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1.GIRIS

1.1. Metaller

Metaller biyolojik proseslere katilmalarina gore essential ve noneessential olmak
iizere iki grupta toplanir. Esansiyel metaller viicutta biyolojik olarak belli bir
konsantrasyonda bulunmasi gerekir ve besin yoluyla alinmasi zorunludur. Bu
elementler viicuda alinim miktarlarmi diizenleyen mekanizmalar1 vardir. Bakir (Cu),
¢inko (Zn) ve demir (Fe), viicutta hiicresel fonksiyonlar1 yerine getiren baglica
elmentlerdendir. Ornegin bakir elementi, hayvanlarda ve insanlarda kirmizi kan
hiicrelerinin ve bir ¢ok oksidasyon ve rediiksiyon prosesinde yer almaktadir
(Bigersson ve ark, 1988). Buna karsin nonessential elementler ise viicutta eser

miktarda bulunsa bile saglik yoniinden negatif etkiler gostermektedir.

Civa (Hg), kadminyum (Cd), kursun (Pb) gibi viicut i¢in gerekli olmayan
elementlerin viicutta olmas1 hiicresel fonksiyonlar1 bozar (Clarkson T., 1993). Bazi
elementlerin bir diger elementlerle benzer metabolizma gostermesi, viicutta onun
yerine ge¢cmesi ve depolanmasi viicutta farkli fonksiyonlara, mutasyonlara sebep
olabilir. Ornegin kursunun kalsiyum ile benzer metabolizma gdstermekte ve onunla
yarismaktadir. Kalsiyum organizma i¢in gerekli bir element olmasma ragmen

kursunun bir ¢ok toksik etkiye sebebp oldugu bilinmektedir (Vural N., 1984).

1.1.1. Demir Elementi

Demirin viicuttaki bazi reaksiyonlar1 katalizlemesi, elektron alip vermesi ile oksijen
tagimasi, enerji olusturmasi gibi 6nemli gorevleri oldugundan organizma igin gerekli

bir elementtir. Demirin biyolojik Onemi bilinmesine ragmen yeni genler ve



proteinlerin bulunmasiyla beraber emilimi, depolanmasi, atilmasi ve molekiiler

dongiisii daha anlasilir hale gelmistir (Ganz, 2004).

Demir, birgok maddenin yapisinda bulunmasi gereken elementdir. Kanda oksijen
tasgtyan hemoglobinin (Hb) yapisinda demir bulundurmasi gerekir. Ayrica
miyoglobin, sitokrom, peroksidaz ve katalaz gibi maddeler i¢in de demir 6nemli
gorevleri tstlenir. Demirin ana goérevi Hb’nin ana pargast olan Hem’i
olusturmaktadir. Hb viicuttaki demirin %60-%70’ni1 bilinyesinde barmdirir (Ganz T.,

2006; Ganz T., 2004).

Glinliik ortalama demir miktarmin (20-25 mg) duodenum ve jejenumdan yalnizca 1-
2 mg kadar1 emilebilir (Ganz, 2006). Insan viicudundaki toplam demir miktar;
agirlik, yas, cinsiyet ve hemoglobin miktarmma gore degisiklik gosterir (Sekil 1.1).
Organizmadaki demirin %60-70 hemoglobinde ve eritrositlerde, %10Tuk kismi
miyoglobin, sitokromlarda ve demir igeren enzimlerde, geri kalan %20-30’luk kism1
ise gerektiginde kullanilmak iizere karacigerde depolanir (Atanasiu ve ark., 2006).
Gastrointestinal sistemden dokiilen epitelial hiicreler ve kanamalar disinda
organizmadan demiri atan fizyolojik bir mekanizma yoktur (Fleming ve Bacon,
2005).
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Sekil 1.1: Demirin viicutta dongiisii
(http://mcganswer.blogspot.com/2010/05/iron-metabolism-in-human-body.html
sitesinden tiirkceye uyarlanmistir).

Insanda toplam demir miktar1 kisiden kisiye degisiklik gosterir. Agirlik, hb
konsantrasyonu, cinsiyet ve yas kriterleri demirin viicuttaki konsantrasyonunu
etkiler. Ornegin tam zamanli dogmus bir yenidoganda 75 mg/kg demir bulunurken,
bir yil sonraki viicut demir konsantrasyonu 40-50 mg/kg diiser (Oski ve ark., 1982).
Cinsiyette bu c¢ok fazla degiskenlik gostermemekle birlikte kadinlarda demir
eksikligi yaygindir (Cizelge 1.1).

Hemoglobin, miyoglobin, sitokromlar ve demiri kofaktor olarak kullanan enzimler
fonksiyon olarak demir bulundururlar. Fonksiyonel olarak bulunan demir, viicut total
demir’in %70-90 nmn1 olusturur.Karaciger, dalak, kemik iligi ve kasta ise geri kalan
%10-30’luk kismi demirin diger sekilleri ferritin ve hemosiderin olarak depolanir
(Beutler ve ark.,2006). Yaklasik 3 mg demir ise transferine bagl olarak plazmadan
dolasir halde bulunur (Brittenham ve ark., 2000).

Cizelgel.1.Eriskin insanda demirin viicuttaki dagilimi (Brittenham ve ark., 2006)


http://mcqanswer.blogspot.com/2010/05/iron-metabolism-in-human-body.html

1-Fonksiyone! demir
Hemaglobin 3lme'ky 28 mp'kg
Miyoglobin 3 mg'kp 4 mg'kg
Hem enzimleri 1 mg'kg 1 mg'kz
Mon ham enzimleri 1 mg'kg 1 mgkz
2-Transport demirf
Transfarrin <10 mede <1 ([{02) mgkg
3-Dapo demir
Farritin # mplp 4 mg'kz
Hemosiderin 4 mg'kg 2mgks
Toplam HEm™ m

Insanlarda giinliik, viicuttan 1-2 mg demir kaybolur. Bagirsak epitel hiicreleri
tarafindan diyetle alinan demirin %10’u, bu kaybedilen demirin yerine kullanilmak
iizere depolanmaktadir. Viicut ihtiyacina gore de yine bagirsak epitel hiicreleri

tarafindan depolamaktadir (Ganz, 2004; Pietrangelo, 2006).

Demirin, yaslanan eritrositlerden ve diger kaynaklardan geri doniisiimii siki bir
mekanizma ile korunmaktadir. Yasam siiresi dolmus eristrositlerin yikima ugramasi
ile yaklagik 15-25 mg demir agiga c¢ikar. Ac¢iga cikan demir dolasima girer
transferine baglanir ve primer olarak kemik iligine dagilir. Kemik iliginin ihtiyaci
olan demir kemikte depolanirken, fazlasi tekrar hemoglobin yapisina girer (Gantz,
2006; Gantz, 2004; Pietrangelo, 2006). Boylece viicutta yasam siiresini doldurmus

hiicrelerden kaynaklanan demir bile viicuttan disar1 atilmadan tekrar kullanilmis olur.

Demir, viicutta iki sekilde bulunur: dogal olarak bulunan organik hem demiri ve
disaridan ¢esitli yollarla alinan inorganik demir (non-hem demir). Hemoglobin ve
miyoglobin molekiiliiniin parcast olan demir hem demiri olarak adlandirilir. Bu
demir sadece et iirlinlerinde (kirmizi et ,balik ve tavuk eti) bulunur. Bu iiriinlerdeki
demirin %30-60’m1 olusturur. Geri kalani ise non-hem demiridir. Non hem demir ile
hem demirinin ayrimi 6nemlidir ¢iinkii bunlarin mekanizmalar1 viicutta farkh sekilde
gergeklesmektedir. Hem demiri viicut ihtiyacma goére emilir ve emilimi non-hem

demire gore daha kolaydwr. Demir ihtiyac1 oldugunda hem demirinin %351



absorplanirken, ihtiyacin olmadigi durumlarda bu oran %15’lere diigebilir (Monsen,
1988 ). Diyetle alinan demirde genel anlamda hem grubu bulunmaz. Hem grubu
icermeyen demirin emilim orani ¢ok disiiktiir. Non-hem demirinin emilimini
etkileyen 2 faktor, et {irtinleri ve C vitaminidir. Eger non-hem demiri i¢eren besinler
et ile beraber alinirsa non-hem demirinin emilimi 2-4 kat artirmaktadir. Mekanizmasi1
tam olarak ac¢iklanmasa da sindirim tirlinlerinin rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Ayrica
C vitamini igeren besinlerin alinmasinda demir absorpsiyonunu %85 artirmaktadir

(Hallberg ve Rossander, 1982).

Demir viicutta indirgendiginde heme baglanma 6zelligi kazanir. Diger bir deyisle,
ferroz demir, ferrik demire gore daha kolay emilir. Ferroz demir reaktif 6zelliginden
dolay1r hasar olusturabildiginden demir, viicut fonksiyonlarmi yerine getirecek
miktarda alinmalidir. Parenteral yoldan alinan demir dokularda fazlaca birikecek ve
oksijen radikalleri olusacaktir. Thtiyac durumuna gore bu tarz dalgalanmalar olsa da
demir alimi belli aralikta tutulacaktir. Bu durum, demirin hiicre i¢i ve dis1 transportu,

absorpsiyonu, depolanmasi veya ferrik demire geri doniistimii ile saglanir (Nemeth

ve Ganz, 2006).

1.1.2 Demir Emilimi

Demirin plazmada transferrin ile tasmarak gereksinimi olan dokuya verilmesi,
transferrinin demir metabolizmasindaki onemini artirir. Bunun nedeni, hiicrelerin
cogu demiri plazmadan transferrin araciligi ile alir. Her transferrin molekiilii iki tane
ferrik demiri giiclii sekilde baglar. Makrofajlar fagosite ettikleri eritrositlerden demir
alirlar (West ve Oates, 2008). Serbest demirin eritrosite ge¢me yetenegi yoktur.
Transferrin ile hiicre yilizeyine gelen demir, buradaki transferrin reseptorleri yoluyla
hiicre i¢ine almir. Transferrinin demiri baglama kapasitesi tam doldugunda plazmada
serbest demir meydana gelir. Bu demir 6zellikle karaciger ve kalp hiicrelerine
kolaylikla girerek hiicresel diizeyde hasar olusturabilir (Chung ve Wessling-Resnick,
2003).



Demir, hiicre igine aktif transportla taginir (Sekil 1.2). Demirin aktif transportunda
divalan metal tasiyici proteini (DMT-1) gorev alir. DMT-1 duodenum hiicreleri olan
enterositlerde sentez edilir. Enterositlere ulasan demir iki yol izler: enterositten
ayrilarak viicudun igine tasima veya ferritine baglanma. Viicuda kazandirilan demir
hizla transferrine baglanir. Transferrin boylece demiri alyuvarlara aktarir. Diger
yandan, ferritine baglanan demir enterositlerde kalir. Enterositin yasam dongiisii

tamamlandiginda demir viicuttan arinmais olur.

ok
-
1O
Duodenal
Enterosit
a DMTY
J
] Transferrin
Reseptor
S8 Demir

% Ferritin

Sekil 1.2. Demir metabolizmasinda etkili basamaklar (http://www.tkb.dergisi.org/):
1. basamak: Divalan metal tasiyici proteini (DMT-1) ile aktif transport ve
enterositlerde sentez; 2. basamak: Enterositlerden ayrilma; 3. basamak: Transferrine
baglama; 4. basamak: Viicuttan arinma

Demir, duodenum ve proksimal jejunumdan emilse de gerektiginde incebagirsagin
distal boliimiinden de emilebilir. Duodenal kript hiicreleri, insanlarda viicudun demir
gereksinimini ve eritropoezin ihtiyacini algilama yetenegine sahiptir. Algiladigi bu
bilgiyle matiir enterositler absorbtif enterositlere doniisiir. Absorbtif villuslarda
bulunan enterositler, gastroduodenal bileskeye yakin yere yerlesirler ve demir
emiliminden sorumludur. Demir plazmaya ulasmak i¢in enterositin apikal be
bazolateral membranindan geger. Besinlerden edinilen demir burada transferrinin

rolii olmadig: i¢in transferrine baglanmaz.



Direk olarak besinle alinan demir, mide iceriginin diisik Ph’ya sahip olmasi
nedeniyle demiri ¢ok daha kolay ¢dzer. Bunun yanisira proton yoniiyle ortam
zenginlesir. Fircamsi kenarda bulunan ferrirediiktaz enzimi, ferrik iyonu ferrdz
iyonuna indirger ve DMT1 (metal transporter) ile hiicre igine girisi saglar (Fleming
ve ark., 1997).

Intestinal yoldan demir alimin1 demir sensdr proteinleri olan iron regulatdr proteinler
(IRP) ve iron responsive elementler (IRE) sistemleri tarafindan diizenlenir. Bu
diizenleme, sitoplazmada bulunan ve hiicre i¢i demir alimin1 kontrol eden IRP ve
demir proteinlerinin mRNA iizerindeki 30 niikleotidlik boliimii igeren bolgenin diger
bolgenin iliskisiyle agiklanabilir. Duodenal enterositlerden ne kadar demir almacagi
apikal DMT1 diizeyine ve bazoleteral taraftan HFE (Hemokromatozis) ile sinyal
alan bolgenin diizeyine baghdwr. Kript HFE’si plazmadaki TfR1 ile fizyolojik olarak
etkilesime girer ve organizmanin demir ihtiyacini bildirir. HFE B2 mikroglobulinle
etkilesime girer, demirle doymus transerrin ile temas ederek kript hiicresine demir
alimmi gergeklestirir. HFE gen mutasyonu sonucu ise hemakromatozis hastaligi

ortaya ¢ikmis olur (De Domenico ve ark., 2007; Goodnough ve ark., 2010 ).

Demir aliminda en ufak artis viicudun enfeksiyona karsi direncini diistiriir. Asiri
miktardaki demir bakterilerin ¢ogalma hizini artirir. Buradan hareketle, asir1 demir
yikklemesi uygulanan hastalar patojenlere karst daha savunmasizdir. Demir
absorpsiyonu iki durumda degiskenlik gosterir: demire bagh ozellikler, kisiye baglh
Ozellikler. Demirin emilebilen formda alinmasi, diyette alim miktari, demirle birlikte
aliman diger besin 6geleri, ila¢ kullanimi, emilimin demire bagl olarak degistigi
durumlardir. Kisiye baglh 6zellikler ise mideden gecis, bagirsak islevi, ameliyat olma
ve mide-bagirsak sisteminde goriilen ¢esitli hastaliklardir. Bu hastaliklardan en
Oonemlisi, demirin aswr1 alimma bagli olarak kalitsal nedenlerle meydana gelen

hematokromatozistir (Townsend ve Drakesmith, 2002).



1.1.3 Demir Toksisitesi

Demir, tiim hiicrelerin fonksiyonlarina katilmaktadir ve hiicrenin ihtiyacina gore
elektron alip vermektedir. Demir, ferrik demir (Fe*?) ve ferréz demir (Fe*®) halinde
bulunabilir. Bu 06zellik demir igeren mitokondrial sitokrom enzimleri i¢in dnem
tagimaktadir. Ferrik demirin ferr6z demire indirgenmesi sirasinda meydana gelen
elektron aktarimi olumlu ve olumsuz sonuclara yol acabilir. Asir1 miktarda demir
alimi sonucunda, serbest dolasan demir miktarinda artig goriiliir. Bu serbest demir,
serbest oksijen radikallerinin olusumunu tetikler (Horvathova M ve ark. , 2010).

Serbest radikaller, dis orbitalinde eslesmemis elektron bulunduran yapilardir.
Eslesmemis elektron tasimalar1 kimyasal yapilarin reaktivitesini olaganiistii diizeyde
arttirdigindan, radikaller reaktivitesi ¢ok yiiksek olan kimyasal tiirlerdir. Serbest
radikaller pozitif yiiklii, negatif yiiklii veya elektriksel olarak notral olabilirler ayrica
organik veya inorganik molekiiller seklinde de olabilirler. Ancak biyolojik
sistemlerde en Onemli serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir. Oksijen
radikallerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek icin viicutta
bazi savunma mekanizmalar1 gelistirilmistir. Bunlar antioksidan savunma sistemleri
olarak bilinir. Organizmada serbest radikallerin olusum hiz1i ile bunlarin ortadan
kaldirilma hiz1 dengededir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir (Lee ve

ark., 2006).

Yeterli miktarda detoksifiye edilemeyen serbest oksijen radikalleri olduk¢a zararl
olup toksik etki potansiyeline sahiptir. Serbest radikallerle olan bu iliskisi nedeniyle,
ideal durumda demirin serbest dolasmamasi gerekir. Transferrinle tasinan baglh
demir, ferritinle depolanir. Boylece, demir konsantrasyonu dengelenmis olur

(Waheed ve ark., 1997).



1.2. HFE (Hemokromatozis) Gen ve Yapisi

HFE (Hemokromatozis) geni ilk olarak 1996 yilinda bulunmus ve adina HLA-H
denilmistir. Daha sonra Feder ve arkadaslar1 geni klonlayarak yapisini ve roliinii
anladiktan sonra adi HFE olarak degistirilmistir (Feder J ve ark., 1996; Brandhagen
ve ark., 1999). HLA lokusunun bulundugu bélgede, 6.kromozomun kisa kolunda
(6p21.3) yer almaktadir (Sekil 1.3). Bu gen 6 ekzon, 5 intron ve 44356 baz ciftinden
meydana gelir (Brissot ve ark., 2004).

