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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitii tarafindan onaylanan lisansiistli tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir
kismimi, basili (kagit) ve elektronik formatta arsivleme ve asagida verilen kosullarla
kullanima agma iznini Hacettepe Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye
verilen kullanim haklar disindaki tim fikri miilkiyet haklarim bende kalacak, tezimin
tamaminin ya da bir bolimiiniin gelecekteki ¢alismalarda (makale, Kitap, lisans ve patent
vb.) kullanim haklar1 bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢alismam oldugunu, baskalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve tezimin
tek yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan
ve sahiplerinden yazili izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin yazili izin alinarak
kullandigimu ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit ederim.

Yiiksekogretim Kurulu tarafindan yaymlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda
Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Acilmasina Iliskin Yonerge” kapsaminda tezim
asagida belirtilen kosullar haricince YOK Ulusal Tez Merkezi / H.U. Kiitiiphaneleri A¢ik
Erisim Sisteminde erisime agilir.

O Enstitii / Fakiilte yonetim kurulu karari ile tezimin erisime agilmasi mezuniyet tarihimden
itibaren 2 yil ertelenmistir.

O Enstitii / Fakiilte yonetim kurulunun gerekeeli karari ile tezimin erigime agilmast mezuniyet
tarihimden itibaren ... ay ertelenmistir. ®

O Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmistir.

06 /01/2023

Ash DINCER

L“Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Ervisime Acilmasina Iligkin Yonerge”

(1) Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent basvurusu yapilmasi veya patent alma siirecinin devam
etmesi durumunda, tez danigmaninin onerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii tizerine enstitii veya fakiilte
yonetim kurulu iki yil siire ile tezin erisime agilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye doniismemis veya
patent gibi yontemlerle korunmamis ve internetten paylasilmast durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz
kazang imkant olusturabilecek bilgi ve bulgular: iceren tezler hakkinda tez danismaninin onerisi ve enstitii
anabilim dalimin uygun goriisii iizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulunun gerekceli karari ile alti ayr
asmamak iizere tezin erisime agilmasi engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlart veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik,
saglik vb. konulara iliskin lisansiistii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapildigi kurum tarafindan verilir *.
Kurum ve kuruluslarla yapilan isbirligi protokolii ¢ercevesinde hazirlanan lisansiistii tezlere iliskin gizlilik karar
ise, ilgili kurum ve kurulusun onerisi ile enstitii veya fakiiltenin uygun goriisii iizerine tiniversite yonetim kurulu
tarafindan verilir. Gizlilik karart verilen tezler Yiiksekogretim Kuruluna bildirilir. Madde 7.2. Gizlilik karart
verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallart ¢ercevesinde muhafaza edilir,
gizlilik kararimin kaldirilmast halinde Tez Otomasyon Sistemine yiiklenir

* Tez danismaninin dnerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii iizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulu
tarafindan Karar verilir.
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OZET

Dincer, A. Kursun Maruziyetinin ve Selasyon Tedavisinin Toksisiteyi Etkileyen
Baz1 Parametreler Uzerine Etkisinin Degerlendirilmesi. Hacettepe Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii Farmasotik Toksikoloji Programm Doktora Tezi,
Ankara, 2023. Kursun (Pb), iilkemiz ve diinya endiistrisinde yaygin olarak
kullanilan ve Onemli toksik etkileri bulunan bir agir metaldir. Pb maruziyetinde
kullanilan 6nemli selasyon ajanlarindan birisi sodyum kalsiyum EDTA’dir. Bu tez
calismasinda, Pb toksisitesini goOsteren bazi parametreler ve esansiyel element
diizeyleri iizerine uygulanan selasyon tedavisinin etkisinin degerlendirilmesi
amaglanmistir. Pb maruziyeti olan 42 is¢iden selasyon tedavisi Oncesinde ve
sonrasinda kan ve idrar numuneleri toplanmistir. Esansiyel elementler, oksidatif stres
parametreleri (malondialdehit (MDA), protein karbonil (CO), 8-hidroksi-deoksi-
guanozin (8-OHdG)) diizeyleri, antioksidan enzimlerin (siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx)) aktiviteleri, glutatyon (GSH)
diizeyleri, ALAD enzimi aktivitesi ve polimorfizmi c¢alisilmistir. Pb’ye bagh
indiikklenmesi olasi apoptozun selasyon tedavisi ile degisimi de kaspaz-8 diizeyleri
Olciilerek degerlendirilmistir. Pb’ye maruz kalan isgilerde uygulanan selasyon
tedavisinin kalsiyum, bakir, mangan ve selenyum diizeylerinde anlamli azalmaya
neden oldugu belirlenmistir. Ayrica, artan oksidatif stres parametrelerinin ve kaspaz-
8 diizeylerinin selasyon tedavisi sonrasi genel olarak azaldigi, bununla birlikte
antioksidan enzim aktivitelerinde artis, ALAD diizeylerinde de anlamli bir yilikselme
oldugu belirlenmistir. Calisma grubunda, 36 is¢cide ALAD1.1, 5 iscide ALADi1, 1
isgide ALAD3>-2 izozimi belirlenmistir. Sonug olarak, Pb maruziyetine bagli olarak
olusan oksidatif hasar ve apoptozun geri ¢evrilmesinde selasyon tedavisinin etkili
oldugu bulunmustur. Esansiyel element diizeylerindeki azalmaya kars1 gida takviyesi

kullanilabilecegi degerlendirilmistir.

Anahtar kelimeler: kursun, selasyon, esansiyel element, oksidatif stres, ALAD,

polimorfizm

Bu tez calismasi Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir. Proje no: TSA-2017-14407.
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ABSTRACT

Dincer, A. Evaluation of the Effect of Lead Exposure and Chelation Therapy on
the Factors Affecting the Toxicity. Hacettepe University Graduate School of
Health Sciences, Thesis of Doctorate of Science in Pharmaceutical Toxicology,
Ankara, 2023. Lead (Pb) is a heavy metal with substantial toxic properties which is
broadly used across industries in Turkey and around the world. Sodium calcium
EDTA is an important chelation agent used in the treatment. In this dissertation
study, we assessed effects of the chelation therapy used on certain Pb toxicity-
indicating parameters and on essential element levels. Blood and urine samples were
collected from 42 workers with Pb exposure before and after chelation therapy, and
the essential element levels, oxidative stress parameters (malondialdehyde (MDA),
protein carbonyl (CO), 9-hydroxy-deoxy-guanosine (8-OHdG)) levels, activity of
antioxidant enzymes (superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione
peroxidase (GPx)), glutathione (GSH) levels, ALAD enzyme activity and
polymorphism were evaluated. Also, caspase-8 levels were measured to assess the
modification of apoptosis —possibly induced by Pb— by chelation therapy. The
chelation therapy used resulted in significant reduction of calcium, copper,
manganese and selenium levels in workers exposed to Pb. Also, the oxidative stress
parameters and caspase 8 levels that were elevated after chelation therapy generally
receded, but we observed increased antioxidant enzyme activity and a significant
elevation of ALAD levels. In the aforementioned study group, ALAD;i.1 in 36
workers, ALAD:-2 in 5 workers, and ALAD2-2 isozymes in 1 worker were found. In
conclusion, chelation therapy was effective in reversing apoptosis and oxidative
damage caused by Pb exposure. We consider that supplements can be used to address

the reduction in essential element levels.

Key words: lead, chelation, essential element, oxidative stress, ALAD,

polymorphism

This thesis is supported by Hacettepe University Scientific Projects
Coordination Unit Fund. Project no: TSA-2017-14407.
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1. GIRIS

Diinyada sanayilesmenin ve kentlesmenin artmasi sonucu hava, su ve
topragin Kirlenmesi sonucunda farkli maruziyet yollar1 ile agir metallere maruz
kaliabilmektedir. Toksisitesi iyi bilinen bir agir metal olan kursun (Pb), kagit
enddistrisi, petrokimya, klor-alkali iiretimi, giibre sanayi, demir-gelik sanayi, enerji
tiretimi (termik) gibi temel endiistrilerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Cevresel ve
mesleki maruziyet 6zellikle Pb’nin benzin, boya, pil, akii iiretiminde kullanilmasina
ve madenlerde dokiim islemi sonucu olusan emisyona bagli olarak
gerceklesmektedir. Ulkemizde en sik goriilen mesleki zehirlenmeler, kronik Pb
maruziyeti ile ortaya ¢ikmaktadir (1).

Kursun sinir sistemi, renal sistem, immiin sistem, hematolojik sistem ve
lireme sistemi basta olmak {izere bir¢ok organ iizerinde toksik etkileri olan bir agir
metaldir (2). Pb’nin kritik toksisite mekanizmalarindan biri “hem” biyosentez
yolaginda basta &-aminolevulinik asit dehidrataz (ALAD) olmak iizere temel
enzimleri inhibe etmesidir (3, 4). ALAD enzimi polimorfik bir enzimdir, Pb’ye
maruz kalan isgilerde genotipe bagli olarak kan Pb diizeylerinin farklilik
gosterebildigi yapilan arastirmalarda bildirilmis ve genetik polimorfizm ile Pb
maruziyeti arasindaki iliskiye dikkat ¢ekilmistir (5, 6). Pb’nin onemli toksik etki
mekanizmalarindan bir digeri de serbest radikal artisina bagl olarak gelisen oksidatif
stres olup, bu durum antioksidan enzimlerin aktivitesinin azalmasina, lipit ve protein
gibi 6nemli makromolekiillerde oksidatif hasara neden olmakta, dokularda ve
hiicresel bilesenlerde yapisal ve fonksiyonel degisiklikleri tetiklemektedir (7). Ayrica
Pb’nin indiikledigi oksidatif DNA (Deoksiribo niikleik asit) hasari da reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) olusumuna baglanmaktadir (8). Pb’nin oksidatif strese neden olma
ve antioksidan savunmanin gesitli enzimatik ve enzimatik olmayan bilesenlerini
etkileme giicii birgok epidemiyolojik calisma ve hayvan ¢alismasi ile gosterilmistir.
Kursuna bagli onerilen diger bir sitotoksisite mekanizmasi da kKursunun apoptotik
hiicre 6liimiinii indiikklemesidir (7).

Sodyum kalsiyum etilen diamin tetraasetik asit (kalsiyum disodyum EDTA )
50 yili askin siiredir Pb zehirlenmesi igin uygulanan tedavinin temelini olusturan
selatdr bir ajan olarak intravendz olarak kullanilmaktadir ve Diinya Saghk Orgiitii

(DSO) Temel ilaglar Model Listesi'nde yer almaktadir. Pb’nin sodyum kalsiyum



EDTA ile selasyonu; antidotun merkezinde yer alan kalsiyum iyonunun (Ca*?) bir
kursun iyonu (Pb*?) ile yer degistirmesi seklinde olur. Ca kompleksi, Pb
kompleksinden ¢ok daha az stabildir. Olusan Pb selati, glomeriiler filtrasyonla atilir
(9). Sodyum kalsiyum EDTA, Pb disinda Ca, g¢inko (Zn), demir (Fe), selenyum (Se)
gibi esansiyel elementleri de baglar ve esansiyel element diizeylerinde kayiplara da
yol agabildigini ifade eden ¢alismalar bulunmaktadir (10).

Bu tez ¢alismasinda, Pb’nin mesleki maruziyetini takiben uygulanan selasyon
tedavisinin Pb toksisitesini gosteren bazi parametreler {izerindeki etkisinin
degerlendirilmesi amaglanmistir. Calismanin gergeklestirilebilmesi i¢in, Ankara
Mesleki ve Cevresel Hastaliklar Hastanesi, Dahiliye (I Hastaliklar1) Poliklinigi’ne
bagvuran Pb intoksikasyonu tanisi almig is¢ilerden alinan kan ve idrar 6rneklerinde
selasyon tedavisi uygulanmasi Oncesi ve sonrasinda olasi esansiyel element
diizeylerinde, ALAD enzimi, oksidatif stres parametreleri, apoptoz, antioksidan
enzim diizeylerindeki degisimin ve is¢ilerdeki ALAD enzim polimorfizminin

degerlendirilmesi amag¢lanmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kursunun Genel Ozellikleri ve Tarihgesi

Kursun (Plumbum, (Pb)), insanoglu tarafindan kullanilan ilk metallerden
biridir ve bu nedenle M.O. 4. yiizyi1lda metal is¢ilerinde goriilen Pb koligi ile ilk kayit
altina alinan meslek hastaliginin sebebi olarak gosterilmistir (11). Simyacilar, Pb’nin
cok eski bir metal olduguna ve Satiirn gezegeni ile Pb’nin iliskilendirildigine
inanmustir (11).

Pb’nin sahip oldugu o6zellikler yiizyillar boyunca bir¢ok farkli uygulamada
kullanilmasina neden olmustur (12). Tarihgiler, insan tarafindan binlerce yildir Pb
kullaniminin devam etmesini iglenebilmesi, dayanikliligi ve korozyona karst direnci
gibi istenilen nitelikleri nedeniyle oldugunu ifade etmektedir. Korozyona karsi ¢ok
dayanikli olmasi sebebiyle Roma imparatorlarinin amblemini tasiyan kursun borular
hamamlarda kanalizasyon amaciyla halen kullanilmaktadir. Romalilar, Pb
zehirlenmesine yol agacak sekilde sarabin tatliligini arttirmak i¢in Pb kaplar
kullanmaktaydi. Gegtigimiz yiizy1l boyunca, Pb ev boyalarinda da dayaniklilig:

arttirmak ve yakitta ise vuruntu onleyici etkisi igin kullanilmistir (12, 13).
2.1.1. Kursunun Fizikokimyasal Ozellikleri

Dogal olarak olusan bir element olan Pb periyodik tabloda Grup 14 (IVA)'te
yer almaktadir. Atom numarasi 82 ve atomik kiitlesi 207.19 olan kimyasal bir
elementtir (12). Tablo 2.1.'de Pb’nin genel fizikokimyasal 6zellikleri gosterilmistir
(14, 15).



Tablo 2.1. Kursunun genel fizikokimyasal 6zellikleri (14, 15).

Kimyasal Ozellikler

CAS # 7439-92-1
Formiil Pb
Fiziksel Ozellikler

Fiziksel Tanimlama

Yumusak, glimiis-mavimsi beyaz veya gri renkli

metal
Kaynama Noktasi 1740°C
Donma Noktasi/Erime Noktas1 | 327,5°C

Molekiiler Agirhik 207.2 (1 pg =0.004826 pmol; 1 pmol/L =207.19
ng/L)

Buhar Basinci 1,77 mmHg

Yogunluk 11,3 g/cm3

Oksidasyon Durumu

Inorganik bilesiklerdeki Pb genellikle oksidasyon

durumuna gore Il degerlige sahiptir, ancak 1V

degerlikte de bulunur.

Kursun, mavimsi-gri renge sahip bir agir metaldir ve hava ile temas ettiginde
kararmaktadir. Pb’nin kendine 6zgii bir tadi veya kokusu bulunmamaktadir (16).
Yumusak, egilebilir bir metal olan Pb atom numarasi: 60’1n iizerinde olan metaller
arasinda dogada en sik bulunanidir. Dogada en c¢ok bulunan formu kursun siilfiir
(PbS) (galen/galena) filizidir. Serussit (PbCOs3, kursun karbonat) ve anglesit (PbSOs,
kursun stilfat) gibi diger onemli cevherler, galenin asinmig iirlinleri olarak kabul
edilebilir ve genellikle yer kabugunun yiizeyine daha yakin bulunur (12).

Dogada Pb, 2%Pb (%1,4), 2Pb (%25,2), 2°’Pb (%21,7) ve 2Pb (%51,7)
olmak tizere dort kararli izotopun bir karigimi halindedir. Pb izotoplari, dogal olarak
meydana gelen li¢ radyoaktif element serisinin her birinin son iiriinleridir: uranyum
serisi i¢in 2%°Pb, aktinyum serisi icin 2°’Pb ve toryum serisi i¢in 2®Pb. Pb’nin hepsi
radyoaktif olan diger kirk {i¢ izotopu oldugu bilinmektedir. Farkli Pb numuneleri
arasinda dort kararli izotopunun (?**Pb, 2%°Pb, 27Pb ve 2%8Pb) miktar1 degisiklik
gostermektedir. Bu nedenle, Pb’nin jeolojik kaynagina bagli olarak izotoplar

arasinda sabit bir dogal oran bulunmamaktadir. Yer kabugundaki Pb galenit (Pb




stlfir), serisit (Pb karbonat), anglezit (Pb siilfat minerali) ve miniyum gibi
cevherlerde bilesikler halinde bulunmaktadir. Az miktarda kursun volkanlardan,
orman yanginlarindan ve deniz tuzu spreylerinden havaya salinabilir. Ancak, ¢evrede
yaygin olarak bulunan kursunun varligi, biliyiikk Ol¢iide insan faaliyetlerinden
kaynaklanmaktadir (12).

Pb, dogada elementel Pb (0) veya inorganik Pb*? ve Pb** olmak iizere farkli
yapilarda bulunabilmektedir. Cevremizde Pb, esas olarak Pb*? seklinde
bulunmaktadir. Inorganik Pb** bilesikleri, yalnizca asir1 oksitleyici kosullar altinda
olugsmakta olup normal kosullarda dogada bulunmamaktadir. Organokursun (II)
bilesikleri bilinmekle birlikte, organokursun kimyasina tetravalent (IV) oksidasyon
durumu hakimdir. Metalik kursun, Pb (0) dogada bulunur, ancak olusumu nadirdir
(2).

Dayanikli organik Pb bilesikleri, tetraetil ve tetrametil Pb, belirli kosullar
altinda sentez edilebilir. Bu bilesiklerin toksisiteleri inorganik bilesiklerinkinden
farklidir ve sadece potansiyel olarak mesleki olarak maruziyet s6z konusudur ve bu
durum koklandiklarinda Pb igeren bilesiklerin haliisinojen etkileri olmasi nedeniyle
onemlidir (17).

Cevrede, Pb biyolojik olarak pargalanmamaktadir (18). Metalik Pb’nin suda
¢oziinmesi zordur, ancak metalik Pb nitrik asit ve konsantre siilfiirik asitte ¢oziiniir.
Pb*? tuzlarinin biiyiik ¢ogunlugunun ¢dziinmesi zordur (6rnegin; Pb siilfit ve Pb
oksitler), fakat istisnalar da bulunmaktadir, 6rnegin; Pb nitrat, Pb klorat ve -bir
dereceye kadar- Pb siilfat ve Pb kloriir. Buna ek olarak, organik asitlere sahip bazi
tuzlar ¢oziinmez (6rnegin; Pb oksalat) (15).

2.1.2. Kursuna Maruziyet Yollar:

Toksisitesi iyi bilinen bir agir metal olan Pb’ye hem ¢evresel hem de mesleki
maruziyet s6z konusudur. Genel popiilasyonda Pb’ye ¢evresel maruziyet temel
olarak kursunla kontamine toprak, hava, igme suyu, orman iriinleri, sigara dumant,
mavimsi gri ¢atlamig sirlar1 6nemli miktarda Pb sizdirabilecegi i¢in seramik tabak
takimlar1 ve eski evlerde Pb bazli zararli boyalar ile temas edilmesi durumunda
gerceklesir (19). Bozulan eski duvar boyalarindan kaynaklanan Pb zehirlenmesi,

hassas bir grup olan cocuklarda goriilen yiiksek kan Pb seviyelerinin birincil



kaynagidir. (11). Kalict ¢evre kirliligine yol agan bir madde olan Pb, genel
popiilasyon i¢in gidalarda, i¢me sularinda ve havada diisiik fakat tehlikeli
konsantrasyonlarda bulunabilir. Pb’nin igme suyu i¢in DSO tarafindan belirlenen
limit degeri 0.01 mg/I'dir (10 pg/l), Tiirkiye’de de igme suyu i¢in Pb limit degeri 10
ug/l olarak verilmektedir (20, 21). Bunlara ek olarak, sigara kullanimi1 da Pb igin
onemli bir maruziyet kaynagi olarak degerlendirilmektedir (15, 19). Kozmetik amagh
olarak ve geleneksel tipta kullanilan siirme gibi tiriinler de genellikle fazla miktarda
Pb igerir (19).

Mesleki maruziyet ise, Pb’nin endiistriyel olarak kullanildigi bir meslekte
caligmak ile meydana gelmektedir (19). Pb maruziyeti, bircok is kolunda caligan
kisilerde gergeklesebilmektedir ve is ortaminda maruz kalinan Pb’nin genellikle
inorganik formdadir. Baz1 endiistri alanlarinda ¢alisan isgilerde, Pb igeren toz veya
duman olusturan meslege 6zgii faaliyetler sebebiyle Pb’ye maruziyeti goriilmektedir
(14). Bununla birlikte, her metal bilesiginde oldugu gibi dogada kendiliginden yok
olmayan ve siiresiz olarak varligin1 devam ettiren Pb’ye maruziyet siklikla solunum
ve gastrointestinal yol ile ger¢eklesmektedir (22). Iscilerde mesleki Pb maruziyeti de,
esas olarak solunum yoluyla maruziyete bagli olarak goriilmekle birlikte isyeri saglik
talimatlarini takip etmeyen isgilerde sindirim sistemi yoluyla da Pb maruziyeti s6z
konusudur (23, 24). Pb maruziyetinde, sindirim sisteminden alinan Pb’nin
fizikokimyasal 6zellikleri biiyiik 6nem tagir (15).

