsitiotrofoblastlar gonadotropin (human
koryonik gonadotropin) iiretir, bu hormon hipofiz 6n lobundan {iretilen liiteinleyici
hormon ile benzer etkilidir. Bu hormonlar anne idrar ile atilir ve gebeligin erken
sathalarinda diizeyleri gebelik indikatorii olarak kullanilir. Plasentada iiretilen bir
baska hormon ise somatomammotropindir. Bliylime hormonu benzeri etkilidir fotusa

anne kanindaki sekere oncelik vererek anneyi diabetojenik etkiler (Sadler, 1995).

1.7. P-gp’in Plasentada Lokalizasyonu ve Ekspresyonu

Hamilelik doneminde fetiis plasentadan gegebilen bir¢ok ksenobiyetige maruz kalir.
Akut hastaliklar (enfeksiyonlar, gastrolojik rahatsizliklar vs.), kronik hastaliklar
(epilepsi, diyabet, astim, hipertansiyon vs.) veya tiimérler gibi ciddi komplikasyonlar
nedeniyle hamilelik esnasinda farmokolojik tedavi zorunlulugu dogmaktadir (Garcia-
Bournissen F. ve ark., 2003, Shiverick ve ark., 2003). Bununla beraber hamilelik
doneminde gereksiz ve bilingsiz ilag kullanimlarida goriilebilmektedir, ya da
herhangi bir sebeble annenin maruz kaldigi toksikolojik etkilere fetliste maruz

kalmaktadir.

Metarno-fetal yiizeyde bulunan metabolik enzimler ve efluks pompalari, ilag ve
ksenobiyotiklerin plasentadan fetlise ge¢isinin sinirlandirilmas1  ve  fetiisiin
korunmasiyla direk iliskili yapilardir. Bu nedenle, son yillarda P-gp gibi plasentada
bulunan ABC efluks proteinlerine artan bir ilgi mevcuttur. P-gp, bu efluks tasiyici

yapilardan ilk kesfedileni ve iizerinde engok c¢alisma yapilmis olanlarindan biridir. P-
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gp’in plasentadaki fonksiyonel aktivitesini kanitlayan ilk caligma Nakamura ve

arkadaglar1 (1997) tarafindan yapilmistir.

Plasenta, zararli ekzojen maddelerle ilk karsilasan fetal organdir. Plasenta fetal
(koryonik plak ve koryonik villuslar) ve maternal (desudia bazalis) olmak iizere iki
dokudan meydana gelir. Trofoblastlar maternal kanla direk temas halindedir. P-gp
plasentanin epitel hiicrelerinin (sinsitiyotrofoblast) apikal yilizeyinde eksprese
edilerek kan-plasenta bariyerinin bir parcasini olusturmaktadir. Sekil 1.10.’da

plasenta kesiti, fetal ve maternal organlar ile P-gp’in plasentadaki lokalizasyonu

goriilmektedir.
A) Uterus Placenta Umbilical cord
Chorit)nI IDecidua basalis
N5 O
& 1 Chorionic villi
6N
. )
lc.l::gilical =

(B)

Syncytiotrophoblast

Fetal capillary endothelium

Sekil 1.10. Plasentanin sematik yapist.

A. Gebelik doneminde, fetiisiin gobek kordonu ile plasentaya baglanmasini gosteren uterus
kesiti. Detayli semada, kotilodon olarak adlandirilan plasentanin fonksiyonel iinitesi
goriilmekte. Plasentanin fetal pargasi olan koryon, koryonik plak ve koryonik villuslardan
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olusur. Oksijen ve besinler anne kanindan, koryonik villuslarin trofoblast tabakasina geger,
umbilikal ven (kirmizi ) ile fetal kanimn Icine ve fetiise getirilir, deoksijenize olmus kan, iki
mavi umbilikal arter ile fetustan iletilir.

B. Gebeligin son ii¢ ayinda hemotoksilin-ecozinle boyanmig terminal villi kesiti.

C. Terminal vili bolgesinin sematik goriintiisi, sinsitiotrofoblastin membranindaki apikal
mikrovilluslarda lokalize olmus, P-gp ve diger plasental efluks tasiyict proteinleri
(Atkinson D.E., ve ark.,2003).

Genel kural olarak; anneye uygulanan kimyasal bir madde belirli derecelerle
fetiise de geger (Audus K.L., 1999, Pasifici G.M. ve ark., 1995). Bu maddelerin
plasentadan gegisi, yagda ¢oziinebilirligi, molekiiler boyutu, iyonizasyon derecesi ve
plazma proteinlerine baglanmasi gibi faktorlere gore degisim gosterir. Iyonize
olmayan, lipid 6zellik gosteren ve molekiiler agirligi 600 Da’ya kadar olan maddeler
plasentadan pasif difiizyonla gegerler. ilaglar ve ksenobiyotik molekiiller, substrat
olarak manoamin, Kkarnitin, niikleozit gibi besin ve organik iyon tasiyicilari
tarafindan taninmak suretiyle hiicre i¢ine girerler (Ganapathy ve ark., 2000, Russel
F.G. ve ark., 1998)

1.8. Arsenik Maruziyetinin Anne, Plasenta ve Bebek Saghg Uzerine Etkileri

Arsenigin anne saghigi ilizerinde, enzim inhibisyonu, oksidatif stres, yani sira;

bagisiklik, endokrin ve epigenetik etkileri bilinmektedir (Vahter, 2009).

Plasenta anne ve fetal dolasimin temas alanini olusturmakta, bir taraftan fetiis
icin gerekli maddeleri saglarken diger taraftan da aralarinda metallerin de bulundugu
toksik maddelerin fetlise gecisini engellemektedir. Fakat arsenik, plasentaya
gectiginde fetal bliylime bozukluklarina, fetiis ve bebek oliimlerinin artmasina sebep
olmaktadir. Ayrica, metallerin plasenta tarafindan tutulmasi plasental fonksiyonlarin
etkilenmesine neden olup, Ozellikle fetal biiylime ve gelisim igin gerekli iz

elementlerin tasinmasini engellemektedir (Osman ve ark., 2000).
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Hayvanlarla yapilan c¢alismalara gore; inorganik arsenik plasental bariyeri
gecebilmekte ve hayvan embriyosunun norepitelyumunda birikebilmektedir. Ayrica,
farelerde yapilmis calismada, gebelik ve emzirme dénemi boyunca arsenige maruz
kalan gebelerin yeni dogmus fare beyinlerinde DMA ve anorganik arsenik
bulunabilmektedir. (Jin ve ark., 2006). Insanlarda  plasentanin koruyuculuk
faktoriiniin yaninda gebelik ve emzirme sirasinda, fetiis ve bebek kismen artan
arsenige karst metilasyon ile korunmaktadir. Fakat, erken yasam donemlerinde
yasanan maruziyet daha sonraki donemlerde belirgin hale gelerek zararli etkiler

ortaya ¢ikabilir (Vahter, 2009).