HFE Geni

6.kromozom
Sekil 1.3. HFE Geninin 6. Kromozomdaki lokasyonu

(http://ghr.nlm.nih.gov/gene/HFE)

HFE baz1 organlarda bulunan bir transmembran proteinidir (Anntonella ve ark,
1998). HFE proteini biiyiik bir hiicre disi, transmembran ve stoplazmik kisimlardan
olugmaktadir. Hiicre dis1 al, a 2 , a3 unitelerinden olusur (Sekil 1.4). Bunlardan al
peptid baglayan kisimdir, a2 ve a3 de ise disiilfit baglar1 yer almaktadir (Waheed ve
ark., 1997). HFE geni HLA proteinine benzemektedir. HLA klas 1 proteininde
bulunan a3 alt yapida bulunan beta-2-mikroglobin (f2M) ile iliskiyi saglamada rol
alir. HFE proteini ise beta-2-mikroglobin ile etkilesime girer ve diferrik transferinden
transferin reseptorii 1 araciligi ile demir alis verisini diizenlemektedir (Mura ve ark.,

1999).


http://ghr.nlm.nih.gov/gene/HFE
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Sekil 1.4. HFE proteininin ii¢ boyutlu yapis1

HFE demir metabolizmasindaki gorevini etrafnda bulunan molekiillerle etkilesim
icerisine girerek gerceklestirmektedir. Etkilesim igerisine girdigi molekiiller ise beta-
2-mikroglobin (B2M) ve transferrin reseptorii 1 (TfR-1)’dir (Bothwell ve ark., 1995).
HFE proteini duodenal kript hiicresinin bazolateral ylizeyinde bulunmaktadir. Demir
ise transferin molekiiliine baghdir ve transferin reseptorii araciligi ile kript hiicresi
icerisine alinir. Kript hiicresi igerisinde demirin azalmasi durumunda bu hiicreler
farklilasarak villus enterosit hiicrelerine doniisiir. DMT-1 bagirsak liimeninden Fe+2
iyonlarmin alinmasindan sorumludur. Hiicre i¢ine alinan demirin bazolateral
yiizeyden plazmaya verilmesini saglayan ise ferroportin-1 proteinleri gérev alir
(Pietrangelo, 2003 ). DMT-1 ve ferroportin 1 proteinleri kript hiicre i¢i demir
azaldiginda bu proteinler artirilir. Villus enterosit hiicreleri tarafindan alinan demir
(Fet+2) ise plazmada bulunan hephestin molekiilii ile Fe+3 doniistiiriiliir. Ferrik
durumda plazmaya verilen demir iyonu reseptdrii ile karaciger ve diger bagka
organlara taginmaktadir. TfR-1 ve TfR-2 reseptorleri tarafindan alinan demir
viicudun ihtiyact karsiliginda kullanimak {izere hepatosit hiicrelerinde ferritin olarak

depolanmaktadir (Fleming ve Bacon, 2005).

Hemokromatozis hastalar1 kursunun absorpsiyonu yoniinden risk altindadir.

Homozigot atipik hastalarda bu genin mutasyonu kursunun daha fazla birikmesine



11

yol acar. Heterozigot hastalarda ise orta diizeyde kursun kan diizeyi var olmaktadir.

(Barton J ve ark., 1994).

Hemokromatoz gen tasiyicilar1 ve kursun absorpsiyonu ile ilgili iki mekanizmanin

Ozeti:

1.Hemokromatozis hastlarda HFE geninin kesfedilmesiyle demir fazlaliginin oldugu
ortaya ¢ikmistir. Gorilinliyor ki transferrin reseptoriine bagli HFE geni, normal
bireylerin bagirsaginda demirin absorpsiyonunu ve baglanma afinitesini azaltir
(Gross CN ve ark., 1998). HFE geninin mutasyonu sonucunda fonksiyonel olarak
azalma meydana gelir. Bu da bagirsaktaki transferrin reseptdriine baglanmayi ve

demir absorpsiyonunu artirir (Basclain KA ve ark., 1998).

2.Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda, HFE geni eksik farelerde, duodenumda
DMT-1 proteinin arttig1 gézlemlenmistir. Farelerdeki duodenumda mRNA da 7 kat
artis olmustur. Normal bireylerin duodenuom biyopsisi ile kalitsal hemokaromatozis
hastlarinin duodenum biyopsisi karsilastirildiginda, hasta bireylerin mRNA’sinin 3
kat daha fazla oldugu tespit edilmistir (Zoller H ve ark., 1999). HFE genin icerdigi
metal tasiyici diger proteinler bagirsakdaki DMT gibi, demir absorpsiyonunun
disinda diger metallerinde tasindigi bu bulgularla belirlenmistir (Burt MJ ve ark.,
1998).

Bagirsaklardaki kadmiyum ve kursun konsantrasyonlarindan yaklasik 100 kat daha
fazla demir konsantrasyonu, tasiyicinin baglanma bolgesindeki demir ve toksik
metaller arasindaki yarigmaya isaret eder (Berglund M ve ark., 1994). Ancak, hem
kadmiyum hem de kursunun DMTI1'e baglanan yap1 olan iki degerlikli yapida
olmalarma karsin, Demir(IIl) ¢evrede en c¢ok bulunan demir formudur ve
Demir(Il)'ye indirgenmesi gerekmektedir (Andrews NC. ve Levy JE., 1998). Eger
yeterince ferro demiri (iki degerlikli) mevcut degilse, kadmiyum ve kursunun

tasiyictya baglanmasi olasidir. Ilging bir bigimde, flebotomi yapilmis veya
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yapilmamis kalitimsal hemakromatozlu (HH) bireylerin mukozal yiizeylerindeki
ferrilerin ferrolara rediiksiyonu kontrollere kiyasla artig gosterir. Bu nedenle hem
demir rediiksiyonunun hem de DMT1 ekspresyonunun hastaligin tedavi edilmeyen
evresi siiresince artig gostermesi miimkiindiir. Oysa flebotomi tedavisi ferri iyonunun
rediiksiyonunu artrmadan DMT1 ekspresyonunu artirir (Zoller Hve ark., 1999;
Fleming RE ve ark., 1999). Bu durum kadmiyum ve belki kursun i¢in de bu toksik
metallerin ~ artan  absorpsiyonu ile sonuglanan flebotomiden Oncesiyle

kiyaslandiginda, kiiciik bir avantaj saglayacaktir.,

Cesitli calismalar, HFE genindeki ©Onemli mutasyonlar kursun ve demirin
absorpsiyonunu degistirmis ve ortaya ¢ikan saglik sorunlarida yasa bagimli oldugunu
gostermistir. Ornegin Wright ve ark yaptig1 ¢alismada HFE mutasyonunun (H63D ya
da C282Y) yetigkinlerde kan diizeylerini, kaval kemigi ve diz kapagi kemiklerindeki
kursun diizeylerinin diger tip bireylere gore farkli oldugunu bulmustur. Buna karsilik
her iki HFE ve TF demir metabolizmasi gen varyantlar1 Meksika ¢ocuklarda artmis

kan kursun diizeyleri ile iligkili oldugu gdésterilmistir (Wright RO ve ark., 2003).

Anneden fetusa demir transferi, anne dolagimindan fetal dolasimdaki plasentaya
tasinan ve sonraki transferde, demir alimini iceren diizenlenmis bir prosestir.
Anneden fetusa demir transferinin arkasindaki mekanizmalar aciklhiga
kavusturulmaya caligilsa da, hala c¢ok iyi bilinmemektedir. Gebelik ilerledikge,
anneden fetusa gecen demir miktar1 artar ve bu artis konsantrasyon farkina
yoneliktir. Plasentanin sinsityotrofoblastik hiicreleri maternal dolasima bitisik apikal
yiizeyi ve fetal dolasim sinirindaki bazolateral yiizeyi ile anne ve fetus arasinda
bariyer olusturur. Proteinler, transferrin reseptor 1 (TfR1) ve HFE iceren
sinsityotrofoblastlarin apikal membraninda lokalizedir. Maternal dolasimdaki diferrik
transferin, sinsityotrofoblastin apikal yiizeyinde TfR1'e baglanir ve bu kompleks
endositozis tarafindan igsellestirilir. TfR'den demirin ayrisimi  endozomal
kompartmanlarinin asitlenmesine neden olur; muhtemelen DMT1 ile demir daha

sonra sitoplazmaya salinir. Sinsityotrofoblastik hiicrelerin bazal membranda lokalize
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olmas1 gostermistir ki fetal dolasimdaki demirin transferi ferroportin (FPN) ile

gerceklesir.

Demir daha 6nceden bahsedildigi gibi hiicresel proseslerde 6nemli rol oynar fakat
plazma demir transferrine bagli olmadigindan toksiktir. Bu non transferrine bagl
demir, hiicresel oksidatif hasar ve ndrodejeneratif hastaliklarin patogenezinde iddia
edilen mekanizmada serbest radikal tireten proseslerde katalizér gorevi yapar (Eaton
and Qian 2002; Samson and Nelson 2000). HFE polimorfizminde asir1 demir
yiiklenmesi bu bagli olmayan demiri artirir, demirin varlhigi ise kursunun oksidatif

etkisini ortaya ¢ikarir.

1.2.1. HFE Gen Mutasyonlan

HFE’nin 37 allel varyanti belirlenmistir. Klinik olarak belirlenmis ise 2 mutasyonu
bulunmaktadir. 1999 yilinda birde S65C mutasyonu belirlenmis fakat hastalik
iizerinde diger iki mutasyona gore ¢cok daha hafif etkisi oldugu icin {izerinde durulan
bir mutasyon olmamistir (Limdi ve Crampton, 2004). Diger mutasyonlar1 olan
V53M, V59M, H63H, Q127H, Q283P, E168Q, W169X, P168X’nin ise klinik etkisi
bilinmemektedir (Camaschella, 2002). Bu mutasyonlarn 1 allelde olusmasima
hetorozigot mutant, 2 allelde olusmasina homozigot mutant olarak adlandirilir.
Mutasyon yok ise buna da yabanil tip denilmektedir (Brandhagen ve ark., 1999 ;
Pietrangelo, 2003). En c¢ok calisilan mutasyonlardan birincisi olan C282Y
mutasyonunda, 282. pozisyonunda ki sistein aminoasidi yerine trozin aminoasidinin
gecmesidir (Sekil 1.5). ikinci mutasyon olan H63D ise, histidin aminoasidi yerine

aspartat aminoasidinin ge¢mesidir (Meadows ve ark, 2002).

C282Y mutasyonu: Kuzey Avrupa kokenlilerde en sik rastalanan mutasyon olarak

bilinir. Avrupa da bile kuzeyden giineye gidildikge bu siklik azalmaktadir. Avrupada
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63 ayr1 toplumdan olusan 10708 kiside HH’li hastaligin major sebebi bu
mutasyondur (Lucotte, 2001).

baz ¢ifti yer
degistirmesi
C282Y

6.kromozom

DNA

Sekil 1.5. C282Y Mutasyonu

HFE genin 845. niikleotidi olan Guanin (G) bazinin Adenin (A) bazina transisyonu
sonucu olusur. Bunun sonucu olarak nokta mutasyonu olusur ve a3 halkasmdaki
282. pozisyonunda sistein aminoasidi yerine trozin aminoasidi gecer (Hash, 2001).
Bu alanda disiilfit baginin ortadan kalmasi ile bu olay gergeklesir. Dolayisiyla bagin
ortadan kalkmasi, HFE proteini ile beta-2-mikroglobin (f2M)’nin iliskisi kesilmis
olur ve baglanma ortadan kalkar (Waheed ve ark., 1997). Bu mutasyonlu protein
(C282Y), hiicre yiizeyine afinitesi diiser, endoplazmik retikulumda ise daha hizli
yikilan protein 6zelligi kazanmaktadir. Beta-2-mikroglobin (f2M)’e baglanamayan
bu mutant protein normal gorevi dismna ¢ikar ve demir emilimini fazlaca

gergeklestirir.

H36D Mutasyonu (Sekil 1.6): HFE’nin bir diger mutasyonu olan H63D, 187.
Niikleotid deki C bazinin G bazina transversiyonu ile gergeklesir. Nokta mutasyonu
sonucunda ise histidin aminoasidi yerine aspartat aminoasidinin geg¢mesi ile olur
(Brissot ve ark., 2004; Barut ve ark., 2003). Mutasyon al katmaninda gergeklesir
(Brandhagen ve ark., 1999). Bu mutasyon C282Y mutasyonu gibi B2M’ne
baglanmasini etkilemez, transferin resoptoriinii diferrik transferine olan baglanma

afinitesini etkiler.



15

baz ¢ifti yer
degistirmesi

Baz
ciftleri

kisa kol
6p21.3

6.kromozom DNA

Sekil 1.6. H63D Mutasyonu

1.3. Kursun

Agir metal kelimesi son yirmi yili agkin siiredir daha sik kullanilmaya baslanmistir.
Terim anlami olarak bir¢ok anlamlardan s6z edilse de net bir tanimi
bulunmamaktadir. Bazilar1 agir metalleri yogunlukla bazilar1 atom agirligina gore

tanimlama yaparlar (Phipps, 1981).

Kursun, antik caglardan beri bilinen yedi metalden birisidir. Yapilan arkeolojik
arastirmalar sonucu kursunun tarihi ise yaklasik 7000 yil 6ncesine dayanmaktadir.
Fakat ¢alismalarm kimin yaptig1 hala bilinmemektedir (Lesser, 1988). M.O 2000
yillarinda Fenikeliler, Ispanya da kursun madenleri isletmis, Misirlilar ve Ibraniler
tarafindan kullanilmaya baslanmistir. En yogun olarak yararlanan devlet ise
Romalilar olmustur. Romalilar, pisirme kaplarinda, boru yapiminda, ¢émlek gibi
malzemelerde metallik kursun kullanilmaktaydi (Hernberg, 2000). Hatta kaplarin
kursun ile kaplanmasiyla onun igerisinde kaynatilan asidik sarabin sonucu kursun
asetat olusur ki buda sekeri heniiz kesfetmemis Romalilar igin tatlandir1 olmustu.
Mezarlarda yapilan arkeoloji c¢aligmalarinda, aristokratlarm ve kolelerin
kemiklerinde yogun sekilde kursun bulunmustur (Mackie ve ark,1975). Osmanlh

doneminde yaklagik 5000 yillik tarihli bilinen en eski kursun esya Truva
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harabelerinde bulunmustur. Osmanli topraklarinda bulunan Truvaya yakinlhig: ile
bilinen bugiinkii Balya ilgesinde, bir maden isletmeciliginin oldugu bilinmektedir
(Gidlow, 2004). Fatih doneminde ise Osmanlinin fetihleri askeri ve siyasi basarilar
sagladig1 gibi maden rezervlerini de artirmistir. Kursun boylece top, giille, mermi,
¢ivi gibi harp malzemelerinin yani sira cami, medrese, kubbe ve mimari yapilarda

kullanilarak giincel hayata gegmistir.

Ekotoksisitede ya da potansiyel toksisite de yarattigi kontaminasyonlardan dolayi
yar1 metal, metal ya da agir metal olarak adlandirilir (Atkins and Jones, 1997).
Arsenik, kadminyum, kursun, civa gibi agir metaller olusturdugu bilesikler,
oksitlenmeleri ve yarattig1 toksik etkileri incelendigi gibi ¢evreye, hayvanlara ve

insanlara verdigi zararlarda bir okadar incelenmesi sart olan konulardandir.

Kursun, cevresel ve biyolojik sistemlerin her evresinde bulunabilen toksik bir
elementdir. Sanayinin kurulmasi ve ¢ogalmasiyla beraber ¢evreye yayilan metaller
artmaktadir (Yiksel L, 1996). Kursun, civa gibi bu agir metaller su, riizgar ve insan
faktorleriyle beraber tagmnirlar ki buda hem cevresel kirlilik hemde saglik sorunlari

olusturmaktadir (Asubiojo ve ark., 1991).

Kursun, dogada en ¢ok bulunan diisiik erime noktasina sahip agir ve gri renkli bir
metaldir. Genellikle bir ya da birden fazla elementle alasim halinde bulunur. Kolayca
sekil alir (ATSDR, 2005).

1.3.1. Kursunun Fiziksel Ve Kimyasal Ozellikleri

Kursun cevherleri yer altindan kazma, patlatma, kirma ve 6giitme asamalarmdan
gegcirilerek ¢ikarilir. Kiigiik bir miktar1 ise radyoaktif elementlerin bozunmasi ile hem
dogal olarak hemde sentetk olarak iiretilir. Kursunun yer kabugunda bulunma siklig1

12,5 g/t dur. Kursunun en ¢ok rastlanilan cevherleri, siilfiir minerali galen (PbS) ve



17

onun oksitlenmis tirlinleri olan seriisit (PbCO3) ve anglezittir (PbSO4). En 6nemli

olani ise galendir.

Kursun (Pb), 82 atom numarali ve mavi-giimiis renklidir. Atom kiitlesi 207,19 olup
dogada kiitle numaralar1 208, 207, 206 ve 204 olarak dort izotopu bulunmaktadir.
Erime noktas1 327,43°C ve kaynama noktasi ise 1740°C’dir. Kursunun kararl
bilesikleri olan kursun tetraetil veya tetrametil de kursun karbon atomuna baglh
oldugundan kaynama noktalar1 110°C ve 200 °C ye kadar diiser (ATSDR,2005).
Erime noktas1 diisiik oldugu i¢in yumusakdir. Kokusuz bir elementtir. 20°C’deki
yogunlugu 11,34 g/cm3 diir. Kiitle numarasinin biiyiik olmas1 ve kristal yapismin
yiizey merkezli kiibik yapida olmasi nedeniyle yogunlugu diger metallere gore
yiksektir ( U.S. DHHS, 2003; 2). Metalik kursun nitrik asit ve siilfirik asitte
coziilebilirken, organik solventlerde ¢oziilmezler. Suda ¢ok yavas ¢oziintirler. Ancak
kursun tuzlar1 olan kursun nitrat ve kursun asetat suda c¢oziiliir. Kursunun +2
degerlikle, borat, karbonat, siyanat, siilfat, siilfid, iyodat, kromat yaptig:
bilesiklerinde ise suda ¢ok daha kolay ¢6ziiniir (Hazza ve ark. , 2004).

Kursunun son katmaninda 4 adet bag yapabilecek elektron olmasina ragmen 0, +2 ve
+4 degerlik alir. Kursun 0 degerligi ile diger metallerle alasim olusturur, ¢linkii o

degerlikte ki kursunun korozyona dayaniklilig1 yiiksektir.

1.3.1.1. Kursun ve Kimyasal Bilesikleri

1.3.1.1.1. inorganik Kursun

Kursun, akii sanayisi basta olmak iizere, seramik sanayisinde, askeri mithimmatlarda,
pigment iiretiminde, kimyasal ve alasimlarda, boru - kablo kaplamalarinda ve
endiistri alanlarinda kullanilmaktadir (May, 2011). Bugiin yaklagik 200 is tiiriinde

kursun zehirlenmesi olabilecegi bilinmektedir. Meslek tiirlerine bakildiginda da
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kursunun nerelerde kullanildigi yon verebilir. Kursun madeninin ¢ikarilmasi
islenmesi ve dokiimii, kursun levha, sac, tel ve kablo yapimi, lastik iireticileri,
matbaacilar, plastik ve cam iireticileri, akii iireticileri, hurda geri doniistim isleri,

tesisat¢ilar kursun kullanmaktadir (Nordin, 1994).