Kronik olarak Pb maruziyeti s6z konusu olan isgiler arasinda, mesleki
maruziyet yiizde dagilim oran1 metaliirji (yaklagik %45), elektromekanik
mithendisligi (yaklasik %25), maden endiistrisi (yaklasik %5) ve kimya endiistrisi
(yaklasik %5) seklindedir (4). Bu endiistriler arasinda, 6zellikle, birincil ve ikincil Pb
eritme ve aritma endiistrileri, akii iiretim tesisleri, ¢elik kaynak veya kesme islemleri,
Pb igeren pigmentlerle boyanmis yapilarin sokiilmesi, tadilati veya yikilmasi
seklinde insaat, boya ve baski endiistrisi, firinlama alanlari, tasit radyatorii tamir
atolyeleri, demir disindaki metallerin islenmesi ve dokiimii ve Pb lehiminin alev
lehimlemesini gerektiren diger endiistriler, benzin istasyonlar1 ve garajlar yer
almaktadir (11, 25).

Isciler, lehim igindeki Pb, tesisat armatiirleri, sarj edilebilir piller, Pb

mermiler, Pb igeren cam, piring veya bronz nesneler ve radyatorler araciligiyla Pb ile



temas edebilir. Pb maruziyeti, yalnizca bu tiir nesnelerin liretiminde degil, ayni
zamanda bunlarin kullaniminda (6rnegin, ates menzilleri), onariminda (6rnegin,
radyator onarimi) ve geri donilisiimiinde (6rnegin, Pb asitli akiiniin geri doniistimii)
meydana gelebilir (11).

Kursun, ayrica kablo kaplama, sihhi tesisat ve mihimmat i¢in de
kullanilmaktadir. Pb, ses emici ve X-ray cihazlar1 ve niikleer reaktorlerin gevresinde
radyasyon kalkani olarak ¢ok etkilidir. Buna ek olarak, titresimi absorbe etmek igin
de kullanilmaktadir. Kalayla alasimlanmis Pb, alet borularinin yapiminda da
kullaniimaktadir. Kursun karbonat (PbCO3), kursun siilfat (PbSOj4), kursun kromat
(PbCrOs4), kursun tetraoksit (Pb3O4) ve diger Pb bilesikleri boyalarda yogun olarak
uygulanmig, ancak son yillarda saglik iizerindeki tehlikelerini azaltmak ic¢in bu
sekilde kullanimi yasaklanmistir. Pb oksit (genellikle Pb monoksit), akromatik
lensler i¢in yiiksek kirilma indisine sahip olan ince “kristal cam” ve ‘“‘cakmaktasi
cam” tretiminde de kullanilmaktadir. Pb nitrat ve asetat, ara tirlin olarak kullanilan
ve Ozel uygulamalarda islev goren ¢oziiniir tuzlardir. Pb arsenat gibi Pb tuzlar1 bocek
oldiiriictiler olarak kullanilmistir, ancak son yillarda bu kullanim neredeyse ortadan
kaldirtlmistir (12).

Akiimiilatorlerde hem metal hem de dioksit olarak yiiksek miktarlarda Pb
kullanilmaktadir. En yaygin Pb-asit akii tipi, az miktarda bakir (Cu), arsenik (As),
kalay (Sn) gibi elementlerin eklenmesiyle Pb antimon alasimindan (genellikle
%0,75-5 antimon igeren) yapilmis 1zgaralar1 iceren ve 1zgara Ozelliklerini
iyilestirmek i¢in selenyum (Se) kullanilan agir is tipi plastik bir kutudan (normalde
polipropilen) olusur (12).

Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (International Agency for Research on
Cancer, IARC) ise, mesleki Pb maruziyetini, maruziyet siklig1 agisindan Pb’ye
stirekli maruziyeti olan meslekler (6rnegin, calisanlarin is faaliyetlerinin bir parcasi
olarak Pb maruziyeti), orta derecede maruziyet sikligina sahip olan meslekler ve
diisiik siklikta maruziyeti olan meslekler olarak siiflandirmaktadir. Tanimlanan
mesleklerin kapsami detayli bir sekilde asagida verilmistir:

e Kursun maruziyeti siirekli olan meslekler: akii iiretim isgileri, akii geri

doniisiim is¢ileri, dokiimhane iscileri, Pb-asit pillerinin {iretimi ve geri doniisiimii, Pb



eritme ve rafineri is¢ileri, Pb igeren cam montaji, bakimi veya imhasi ile ugragan cam
iscileri, boya isg¢ileri, arag radyator tamir isgileri ve trafik polisleri,

e Kursun maruziyeti orta siklikta olan meslekler: atis menzili
egitmenleri, tadilat isi ile ugrasanlar, Pb madencileri, gazeteciler, plastik is¢ileri,
lastik iscileri, kuyumcu is¢ileri, seramik is¢ileri ve ¢elik kaynakgilar1 ve kesicileri;

e Kursun maruziyeti diisiik sikhikta olan meslekler: otomobil tamir
iscileri, kablo iiretim is¢ileri, insaat iscileri, yikim is¢ileri, atis menzili katilimcilari,
alev-lehim iscileri, tesisatgilar ve boru isgileri, seramik sir ireticileri, gemi tamir
iscileri ve vitray treticileri (26).

Agir metal maruziyet riski olan islerde ¢alisan is¢ilerin kiyafetleri, saglar1 ve
ayakkabilar araciligiyla metaller de dahil olmak iizere kimyasal maddeler is¢ilerin
evlerine taginmakta, bu nedenle is¢ilerin yani sira aileleri de agir metal maruziyeti
yasayabilmektedir. Bu tiir kimyasallar esler ve ¢ocuklar agisindan da potansiyel bir
tehlike olusturmaktadir. Bu konuda ilk kanitlardan biri, Baker ve ark. tarafindan
1977'de, Kuzey Carolina'daki bir akii fabrikasinda ¢alisan iscilerin cocuklar1 (27
cocuk) iizerinde yapilan bir ¢alismada gosterilmistir. Bu ¢aligsmada, akii fabrikasinda
calisan is¢ilerin ¢ocuklarmin Pb konsantrasyonlarinin mahalledeki diger ¢ocuklardan
(kontrol grubu) daha yiiksek oldugu ve is¢ilerin Pb’yi isyerinden eve tagimalarinin en

onemli yolunun is kiyafetlerini eve gotiirmek oldugu gosterilmistir (27).
¢ Diinyada ve Tiirkiye’de Mesleki Kursun Maruziyeti

Kursunlu benzin kullaniminin diinya ¢apinda yasaklanmasiyla, hem ¢evredeki
Pb diizeyi hem de diinya niifusunun kan Pb diizeyi 6nemli 6l¢iide azalmistir. Bununla
birlikte, Pb nispeten yaygin bir ¢evresel ve mesleki maruziyet kaynagi olmaya halen
devam etmektedir (27). Cevresel Pb konsantrasyonu son yillarda istikrarli bir sekilde
azalmis olsa da, mesleki Pb maruziyeti olan bazi popiilasyonlarda daha yiiksek
konsantrasyonlarda Pb tespit edilmektedir (28). Mesleki Pb maruziyeti, yiizyillardir
endise kaynagi olmustur ve yiiksek kan Pb diizeyinin %80’inden fazlasi mesleki
maruziyetten kaynaklanmaktadir (29). Saglik Olgiimleri ve Degerlendirme Enstitiisii
(Institute for Health Metrics and Evaluation, IHME), Pb maruziyetinin 494.550 6liim
vakasi ve 9,3 milyon Yeti kaybina (sakatliga) Uyarlanmis Yasam Yillar1 (Disability
Adjusted Life Years; DALY) seklindeki 2015 yilina ait verileri dogrultusunda Pb’nin



saglik iizerindeki uzun donem etkilerini esas alarak gelismekte olan bolgelerde en
fazla saglik yiikii olusturdugunu tahmin etmektedir (28).

Calisma ortamindaki Pb seviyesini ve is¢i tarafindan maruz kalinan PDb
dozunu azaltmak i¢in yasal diizenlemeler ile hem endiistriye hem de endiistri
iscilerine kati kurallar getirilmektedir (30). Gelismis iilkeler, Pb zehirlenmesinde
birincil ve ikincil Onleme amaciyla son yillarda sistematik Onlemler ortaya
koymustur. Gelismekte olan bolgelerde ise, Pb’nin genis kullanim alani, 6zellikle
kat1 yasal diizenlemelerin ve politikalarin eksikligi veya uygulanamamasi, bireylerde
Oonemli derecede hastalik olusturacak sekilde artan Pb maruziyeti ile
sonuclanmaktadir (16). Sonu¢ olarak, elde edilen bulgular hem yiiksek gelirli
tilkelerde hem de diisiik ve orta gelirli iilkelerde Pb maruziyetinin halk saghigi
acisindan 6nemli bir sorun olmaya devam ettigini géstermektedir (31).

Havadaki Pb konsantrasyonu, ¢alisma ortamindaki mesleki Pb maruziyetini
izlemek {izere Olgililebilmektedir. Bununla birlikte, mesleki maruziyet dolayl
biyomonitorizasyon ile, yani isgilerin bireysel olarak kan kursun seviyesinin (PbB)
Olglilmesiyle ortaya konmaktadir (15). Cocukluk Caginda Kursun Zehirlenmesini
Onleme Danisma Komitesinin (Advisory Committee on Childhood Lead Poisoning
Prevention, ACCLPP) tavsiyeleri tizerine, PbB terimi artik "PbB referans seviyesi"
terimi ile degistirilmistir. Yillar igerisinde, Hastalik Kontrol Merkezi (Centers for
Disease Control, CDC) tarafindan 1-5 yas grubundaki ¢ocuklar i¢in belirlenen PbB
referans seviyesi, 1960'larda 60 pg/dL'den 5 pg/dL’ye degismistir. Calisan
popiilasyon i¢in kabul edilebilir PbB referans seviyesi 30 ile 49.9 ng/dL arasinda
degismektedir. Maruziyeti takiben, ¢ocuklarda ve yetiskinlerde sirasiyla 70 pg/dL ve
100 pg/dL'den yiiksek PbB onemli toksisite ile iligkili bulunmustur. Eriskinlerde,
PbB 70 ug/dL'min altinda oldugunda selasyon tedavisi genellikle gerekmez.
Cocuklarda ise, PbB 45-69 pg/dL arasinda ise siiksimer ile selasyon tedavisi bir
tedavi secenegi olarak onerilmektedir (20).

Ulusal Mesleki Giivenlik ve Saglik Enstitiisii (The National Institute for
Occupational Safety and Health, NIOSH), yetiskinler i¢in kan Pb seviyesi referans
degerini 50 pg/L olarak belirlemistir (29).

Tiirkiye’de Calisma ve Sosyal Glivenlik Bakanligi tarafindan 12 Agustos
2013 tarihli Resmi Gazete’de yayinlanan “Kimyasal Maddelerle Caligmalarda Saglik
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ve Giivenlik Onlemleri Hakkinda Y&netmelik” uyarmca, mesleki maruziyet degeri
icin 8 saatlik belirlenen referans siire i¢in dlglilen veya hesaplanan zaman agirlikli
ortalama (TWA\) inorganik Pb ve bilesikleri i¢in 0,15 mg/m?® olarak belirlenmistir. Pb
ve iyonik Pb bilesiklerinin biyolojik izlemesi, absorbsiyon spektrometri veya esdeger
sonucu veren bir baska metod kullanilarak, PbB 6l¢iimii ile gergeklestirilir. Baglayict
biyolojik sinir deger, kan icin 70 pg Pb/100 mL’dir. Tirkiye’de isyerlerinde,
havadaki Pb’nin, haftada 40 saat calisma siiresine gore hesaplanmis, zaman agirlikl
ortalama konsantrasyonu 0.075 mg/m®ten fazla ise veya calisanlardan herhangi
birinin kanindaki kursun seviyesi 40 pg Pb/100 mL kandan fazla ise tibbi gozetim
yapilir (32).

2.1.3. Kursunun Toksikokinetik Ozellikleri

Kursun maruziyetinde, Sekil 2.1.’de gosterildigi lizere Pb toksikokinetigi
viicut Pb yiikiiniin ve toksisitesinin &nemli bir belirleyicisidir. Oncelikle, Pb
viicuttaki yazgis1 yoluyla, ikincil olaraksa viicutta birikme egilimi gosterdigi bolgeler

(6rnegin; kemikler) yoluyla Pb toksisitesini etkiler (33).

Gastrointestinal
sistem Eritrosit kurgun ve plazma kursun

diizeyleri arasimnda bir denge vardir.
..... Emilim B L I - ‘
— NGV
, y
: Plazmadaki kursun,
diger dokular
So_lumn_n tarafindan almabilir.
sistemi
Y
Dokular
| Yumusak dokular | Sert dokular Kursun; esasen 6nemli bir
heme sentez enzimi olan
ALAD’a baglanmasi nedeniyle
eritrositlerde birikir.
N . Disler ve kemikler
Sinir sistemi

Kalsifive kemiklerde birikim

Beyinde birikim, normal .
on yillarca siirebilir.

fonksivonu ve gelisimi
bozabhilir.

Sekil 2.1. Kursunun toksikokinetigi (34).
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Absorbsiyon

Kursun, organizmaya esas olarak gastrointestinal sistem ve solunum sistemi
araciligiyla girmekle birlikte, organik Pb bilesikleri gibi bilesikler (6zellikle tetraetil
Pb gibi hidrofobik organik bilesikler olusturarak) bazi nadir durumlarda cilt
tarafindan da absorbe edilebilir (34). Sindirim sistemine giren Pb’nin yaklasik %5 -
%10'u absorbe olabilmektedir. Bununla birlikte, Pb’nin pulmoner absorpsiyon orani
%50-%70 arasinda olup, pulmoner absorpsiyon, partikiillerin boyutuna, yar1 émriine
ve ¢Ozlintrligine baghdir (35). Pb’nin absorpsiyon orani, hem Pb’nin
fizikokimyasal ozelligine (6rnegin; partikiil biiyiikliigii, mineraloji, ¢oziiniirliik ve
Pb’nin kimyasal formu) hem de Pb’ye maruz kalan bireyin durumuna baglidir (16).

Pb, viicuda gastrointestinal sistem veya solunum sistemi yoluyla alinsa da
viicuda her iki giris yolu ile gbzlenen etkileri aynidir (35). Pb’ye gastrointestinal
yoldan maruziyette absorpsiyonun etkinligi, yiyecek tiiketiminin suda ¢oziiniir
Pb’nin absorpsiyonunu azaltmasit ve Pb’nin diyette yer alan diger elementler ile
etkilesime girmesi sebebiyle Pb’ye maruziyet 6ncesinde bireyin diyet ve beslenme
durumuna baghdir (36). Cinko (Zn), bakir (Cu), demir (Fe) veya kalsiyum (Ca)
acisindan zengin bir diyet, Pb’nin sindirim sistemi tarafindan absorpsiyonunu
azaltabilir. Fe eksikligi olan kisilerde Pb absorpsiyonu, Fe eksikligi olmayan kisilere
gore 2-3 kat daha yiiksek olabilir. Yag veya protein agisindan zengin diyetler, D
vitamini diizeylerini iyilestirerek Pb alimmni arttirabilir (37). Bagirsaklarda Pb’nin
biyoyararlanimi lizerine yiyeceklerin etkisi, temel olarak bagirsak pH’sinin tiiketilen
gida igerigine bagli olarak degismesinden kaynaklanmaktadir. Yapilan ¢alismalardan
birinde fareler siit tozu ile beslendiginde siit tozunun Pb’nin biyoyararlanimim
arttirdigr bulunmustur. Buna baglh olarak, protein igerigi yliksek gida alimi da Pb
absorbsiyonunu arttirdigi degerlendirilmistir (38). Yiyeceklerdeki fosfor (P), Pb’nin
sinirlt bir dlgiide absorbe edilebilen yiiksek oranda ¢oziiniir fosfatlara doniismesine
neden olabilir. Pb ile C vitamini tiiketimi, Pb absorpsiyonunu artirabilir. Pb, aym
zamanda esansiyel mikro elementleri metalloenzimlerden ayirma yetenegine de
sahiptir (37).

Etil alkoliin, Pb absorpsiyonunda gastrointestinal sistemde irritasyon

olusumuna bagli olarak bir artisa neden oldugu gosterilmistir. Yasadisi olarak
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damitilmis alkol igerisinde Pb’ye maruz kalan bireylerde doz-etki iliskilerini
degerlendirirken bu durum 6nem kazanmaktadir (39).

Hamile kadinlarda ve ¢ocuklarda Pb absorpsiyon orani1 daha yliksektir ve bu
durum aglik sirasinda daha da artabilir (16). Kiigiik ¢ocuklarda Pb absorbsiyonunun,
yetiskinlerden 6nemli 6lgiide daha yiiksek olmasi (yetiskinlere kiyasla 4-5 kat daha
fazla) olmasi sebebiyle toksisitesi daha yiiksektir (36, 40). Cocuklarda Pb
toksikokinetigi yetiskinlerdekine benzer goriinse de, kiiclik ¢ocuklar ile yetiskinler
karsilastirildiginda absorpsiyon, dagilim, metabolizma ve eliminasyon diizeyinde
onemli farkliliklar bulunmaktadir. Cocuklarda gelisme c¢agina bagl olarak, bir¢ok
ksenobiyotik metabolize edici enzimin etkisi degisiklik gostermektedir. Bu durum,
cocuklarin Pb’nin toksik etkilerine veya detoksifikasyona karsi daha duyarh
olmalarina yol acgar, ancak bu duyarliligin kesin mekanizmalar1 tam olarak
anlasilmamistir. Cocuklar ve yetiskinlerde Pb zehirlenmesinin zararli etkilerinden
kaynaklanan hasar1 onarma kapasitesi agisindan da farkliliklar bulunmaktadir.
Bununla birlikte, ¢ocuklarin yetiskinlere gore toksik maruziyetten kaynaklanan
hasarlarin gozlemlenebilecegi daha uzun yasam siirelerine sahip olduklar1 da ifade

edilmektedir (36).
Dagilim

Kursun absorbe edildiginde, viicutta kan, yumusak dokular ve kemikler
olmak {izere ii¢ ana boliime dagilmaktadir. Kan dolagimindaki Pb, insan viicudu
tizerinde advers etkiler olusturur. Yiiksek dozda, kisa siireli (akut) ve diisiik dozda,
uzun siireli (kronik) Pb maruziyeti s6z konusu oldugunda, bireyin viicudundaki
biyolojik aktif Pb formlarinin miktarin1 PbB yansitir. Kan Pb diizeyinin 6l¢timi,
yakin zaman igerisindeki Pb maruziyeti i¢in en yaygm olarak kabul edilen ve
dogrulanabilir bir biyobelirtegtir (41). PbB, akut maruziyeti takiben toplam viicut Pb
yikiiniin yaklagik %90’1in1 olusturmaktadir (24). Pb, bir¢ok eritrosit proteinine
yiiksek afinite gostermektedir (30). Bu nedenle, kan Pb diizeyinin %95’den fazlasi,
eritrositlerde birikerek eritrositlerin islevlerini bozmaktadir (24). Kan dolasimina
ulastiginda eritrositlerle birlesen Pb diizeyi, plazmada bulunan Pb diizeyi ile dengede
kalir. Plazma Pb diizeyi, Pb maruziyetinde viicuttaki Pb yiikiiniin diisiik bir oranina

karsilik gelmekle birlikte Pb’nin diger hedef organlara dagilimini géstermesi
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bakimindan 6nem tagimaktadir. Pb, kemik ve dis gibi sert dokulara eristikten sonra
onlarca y1l boyunca bu dokularda depolanabilir. Bobrek, karaciger, akciger ve beyin
gibi yumusak dokular da Pb’yi depolayabilir (34). Kursunun ¢ogu karacigerde ve
daha az oranda bobreklerde depolanir; kalan Pb ise tiim viicuda (serebral korteks,
omurilik, yumurtalik, pankreas, dalak, prostat, adrenaller, beyin, yag dokusu,
testisler, kalp ve iskelet kaslar1) dagilir (37). Pb, kan-beyin bariyerine girdikten sonra
beyinde birikebilir ve beyin gelisimini bozabilir (34).

Kursun, viicutta Ca yerine ge¢me egilimi gosterir ve Ca metabolizmasini
etkileyen faktorlerden etkilenir. Bu nedenle, mineral igeren dokular Pb igin uzun
stireli depolama alanlaridir (42). Pb, esas olarak kemik ve dis gibi Ca igerigi yiiksek
olan sert yapilarda birikmektedir ve ayni zamanda normal hiicre fonksiyonlar: ile
cesitli fizyolojik siirecleri de etkilemektedir (22). Yetiskinlerde, kemiklerde 6zellikle
tibia kemiginde bulunan Pb’nin konsantrasyonu yas ile birlikte on kata kadar artar
(37). Yash bireylerde yiiksek kemik Pb konsantrasyonlari, kronik toksisiteyi
gostermesi sebebiyle onemli bir gostergedir (41). Kemik, yetiskin viicut Pb yiikiiniin
%94'tinden fazlasini olusturdugundan, kemik Pb seviyesi Ol¢iimii kiimiilatif Pb
maruziyetinin bir gostergesidir. Pb, viicutta tahmini olarak 10 yillik biyolojik yar1
omrii ile c¢ok yavas bir sekilde viicuttan atilir, bu nedenle viicutta birikmesi

kolaylagsmaktadir (43).
Biyotransformasyon

Inorganik Pb viicut tarafindan metabolize edilemez, bununla birlikte
glutatyon gibi molekiillerle konjuge olur. Organik Pb, inorganik Pb’ye metabolize
olabilir. Inorganik Pb, yumusak dokularda ve kemiklerde dagilima ugrar ve birikir

veya dogrudan atilir (16, 36).
Eliminasyon

Kursun maruziyetini takiben Pb eliminasyonu iki asamadan olusur: birinci
asama, kan ve yumusak dokulardan eliminasyonu olup yaklasik 20-30 giin siirer;
ikinci agama, Pb’nin kandan yavas eliminasyon asamasi olup, kemiklerden atiliminm
igerir. Pb’nin biyolojik yar1 dmriiniin sirasiyla, trabekiiler kemikte bir y1l ve kortikal

kemikte 10-20 yil oldugu tahmin edilmektedir (37).
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Kursunun ana eliminasyon yolagi bobreklerdir; ter, tiikiirtik, sa¢ ve tirnak gibi
diger eliminasyon yolaklar1 ise bobrek ile atilimi kiyaslandiginda onemsiz kabul
edilmektedir (36). Inorganik Pb’nin ¢ogu (yaklasik 2/3'ii) idrarla atilirken, kalan 1/3'ii
safrayla bagirsaga atilir ve ardindan diskiyla viicuttan atilir (37). Inorganik Pb’nin
idrarla atildigi mekanizmalar ise tam olarak karakterize edilmemistir (36). Az
miktarda Pb ter, siit ve tiikiiriikte salgilanabilir veya sa¢ ve tirnaklarda birikebilir
(37). Maruziyeti takiben, Pb’nin yarilanma omrii, kanda yaklasik olarak 25 giin,
yumusak dokularda 40 giin ve kemiklerde ise 25 yildir; sonug¢ olarak, Pb viicutta
onlarca yil kalabilir (37, 44).