Fetiisiin agir metallerin toksik etkilerine 6zel duyarliligi, eriskinlerle viicut kitle
indeksi farklar1 ve biiyilidiikge toksik risk oraninin artmasi; ¢evre kirliliginden en gok
etkilenen grubu olusturmasinda 6nemli rol oynar. Bircok calismada toksik metallerin
dogum agirlig1, dogum boyu ve bas ¢evresine negatif etkileri oldugu gosterildigi gibi
cevre kirlenmesine neden olan toksik metallerin endokrin bozucu etkileri ile ilgili

veriler de bulunmaktadir (Davey ve ark., 2008).

Toksik metallere maruziyetin dl¢iimii, gelisen fetiis bakimindan 6nemlidir ve
plasentada metal diizeylerinin belirlenmesinin ¢evresel metal maruziyeti yoniinden

iyi bir gosterge oldugu diistiniilmektedir (Baglan, ve ark., 1974).

Calismamizda; dogum yapmis bayanlara ait kan 6rneklerinde MDR1 C1236T
gen polimorfizmi belirlenerek plasenta dokusu 6rneklerindeki metal diizeyleri tespit

edilecek, aralarinda korelasyon olup olmadig: arastirilacaktir.



2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerecler

2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Doku DNA izolasyon Kiti

Restriksiyon Enzimi (Bsgl)
Primerler

Etanol

Agaroz

Trizma Base

Borik asit

EDTA

DTT

Etidyum Bromiir

6X loading ¢ozeltisi

Saf etanol

DNA'’s RNA’s free water
Hot Star Tag DNA polimeraz
Fenol-kloroform-izoamil alkol (25:24:1)
Sodyum dodesil siilfat (SDS)
Sodyum kloriir (NaCl)
Proteinaz K

100 bp ladder

Ammonyum dihidrojen fosfat
Triton X

HNO; (%65°1ik)

Qiagen

Neb (New England Biolab)
Alpha DNA, Montreal
Merck

Prona

Merck

Merck

Merck

Sigma
Applichem
Qiagen
Scharlau, Dop
Qiagen
Qiagen
Applichem
Applichem
Merck

Merck
Fermentaz
Merck
Scharlau
Merck
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2.1.2. Kullamilan Arac¢ ve Gerecler

Laminar Flow kabin

Thermal Cycle PCR cihazi

Jel Goriintiileme cihazi

Yatay elektroforez cihazi

Gii¢ Kaynagi

Su banyosu

Otoklav

Sogutmali santrifiij cihazi
Mikrodalga firin

Elektrikli hassas terazi

Vorteks karistirici

pH metre

Laptop Cooler (-20°C)

1.5 ml. ve 0.2 mI’lik ependorf steril tiipler
pirojen free filtreli, pipet uglar

(10 pl, 100 pl, 1000 pl.)
Otomatik mikropipet

Etiv

Santrifiij

Manyetik Karistirici

Ph metre

Su Purifikasyon Sistem
Mikrodalga firin

Hassas terazi

Atomik Absorsiyon Spektroskopisi
Zeeman Absorsiyon Spektroskopisi
Grafit Tiip Atomizer

Grafit Kompenent Tiipler

Vial (2ml)

Hava Asetilen Tiipli

Argon gaz tiipii
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Esco

Techne Tc 512
Syngene
Scie-Plas
Bio-Rad

Niive Bm 402
Niive

Hettich

Arcelik
Schimadzu Libror
Biosan

Mettler Toledo
Sigma

Axygen Genuine
Finntip

Ependorf, Thermo, Tipor-V
Memmert

Heraeus Sepatech Labofyge 200
Mirak

Seven Multi Mettler Toledo
Human Up 900

Mars X Press

Mettler Toledo 4 Digit

Varian AA240FS Fast Sequantial
Varian AA240Z

Varian GTA 120

Varian GTA

Pothtech Elkay



30

2.2. Deney Protokolii

2.2.1. Maternal Kan Ornekleri ve Plasenta Orneklerinin Toplanmasi

Bu calismada kullanilan tiim Ornekler Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurullar1 Arastirma Projesi Bilgi ve Taahhiit Formunda belirtilen kurallara uygun
olarak hazirlanmis Bilgilendirilme Onam Formlar1 doldurularak ¢alismaya katilmigtir
(Etik Kurul Karar No: 33-730; Tarih: 11.07.2011). Calismada 112 06rnek

kullanilmustir.

2.3. Yontem

Calismamiz iki boliimden olusmaktadir. Ilk béliimde bireylerin plasenta drneklerinin
arsenik konsantrasyonlart Atomik Absorbsiyon Spektrometre (AAS) cihazi ile
Olglilmiis; ikinci bolimde ise MDR1 C1236T polimorfizmi genetik analizler ile

belirlenmis ve aralarinda iligski olup olmadig1 arastirilmistir.

2.3.1. Plasenta Orneklerinin Analiz On islemleri

Toplanan plasentalar, ayn1 giin icerisinde homojeniteyi saglamak amaciyla 6 farkl
bolgesinden kesit alinarak % 0,1°lik Triton-X c¢ozeltisinde yikandi. Ardindan bu
plasenta parcaciklar1 distile sudan gegirilerek polipropilen idrar kaplarina konuldu ve

analiz zamanina kadar -20 °C’ de saklandi.

Daha sonra bu kaplardan alinan plasenta pargaciklarini kurutmak amaciyla etiiv
icerisinde 24 saat bekletildi. Ardindan hassas terazide ortalama 1 gr tartilarak ytiksek
sicakliga dayanikli mikrodalga teflon tiiplerine konuldu. Plasenta dokularinin tizerine

5 ml %65°lik nitrik asit (HNO3) eklenerek, mikrodalga firinda yakma program ile


http://www.aktuelkadin.com/forum/kimya/44783-atomik-absorbsiyon-spektroskopisi-aas-nedir.html
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yakildi. Yakilan plasenta ornekleri 50 ml’lik doner kapakli polipropilen tiiplere
aktarilip, toplam hacim deiyonize su ile 10 ml’ye tamamlandi. Orneklerin analiz

anina kadar kapakli polipropilen tiiplerin i¢inde, +4 0C’de saklandi.

2.3.2. Plasenta Orneklerinin Arsenik Analiz Islemleri

Mikrodalga firinda asitle yakilan orneklerin arsenik diizeyleri Grafit Firmli Varian

AA240Z Zeeman Atomik Absorpsiyon Spektrometre cihazi ile 6l¢iilmiistiir.

Atomik Absorbsiyon Spektroskopisi Grafit Firin Yontemi ile numune sicakligi
basamakli olarak elektrik enerjisiyle artirilarak kurutma islemi yapilir, ardindan
kiilleme islemiyle numunedeki matriks uzaklastirilir ve atomizasyonla element
serbest atomlaria ayrilir. Metodun prensibi; yiiksek sicaklikta gaz halinde bulunan
element atomlarinin elektromanyetik 1sinlar1 (genellikle goriiniir alan ve UV

1sinlaridir) absorblamasi temeline dayanir.