Saf metal olarak; Kursun levha ve borular, tel ve kablolar, yap1 kaplamalarinda, X
isinlar1 ve radyoaktif maddelerden korunma ekranlari, reaksiyon kaplar1 ve depolama
tanklar1 yapiminda kullanilmaktadir. Inorganik bilesik olarak ise asagida verilmistir
(Tungbilek, 1998).

KURSUN SULFUR (PbS): Seramiklerde, ayna kaplamalarda, roketlerde kullanilir.
KURSUN SULFAT (PbSO4): Fotografcilik, tas baski sanati, cinko ile galvanik
bataryalarda kullanilir.

KURSUN SILIKAT (PbSiOs3): Seramik sanayiinde toprak kaplarin sirlanmasinda
kullanilir.

KURSUN KARBONAT (PbCOs3): Katalizor olarak, tas baski sanatinda foto iletken
olarak ve bazi boyalarda kullanilir.

KURSUN KLORUR (PbCly): Amyant kaplama ve fren balatalarinda katalizor ve
alev geciktirici olarak kullanilir.

KURSUN FLORUR (PbF;): Sigortalar, eloktronik 1sik sistemler, kolay eriyen
camlarda kullanilmaktadir.

KURSUN IYODUR (Pbl;): Amyant fren balatalarinda, termoelektrik materyallerde,
foto-grafik emiilsiyonlarda kullanilmaktadir.

KURSUN NITRAT (Pb(NOs),): Kibrit ve patlayict imaltinda, naylonda sicaklik
stabilizatorii olarak kullanimaktadir.

KURSUN OKSIT(PbO): Metal dizi harfleri, lehimcilik, akiimiilatér yapimi ve bazi
boyalarda

KURSUN TETRAOKDIT (Pb3Oy): Akiiler ve boyalarda yiikseltgen olarak algilar,
yaglar, vernikler, kauguk renklendirilmesi, c¢imentolarda kullanilmaktadir

(U.S.DHHS, 2003).
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1.3.1.1.2. Organik Kursun ve Kullamim Alanlari

Kursun alkilleri; Benzine katilan kursun tetra-etil ve kursun tetra-metil ve plastik
yapiminda kullanilan kursun stearattir.

TETRA-METIL KURSUN (Pb(CH3);) VE TETRA-ETIL KURSUN (Pb(C2Hs)s):
Benzinde vuruntuyu 6nlemek igin kullanilan bu kursun yasaklanmistir. Sadece hava
tasitlarinda, yaris arabalarinda ve karayoluna ¢ikmayan tasitlarda kullanilir.

Ozel kokulu sivi maddeler olan kursun alkillerin kaynama noktalar1 diisiik oldugu
icin kolaylikla buharlasirlar ( kursun tetra - etil 200 °C, - metil 100 °C). Alasim
olarak ise kursun —antimon akiimiilator yapiminda kullanilir (U.S.DHHS, 2003).

1.3.1.2. Kursuna Maruziyet

Kursunun hem c¢evresel hem de mesleksel olmak iizere iki tiirlii maruziyeti vardir.
Son yillarda, kursun maruziyeti giinden gline azalsa da yetiskinlerin kursun
zehirlenmeleri genelde meslekden kaynaklanan olaylardir. Cevresel kaynakli kursun
maruziyetinin viicuda alinma orani viicut ortamina ve maruz kalinan kursunun
nitelikleri ile alakalidir. Bu nitelikler arasinda kursun bilesiginin cinsi ¢ok dnemlidir.
Atmosferde kursun genelde kursun siilfat ve kursun karbonat seklinde bulunur. Bu
bilesiklerin sudaki ¢oziinlirligli cok az oldugu i¢in yer alt1 ve yer iistii sularinda
kursun ¢ok daha az bulunur. Sadece kursun bilesiginin formu degil, kursunun hangi
bblgeden absorplandigi, absorplanan kursunun tane biiyiikliigli ve o bdlgenin asitligi
de maruziyetin kuvvetliliginin belirler. Her kisinin fizyolojik olarak farklilik
gostermesi de kursunun bazi viicutta daha cok ¢oziinmesi ve daha yiiksek oranda

kana karismasini da etkiler.

Sanayide ¢ok kullanilan kursun 600-800°C’de buhar formu olusur. Buhar i¢inde
erimis kursun metalinin partikiil boyutlar1 mikron diizeyindedir. Bu boyuttaki kursun

partikiilleri solunum yoluyla, ¢ok az bir kismi sindirim kanaliyla, organik kursun
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bilesikleri ise deri yoluyla viicuda alinir. Solunum yoluyla alinan kursunun viicutta
%401 absorbe olurken, sindirim kanaliyla alinan kursunun ise %15 civar1 absorbe
olur. Viicutta bulunan toplam kursunun yaklasik %2’sini kandaki kursun olusturuken
%90’a yakini eritrositlerde toplanir ve en fazla kemiklerde olmak tizere yumusak

dokularda ve parankimal organlarda depolanir (Bellinger, 2004).

1.3.1.2.1. Cevresel Maruziyet

Havada bir¢ok miktarda partikiiller bulunmaktadir. Bu partikiillerin yaklasik %2’sini
insan saglig1 yoniinden toksik etkiler gosteren eser elementlerden olugmaktadir.
Kursun ise bu eser elementlerden bir tanesidir. Havada bulunan kursunun %15-80’1
solunum sistemi ile viicuda almir. Insan dokularinda birikmesi ve sinerjik etki
yaratmasindan dolayr saglik acisindan O6nem olusturmaktadir. Sadece solunum
yoluyla degil, igme sularinda, yedigimiz yiyeceklerde ve ¢evredeki bircok olaylar

nedeniyle bu eser miktardaki elementler viicudumuza alinir.

Sanayilesme, cevresel atiklarim yanmasi ya da suya karigmasi, fosil yakitlarin
yanmasi, endiistriyel islemler, metal igerikli iirlinlerin yakilmasi ve atiklarin ¢evreye
yayillmas1 atmosferde kirlilik olusturan baslica sebeplerdendir. Atmosferdeki
kursunun yaklasik %80’1 yakitlara ilave edilen alkil kursunun yanmasi sonucu agiga
cikmaktadir. 20.ylizyilin en biiylik halk sagligi tehtidi kursunun benzinlere ilavesidir.
Ik olarak Alman kimyager tarafindan kesfedilmis, cok daha sonra Amerikali
Midgley tarafindan gelistirilerek kursunu etilenle birlestirmis ve motor vuruntusunu
azalttigin1 gézlemlemistir. Bu kesiften sonra ise potansiyel tehlikelerinin varligmi
belirten bir uyar1 yaymlanmistir (Kovarik, 2005). Atmosferdeki kursunun ana
kaynagi 1930’lu yillarda boyalar iken 1950°li yillarda ise kursunlu benzinler
olmustu. Fakat kursunun yasaklandigi gelismis lilkelerde maruziyetin azalmasiyla
kursun diizeyide onemli Olglide azalmistir. Amerikada kullanimi yasaklanmadan

once 1970’1 yllarda 94,6 milyon kilo kursunun araglarin egzoslarindan havaya



21

yayildiginin fakat yasaklamadan sonra bu miktar 2,2 milyona diigsmiistiir. Geri kalmis
ya da gelismekte olan iilkelerde ve iilkemizde ise hala kursunlu benzinin kullanimi

cevresel agidan kursunun hala incelenmesini gerektirir (Roberts, 1999).

Sadece havada olusturan kirlilikler insan sagligini etkilemez. Igme sulari, kontamine
olmus sebze-meyve ve yiyeceklerin saklandigi ¢anak ve ¢omlekler, alkol ve sigara
gibi bir¢ok nedenden dolay1 kursuna maruz kalinabilir (Goyer ve Clarkson, 2001).
Kursuna maruziyette en az 6neme sahip olanlar ise tip alaninda kullanilan ilaglar ve

insanlarin kullandig1 kozmetik maddeler yer almaktadir (WHO, 1995).

Gegmigsde kan kursun diizeylerinin mevsimlerinde ¢ok etkisi oldugu goézlenmistir.
Yaz aylarinda ise pik yaptigi belirtilmistir. Bunlarin nedeni kursunlu benzin satislari,
trafik yogunlugu, havadaki kursun konsantrasyonu olarak diisliniilmiis fakat
mevsimsel kursun degisikligi {izerinde daha az durulan konu olmustur (Hayes ve
ark., 1994).

Toprak, atmosfer ve yiyecek kaplarindan dolayr kontamine olan sebze ve
yiyeceklerin yenmesi ¢evresel maruziyetlerin en Onemlilerindendir. Araba
egzoslarina daha ¢ok maruz kalan, yogun trafigin oldugu ve karayollarimin
kenarlarinda yetisen sebze ve meyvelerin kursun konsantrasyonu ¢ok daha fazladir.

Dolayisiyla sebze ve meyvelerin nerde yetistigi 6nemlidir (Goyer ve Clarkson,
2001), (WHO, 2005).

1960’11 yillara kadar tarim alaninda kursun arsenit ve kursun arsenat herbisit,
insektisit ve rodentisit olarak kullanilmistir. Fakat 1980 yillarm baslarinda meyve
bahgelerinde kullanilan bu insektisitler yasaklanmistir (EPA, 2002). Kursun hava, su
ve giines 15181yla beraber farkli formlara doniisebilirler. Fakat elemental kursun farkli
formlara doniismezler. Kursun ile kirlenmis olan toprak, riizgar ya da yagmur
etkileriyle bitkilere oradan da hayvanlara gecerek birikmeye baslar (ATSDR, 2005).

Kursuna maruziyet yollarindan bir digeri sigaradir. Sigaranin yapiminda kullanilan

tiittin bitkisinin gelisimi swrasinda insektisid olarak kullanilan kursun arsenatdir.
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Yagmur ile bitkinin kirlenmesi ya da havadaki kursun partikiillerinin bitkinin yiizeyi

ile temas1 sonucu kursun konsantrasyonu artar ve sigara i¢enlerde bu maruziyet

gortliir (Clark ve ark, 1985).

1.3.1.2.2. Mesleki Maruziyet

Bir¢ok meslek dalinda kursuna maruz kalinabilir. Otomobil tamircileri, rafineri ve
benzim istasyonlarinda c¢alisanlar, akii imalatindakiler, matbaacilar, boyacilar,
madenciler, metal is¢ileri, seramikgiler,trafik polisleri kursun maruziyeti acisindan
risk altindadirlar. Burada kursun buhar1 ve kursun tozlari ile maruziyet saglanir.
Cogunlukla havadan solunum sistemi ile alinirken, agiz yoluyla ya da sindirim
sistemiylede kursun absorbe olabilir. Caligma sirasinda hava ile solunan kursun
insanlar1 direk etkilerken, kursun tozlarmin kisi iizerinde evlere tasinmasiylada diger

kisiler etkilenir (Metintas ve Sariboyaci, 1995).

Gilintimiizde kursunun en ¢ok kullanildigi alan akiimiilator tiretimi ve tamiridir. Akt
imalati, dokiimhanede c¢alisanlar, pigment {iretiminde ve kursunlu kimyasal
is¢ilerinde devamli yliksek maruziyet s6z konusudur. Trafikte gorevli olan polisler,
poligon egitmenleri,gazete ve dergi basim islerinde c¢alisanlar, boyacilar ise orta
siklikta yiiksek maruziyet altindadirlar. En az maruziyeti ise poligon katilimcilari,

otomobil tamircileri, kablo iiretim is¢ileri, lehim is¢ileri maruz kalirlar.

Kursun zehirlenmesinin en Onemli tanis1 kursunun kandaki konsantrasyonunun
belirlenmesidir. ABD Is Giivenligi ve Saglik Idaresi (OSHA) tarafindan, kursunun
kullanildig: is yerlerinde maruz kalan kisilerin kan kursun diizeyinin 40 pg/dL ve

iizerinde ise kursun zehirlenmesi olarak nitelendiriyorlar.
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1.3.2. Kursunun Toksikokinetigi

Kursun viicuda {i¢ yolla almir ve en etkili yolu solunum yolu ile absorpsiyondur.
Inorganik kursun bilesikleri solunum ve sindirim yoluyla, organik bilesikleri

solunum, sindirim ve deri yoluyla viicuda alinir.

Kursun toprakta, madencilik yapilan bdlgelerde,endiistriyel alanlara yakin yerlerde
ve tehlikeli atik atilan bolgelerde bulunur. Endistriyel alanlarda kursun oksit,
kirlenmis sehir havasinda ise halojeniir, oksir, fosfat ve siilfat bilesikleri olarak
bulunmaktadir. Havada partikiil ve aerosol seklinde bulunan kursun viicuda solunum
yoluyla alinir. Bu partikiillerin boyutu olduk¢a 6nem tasir ¢linkii biiyiik partikiiller
hava kanallarindan gecemeyecegi i¢in direk agiz yoluyla viicuda absorplanir. Depo
edilen miktar bireyden bireye farklilik gosterecegi gibi, yas ile de orantilidir. Ayrica
solunum yollarinin geometrisine ve soluk hiziyla da baglantiidir (James ve ark.,
1994).

Yapilan arastirmalar gosteriyor ki, yerden 1,5 m yiikseklikte kursun diizeyinin daha
yiiksek seviyede bulunan kursun konsantrasyonuna gore en az 2 kat fazla kursun
bulundugu ve buda eriskinlere gére ¢cocuklarmm daha fazla maruz kalmasma sebep

oldugu ortaya konmustur (Lin-Fu, 1973).

Solunum sistemi ile kursunun viicuda alinmasmin maruziyeti ¢ok daha biiylktiir
¢linkli solunum sistemi yiizeyinin genis olmasi, daha fazla ve daha hizli sekilde
kursunun viicuda absorplanmasmi kolaylastirir. Cok az miktardaki kursun bile bu

yolla alindiginda akut zehirlenmeleri agiklar (Goyer ve Clarkson, 2001).

Solunum yoluyla viicuda alinan kursunun bilesigi olan kursun dioksit partikiillerinin
yaklasik %35-45’1 alveollerden absorbe olur. Yapilan ¢aligmalara bakildiginda ise
solunum yoluyla absorbe olan kursunun yaklasik %40°1 emilirken, alt solunum

yollarma ulasan kursunun %95°1 kan ve lenf dolasimina gectigi goriilmiistiir.
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Kursunun bir diger maruziyet yolu sindirim sistemi ile olur. Kursunun sindirim yolu
ile viicuda alinmasi yetigkinlerde yiyecek ve igeceklerden olurken, ¢ocuklar ve
bebekler oynadiklar1 oyuncaklardan, toztoprak ve boya parcalarmin agiza
gotiiriilmesiyle gerceklesir. Erigkinler iizerine yapilan ¢aligmalarda kursunun
gastrointestinal yolla viicuda almirken yaklagik %10-15’1 bu yoldan emilir.
Absorplanan kursunun yaklasik %5°1 viicutta tutulur. Coguklarda ise bagiraklardan
emilen kursunun yetiskinlere goére ¢ok daha fazla oldugu ve %40-50’nin
absorplandig1 ve %30’larda viicutta tutuldugu gozlenmistir (Grandjean, 1992 ). Bu
durumun sebebi ise cocuklarda gelismekte olan sinir sisteminin toksinlere karsi daha

hassas olmasidir (Jones., 2009).

Anorganik kursunun gastrointestinal yoldan absorpsiyonu en 6nce onikiparmak
bagirsaginda baglar. Daha sonra viicutta cesitli yerlere dagilir. Viicuda giris yapan
kursun farkli formlara doniismeden,en fazla bobreklerde ve karacigerde bulunur.
Kalsiyumca zengin olan kemiklerde ve dislerde depolanir (Wielopolskive ve ark.,
1986). Yetiskinlerde wviicuttaki toplam kursunun %94’i,cocuklarda ise %731
kemiklerde depolanir (Barry, 1975). Yetiskinlere gore kursun, ¢ocuklarin yumusak
dokularinda daha fazla birikir. Birikmenin yani sira kursunun viicutta kalma siiresi ve
dolayisiyla nerede bulundugu da ¢ok onemlidir. Yumusak dokulardaki kursunun yar1

Omrii 2 ay olmasina ragmen, kemikte bulunan kursunun ise yar1 6mrii 25-30 yildir

(Phillip ve Gerson, 1994).

Solunum yolu ile viicuda alman kursunun yaklasik %30-40’1 kan dolagimina
girmektedir. Gastrointstinal kanaldan emilim ise beslenme durumuna ve yasa agh
olmak tiizere degiskendir. Bagirsaklarda demir emiliminin engellendigi durumlarda,
demir ile yarisacak olan bir baska element kursundur ve viicuda kursun alinmis olur
(Ziegler, 1978). Yetiskin ve ¢ocuklara diyetle fazlaca kalsiyum verilmesi kursun
absorpsiyonunu azaltirken, Fe, Zn, P ve C vitaminince eksik olan beslenme

aligkanliklarida kursun absorpsiyonunu artirir (Barltrop ve Khoo, 1975).
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Kursunun absorplanmasindaki bir diger yol deri yoluyla olur. Deri yoluyla maruziyet
en azdir. Cogunlukla organik kursun bilesiklerinin maruziyetine rastlansa da son
yillarda inorganik kursun bilesiklerine de rastlanmaktadir. Deri lizerine bulasan
kursun bilesiklerinde yikanmazsa deri yoluyla kana gecebilir. Bununla beraber ele

bulasan kursun yiyecekler yoluyla da kana gecebilir (Chisolm ve Harrison 1956).

Herhangi bir yolla absorplanan kursunun tamamina yakini eritrositler de 30-35 giin
boyunca bagli bulunur. Sonraki 4-6 hafta sonunda karacier, renal
korteks,beyin,akciger gibi yumusak dokularda birikir. Kandaki bu dagilimdan sonra
kursunun yar1 omrii nedeniyle 6 haftadan sonra akut maruziyetler i¢cin kan dogru

sonug vermeyecektir (Silbergerd ve ark, 1988).

1.3.3. Kursun Toksikodinamigi

Kursun, viicutta eser miktarda bulunsa bile endokrin sistemi, sinir, renal,
hematopoietik, iskelet sistemi, periferal sinir sistemi, merkezi sinir sistemi, kemik,
dis gibi bir¢ok organlar1 etkilemektedir. Bireyin yasi, maruz kalinan miktar,
kursunun formu ve kursunun viicuda alindig1 yolda kursun toksisitesinide etkiler.
Dolayisiyla maruziyet insandan insana degisebilir. Fakat c¢ocuklar iizerindeki
maruziyet ¢cok daha agik gozlemlenebildigi i¢in iizerinde daha ¢ok durulan konu
olmustur. Insanlarin en ¢ok etkilendigi kursunlu benzinin yasamdan kaldirilmast,
boyalarin yenilenmesi, musluk sularinda kullanilan kursunlu borulari degistirilmesi

de kursunun insanlar iizerindeki maruziyetide azalmis olur (Goyer, 1997).