2.1.4. Kursunun Toksisite Mekanizmasi

Kursunun toksik etkilerini agiklamak icin bir¢ok toksisite mekanizmasi ortaya
konulmustur. Bazi toksisite mekanizmalar1 digerlerinden daha iyi aydinlatilmig
olmakla birlikte ortaya atilan bazi toksisite mekanizmalari ise daha fazla arastirma ve
dogrulama gerektirmektedir (45). Cesitli antropojenik aktiviteler sonucu olarak
cevrede her yerde bulunan toksik bir metal olan Pb’nin hematopoetik sistem (diger
tim hiicreleri de etkileyen “hem” sentezinin inhibisyonu dahil olmak {izere),
gastrointestinal sistem, kardiyovaskiiler sistem, bobrek, karaciger, sinir sistemi,
endokrin sistem ve bagisiklik sistemi, disi ve erkek iireme sistemi de dahil olmak
lizere viicuttaki birgok organ sistemlerini etkiledigi bilinmektedir (15, 25). Pb’nin
tim bu sistemik etkilerinin altinda yatan mekanizmalar ise heniiz tam olarak
aydinlatilamamistir. Pb toksisite mekanizmasinin en makul nedeni serbest radikal
hasar1 olarak aciklanabilmektedir (16). Buna ek olarak, Pb, siilfidril (SH) gruplarina
ve elektron verici gruplara kars1 genel olarak giiclii bir afiniteye sahiptir, boylelikle
birgok proteine baglanarak ve bu proteinlerin fonksiyonlarini etkileyerek insan
fizyolojisi ile iki 6nemli sekilde etkilesime girmektedir (46). Yillar boyunca yapilan
biyokimyasal ¢caligmalar ile, Pb’nin tiyol igeren enzimleri ve proteinleri inhibe ederek
insan metabolizmasin1 modifiye ettigi kamtlanmistir (29). Iki degerlikli bir katyon
olan Pb, bircok diizeyde ¢esitli hiicre sinyal yollarini etkileyen Ca’nin yerini alabilir
(16). Ca ve Zn gibi diger iki degerlikli katyonlara benzerligi nedeniyle, Pb bu
katyonlar tarafindan diizenlenen ve bu katyonlarin aracilik ettigi pek cok hiicresel

siirec ile etkilesime girer. insan viicudunda esansiyel olan, elektron verici gruplarin



15

ve iki degerlikli katyonlarin viicutta bulunmast nedeniyle, Pb toksisitesinin
patofizyolojisi olduk¢a karmasik hale gelmektedir ve hemen hemen her organ
sistemini etkilemektedir (46). Pb toksisitesinin viicuttaki molekiiler seviyedeki etkisi
cogunlukla bilinmemektedir ve ¢esitli sistemik etkilere neden olan Pb maruziyetinin
molekiiler temeli kapsamli bir sekilde arastirilmaktadir. Bununla birlikte, bir neden,

DNA metilasyonunu degistiren serbest radikal hasarina bagli olabilir (37, 47).
2.2. Kursun Maruziyetinin insan Saghg Uzerine Etkileri

Kursun, insan i¢in hayati Oonem tasiyan organlarin ve dokularin zarar
gormesine neden olacak sekilde pek ¢ok biyolojik sistemde toksisiteye neden olan bir
agir metaldir (4). Pb, insan viicudundaki tiim sistemlerin ¢alismasini bozmaktadir. Pb
zehirlenmesi goriilen kisilerde karmasik bir klinik tabloya neden olur (45). Pb
toksisitesinin klinik belirtileri, subklinik ve ge¢ ortaya cikan oOzelliklerden hayati
tehdit edici komplikasyonlara kadar ¢ok cesitli sekillerde olabilmektedir (20). Pb,
onemli davranigsal ve norolojik hastaliklara neden olmanin yani sira kusma,
kasilmalar ve ensefalopati, koma veya 6liim gibi semptomlar olusturan ksenobiyotik
bir metal olarak bilinir (48). Akut Pb maruziyeti, Tablo 2.2.’de detayli olarak
siralandigl sekilde istah kaybi, bas agrisi, hipertansiyon, karin agrisi, bobrek
fonksiyon bozuklugu, yorgunluk, uykusuzluk, artrit, haliisinasyonlar ve bas
donmesine neden olabilir. Bununla birlikte, kronik Pb maruziyeti ise zihinsel
yetersizlik, dogum kusurlari, psikoz, otizm, alerji, disleksi, kilo kaybi, hiperaktivite,

felg, kas zay1fligi, beyin hasari, bobrek hasari ve hatta 6liimle sonuglanabilir (20).



Tablo 2.2. Kursun zehirlenmesinin ¢ocuklarda ve yetiskinlerde belirtileri ve

semptomlari (49).

Cocuklarda Pb Zehirlenmesinin

Belirtileri ve Semptomlari

Yetiskinlerde Pb Zehirlenmesinin

Belirtileri ve Semptomlari

Gelisimsel bozukluklar

Hayati organ ve sistem disfonksiyonu

Daha diisiik IQ puani

Merkezi sinir sistemi bozukluklari

Ogrenme bozukluklari/daha diisiik
Akademik yetenekler

Bilissel fonksiyonda azalma

Davranigsal problemler

Kardiyovaskiiler bozukluklar

G0z, burun, bogaz ve solunum sistemi

mukozasinda tahris

Renal toksisitede artis

Akciger fonksiyonunda azalma

Hipertansiyon

Norolojik kusurlar

Glinliik yasam aktivitelerini

gerceklestirme yeteneginde azalma

Sozel yeteneklerde azalma

Hafiza kaybi1

Bilissel fonksiyonda azalma Yorgunluk

Bas agrisi Bas agris1

Mide kramplar1 Uykusuzluk
Yorgunluk Libidoda azalma
Hafiza kayb1 Depresyon

Hipertansiyon

Kursun toksisitesinin kronik maruziyette ortaya ¢ikan 6nemli belirteglerinden
bir tanesi de Sekil 2.2.’de gosterildigi sekilde genellikle iist ¢cenede olmak {izere dis
etinde ince mavimsi renk degisikligi olarak bilinen Burton ¢izgisidir. Bu durum,
dolagimdaki Pb ve siilfiirlerin (kolon bakteriler tarafindan salgilanan) arasindaki
reaksiyonun dis etleri boyunca PbS seklinde birikmesinin ortaya c¢ikmasindan
kaynaklanir. Burton ¢izgisi, Pb toksisitesi tanisindan siiphelenmede potansiyel bir

ipucu olarak kullanilabilmektedir (50).
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Sekil 2.2. Burton ¢izgisi, Pb toksisitesinin oral belirtisi (51).

Kursun tizerine yiiriitiilen epidemiyolojik ve deneysel ¢alismalar, eriskinlerde
kronik Pb maruziyetinin 10 pg/dL kadar diisiik kan Pb konsantrasyonlarinda bile
bobrek fonksiyonlarinin bozulmasina, yiiksek kan basincina, sinir sistemi
toksisitesine ve noro-davranigsal etkilere neden olabildigini gostermektedir. Ayrica
yiirlitiilen calismalar, yasamin ilerleyen donemlerinde ortaya cikan bilissel islev
bozuklugunun dogum oncesi Pb maruziyeti ile iliskili oldugunu gostermektedir. 20
ng/dL'nin iizerindeki kan Pb konsantrasyonuna neden olan kronik maruziyet, biligsel
fonksiyonlar lizerinde belirtisiz etkilerin yan1 sira erkek lireme sistemini etkilemekte,
sperm/semen kalitesini diigiirerek infertilite problemlerine neden olabilmektedir. 20
ila 40 pg/dL arasindaki kan Pb konsantrasyonlari, bilissel yaslanmanin yani sira
gorsel-motor koordinasyonunda aksakliklar, reaksiyon siirelerinde diisme ve dikkat
eksikligi ile iliskilidir. Kan Pb konsantrasyonunun 40 pg/dL’den daha yiiksek oldugu
durumlarda, is¢iler bas agrisi, yorgunluk, uyku bozuklugu, eklem agrisi, kas agrisi,
anoreksi ve kabizlik gibi semptomlar yasamaktadir. Giinimiizde ge¢mis yillara
kiyasla ¢ok daha az goriilse de isgilerde 60 pg/dL'nin {izerinde kan Pb
konsantrasyonu ile sonuglanan yiiksek Pb maruziyeti de s6z konusu olabilmektedir.
Bu ¢ok yiiksek kan Pb konsantrasyonlarinda saglik etkileri, konviilsiyonlar, koma ve

baz1 durumlarda Oliim gibi akut etkilerden anemi, periferik ndropati, interstisyel
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bobrek fibrozu ve ciddi karin krampi gibi kronik etkilere kadar degisebilmektedir
(52).

Kursun maruziyeti ile ortaya ¢ikan toksik cevaplar agisindan genel niifus ve
isciler arasinda onemli farkliliklar vardir. Pb maruziyetinde bireylerin toksik
cevabini, maruziyet derecesi, bireyin yasi, alimi1 ve eliminasyonu etkileyecek sekilde
bireyler arasindaki genetik farkliliklar veya maddenin toksik etkilerine karsi

duyarlilik gibi faktorler etkileyebilir (53).
2.2.1. Kursunun Hematolojik Sistem Uzerindeki Toksik Etkileri

Kursuna uzun siireli maruziyetin hematolojik sistem {izerinde dnemli toksik
etkilerinin oldugu arasgtirmalar ile gosterilmistir (54). Pb zehirlenmesi goriilen
is¢ilerinin 6nemli advers etkiler gosterdigi sistemlerden birisi hematolojik sistemdir
(55). Kanda Pb konsantrasyonunun 10 pg/dL'nin altinda oldugu durumlarda bile
Pb’nin hematolojik sistem iizerindeki olumsuz saglik etkileri tespit edilebilmektedir
(24).

Kursun toksisitesinin en iyi bilinen mekanizmalarindan biri, Sekil 2.3.’te
kimyasal yapis1 gosterildigi ilizere Onemli bir demir-porfirin bilesigi olan ve
hemoglobinin prostetik grubu “hem”in biyosentez yolaginin bazi enzimleri ile Pb
arasindaki etkilesim olsa da, Pb’nin hematolojik sistemi nasil etkiledigine dair

mekanizmanin detaylar1 halen belirsizligini korumaktadir (45, 54, 56).

HaC CHs
CH,
HaC 7
H3C’ CH';
COOH COOH

Sekil 2.3. Demir-porfirin bilesigi olan “hem”in kimyasal yapisi (56).

“Hem”, solunum, fotosentez, oksijen metabolizmasi ve tasinmasi gibi temel

biyolojik siireclerde gorev alan bir¢ok proteinin prostetik grubu olarak calisir. Buna
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ek olarak, katalaz, peroksidaz ve sitokrom-P450 gibi enzimlerin temel kofaktorii
olarak “hem” esas alinmaktadir. “Hem”, ¢ogu organizmada yliksek oranda korunmus
bir biyosentetik yolla sentezlenir. Insanlarda, “hem” biyosentez yolaginda meydana

gelen kusurlar, porfiria ad1 verilen ciddi metabolik bozukluklara yol agar (57).

MITOKONDRI SITOPLAZMA

Glisin m' ALA sentaz 9
+ HOOC CH,CH,C CH;NH, ALA

HOOC CH
'MCQSCM. HOOG ALA dehidrataz
CH
Siiksinil CoA C':HI on
2 !C‘m

I " u CH,NH, PBG
I PEG deaminaz
A

P

A P
NH HN
HO Hidroksimetilbila
H H
P A
Uraporfirinojen 1
I k az -~ ~
Uroporfirinajen Uraporfirinajen T
gl P A porfirinaj
>P A P
NH
A P A
A P
| Uroporfirinoien dekarboksilaz |
P M
M P M P
NH  HN NH HN
Ko-pro
porfirinojen NH HN NH  HN
oksidaz M M P M
J P p | Koproporfirinsjen |M Koproporfirinojen
oI I

Sekil 2.4. “Hem” biyosentez yolagi. Aminolevulinik asit (ALA); koenzim A (CoA);
porfobilinojen (PBG), A = -CH>,COOH; M = -CHy; P = -CH,CH>COOH,;
V = -CH=CHz (58).

“Hem” biyosentezi, Sekil 2.4.’te gosterildigi tlizere &-aminolevulinik asit
(ALA) olusturmak {izere glisin ve siiksinil-CoA'nin dekarboksilasyon ile
kondensasyonu ile baglar. 6-aminolevulinat sentaz (ALA sentaz) igin piridoksal
fosfat koenzim olarak iglev goriir, kondensasyon reaksiyonunu takiben koenzim-A ve

glisinin karboksili kaybolur. SH sitozolik bir enzim olan ve delta-aminolevulinat
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dehidrataz (ALAD) olarak da adlandirilan Porfobilinojen Sentaz (PBG sentaz),
sitoplazmada PBG olusturmak iizere 2 molekiill &-aminoleviilinatin (3-ALA)
kondense olmasini katalize eder (59). ALAD enzimi, agir metallere kars1 yiiksek
afinite gosteren SH gruplarini igermektedir, bu nedenle Pb toksisitesinin énemli bir
biyolojik gostergesidir (60). Reaksiyon mekanizmasi, iki lizin kalintis1 ve memeli
enzimindeki bagl katyon Zn++ olmak iizere aktif bolgede bagl bir katyon igerir. Iki
O0-ALA substratinin her biri aktif bolgeye baglandik¢a, bir Schiff bazi olusturmak
tizere keto gruplar1 baslangicta iki lisin kalintisindan birinin yan zincir amino grubu
ile reaksiyona girer. Bu Schiff baz zincirleri, C-C ve C-N kondensasyon
reaksiyonlar1 sonrasinda ALA amino gruplarina diizenlenen metal iyonu tarafindan
desteklenir. Hem biyosentezinde, sistein S ligandlarmni iceren homo-oktomerik
memeli PBG-sentaz enzimindeki Zn+2 baglanma bolgeleri, Pb+2'1 da baglayabilir.
PBG-sentazin Pb+2 tarafindan inhibisyonu, hem sentezinin bozulmasi ve ALA
sentaz geninin transkripsiyonunun baskilanmasiyla sonuglanmasi sebebiyle kanda

ALA degerinin yiikselmesine neden olur (59).

/ MITOKONDRI Cinko protoporfirin (ZPP)

Siiksinil-CoA + Glisin 7Zn : Ferrogelataz

—_— | (11€111 sentetaz)

|
‘Ape| ALA sentetaz .
. A ‘ Protoporfirin IX

6-Aminolevulinik asit (ALA) 4

AN— ALA-dehidrataz Protoporfirinojen

* ﬂ Koproporfirinojen oksidaz

Porfobilinojen (PBG) ‘ Koproportirinojen III

T ?
' Pb"’""‘ UP I sentetaz f L

SITOPLAZMA ‘ Uroporfirinojen III U Koproporfirin IIT U

v

Uroporfirin III

Sekil 2.5. Kursunun “hem” biyosentezi iizerine bilinen ve siipheli etkilesimleri (15).
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Kursun, hem sentez yolaginda, delta-aminolevulinat dehidrataz (ALAD),
koproporfirinojen oksidaz (CPOX) ve ferroselataz (FECH) olmak {izere {i¢ enzimi
biiyiik 6l¢iide inhibe edebilmektedir (29). Pb’nin “hem” sentezi yolaginda 6nemli
rolleri olan enzimler {izerindeki inhibitor etkisi sebebiyle kronik Pb zehirlenmesine
bagl olarak “hem” sentezi bozulur. Dolayisiyla hemoglobin iiretimi inhibe olur ve
kirmizi kan hiicrelerinin sayisit azahr, buna bagli olarak da retikiilositoz ve anemi
riskinde artis meydana gelir. Bunun yanisira, yine Pb absorpsiyonu ile ortaya ¢ikan
Fe eksikligine bagli olarak kansizlik goriilebilir. Kronik Pb maruziyeti ile
iliskilendirilen anemi, kursunun hem “hem” biyosentezini etkilemesi hem de kirmizi
kan hiicrelerin yasam siirelerinin kisaltmasinin bir sonucudur (4, 55). Buna ek olarak
Pb, sadece kirmizi kan hiicrelerinin sayisin1 ve fonksiyonlarini degil ayni zamanda
trombosit ve l6kosit icerigini de etkileyerek immiin sistemi baskilar (24). Kan Pb
diizeyinin yiiksekligi ile diisiik hemoglobin (HGB) ve hematokrit (HCT) diizeyleri
arasinda iligki oldugu belirlenmistir (61). Pb maruziyetine bagli olarak HGB ve HCT
seviyesindeki azalmaya, eritrofagositoz, hemoliz ve kirmizi kan hiicrelerinin kirmizi

kan hiicrelerinin splenik sekestrasyonu veya bozulmus eritropoezis neden olabilir

(24).
2.2.2. Kursun Toksisitesi ve ALAD Enzimi Polimorfizmi

Kursun toksisitesini bireyin genetik durumu dogrudan etkilemektedir. Pb
absorbsiyonunu ve depolanmasini etkileyen genler (toksikokinetik faz) ve Pb’nin
toksik etkilerini degistiren genler (toksikodinamik faz) olmak tizere bireyin sahip
oldugu belirli genlerin Pb toksisitesi iizerine Onemli etkisi olmaktadir. Pb
toksikokinetiginde ve/veya toksikodinamiginde Onemli rol oynayan, asagida
fonksiyonlar1 6zetlenen bir dizi gen ve bu genleri kodlayan protein tanimlanmstir:

e d-aminolevulinik asit dehidrataz (ALAD), eritrositlerde Pb’nin %80'ini
baglayan “hem” biyosentez yolagindaki dnemli bir enzimdir,

e hemokromatoz (HFE), hiicresel Fe ve Pb dahil diger iki degerlikli
metallerin alimini diizenleyen bir zar proteinidir,

e hem oksijenaz-1 (HMOX1), “hem” degradasyon enzimidir ve PDb

tarafindan indiiklenen inflamatuvar ve oksidatif stres iizerinde 6nemli bir rol oynar,
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e vitamin D reseptorii (VDR), kan ve kemik tarafindan Pb absorpsiyonunu
etkileyen Ca homeostazinda rol oynar,

e apolipoprotein E (APOE), lipit metabolizmasim etkiler, kandaki Pb
konsantrasyonlarini diisiiriir ve antioksidan 6zellige sahiptir,

e glutatyon S-transferazlar (GSTs), hiicresel makromolekiilleri reaktif
elektrofillere karsti koruyan Faz-1l  detoksifikasyon izoenzim ailesinden,
termodinamik olarak stabil bir kompleks olusturmak ig¢in Pb ve glutatyon
konjugasyonunu katalizlemede yer alir, Pb biyoyararlanimin1 azaltir ve diisiik
oksidatif stres yoluyla Pb toksisitesine karst korur (62).

Yiiksek miktardaki Pb diizeyi, hemoglobin sentezinde 6nemli bir rol oynayan
ALAD enzimini inhibe edebilir. Bu enzimin etkinliginin inhibisyonu, kan ve
idrardaki norotoksik aminolevulinik asit diizeylerini artirir. ALAD enziminin Pb
iyonlarma yiiksek duyarliligi olmasi sebebiyle, insanlarda Pb maruziyetini
degerlendirmek i¢in ALAD enzim diizeyleri bir biyobelirte¢ olarak kullanilir (63).
ALAD sadece kirmizi kan hiicrelerinde degil, viicuttaki biitiin hiicrelerde eksprese
edilir. Bu nedenle, ALAD polimorfizminin, tam kandaki ve belki de idrardaki
konsantrasyonlar dahil olmak iizere Pb'min toksikokinetigini etkileyebilecegine
inanmak i¢in sebepler vardir. Gergekten de yayimnlanan veriler, yiiksek Pb
maruziyetinde ALAD: tastyicilarinin ALAD1 homozigotlarindan daha yiiksek BPb'ye
sahip oldugunu, diisiik maruziyette ise higbir fark olmadigin1 gostermektedir (64).

Bireylerin Pb toksisitesine duyarlilik bakimindan biiyiik 6lgiide farklilik
gosterdigi bilinmektedir ve genetik yapr ¢ogu zaman bu tiir bir varyasyonun olasi
nedeni olarak belirtilmistir (65). Pb zehirlenmesinde 6nemli hedeflerden biri olan
ALAD enzim genindeki polimorfizm, bireylerin Pb toksisite semptomlarina
cevaplarmi etkileyebilmektedir (59). ALAD, Pb maruziyetindeki genetik
farkliliklarin anlagilmasi agisindan 6nemli enzimlerden biridir (66).