Bir atomik absorbsiyon spektroskopisi su kisimlardan olusur:

Istenilen dalga boyunda 151k verebilen bir 151k kaynagi,

e Atomlastirma (Atomizasyon kismi),

e Dalga boyu secicisi (Monokromator),

e Elektrik sinyalleri alan kisim (Fotodedektor),

e Elektronik okuma sistemi.
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2.3.3. Maternal Kan Orneklerinin Genetik Analiz islemleri

2.3.3.1. S1ivi Kan Orneklerinden DNA izolasyonu

Dogum yapan, 112 bayandan 2 ml vendéz kan 6rnegi EDTA’ tiiplere alindi. Tim

ornekler +4 °C’de saklandi.

Vendz kan oOrneklerindeki niikleer DNA’y1 agiga ¢ikarabilmek amaciyla fenol-
Kloroform-izoamil-alkol ekstraksiyon yontemi kullanildi.
e 100 pl stvi kan 6rneginin tizerine 1000 pl TE konularak 12000 rpm’de
1 dakika santrifiij edildi. Alt faz 100 pl kalincaya kadar iist faz atildi.
Bu islem 3 defa tekrarlandi.
e Uzerine;
45 pl NaCl (1 M),
40 pl SDS (%20°1ik)
400 ul TE ve
10 pl proteinaz K eklenerek kisaca vortekslendi.
e 56 °C’lik su banyosunda 1,5-2 saat inkiibe edildi,
o Fenol-kloroform-izoamil alkol karigimindan 500 pl ilave edildi ve
kisaca vortekslendi.
e 2500 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.
e Alt faz hareket ettirilmeden {ist faz yeni bir ependorf tiipe alind1 ve alt
faz atildi.
e 1000 pl soguk saf etil alkol ilave edildi.
e 10000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
e Alkol olusan pelete zarar vermeden dikkatli bir sekilde atild1.
e 500 ul %70’lik oda sicakliginda etil alkol ilave edildi.
e 10000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

e Ependorf tiipiin i¢erisinde bulunan tiim alkol dikkatlice atildu.
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e Tiipiin dibinde kalan alkol de tamamen ugurulduktan sonra 100 pl
DNAse- RNAse free su ilave edildi.

Tiim DNA 06rnekleri analizlere alinincaya kadar -20 °C’de muhafaza edildi.

2.3.2.2. Genomik DNA’nin Agaroz Jel Elektroforezi ile Belirlenmesi

Kan orneklerinden genomik DNA’nin izole edilip edilmediginin analizi %]1,0’lik

agaroz jel elektroforezi ile belirlendi. Bunun igin;

e 12 gr agaroz tartildi ve 120 ml 1X TBE (Tris Borat EDTA) c¢ozeltisi

i¢erisinde ¢oziildii.

e Mikrodalga firinda agzi alimiinyum folyo ile kapatilip {izerinde delikler

acilarak maksimum ayarda kaynatildi.

e (Cozelti oda sicakliginda 5060 °C’ye diisiinceye kadar bekletildi.

e Uzerine 10 pl EtBr (Etidyum Bromiir) (10 mg/ml) eklendi ve hafifce

¢ozelti pembelesip homojen karisim saglanincaya kadar erlen ¢alkalandi.

e Kalibin bariyerleri takildi ve jel taraklari yerlestirildikten sonra agar
kaliba dokiildi. Jel {izerinde hava kabarciklart olusmus ise, jel

katilagmaya baglamadan hemen pipet ucu yardimai ile patlatildi.

e Jelin katilagmasi i¢in oda sicakliginda 30—45 dakika bekletildi.
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e Taraklar ve bariyerler ¢ikarilarak kalip elektroforez tankina yerlestirildi.
Jel kuyucuklarinin, yiiriime tankinin katot elektrot (-) tarafina

yerlestirilmesine dikkat edildi.

e Jelin lizerini 2-3 mm kaplayacak miktarda tank igerisine 1X TBE

¢oOzeltisi eklendi.

e 15 cm uzunlugunda parafilm kesilerek buz kalib1 {izerine yerlestirildi.

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

ve homojenizasyon i¢in mikropipet yardimi ile yavasca pipetaj yapildi.

e Toplam 6 pl karisim dikkatli bir sekilde, jeli delmeden, jel kuyucuklarina
yerlestirildi (Sekil 2.1)

Sekil 2.1. Agaroz jel kuyucuklarina 6rneklerin yiiklenmesi
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e Tank kapagi kapatildi, anot ve katot uglarinin baglantilar takildi.

e Gii¢ kaynag1 100 volt ve 70 ampere ayarlanarak, numuneler 45 dakika jel

tizerinde yiirttildi.

e UV 1s18inda, Jel Goriintiileme cihazinda sonuglar degerlendirildi.

Calismada kullandigimiz 112 kan Orneg8inin tamami, DNA izolasyon
isleminden sonra agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii. Her bir 6rnegin DNA’larinin

izole edildigi gorildii.

2.3.3.3. Izole Edilen Genomik DNA’larin PCR ile Cogaltilmasi

PCR islemi TECHNE TC 512 Thermal Cycle cihaz1 ile gerceklestirildi ve asagida
belirtilen islemler uygulanarak hedeflenen DNA bélgesinin her biri 2% defa
cogaltildi. Her PCR analizinde kontrol amaciyla, pozitif ve negatif ornekler de

kullanildi. PCR isleminde kontaminasyonu dnlemek amacuyla;

e PCR ve DNA izolasyonlar1 farkli ortamlarda yapildi.

e Her analiz 6ncesi ve sonrasinda kullanilacak calisma ortami ve otomatik

pipetler alkol ile temizlendi.

e Steril tiipler ile filtreli pipet uglar1 kullanildi.

e Amplifikasyon ve enzim kesim islemleri hava sirkiilasyonlu laminar kabin
igerisinde yapildi, islem Oncesi ve sonrasinda en az 45 dakika UV 1sik

kaynagi galistirildi,
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e Analizler sirasinda steril, pudrasiz eldivenler kullanild1 ve sik sik eldivenler

degistirildi.

Amplifikasyon i¢in Forward (F: direkt) ve Reverse (R: karsit) primerleri
kullanildi. Primer ¢iftinden F primer DNA’nin bir ipligine baglanirken, R primer
DNA’nin diger ipligine baglanir. Primerlerin baglanmasiyla hedeflenen bolgenin

cogaltilmasi baslatilmis olur.

Primerler HPSF (High Performance Salt Free) yontemi ile Montreal’deki
Alpha DNA firmasina sentezlettirildi. Kullanilan primerler ve o6zellikleri ¢izelge

2.2’de gosterilmistir.

Standart bir PCR reaksiyonun PCR Buffer, MgCl2, dNTP karisimi, Hot Star
Taq DNA Polimeraz, F Primer, R Primer ve DNA bilesenleri bulunmaktadir.