Besin yoluyla alinmis viicut i¢cin gerekli olan esansiyel elementler (kalsiyum, ¢inko,
bakir) kursunun fazlaca absorpsiyonuna ve toksisitesine neden olur. Six ve Goyer’in
yaptig1 calismada ratlar iizerinde kalsiyum elementinin eksikligi sonucu kan ve
dokularda kursun absorpsiyonunun arttigi gozlemlenmistir (Six ve Goyer, 1970).
Yine Six ve Goyer’in deneysel hayvanlar ve insanlar lizerinde yaptig1 ¢aliyma da

demir eksikligi sonucu sindirim kanalinda kursunun arttig1 gézlemlenmistir (Six ve
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Goyer, 1972). Bu durum ise ferritine baglanmak i¢in kursun ve demirin yaristigini

gosterir.

Kursun, bir¢ok sistemde enzimleri inhibe etmekte ve fizyolojik sistemleride
etkilemektedir. Klinik 6nemi ise sinir sistemi, kalp, endokrin ve diger organlara
kronik etkileridir. Akut zehirlenmeler genelde gastrointestinal toksisite, kronik olarak
ise kan ve sinir sisteminde hasarlar olustururlar. Cocuklar, yetiskin insanlara gore
maruziyetten daha ¢ok etkilenirler (Goyer ve ark., 1995). Akut formda cocuklarda
ensefalopati goriildiigii gibi kursunun viicutta yiiksek konsantrasyonlarida nefropati,
noropati, kafa i¢i basing artmasi, konviilziiyon ve Oliimlere kadar kotii sonuglar

dogurabilir (Grandjean, 1992 ; Yapici ve ark., 2006).

Kursun merkezi ve periferik sinir sistemini etkilemektedir. Kursunun etkisiyle,
noroelektrofizyolojik testler sonucunda periferik sinirlerin ileti hizlarinin azaldig:
gozlemlenmistir. Cocuklarda merkezi sinir sistemi ¢ok hassastir ve maruziyet sonucu
ensefalopati olusur ve felg ile sonuglanabilir. Viicutta biriken kursun, ileriki yaslarda
IQ azligma, zeka kaybina, davranis bozukluguna ve isitme azlig1 gibi sonuglar

dogurabilir (Grandjean, 1992 ;WHO, 1992 ; WHO, 1995 ).

Kursun maruziyeti, kan basincinin artmasina (sistolik ve diastolik) ve hipertansiyona
neden olabilir. Kan basmcmin artmasi kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in 6nem arz
etsede sigara, alkol ve diger etkilerle birlesince diisilk miktarda kursun da bile
maruziyet artar. Diinyada ise tiim kardiyovaskiiler hastaliklarin sadece %2’sinin

kursun kaynakli oldugu belirtilmektedir (Skerfving ve Bergdahl, 2007).

Iskelet sisteminde kursun maruziyeti dzellikle kemikler icin cok dnem arz eder.
Kursunun yarilanma 6mrii ¢ok uzun oldugu i¢in uzun yillar kemikte toplanir.
Kemikteki kalsiyum yerine gegebilen kursun, paratroid hormonu dahil kalsiyum
metabolizmasindaki rol oynayan hormonlar etkiler. Hormonlarin etkilenmesi sonucu
plazmadaki 1,25-(OH)3D3 diizeyini de degistirmis olur (Goyer ve ark., 1994; Pounds

ve ark., 1991). Yumusak dokudaki kursunun yarilanma émrii kemikte olan kursunun
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yart dmrii gibi ¢ok uzun degildir. Yumusak dokudaki kursun 2 ay kadar bir siire
yartlanma omriine sahipken, kemikte 20-30 yillik bir yar1 dmrii vardwr. Cocuklarda
ise kursun yumusak dokuda insanlara gore daha fazla birikir (Phillip ve Gerson,

1994).

1.4. PLASENTA

1.4.1. Plasenta’nin Yapisi ve Gelisimi

Plasenta fétomaternal bir organdir. Hamilelik sirasin da anne ve fétus arasinda
fizyolojik alis verisi saglar. Blastosistin implante olmasindan hemen sonra plasenta
olugsmaya baglar. Gebeligin dordiincii giiniinde, embryo uterus boslugu igerisinde
bulunur. Bu boslukta 1-2 giin kadar serbest kalir ve blastosist zona pellusidandan
ayrilir. Boylece trofoektodermin epitelyal uzantilar1 ile uteris liimeni epiteli karsi

karsiya gelir. Implantasyon 4 sekilde incelenebilir.

Apozisyon (Stabil olmayan tutunma)

Adezyon (Stabil tutunma)

Invazyon (Myometrium iglerine invazyon)

Desidualizasyon (Endometrial stromanin desiduaya doniisiimii) (Gartner ve Hiatt,

1997).

Trofoblastlar iki tabaka halinde farklilasir:

a. Sitotrofoblastlar (Langhans hiicreleri): Desmozomlar1 olan tek c¢ekirdekli
hiicrelerdir. Mitotik aktiviteye sahiptir. Farklanarak sinsitiyotrofoblastlar1 olusturur.
b. Sinsitiyotrofoblastlar: Cok ¢ekirdeklilerdir. Serbest yiizeylerinde mikrovilluslar
yer alir. Cok sayida mitokondriye, golgi kompleksine ve sitoplazmalarinda lipid

damlaciklar1 bulunur.
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Sinsitiyotrofablastlar endometrium igine girer ve ilerleyerek embriyoyu cevrelerler.
Sinsitiyotrofoblastlar stromanin derinligine dogru ilerleyerek kapiller damarlarin
endotelini agindirirlar. Sinsityal lakunalar maternal desidual spiral arterlerle birlesir
ve anneye ait kapiller damarlarin endotelini asindirmaya baglar. Maternal kan
dolasimi trofoblastik sistem i¢cinden gegcmeye baglar. Bununla beraber utero plasental
dolagim baglamig olur.Gelisimin 13.gilinlinde villoz yapilar ortaya ¢ikar ve primer
villuslar olusur, 16.giinden itibaren de mezodermal hiicreleri desiduaya dogru
ilerleyerek sekonder villuslar olusur. Artik 20 giinden sonra ise mezodermal hiicreler
kan damarlar1 ve kan hiicrelerine farklanarak villoz kapiler sistemi olusturur (Sekil
1.7) (Janqueire ve Carneiro, 2005).

Sinsitiyotrofoblast

Mezoderm : V‘“PS_ képlllen

v

<o

A Primer villus B Sekonder villus C Tersiyer villus

Sekil 1.7: Kalic1 villus (Janqueire ve Carneiro, 2005)

Plasenta; hamilelik doneminde olusan 6zel bir organdir. Amniyotik sivi ve fetiis
membranlariyla biiylime ve fotus gelisimini destekler (Kayaalt1 ve ark., 2011).
Plasenta besin absorpsiyonu, gaz transferi, atiklarm atilmasi ve hormon sentezi gibi

gorevleri vardir.

Plasenta 20cm ¢apinda, 3cm kalinliginda ve 500 gr agirhiginda diskoid hormondur.
Plasenta terimini ilk olarak 1559°da R.Columbus tarafindan kullanilmistir. Genetik
olarak 2 farkli dokudan olusur (Fetal ve maternal). Siniflandirmasinda Grosser’in
plasenta tiplerinden yararlanilir. insan plasentasi ise bu 3 tipten hemokorial plasenta
tipine girer. Anne kani direkt olarak trofoblastla temas halinde olur. Anneden fetiise
plasenta araciligrylamadde gecislerinde lipofillik, hidrofillik, iyonizasyon, molekiiler

biiyiikliik ve kiiciikliik , polarite dnemlidir.Plasenta membranindan kolay gecebilen
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maddeler dolagim-sinirli, yavas gecebilenler ise membran-smirli olarak taginir (Van

der Aa ve ark., 1998).

1.4.2. Plasentanin Fonksiyonlari

Maternal ve fetal kan dolagimi arasmmda metabolik reaksiyonlar plasentanin
fonksiyonudur. Plasentada oksijen, karbondioksit ve karbonmonoksit gibi gazlar
basit diflizyonla olur. Fetiis maternal dolagimdan 20-30 ml oksijeni dakikada bir alir.
Oksijen Onemlidir ¢iinkii fetusa ulasan oksijen miktar1 doguma bagl ancak
diflizyondan bagimsizdir. Aminoasitler, karbonhidratlar, yag asitleri ve vitaminler
hamileligin ilerlemesine dogru emilimleri artar. Fetiise pasif bagisiklik olanagi
yaratan anneye ait antikorlarin gec¢isini saglar. Endokrin organi gibi faaliyet gosterir.
Protein ve steroid yapida ki hormonlar iiretim gorevi de verilmistir. Plasenta’nin
endokrin fonksiyonu, villiislerin en dis tabakasi tarafindan gerceklestirilir. Bu

hiicreler ise gebeligin erken donemlerinde salgilamaya baglar.

Plasentada tiretilen bir bagka hormon ise somatomammotropindir. Biiyiime hormonu
benzeri etkilidir fotusa anne kanindaki sekere oncelik vererek anneyi diabetojenik

etkiler (Sadler 1995).

1.5. Polimorfizm Nedir ?

Gen, hiicrenin kromozomlarmda bulunan, canli bireylerin kalitsal karakterlerini
tasiylp ortaya cikismi saglayan ve nesilden nesile aktaran kalitim faktorleridir.
Insan genomu yaklasik 3x10° baz ciftinden olusmaktadir ve genetik bilgiyi tasiyan
yaklasik 35,000 gen 46 kromozom igerisinde bulunmaktadir.

Insan DNA'sinin yaklasik %99.5'u iki insan arasinda aymdir ve insanlardaki genetik

cesitlilik DNA zincirindeki  kiicliik farklhiliklardan kaynaklanmaktadir. DNA
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niikleolid diziliminde veya dizinimdeki degisiklikler mutasyon olarak tarif edilir ve
mutasyonlar baslica ii¢ kategoriye ayrilir:

a-Hiicrede kromozom sayisini etkileyen mutasyonlar (genom mutasyonu),

b-Tek bagina kromozomun yapisini etkileyen mutasyonlar (kromozom mutasyonu),
c- Genleri etkileyen mutasyonlar (gen mutasyonlarr).

DNA sekanslarindaki gen mutasyonlan tek niikleik asit degisimlerinden binlerce baz
ciftini etkileyecek degisimlere kadar uzanir. DNA sekanslarindaki bu degisimler
yiksek ¢oziiniirliiklii genetik analizlerle goriilemeyecek kadar kiigiiktiir ve ozel
teknikler gerektirir. Genlerdeki niikleotid degisimleri gen ekspresyonunun tamamen
kaybma, varyant protein ekspresyonuna veya tamamen normal fenotipik
degisikliklere neden olabilir. DNA'daki baz ¢iftlerinin yer degistirmesi
(substitusyonu) baslica iki mekanizma ile olusabilir:

-DNA'nin normal replikasyonu sirasinda olusan hatalar,

-DNA hasarmnin tamirinin yapilamamasindan olusan hatalar.

Bazi mutasyonlar spontan olarak bazilar1 ise fiziksel veya kimyasal mutajenler
araciligi ile olusur. Bir genin 6zglin bir kromozom bdlgesinde (lokus) veya DNA
dizisinin birkac alternatif formundan her birine *’allel’’ denir. Insanlar her otozomal
lokusunda biri anneden digeri babadan gelen iki allel bulundurur. Farkli genom

lokuslarindaki alleller de ¢ok ¢esitli mutasyonlar bulunmaktadir.

1.5.1. Genetik Polimorfizmi Ve Cesitleri

Bir popiilasyonda veya popiilasyonlar arasinda, bir genin allelleri ya da bir
kromozomun homologlariyla birlesen cesitli fenotipik formlarin varligi yani bir
lokusta bir allel den fazlasmin bulunmasi olgusudur. Diger bir deyisle: bir
popiilasyondaki bir lokusta bulunan allellerin, en az % 5’nin farklilik gostermesidir.
Allellerin genel popiilasyondaki kromozomlarm %]l'inden fazlasinda bulunmasi "
genetik polimorfizmi" olusturur. Allellik sikligi1 %I’den kiigiik ise buna ‘’nadir

varyantlar" denir. Genlerin regiilatuar (diizenleyici) bdlgelerinde bulunan
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polimorfik alleller genlerin transkripsiyonel regiilasyonunu etkileyerek fenotipik

degisikliklere neden olabilir.

Populasyon igerisindeki polimorfizmlerin bazi olus nedenleri vardir. Bunlar:
*Tek Niikleotid Degisimi (Single Nucleotide Polymorphism (SNP):
DNA dizisinde her 2000-2500 bazda bir tek baz farklilik gozlenir. Bu da ayni tiir

icerisinde genom farkliliginin bir gostergesidir. SNP’ler genetik bir lokusta farkli
alleller olusturacak bigimde spesifik bir bolgedeki bir baz veya bazlardan meydana
gelen nokta mutasyonlarmin neden oldugu polimorfizmlerdir (Sekil 1.8). SNP, insan
genomundaki en basit ve en yaygin genetikj polimorfizm ¢esididir (Oktem S. ve ark,

2001). Tek niikleotid degisim polimorfizminin bazi alt gruplar1 vardir.

Single Nucleotide Polymorphisms

GTCATAGCATTATTATTATTATTCAGGACTA
AGTATCGTAATAATAATAATAASTCCTGAT

1bp 15 30

GTCATAGCATTATTATTATTATTCAGGCCTA
AGTATCGTAATAATAATAATAAGTCCGGAT

http://cmbi
.bjmu.edu.cn/cmbidata/snp/index00.htm

Sekil 1.8. Tek Niikleotid Polimorfizmi

*Transisyon: Dizi i¢indeki bir piirin bazinin (A, G) diger bir piirin bazina veya bir

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

*Transversiyon: Dizi i¢indeki bir piirin bazinin (A, G) bir primidin bazina (T, C)

veya bir primidin bazmin bir piirin bazina doniiSmesine transversiyon denir.

* Delesyonlar: DNA dizisi igerisinden niikleotidlerin kirilip-ayrilmasi, genin normal

uzunlugundan daha kisa olmasma neden olur. Eger bu gen, protein kodlayan yapisal


http://cmbi.bjmu.edu.cn/cmbidata/snp/index00.htm
http://cmbi.bjmu.edu.cn/cmbidata/snp/index00.htm
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bir gense, proteinin aminoasit dizisinde azalma olur ve proteinde fonksiyon
bozuklugu goriiliir (Sekil 1.9).
CGT >CT

'
| | | | L | | | [ ¥

CATCATCATCATCATCATCAT

-- His H His H His H His H His H His H His -
T

Amino asit

I,_,A Tek ndkleotid delesyonu

! 5
| | [ ¥

CATCATCATCTCATCATCATC

~- _His H His H His Leu lle lle lle

Tek nikleotid degisiminin neden oldugu
yanhs protein dizilimi

http://ghr.nlm.nih.gov/handbook/illustrations/mutationtypes?show=deletion
Sekil 1.9. Delesyon ile amino asit eklenmesinin semasal gosterimi

«Insersiyon: DNA igerisine niikleotidlerin eklenmesi, genin normal uzunlugundan
daha uzun olmasina neden olur. Bu protein kodlayan bir gen ise,proteinin aminoasit

dizisinde artma olur (Sekil 1.10).

-- His H His H His H His H His H His H His }-

Aming asit Tek nakleotid eklenmesi

l

CATCATCATACATCATCATCA

b
L

~= His | His H His Thr Ser Ser Ser

Tek ndkleatid dedisiminin neden oldudu yanhs
protein dizilimi

http://ghr.nim.nih.gov/handbook/illustrations/mutationtypes?show=insertion
Sekil 1.10. insersiyonla niikleotid eklenmesinin semasal gdsterimi



http://ghr.nlm.nih.gov/handbook/illustrations/mutationtypes?show=deletion
http://ghr.nlm.nih.gov/handbook/illustrations/mutationtypes?show=insertion
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1.6. DNA izolasyonu

Genetik arastirmalarin ilk prosesi Dna’nin saflastirilma islemidir. Bu DNA’nin elde
edilmesi i¢in hiicre zarmin eritilmesi, proteinin pargalanmasi, proteinlerin ortamdan
uzaklagtirilmast ve DNA’nin ¢oktiiriilerek saflastirilmast gerekmektedir. Bazi
kimyasal maddelerle ve enzimlerle DNA’nin ortaya ¢ikarilma islemine DNA

izolasyonu denir.

Hiicre zar1 lipid yapisindadir ve bazi anyonik deterjanlar ile bu islem gergeklestirilir.
Proteinler ise Proteinkinaz K ya da gesitli proteaz enzimler ile pargalanmaktadir
(Bailes ve ark., 2007). Parcalanan proteinleri bazi denatiire edici maddelerle
uzaklastirilir. Fenol ile bu islem saglansa da zararli etkileri nedeniyle doymus
sodyum kloriir ¢ozeltisi ile ¢oktiiriiliir (Lahiri ve ark., 1992). DNA’nm izolasyonu
icin farkli yontemler bulunmaktadir. Bu yontem se¢imi ise calisilacak biyolojik

orneklere gore secilir.