ALAD geni, 9q34 kromozomunda bulunur ve yaklasitk 16 kilobaz
uzunlugundadir. ALAD geni, hem’in Onciisii olan monopirol porfobilinojeni
olusturmak igin iki aminolevulinik asit molekiiliiniin asimetrik eklenmesini igeren
“hem” biyosentezindeki ikinci adimi katalize eden polimorfik ALAD enzimini (Sekil
2.6.) kodlar (67, 68). Battistuzzi ve ark. tarafindan 1981 yilinda Pb ve ALAD

arasindaki etkilesimine ek olarak ALAD''n polimorfik bir enzim oldugunu



23

gostermistir (69). Birgok ¢alisma, ALAD enzimini kodlayan gen polimorfizminin, Pb
toksikokinetiginin degistirilmesinde rol oynadigini ortaya koymustur. Pb toksisitesi
baglaminda en ¢ok ¢aligsilan polimorfizm, ekzon 4’te yer alan ALAD G177C (dbSNP
ID: rs1800435) varyantidir. ALAD G177C'nin ALAD: ve ALAD: olmak tizere iki ko-
dominant aleli bulunmaktadir (29). ALAD: ve ALAD: alelleri, Pb toksisitesine
duyarhlikla iliskilendirilmistir. Bu iki alel, yapisal olarak birbirine benzeyen, ayni
mekanizmayla etki gosteren, ancak farkli yiiklere sahip 1-1, 1-2 ve 2-2 olarak
adlandirilan {i¢ izozim olusturur. ALAD; aleli, kodlama bdlgesinin 177.
pozisyonunda G—C transversiyonu igerir, bu durumda 59. amino asitte lizin yerine
asparajinin yer degistirmesiyle sonuglanir (70). Bu siibstitiisyonun, ALAD2'nin Pb
icin artan bir afiniteye sahip olmasina neden oldugu diisiiniilmektedir (71). Beyaz
popiilasyonun bircogunda ALAD: ve ALAD: alellerinin sikliginin sirasiyla 0.9 ve 0.1
oldugu tahmin edilirken, Asya ve Afrika popiilasyonlarinda ALAD; alel siklig1
diistiktiir (65).

Sekil 2.6. 3-aminolevulinik asit dehidrataz (ALAD; porfobilinojen sentaz) enziminin
kristal yapist (maya ve Pseudomonas aeruginosa homologlarinin yapisina
dayanarak). insan homo-oktamer dimeri gosterilmektedir. Iki aktif bolge
Zn (I1) alt monomerde gosterilmektedir. Amino asit 59 ALAD1'de lizin;
ALAD?2'de asparajin olarak goriilmektedir (15).
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ALAD; (59Asn) geni, ALAD2'den (59Lys) daha fazla elektronegatif
oldugundan, ALAD1.2/2-> Pb’yi ALAD1.1’den daha siki baglayabilir (68). Sonug olarak,
enzimin elektronegatif 6zelligi, Pb i¢in afinitesini artirmaktadir. Bununla birlikte, Pb
seviyeleri ve ALAD''n genetik varyantlar1 arasindaki iliskideki tutarsizliklar yillar
boyunca tartisilmaktadir (29). ALAD sadece kirmizi kan hiicrelerinde degil, viicuttaki
biitiin hiicrelerde eksprese edilir. Bu nedenle, ALAD polimorfizminin, tam kandaki ve
belki de idrardaki konsantrasyonlar dahil olmak {iizere Pb'nin toksikokinetigini
etkileyebilecegine inanmak i¢in sebepler vardir. Gergekten de yayimnlanan veriler,
yiksek Pb maruziyetinde ALAD: tasiyicilarinin ALAD: homozigotlarindan daha
yilksek BPb'ye sahip oldugunu, diisiik maruziyette ise hicbir fark olmadigini
gostermektedir (64).

2.2.3. Kursunun Nérolojik ve Norotoksik Etkileri

Kursun, hem ¢ocuklar hem yetigkinler i¢in potansiyel olarak tehlikelidir ve
toksisitesinin ana hedef organi esas olarak merkezi sinir sistemidir (72). Pb
maruziyeti, agir metal maruziyetleri arasinda insanlarda 6nemli néropsikolojik ve
fonksiyonel diisiise yol acabilen en yaygin maruziyetlerden biridir (73). Insanlarda
kronik Pb maruziyeti akut Pb maruziyetinden daha yaygindir, genellikle bas agrisi,
sinirlilik, karin agrisi ve norolojik belirtiler olarak kendini gosterir. Kronik Pb
ensefalopatisi, genellikle uykusuzluk, zayif dikkat siiresi, kusma, konviilsiyonlar ve
koma ile karakterizedir. Cocuklarda Pb ensefalopatisi, uyusukluk, zihinsel donukluk,
kusma, sinirlilik ve anoreksi ile karakterizedir; ciddi vakalarda, Pb'ye uzun siireli
maruziyet biligsel islevi azaltabilir ve davranis bozukluklarini, 6zellikle saldirganlik
ve hiperaktiviteyi artirabilir (74). Beynin prefrontal serebral korteks, hipokampus ve
serebellumundaki Pb hasari, zeka geriligi, davranis sorunlari, sinir hasar1 ve
muhtemelen Alzheimer hastalii, Parkinson hastaligt ve sizofreni gibi cesitli
norolojik bozukluklara sebep olur (75). Maruziyet tiiriine bagh olarak, norotoksik
maruziyet, merkezi sinir sistemi hasarina, duygulanim bozukluklarina ve/veya
norobilissel bozulmalara neden olabilir (73).

Cocuklarda, Pb’nin ¢evresel maruziyeti sonucu ortaya ¢ikan yiiksek kan Pb
seviyesi, ¢cocuklarin zeka katsayr puaninda (intelligence quotient, 1Q) konsantrasyona

bagl bir diisiise ve buna bagl olarak potansiyel olarak geri doniisii olmayan biligsel
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ve davranigsal eksikliklere neden olabilir. Buna ek olarak, son arastirmalar prenatal
ve ¢ocukluk donemi Pb maruziyetinin yaslilik doéneminde ndrodejenerasyonu
indiikleyebildigini ve Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi ve amyotrofik lateral
skleroz i¢in bir risk faktorii oldugunu tespit etmistir (76). Pb’nin Alzheimer hastaligi,
Parkinson hastalig1 ve sizofreni gibi insan yasaminin ¢ok daha sonraki evrelerinde
ortaya cikan bozukluklarin baslangicini nasil etkiledigi hakkinda ¢ok az bilgi
bulunmaktadir. Bu hastaliklarin karmasik patofizyolojileri diistintildiigiinde, Pb
maruziyetinin, kalitsal ve ¢evresel faktorler de géz Oniine alinarak bu hastaliklarin
tetiklenmesine neden olan diger faktorler arasinda yer aldigi disiiniilmektedir (77).
Yapilan ¢alismalarda, mesleki ve ¢gevresel Pb maruziyeti ile azalan biligsel yetenekler
ve noro-davranissal performans iliskilendirilmistir (78). Yetiskinlerin uzun siireli Pb
maruziyeti, sinir sisteminin iglevlerini 6lgen bazi testlerde performansin diismesine
neden olmustur (72).

Kursunun insan viicudundaki varligi, ¢esitli mekanizmalar yoluyla sinir
sisteminde hasara neden olur. Sinir sistemi lizerindeki dogrudan etkiler, morfolojik
veya farmakolojik olarak siniflandirilabilir (73). Pb oksidatif stres iiretebilir, kan-
beyin bariyerini bozabilir ve gelismekte olan ve yetiskin hayvanlarda merkezi sinir
sistemi tizerinde nitrik oksit sentezini i¢eren fizyolojik siirecler dahil olmak iizere
birgok Ca*? bagiml siireci degistirebilir (74).

Oksidatif  stres, Pb’nin  toksik  etkilerini  gosterdigi  baslica
mekanizmalarindandir. Nispeten zayif antioksidan savunmasi, yiiksek oranda oksijen
kullanimi, yiiksek miktarda Fe igerigi ve ayrica reaktif oksijen bilesikleri (reactive
oxygen species, ROS) iretimine bagli olarak ndrotransmiter seviyelerinde
degisikliklere yol agabilecek asir1 ¢oklu doymamis yag asitlerinin mevcudiyeti
nedeniyle beynin oksidatif hasara karsi yiiksek derecede duyarli oldugu yaygin
olarak rapor edilmektedir (48).

Kursun toksisitesinde, Ca*?, Fe™? ve Zn*? dahil olmak iizere ¢ok gesitli 5Snemli
biyomolekiillerdeki diger iki degerli katyonlarm Pb*? ile yer degistirmesi énemli rol
oynamaktadir. Merkezi sinir sistemindeki nérotransmiterlerin islevi i¢in 6énemli olan
voltaj kapili Ca* iyon kanallar1 ve dopamin reseptorleri Pb’nin bazi dnemli biyolojik
hedefleri arasinda bulunmaktadir (77). Pb, beynin farkli bolgelerinde néral nitrik

oksit sentazin (neuronal nitric oxide synthases, nNOS) ve endoteliyal nitrik oksit
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sentazin (endothelial nitric oxide synthases, eNOS) aktivitesini ve ekspresyonunu
degistirebilir, ciinkii Pb, baglanma yerlerinde Ca*?y1 taklit edebilir, bu baglanma
Ca*?nm nitrik oksit sentaza (nitric oxide synthases, NOS) erisilebilirligini
Onleyebilir, boylece nNOS/eNOS aktivitesinin azalmasina yol acarak beynin farkli
bolgelerinde diisiik NO iiretimi s6z konusu olur. Diger ¢alismalar da hipokampus,
serebral korteks ve serebellumdaki NOS aktivitesinin Pb maruziyeti ile 6nemli
Ol¢iide inhibe edildigini gostermistir. Bu inhibe edici etkinin derecesi, maruziyet
siiresine ve Pb konsantrasyonuna baglidir; ancak bu birikim, belirli bolgelerde NOS
kalsiyum-bagimli aktivitesinin inhibisyonunu agiklamaz (74). Siit igmek (giinde
yaklagik 700 mL), Pb’nin kursunun periferik norotoksisitesine karsi koruma

saglayabilir (77).
2.2.4. Kursunun Renal Sistem Uzerindeki Toksik Etkileri

Kursun, iyi bilinen bir nefrotoksindir ve yiiksek miktarda Pb maruziyeti
bobrek fonksiyonlarinin bozulmasina ve bobrek yetmezligine neden olabilir (79). Pb
tarafindan zarar goren organlar arasinda yer alan bobrek, baslica eliminasyon ve
bosaltim organi olmasi sebebiyle Pb’nin toksik etkisine karsi 6zellikle hassastir (7).
Disiik diizeyde gevresel Pb maruziyeti de dahil olmak tizere Pb maruziyeti kronik
bobrek yetmezligi gelisimi ile iligkilendirilmistir (80). Kursun nefrotoksisitesi,
proksimal tiibiiler nefropati, glomeriiler skleroz ve interstisyel fibroz seklinde ortaya
cikabilmektedir (81).

Kursun maruziyeti, diger etkilerin yan1 sira N-asetil-B-d-glukozaminidaz (U-
NAG) ve albiimin (U-ALB) atiliminin artmasiyla bobrek fonksiyon bozukluguna da
neden olur. Pb'min bobrek fonksiyonu iizerindeki etkilerinin potansiyel
modifikasyonuna iliskin c¢aligmalar sinirhdir ve cesitli sonuglar bulunmaktadir.
Ayrica, ALAD2'nin kan basinci artist ile iliskili oldugu bildirilmistir (64). Kursun
maruziyetine bagli nefrotoksisitenin arastirildigi kapsamli bir ¢alismada, Pb’nin,
Ozellikle hipertansiyon ve diyabet gibi diger hastaliklar1 olan insanlarda, 5 pg/dL'nin
altindaki kan Pb seviyelerinde bile nefrotoksisiteye katkida bulundugu sonucuna
varitlmigtir. Bununla birlikte, Pb maruziyeti olan is¢ilerin mesleki mortalite
caligmalarinda, nispeten nadir goriilen bir 6liim nedeni olan bobrek hastaliklari ile

tutarh bir iligki gosterilmemistir (82).
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Kursunun neden oldugu nefrotoksisite i¢in farklt mekanizmalar bildirilmistir.
Bu mekanizmalar arasinda, oksijen tiirleri ile iligkili olaylar dikkat g¢ekicidir, bu
olaylar: artmig ROS seviyelerini, biyolojik hedeflerdeki bozulmalar1 ve hiicresel
antioksidan metabolizmalarindaki bozukluklar1 icermektedir. Bu nedenle, Pb
toksisitesine karsi terapodtik secenekler olarak antioksidanlarin kullanilmasi mantikli

goriinmektedir (83).
2.2.5. Kursunun Gastrointestinal Sistem Uzerindeki Toksik Etkileri

Cogu durumda, diyet, elementlerin organizmamiza girdigi ana yoldur (84).
Soluma, yutma ve deri yoluyla emilim, Pb maruziyetinin ana yoludur ve mesleki Pb
maruziyetin birincil yolu solumadir (28). Kirlenmis topragin kazara yutulmasi,
insanlarin, 6zellikle ¢ocuklar igin elden agza faaliyetler yoluyla, Pb maruziyetinde
onemli bir yol olarak kabul edilmistir. Toprak alimini takiben gida alimi, Pb'nin
gastrointestinal sistemdeki biyoerisilebilirligini etkileyebilir (38).

Kursun zehirlenmesi ciddi vakalarinda, ¢ocuklar veya yetiskinler, akut karin
agrist veya apandisit olarak teshis edilebilecek karin agrisi, siddetli kramp,
istahsizlik, bag donmesi, mide bulantisi, kusma, kabizlik ve metalik tat semptomlari
gosterir. Rontgen muayenesinde, pelvise inen genislemis mide ve ince bagirsak
siskinligi goriilmiistiir. Pb'nin bagirsak mikrobiyota disbiyozuna neden oldugu
bildirilmistir (85).

Kursun toksisitesine, Fe*?> dahil olmak iizere ¢ok cesitli 6nemli
biyomolekiillerdeki diger iki degerlikli katyonlarin yerine Pb*?nin gegmesi neden
olur. Bagirsaklardan kan dolagimina demir transportu igin temel protein olan iki
degerlikli metal tasiyic1 1'in (divalent metal transporter 1, DMT1) yutulan Pb’yi
tastyabildigine ve Fe™? eksikliginin bagirsak hiicreleri tarafindan Pb alimimi
arttirdigma dair kanitlar vardir. Fe*? diizeylerinin diisiik oldugu kosullar altinda,
DMT1 aktivitesi, Fe*? alimm artirmak icin yukar1 dogru diizenlenir ve muhtemelen

Pb’nin de alimina yol acar (77).
2.2.6. Kursunun Immiin Sistem Uzerindeki Toksik Etkileri

Agir metal maruziyeti, otoimmiinite yani sira immiinotoksisite gelistirebilir.

Otoimmiin hastaliklar, bireyin kendi bagisiklik sisteminin bir veya daha fazla dokuya
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veya organa saldirarak fonksiyonel bozukluk, inflamasyona ve bazen kalict doku
hasar1 ile sonuclandig1 hastaliklardir (86). Insanda Pb maruziyetine bagli olarak
immiin fonksiyonunun bozuldugu gosterilmekle birlikte, konuya iliskin veri sayisi
smirhidir (87). Pb, diisiik ¢evresel konsantrasyonlarda ana bagisiklik hiicrelerinde
acik bir hasara neden olmamasina ve bagisiklik hiicrelerinde rutin testlerle belirlenen
eksikliklere yol agmamasma ragmen, bagisiklik hiicrelerinin diizenlenmesini ve
islevini olumsuz yonde etkiler. Pb, beyinde ve tiim viicutta giiclii bir proinflamatuar
faktor olarak ayrica islev gorebilir (88). Pb zehirlenmesi, hem immiin sistemin
baskilanmasi hem de potansiyalizasyonuna yol acabilmektedir (4).

Kursun, hiicre ig¢i sinyal yolaklarmin modiilasyonu ve aktivasyonu ile
inflamatuvar siiregleri indiikleyebilir. Pb’nin, epidermal biiyiime faktorii reseptorii
(epidermal growth factor receptor, EGFR) dahil olmak {izere hiicre yiizeyi reseptorii
tirozin kinazlari aktive ettigi gosterilmistir. EGFR, sadece hiicre proliferasyonu,
sagkalimi, migrasyonu ve farklilasmasinin modiilasyondan sorumlu degil, ayni
zamanda  siklooksijenaz-2  ckspresyonunu  arttirarak  inflamatuvar  yaniti
indiiklemektedir. Buna ek olarak, mesleki Pb maruziyeti s6z konusu olan bireylerde
baz1 pro-inflamatuvar sitokin diizeylerinde artis bildirilmistir (89).

Kursun toksisitesi, baz1 hematopoetik sitokinlerin seviyelerinin degismesi ile
de ortaya c¢ikabilir. Yapilan bir ¢alismada, kisa siireli mesleki Pb maruziyeti
nedeniyle hematopoezi etkileyen interlokin (IL)-7, graniilosit koloni uyarici faktor
(granulocyte colony stimulating factor, G-CSF), hepatosit biiyiime faktorii
(hepatocyte growth factor, HGF), kok hiicre faktorii (stem cell factor, SCF), platelet
kaynakli biliylime faktorii (platelet-derived growth factor, PDGF) ve platelet
endotelyal hiicre adezyon molekiilii 1 (platelet endothelial cell adhesion molecule 1,
PECAM-1) gibi secilmis sitokin diizeylerinin azaldigi gosterilmistir. Eszamanli
olarak, hemoglobin seviyesi, beyaz kan hiicresi sayis1 (white blood cell, WBC) ve
trombosit (platelet, PLT) indeksleri gibi kan hiicresi indekslerinde de Pb kaynakli
degisiklikler gbzlemlenmistir (4).

In vitro Pb maruziyeti, hem B-hiicresi hem de T-hiicresi proliferasyonunu ve
B-hiicreleri tarafindan major histo-uyumluluk kompleksi (major histocompatibility
complex, MDC) Simif II ekspresyonunu arttirmistir. Bununla birlikte, CD4" T-

yardimci (T-helper, Th) hiicrelerinin islevi, immiinotoksik Pb etkisine kars1 6zellikle



29

hassastir. Th hiicreleri, THl, Th2, TH17 Ve T-dizenleyici (T-regulatory, Treg) hiicreleri
dahil olmak tiizere farkli alt kiimelere ayrilabilir. Tnl aracili yanitlar, hiicresel
sitotoksik bagisikligi tesvik eder ve interferon (IFN)-c, interlokin (IL)-2 ve IL-12'nin
isleviyle iliskiliyken, Th2 aracili yanitlar, hiimoral bagisikliktan sorumludur ve IL-4,
IL-5 ve IL-13 isleviyle ilgilidir. Her iki yanit tlirii arasindaki Pb kaynakli
dengesizlikler, B-hiicresi aktivitesini uyarabilir ve teorik olarak antikor aracili
otoimmiin bozuklugun gelismesine yol agabilir. Ayrica, Th2 yanitlarina dogru
kayma, bazi patolojik ajanlara karsi artan duyarliliga ve alerjik asir1 duyarlihiga
katkida bulunabilir. Deney hayvanlarinda, Pb’nin hiicresel ve hiimoral bagisiklik
tizerindeki etkileri yazili kanitlara dayanmakla birlikte, Pb’nin kimyasal formuna,
maruziyet yoluna, dozuna, maruziyet siiresine ve bireyin yasina ve genetigine bagl
olarak deneysel ¢alismalarin sonuglari geliskili gériinmektedir (87).

Cevresel olarak kursuna maruz kalan ¢ocuklarda Immiinglobiilin E (IgE)
seviyelerinin arttigt bulunmustur. Bu artisin, TH2 yanitinin artmasinin bir sonucu
olduguna inanilmaktadir. Kursun maruziyeti olan akii iiretim iscilerinde de IgE

diizeylerinde artis tespit edilmistir (87).
2.2.7. Kursunun Ureme Sistemi Uzerindeki Toksik Etkileri

Ureme bozukluklar1 baslica kiiresel bir saglik sorunudur ve DSO tarafindan
infertilite diinya capindaki prevalansinin ilkeler genelinde yaklasik %4 ila %14
olmasiyla, diinya ¢apinda bir halk sagligi sorunu olarak kabul edilmektedir. Artan
infertilitenin esas nedenlerinden biri, yaygin olan ve ¢ok sayida yoldan ortaya ¢ikan
cevresel kirleticilere yiiksek oranda maruziyettir. Agir metaller, ¢cevremizi etkileyen
en onemli kontaminantlardan biridir. Kronik veya akut agir metal toksisitesinin
neden oldugu potansiyel saglik bozukluklari, iireme toksisitesini de igermektedir
(90).

Agir metaller, disi lireme sistemini olumsuz etkiler ve ayni zamanda bu tiir
toksik agir metaller plasenta bariyerini kolayca gegebileceginden hamile kadinlarda
savunmasiz biiyliyen fetiisii de etkiler. Pb'nin plasentaya girme riski kadmiyumdan
(Cd) bile yiiksektir ve implantasyon basarisizligina neden olabilir. Dogum 6ncesi
6liim, implantasyondan once veya sonra Pb maruziyetinden kaynaklanabilir (91).

Meme kanseri, endometriyum kanseri, endometriozis ve spontan diisiikler gibi
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Ostrojene bagli hastaliklar ile erken dogumlar, 6lii dogumlar ve hipotrofi ile
insanlarin farkli organlarinda ve kaninda bulunan agir metal konsantrasyonu arasinda
potansiyel baglantilar bildirilmistir (90). Mesleki ve ¢evresel Pb maruziyeti de,
bliylimede, endokrin fonksiyonlarda, organ sistemlerinde degisiklikler ve iireme
sistemi tizerine etkiler gibi ¢esitli saglik sorunlariyla iliskilendirilmistir (92).