Calismada kullanilan 50 pl’lik PCR reaksiyonunun bilesenleri, bilesenlerin stok
konsantrasyonlari, reaksiyondaki miktarlart ile reaksiyon karigimindaki final

konsantrasyonlarina ait bilgiler asagidaki cizelgede verilmistir.
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Cizelge 2.1. PCR bilesenleri ile stoktaki ve reaksiyondaki konsantrasyonlari

Bil Stok Reaksiyona 50 pl’lik Reaksiyon Karisimindaki
ilesen ] )
Konsantrasyon Konulan Miktar Final Konsantrasyon
10 X PCR 10X 5l 1X
Buffer
MgCl, 25 mM 3 1.5 mM
dNTP karigimi 2mM 5 200 uM
F Primer 10 pmol/ pl 1 pl 10 pmol
R Primer 10 pmol/ pl 1 ul 10 pmol
Hot Star Taq 5U/ ul 0.25 pl 1.25U
DNA Polimeraz
DNA ~200 ng
50 ul’ye
Steril H,0O tamamlayincaya
kadar
PCR programi asagida belirtilen sekilde gergeklestirildi.
+94°Cde 10 dakika
+94°C’de 1 dakika (denatiirasyon) )
+60°C’de 1 dakika (eslesme) > 35 dongii
+72°C’de 1 dakika (sentez)
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+72°%°C’de 5 dakika

+4 °Cde oo dakika

PCR iiriinleri, agaroz jel elektroforezinde yiiriitiiliinceye kadar -20 °C’de muhafaza

edildi.

2.3.3.4. MDR1 C1236T Gen Polimorfizimlerinin PCR Yontemiyle Amplifiye
Edilmesi

MDR1 C1236T, 7. kromozomda bulunan bir gen bolgesidir. Bu noktadaki, gen
polimorfizmi tipik bireylerde niikleotid C iken, atipik bireylerde T’ye degisim
gostermektedir (Cizelge 2.2).

Cizelge Hata! Belgede belirtilen stilde metne rastlanmadi..2. MDR1 C1236T Gen
Polimorfizimlerinin Genel Ozellikleri

MDR1 C1236T
Rs numarasi rs1128503
Niikleotid degisimi C-T
Aminoasit degisimi GGC—-GGT

F: 5°- AGCTATTCGAAGAGTGGGCA -3’
R: 5’- GTCTAGCTCGCATGGGTCAT -3’

Uygun sicaklik (°C) 37
Restriksiyon enzimi Haelll
CC: 278, 105, 35

Primer sekanslar1 (5°-3’)

Uriin boyutlar1 (bp) CT: 313, 278, 105, 35

TT: 313, 105
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2.3.3.5. PCR Uriinlerinin Haelll Restriksiyon Enzimi ile Kesim islemleri

PCR iiriiniin kesimi i¢in reaksiyon karigimi1 hazirlandi. Reaksiyon bilesenleri,
bilesenlerin stok ve final konsantrasyonlar1 asagidaki tabloda belirtildigi sekilde
yapildi.

Cizelge 2.3. Haelll enzimi ile kesim iglemindeki bilegenler ve reaksiyondaki hacimleri

BILESEN Reaksiyon Karisimindaki Hacimler

NEB4 Buffer 2l

Haelll Enzimi 0,5 ul

PCR fiiriinii 10 pl

dH,0 10 pl

Inkiibasyon; 37 °C’de gece boyunca (yaklasik 16 saat) devam edildi ve sabah
yiikleme icin etiivden cikarildi. Tipler etiivden c¢ikarilmadan 30 dakika énce PCR

tirtinlerinin jelde yiiriitiilmesi i¢in %2’lik agaroz jeli hazirlandi. Bunun ig¢in;

e 2.4 gragaroz tartild1 ve 120 ml 1X TBE ¢ozeltisi igerisinde ¢oziildii.

e Mikrodalga firinda agzi alimiinyum folyo ile kapatilip ilizerinde delikler

acilarak maksimum ayarda kaynatildi.

e (Cozelti oda sicakliginda 5060 °C’ye diisiinceye kadar bekletildi.
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Uzerine 10 pl EtBr (10 mg/ml) eklendi ve hafifce ¢dzelti pembelesip

homojen karisim saglanincaya kadar erlen ¢alkalandi.

Kalibin bariyerleri takildi ve jel taraklar1 yerlestirildikten sonra agar kaliba
dokiildii. Jel iizerinde hava kabarciklari olugmus ise, jel katilagmaya

baslamadan hemen pipet ucu yardimut ile patlatildi.

Jelin katilagsmast i¢in oda sicakliginda 3045 dakika bekletildi.

Taraklar ve bariyerler ¢ikarilarak kalip elektroforez tankina yerlestirildi. Jel

kuyucuklarmin, yiiriime tankinin katot elektrot (-) tarafina yerlestirilmesine
dikkat edildi.

Jelin tizerini 2-3 mm kaplayacak miktarda tank igerisine 1X TBE c¢ozeltisi

eklendi.

15 cm uzunlugunda parafilm kesilerek buz kalibi iizerine yerlestirildi.

Her 9 numuneden sonra 100 bp DNA ladder’1 kullanildi. 1pl DNA ladder’s,
1ul 6X Jel Loading Buffer ve 6 ul distile su karistirilarak yiikkleme yapildi.

7 ul PCR firtinii ve 1ul 6X Jel Loading Buffer, yani toplam 8 ul karisim
dikkatli bir sekilde, jeli delmeden, jel kuyucuklarina yerlestirildi.

Tank kapagi kapatildi, anot ve katot uglarinin baglantilar: takildi.

Gii¢ kaynag1 100 volt ve 70 ampere ayarlanarak, numuneler 70 dakika jel

tizerinde yiirttildi.

UV 1s181nda, Jel Goriintiileme cihazinda sonuglar degerlendirildi.
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Caligmada kullandigimiz 112  kan Orneginin tamami, agaroz jel

elektroforezinde yliriitiildii. Her bir 6rnegin spesifik bantlar1 elde edildigi goriildii.

2.3.3.5.1. MDR1 C1236T Gen Polimorfizminin Haelll Restriksiyon Enzimi ile
Amplifiye Edilen Bolgenin Kesimi

MDR1 C1236T gen polimorfizm bolgesini kapsayacak sekilde ¢ogaltilan 418 bp’lik
PCR iiriinii, C—T tek niikleotid polimorfizmini belirlemek amaciyla; Haelll enzimi
ile 37 °C’de gece boyu inkiibe edildi. Boylece, bu yiiriitme sonucunda Haelll
restriksiyon enzimi ile amplifiye edilen bolgenin kesimi sonucu MDR1 C1236T gen
polimorfizminin genotipleri (CC-homozigot tipik, CT-heterozigot, TT-homozigot
atipik) jel gorlintiileme cihazi ile UV 151k altinda fotograflanarak jelde goriintiilendi.
Sonug olarak, CC genotipli homozigot tipik bireylerde Haelll enzimi 418 bp’lik
bolgeyi 278 bp ve 105 bp’lik olmak iizere iki oligoniikleotid pargasina ayirmig olur.
Bununla birlikte, TT genotipli homozigot atipik bireylerde Haelll enzimi 418 bp’lik
bolgeyi 313, 105, 35 bp’lik olmak iizere ii¢ oligoniikleotid parcasina ayirmis olur.
Ayrica, CT genotipli heterozigot tipik bireylerde ise Haelll enzimi 418 bp’lik
bolgeyi homozigot tipik ve homozigot atipikler gibi keser, boylece 313, 278, 105 ve
35 bp’lik olmak tizere dort oligoniikleotid pargasina ayrilmis olur (Sekil 3.1.).