1.6.1. Fenol-Kloroform izolasyonu

DNA cekstraksiyonu i¢in kullanilan yOntemlerin en basinda gelir DNA ve
iceriklerinin serbest kalabilmesi i¢in kimyasal baz1 maddelerle bozulma gergeklesir.
Hiicreler, deterjan (SDS ), proteinaz K ve DDT (ditiotreitol) gibi kimyasallarin arka
arkaya eklenmesi ile asamaya baslanir. SDS ve Proteinaz K, hiicre zarmi pargalar.
DNA’dan histon proteinlerini aciga ¢ikarir. Proteinaz K ise bu histon proteinlerini
hidrolize eder. Fenol kloroform saflastirma yontemi diferansiyel c¢oziiniirlik
prensibine gore ¢aligilir.Lizat lizerine oranlara gore hazirlanan fenol-kloroform-
izoamil alkol konur. Fenol organik bir ¢6ziicli oldugundan niikleik asitleri ¢6zmez ve
sulu fazda DNA ¢6ziinmiis halde kalir (Sekil 1.11). Fenol fazinda ise polisakkaritler,
lipitler ¢oziiniir ve fenol proteini baglar.Proteinler denatiire olur ve fenoliin ara
fazinda toplanir. Kloroform,sulu faz ile organik faz arasindaki baglar1 stabilize
ederve fenolii baglar. 1zoamil alkol ise fenol fazi ile sulu fazin daha net olmasma

yardimci olur. (Baechtel, 1989.)
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Fenol-kloroform Izoamil alkaol
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Sekil 1.11. Fenol-klorofrom-izoamil alkol ile DNA izolasyonu

1.7. Polimer Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Yontemi 1985°te ABD’nin Kalifornia eyaletinin
Emeryville  kentindeki  Cetus  Corporation  firmasinda  ¢alisan  klinik
aragtirmacilarindan Kary B. Mullis tarafindan bulunmustur (Kubista ve ark., 2006) .
PCR; ilk defa, ayn1 yil R. Saiki, K. Mullis ve arkadaslari1 tarafindan orak hiicre
anemisinin tanisinin konulmasinda uygulamaya sokulmustur. 1993 yilinda bu

calisma Kary Mullis’e Nobel 6diiliinii kazandirmistir.

PCR, DNA par¢asinin kopyalanmasi ve ¢ogaltilmasina iliskin yontemdir (Saiki ve
ark, 1985; Mullis, 1990). PCR yOntemi gen ve genom c¢aligmalarinin ¢ogalmasini
saglamigtir (Sekil 1.12). PCR yontemi herhangi bir organizmadan gen izole etmek

icin kullanilmaktadir (Watson ve ark., 1992)

PCR teknigi ii¢ asamada ger¢eklesmektedir;
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PCR Asamalar

Laynima
Denatuirasyon / \
Y il il T N el (|
e . 3

/ \ 2Baglanma
Annealing
I P Y ? E:"
s 3 5

/ \ 3Uzama
5 3 [ mg,_ -— -
. 3 s

\
N I

/ ' 28

i m i e e ey S e =
Islem 30-40 kez tekrarlanr.

http://www.oculist.net/downaton502/prof/ebook/duanes/pages/v8/v8c040b.html
Sekil 1.12. PCR agamalar1

a.Denatiirasyon : DNA zincirinin acilmasi olayidir. DNA 90-95 °C’de 1-2 dk
tutularak c¢ift sarmal yapidaki DNA iplik¢ikleri birbirinden ayrilirlar. DNA zincirini

ayirmak i¢in bazi durumlarda 5-15 dk 1sitma islemi yapilabilir.

b.Primerlerin acilan zincirlere yapismasi (Annealing) : Sicakligm 50-70 0C’ye
disiiriilmesi ile tek zincirli primerle DNA arasinda hidrojen baglar1 olusur. Kararh
bir yap1 olusturup kararli baglar olusuncada agilan DNA zincirlerinin kendi dizisine
karsilik gelen bazlar o bolgeye yapisir (Sekil 1.13). Bu islem zincir uzunluguna gore

yaklasik 1 dk i¢erisinde gergeklesir (Innis ve Gelfand, 1990).


http://www.oculist.net/downaton502/prof/ebook/duanes/pages/v8/v8c040b.html
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http://www.cryst.bbk.ac.uk/pps97/assignments/projects/borek/Domina/page3a.html

Sekil 1.13. PCR’m annealing asamasi

c.Primer uzamasi (Elongation): DNA polimeraz enzimi (Taq DNA polymerase) ile
zincirin uzatilmasidir. Taq enzim 72°C “de daha 1yi calistig1 i¢in proses bu sicaklikda
gerceklestirilir (Erlich ve ark., 1991). Bu dongii yaklasik 30-40 defa tekrarlanarak
milyarlarca DNA dizisi olusturulur. Her dongii yaklasik 5 dk da gergeklestirilir.
Teoride 6zgiil DNA pargasi; devir sayisi (n) ve baslangictaki hedef sayisina (t) bagl

olarak yaklasik tx2" sayisma ulagir.

1.7.1. PCR Bilesenleri

PCR dongiisiiniin gergeklesmesi icin 5 ana madde vardwr. Kalip DNA Ornegi;
oligoniikleotid primer; deoksiniikleotit trifosfatlar (dNTP); Taqg DNA polimeraz

enzimi ve tampon soliisyonlardan olusur (Wilson, 1997).

a.Kalip DNA: PCR’da ¢ogaltilacak baz dizisine sahip genetik materyaldir. Kan,
tiikriik, kil, tily, tirnak, doku vb 6rneklerden DNA elde edilerek ¢ogaltilabilir. Onemli
olan DNA’nin saflagtirlma isleminde DNA’nin  fonksiyonel 06zelliginin

kaybetmemesi gerekir.


http://www.cryst.bbk.ac.uk/pps97/assignments/projects/borek/Domina/page3a.html

37

b.Primerler (Oligoniikleotidler): Isaretlenmis 18-25 niikleotitden olusmus,
cogaltilacak her bir bolge icin baslatici primerler kullanilir. Bu primerler DNA
zincirinin belli bir boliimiiniin sonu ile kopmlementer olmalidir. Primerler hedef
DNA i¢in 6zel olarak secilmis (Forward:F ve Reverse:R ), bagska kontaminant DNA
ile ¢apraz reaksiyon vermezler (Percing HD, 1991).

c.Polimeraz enzimi: Taq DNA polimeraz enzimi 1987 yilinda Thermus aquaticus
bakterisinden elde edilen sicakliga dayanikli bir enzimdir. Sicakliga dayanikli ilk
enzim olarak bilinen Taq DNA polimeraz enzimi diger enzimlere gore daha
kullanighdir, ¢linkii her denatiirasyonda tekrar tekrar ilave edilmesine gerek
duyulmaz. Taq DNA polimeraz enzimi, yliksek sicaklikda dNTP’leri taniyarak
ayirabilme ve saniyede yaklasik 100 dNTP’yi diziye katar ve zincir sonunda Adenin
niikleotiti ekler ve zincirden ayrilir.

d.Deoksiniikleotid- Trifosfat (ANTPs): A, T, G ve C bazlar1 nétralize edilmis ve
derisimi belirlenmis sekilde kullanilirsa reaksiyonun giivenilirliligi artmaktadir.
e.Tampon soliisyonlar: Bu soliisyon igerisinde Tris, Mg, KCl, deterjan ve tuzlar
bulunmaktadir. NaCl ve KCI tuzlarinin derisimleri ¢ok 6nemlidir. Fazlaca eklenen

tuzlar Tag DNA polimeraz enziminin aktivitesini diistiriir.

1.8. RFLP Yontemi (Restriksiyon Fragman Uzunluk Polimorfizmi)

IIk olarak restriksiyon enzimleri 1970’lerde Daniel Nathans, Werner Arber ve
Hamilton Smith tarafindan bulunmustur ve bu enzimlerin kesfi ile nobel Odiiliinii
almistir (Roberts RJ,2005). Bu gelisme tipda bircok dalda DNA teknolojisini
gelistirmistir ve bunun sayesinde E.coli bakterisi ile insiilinin biiyiikk miktarlarda

iiretilmesi saglanmistir. 3000°den fazla enzim bulunmus ve 500 e yakini ticari olarak

bulunabilir (Murray N., 2000).

Restriksiyon endoniikleazlar (RE), cift iplikli DNA’y1 istenilen bdlegeden kesen
enzimlerdir. Bu enzimler DNA dizilimindeki bdlgeleri tanirlar ve simetri DNA
zincirlerini keserler (Sekil 1.14). DNA parcaciklar1 agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra

ethidium bromide (EtBr) veya giimiis nitrat (GN) ile boyanarak gozlemlenir.
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DNA iceren cézelti AGAROZ JEL ELEKTROFOREZL

E Cogaltilan

SO\ DA

_J

DMA saflastinlchktan
sonra PCR ile cogaltilir,

Codaltilan DMNA RFLP yontemi ile spesifik
balgelercden kesim yapilchktan sonra jele
yuklenir.

2o Baz uzunlugu kisa olan daha hizh

= l i hareket edeceginden jelde dnde

ver alir.

Parcaciklar - yonden + yane
dodru ilerler,

http://www.drzeydanli.com.tr/images/image/Elektroforez%20.JPG
Sekil 1.14. RFLP Yontemi

RFLP yontemi kesim islemi yapilip jele yiliklendikten sonra bantta ilerlemesine ve
uzunluguna gore polimorfizm, nokta mutasyonlaryinsersiyon ve delesyon gibi

bilgiler bulunabilir (Dowling ve ark., 1996).


http://www.drzeydanli.com.tr/images/image/Elektroforez%20.JPG
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1.8.1. RFLP Enzim Tipleri

Bugiine kadar 3 tip enzim ile karsilasilmistir. Tip 1, 2 ve 3 olarak adlandirilan
enzimler istenilen bdlge 6zelliklerine gore secilir ve kesme islemi yapilir ( Boyer

1.9. Gen Ekspresyonu

HW 1971). Tip 2 kesme isleminde en ¢ok kullanilan enzimdir (Williams RJ 2003).
TIP 1 : Ik kesfedilen enzimlerdendir. Algilanan bolgeden 1000 ¢ift baz
uzakligindaki bolgeden kesim yapar. ATP (Adenizin trifosfat) ve Mg gibi enzim
kofaktorleri enzim aktivitesinde 6nemli rol oynar.

Tip 2 : Referans baz dizisinde belirlenen bolgeden ve yakinlarindan kesen enzimdir.
Restriksiyon enzimi niikleaz aktivitesi gosterirken enerji ihtiyaci istemez. Genel
olarakda molekiiler genetik uygulamalarinda kullanilir. Tip 2 enzimleri tanima
dizilerinden iki kopyasi ile eslestikten sonra DNA’y1 keserler ( Primroseve ark.,
1994).

Tip 3 : Enzimler referans baz dizisinin 20-25 baz ¢ifti uzagindan keser. Bu enzimler
hedef bolgeyi bilmelerine ragmen farkli bolgeden de kesim yapabilmektedir. DNA
metilasyonnu ve restriksiyonu i¢in kofaktorlerine ihtiyag duyarlar (Dryden DT.,
2001).

Feplikasyon
Translasyon .
DNA m=———= RNA —» PROTEIN

Tranzskripsivon

Sekil 1.15. Gen ekspresyonu

Replikasyon:

Replikasyon, gentik bilgilerin diger nesillere aktarilmasi i¢in DNA’nin kendini
kopyalamasidir. Genetik metaryelin tamamen benzeri molekiillerin olusmasidir.

DNA helikaz, primaz, DNA polimeraz ve bazi tek zincire baglanan proteinler
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replikasyonda rol oynayan 4 temel maddedir. DNA zinciri birbirine antiparaleldir ve

5’ yoniinden 3’ yoniine dogru gerceklesir (Sekil 1.16).

REPLIKASYON

Helikaz

Tek zincire badlanan __
Tk

proteinler g Primosome

|..‘I 3

| .
e
Primaz / M
. $

DHA polimeraz 3 / ! .. .
haloenzim -'_,-
DA palimeraz 1 /

_/ 't
DA ligaz 7

gecikmeli iplikgik

"i\_ anci gelen
iplikgik

Sekil 1.16. DNA’nin replikasyonu

Transkripsiyon:

DNA’nm niikleotit dizisinin RNA polimeraz enzimi tarafindan RNA seklinde
kopyalanmas1 olayidir. DNA’dan RNA’ya genetik bilginin aktarilmasidir.
Transkripsiyon, hiicre i¢i genetik bilgi akisinin ilk basamagi oldugu i¢in 6nemlidir.
Transkripsiyon sonucu mRNA molekiilii sentezlenir ve mRNA’daki her ti¢lii kodon,
ayrica peptit zincirine girecek aminoasiti tastyan tRNA’nin antikodonuna esleniktir.

RNA molekiilii, DNA’nin kalip kolunun dizilisini biitiinleyici riboniikleotidlerin
ATP, GTP, CTP ve UTP’tan pirofosfatlar ayrilmasi ile 5 3 yOniinde sentezlenir.
Transkripsiyon sonunda olugan RNA’lar primer RNA olarak adlandirilirlar. Olusan
bu RNA’lar hemen kullanilamazlar ve RNA processing siireci ile olgun RNA’lar

meydana gelir.



41

Translasyon : Transkripsiyonla RNA’ya kopyalanan genetik bilginin bir protein
veya polipeptit zincirine c¢evrilmesidir (Sekil 1.17). Protein sentezinde, mRNA,

tRNA ve ribozomlar bu siirecte rol oynamaktadir.

Plasmamembrane

Polypeptide Aﬂﬁ"“

Trangla on

Ribosome
(tRNA)

Sekil 1.17. DNA’nin translasyonu

Proteindeki aminoasit sirasint mRNA’ lar bir kod halinde tagir.Her aminoasit i¢in en
az bir tane tRNA bulunmaktadir.tRNA iizerinde antikodon denilen ve mRNA’daki

kodonlar1 tamamlayici liger bazlik niikleotid dizileri vardir.

Transkripsiyonu yapilacak genin belirlenmesi ile bu genin dniindeki 250 niikleotid
uzunlugundaki transkripsiyonun basladigi bole promotor bdlge olarak adlandirilir.
Transkripsyonu gerceklestiren RNA Polimeraz II enzimi, enzim aktivitesini

gerceklestirebilmesi i¢in bu promotor bolgeye baglanmasi gerekir.
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1.10. Atomik Absorpsiyon Spektrometresi (AAS)

Atomik absorpsiyon spektroskopisi gaz haline ge¢mis atomlarin 11k tarafindan
absorpsiyonunun Ol¢iilmesine dayanir. Atomlar temel enerji diizeyinden 15181n
absorpsiyonu ile kararsiz uyarilmis enerji diizeyine geg¢is yaparlar. Atomik
absorpsiyon spektroskopisi diger analiz yontemleri gibi c¢ozeltilerdeki element
konsantrasyonunu belirlemekte kullanilir. Sulu ¢ozeltiler, seyreltilmis organik
cozeltiler ya da seyreltilmis Orneklerin element analizi i¢in atomik absorpsiyon
spektrometresi kullanimi uygundur. Burada nicel analiz Beer-Lambert yasasina
baghdir. Absorbans, A, ortama gelen 15181n siddeti, I, ortamdan ¢ikan 15181n siddeti,
I, oraninin logaritmasidir. Absorbans,arastirilan elementin derigimiyle orantilidir
(Skoog,1997).
A= log 10/l = k.c.d

A : Absorbans

I0 : Ortama giren 15181 siddeti

I : Cikan 15181n siddeti

k : Absorpsiyon katsayisi

d: Absorpsiyon tabakasmin kalinlig1

c: Absorplanan maddenin konsantrasyonu

Atomik tiirlerin spektroskopik tayininde ilk basamak element iyonlarinin ve tek
atomlarin  buharlastirilip, parcalanir ve gaz haline ulastirilir. Metodun

giivenebilirliligi ve kesinligi atomlastirma basamagima baghdir (Skoog West Holler,
1999).
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Sekil 1.18. AAS’nin galisma prensibi (Skoog, 1997)

Atomik absorpsiyon bilesenleri, 1s1may1 yapacak bir 151 kaynagi, ¢ozeltinin atomik
buhar haline gelmesini saglayan atomlastirici, c¢alisilan dalgaboyunu diger
dalgaboylarindan ayiran monokromatér ve sinyalleri okuyan bir dedektordiir
(Sko0g,1997). Alevli atomlastirma, elektrotermal teknikler (grafir firm), hidrit ve

yari-alev teknikleri atomlastirma tekniklerindendir.

1.10.1. Alevli Atomik Absorpsiyon Spektrometresi (AAAS)

Alevli atomik spektrometresi serbest analit atomlarmm olusturulmasiyla belli bir
dalga boyu iireten 151k kaynagi altinda uyarilmasi ile analiz yapilmaktadir. En ¢ok
kullanilan yontem alevli hiicre tipidir. Nebulizer ¢ozeltiyi emerek spray odasina
gonderir ve aerosol haline gelen ¢ozelti aleve gonderilir. Alevde yiiksek sicakliklarda
buharlastirilir ve oyuk katot lambasindaki 151k ile atomlar uyarilarak absorplanan 151k
miktar1 tayin edilir (Zeev B. Alfassi, 1994). Alevli atomlastiricilarda Slgiimler
genelde ppm diizeyinde yapilir.
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1.10.2. Elektrotermal Atomlastirma

Alevli atomik absorpsiyon teknigi basit ve tekrarlanabilir bit metotdur. Iyi sonuclar
elde edilir. Firin teknikleri, alevliye gore daha kiiciik konsantrasyonlarda olgiim
yaparve ppb seviyesindedir. Grafit Firin metodunun tayini, yliksek sicaklikta gaz
halinde bulunan element atomlarinin elektromanyetik 1sinlar1 absorblamasi temeline
dayanir. Alev yerine bir argon yataginda bulunan elektrikle 1sitilan grafit tiip yer alir.
Az miktardaki 6rnek grafit tiipe yerlestirilmesiyle yiliksek sicakliklara ulasmasi,
kurutma ve kiillenme basamagi ile matriks bilesenlerinden diger bilesenlerden
uzaklastirmasidir. Grafit tiip ile tiim bilesenler atomlasir ve gaz fazina gecen serbest

atomlarin varligiyla absorbans 6l¢iiliir.

1.11. Hemakromatozis

1.11.1. Hemakromatozis’in Tarihg¢esi

IIk kez 19. yiizyilda Bronz diabet olarak tanimlanan herediter Hemokromatozis,
Armand Trousseau tarafindan tanimlanmistir. Van Recklinghousen 1889 yilinda bu
hastaliga demirin neden oldugunu diisiinerek 'HEMOKROMATOZIS' tanimini
kullanmistir. 1935°te Ingiliz fizik¢i Sheldon hastaligin ailesel bir hastalik oldugunu
ve klinigin organlarda artmis demir depolanmasi sonucu meydana geldigini
belirtmistir. Simon ve arkadaslar1 1976 yilinda hemokromatozis geninin 6.
kromozomda HLA-A lokusu ile siki iliskide oldugunu ve hastaligin genetik orjinli
oldugunu saptamistir. Daha sonra 1996 yilinda Niderau ve arkadaslari hastaligin,
HFE genindeki mutasyon sonucu ortaya ¢iktigini bildirmislerdir (Ozdemir S, 2007).