Bazi ¢alismalar, Pb'nin potansiyel teratojenik etkisi yoluyla dogrudan spontan
disiik i¢cin daha yiiksek riske yol agabilecegini One siirmiistir. Bu sonucun
arkasindaki dolayli nedenler, kanita dayali olarak insan sperminin kalitesi {izerinde
Pb’nin advers etkileri veya arteriyel hipertansiyona bagli olarak hormonal
bozukluklara ve plasental vaskiiler bozukluklara neden olmasidir (90). Kursun
maruziyeti, spermatogenezi bozabilir ve diisiik semen kalitesine neden olabilir, ancak
bu etkilerin altinda yatan mekanizmalar heniiz belirlenmemistir (93).

Bircok preklinik ve klinik ¢aligma, Pb’nin kadmn tireme sagligi iizerindeki
zararl etkisini kanitlamistir. Uzun bir gegmise dayanan bir ¢aligma, 30 giin boyunca
5 ug Pb asetat verilen disi si¢anlarda Gstrojen dongiisiinde diizensizlik bildirilirken,
30 giin boyunca 100 pg Pb asetat ile verilen disi farelerde kalici vajinal Ostrus ve
korpus luteum sayisinda azalma ile birlikte yumurtalik folikiiler kistlerinin biiyiimesi
bildirilmistir. Baska bir ¢alismada, yetiskin saglikli disi siganlarda 28 giin boyunca
30, 100 ve 300 mg L''de igme suyunda Pb asetat verildikten sonra endometriyum ve
miyometriyumda doza bagli Pb ile indiiklenen patofizyolojik degisiklikler
bildirilmistir (91).

Deneysel hayvan calismalarinda, Pb maruziyetinin testis atrofisine, yardimci
bezlerin agirliklarinda degisikliklere, semen kalitesinde degisikliklere ve
hipotalamus-testis hipofiz ekseninin bozulmasina yol agabilecegini gosterilmistir. TE
sentezinin baskilanmasina neden oldugundan Leydig hiicreleri Pb maruziyeti i¢in bir
hedef gibi goriintirken, Sertoli hiicre fonksiyonu Pb maruziyetinden etkilenmis gibi
goriinmemektedir. Pb, tercihen epididimis ve diger yardimci bezlerde birikir.
Bununla birlikte, bu ¢aligmalarin biiyiik cogunlugunun bulgulari, insanin mesleki ve
cevresel maruziyet kosullarindan (sigara icme dahil) 6nemli Olglide farkli olan,
enjeksiyonla uygulanan tek, biliyilkk dozda Pb (ve/veya kadmiyum) maruziyetine
dayanmaktadir (94). Sigara i¢en kadinlarda da, insan endometriyumunda artan Pb

seviyeleri gosterilmistir. (90).
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Mesleki maruziyet arastirmalarinda, kandaki Pb seviyesi siirekli olarak azalan
sperm sayisi, zayif sperm hareketliligi ve anormal sperm morfolojisi ile
iliskilendirilmistir (94). Mesleki Pb maruziyeti olan erkeklerin eslerinde kisirlik ve
gebelik gecikmesi riskinde artis; cevresel Pb maruziyeti goriilen geng kizlarda
puberte gelisiminde ve biiylimesinde gecikme; prenatal yiiksek kan Pb seviyesi erken
dogum, bas g¢evresi ve tepe-topuk uzunlugu diisiikliigii; yiikksek kan ve kordon Pb
seviyesi olan annelerin diisiik dogum agirligi olan bebeklere sahip olmaktadir ve
kordon Pb seviyeleri ile dogum uzunlugu arasinda negatif bir iliski; kan Pb seviyesi
>10 pg/dl olan hamile kadinlarda ii¢ kat daha yiiksek riskli erken dogum ve dort kat
kiigiik gestasyonel yas dogumu; kadinlara Pb maruziyetinde spontan diisiik riski,
ancak kan Pb diizeyi (<5 pg/dl) spontan diisiik icin bir risk faktorii degildir; diisiik ila
orta diizeyde Pb maruziyetinde spontan diisiik riski goriilmektedir (92).

2.2.8. Kursunun Kardiyovaskiiler Sistem Uzerindeki Toksik Etkileri

Kursun ve diger agir metaller gibi c¢evresel toksik maddelerin,
kardiyovaskiiler hastaliklarla iligkili oldugu bilinmektedir. Kardiyovaskiiler sistem
tizerindeki etkiler ile Pb'nin potansiyel olarak iliskisi bobrek fonksiyonunda azalma,
oksidatif stres ve inflamasyonun indiiklenmesi, nitrik oksit sinyalizasyonunda
bozulma, renin-anjiyotensin sisteminin yani sira endotel disfonksiyonu gibi birgok
hiicresel ve molekiiler mekanizma ile agiklanabilir (13, 62). Mesleki maruziyet
kosullarinda, hipertansiyon gelisimi Pb maruziyetinin neden oldugu nefropatinin
olas1 bir sonucu olarak ortaya ¢ikabilmektedir (95). Pb’nin indiikledigi hipertansiyon
ve kardiyovaskiiler komplikasyonlarin patogenezinde oksidatif stresin katilabilecegi

potansiyel mekanizmalar ise Sekil 2.7.’de 6zetlenmistir.
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Sekil 2.7. Kursunun indiikledigi hipertansiyon ve kardiyovaskiiler komplikasyonlarin
patogenezinde oksidatif stresin katilabilecegi potansiyel mekanizmalar
(96). Na: sodyum, NO: nitrik oksit.

Hipertansiyon hem ¢evresel hem de genetik faktorlerle iliskili ¢ok yonli bir

patolojik durumdur; bu nedenle Pb maruziyeti kaynakli hipertansiyon mekanizmalar1

Iyi karakterize edilmemistir. Bir hipotez, Pb’nin bobrek iizerindeki dogrudan etkileri

yoluyla hipertansiyonu tetikledigidir.

Bagka bir hipotez,

atardamarlarda Pb
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birikmesinin, hipertansiyona neden olan damar sertlige yol actigidir. Pb’nin hem
insan aortunda biriktigi hem de yaslanma ile olugsan nabiz basincindaki artiga katkida
bulundugu bildirilmistir. Artan damar sertliginin ayrica yiiksek sistolik kan basincini
indiikledigi ve nabiz basincini arttirdigi bilinmektedir (65).

Nitrik oksit (NO) biyoyararlaniminin bozulmas: ile karakterize edilen endotel
disfonksiyonu, hem hipertansiyon hem de kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in 6nemli bir
risk faktoriidir. Kanitlar, endotel NO'nun kan basincini diizenlemede 6nemli bir rol
oynadigini ve bozulmus NO biyoaktivitesinin hipertansiyonun 6nemli bir bileseni
oldugunu gostermektedir. Endotelyal NO sentaz geninin bozuldugu fareler, kontrol
hayvanlarma kiyasla yiliksek kan basinci seviyelerine sahiptir, bu da bozulmus NO
biyoaktivitesi ve hipertansiyon arasindaki iliskide genetik bir bileseni
diistindiirmektedir (97). Pb’nin vaskiiler sinyal yolaklarini etkileyerek kan basincini
degistirmesi de miimkiindiir. Pb maruziyetinin, endotel NO iiretimini énemli 6lglide
inhibe ettigi ve ayrica oksidatif stresi artirarak NO aktivasyonuna neden oldugu ve
boylece NO kullanilabilirligini azalttigi bildirilmistir (65).

Cok sayida hayvan ¢alismasi, Pb ile iligkili hipertansiyonun patogenezinde Pb
kaynakli oksidatif stresin dnemli bir rol oynadigini ortaya koymustur (96). Pb’nin
indiikledigi oksidatif strese bagli olarak lipit peroksidasyonu ortaya ¢ikmis, temel
bileseni yag asidi olan hiicre zarinda membran biitiinligli, gegirgenligi ve
fonksiyonunda degisiklikler meydana gelmistir (41).

Epidemiyolojik ve deneysel ¢alismalar Pb maruziyetinin hipertansiyon riskini
arttirdigini géstermistir. Diger arastirmalar, Pb maruziyetinin iskemik kalp hastaligi,
kalp ve kan damarlarinda fonksiyonel rahatsizliklarin olusmasi i¢in bir risk faktorii
olduguna dair giiglii kanitlar saglamistir (25). Yiiksek diizeyde Pb maruziyeti olan
is¢ilerde ve hayvanlarin uzun siireli yiiksek dozda Pb’ye maruz kaldigi deneysel
calismalarda Pb’nin hipertansif etkileri bildirilmistir (95). Cok sayida insan ve
hayvan calismasi ile diisiik seviyede Pb maruziyeti ve hipertansiyon arasinda
nedensel bir iliski gosterilmistir (41). Kardiyovaskiiler hastaliklarin baslangici ile
iligkili artmis kan basinci, Pb maruziyetiyle iliskilendirilmistir (95). Mesleki
maruziyet lizerine yapilan bircok c¢alisma, 40 pg/dl'den daha yiiksek kan Pb

seviyesinin artmig kan basinci ile iligkili oldugunu gostermistir (65). Pb’nin, < 0.5
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umol/L ortalama kan Pb seviyesinde kan basincinda artisa neden oldugu

belirlenmistir (15).
2.2.9. Kursun ve Karsinojenite

Hayvan deneylerinde Pb’nin karsinojen oldugu gdosterilmis olmakla birlikte,
insanlarda karsinojenik potansiyeline iliskin kanitlar smirhdir (15). Deney
hayvanlarinda yapilan c¢alismalar, Pb bilesiklerin igerdigi Pb bileseninin kanser
olusturan siiregler i¢in kritik oldugunu géstermistir (12).

Mesleki Pb maruziyeti olan isgiler arasinda mide ve akciger kanseri i¢in bir
risk artis1 oldugunu diisiindiiren kanitlar géz 6niinde bulundurularak IARC inorganik
Pb bilesiklerini insanlar i¢in muhtemel kanserojen (Grup 2A) olarak
smiflandirilmakla birlikte, organik formu insanlar igin kanserojenligine gore
smiflandirilamaz (Grup 3) olarak siniflandirmaktadir (22). Bununla birlikte, Pb’nin
insanlarda kansere neden olduguna dair kesin bir kanit yoktur. Yiiksek dozlarda bir
cesit Pb bilesiginin verildigi ratlarda ve farelerde bobrek tiimori gelismistir. Amerika
Saglik ve insan Hizmetleri Béliimii (The Department of Health and Human Services,
DHHS), Pb ve Pb bilesiklerinin, insanlarda yapilan ¢aligmalardan elde edilen sinirli
kanitlar ve hayvan calismalarindan elde edilen yeterli kanitlara dayanarak orta
derecede insan kanserojeni olarak ongoriilebilecegini belirlemistir. Amerika Cevre
Koruma Ajanst (Environmental Protection Agency, EPA), Pb’yi olast bir insan
kanserojeni olarak belirlemistir (72).

Kursun maruziyeti olan isgilerde yiiriitiilen sitogenetik ¢alismalarinin ¢ogu,
kromozom sapmalar1 veya kardes kromatid degisiminde artiglar oldugunu
gostermistir (98). Bir kanserojen olarak Pb’ye ait kanitlarin ¢ogu, DNA onariminin
inhibisyonu veya artan oksidatif stres ile serbest radikallerin olusmasi gibi dolayli
mekanizmalara dayandirilmaktadir. Ayrica, ALAD polimorfizm durumuna bagli
olarak, kisinin olasi Pb maruziyetinden farkli diizeyde etkilenmesi de miimkiin
olmaktadir (61). 8-ALAD''n Pb tarafindan inhibe edilmesinden dolayr ROS
olugmaktadir. Bunun bir sonucu olarak, enolizasyon ve oto-oksidasyona ugrayan ve
hidrojen peroksit (H202) ve siiperoksit (O27) radikalini iireten ve ayni zamanda
oksihemoglobin ile etkilesime giren 6-ALA birikimi artmaktadir. 6-ALA'nin son
oksidasyon iriinii, 4,5-dioksovalerik asit olup DNA'daki guanin icin etkili bir
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alkilleyici ajandir. Potansiyel olarak genotoksik bilesik iiretimi, Pb’nin metal-bagiml
DNA Kkarsinojenitesi i¢in olasi bir mekanizmadir (99).

Hem biyosentezinde ikinci basamagi katalizlenmesinden sorumlu ALAD,
protein pargalanmasi i¢in ana sistem olan 26S proteazomunun endojen bir
inhibitoriidiir. Proteazom, bircok kanserde yer almaktadir ve prostat kanseri igin
gelistirilmekte olan tedaviler dahil olmak tizere farkli kanser tiirii tedavileri igin
belirlenmis bir hedeftir (61). Proteazom, ¢ogu hiicresel proteini kontrollii, sik1 ve
diizenlenmis bir sekilde bozar ve boylece hiicre dongiisii, transkripsiyon,
sinyallesme, kacakgilik ve protein kalite kontrolii dahil olmak iizere bir¢ok islemi
kontrol eder. Proteazomal bozunma, tiim hiicrelerde ve organizmalarda hayati 6neme
sahiptir ve proteazomal bozunmadaki islevsizlik veya basarisizlik, kanser ve

norodejenerasyon dahil olmak iizere insanlarda gesitli hastaliklarla iligkilidir (100).
2.3. Kursun Maruziyeti ile Oksidatif Stres iliskisi

Oksidatif stres, viicutta oksijen metabolizmasi sirasinda onemli miktarda
olusan Oz ve H202 gibi ROS’un iiretimi ve detoksifikasyonu arasindaki
dengesizliktir. ROS, proteinlerdeki amino asitleri oksitleyerek enzimlerin
inaktivasyonuna yol acacak sekilde yapisal ve fonksiyonel degisiklere, lipit
peroksidasyonuna ve hiicre zarinda zarara, ayrica DNA hasarina yol agar (48, 96).
ROS, sinyal molekiilleri olarak da 6nemli bir biyolojik rol oynamaktadir. Ayrica,
viicuda giren mikroorganizmalara kars1 dogal immiin cevap olusmasinda da ROS’un
onemli gorevleri vardir. Normal kosullar altinda, ROS olusumu ¢ok sayida endojen
ve eksojen molekiilden meydana gelen antioksidan sistem ile dengelenmektedir.
Stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) onemli
antioksidan enzimler olup, viicudu ROS olusumuna kars1 korumaktadir (96).

Mesleki Pb maruziyeti, Sekil 2.8.’de gosterildigi tizere ROS’un dogrudan
tretilmesi sirasinda pro-oksidan/antioksidan dengesizligine neden olma yetisine
sahiptir (25). Pb maruziyetinde, serbest radikal diizeyinin artmast ve hiicre
icerisindeki antioksidan savunma sistemini zayiflamasi1 oksidatif strese neden olur.
Pb, oncelikle, lipit, protein ve niikleik asitler gibi biiyiik biyomolekiillere zarar verir,
takiben nekroz veya hiicre 6liimiine neden olan degismis hiicresel fonksiyonlara yol

acar (85). Pb, serbest radikaller olusturarak veya elektron paylasim 6zelliklerinden
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dolay1 SH protein grubu ile kovalent bag olusturarak toksik etki gostermektedir (48).
Birgok kanit da Pb toksisitesinin ana molekiiler mekanizmalarinin, artmig lipit
peroksidasyonu, DNA hasari, degismis Ca ve SH gruplarinin homeostaz ile iligkili

oldugu ortaya ¢ikartilmistir (7).
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Sekil 2.8. Kursunun etki mekanizmasina ve molekiiler hedeflerine genel bakis (85).

ROS: reaktif oksijen tiirleri. O2": siiperoksit, H2O2: hidrojen peroksit, OH™:
Hidroksil, GSH: Glutatyon, GST: Glutatyon S-transferaz, SOD: Siiperoksit dismutaz,
GPx: Glutatyon peroksidaz.

Kursunun neden oldugu oksidatif stresin bir bagka mekanizmasi da hiicrelerin
antioksidan savunma sistemleri {izerindeki etkisidir. Pb, SH gruplar i¢in yiiksek bir
afinite sergiler ve SOD, CAT, GPx, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) gibi ¢esitli

enzimlerdeki fonksiyonel SH gruplarini inhibe ederek antioksidan aktivitelere
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miidahale edebilir (41). Pb’nin neden oldugu oksidatif hasari degerlendirmek icin
yaygin olarak antioksidan enzimler, SOD, CAT aktivitesi ve GPx diizeyleri
Ol¢iilmektedir (101). Pb’nin ayrica antioksidan enzimler SOD, CAT ve GPx kan
seviyelerini hem yiikselttigi hem de baskiladigi gosterilmistir. Bu enzimlerin
yiikselmeleri diisiik kan seviyelerinde (< 40 pg/dL) goriliir (102).

SOD, Oz ‘ye karsi ilk savunma hattidir ve Oz ‘nin H202’ye dismutasyonunu
katalize eder, H2O> daha sonra CAT veya GPx tarafindan H>O'ya detoksifiye edilir
(102).

Lipit Peroksidasyonu

Lipitlerde olusan hasar yani lipit peroksidasyonu, oksidatif stresin yogunlugu
icin yaygin olarak kullanilan bir biyolojik belirte¢ olan malondialdehit (MDA) dahil
olmak iizere birgok toksik metabolitin olusumuna yol agar. Pb’nin lipit
peroksidasyonuna katkida bulundugu bir¢cok insan ve hayvan c¢alismasinda genis
capta arastirilmistir (45). Pb tarafindan indiiklenen ROS {iretimi, oksidasyona son
derece hassas olan c¢oklu doymamis yag asidi fosfolipitlere saldir1 ile
sonuclanmaktadir. Lipit peroksidasyonunun ana iiriinii olan MDA, DNA bazlariyla
(G, A ve C) reaksiyona girebilir ve katim {irlinii olusturabilir. M1G (pyrimido [1,2-3]
purin-10(3H)-bir), insanlarda bulunan biiyilk bir endojen DNA eklentisi olup
mutajeniktir ve DNA-DNA c¢apraz baglarinin veya DNA-protein ¢apraz baglarinin
olusumuna yol acgabilir. Pb’nin diisiik konsantrasyonlarina maruz kalan isciler
arasinda bile plazmada anlamli derecede yiiksek lipit peroksit seviyeleri
gozlemlenmistir (99).

Coklu doymamis yag asitlerini yiiksek oranda igermesi ve heme demir
konsantrasyonlarinin yani sira oksijen yiiksek konsantrasyonlarina siirekli maruz
kalmalar1 nedeniyle, eritrosit membranlari, ozellikle lipid peroksidasyonundan
kaynaklanan oksidatif hasara kars1 oldukg¢a hassas olabilir. Bu nedenle, eritrositlerin
savunmasiz ortaminin, lipit peroksidasyon reaksiyonlariin dongiilerini baslatmak ve
membran fosfolipitlerinin bilesimine ve bunlarin metilasyonuna yol agarak oksidatif
yaralanmalara yol agmak i¢in reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu provoke etmek
icin Pb'min toksik egilimini kolaylastirabilecegi varsayilmistir. Bu durum, Pb

toksisitesinin dnemli mekanizmasini saglamaktadir (103).
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Protein Oksidasyonu

Kursun genotoksisitesinin 6nemli mekanizmalari, ROS artist ve DNA
onariminda rol oynayanlar da dahil olmak {izere proteinlerle etkilesimi icermektedir
(12). ROS'un neden oldugu protein modifikasyonlari, proteinlerin lizin, arginin,
prolin ve histidin yan zincirleri oksitlendiginde olusan protein karbonil (CO)
tiirevlerini tretir (104). Protein karbonilasyonu, oksidatif stres kosullar1 altinda Lys,
Arg, Thr ve Pro amino asitlerinin geri doniistimsiiz bir modifikasyonudur (105).

Kursunun hematolojik  hiicrelerle etkilesimi, hiicre homeostazinda
degisikliklere neden olur ve anemi ile sonuglanir. Pb, biyomolekiillerin sentezini ve
metabolitlerin islenmesini kontrol ederek kan dolasimi metabolizmasinda temel
islevleri yerine getiren proteinleri etkilemektedir. Hematolojik yolaklarla ilgili
enzimlerin inhibisyonu, nihai yolak metabolitlerinin konsantrasyonunu azaltarak

substrat birikimine neden olur (34).
DNA Oksidasyonu

Kronik Pb maruziyetinden kaynaklanan oksidatif stres, bozulmus redoks
durumunun bir sonucu olarak yogun DNA hasarina neden olur (34). Oksidatif olarak
degistirilmis tirtin 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG), serbest radikal kaynakli
DNA lezyonlarinin baskin bigimlerinden biridir (106); 8-OHdAG seviyesi dolayli
olarak viicuttaki ROS seviyelerini yansitabilir (107). 8-OHdG olusumu,
organizmanin antioksidan sisteminin zayiflamasimin yani sira hasarli niikleik asidin
kesin olmayan onarimindan kaynaklanir. Pawlas ve ark. ayrica Pb maruziyet
gostergeleri ile idrardaki DNA'nin oksidatif hasar seviyesi (8-OHdG konsantrasyonu)
arasinda pozitif bir korelasyon bulmustur. Sonuglar, Pb diisiik seviyelerinde ve yasal
olarak izin verilen Pb seviyelerinde bile mesleki maruziyetin genetik hasar riskini

artirdigina dair daha onceki bulgularla uyumludur (108).
Apoptoz

Apoptoz, geri doniissiiz olarak hasar géren hiicrelerin diizenli ve etkili bir
sekilde uzaklastirilmasi i¢in programlanmis bir hiicre 6liimii seklidir (109). Bununla

birlikte, apoptoz, embriyogenezisin diizenlenmesinde ve yetiskin organizma
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dokusunda homeostazin korunmasinda onemli bir rol oynar (110). Apoptoz
mekanizmas1 karmasik siirecler dizisidir ve birgok sinyal yolagi bu duruma katkida
bulunur. Bir hiicrede apoptoz, kaspaz-aracili ekstrinsik veya intrinsik yolaklar
araciligiyla tetiklenebilir. Her iki yolak da, sonunda morfolojik ve biyokimyasal
hiicresel degisiklikler ile sonuglanan efektor apoptotik kaspazlari aktive etmek i¢in
birlesir (109). Kaspaz proteinleri, apoptozun 6nemli aracilaridir. Mitokondriyal hasar
tarafindan indiiklenen kaspaz proteinlerinin aktivasyonunun, sonunda hiicre 6liimiine
neden olabilecek apoptotik sinyal yolunu tetikledigi diisiiniilmektedir. Bu nedenle
kaspazlar, hiicre apoptozu siirecindeki en Onemli proteazlardir ve kaspazlarin
aktivasyonu, apoptozun gergeklestirilmesinde kilit bir noktadir (111). Kaspaz-8,
ekstrinsik yolak iizerinden apoptozun indiiklenmesi sirasinda baslatict islev
gormektedir. Apoptoz mekanizmalarmin diizensizligi, bir dizi onkolojik ve
norodejeneratif hastaligin patogenezi ve ilerlemesi ile iliskilidir (110).