278
313
418

Sekil 3.1. 418 bp’lik amplifikasyon iiriiniiniin Haelll enzimi ile kesim sonucunda olusan
oligoniikleotid uzunluklar1 (M=100 bp Ladder; 1 PCR iiriinii 418 bp, 2 ve 6 heterozigot
genotipli bireyler (CT) =313 bp, 278 bp ve 105 bp, 3 ve 7 homozigot atipik genotipli



42

bireyler (TT) =313, 105 ve 35 bp, 4 ve 5 homozigot tipik genotipli bireyler (CC) = 278, 105
ve 35 bp)

2.4. Istatistiksel Degerlendirmeler

Calisma kapsamindaki Orneklerin istatistiksel analizleri, “SPSS Version.16” paket
programi kullanilarak yapildi. Ortalama, standart sapma, minimum ve maksimum
degerlerden olusan tanimlayici istatistikler hesaplandi. MDR 1 (C1236T) polimorfik
gen ve alel frekanslar1 hesaplamalar1 Hardy-Weinberg esitliginde Haldane exact testi

ile yapildi.

Orneklem  biiyiikliigii goz oniine alindiginda anlamlilik  diizeylerinin
belirlenebilmesi amaciyla parametrik 6zelligi tasiyan gruplarda “Student-T testi”,
ikiden fazla gruplarin karsilastirillmasinda “Oneway Anova” testi kullanildi. Ayrica,
kategorik veriler i¢in ise X2, sayili veriler i¢in Pearson testi uygulandi. Minimum

giiven diizeyleri %95 (p<0,05) olarak belirlendi.
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3. BULGULAR

Calismamiza dahil edilen plasenta ornekleri Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi
Cebeci Hastanesi Kadin Hastaliklari ve Dogum Anabilim Dalinda dogum yapan

yaslar1 19-41 arasinda degisen toplam 112 goniillii anneden alinmistir.

Calisilan plasenta oOrneklerinde Oncelikle arsenik diizeyleri Ol¢iilmiis,
devaminda ise  genetik  polimorfizmleri  yoniinden istatistiksel olarak
degerlendirilmistir.  Ayrica, annelerin  sigara  kullanomi  agisindan  da

degerlendirilmistir.
3.1. Plasenta Orneklerinin Genel Degerlendirilmesi

Incelenen plasenta Orneklerine ait anne yasi ve plasenta arsenik diizeylerinin
ortalama, standart sapma, minimum ve maksimum degerlerinden olusan tanimlayici

istatistikleri Cizelge 3.1.’de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Anne Yas1 ve Plasenta arsenik diizeylerine ait tanimlayici istatistikler.

Toplam(N) | Minimum | Maksimum |OrtalamatStandart sapma

Yas 112 19 41 28,8145,14
PI A

asenta As 112 11,03 137,67 62,35430,42
Diizeyi

3.2 MDR1 C1236T Gen Polimorfizminin Genel Degerlendirmesi ve Hardy-
Weinberg Dengesine Uygunlugunun Tespiti

Annelerden almman vendz kanlarda yapilan genetik calismada, bireyler MDRI1
C1236T gen polimorfizmleri ile olugsan genotiplere gore gruplandirilmis ve toplam
112 bireye gore genotip ve alel frekanslar1 hesaplanmistir (Cizelge 3.2. ve Cizelge
3.3).



Cizelge 3.2. Bireylerin MDR1 C1236T polimorfizmleri ile olusan genotip frekanslari.

44

Genotip Frekansi (n=112)

Polimorfizmler

n %
§ CC (Homozigot tipik) 34 30,3
(V]
O | CT (Heterozigot) 58 51,8
%
g TT (Homozigot atipik) 20 17,9

Cizelge 3.3. Bireylerin MDR1 C1236T polimorfizmleri ile olusan alel frekanslari.

Alel Frekansi (n=224)

Polimorfizmler

n %
s C 126 56,2
(q2)
AN
—
@)
R T 08 43,8
[a)
S

Calistigimiz popiilasyondaki bireylerin MDR1 C1236T gen polimorfizmi genotip

frekanslari, Hardy-Weinberg dengesine uygunluk gostermektedir (p>0.05) (Cizelge

3.4).



Cizelge 3.4. MDR1 C1236T gen polimorfizminin Hardy-Weinberg Dengesi

MDR1 C1236T Gézlenen Beklenen v |p
ccC 34 35,44
CT 58 55,12
0,305 | 0,701
TT 20 21,44
Toplam (n) 112 100
p>0,05
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3.3. MDR1 C1236T Polimorfizminin Plasenta Orneklerindeki Arsenik

Diizeyleriyle Olan iliskileri

Plasenta oOrneklerindeki arsenik diizeyleriyle MDR1 C1236T polimorfizminin

genotipleri ile olan iliskileri ‘Oneway Anova’ testi ile istatistiksel olarak

degerlendirilmistir (Cizelge 3.5. ve Cizelge 3.6.).

Cizelge 3.5. Plasenta 6rneklerindeki arsenik diizeyleri ile MDR1 C1236T gen polimorfizmi
arasindaki iliski.

MDR1 C1236T Genotipleri
Plasenta
CC CT TT Toplam p

N 34 58 20 112
g Ort£S.S. | 60,24+£25.66 | 61,87+31,87 | 67,35+34,37 | 62,35+30,42
= 0,702
< | Min. 11,3 14,47 16,5 11,3

Maks. 110,88 126,47 137,67 137,67
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Cizelge 3.5’de goriildiigii iizere MDR1 CT ve TT genotiplerine sahip annelerin
plasentalarindaki As diizeyinin, CC genotipli annelerin plasentasindaki As

diizeyinden fazla oldugu tespit edilmistir. Ancak bu sonug istatistiksel olarak anlamli

degildir (p>0,05).

Cizelge 3.6. Plasenta Orneklerindeki arsenik diizeyleri ile MDR C1236T CC ve CT+TT

genotipleri arasindaki iliski.

MDR C1236T Alelleri
As (ppb)
CC CT+TT Toplam p
n 34 78 112
£ | or=ss. 60.24+25.66 63.27+32.39 62.35+30,42
2 0,629
= | Mmin. 11,3 16,5 11,3
Maks. 110,88 137.67 137.67

Cizelge 3.6’da sonuclara gore, MDR1 C1236T CC ve CT+TT genotipleri arasinda

istatistiksel olarak anlamlilik mevcut degildir (p>0,05).

3.4. Sigara iciminin Plasenta Orneklerindeki Arsenik Diizeylerine Etkisi

Sigara i¢iminin plasenta drneklerinde arsenik diizeylerine etkisi incelendi ve ‘Student

T’ testi ile istatistiksel olarak degerlendirildi (Cizelge 3.7).