Herediter Hemokromatozis (HH); demir metabolizma bozuklugunun prototipidir,
cesitli parankimal organlarda progresif demir birikimine bagli, otozomal resesif
gecisli bir demir metabolizma hastaligidir. Hemokromatozis hastali§i primer

(herediter) ya da sekonder hemokromatozis olarak siniflandirilabilir. Herediter
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hemokromatozis otozomal resesif gecisli, barsaktan demir emiliminin arttigi, altta
yatan herhangi bir ikincil hastalik bulunmayan formudur. Sekonder hemokromatozis
ise Ozellikle inefektif eritropoez gibi hematolojik bir hastalik nedeniyle kan
transflizyonu sonucu goriilen formudur. Herediter Hemokromatozis kompleks,
patogenezinde genetik ve cevresel faktorlerin rol aldig1 kalitsal bir hastaliktir (Bacon
ve ark., 1999). HH, asir1 demir emilimi, transferrin, ferritin ve diger demir baglayic1
proteinlerin saturasyonu ve vital organlarda demir birikimi ile karakterize bir grup
bozuklugu icermektedir. Serbest demir, reaktif oksijen tiirlerinin tiretimini katalize
ettiginden, toksik bir maddedir. Bu nedenle hemokromatozis, karaciger yetmezligi,
kardiyomiyopati, endokrin bezlerin yikimi ve eklem hasarina yol agabilimektedir.
Gliniimiizde HH den sorumlu spesifik genler belirlenmistir. En sik goriilen formu
olan Tip 1 HH, HFE genindeki mutasyonlar sonucu meydana gelen otozomal
ressesif bir bozukluktur. HH lu hastalarin ¢ogu HFE genindeki C282Y mutasyonu
icin homozigottur. HFE disindaki baska bazi genlerin de mutasyona ugradiginda
hepsidin ekspresyonunda azalmaya ve klinik olarak herediter hemokromatozise yol

actig1 bilinmektedir.

1.11.2. Hemokromatozis Tipleri

4 farkli Hemokromatozis tipleri vardir.

a. Tipl, Klasik Hemokromatozis

b. Tip2, Juvenil Hemokromatozis

c. Tip3, Hemokromatozis: 7q22 ‘de lokalize TFR2 geni mutasyonlar1 sonucu goriiliir
ve otozomal resesiftir.

d. Tip4 Hemokromatozis: Ferroportin’e (Demir aticist) bagh bir bozukluktur.

1.11.3. Hemakromatozis Molekiiler Genetik

1996 yilinda HH den sorumlu olan HFE gen mutasyonunun saptanmasi ile hastaligin

taninmasinda biiyiik ilerleme kaydedilmistir. Herediter Hemokromatozis’de HFE
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geninde iki onemli mutasyon tanimlanmistir, birincisi C282Y mutasyonu (845 G-A)
282. kodonda olan sistein aminoasidi yerine tyrozin aminoasidi, ikincisi ise H63D
mutasyonu (187 C-G) 63. Kodonda olan histidin aminoasidi yerine aspartat
aminoasidi ge¢mesi sonucu goriiliir. Ikinci mutasyonun biyolojik etkisi C282Y
mutasyonu kadar giiclii degildir (Feder ve ark., 1996). Herediter Hemokromatozis
sadece HFE gen mutasyonu ile karakterize degildir. Son zamanlarda hepsidin,
hemojuvelin, ferroportin, DMT1, TFR2 proteinlerini kodlayan genlerdeki
bozukluklarin da demir birikimine neden olduklar1 gosterilmistir. Bunlar da

hemokromatozisin non-HFE iligkili formlar1 olarak gruplandirilmaktadir.

1.11.4. Hemakromatozis de Tam

Gilintimiizde tan1 birinci basamak olarak biyokimyasal (transferin satiirasyonu ve
serum ferritin diizeyi) ve ikinci basamakta genetik (HFE ve diger genlerin molekiiler
testleri) testlere dayanmaktadir (Sekil 1.19). Boylece karaciger biyopsisi ihtiyacinda
azalma goriilmektedir. Transferin satlirasyonu viicut demir birikimini géstermede en
duyarh tetkiktir ve ¢aligmalarda belirlenen esik deger %45 olarak belirtilmistir
(Camaschella ve ark., 2000). Yapilan bir calismada 1990-1995 yillar1 arasinda yeni
tanmnan hastalarin %62’si bu yolla dikkati ¢ekerek taniya ulasilmistir. Kalan
hastalarin %14’ aile liyelerinin taramasiyla tespit edilmistir (Bacon ve ark., 1997).
Ferritin ve serum demir parametrelerinde aglik Olgiimleri gerekmektedir. Ciinki
normal bireylerin yaklasik %50’sinde yemek sonrasinda artmis demir diizeyleri
goriilebilmektedir. Serum ferritin diizeyleri i¢cin kadinlarda >200 pg/L ve erkeklerde
>300 pg/L patolojik olarak kabul edilmektedir. Ferritin diizeyi karacigerdeki
harabiyet icin de tahmin ettirici olabilir ve >1000 pg/L esik degeri karaciger

fibrozisinin varligini diisiindiirebilir.

Ancak ferritin akut faz reaktani olarak da yiikselebildiginden ve gen¢ HH’li
hastalarda heniiz yiikselmemis olabileceginden sensitivitesi diisiiktiir. Tip 4 HH’in

bazi mutasyonlarinda retikiiloendotelyal sistem organlarinda asir1 demir birikimi ve
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yiiksek ferritin diizeyi goriiliirken serum demir ve transferinsatiirasyonunun normal

olabilecegi akilda tutulmalidir.

Semptomatik Assmptomatik HHIn 1. derece akrabalari

Aclik transferin saturasyonu ve serum ferritin diizeyi

L 4 ¥
TS5 <% 45 ve TS5 =% 45 ve yiksek
normal ferritin ferritin dizeyi

4

ileri tetkik etme |

Geneatik analiz

CI82Y /C282Y
(282Y/H63D heterozigotiugu Yag <40 Yas > 40 vefveya
C282Y heterozigotlugu Ferritin <1000 Earritin > 1000

ve ALT/AST N

ALT/AST oram yliksekse

Diger karaciger
va hemotolajik
hastaliklarn ekarte et
+ Karaciger biyopsisi

*
|

Terapatik
flebotomi

HDK icin karaciger
hiyopsisi ve
histopatolajik
degerlendirme

Sekil 1.19. Herediter Hemokromatozisin Tan1 Algoritmasi

1.11.5. Hemakromatozis’de Klinik Bulgular

Demirin barsaktan uygunsuz emiliminin artmasi sonucunda demir parankimal
organlarda karaciger, pankreas, dalak, kalp ve diger organlarda birikerek bu
organlarda hasarlanmaya ve fonksiyon bozukluguna neden olur. HH siklikla 40-60

yas arasi her iki cinsi esit oranda etkilese de, semptomatik hastalik erkeklerde
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bayanlara gore 10 kat fazla goriilebilmektedir ( Sheldon, 1935). En ¢ok goriilen
semptomlar halsizlik, yorgunluk olmakla birlikte karin agrisi, karaciger fonksiyon
test bozuklugu, HCC, kardiyomiyopati, kardiyak iletim bozukluklari, hipogonadizm,
libido azalmasi, hipotiroidi ve artralji gibi semptomlar da goriilebilir. Hepatomegali,
semptomatik olan hastalarin %95’inde karin agris1 ve karaciger hassasiyeti ise
hastalar %56’ sinda goriilebilir. Sirotik hastalarm %30’unda HCC gelisebilir, bu
nedenle hizli karaciger biiyiimesi, karin agrist ve asit agisindan siki takip edilmelidir

( Niedera ve ark., 1996).

1.11.6. Demir Yiiklemesiyle Olusabilecek Hastaliklar

Herediter Hemokromatozis
A.C282Y homozigotlugu
B.C282Y / H63D heterozigotlugu
C.Juvenil hemokromatozis
D.Otozomal dominant hemokromatozis
E.Diger HFE gen mutasyonlari
Sekonder Demir Yiiklenmesi
A.Hematolojik nedenler
Diyete bagli demir yiiklenmesi
Karaciger hastaliklar1

Idyopatik nedenler

1.11.7. Hemakromatozis Hatahi@inin Tedavisi

Tedavideki amag viicuttaki fazla demiri atmaktir. Hemokromatozis tedavisi 2 sekilde
yapilmaktadir.

1-) Flebotomi ile demirin uzaklastirilmasi saglanir. Haftada 1-2 kez Htc degeri
%35’in altina diisenceye kadar devam edilir. Tedavi edilen Hemokromatozis

hastalarinda 5 yillik yagsam siiresi %65, 10 yillik yasam siiresi ise %30’dur. Bir kez



49

yapilan flebotomi ile vucuttan yaklasik 500 ml kan ve 250 mg demir uzaklastirilmis
olur. Yani vucuttan 1 gr demir atilmasi icin 4 kez flebotomi yapilmasi gerekir. Her 1-
2 gr demir uzaklastirildiginda serum ferritin diizeyleri 2-3 ayda bir kontrol
edilmelidir. Her kan almada hematokrit degerinde 10 birimlik ya da baslangicin
%20’si kadar diisme olacak sekilde flebotomiye devam edilmesi gerekir (Tavill,
2001).

2-) Selasyon tedavisi: Talasemili hastalarda, 10-15 iinite kan transflizyonu
sonucunda, Ferritin 1000 pg/L ise selasyon tedavisi uygulanir. Bu tedaviye en uygun
olarak Desferrioksamin (DFO; Desferal) ile selasyon uygulanir. Desferal 6 disli
demir gelatordiir. Demirin 6 koordinasyon alanmi baglar ve stabil demir selator

kompleksi meydana gelir.

Calismamizda; dogum yapmis bayanlara ait kan oOrneklerinde HFE H63D gen
polimorfizmi (rs1799945) belirlenerek plasenta dokusu 6rneklerindeki kursun diizeyi

tespit edilecek, aralarindaki iligki istatistiksel olarak degerlendirilecektir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Metal Analizi

2.1.1. Geregler

2.1.1.1. Numuneler

Tez ¢alismast igin Ankara Universitesi Cebeci Tip Fakiiltesi Kadm Hastaliklar1 ve
Dogum anabilimdali’nda dogum yapan ve bilinen bir metal maruziyeti olmayan 93
saglikli kadindan alman kan ve plesanta Ornekleri kullanilmistir. Annelerin
tamaminda bilinen bir hastalik bulunmamakta ve sigar kullanmamaktadirlar. Anne
kan orneklerinden DNA izole edilmis ve HFE gen polimorfizmleri belirlenmis,

plesenta 6rneklerinin ise kursun diizeyi analiz edilmistir.

2.1.1.2. Hasta Rizasi

Bu calismada kullanilan tiim Ornekler Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurullar1 Arastirma Projesi Bilgi ve Taahhiit Formunda belirtilen kurallara uygun

olarak hazirlanmig Bilgilendirilme Onam Formlar1 doldurularak ¢alismaya katilmistir
(Etik Kurul Karar No: 33-730; Tarih: 11.07.2011). Calismada 93 Ornek

kullanilmastir.

2.1.1.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Pb Standart Cozeltisi AA Standart Etanol pour SCP SCIENCE
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Nitrik asit Merck

2.1.1.4. Kullanilan Arac¢ ve Geregler

Atomik Absorpsiyon Spektrometresi  VarianAA240Z Zeeman (GFAAS)

Grafit Tilip Atomlastirict Varian GTA 120

Grafit Tiipleri Varian GTA

Hassas Terazi Mettler Toledo 4 digit
Mikrodalga Firin Mars Xpress

Su Piirifikasyon Sistemi Human UP 900 Scholar-Uv

Santrifuj Heraeus Sepatech Labofyge 200
Otomatik Pipetler

Ephendorf

Etiiv Memmert

Cam Malzemeler

Polipropilen, Kapakli Tiipler (15, 25 ml’lik)
Hava - Asetilen Tiipi

Argon Tipti

Manyetik Karigtirict MIRAK

Sample Cup 2 ml Vial Pothtech Elkay

2.1.2. Yontem

Toplanan anne kanlarmdan elde edilen genomik DNA’lar PCR-RFLP yontemi ile
HFE H63D tek nokta mutasyonlar1 bulundu. Anne plesenta dokularinda ise kursun
nicel tayini GFAAS yontemi ile yapildi. Kursun diizeylerinin HFE ile iligkisinin olup

olmadig: arastirildi.
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2.1.2.1. Orneklerin Alinmasi

Kan 6rnekleri Ankara Universitesi Cebeci Tip Fakiiltesi Kadin Dogum béliimiinden
93 yeni dogum yapmis kadindan alindi. Venoz yolla alinan 2 ml’lik kanlar EDTA’l1
tiiplere alind1 ve +4°C’de saklandi. Toplanan plasentalar ise metal analizi yapmak

icin polietilen kaplara konularak -20°C de saklandi.

2.1.2.2. Plasenta Orneklerinin Hazirlanmasi

Polietilen kaplara konulan plasentalar dondurucudan alinip oda sicakliginda
bekletildi. Plasentalar cam tabla {izerine konuldu ve tabla ile beraber 75°C’ye

ayarlanmis etiivde 24 saat kurutularak agirligi sabitlenmesi i¢in bekletildi.

2.1.2.3. PLASENTA ORNEKLERININ ON ANALIZ iISLEMLERI

Sabit tartima gelen plasenta 6rnekleri hassas terazi ile tekrar agirligi incelenerek kuru
agirliklar1 belirlendi ve teflon tiiplere konuldu. Plasenta 6rneklerinin iizerine 5 ml
%65’lik HNOj3 eklenerek Cem Mars Xpress mikrodalga firinda asitle yakma islemi
200 °C ve 800 W’da 20 dakika boyunca yakilir. Yakilan plasenta drnekleri toplam
deiyonize su ile beraber 25ml ye tamamlanarak, seyreltme islemi yapildi ve 50ml’lik

polipropilen tiiplere alind1. Analiz siirecine kadar +4 °C’de bekletildi.

2.1.2.4. Analiz islemi

Plasenta O0rnekleri 6n analiz siirecini gegtikden sonra kursun diizeylerini belirlemek

icin Atomik absorbsiyon cihazi ile tayin edilmistir. Grafit firin teknigi kullanilmistir.

Numuneler cihaza yliklendikten sonra Argon yakici gazi ile miktar tayini yapilmistir.
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2.1.2.5. Plasentadaki Kursun Diizeyleri

Kursun diizeylerinin belirlenmesi i¢in Varian AA240Z Zeeman atomik absorpsiyon
cihazt kullanilmistr. Once kalibrasyon grafigi elde edilmistir. Bunun igin
1000ppm’lik kursun stok c¢ozeltisinden 15ppb konsantrasyonundan ana stok
hazirlanmistir. Hazirlanan stoklardan da Sppb, 10 ppb ve 15 ppb konsantrasyonlari

hazirlanarak kalibrasyon egrisi olusturulmustur.

Kursun analizi i¢in 217,0 nm dalga boyu ayarlandi. Sicaklik degeri ise 2150°C’de
toplandi. Atomlastirict olarak Argon gazi kullanildi. Hazirlanan standartlar igin
piklerin diizeylerinin diizgiin ¢ikmasi i¢in her standarda 5 ml %65 saflikta HNO3
cozeltisi eklendi. Her bir standart icin 3’er kere 6lgiim yapildi. Kalibrasyon her 20

ornekde tekrarlandi. Kalibrasyon hesabi konsantrasyon hesabi ile yapildi.

2.1.2.6. Plasenta Orneklerinin Kursun Analizi

Hazirlanan standartlara piklerin diizglin ¢ikmasi icin 5 ml %65 saflikta HNO3
eklendi. Kalibrasyon egrisi i¢in her bir standart ¢ozelti i¢in 3 kez 6l¢iim yapildi.
Kursun analizi i¢in dalga boyu 283,3 nm olarak ayarlandi. Absorbans verisi 2150
°C de toplandi. Piklerin oOl¢iimii pik yiiksekligi ile kalibrasyon hesab1 ise
konsantrasyon modu ile yapildi. Kalibrasyon 20 6rnekte bir tekrarlandi. Ornekler igin
ise 3 kez Ol¢lim yapildi. Atomlastiric1 olarak grafit firin ve ortam gazi olarak Argon

kullanildi.



2.2. HFE Gen Polimorfizmi

2.2.1. Geregler

2.2.1.1. Kullanilan Kimyasallar

Biolab)

Doku DNA izolasyon Kiti
Restriksiyon Enzimi (Msp 1)

Primerler

Etanol

Agaroz

Trizma Base

Borik asit

EDTA

DTT

Etidyum Bromiir

6X loading ¢ozeltisi

Saf etanol

DNA’s RNA’s free water
Hot Star Taq DNA polimera

Fenol-kloroform-izoamil alkol (25:24:1)

Sodyum dodesil stilfat (SDS)
Sodyum kloriir (NaCl)
Proteinaz K

100 bp ladder

Triton X
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Qiagen
Neb(New England

Alpha DNA, Montreal
Merck

Prona

Merck

Merck

Merck

Sigma
Applichem
Qiagen
Scharlau, Dop
Qiagen
Qiagen
Applichem
Applichem
Merck

Merck
Fermentaz

Scharlau
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2.2.1.2. Kullanilan Arac ve Geregler

Laminar Flow kabin
Thermal Cycle PCR cihazi
Jel Goriintiileme cihazi
Yatay elektroforez cihazi
Giic Kaynagi

Su banyosu

Otoklav

Sogutmal1 santrifiij cthaz
Mikrodalga firm

Elektrikli hassas terazi
Vorteks karistirict

pH metre

Laptop Cooler (—20°C)

1.5 ml ve 0.2 mI’lik ependorf steril tiipler

(101,100 1, 1000 1. )

pirojen free filtreli, pipet uglar
Otomatik mikropipet
Ependorf, Thermo, Tipor-V
Memmert

Santrifiij

Labofyge 200

Toledo

Manyetik Karistirici

Ph metre

Su Purifikasyon Sistem
Mikrodalga firm

Esco

Techne Tc 512
Syngene
Scie-Plas
Bio-Rad

Niive Bm 402
Niive

Hettich
Argelik
Schimadzu Libror
Biosan

Mettler Toledo
Sigma

Axygen Genuine

Finntip

Hassas terazi

Etiv

Mettler Toledo 4 Digit

Heraeus Sepatech
Mirak
Seven  Multi  Mettler

Human Up 900
Mars X Press



56

2.2.2. Yontem

2.2.2.1. Sivi Kan Orneklerinden DNA izolasyonu

Stvi kan Orneklerindeki niikleer DNA’y1 aciga cikarabilmek amaciyla fenol-
Kloroform-izoamil-alkol ekstraksiyon yontemi kullanildi.