Ozellikle Pb, hiicrelerin mitokondrilerini depolarize ederek sitokrom c
salinimina, kaspaz aktivasyonuna ve apoptoza yol agabilir (111). Pb kaynakli
sitotoksisitenin Onerilen baska bir mekanizmasi, Pb’nin apoptotik hiicre oliimiini
tetiklemesidir. Bir¢ok arastirma grubu, Pb’nin karaciger, sigan beyni, sigan akcigeri,
sican fibroblastlar1 ve sigan bobregi gibi bir dizi deneysel sistemde apoptozu
indiikledigini ortaya koymustur. Bununla birlikte, Pb kaynakli toksisitede oksidatif

stres ile apoptoz arasindaki iligkinin mekanizmalar1 hala tam olarak bilinmemektedir

(7).
2.4. Kursun Zehirlenmesinde Uygulanan Tedavi Yaklasimlar

Selasyon ajanlari, metal zehirlenmelerinin tedavisinde ve asir1 metal
yiiklenmesinde ilk tercih olmalar1 agisindan biiyiik bir neme sahiptir (112). Prensip
olarak, selasyon ajanlari, toksik metalleri ortadan kaldirmak ve metale maruziyetine
bagli toksisiteyi en aza indirmek veya ortadan kaldirmak i¢in kullanilabilir (113).

Kursun dahil olmak iizere toksik agir metal zehirlenmeleri, etilen diamin tetra
asetik asit (EDTA), 2,3-dimerkaptopropanol (BAL) ve mezo-2,3-dimerkaptosiiksinik
asit (siikksimer, DMSA) gibi selasyon ajanlart ile tedavi edilmektedir (114). Kursun
zehirlenmesinde uygulanan tedavinin temelini, 50 yili asan bir siiredir intravendz
CaNa2EDTA olusturmaktadir ve DSO Temel Ilaglar Model Listesi'nde yer
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almaktadir. Cesitli calismalar, DMSA’nin mezo formu olan dimerkaproliin suda
¢Oziiniir tliirevinin de Pb i¢in giiclii bir selagyon ajant oldugunu gostermistir. ABD,
orta diizeyde Pb zehirlenmesi i¢in standart tedavi olarak DMSA’y1 da onaylanmistir
ve DSO Temel Ilaglar Model Listesi’nde yer almaktadir (115). Kalsiyum disodyum
etilen diamin tetra asetik asit (CaNa2EDTA) gibi metal selasyon ajanlar ile tedavi,
Pb’nin toksik etkilerini gidermek i¢in hala en iyi terapétik yaklagimdir (116).
Selasyon tedavisinin mekanizmasi, idrarla atilan selat komplekslerinin
olusturulmasidir (117). Bununla birlikte, EDTA’nin yiiksek selasyon giicii nedeniyle
toksik metallere karst segiciligi yoktur ve homeostazin degismesi gibi diger saglik
sorunlarina neden olacak sekilde endojen metallerle (Cu, Zn, Mg ve Ca) kompleksler
olustur (118). Pb zehirlenmesinin tedavisi {izerine yiiriitiilen g¢alismalar, alternatif
tedavi sekilleri de ayrica aramaktadir (114).

Renksiz, suda ¢oziiniir sentetik bir bilesik olan CaNa;EDTA Sekil 2.9.’da
gosterildigi lizere metal iyon koordinasyonu i¢in dort oksijen atomu ve iki azot
atomu ile hiicre disindaki Pb’yi giiglii bir sekilde baglar ve metali idrarda hizla
elimine eder (117).
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Sekil 2.9. EDTA kalsiyum disodyum USP; sodyum kalsiyum etilen diamin
tetraasetik asit yapisal formiilii (119).

Sodyum kalsiyum EDTA, gastrointestinal kanaldan zayif bir emilim gosterir.
Bu nedenden dolayi, klinikte CaNa,EDTA daima parenteral yolla uygulanir (9).
CaNa:EDTA'nin uygulama dozu, baslangictaki kan Pb diizeyine bagl olarak bes giin
boyunca giinde 25 ila 50 mg/kg seklindedir (120). CaNa,EDTA, ekstraseliiler sivida

hizlica dagilir. Alyuvarlar ve birgok bagka hiicre membranindan gegememektedir.
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CaNa;EDTA metabolize edilemez ve eliminasyonu yalnizca bobrek yoluyla ve
glomeriiler filtrasyonla olur. Pb’nin, CaNa;EDTA ile selasyonu; antidotun merkezi
kalsiyum iyonunun (Ca*?) bir kursun iyonu (Pb*?) ile yer degistirmesi seklinde olur.
Pb kompleksi, Ca kompleksinden daha stabildir ve olusan Pb selati glomeriiler
filtrasyonla atilir (9).

Intravenéz CaNaEDTA’nin etki mekanizmasi ¢ogunlukla kan damarlari
icerisinde ekstraseliiler sividadir ve intraseliiler sivida tasinmaz. EDTA -metal
kompleksleri de, CaNa;EDTA ile benzer sekilde esas olarak ekstraseliiler sivida
dagilir ve glomertiler filtrasyonla hizla atilir. EDTA'nin bobrekler disinda herhangi
bir organda biriktigine veya organi etkiledigine dair bir kanit yoktur. Genel olarak,
EDTA'nin toksisite profili diisiiktiir ve simdiye kadar bildirilen toksik en ciddi yan
etkiler ¢ogunlukla bobrek hasari, kemik iligi baskilanmasi ve gastrointestinal ve kas-
iskelet semptomlart ile ilgilidir. EDTA tedavileri sirasinda o6limciil epizotlar da

bildirilmistir (113).

2.5. Kursun Maruziyetinin ve Selasyon Tedavisinin (CaNa:EDTA)

Esansiyel Elementler Uzerine Etkisi

Esansiyel elementlerin, insan viicudunun normal homeostazi igin gerekli
konsantrasyonda olmalar1 biiyiik 6nem tasimaktadir. Esansiyel elementlerin dort ana
fonksiyonlar1: stabilize edici, yap1 elementleri, hormonal fonksiyonun diizenlenmesi,
enzimlerde kofaktdr olma seklindedir. Insanlar igin esansiyel bir element olmayan
Pb, proteinlere baglanarak proteinlerin islevlerini potansiyel olarak degistiren bir agir
metaldir (53, 121). Mg, Ca, Cu, Zn, Se ve Mn gibi metaller ise insanlar i¢in esansiyel
elementlerdir. Viicutta, bu esansiyel elementlerin homeostatik seviyelerin altinda
veya listiinde bulunmasi hastalik durumuna sebep olabilir (122).

Hiicre igerisinde Pb, sitoplazma ve ¢ekirdekte dagilir. Pb, proteinlere Ca, Zn
ve diger metallerin yani sira -SH, amin, fosfat ve karboksil gruplar ile iyonik
baglanma bolgelerinde yarisarak baglamir (123). Pb*?’nin elektrokimyasal zellikleri,
Pb*?’nin biyolojik sistemlerde hem Zn*2 hem de Ca*? iyonlarm taklit etme kabiliyeti
verir (15). Pb*2, Ca, Mg, Fe, Zn, Cu ve Se gibi iki degerlikli katyonlar ile etkilesime
girmektedir (122).
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Sodyum kalsiyum EDTA’da, Pb*? haricinde Zn, Mn ve Fe gibi esansiyel
elementleri de baglar. Cesitli metallerin CaNa;EDTA ile baglanma sabitleri in vitro
ortamda 6l¢iilmiis ve Cr*2 >Fe*® >Cu*? >Pb*2 >Zn*? >Cd*? >Co*? >Fe*? >Mn*? >Ca*?
>Mg*? seklinde bir siralama gosterilmistir. Bu durum, 6zellikle selasyon tedavilerine
baglamadan 6nce bu element diizeylerinin eksik veya ¢ok eksik oldugu hastalarda
istenmeyen klinik sonuglar dogurabilir. Bazi1 hastalarda esansiyel elementlerin
eksikliginin bir seri selasyon tedavi seansi sirasinda meydana ¢ikmasi da
miimkiindiir. Ornegin, gen¢ kadmnlarda ve cocuklarda cogunlukla sinirda veya
belirgin Fe eksikligi goriilmektedir. Eger boyle bir hastada, Pb intoksikasyonu i¢in
CaNa;EDTA ile selasyon tedavisine gerek duyulursa, tedavi sonucunda eksikligin
artmasi goriilebilir veya anemi ortaya ¢ikabilir (10). Bagirsaklardan kan dolagimina
Fe transportu i¢in temel protein olan iki degerlikli metal tasiyici 1'in (divalent metal
transporter 1, DMT1) oral yol ile alinan Pb’yi tasiyabildigine ve Fe eksikliginin
bagirsak hiicrelerinin Pb alimini arttirdigina dair kanitlar vardir. Fe seviyelerinin
diisiik oldugu kosullar altinda, Fe alimin1 artirmak icin DMTT1 aktivitesi yukar1 dogru
diizenlenir ve Pb alimina da muhtemelen yol agar (77).

Zn eksikligi belirtileri olan bireylerde CaNa;EDTA ile tedavi sonucunda ciltte
pul pul dokiilme, koku veya tat alma duyularinda azalma, immiin fonksiyonda
azalma seklindeki etkiler ortaya cikabilir. (10).

Araki ve arkadaglar tarafindan, mesleki maruziyet sonucu Pb zehirlenmesi
goriilen 20 erkege 20 mg/kg CaNa2EDTA intravendz yolla uygulandiginda 24 saatlik
idrarda Zn atiliminda ortalama 11 katlik bir artis gézlenmistir. CaNa;EDTA tek bir
inflizyonunun ardindan, yirmi dort saatlik idrarda Pb, Mn, Cd, Cu ve Cr atilm1 da
baslangic degerlerine gore sirasiyla 13, 3.8, 3.4, 1.3 ve 1.1 kat artmistir ancak
olumsuz klinik etkilerle bir iligski bulunamamuistir (9).

Bir aragtirmada, giinde i.v. 1 gr. EDTA’nin 5 giin boyunca uygulanmasi
sonucunda, dort dokiim iscisinde ortalama idrar Zn konsantrasyonlarinda anlamli bir
artis olmustur (p<0.01) (9).

Ucger giinliik 5 adet EDTA kiirii sirasinda, selasyon tedavisi éncesine gore
idrarla Zn atiliminda 33.0 + (standart sapma) 20.6 kathik bir artis gézlenmistir
(p<0.01). Serum Zn konsantrasyonlar1 da, bu ii¢ kiir boyunca normal degerlerin

altina diigmistiir (9).
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Zn, bir¢cok enzimin aktivitesi i¢in gerekli olan esansiyel bir metaldir ve bu
metal ile takviye, farkli toksik maddelerin neden oldugu oksidatif strese karsi
etkilidir (124). Zn, antioksidan sistemde Onemli olmasinin yani sira, metal
selasyonunda dolayli etkiye sahiptir. Esansiyel bir metal olan Zn, GSH, metal-
baglayici proteinler ve metallotiyonein (MT) biyosentezinin indiiklenmesinde rol
oynamaktadir (114). En 6nemli hiicre i¢i antioksidan molekiillerinden biri GSH’dur.
GSH, hiicresel homeostazin saglanmasinda, radikal siipiiriicii antioksidan
Ozelliklerinden dolayr temel bir bilesiktir. Bazi1 calismalar, Zn maruziyetinin
karaciger GSH diizeylerini arttirdigini gostermistir (60).

Kursun, Zn igeren bazi proteinlerde Zn’nin yerini alabilir. Bunun en iyi
bilinen O6rnegi, ALAD igerisindeki Zn’nin kursun ile yer degistirmesidir; Sekil
2.10.’da gosterildigi tizere ALAD’1n her biri Zn igeren sekiz ayni alt birim igermesi

sebebiyle, bu durum, ALAD enzimin inhibisyonu ile sonuglanir (61).
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\{\—/ rezidiisiine
bagh kursun

’ Cinkoya bagh ALAD (dogal durum) | Kursuna bagh ALAD (zehirlenme durumu)

Sekil 2.10. Kursunun ALAD yapisinda yer alan Zn ile yer degistirmesi.

Cinko i¢in Pb siibstitiisyonu, spesifiklik proteini 1 (specificity protein 1, Spl),
erken biiyiime faktorii 1 (early growth factor 1, Egr-1) ve transkripsiyon faktorii ITTA
(transcription factor I11A, TFIIIA) dahil olmak tizere pek ¢ok Zn-parmak proteininde

ve hem biyosentezinde yer alan proteinlerde gosterilmistir. Zn-parmak alani, DNA
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replikasyonu, transkripsiyon ve translasyon i¢in onemli olan bir DNA baglama
motifidir. Pb’nin, Zn-parmak proteinleri olan Sp1, Egr-1 ve TFIIIA'daki Zn baglayici
bolge icin rekabet ettiginin ve bu siibstitiisyonun DNA'ya baglanmanin
zamanlamasini ve afinitesini degistirdigine dair giiclii kanitlar vardir. Diger Zn-
parmak proteinlerinin ¢ogu ndrolojik bozukluklarla baglantilidir. Bu Zn-parmak
proteinleri, Alzheimer hastaliginda DNA metiltransferaz 1 (DNA methyltransferase
I, DNMT1) ve Presenilin 1 ve 2'yi (PSEN1/2), Parkinson hastaliginda dopamin
reseptoriic ve NMDA reseptoriinii, Zn-parmak proteini 804A'y1 (zinc-finger protein
804A, ZNF804A) ve sizofrenide parcalanmig-gizofreni 1-baglayici ¢inko parmagi
(disruptedin-schizophrenia 1 (DISC1)-binding zinc-finger (DBZ)) igerir. Bunlarin
hicbirinin Pb’den dogrudan etkilenmedigi bilinmemekle birlikte, Pb zehirlenmesinin
her hastalikla baglantili olduguna dair kanitlar ve Pb’nin Zn-parmak proteinlerine
baglanabilecegini gosteren giiclii kanitlar vardir. Zn-parmak proteinlerinde Zn yerine
Pb siibstitlisyonu dolayisiyla, Pb maruziyeti s6z konusu olan bireyler i¢in her bir
bozuklugun baslangicina katkida bulunan bir faktor olabilir (77).

Pb maruziyetinin izlenmesi i¢in ¢inko protoporfirin (ZnPP) konsantrasyonu
tercih edilen bir biyobelirtegtir. ZnPP, genellikle Pb diisiik kan konsantrasyonuna
sahip kisilerde veya gelisigiizel bir sekilde Pb’nin diisiik konsantrasyonuna maruz
kalan kisilerde yiikselmez. ZnPP'nin yiikselmesi, Fe eksikligi olan kisilerde de
goriilebilir. Bununla birlikte, tiim bu standart maruziyet belirtegleri her zaman
is¢ilerin gercek toksikolojik durumunu yansitmayabilir, ¢linkii ksenobiyotiklere kars:
bireysel duyarliliklari, metallerin metabolik proseslerini igeren genlerin polimorfizmi
ile belirlenir (125).

Kursun Ca, Fe, Mg ve Zn’yi taklit eder veya onlarin yerine geger. Pb,
hiicrelere bu iyonlarin kullandigi gesitli kanallar veya pompalar yoluyla girer ve
biyolojik olarak dnemli olaylarda bu iyonlardan daha yiiksek afinite ile hareket eder.
Intraseliiler, artmig Ca konsantrasyonlar1 ve Ca tarafindan diizenlenen mekanizmalar
Pb toksisitesinin birincil mekanizmalar1 olarak kabul edilmistir (126).

Kalsiyum, bir¢ok hiicresel fonksiyonun kontroliinden sorumlu olup ¢ok ¢esitli
proseslerdeki roliinden dolay1 en 6nemli iyonlardan biridir. Ekstraseliiler ortamda
daha yiliksek konsantrasyonlarda bulunur. Ca akisi, iyonlarin hidrofobik zardan

gegmesine izin veren protein kanallari tarafindan gergeklestirilir. Bu kanallarin
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acilmast ve intraseliiler Ca tamponlama sistemi, hiicre i¢i ve hiicre dig1 ortamlar
arasindaki iyonik dengeyi diizenler. Ca, bir¢ok proteinle etkilesime girme kapasitesi
olan 6nemli bir ikincil habercidir. Noral hiicre i¢indeki Ca baglayici1 proteinlerin
diizenlenmesi, ndral uyarilabilirlik, sinaptik aktarim ve noral plastiklik i¢in esastir
(34). Pb, proteinlerin baglanma bolgeleri i¢cin Ca gibi esansiyel elementlerle rekabet
halindedir. Test tiipii ¢aligmalarinda, Pb birgok Ca-baglayic1 proteine karsi Ca’dan
daha yiiksek bir afiniteye sahiptir. Bu durum birden fazla etkiye neden olabilir.
Ornegin, noérotransmiter salmimi, Pb varliginim bozdugu Ca-bagimli bir siirectir
(121).

Kursun, fosfatidilserin igeren membranlarin varliginda baglayici bolgenin Ca
iyonlarmin yerine gegerek Ca etkilesimli alanlar protein kinaz-C bolgesi i¢in daha
yiiksek bir afiniteye sahiptir. Protein kinaz-C ve membran lipitlerinin etkilesimi
kinaz aktivitesi i¢in ¢ok Onemlidir. Pb ile Ca karsilastirildiginda, diisik kursun
konsantrasyonlar1 protein kinaz-C aktivasyonunu tetikleyebilir. Pb ve protein kinaz-
C ectkilesimi, protein kinaz-C aktivasyonu tarafindan tetiklenen genis hiicresel
tepkiler dizisi goz oniine alindiginda Pb toksisitesinin temel mekanizmasina katkida
bulunur (34).

Kursun iyonu, eritrositlere Ca tasima sistemleri yoluyla taginmaktadir ve Ca
iyonlartyla yarigabilir. Sonug olarak, eritrositler tarafindan Ca alimi azalabilir ve
serumda Ca seviyesinin yiikselmesine neden olabilir. Diger taraftan, Pb’nin
eritrositlerde Ca seviyesinin yiikselmesine neden olan zit mekanizmalar tetikledigine
de inanilmaktadir. Pb’nin indiikledigi oksidatif stresin, ROS-aracili Ca kanallarinin
aktivasyonu ve Ca cikisindan sorumlu olan (Ca*?, Mg*?)-ATPaz aktivitesinin
baskilanmasi ile Ca akisini indiikledigi 6ne siiriilmiistiir. Ayrica, Pb*? (Ca*?, Mg*?)-
ATPaz aktivitesini dogrudan inhibe eder (122).

Gebelikle iliskili metabolik degisikliklerin kemik depolarindan Pb
mobilizasyonunu artirabilecegi ve fetiisiin endojen metal icerigine maruz kalmasina
yol agabilecegi de bulunmustur. Ilging bir sekilde, Ca’nin bu siirece kars1 koruyucu
bir rol oynadig: bildirilmistir ve bu nedenle hamileligin ikinci yarisinda Ca aliminin
Pb mobilizasyonunu azaltabilecegi one siiriilmiistiir (90).

Selenyum, gelisimde ve cok cesitli fizyolojik stireglerde onemli bir rol

oynayan esansiyel bir mikro besindir. Biyolojik olarak kullanilabilir Se’nin yeterli
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seviyeleri, merkezi sinir sistemi, erkek iireme biyolojisi, endokrin sistem, kas
fonksiyonu, kardiyovaskiiler sistem ve bagisiklik dahil olmak iizere insan
biyolojisinin ¢esitli sistemleri i¢in islevsel olarak onemlidir (127). Se, redoks
homeostazinin  devam ettirilmesinde,  kardiyovaskiiler ~ sistemin  normal
fonksiyonlarmin korunmasinda, akut veya kronik metal toksisitesinin azaltilmasinda
hayvan modelleri ve insan ¢alismalarinda tiimdrlerin 6nlenmesinde 6nemli bir rol
oynar (128). Viicuttaki Se diizeylerinin, yaygin olarak kullanilan olgiitleri arasinda
selenoprotein P seviyeleri ve GPx aktivitesinin yani sira plazma ve serum Se
konsantrasyonlari bulunmaktadir (127).