Cizelge 3.7. Sigara i¢ciminin plasenta 6rneklerinde arsenik diizeylerine etkisi

Sigara Icimi
Plasenta
Sigara icmiyor | Sigara iciyor Toplam p
=) N 94 18 112
Q
= 0,741
2 Ort+S.S. | 61,93+30,21 64,54 £32,29 | 62,54+30,23

Yukaridaki ¢izelgede goriildiigli gibi, sigara i¢imi ile anne kanindaki arsenik

diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmamasina ragmen,

sigara icen annelerin plasentasindaki arsenik diizeylerinin sigara igmeyenlere gore
daha fazla oldugu tespit edilmistir (p>0,05).
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4. TARTISMA

Calismamizda; toksik bir madde olan arsenigin, plasenta Orneklerindeki diizeyine
annenin genetik farkliligin etkisinin arastirtlmasi amaglanmistir. Toplumumuzda
MDR1 C1236T gen polimorfizmi ile ilgili ¢alismalar, genel olarak polimorfizmlerin
toplumumuzda dagilimi ve hastaliklarla bagintis1 ile ilgilidir (G.Gimis Akay, 2008,
Riistemoglu ve ark. 2011, Yusuf Baran, 2006). Ancak, literatirdle MDR1 C1236T
gen polimorfizminin, plasenta arsenik diizeylerine etkisi ile ilgili bir caligmaya hem

toplumumuzda hem de baska toplumlarda rastlanmamaistir.

Calismamizin ilk boliimiinde, MDR1 C1236T allel frekanslar1 ve genotipleri
saptanarak, daha onceki ¢aligmalarda bulunan sonuglar ile karsilastirilmistir. MDR1
C1236T gen polimorfizminin gesitli toplumlarda arastirildigi ¢ok sayida ¢alisma
mevcuttur. Calismamizda buldugumuz yiizde mutasyon frekanslarini da ekledigimiz
cesitli  populasyonlarda yapilmis c¢aligmalardan Ornekler Cizelge 4.1.°de

gosterilmistir.
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Cizelge 4.1. MDR1 C1236T gen polimorfizminin gesitli populasyonlardaki frekanslari

MDR1 C1236T
Populasyon N % Kaynak
CC CT TT
Cek 189 31,7 47,1 21,2 Pechandova ve ark., 2006
Fransiz 223 33,0 49,0 18,0 Jeannesson ve ark., 2007
Alman 461 34,4 49,2 16,4 Cascorbi ve ark., 2001
Polonya 135 30.4 49,6 20,0 Wasilewska ve ark., 2007
Portekiz 100 27.0 55,0 18,0 Jeannesson ve ark., 2007
Rusya 59 24,0 56,0 20,0 Goreva ve ark., 2004
Cin 96 8,3 39,6 52,1 Chowbay ve ark.,2003
Hindistan 87 13,8 37,9 48,3 Chowbay ve ark.,2003
Japonya 154 11,0 46,8 42,2 Komoto ve ark.,2006
Malezya 92 12,0 44,6 43,5 Chowbay ve ark.,2003
Tiirk 100 20 51 29,0 Gumiis-Akay ve ark., 2008
Turk 112 30,3 51,8 17,9 Calismamiz

Cizelgeye baktigimizda; Cek, Fransiz, Alman ve Polonya populasyonlarindaki

MDR1 C1236T gen polimorfizm frekansinin bizim toplumumuz ile benzer oldugu,

Portekiz ve Rusya populasyonlaridaki frekanslara yakin oldugu ancak Cin, Hindistan,

Japonya ve Malezya populasyonlarindaki frekanslar ile oldukg¢a farkli oldugu

belirlenmistir.

Gilimiig-Akay ve arkadaglarinin 2008 yilinda yaptigi calisma ile bizim

calismamizdaki polimorfizm frekanslarinda da genel anlamda bir benzerlik

bulunmakla birlikte,

tam benzerligin bulunmayisinin

grubumuzun tamaminin bayanlar olmasi olabilir.

sebebi bizim c¢alisma
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Calismamizin ikinci boliimiinde, plesantalardaki arsenik diizeyi olglilmiistiir.
plasentalardaki ortalama As diizeyi 62,54+30,23 ppb olarak bulunmustur. MDR1
C1236T genotipleri ile plasenta arsenik diizeyleri karsilastirildiginda; aralarinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski belirlenmemistir (p>0,05). Ortalama As diizeyleri
CC genotipinde 60,24+25.66 ppb, CT genotipinde 61,87+31,87 ppb, TT genotipinde
ise 67,35+34,37 ppb olarak tespit edilmistir.

Bu sonuglar; T aleli varliginda, P-gp ekspresyonunun azaldigini
diisiindiirmektedir, c¢linkii P-gp; ATP hidrolizine bagimli olarak c¢alisan ve efluks
(disa atim) pompasi iglevi géren bir membran proteinidir. P-gp, plasentanin epitel
hiicrelerinin (sinsitiyotrofoblast) apikal yiizeyinde eksprese edilerek kan-plasenta
bariyerinin bir pargasini olusturur. Yani T aleli, P-gp ekspresyonunu azalttigi igin,
plasentada arsenik konsantrasyonunun arttig1 sonucu ¢ikarilabilir. Nitekim; Hemauer
ve arkadaslar1 2010 yilinda yaptig1 ¢alismalarinda; insan plasentasinda 1236 CT ve
TT genotiplerinin, wild-type 1236CC genotipi ile karsilastirildiginda, diisiik P-gp

ekspresyonu ile iligkili oldugunu bulmuslardir.

MDR1 polimorfizmleri ile P-gp ekspresyonunun baglantisin1 ortaya g¢ikaran
ilk kisi Hoffmeyer’dir (Fromm, 2002). Sessiz C3435T polimorfizmi ile beyaz irkta
yaptig1 ¢alismada; barsak P-glikoprotein seviyeleri ile baglantili olarak genotipleri
karsilastirmistir. CC genotipine sahip bireylerin ince barsaklarinda, TT genotipine
gore yaklagik olarak iki kat P-glikoprotein ekspresyonu tespit edilmistir.
Heterozigot denekler ise orta seviyede P-glikoprotein ekspresyonuna sahiptirler.
Hoffmeyer’e zit olarak, Nakamura, 3435TT genotipindeki Japon bireylerde, CT ve
CC gruplarina gore daha fazla MDR1 mRNA seviyeleri rapor etmistir. Buna benzer
olarak, 3435 pozisyonundaki genotipe iliskin bir P-glikoprotein agcilhim egilimi, aynm
zamanda 100 insan plasentasinda go6zlemlenmistir. Tanabe, TT genotipine sahip
hastalardan alinan insan plasentalarinda, CT genotipli gruba gore; 6nemli derecede
yiiksek P-glikoprotein seviyeleri kesfetmistir. MDR1 allelik degiskenler igin bir

terminoloji Kim tarafindan ileri siiriilmiistiir (Fromm, 2002).