Kan 6rneginden 200 1 alind1 ve 1,5 ml’lik ependof tiip igerisine konuldu.

Kan orneginin tlizerine 1000 1. TE konularak 12000 rpm’de 2 dakika
santrifiij edildi. Santfiriijden sonra alt faz 100 1 kalincaya kadar iist fazdan alinarak
atild1 ve islem 3 defa tekrarlandu.

Pelet iizerine; 45 1 NaCl (1 M), 40 1 SDS (%10’luk), 100 1 TE ve 5-10 |
proteinaz K kimyasallar1 eklenerek vortekslendi.

1.5-2 saat 56°C’lik su banyosunda inkiibe edildi.

Fenol-kloroform-izoamil alkol karistmindan 500 1 ilave edildi ve
vortekslendi.

2 dakika 2500 rpm’de santrifiij edildi.

Ust faz almirken alt fazin karistirilmamasma dikkat edildi ve yeni bir
ependorf tiipiine iist faz konuldu.

1000 1 soguk saf etil alkol ilave edildi.

10 dakika 10000 rpm’de santrifiij edildi.

Alkol olusan pelete zarar vermeden dikkatli bir sekilde atild1.

Oda sicaklhiginda %70’lik etil alkolden 500 1 edildi.

10000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

Santrifiijden sonra yukarida toplanan alkol atild1.

Tipiin dibinde kalan alkol de tamamen ugurulduktan sonra 100 1 DNAse-
RNAse free su ilave edildi.

Tiim DNA 6rnekleri analizlere alinincaya kadar -20 °C’de muhafaza edildi.
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2.2.2.2.Genomik DNA’nin Agaroz Jel Elektroforezi ile Belirlenmesi

Kan orneklerinden genomik DNA’nin izole edildigini gozlemlemek igin %2,5’lik

agaroz jel elektroforezi ile bulundu.

2.2.2.2.1.% 0,5’lik Agaroz Jel Hazirlanmasi

0.6 gr agaroz tartild1 ve 120 ml 1X TBE ¢ozeltisi i¢erisinde ¢ozildii.

Bir behere alinan bu ¢ozelti agzi alimiinyum folyo ile kapatildikdan sonra
mikrodalga firma alind1 ve en yliksek seviyede kaynatildi.

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

Uzerine 10 1 EtBr (10 mg/ml) eklendi ve ¢dzelti rengi pembelesinceye
kadar ¢alkalandu.

Kalibin bariyerleri takildi ve jel taraklar1 yerlestirildikten sonra agaroz jel
kaliba dokiildii. Jel kaliba dokiiliirken hava olusan kii¢iik hava kabarciklari ise pipet
ucu yardimiyla patlatildi.

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

Taraklar ve bariyerler ¢ikarilarak kalip elektroforez tankina yerlestirildi.
Jel kuyucuklarinm, yiliriime tankinin katot elektrot (-) tarafina yerlestirilmesine
dikkat edildi.

Jelin iizerini 2-3 mm kaplayacak miktarda tank igerisine 1X TBE cozeltisi

eklendi.

2.2.2.2.2. Agaroz Jel’e Yiiklemek i¢cin Ornek Hazirlanmasi ve Yiiriitme
Kosullar

15 cm uzunlugunda parafilm kesilerek buz kalib1 {izerine yerlestirildi.
11 6X Jel Loading Buffer ve 5 | DNA 0rnegi parafilm tizerine konuldu ve

homojenizasyon i¢in mikropipet yardimi ile yavasca karistirildi.
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Toplam 6 1 karisim dikkatli bir sekilde, jeli delmeden, jel kuyucuklarina

Sekil 2.1°de gosterildigi gibi yerlestirildi

Sekil 2.1. Agaroz jel yiiklemesi

Tank kapagi kapatildi, anot ve katot uglarinin baglantilar1 takildi.
Gii¢ kaynag1 100 volt ve 70 ampere ayarlanarak, numuneler 45 dakika jel iizerinde
yiiriitiildii.

UV 15181nda, Jel goriintiileme cihazinda sonuglar degerlendirildi.

2.2.2.3.PCR

TECHNE TC 512 Thermal Cycle cihazi ile PCR islemi gergeklestirildi (Sekil 2.2).
Islem sonrasinda hedeflenen DNA bélgesi 2% kez cogaltild1.

Sekil 2.2. PCR Cihazi
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Her PCR analizinde kontrol amaciyla, pozitif ve negatif 6rnekler de kullanildi. PCR
isleminde kontaminasyonu dnlemek amaciyla;

PCR ve DNA izolasyonlari farkli ortamlarda yapildi.

Analizler sirasinda steril, pudrasiz eldivenler kullanildi ve sik sik eldivenler
degistirildi.

Her analiz 6ncesi ve sonrasinda otomatik pipetler alkol ile temizlendi.

Steril tiipler ile filtreli pipet uclar1 kullanildi.

Amplifikasyon ve enzim kesim iglemleri hava sirkiilasyonlu laminar kabin icerisinde

yapildi, iglem Oncesi ve sonrasinda en az 45 dakika UV 151k kaynagi calistirildi.

2.2.2.3.1 Primerler

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

baslatilmis olur.

2.2.2.3.2. PCR Bilesenleri ve PCR Program

Standart bir PCR reaksiyonun da PCR Buffer, MgCl,, dNTP karisimi, Hot Star Taq
DNA Polimeraz, F Primer, R Primer ve DNA bilesenleri bulunmaktadir. Bilesenlerin
konsantrasyonlari, reaksiyona konulan miktarlar1 ve  final reaksiyon

konsantrasyonlar1 ¢izelge 2.1'de verilmistir.
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Cizelge 2.1. PCR bilesenleri ile stoktaki ve reaksiyondaki konsantrasyonlari

BILESEN STOK REAKSIYONA 50 ul’lik
KONSANTRASYON | KONULAN Reaksiyon
MIKTAR Karisimindaki

Final
Konsantrasyon

10 X PCR 10X 5ul 1X

Buffer

MgCl, 25 mM 3 1,5mM

dNTP karisim: | 2mM 5 200 pM

F Primer 20 pmol/ pul 1 ul 20 pmol

R Primer 20 pmol/ pul 1 ul 20 pmol

Hot Star Taq | 5 U/ ul 0,25 ul 1,25 U

DNA Polimeraz

DNA - - ~200 ng

Steril H,0 - Toplam 50 pl | -

oluncaya kadar

PCR programi asagida belirtilen sekilde gergeklestirildi.

Cizelge 2.2. PCR program

SICAKLIK ZAMAN (dk)
94°C 5

947 C 1 (denatiirasyon)*
60°C 1 (eslesme)*
72°C 1 (sentez)*
72°C 5

4°C

*Bu {i¢ islem toplam 35 dongii yapildi.

PCR iiriinleri, agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilinceye kadar -20 °C’de muhafaza
edildi.
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2.2.2.3.3. PCR Uriinii icin Agaroz Jel Hazarlanmasi

PCR iiriinleri %2’lik agaroz jel elektroforezi ile analiz edildi. Bunun i¢in 2.4 gr.
agaroz tartilarak 120 ml 1XTBE igerisinde ¢oziildii ve bolim 2.2.2.2.1°de yapildig1
sekilde isleme devam edildi. 7 pl PCR iriinii ile 1pl 6X Jel Loading Buffer
karigtirllarak jel kuyucuklarma yiiklendi. Her 6 numuneden sonra 100 bp DNA
ladder’1 kullanildi. 1ul DNA ladder’s, 1pul 6X Jel Loading Buffer ve 6 pl distile su
karigtirilarak ytikleme yapildi. Jel, 100 Volt ve 70 Amperde 1 saat yiiriitiildiikten

sonra sonuglar UV 15181nda, jel goriintiileme sistemi ile degerlendirildi.

2.2.2.4. PCR Uriiniiniin RFLP Yontemi ile Kesimi

Calismamizda, HFE H36D Tek Niikleotid Polimorfizmini belirlemek icin
amplifikasyon sonucunda olusan PCR {irtinii, Mbol Restriksiyon enzimi ile kesildi.
PCR iiriiniiniin RFLP yontemi ile kesim isleminde negatif ve pozitif 6rnekler de

kontrol amaciyla analizlere alindi.

2.2.2.4.1. Mbol Enzim Ozellikleri

Calisma da Moraxella bovis bakterisinden elde edilen Mbol restriksiyon enzimi

kullanildi.
5« AGATC...3"
3‘...CTAGX .

Mbol enzimi 5 ucundan GATC 3 ucundan CTAG dizisini taniyarak kesim iglemini

gerceklestirir (Cizelge 2.3).
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Cizelge 2.3. Mbol Restriksiyon enzimi ile kesim reaksiyonu

. 30 upl. lik Reaksiyon
BILESEN
Karisimindaki Hacimleri
NEB4 Buffer 2 ul
Bovine Seum Albumin 0,2 ul
BSA
Mbol Enzim 1 ul
PCR firtinii 10 ul
30 ul’ye tamamlayincaya
dH.0
kadar

2.2.2.4.2. Mbol Enzim ile Kesim Islemi

HFE H63D gen polimorfizm bdlgesini kapsayacak sekilde ¢ogaltilan 294 bp’lik PCR
riinii, H63D tek niikleotid polimorfizmini belirlemek amaciyla; Mbol enzimi ile 37
°C’de gece boyu inkiibe edildi. Boylece, bu yiiriitme sonucunda Mbol restriksiyon
enzimi ile amplifiye edilen bolgenin kesimi sonucu HFE H63D gen polimorfizminin
genotipleri (HH-homozigot tipik, HD-heterozigot, DD-homozigot atipik) jel
goriintiileme cihaz1 ile UV 1s1k altinda fotograflanarak jelde goriintiilendi. Sonug
olarak, HH genotipli homozigot tipik bireylerde Mbol enzimi 294 bp’lik bolgeyi 138,
99 ve 57 bp’lik olmak iizere ii¢ oligoniikleotid parcasina ayirmis olur. Bununla
birlikte, DD genotipli homozigot atipik bireylerde Mbol enzimi 294 bp’lik bolgeyi
237 ve 57 bp’lik olmak tizere iki oligoniikleotid pargasina ayirmis olur. Ayrica, HD
genotipli heterozigot tipik bireylerde ise Mbol enzimi 294 bp’lik bdlgeyi homozigot
tipik ve homozigot atipikler gibi keser, boylece 237, 138, 99 ve 57bp’lik olmak iizere
dort oligoniikleotid pargasina ayrilmis olur (Sekil 2.3).
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1 2 3 4 5 M

Sekil 2.3. 294 bp’lik amplifikasyon iiriiniiniin Mbol enzimi ile kesim sonucunda
olusan oligoniikleotid uzunluklar:1 (M=100 bp Ladder; Lane 1, homozigot atipik
(DD) 237,57bp, Lane 2 ve 3, heterozigot (HD) 237, 138, 99, 57bp, Lane 4 ve 5,
homozigot tipik (HH) 138, 99, 57 bp

2.3. istatiksel Analiz

Calisma kapsamindaki 6rneklerin istatistiksel analizleri, “SPSS Version.16” paket
programi kullanilarak yapildi. Ortalama, standart sapma, minimum ve maksimum
degerlerden olusan tanimlayici istatistikler hesaplandi. HFE polimorfizmi gen ve
alel frekanslar1 hesaplamalar1 Hardy-Weinberg esitliginde Haldane exact testi ile

yapild.

Orneklem biiyiikliigii g6z niine alindiginda anlamlihik diizeylerinin belirlenebilmesi
amaciyla parametrik 6zelligi tasiyan gruplarda “Student-T testi” kullanildi. Ayrica,
kategorik veriler icin ise X2, sayili veriler i¢in Pearson testi uygulandi. Minimum

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

Calismamizda anne plasenta ve kordon kam ornekleri Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi Cebeci Hastanesi Kadi Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dalinda dogum
yapan 93 goniilli annelerden alinmistir. Calisilan bu 6rneklerden 6nce kanda kursun
diizeyleri Olciilmiis, daha sonra ise HFE gen polimorfizm ile iligkisi i¢in genetik

yonden DNA incelemesi yapilmistir.

3.1. Plasenta ve Biyolojik Orneklerin Degerlendirilmesi
Incelenen plasenta Orneklerine ait anne yasi ve plasenta kursun diizeylerinin

ortalama, standart sapma, minimum ve maksimum degerlerinden olusan tanimlayic1

istatistikleri Cizelge 3.1.’de gdsterilmistir.

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

Toplam(N) | Minimum |Maksimum Ortala;r;;:lr::;andart
Yas 93 18 40 29,53+4,80
Plasenta As
Diizeyi 93 3,51 25,21 8,80+3,75
(ppb)




3.2. HFE H63D Gen Polimorfizminin Genel Degerlendirmesi ve Hardy-

Weinberg Dengesine Uygunlugunun Tespiti

Annelerden aliman vendz kanlarda yapilan genetik ¢aligmada, bireyler HFE H63D

gen polimorfizmleri ile olusan genotiplere gore gruplandirilmig ve toplam 93 bireye

gore genotip ve alel frekanslar1 hesaplanmistir (Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3).

Cizelge 3.2. Bireylerin HFE H63D polimorfizmleri ile olusan genotip frekanslari.

ip Frek: =
Polimorfizmler Genotip Frekansi (n=93)
n %
HH (Homozigot tipik) 70 75,3
HFE | HD (Heterozigot) 22 23,6
H63D
DD (Homozigot atipik) 1 1,1

Cizelge 3.3. Bireylerin HFE H63D gen polimorfizmi ile olusan alel frekanslari.

Alel Frekansi (n=186)

n %
Polimorfizmler
H 162 87,1
HFE
H63D D 24 12.9

Calistigimiz  popiilasyondaki bireylerin HFE H63D gen polimorfizmi genotip

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

3.4.).
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Cizelge 3.4. HFE H63D gen polimorfizminin Hardy-Weinberg Dengesi

2

HFE H63D Gozlenen | Beklenen v |P
HH 70 70,55
HD 22 20,90 0,26 | p>0,05
DD 1 1,55
Toplam (n) 93 100

3.3. HFE H63D Gen Polimorfizminin Plasenta Orneklerindeki Kursun
Diizeyleriyle Olan iliskileri

Calismaya katilan kadinlara ait kan Orneklerinden yapilan HFE H63D Gen
polimorfizm varyantlarindan homozigot atipik (D63D) genotipe sahip sadece bir
ornek bulunmaktadir. Istatistiksel analizlerin yapilabilmesi agisindan atipik &rnek
(D63D) ile heterozigot genotipe sahip bireyler (H63D) birlestirilmistir. Istatistiksel
analizler H63H (n=70) ve H63D+D63D (n=23) gruplar1 arasinda yapilmistir.
Plasenta orneklerindeki kursun diizeyleri ile HFE H63D gen polimorfizminin
olan ‘Student T testi ile istatistiksel olarak

genotipleri ile iligkileri

degerlendirilmistir (Cizelge 3.5 ve Cizelge 3.6).

Cizelge 3.5. Plasenta Orneklerindeki kursun diizeyleri ile HFE H63D gen
polimorfizmi arasidaki iligki.

Plasenta HFE H63D

HH HD+DD Toplam P
N 70 23 93

Pbb Ort+S.S. | 7.07<2,84 | 11,3244,96 | 8,80+3,75 0,001
(PPP) i, 351 469 351
Maks. 17.42 2521 2521

Cizelge 3.5’e gore, plasenta Orneklerindeki kursun diizeyleri ile HFE H63D gen
polimorfizmi arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki tespit edilmistir (p<0,01).
HFE homozigot tipik (H63H) genotipe sahip bireylerin plasenta 6rneklerindeki Pb
diizeyi ortalama 7,97+2,84 ppb iken, heterozigot+homozigot atipik (H63D+D63D)
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genotiplerine sahip bireylerin Pb diizeyi ortalama 11,32+4,96 ppb olarak

belirlenmistir.
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4. TARTISMA

Son yillarda kursunun ¢evresel ve mesleki risklerinden dolay1 arastirilmasi oldukca
onem kazanmustir. Kursunun ciddi olumsuz saglik etkilerinden dolay1 arastirmacilar,
kursun metabolizmasindaki genetik faktorlerin de kursun birikimi {izerine etkilerini

aragtirmaya yonelmislerdir.

Ankara Universitesi Kadm Hastaliklar1 ve Dogum Anabilimdali’'nda dogum yapmus
ve belirli bir metal maruziyetine matuz kalmayan 93 anne iizerinde yapilan bu
calismada plasental kursun diizeyleri ile maternal HFE gen polimorfizmi arasindaki
ilisk1 arastirilmistir. Anne kanindan elde edilen DNA istenilen bdlgeye gore kesim
yapilarak HFE H63D polimorfizmi incelenmistir. Buna gore 70 bireyde homozigot
tipik (HH), 22 bireyde heterozigot (HD) ve 1 bireyde homozigot atipik (DD)
genotipleri  bulunmustur. HD+DD’li  annelerin  plasentalarindaki  kursun
konsantrasyonu 11,32+4,96 ppb iken, HH’li bireylerde kursun 7,97 +2,84 ppb olarak
bulunmustur. Polimorfik bireylerin plasenta kursun diizeylerinin, homozigot tipik

bireylere gore istatistiksel olarak yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Tirkiye’de HFE gen sikliklarini belirlemek i¢in smirli sayida calisma yapilmistir
(Bozkaya ve ark., 2004). Farkl iilkelerde bu gen bolgesi ile ilgili ¢ok sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Papazoglou ve arkadaglarinin 2003 yilinda 264 eriskin Yunan’li
tizerinde  gergeklestirdigi HFE gen polimorfizmi ¢alismalarinda C282Y
polimorfizmine hi¢ rastlanmamistir. Bireylerin %16,2’sinde heterozigot H63D ve
%0,75’inde ise homozigot H63D polimorfizmi oldugu saptanmistir (Papazoglu ve
ark., 2003).