Selenyumu, 21'inci amino asit, yani selenosistein (Sec) olarak dogrudan
proteinlere dahil edilmis olmas1 diger besin elementlerinden ayristirmaktadir.
Selenoproteinlerin hiicreler icindeki sentezi, benzersiz yapisal elementler iceren
selenoprotein mRNA ile birlikte ribozomlar {izerine toplanmis 6zel bir dizi protein ve
tRNA ile gergeklesmektedir (127). Selenoproteinlerin viicutta biyosentezi, esansiyel
eser elementin ve mikronutrient Se’nin yeterli varligina baghidir (129).

Kursun maruziyetinde, ROS seviyesi artarken, antioksidan sistem
zayiflamaktadir. ROS'un enzimatik detoksifikasyonunu gerceklestirmek icin eser
elementler ve GPx, CAT ve SOD gibi antioksidan enzimler, Pb toksisitesine yonelik
giiclii hedeflerdir (20). Se, selenoproteinlere dahil edildiginde selenosistein (Sec)
formunda bulunur ve Pb gibi toksik maddelerin neden oldugu oksidatif strese karsi
korunmada hayati rol oynar. Cok sayida calisma, Se’nin Pb zehirlenmesinin
subklinik semptomlarini etkili bir sekilde azaltabildigini dogrulamistir (128).

Diisiik Mg seviyelerinin, oksidatif stres ve inflamatuar yanit agisindan Pb
toksisitesini artirabilecegi varsayilmaktadir. Buna paralel olarak, Pb kaynakl
oksidatif stres, pozitif bir geri besleme mekanizmasi olarak hipomagnezemiye
katkida bulunabilir (130). Luo Y. ve ark.’nin, Cu, Zn, Mg ve Mn'nin Cd ve Pb
seviyeleri ile pozitif olarak iligkili oldugunu 6ne siiren bulgulari ise, bu minerallerin
maruziyeti siddetlendirebilecegini 6ne siirdiikleri i¢in mevcut kilavuzlarinin temelini

olusturan 6nceki ¢alismalarla ¢elismektedir (124).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasallar Maddeler

Kullanilan Kimyasal Maddeler

%0,02 etilendiamin tetraasetik asit (EDTA)

%30 hidrojen peroksit (%30 H20,)
% 65 nitrik asit (%65 HNO3)

1 Kb DNA Ladder

100 base pairs (bp) DNA Ladder
1,1,3,3-Tetraetoksipropan (TEP)
2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH)
2-Tiyobarbitlirik asit (TBA)
5-Siilfosalisilik asit (SSA)

Absolii etanol

Albumin, sigir serumu

Asetonitril (HPLC kalitesinde)
Bakar(II)-siilfat-5-hidrat

Borik asit

Biitillenmis hidroksi toluen (BHT)
ddH20

Deoksintikleosid Trifosfat (ANTP)
Dipotasyum hidrojen fosfat (KoHPO,)
Etanol

EDTA

Ethidium Bromiir (EtBr Cozeltisi)
Forward Primer (Primer F)

Folin & Fenol Reaktifi

Glasiyel asetik asit (HPLC kalitesinde)
Glutatyon, rediikte form (GSH)
Hekzan

Hidroklorik asit (HCI)

Hidrojen peroksit (H202)

Firma Ad1
Biowest
Sigma
Sigma
GENESTA™
GENESTA™
Sigma
Sigma
Merck
Sigma
Riedel
Sigma
Riedel
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Riedel
Sigma
Sigma
Sentegen
Sigma
Riedel
Sigma
Riedel
Merck
Sigma
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Kullamilan Kimyasal Maddeler

Hpall restriksiyon enzimi

Jel Yiikleme Soliisyonu 6X (Orange G)
Metal kalibrasyon Standarti

Metanol (HPLC kalitesinde)

Pirogallol

Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4)
Potasyum ferri siyaniir (KaFe(CN)s)
Potasyum hidroksit (KOH)

Sodyum azid (NaNs)

Sodyum bikarbonat (NaHCQ3)

Sodyum dihidrojen fosfat (NaH2POa)
Sodyum hidroksit (NaOH)

Sodyum potasyum tartarat

Track It y X 174 RF DNA/Hae Fragment
Track It Cyan/Orange Buffer
Trikloroasetik asit (TCA)

Tris HCI

Tris (hidroksimetil) aminometan hidrokloriir

Ultra Saf™ Agaroz
3.2. Kullanilan Arag ve Geregler

Kullanilan Arag ve Gerecler

37°C inkiibator

Atomik Absorpsiyon Spektrofotometresi
Buzdolabi

Buz kirma makinasi

Ca Oyuk Katot Lambast

Cam test tiipleri (10 ml)

Cu Oyuk Katot Lambasi

Deiyonize su cihazi
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Firma Adx

NZYTech genes&enzymes
SNP Biyoteknoloji

Merck

Merck

Sigma
Sigma
Merck
Sigma
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Invitrogen
Invitrogen
Sigma
Sigma
Aldrich

Invitrogen

Firma Adi, Modeli
Eastbiopharm ELISA Kit
Perkin EImer AAnalyst 800
Beko BK 3531 T

Skotsman

PerkinElmer

Fisher Scientific
PerkinElmer

Baunstead



Derin dondurucu (-20°C)
Derin dondurucu (-80°C)
Distile su cihazi

DNA Goriintiileme Cihaz1
Ependorf santrifiijii

Etiv

Evaporator

Grafit tlipler

Hassas terazi

Hassas otomatik pipetler ve pipet uglari

Mg Oyuk Katot Lambas1
Mn Oyuk Katot Lambas1
Mikrodalga firin

Orbital ¢alkalayici

PCR Cihaz1

Santrifiij

Se Oyuk Katot Lambas1
Su banyosu
Spektrofotometre

Steril pipet uglar

Terazi

Ultra saf su cihazi
Ultrasonik Banyo
Yatay jel elektroforez tanki
Vakum firmi

Vorteks

Zn Oyuk Katot Lambas1

Argelik
AS-Polar 530 V
Mes

Gel Logic 200 Imaging System
Abott

Dedeoglu

Univapo 150 H

PerkinElmer THGA
Shimadzu ATX 224

Gilson, Mettler Toledo
PerkinElmer

PerkinElmer

Milestone Ethos Up
Heidolph tetramax 101

AB Applied Biosystem Veriti
96-well Thermal cycler
Lanofuge 200 Heraeus
PerkinElmer

Nuve B5

Shimadzu UV-1600

Orange Scientific

Schimadzu Libror EB-330D

Elga PF3XXXXM1 Purelab Flex

Transsonic 460/H
Invitrogen

Kendro B6420

Janke & Kunkel VF 2

PerkinElmer
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3.3. Hazirlanan Cozeltiler

3.3.1. Esansiyel Element Diizeylerinin Tayininde Kullamlan

Standartlarin Hazirlanmasi
Kalsiyum Analizi Standartlarinin Hazirlanmasi

1 g/L standart Ca ¢ozeltisinden distile su ile dilue edilerek 1 mg/L (Standart
1), 2 mg/L (Standart 2), 4 mg/L (Standart 3) , 8 mg/L (Standart 4) ve 16 mg/L

(Standart 5) olmak {izere toplam 5 adet standart ¢6zelti hazirlanmustir.
Magnezyum Analizi Standartlarinin Hazirlanmas

1 g/L standart Mg ¢ozeltisinden distile su ile dilue edilerek kalibrasyon egrisi
olusturmak i¢in 0.3 mg/L (Standart 1), 0.4 mg/L (Standart 2) ve 0.5 mg/L (Standart

3) olmak tizere toplam 3 adet standart ¢6zelti hazirlanmustir.
Cinko Analizi Standartlarinin Hazirlanmasi

1 g/L standart Zn ¢ozeltisinden distile su ile dilue edilerek kalibrasyon egrisi
olusturmak i¢in 0.25 mg/L (Standart 1), 0.5 mg/L (Standart 2), 1 mg/L (Standart 3)

ve 2 mg/L (Standart 4) olmak {izere toplam 4 adet standart ¢6zelti hazirlanmigtir.
Bakiar Analizi Standartlarinin Hazirlanmasi

1 g/L standart Cu ¢ozeltisinden distile su ile dilue edilerek kalibrasyon egrisi
olusturmak i¢in 2 mg/L (Standart 1), 4 mg/L (Standart 2) ve 8 mg/L (Standart 3)

olmak tizere toplam 3 adet standart ¢6zelti hazirlanmistir.
Selenyum Analizi Standartlarinin Hazirlanmasi

1 g/L standart Se ¢ozeltisinden distile su ile dilue edilerek kalibrasyon egrisi
olusturmak i¢in 20 ug/L (Standart 1), 40 ug/L (Standart 2), 60 pg/L (Standart 3), 80
ug/L (Standart 4) ve 100 pg/L (Standart 5) olmak tizere toplam 5 adet standart ¢ozelti

hazirlanmstir.
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Mangan Analizi Standartlarinin Hazirlanmasi

1 g/L standart Mn ¢ozeltisinden distile su ile dilue edilerek kalibrasyon egrisi
olusturmak i¢in 20 pg/L (Standart 1), 30 ug/L (Standart 2), 40 ug/L (Standart 3) ve
50 pg/L (Standart 4) olmak {izere toplam 4 adet standart ¢6zelti hazirlanmustir.

3.3.2. insan Aminolevulinat Delta Dehidrataz (ALAD) Miktar Analizinde

Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi
Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi:

Standartlar, test kitinde saglanan standartin diliie edilmesi ile elde edilen stok

cozeltisinin Sekil 3.1°de gosterildigi sekilde seyreltilmesiyle hazirlanmigtir.

- Hsoom HsoopLUmOpLUsoouLUSOOHLUSOOULU
STOK
| STANDARDI

1 2 3 4 5 6 7

ng/mL 20 10 5 2.5 125 0625 0312 O

Sekil 3.1. Standart ¢ozeltilere ait diliisyonlarin hazirlanmasi.

Calisma kitinde saglanan konsantre stok ¢ozelti, 1 mL standart diliienti ile
seyreltilir. 10 dakika oda sicakliginda (18°C-25°C) bekletilmesini takiben kopiik
olusturmayacak sekilde yavasca karistirilmistir. Stok ¢6zeltisinin son konsantrasyonu
20 ng/mL’dir. 0.5 mL standart diliienti icerecek sekilde hazirlanan 7 adet tiipe cifte
diliisyon serileri iiretebilmek icin Sekil 3.1.°de gosterildigi sekilde diliie edilmis
standart serisi kullanilmistir. Her bir tiip igerisinden diger tiipe aktarilmadan once tiip
iyice karistirilmistir. 20 ng/mL, 10 ng/mL, 5 ng/mL, 2.5 ng/mL, 1.25 ng/mL, 0.625
ng/mL ve 0.312 ng/mL konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler ve yalnizca diliient

igeren kor ¢ozelti hazirlanmistir.
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3.3.3. ALAD Enzim Polimorfizmi Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Yonteminde Kullanilan Cozeltiler
DNA Saflastirmada Kullanilan Cozeltiler:

GeneAll Exgene™ Blood SV mini (Katalog No. GA-105-152) markali ticari
kit i¢eriginde 60 mL Tampon BL, 90 mL Tampon BW (konsantre), 50 mL Tampon
TW (konsantre), 60 mL Tampon AE, 120 mg Proteinaz K (mg) ve 7 mL Proteinaz K
Saklama Cozeltisi saglanmustir.

Calisma baslamadan 6nce, PK Saklama Tamponu ile rekonstitiiye edilerek
Proteinaz K ¢6zeltisi 20 mg/mL konsantrasyonda hazirlanmistir. Proteinaz K’nin PK

Saklama Tamponu ile rekonstitiisyonunu takiben -20°C’de saklanmustir.
0.5 mM EDTA Cozeltisinin Hazirlanmasi
146.12 g EDTA tartilarak 1 L distile suda ¢dziilerek hazirlanmistir.
10 mM Tris-HCI, Cozeltisinin Hazirlanmasi

g Tris HCl tartilarak 1 L distile suda ¢oziilerek hazirlanmistir.

Tam kan Orneginden elde edilen saflastirilmis DNA 0.5 mM EDTA ve 10
mM Tris-HCI, pH 9.0 igeren ve kit igeriginde saglanan tampon AE ile SV kolon
membranindan ayristirilmistir. Ayristirma islemi, 200 pLL tampon AE kullanilarak iki

basamakta yiiriitilmiistiir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu icin Master Mix (Ana Karisim)

Hazirlanmasi:

Tam kan Orneginden elde edilen saflastirllmis DNA’lar polimorfizm
calismasinda kullanilmak tizere polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) uygulanmustir.
Saflagtirllan DNA Orneklerinin  ALAD gen bolgesinin ¢ogaltilmasina yonelik
yiiriitiillen PCR c¢alismasinda, 45 pL Master Mix (Ana Karigim) hazirlanmistir. 5 pLb
PCR Tamponu (MgCly), 2 uL deoksiniikleosidtrifosfat (dNTP), 10 pm
konsantrasyonda 1 uL Teri (Forward) Primer (Primer F:
AGACAGACATTAGCTCAGTA), 10 um konsantrasyonda 1 pL Ters (Reverse)
Primer (Primer R: GGCAAAGACCACGTCCATTC) ve son olarak 2,5 U/uL
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konsantrasyonda 1 pL. Taq Polimeraz enzimi eklenerek Master Mix (Ana Karigim)
hazirlanmistir. Hem gradient hem de standart PCR yonteminde ayni sekilde PCR
reaksiyon ortami hazirlanmis ve hazirlanan PCR reaksiyon ortami Tablo 3.1°de

sunulmustur.

Tablo 3.1. PCR bilesenleri ile stoktaki ve reaksiyondaki konsantrasyonlari.

Bilesen Stok Reaksiyona 50 pL’lik Master Mix
Konsantrasyon Konulan Reaksiyon (Ana Karisim)
Miktar (uL) | Karisimindaki Toplam
Final
Konsantrasyon

PCR 10X 5 1X 70
Tamponu

dNTP 10 mp/ea 2 100 mu/ea 28
Primer F 10 pm 1 200 pm 14
Primer R 10 um 1 200 um 14

Taq Pol 2,5 U/uL 1 2,5 U/uL 14
DNA 10,3-31 ng/pL 5 50-155 mg 70
ddH.0 - 35 - 490

50

Polimeraz Calisma Sonuclarim Jel Elektroforezi ile Goriintiilleme icin

Agaroz Jel Hazirlanmasi:

PCR c¢alisma sonuglarmi jel elektroforezi ile goriintiilemek icin 1X Tris
Asetik Asit EDTA (TAE) jeli hazirlanmistir. Biiylik hazneli jel tanki, 500 mL su ile
doldurulmustur. Hazir olarak bulunan 1/50 konsantrasyonda TAE’den 10 mL
alinarak 500 mL distile su ile 1/10 konsantrasyonda TAE elde edilmistir. %1’lik jel
hazirlamak i¢in, 0.7 g agaroz toz hassas terazide tartilmistir. Hazirlamis oldugumuz
1X TAE, 70 mL olarak meziire alinmistir. Takiben erlen igerisinde, 70 mL 1X TAE
ve 0.7 g agaroz toz karigtirllmistir. Cozlinmesi i¢in mikrodalgada 1-2 dk isitilmustir.
Erlen sogutulduktan sonra, 1 mL Ethidium Bromiir (EtBr) eklenmistir. EtBr
eklendikten sonra ¢ozelti jel olusturmak {izere jel elektroforez kasetine dokiilmiistiir
ve kurumaya birakilmistir. Belirteg olarak her agaroz jeline 1000 bp’lik Track It y X
174 RF DNA/Hae Fragment yiiklenirken, niikleik asit boyasi olarak Track It
Cyan/Orange iki renkli boya kullanilmistir.




54

Enzim Kesimini Jel Elektroforezi ile Goriintiileme icin Agaroz Jel

Hazirlanmasi:

Enzim kesimini jel elektroforezi ile goriintiilemek igin 1X Tris Borik Asit
EDTA (TBE) jeli hazirlanmistir. Biiyiik hazneli jel tanki, 500 mL su ile
doldurulmustur. 10X konsantrasyonda TBE o6nceden hazirlanmistir. 1X TBE elde
etmek i¢in, 50 mL 10X TBE 450 mL distile su ile seyreltilmistir. %2’lik jel
hazirlamak i¢in, 1.4 g agaroz toz hassas terazide tartilmistir. 70 mL 1X TBE i¢in, 1.4
g agaroz toz gereklidir. Hazirlamis oldugumuz 1X TBE’den meziire 70 mL
alinmigtir. Takiben erlen igerisinde, 70 mL 1X TBE ve 1.4 g agaroz toz karistirtlir.
Coziinmesi i¢in mikrodalgada 1-2 dk isitilmistir. Erlen su icerisinde yavas yavas
sogumaya birakilmistir. Erleni soguttuktan sonra, 1X olacak sekilde erlene SYBR®
Gold nucleic acid gel stain eklenmistir. SYBR® Gold nucleic acid gel stain
eklendikten sonra ¢ozelti jel olusturmak {izere jel elektroforez kasetine dokiilmiistiir

ve kurumaya birakilmistir.

3.3.4. Plazmada Bulunan Glutatyon Miktar Tayini i¢in Kullamlan

Cozeltiler
Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi:

Standartlar, test kitinde saglanan ana stok ¢6zeltinin standart ¢oziicti ile Sekil

3.2.°de verildigi sekilde diliie edilmesiyle hazirlanmistir.

Sekil 3.2. Standart ¢ozeltilere ait diliisyonlarin hazirlanmasi.
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Calisma kitinde saglanan 40 Umol/L konsantrasyondaki stok ¢ozeltinin 120
ul’si tizerine 120 pL standart ¢oziicii eklenerek 20 Umol/L konsantrasyondaki
Standart 5 ¢ozeltisi hazirlanmistir. Daha sonra 120 pL standart ¢ozelti lizerine 120
uL standart ¢oziicii eklenerek ve bu islem her bir standarttan bir sonraki i¢in tekrar
edilerek sirastyla 10 Umol/L, 5 Umol/L, 2.5 Umol/L, 1.25 Umol/L konsantrasyon

araligindaki standart ¢ozeltiler hazirlanmistir.

3.3.5. Plazmada Bulunan Glutatyon Peroksidaz Miktar Tayini Icin

Kullanilan Cozeltiler
Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi:

Standartlar, kullanma talimati dogrultusunda calisilan test kitinde saglanan
Chromogen Solution A standart ¢ozeltisine Chromogen Solution B standart

¢oziiciisiinlin eklenerek diliie edilmesi ile hazirlanmustir (Sekil 3.3.).

=
.

Sekil 3.3. Standart ¢ozeltilere ait diliisyonlarin hazirlanmasi.

120 pL Chromogen Solution A standart ¢ozeltisine (640 U/mL) 120 pL
Chromogen Solution B standart ¢oziiciisii eklenerek 320 U/mL konsantrasyondaki
Standart 5 c¢ozeltisi hazirlanmistir. Standart 5 cozeltisinden baslayarak, her bir
standart %2 oranda diliie edilmis sirastyla 160 U/mL, 80 U/mL, 40 U/mL, 20 U/mL
konsantrasyonlarda 4 adet standart ¢6zelti daha hazirlanmstir.

Ureticinin kullanma kilavuzuna uygun olarak plazma &rnekleri ve standartlar

ELISA kitine uygulanarak dl¢iimler yapilmustir.
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3.3.6. Katalaz Aktivitesi Tayininde Kullamlan Cozeltiler
Fosfat Tamponu (50 mM)

Bazik formu olarak, 0.724 g Na,HPO; 100 mL distile-deiyonize suda
¢oziilerek 50 mM ¢6zeltisi hazirlanmistir. Asit formu olarak, 0.680 g KH2PO4 100
mL distile-deiyonize suda ¢oziilerek 50 mM ¢o6zeltisi hazirlanmistir. Her iki formdan
gerekli miktarlarda karigtirilarak pH’s1 7.00 olan 50 mM’lik fosfat tamponu elde

edilmistir.
Hidrojen Peroksit Cozeltisi (10mM)

500 pL’si 5 mL’ye distile su ile tamamlandiktan sonra 240 nm’de spektrumu

alimmustir. Gerekli diliisyonlar yapilarak 10 mM ¢ozelti elde edilmistir.
3.3.7. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi Tayininde Kullanilan Cozeltiler
Tris Tamponu (50 mM)

0.6055 g Tris ve 37.2 g disodyum etilen diamin tetra asetik asit (Na2.EDTA)
100 mL distile suda ¢oziilmustiir. Cozelti pH’s1 8.2’ye derisik HCI ile ayarlanmuistir.

Pirogallol Cozeltisi (6mM)

7.56.g pirogallol 10 ml 10 mM HCI iginde ¢oziilerek hazirlanmustir.
3.3.8. Malondialdehit Diizeylerinin Tayininde Kullamilan Cozeltiler
Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi:

Standartlar, kullanma talimati dogrultusunda caligilan test kitinde saglanan
Chromogen Solution A standart ¢ozeltisine Chromogen Solution B standart

¢oziictisiiniin eklenerek diliie edilmesi ile hazirlanmistir (Sekil 3.4.).
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Sekil 3.4. Standart ¢ozeltilere ait diliisyonlarin hazirlanmasi.

120 pL Chromogen Solution A standart ¢ozeltisine (128 nmol/mL) 120 pL
Chromogen Solution B standart ¢oziiciisii eklenerek 64 nmol/mL konsantrasyondaki
Standart 5 c¢ozeltisi hazirlanmistir. Standart 5 cozeltisinden baslayarak, her bir
standart %2 oraninda diliie edilmis sirasiyla 32 nmol/mL, 16 nmol/mL, 8 nmol/ mL, 4

nmol/ mL konsantrasyonlarda 4 adet standart ¢6zelti daha hazirlanmistir.

3.3.9. Protein Karbonil (CO) Diizeylerinin Tayininde Kullanilan

Cozeltiler
Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi:

Standartlar, test kitinde saglanan ana stok c¢oOzeltisinin Sekil 3.5.°te

gosterildigi sekilde diliie edilmesiyle hazirlanmistir.