P-glikoprotein efluks pompasinin, insan viicuduna giren ksenobiyotikleri

sinirlayan dogal bir koruma islevi oldugu i¢in, ABCB1/MDRL1 gen polimorfizminin
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P-gp aktivitesi ve ekspresyon seviyesine etkisi hastalar ve hastaliklar iginde Kritik
onem tasimaktadir. Englund ve arkdaslari (2007), c¢alismalarinda aktif Crohn
hastalarinda (UC), kolonda diisiik P-gp seviyesi gbzlemlemislerdir. Benzer sekilde
Potocnik ve arkadaslari, Sloven populasyonu ile yaptigi ¢calismasinda, 1236 TT ve
1236 CT genotiplerini UC hastalifi yoniinden riskli olarak degerlendirmislerdir.
llimer ve ark. (2002); Akut miyeloid 16semi (AML) hastalarinda 1236 CC
genotipinde barsaklarda en diisiik P-gp ekspression seviyesini bulmuslardir. Juva
ve arkadaslar1 (2009), Kuzey Hindistan populasyonunda; 1236T alelinin sikliginin,
UC hastaliginin goriilmesi yoniinden, kontrol grubuna gore fazla oldugunu, 6zellikle
29 yas altinda 1236C alelinin hastalik olusumununa karst koruyucu rolii oldugunu

savunmuslardir.

Fakat bu bulgularin tersine, Yeni Zelanda’da Kafkas populasyonu ile yapilan
bir ¢alisma 1236 CT heterozigot genotipini, 1236 CC genotipine gore, UC hastaligi
yoniinden, daha riskli bulmuslardir (Huebner ve Ark.,2009). Benzer sekilde; Osuga
ve arkadaglar1 (2006), Japon populasyonunda yaptiklari ¢alismada C1236T
polimorfizminin UC hastaligi riskini etkilemedigi sonucuna varmislardir. Goto ve
arkadaglar1 (2002) ise; karaciger transplantasyonlu hastalarda C1236T polimorfizmi

ile P-gp ekspresyonu arasinda kayda deger bir iliski bulmamislardir.

Bu caligmalar1 beraber degerlendirdigimizde; MDR1 C1236T polimorfizminin
ozellikle, P-gp lokalizasyon bolgelerindeki hastaliklarla iliskili olabilecegi ancak
iliski yoniiniin, hastaligin tipi ve ¢alisilan populasyonlarin gesitliligi gibi etkenlerle
farklilastigi  sonucuna varilabilir. Bu nedenle MDR polimorfizmlerinin farkli
populasyonlarda analizi ve P-gp aktivitesinin bilinmeyenlerinin agiga ¢ikarilmasi

Onem arzetmektedir.

Calismamizdaki bir diger konu; sigara i¢iminin plasenta arsenik diizeylerini
etkileyip etkilemedigini arastirmakti. Elde ettigimiz sonuglara gore; sigara igimi
acisindan, plasenta arsenik diizeyleri istatistiksel olarak anlamli bulunmamasina
ragmen sigara igen gebelerin igmeyenlere gore plasentalarinda arsenik diizeyleri

yiksek ¢ikmistir (sirasiyla; 64,54+32,29 ppb, 61,93£30,21 ppb, p>0,05).
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Sigaranin ic¢inde arsenik bulunmasindan dolay1 Olgiimiin yiiksek ¢ikmast dogal
goriinmektedir. Nitekim; Yiiksel ve arkadaslar1 (2009) Tiirk popiilasyonuyla yaptigi
calismada, sigara i¢imi ile sagta arsenik konsantrasyonlar1 arasinda anlamli bir iliski

tespit etmislerdir.

Ayrica, arsenik maruziyeti ile fetlis arasindaki iliskiyle ilgili literatiirde, Jin ve
arkadaglarinin (2006) fareler lizerinde yaptig1 ¢calismada gebelik doneminde arsenige
maruziyet sonucu Yyavrularda da yiiksek arsenik seviyesine rastlanmstir. Yine
Lindgren ve arkadaslarinin (1984) hayvanlarla yaptig1 ¢calismada anorganik arsenigin
plasental bariyeri gectigini ve segici olarak gelisen hayvan embriyosunun
norepitelyumunda biriktigini belirtmiglerdir. Rudge ve arkadaslarinin (2009) hamile
kadinlarla yapig1 ¢alismada Slgiilen arsenik dahil toksik metallerin ¢ogunun plasenta

bariyerini gecebildigini gostermislerdir.
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5. SONUC VE ONERILER

Calismamizda Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum
kliniginde dogum yapan toplam 112 goniillii anneden plasenta ve vendz kan ornekleri
alindi. Caligilan plasenta orneklerinin oncelikle Grafit Firinli Atomik Absorbsiyon
Spektrometresi (GFAAS) ile arsenik diizeyleri 6l¢iildi, anne vendz kan
orneklerindeki MDR1 C1236T gen polimorfizmi belirlendi ve aralarinda istatistiksel
olarak iliski olup olmadig1 arastirildi. Ayrica, annelerin sigara kullanim bilgileri ile

de tanimlayici istatistikler ve anlamlilik testleri yapildi.

Sonug olarak, genotiplere ve alellere gore plasenta arsenik diizeyleri arasinda
anlamli bir iligki saptanmamis ( p>0,05) olmasina ragmen CC genotipli annelerin
plasentalarindaki arsenik diizeyinin, TT genotipli annelere gore diisiik oldugu tespit
edilmistir. Bu durumda; TT genotipli annelerin bebeklerinin, arsenik maruziyeti

acisindan daha riskli oldugu sonucu ¢ikarilabilir.

Annelerin sigara kullanimi ile plasenta arsenik diizeyleri arasindada anlaml
bir iligki saptanmamig (p>0,05), ancak sigara i¢en annelerin plasentalarindaki arsenik
diizeyi icmeyenlere gore yiiksek bulunmustur. Bu sonuca gore; sigara igen annelerin

bebeklerinin daha fazla arsenige maruz kaldig sdylenebilir.

Ilerideki calismalarda daha biiyiik populasyonlarda calisiimasi ve anne kani,
bebek kani ve plasenta 6rneklerinin arsenik degerleri ile anne ve bebek genotiplerinin

bir arada degerlendirilmesi 6nerilmektedir.
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OZET

P-ghikoprotein gen polimorfizminin plasental arsenik diizeyine etkisi

Bu calismada; yaygin goriilen, sessiz MDR1 C1236T gen polimorfizminin, toksik bir

metal olan arsenigin plasentadan gegisine etkisini belirlemek amaglanmustir.

Calismamizda dogum yapan 112 goniilli annenin plasenta orneklerindeki arsenik
konsantrasyonlar1 Grafit Firinli Atomik Absorbsiyon Spektrometresi (GFAAS) ile 6lciildii.
MDR1 C1236T polimorfizminin genetik analizleri, PCR-RFLP yontemleri ile yapildi ve

aralarinda iligki olup olmadig: istatistiksel olarak degerlendirildi.

Calismamiza katilan bireylerin, MDR1 C1236T gen polimorfizmi ve plasenta arsenik
diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki saptanmamig olmasina ragmen
(p>0,05); gen polimorfizmi bakimindan homozigot tipik (CC) olan bireylerin
plasentalarindaki arsenik miktarinin, heterozigot (CT) ve homozigot atipik (TT) olan

bireylerin plasentalarindaki arsenik miktarina gore diisiik oldugu gézlendi.