Tirkiye de kalitsal hemokromatozis hastaligi ile HFE gen polimorfizmi arasinda
iliski olup olmadig: ile ilgili ¢aligmalar yapilmistir. HFE C282Y ve H63D gen
polimorfizmleri sekans yontemi ile belirlenmistir. Hemokromatozis hastalari
tizerinde yapilan analiz sonucuna gore, hastalarin tamammm H63D heterozigot

genotipe sahip oldugu tespit edilmistir (Simsek ve ark., 2005).
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Choi ve arkadaglarmin 2002 yilinda yaptigi ¢alisma da 240 Koreli bireyde PCR-
RFLP yontemiyle C282Y ve H63D polimorfizm sikliklari analiz edilmistir.
Aragtirma da C282Y polimorfizmi bulunmazken, %7,5 seviyelerinde heterozigot
H63D polimorfizmi oldugu tespit edilmistir (Choi ve ark., 2002 ).

Al-Saleh ve arkadaslar1 2011 yilinda yaptig1 ¢alismada 1579 saglikli kadinin plasenta
dokusu, kordon kani ve anne kaninda kursun, civa ve kadmiyum diizeylerini
arastrmigtir. Katilimcilarin yagsam stilleri, yas, dogum agirligi, sigara i¢ip-icmedigi
ile ilgili kriterler g6z Oniinde bulundurularak veriler alinmistir. Anne kanindaki
kursun seviyesi 2,897 + 1,851 pg/dl; kordon kaninda, 2,551 + 2,592 ug/dl plasenta
da ise 0,579 + 2,176 pg/dl olarak bulunmustur. Buna gére kursun seviyesi ortalama
degerlerine bakildiginda en ¢ok anne kanmnda bulunmustur (Al-Saleh ve ark, 2011).
Bu caligmadaki plasental kursun diizeyi ise ortalama 0,880+0,375 pg/dl olup, Al-
Saleh ve arkadaslarmin Suudi Arabistan populasyonundaki buldugu degerin

uzerindedir.

Bradman ve arkadaslar1 2001 yilinda bazi etnik kdkenlerdeki 319 c¢ocukta kursun
diizeylerini ve ferritin seviyelerini arastrmis ve etnik gruplar arasinda kursun
diizeyleri bakimindan farklilik bulmuslardir. 14 ¢ocukta 10 pg/dl’ den fazla
bulunurken, Siyah irk ve Asyalilar’in kan kursun ve ferritin seviyelerinin Hint ve
Beyaz ¢ocuklardan ¢ok daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. Cocuklardaki yas
farkliliklar1 ferritin ve kursun seviyeleri ile iliski bulunmamaistir. Yapilan bu ¢alisma
sonucunda demir eksikligi bulunan g¢ocuklarda diisiik ferritin ve yiiksek kursun
diizeyleri oldugu bulunmustur (Bradman ve ark., 2001). Bu calismada da demir

eksikligi olan bireylerin kursun toksisitesi agisindan daha riskli oldugu gosterilmistir.

Lewendan ve arkadaslar1 2001 yilinda Amerika'da davranissal ve gelisim problemleri
olan ¢ocuklarda kan kursun diizeylerini incelemistir. Problemli popiilasyondaki 36
cocugun kan kursun seviyelerinin, normal popiilasyondaki 139 ¢ocugun kan kursun
diizeylerine gore ¢ok daha yiiksek diizeyde oldugu saptanmistir. Davranigsal ve

gelisim problemi olan ¢ocuklardaki kan kursun diizeyi ortalamasi 40,7 pg/l iken
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kontrol grubunda 29,2 pg/l olarak bulunmustur (Lewendon ve ark., 2001). Bu
calisma, kan kursun diizeyi yiiksekliginin c¢ocuklarda zeka ve gelisimsel

bozukluklara neden oldugunu gdstermesi agisindan 6nemlidir.

HFE geninin kesfi ile Hemakromatozis hastalarinda demirin viicut igerisindeki
potansiyel riskleri ortaya konulmustur (Berglund ve ark., 1995). HFE geni ile demir
iliskisinin yanisira, bagirsakdaki kadminyum ve kursunun demire gére 1000 kat daha
konsantre oldugu bulunmustur. Buda demir ile toksik metallerin arasmdaki

yarismanin varliginin agikca belirtisidir (Vahter ve ark., 1991).

Baleria ve arkadaslar1 2011 yilinda yaptig1 ¢aligmada anne ve cenindeki demir
metabolizmasmin diizenini arastrmislardir. Hamilelik boyunca c¢ocugun demir
seviyesini annedeki demir metabolizmasi ile saglanmistir. Anne ve fetus’un Hfe,
hepsidin ve dietle alman demiri Plasental demir transferinde rol oynadig:
saptanmistir. Annenin karacigerindeki demir seviyesi diyetle alinan demire ve HFE
genotipine bagimlidir. Anne diyetle demir seviyesini arttirdiginda cenindeki toplam
demir seviyeside artmus olur. Fakat HFE geni susturulmus, annelerin ceninlerinde
zamanla karacigerdeki demir seviyesinin ve beraberinde plasentadaki Tfrl, Dmtl ve

Fpn’ de arttigin1 gormiistiir (Baleseria ve ark., 2012).

Hopkins ve arkadaglar1 2008 yilinda 422 meksikali ¢ocuk toplumunda HFE gen
polimorfizmi, transferrin geni ve kan kursun diizeylerini arastrmustir. Toplumda
demir eksikligi ve kursun absorpsiyonu ile ilgili bir hipotez ortaya koymus ve kan
diizeylerinde kursunun yiiksek olacagi tahmininde bulunmus. Kan kursun diizeyleri
24, 30, 36, 42 ve 48. haftalarda 6l¢iim yapilmis ve HFE, T ve Hfe+Tf genotiplerini
arastirmuglardir. Sonug olarak, %17,7 , % 3,3 ve %18,9 H63D, C282Y ve TF P570S
varyasyonlar1 bulunmustur. %1°i hem C282Y hemde TF P570S, %3 ‘i ise hem
H63D hemde TF P570S oldugu saptanmistir. Kursun degerleri biitiin bu
varyasyonlarda %10’nun iizerinde bulunmustur. Bunun sonucunda demir
metabolizmasinin genetik varyasyonlarinin  kursunun absorpsiyonunu artirdigi

goriilmiistiir (Hopkins ve ark., 2008).
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Viicut kursun absorpsiyonu, demir yiikii ile ters orantilidir. Bu yiizden
hemakromatozis geni ile kursunun arasindaki iliski kaginilmazdir. Wright 2004
yilinda viicut kursun yikiiniin toplumda HFE ile iligkili H63D ve C282Y
varyasyonlarinin iligkisini incelemistir. 2280 kisi erkekde DNA materyali analizi
PCR/RFLP yontem ile belirlenmistir. 730 kisi de H63D ve C282Y genotipleri
belirlenmis, 35 kiside hi¢ genotip belirlenememistir. Caligma sonucunda C282Y
tiriinde yabani-tipde %87,1, heterozigot %12,2, homozigot %0,7 olarak
bulunmustur. H63D tiirlinde ise yabani tip %74,9, heterozigot %22,6, homozigot ise
%?2,5 olarak bulunmustur. Calismada yash erkek gruplarindaki HFE varyasyonlarmin
oldugu kisilerde kemik kursun ve kan kursun konsantrasyonlarinda diisiis olmasi
bekleniyordu. Bu varyasyonlar ise gastrointestinal kursun emiliminin azalmasina
neden olan HFE varyant tasiyicilari arasindaki demir yiikiiniin artmasi olarak

nitelendirildi (Wright ve ark., 2004).

Akkenson ve ark. 2000 yilinda yaptig1 ¢alisma da yine bizim ¢alismamiza benzer
olarak HH’li toplumda demir ve kadminyum-kursun absorpsiyonunu incelemistir.
Test, sigara icmeyen HH’li hastalarda flebotami ile kan 6rneklemesi paralel olan
demir, kursun ve kadminyum incelenmesi yapilmistir. HH artmis serum ferritin ve
transferrin doygunlugu ile bilindigi i¢in HFE polimorfizmi bulunmustur. 21 kisinin
17’sinde homozigot C282Y polimorfizmi, 1 kiside homozigot H63D polimorfizmi
bulunmustur. Yiiksek hemoglobin ve transferin doygunlugu olan HH’li hastalar,
flebotomi grup ile karsilastirilmis ve flebotomili grubun tedaviden dolayr serum
ferritin degeri daha diisiik bulunmustur. Saglikli kontrol grubunda ise kandaki
kadminyum ve kursun diizeyleri ayni bulunmus, fakat HH’li hastalarda kan
kadminyum konsantrasyonu oOnemli derecede yiiksek bulunmustur. Flebotomi
olmayan 3 kiside ise kan kursun ve kadminyum degeri, kontrol grubuna gore daha

diistik bulunmustur (Akkenson ve ark., 2000).

Barton ve arkadaglar1 HH’li hastalarda demir eksikligine bagli olarak kursun
absorpsiyonunda artis oldugunu one silirmiistiir. Homozigot 44 kisi, heterozigot 19
kisi, normal kontrol grubu 33 kisi, demir fazlalig1 olan 8 kisi de kan kursun

seviyelerine AAS yontemi ile bakilmistir. HH’li homozigot hastalar, normal kontrol
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grubuna gore kursun diizeyleri (5,6 + 0,6 pg/dl )daha fazla bulunmustur. Heterozigot
HH ise homozigot ve normal kontrol grubun arasinda ¢ikmistir (4,1 = 0,5 pg/dl).
Normal kontrol grubunda asir1 demir yiikiinde ise Onemli bir farklilik

gozlemlenmemistir (Barton ve ark., 1994).

Yapilan c¢aligsmalara gore Avrupa popiilasyonlarinda C282Y ve H63D
polimorfizmlerinin  birlikte bulundugu heterozigot ve homozigot H63D
polimorfizminin %2 seviyelerinde, heterozigot H63D polimorfizminin ise % 15-22

oranlarinda oldugu belirtilmistir (Barut ve ark., 2003).

Feder ve arkadaslarinin yaptigi ilk c¢alismaya gore, 178 hastanin tipik
hemokromatozis fenotipinde %83’niin C282Y polimorfizminin oldugu, %4’niin ise
C282Y/H63D polimorfizminin bilesik heterozigot oldugu saptanmistir (Feder J ve
ark., 1996; Stephen ve Bruce, 2003; Limdi ve Crampton, 2004).
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5. SONUC ve ONERILER

Metaller biyolojik proseslere katilmalarina gore essential ve noneessential olmak
tizere iki grupta toplanir. Bakir (Cu), ¢inko (Zn) ve demir (Fe), viicutta hiicresel
fonksiyonlar1 yerine getiren baslica elmentlerdendir. Demirin viicuttaki bazi
reaksiyonlar1 katalizlemesi, elektron alip vermesi ile oksijen tagimasi, enerji
olusturmasi gibi 6nemli gorevleri oldugundan organizma i¢in gerekli bir elementtir.
Bunun yani sira nonessential elementler ise viicutta eser miktarda bulunmasi bile
saglik problemlerinin olusmasi i¢in yeterlidir. Civa (Hg), kadminyum (Cd), kursun
(Pb) gibi viicut i¢in gerekli olmayan elementlerin viicutta olmasi hiicresel
fonksiyonlar1 bozar. Bazi elementlerin diger elementlerle benzer 6zellik gdstermesi,
dongiide onun yerine gecebilmesi ve depolanmasi nedeniyle mutasyonlara sebep
olmaktadir. Ornegin demir elementinin +2 degerlikdeki formu ile kursun benzer
ozellik gostermekte ve buda organizmada birbiri ile yarisa girmesine sebep

olmaktadir.

Tirkiye de kalitsal hemokromatozis hastalig1 ile HFE gen arasinda iliski olup
olmadigi ile ilgili caligmalar yapilmistir. Litaratiirde yapilan ¢ogu ¢alismadan farkl
olarak HFE gen polimorfizmlerinin kursun ile iligskisi bu ¢alismada aktarilmastir.
Ciinkii HFE geni viicuttaki demirin baglanmasinda gorev alirken, mutasyon
sonucunda kursun ile demirin yaris halinde olmasida kursun-HFE gen ikilisinin

arastirilmasi gerektigini ortaya koymustur.

Calismamizda, yeni dogum yapmis 93 goniillii annenin genotipleri arastirilmis ve
sonug olarak,

1. %75,3 Homozigot tipik (HH)

2. %23,6 Heterozigot (HD)

3. %1.1 Homozigot atipik (DD) olarak bulunmustur.

Annelerdeki polimorfizm allel frekanslarr ;

1. H allel n=162

2. D allel n=24
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Annelerden alinan plasenta 6rneklerinde ise kursun konsantrasyonu
1. HH’li (n=70) bireylerde Pb konsantrasyonu Pb= 7,97 +2,84 ppb
2. HD+DD (n=23) bireylerde Pb konsantrasyonu Pb= 11,32+4,96 ppb

Genotip ve alel frekanslar1 Hardy-Weinberg esitligine gére uygun bulunmustur.

Calismadan elde edilen bilgilere gore, heterozigot ve homozigot atipik bireylerde
plasental kursun konsantrasyonlar1 homozigot tipik bireylere gore daha fazla
bulunmustur. HFE H63D polimorfizmi ile demirin baglanma affinitesi azalirken

plasentada kursunun konsantrasyonu artmistir.

Hamilelik sirasinda anneden fotusa demir transferi anne dolasimindan fetal dolasima
plasenta aracihigi ile gergeklesmektedir. Annelerde HFE geni mutasyonlu ise
anneden plasentaya gereksinim duyulan demir transfer edilmeyecektir. Demir ve
kursun arasindaki yarismadan dolay1 da demiri eksik olan plasenta ve fotus da kursun
toksisitesine karsi daha riskli olacaktir. Ilerideki calismalarda, plasenta kursun
diizeyleri yani sira, anne ve kordon kanindaki kursun diizeyleri de calisilarak
aralarindaki iliskinin HFE gen polimorfizmi agisindan yorumlanmasi ve

aydinlatilmasi faydali olacaktir.

Bu calismanmin sonucu olarak, anne adaylari HFE gen polimorfizmlerine
baktirabilir, kanlarindaki kursun ve demir diizeylerini dlgtiirebilirler. Bu sonuglara
gore, polimorfik ve demir diizeyi diisiik olan annelerin kursun diizeyleri de yiiksek
olabileceginden, bebek sagligi ve kendi sagliklari acgisindan bir takim Onlemler
alabileceklerdir. Bu da tedavinin sekli ve dozunun degistirilmesini etkileyecektir. Bu
bireylerin demir eksikliklerini, farkli yollardan ve belki de yliksek dozlarda demir

alarak tamamlayabilmeleri 6nerilmektedir.

Ayrica anneler kursuna maruz bir iste ¢alisiyorlarsa ve HFE genleri de polimorfik
ise, demir eksikligi yasayabilecekleri ve kursuna daha hassas olabileceklerinden, en
azindan gebelik siiresi boyunca maruziyete daha uzak bir birimde gorevlendirilerek
Oonlemler almabilir. Sigara kullanmamaya ve sigara kullanilan ortamlarda

bulunmamaya 6zellikle dikkat etmeleri 6nerilebilir.
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Kursunun viicutta birikmesi ve depolanmasi, okuma giichigli, hiperaktivite ve
davranig sorunlari, 6grenme hafif mental retardasyon, diisiik zeka (IQ) ve dikkat
daginikligr dahil olmak tizere c¢ocuklarda nérogelisimsel toksisiteye neden olur.
Kursun maruziyeti kisiden kisiye degiskenlik gosterse de maruziyet en ¢ok ¢ocuklari
etkilemektedir. Cocuklarin maruziyeti aslinda anne karninda basladig1 agikca

gorilmiistir.
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OZET

Hemakromatozis (HFE) geni bir transmembran proteinidir. Bu gen f2
mikroglobulinle etkilesime girer ve transferin reseptoriine (TR) baglanarak intestinal
demir emiliminin diizenlenmesinde gorev almaktadir. HFE geni ayrica plasentanin
sinsitotrofoblast hiicrelerinde sentezlenmektedir. Bu sekilde anne fotiis arasindaki
demir gecisi saglanabilmektedir. HFE geninde bircok polimorfizmden soz

edilmektedir. Bunlardan en ¢ok karsilasilan1t H63D ve C282Y polimorfizmleridir.

Calismada yeni dogum yapmis 93 annenin kan Ornegi ve plasenta oOrnekleri
kullanilmistir. Annelerin kan 6rneklerindeki H63D gen polmorfizmi belirlenerek
plasenta kursun diizeyleri arasindaki iligki arastirilmistir. Calisma grubumuzdaki 93
annenin H63D tek niikleotid gen polmorfizmi frekansi, %75,3 homozigot tipik (HH),
%23,6 heterozigot (HD) ve %1,1 homozigot atipik (DD) olarak belirlenmistir. HH
genotipine sahip 70 annenin plasentalarindaki kursun diizeyi 7,97 +2,84 ppb iken,
HD+DD genotipine sahip 23 annenin plasentalarindaki kursun diizeyi 11,324+4,96
ppb olarak tespit edilmistir. HFE geni polimorfik olan annelerin plasentalarindaki
kursun diizeyindeki bu yiiksekligin, fotuslar1 da kursun toksisitesine kars1 daha riskli

duruma getirecegi diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler : HFE gen polimorfizmi, kursun, maternal kan, plasenta
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SUMMARY

Hemachromatosis (HFE) gene is a transmembrane protein. This gene interacts with
2 microglobulin and plays role in regulation of absorbing intestinal iron by linking
up transiron receptor (TR). Hfe gene is also expressed cells sinsitotrofoblast in the
placenta. Iron transport is provide between mother and fetus in this way. It is mentioned
many polymorphism in HFE gene. The most seen polymorphism are H63D and
C282Y.

In this study, new given birth 93 mother’s placenta and blood samples were used.
H63D gene polymorphism of mother’s blood samples was determined and the
relationship between placental lead levels have investigated. In our study group of 93
mothers frequency of H63D single nucleotides polymorphism, 1t is determined that
75,3% homozygote typical (HH), 26,3% heterozygote (HD), 1,1% homozygote
atypical(DD). While 70 mothers with HH have level of 7,97 +2,84 ppb placental
lead, 23 mothers with HD+DD have level of 11,32+4,96 ppb placental lead. Mothers
who have polymorphic hfe gene have high level of lead in their placenta, thinking of

this high level, fetus will be more risky situation face to lead toxicity.

Key words: HFE gene polimorfizm, lead, maternal blood, placenta
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