Sonug olarak; MDR1 C1236T gen polimorfizminin, plasentaya arsenik gegisini
etkiledigi gozlemlendi. Arsenik maruziyeti gézoniine alindiginda; homozigot tipik (CC)
bireylerin bebeklerinin maruziyete karsi daha avantajli oldugu, baska bir deyisle; homozigot

atipik (TT) bireylerin bebeklerinin maruziyete karsi daha riskli oldugu sonucuna ulasildu.

Annelerin sigara kullanimu ile plasenta arsenik diizeyleri arasindada istatistiksel olarak
anlamli bir iliski saptanmadi (p>0,05), ancak sigara igen annelerin plasentalarindaki arsenik
diizeyi icmeyenlere gore yiiksek bulundu bu sonuca gore; sigara i¢cen annelerin bebeklerinin

arsenik maruziyeti bakimdan daha riskli oldugu tespit edildi.

Anahtar  Sozciikler:  Arsenik, Atomik absorbsiyon spektroskopisi, Gen

polimorfizmi, MDR1, Plasenta.
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SUMMARY

Effect of P-glycoprotein gene polymorphism on placental arsenic level.

In this study, the effect of common ( frequently seen), silent C1236T MDR1 gene
polymorphism on passing/ transition of toxic metal arsenic through the placenta is aimed to
be determined.

In our study, arsenic concentrations in the placenta samples of 112 volunteer mothers
who gave birth was measured by Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometer
(GFAAS). MDR1 C1236T genetic polymorphism analysis was performed using PCR-RFLP

and whether there is a relationship between them or not was statistically evaluated.

Althought a statistically significant correlation was not found /determined between
C1236T MDRL1 gene polymorphism and arsenic levels in the placenta of the individuals who
participated in our study (p>0,05); in terms of gene polymorphism, the amount of arsenic in
placenta of the individuals with typical homozygous (CC), was found lower than the amount
of arsenic in placenta of the individuals with heterozygous (CT) and homozygous atypical
(TT).

Consequently, C1236T MDR1 gene polymorphism was observed to affect the
passage/transition of arsenic into placenta. Considering arsenic exposure, it was reached that
the babies of individuals with typical homozygous (CC) are observed to be more
advantageous against exposure, in other words, the babies of atypical homozygous (TT)

individuals are found to be more risky against exposure.

Besides, a statistically significant relationship was not detected between mother'
smoking and arsenic level of placenta (p>0,05), but the arsenic levels in the placenta of
smoking mothers was found to be higher than those of nonsmokers. According to these
results, the babies of mothers who smoke was found to be more risky in terms of arsenic

exposure.

Key words: Arsenic, Atomic Absorbtion spectroscopy, Gene polymorphism,
MDR1, Placenta.
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Prof.Dr.Tiilin S6ylemezoglu’nun sorumlulugunda yapilmasi tasarlanan ve yukarida bagvuru bilgileri
KARAR verilen klinik aragtirma basvuru dosyasi ve ilgili belgeler; arastirmanin gerekge, amag, yaklasim ve
BILGILERI yontemleri ile bilgilendirilmis goniilli olur formu dikkate alinarak incelenmis, g¢alismanin
gergeklestirilmesinde etik sakinca bulunmadigina toplantiya katilan Klinik ~ Arastirmalar
Degerlendirme Kurulu iiyelerinin oybirligi ile karar verilmistir.

DEGERLENDIRME KURULU BILGILERI
CALISMA ESASI [ Iyi Klinik Uygulamalart Kilavuzu
DEGERLENDIRME KURULU BASKANI UNVANIADI/SOYADI: Prof.Dr.Mehmet MELLI
DEGERLENDIRME KURULU UYELERI

Unvani/Adi/Soyadi Uzmanhk Kurumu Cinsiyet lligki * Katilim ** Imza

Alani
Prof.Dr.Mehmet Tibbi Ankara Univ. EX |KO EQD [HX |EX [HO
Melli Farmakoloji Tip Fakiiltesi (\\/\ Q\ \

AR

Prof.Dr.Cihan Gastroenteroloji | Ankara Univ. EX |[KO EQD [HX [EX [HO
Yurdaydin Tip Fakiiltesi /\W
Prof.Dr.Ahmet Tibbi Onkoloji Ankara Univ. EX |[kKO EQ [HX |EX |HO :
Demirkazik Tip Fakiltesi B P
Prof.Dr.Tanju Eczaci- Ankara Univ. E KO EI |[H EX [HO ( 1
Ozgelikay Farmakolog ‘Ecz. Fakultesi \ ®. ANAN
Prof.Dr.Cem Ruh Saghgive | Ankara Univ. EX |kKO EX [HO |E HO
Atbasoglu Hastaliklari Tip Fakiiltesi b
Prof.Dr.Hakan Genel Cerrahi | Ankara Univ. EX (KO |EO |H EQ [HX UiziNdi
Uncu Tip Fakultesi
Prof.Dr.Nuhan Biyofizik Hacettepe Uni. [EX] [K[O [EQO [HX [EO |[HX | YURTDISINDA
Purali Tip Fakiiltesi

Prof.Dr.H.Serdar Tibbi Biyokimya | AnkaraUniv. |EX |K |EL |HX |EL] |HIX |izINCI
Oztiirk Tip Fakdiltesi

A
Prof.Dr.H.Serap Cocuk Saghgr | Hacettepe Uni. | E[] | KX EQO [HX [EX [HO = /
OO

Sivri Tip Fakuiltesi

an A v
Prof.Dr.Muharrem | Avukat- Ankara Univ. EX |kKO EQO [HX [EO |HKX | TOPLANTIDA
Ozen Ogr.Uyesi Hukuk

Fakultesi ;
Prof.Dr.Banu GCakir | Halk Saghgi Hacettepe Uni. |E] [KX [EQO [HX |EX [HO ”
Tip Fakilltesi ,dv\ﬁ_ol)m
[ Lt /
Ogr.Gor.Dr.Volkan | Deontoloji ‘Ankara Univ. EX | KO E] |H EX [HO A /; / </
Kavas Tip Fakdltesi / v P \JV
i/l
Gulstim Aslan I E— EO [KX [EO [HW [EX [HO /

f
. 2 y
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OZGECMIS

Bireysel Bilgiler

Adi: Derya

Soyadi: DOGAN

Dogum Tarihi ve Yeri: 1980, USAK

Uyrugu: T.C.

Medeni Durumu: Evli

Tletisim Adresi ve Telefonu: Abdurrahman Yurtaslan Onkoloji Hastanesi
Niikleer Tip Boliimii, Demetevler, Yenimahalle/ANKARA

Tel:0(505) 757 5007

Egitimi
1997 — 2003 Hacettepe Universitesi, Fen Fak., Biyoloji Boliimii (Lisans)
1994 — 1997 Fatih Fen Lisesi -ESKISEHIR
1991 — 1994 Besim Atalay Ortaokulu-USAK
1986 — 1991 Gazi Mustafa Kemal flkokulu-USAK

Yabanai Dili: Ingilizce

Mesleki Deneyimi
2011- Biyolog. Abdurrahman Yurtaslan Onkoloji Hastanesi ANKARA
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