Sekil 3.5. Standart ¢ozeltilere ait diliisyonlarin hazirlanmasi.
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Ana stok CO ¢ozeltisinin konsantrasyonu 640 ng/mL’dir. 120 pL ana stok
cozeltisi lizerine 120 pL standart ¢oziicli eklenerek 320 ng/mL Standart 5 ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Daha sonra Standart 5 ¢ozeltisinden baslanmak tizere her bir standart
% oranda diliie edilmis sirasiyla 160 ng/mL, 80 ng/mL, 40ng/mL ve 20 ng/mL
konsantrasyonlarda 4 adet daha CO standart ¢6zeltisi hazirlanmstir.

3.3.10. 8-hidroksi-deoksiguanozin (8-OhdG) Diizeylerinin Tayininde

Kullanilan Cozeltiler
Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi:

Standartlar, test kitinde saglanan ana stok ¢ozeltinin Sekil 3.6.’da gosterildigi

sekilde diltie edilmesiyle hazirlanmistir.

'é%‘\
-

Sekil 3.6. Standart ¢ozeltilere ait diliisyonlarin hazirlanmast.

Calisma kitinde saglanan 128 ng/mL konsantrasyondaki stok ¢ozeltinin 120
pl’si tizerine 120 pL standart ¢oziicii eklenerek 64 ng/mL konsantrasyondaki
Standart 5 ¢ozeltisi hazirlanmistir. Daha sonra 120 pL standart ¢ozelti iizerine 120
pL standart ¢oziicli eklenerek ve bu islem her bir standarttan bir sonraki i¢in tekrar

edilerek 64 ng/mL ila 4 ng/mL araligindaki standart ¢ozeltiler hazirlanmustir.
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3.3.11. Kaspaz-8 Diizeylerinin Tayininde Kullanilan Cozeltiler
Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi:

Standartlar, test kitinde saglanan standartin distile su eklenerek rekonstitiiye
edilmesi ile elde edilen stok ¢ozeltisinin Sekil 3.7.’de gosterildigi sekilde diliie

edilmesiyle hazirlanmigtir.

225 uL
aktarilacaktir.

TN N T N T T N T
-—u u u [ ]
S1 S2 S3

Rekonstitiiye Numune Diliienti 225 nLL
Insan Kaspaz-8 standarti 225 pL atilacaktir.

Sekil 3.7. Standart ¢ozeltilere ait diliisyonlarin hazirlanmasi.

Calisma kitinde saglanan Insan Kaspaz-8 standart: distile su eklenerek
standart flakon etiketinde belirtilen hacme rekonstitiiye edilmistir (rekonstitiiye
standartin konsantrasyonu 20 ng/mL’dir). insan Kaspaz-8 standartinin tam olarak
rekonstitiiye olmasi i¢in 10 ila 30 dakika beklenmis ve diliisyonlar1 olusturmadan
once iyice karistirilmistir. Her bir standart1 icermek {izere 7 adet tiip etiketlenmis ve
her bir standart 2 oranda diliie edilmistir. Her bir tiip igerisine pipet ile 225 uL
diliient eklenmistir. 10.00 ng/mL konsantrasyonda Standart 1 olusturmak tizere ilk
tiipe 225 pL rekonstitiiye standart (standartin konsantrasyonu 20.00 ng/mL’dir)
eklenmistir. Numune diltienti kor seklinde kullanilmak iizere, standart egri

noktalarini elde edecek sekilde seri halinde 6 diliisyon olusturulmustur.
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3.3.12. Protein Miktar Tayininde Kullanilan Cozeltiler
Albumin Stok Cozeltisi

Stok i¢in, 2 mg BSA distile-deiyonize su ile son hacim 5 mL olacak sekilde
¢Ozililmiistiir (400 pg/mL). Stok ¢ozeltiden, 50, 100, 150, 200 ve 400 pg/mL’lik

standartlar hazirlanmistir.
Bakir Siilfat (CuSOy4)

100 mg CuSO4 10 mL distile-deiyonize suda ¢oziilerek % 1°lik ¢ozeltisi

hazirlanmustir.
Sodyum/Potasyum Tartarat (Na/K Tartarat)

100 mg Na/K tartarat 5 mL distile-deiyonize suda ¢oziilerek % 2’lik ¢ozeltisi

hazirlanmistir.
Sodyum Karbonat (Na2CO3)

10 g Na,CO3z 100 mL 0.5 N NaOH i¢inde ¢oziilerek, % 10’luk ¢ozeltisi

hazirlanmastir.
Sodyum Hidroksit (NaOH)

2 g NaOH, 100 mL distile-deiyonize suda ¢oziilerek, 0.5 N NaOH ¢ozeltisi

hazirlanmistir.
Folin Fenol Reaktifi

5 mL folin fenol distile-deiyonize su ile 50 mL’ye tamamlanarak, 1/10

oraninda seyreltilmis ¢ozeltisi hazirlanmistir.
3.4. Calisma Grubunun Secimi ve Demografik Ozellikleri

Bu c¢alismanin gerceklestirilebilmesi icin ¢alisma protokolii Hacettepe
Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulunca, Helsinki

Bildirgesi'ne uygun olarak onaylanmistir (GO 16/449-28).
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Ankara Mesleki ve Cevresel Hastaliklar Hastanesi, Dahiliye (I¢ Hastaliklari)
Poliklinigi’ne bagvuran kan Pb diizeyi 35 ug/dL tizerinde ve Pb intoksikasyonu tanisi
almig 42 hasta isciden (yas 25 ila 48, n=42) selasyon tedavisi Oncesinde ve
sonrasinda olmak tlizere kan ve idrar 6rnekleri toplanmistir. Calisma grubu igerisinde
bulunan hastalar, hastanede yatan 18 yas {lizeri yetiskin hasta grubundan segilmistir.
Iscilerin yas ortalamalar1 35.69+7.58 yas (n=42) olup, iscilerin tamamu erkektir. Tlgili
hekim tarafindan mesleki Oykiisii, maruziyetleri ve sigara Oykiisli alindiktan sonra
rutin tetkikler alinmis ve klinik parametreleri degerlendirilmistir.

Parametrelerin karsilastirmasi Pb maruziyeti nedeniyle EDTA selasyon
tedavisi almak zorunda olan aymi 42 is¢inin EDTA selasyon tedavisi Oncesi ve
sonrast i¢in yapilmis, her hasta kendi kontrolii olarak degerlendirilmistir.
Calismamizda yer alan iscilerin, Ankara Mesleki ve Cevresel Hastaliklar
Hastanesi’nde ortalama yatis siiresi 11.76 giindiir. Iscilere uygulanan selasyon
tedavisi sonrasi kan Pb diizeyleri klinik ortaminda 6l¢ililmiis, ilgili hekim tarafindan
bu deger esas alinarak hastane yatis1 ve takiben taburculuk karar1 verilmistir.

Kronik hastaliga sahip, kemoterapi/radyoterapi tedavisi almig, viral
enfeksiyon gecirmis ve mesleki olarak Pb maruziyeti olmayan bireyler hasta grubuna

dahil edilmemistir.
3.5. Kan ve Idrar Orneklerinin Toplanmasi ve Saklanmasi

Ankara Mesleki ve Cevresel Hastaliklar Hastanesi, Dahiliye (I¢ Hastaliklar1)
Poliklinigi’ne basvuran kan kursun diizeyi 35 pg/dL iizerinde ve kursun
intoksikasyonu tanis1 almis 42 hasta is¢iden (yas 25 ila 48, n=42) selasyon tedavisi
oncesinde ve sonrasinda olmak iizere 5 mL’lik 2 tiip heparinize tam kan 6rnegi ve 5
mL’lik 1 tiip idrar 6rnegi alimmistir. 1 mL tam kan 6rnegi DNA izolasyonu ve
polimorfizm c¢alismasi i¢in ependorf tiip igerisine aktarilmis ve calismaya kadar -
80°C derin dondurucuda saklanmistir. 1 mL tam kan 6rnegi DNA izolasyonu i¢in
ayrilmasii takiben, tam kan ornekleri 2500 rpm’de 15 dk santrifiijlendikten sonra
plazma ve supernatant kismi ayrilarak 2 defa soguk fosfat tampon ile yikandiktan
sonra alttaki eritrosit kismi ependorf tiiplere porsiyonlanarak -80°C derin

dondurucuda analiz siirecine kadar saklanmistir. Benzer sekilde idrar 6rnekleri de
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ependorf tliplere porsiyonlanarak -80°C’lik derin dondurucuda analiz siirecine kadar

saklanmistir.
3.6. Esansiyel Element Diizeylerinin Ol¢iilmesi

Yikilama isleminin gergeklestirilebilmesi i¢in 1’er mL idrar, plazma ve
eritrosit ornekleri ayr1 ayr1 mikrodalga iinitesinin teflon kaplarina konarak, tizerlerine
7 mL nitrik asit (%65 HNO3) ve 2 mL hidrojen peroksit (%30 H.O>) ¢ozeltileri ilave
edilmistir. Kapaklar1 sikigtirillarak  mikrodalga {initesinde yikilama islemi
gerceklestirilmistir. islem sonunda drnekler polipropilen tiiplere alinmis ve ultra saf
su ile 10 mL hacme tamamlanmistir. Analiz siiresine kadar +4°C‘de saklanmugtur.
Yakma islemi i¢in mikrodalga firin kullanilmistir.

On isleme tabi tutulan numunelerdeki metal diizeyleri, Atomik Absorpsiyon
Spektrofotometresi (AAS) kullanilarak belirlenmistir. Ca, Mg, Zn ve Cu igin AAS
cihazinin alev tinitesi kullanilmistir. Analiz i¢in hava/asetilen alev tipi kullanilmistir.
Se ve Mn i¢in AAS cihazinin firin {initesi kullanilmistir. Analiz i¢in ortam gazi
olarak argon gazi kullanilmistir. Kalibrasyon i¢in 1 g/L standart ¢ozeltiden diliisyon
yapilarak uygun konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler hazirlanmistir. Analizde her
elemente spesifik olan EDL/HCL tipi oyuk katot lamba kullanilmistir. Dalga boyu,
slit acikligi, sinyal tipi, sinyal zamani, numune hacmi, lamba akimi gibi metod

bilgileri Tablo 3.2.’de detayli olarak verilmistir.



Tablo 3.2. Atomik Absorbsiyon Spektrofotometresi (AAS) Metod Bilgileri.
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Element Ca Mg Zn Cu Se Mn

Enstriiman Alev AAS | Alev AAS | Alev AAS | Alev AAS | Firmn AAS | Firin AAS

Konsantrasyon mg/L mg/L mg/L mg/L pg/L pg/L

Birimi

Enstriman modu | Absorbans | Absorbans | Absorbans | Absorbans | Absorbans | Absorbans

Alev tipi Hava Hava Hava Hava Argon Argon
/Asetilen /Asetilen /Asetilen /Asetilen

Hava akisi 17 17 17 17 - -

Asetilen akis1 2.2 2 2.1 2.1 - -

Dalga boyu 422.7 285.2 213.9 324.8 196 279.5

Slit Agikligi 0.7H 0.7H 0.7H 0.7H 2.0L 0.2L

Sinyal Tipi AA AA AA AA AA-BG AA-BG

Olgiim Zaman1 3 3 3 1,5 2 3

Okuma oncesi 1 1 1 1 0 0

bekleme

Tekrar say1si 3 3 3 3 3 3

Lamba tipi C-HCL C-HCL C-HCL C-HCL EDL C-HCL

Standart 1 1 0,3 0,25 2 mg/L 20 pg/L 20 pg/L

Standart 2 2 0,4 0,5 4 mg/L 40 pg/L 30 pg/L

Standart 3 4 0,5 1 8 mg/L 60 pg/L 40 pg/L

Standart 4 8 - 2 - 80 ng/L 50 pg/L

Standart 5 16 - - - 100 pg/L -

Kalibrasyon Sifirdan Sifirdan Sifirdan Sifirdan Sifirdan Sifirdan

Esitligi Gegen Gegen Gegen Gegen Gegen Gegen
Lineer Egri | Lineer Egri | Lineer Egri | Lineer Egri | Lineer Egri | Lineer Egri

Kalibrasyon 42 ornekte | 42 ornekte | 42 ornekte | 42 6rnekte | 42 ornekte | 42 Srnekte

Diizeltmesi

3.7. Aminolevulinat Delta Dehidrataz (ALAD) Enzim Diizeylerinin

Olciilmesi

Kursun, en yogun etkiyi 6-ALAD iizerinde gosterir. Pb, enzimin yapisini

degistirerek inhibisyona neden olur. 6-ALAD'In inhibisyonu, yiiksek diizeyde

aminolevulinik asit seviyelerine neden olur (131). Heme biyosentezdeki ikinci enzim

olan 3-ALAD’1n inhibisyonu, Pb zehirlenmesinin biyokimyasal bir gostergesi olarak

degerlendirilmektedir (132).

Parametrenin

eritrosit

orneklerinde

degerlendirilebilmesi

i¢cin

MBS

Biotechnology markali ticari enzim bagli immunosorban analizi (double-antikor

sandwich enzim linked immunosorbent assay, ELISA) kiti kullanilmistir.

Testin prensibi, numunelerdeki ALAD seviyesini tayin etmek icin ¢ift

antikorlu sandvi¢ enzim bagli immunosorban testinde (ELISA) oldugu gibi antikor-

antijen kompleksinden enzim araciligiyla olusan ({iriiniin belirlenmesi iizerine

kuruludur.




64

Calisma kiti ile saglanan mikrotitre plakasi, ALAD enzimine 6zgii antikor ile
onceden kaplanmistir. Standartlar veya numuneler, ALAD enzimine 6zgii biyotinle
isaretlenmis antikor igeren uygun mikrotiter plaka kuyularina eklenir. Takiben,
Horseradish Peroxidase (HRP) ile konjuge edilmis Avidin her mikroplaka kuyusuna
eklenir ve inkiibe edilir. TMB substrat soliisyonu eklendikten sonra, yalnizca ALAD,
biotin-konjuge antikor ve enzim-konjuge Avidin igeren oyuklar renk degisikligi
gostermistir. Enzim-substrat reaksiyonu = siilfiirik asit soliisyonu eklenerek
sonlandirilir ve renk degisimi Ol¢iiliir. Enzim-substrat reaksiyonu, siilfiirik asit
cozeltisi ilave edilerek sonlandirilir ve renk degisimi, 450nm+10nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak 6l¢iilir. Numunelerdeki ALAD konsantrasyonu daha sonra

numunelerin O.D. standart egriye orani ile karsilastirilarak belirlenir.
Miktar Tayini Prosediirii

e Standart, numune ve kor ¢ift olarak ¢alisilmistir. Standartlar i¢in 7, kor igin
1 kuyucuk hazirlanmistir. Standartin her bir dilisyonundan, kér ve numunelerden
100 pL uygun kuyucuklara eklenmistir. Plaka, plaka filmi ile kapatilmistir. 37°C’de
2 saat inkiibe edilmistir.

e Her bir kuyucuktan sivi uzaklastirilmistir.

e 100 pL Saptama Reaktifi A ¢alisma ¢ozeltisinden her bir kuyucuga
eklenmistir. Plaka, plaka filmi ile kapatilarak 37°C’de 1 saat inkiibe edilmistir.

e (ozeltiyi ¢cekilmistir ve ¢ok kanalli pipet kullanilarak herbir kuyucuk 300
pL 1x yikama ¢ozeltisi ile yikanmistir. 1-2 dakika beklenmistir. Emici bir kagit
lizerine plakayr hafifge vurularak biitiin  kuyucuklardan sivi  tamamen
uzaklastirilmigtir. 3 defa iyice yikanmistir. En son yikamadan sonra, kalan yikama
coOzeltisi uzaklastirllmistir. Plaka ters c¢evrilmis ve emici bir kagida karsi
kapatilmistir.

e Her bir kuyucuga 100 pL Saptama Reaktifi B calisma c¢ozeltisinden
eklenmistir. Plaka, plaka filmi ile kapatilarak 37°C’de 1 saat inkiibe edilmistir.

e Saptama Reaktifi A calisma c¢ozeltisi i¢in yukarida belirtildigi sekilde

¢Ozeltinin ¢ekilmesi/yikamasi islemini 5 defa tekrar edilmistir.



65

e Her bir kuyucuga 90 puL Substrat ¢ozeltisi eklenmistir. Yeni plaka filmi ile
plakayr kapatilmistir. Isiktan koruyarak 37°C’de 25 dakika inkiibe edilmistir.
Substrat ¢ozeltisinin eklenmesi ile s1vinin rengi maviye donmdistiir.

e Durdurma reaksiyonu i¢in her kuyucuga 50 pL durdurma ¢ozeltisi
eklenmistir (Bu iglem sonucunda kuyucuklardaki mavi renkli ¢ozelti hemen sari
renge donmiistiir).

e Durdurma ¢ozeltisi eklendikten sonra 15 dakika i¢inde 450 nm dalga
boyunda OD ile ol¢iim gerceklestirilmistir.

e Standartlarin konsantrasyonu ve orneklerin absorbans degerlerine gore
standart dogru olusturulmus ve regresyon denklemi hesaplanmistir. Denklemden

yararlanarak drneklerdeki ALAD miktarlari belirlenmistir.

3.8. ALAD Enzim Polimorfizminin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Yontemi ile Analizi

Kursunun neden oldugu toksisite, bireylerin kismen metalin etkilerine
duyarhiliklarindaki genetik farkliliklar nedeniyle bireyler arasinda degiskenlik
gostermektedir. Pb toksisitesi ile iligkili bir genetik polimorfizm, ALAD’in kodlama
bolgesinde 177 pozisyonundaki iki ortak baskin alelden (ALAD:1 ve ALAD>)
kaynaklanan bir G-C transversiyonudur. ALAD: ve ALAD. genotipi bulunup

bulunmadiginin tespit edilmesi bu is¢ilerde dnem tagimaktadir (133).
DNA Saflastirma:

DNA saflastirmasi islemi, GeneAll Exgene™ Blood SV mini (Katalog No.
GA-105-152) markali ticari kit kullanilarak yiiriitilmustiir.

On hazirhk asamasi

e llk ¢alismadan &nce, iireticinin dnerdigi sekilde Tampon BW ve Tampon
TW igerisine saf etanol (ACS kalitesinde) eklenmistir.

e Sicak su banyosu, 56°C’ye hazirlanmig, Tampon AE’nin sicaklifi, oda
sicakligina ayarlanmistir.

¢ Biitiin santrifiij islemleri oda sicakliginda gerceklestirilmistir.
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Prosediir

e Sicak su banyosu, 56°C’ye ayarlanmistir.

e Yaklasik 50 mL saf etanol agzi kapal1 bir kap igerisinde sogutulmak iizere
buzdolabinin {ist kismina (-20°C) yerlestirilerek hazirlanmistir.

e |lk ¢alismaya baslamadan once 20 mg/mL konsantrasyonda Proteinaz K
¢ozeltisi hazirlanmstir.

e Tampon AE’nin sicakligi, oda sicakligina getirilmistir.

e Numaralandirtlmis 1.5 mL’lik mikrosantrifiij tiipti ve etiketler
hazirlanmstir.

e 20 pL Proteinaz K Cozeltisi pipet ile 1.5 mL’lik mikrosantrifiij tiipiiniin
icerisine eklenmistir.

e 200 pL tam kan numunesi, mikrosantrifiij tiipliniin i¢erisine eklenmistir.

e Proteinaz K ¢o6zeltisi ve tam kan numunesi iyice karigmasini saglamak
icin pipet ile yavas yavas ¢ek-birak (up&down) yapilmistir.

e 200 pL Tampon BL, mikrosantrifiij tliptiniin icerisine eklenmis, iyice
karigmasini saglamak icin tiip 1 dk. siireyle vortekslenmistir.

e Hazirlanan karisim, 56°C’lik sicak su banyosunda 10 dk. boyunca inkiibe
edilmistir.

e Mikrosantrifiij tiipiiniin kapaginda materyal kalmasini o6nlemek igin,
mikrosantrifiij tiipti 15 sn. boyunca 13000 rpm’de mikrofiij igerisine yerlestirilmistir.

e DNA’y1 igerisine alacak organik fazi saglamak tizere, buzdolabinda -
20°C’de bekletmis oldugumuz saf etanolden 200 pL karisima eklenmistir.

e Karigimin iyice karismasini saglamak igin, mikrosantrifiij tiipti 5-6 defa
vortekslenmistir.

e Mikrosantrifiij tilipliniin kapaginda materyal kalmasimmi onlemek igcin,
mikrosantrifiij tiipiinii 60 sn. 13000 rpm’de spinner igerisine yerlestirilmistir.

e Saflastirma kolonuna (SV kolon) hazirlanan numaralandirilmis etiketler
yapistirilmigtir.

e Pipet 630 pul’ye ayarlanarak saflastirma kolonuna (SV kolon) karigim

dikkatlice, kopiirtmeden yavas yavas aktarilmustir.
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e Saflastirma kolonuna (SV kolon) karisim aktarilirken pipetin membrana
degmemesine 6zen gosterilmistir.

e 1 dk boyunca 6.000 X g iizerinde (> 8.000 rpm) (13.000 rpm) santrifiij
edilmistir.

e Toplama tiipii, yeni bir tiip ile degistirilmistir, SV kolon membran1 yeni
toplama tiipiline aktarilmistir.

e 600 uL Tampon BW eklenmistir.

e 1 dk boyunca 6.000 X g iizerinde (> 8.000 rpm) (13.000 rpm) santrifiij
edilmistir.

e Toplama tiipii, yeni bir tiip ile degistirilmistir.

e 700 uL Tampon TW eklenmistir.

e 1 dk boyunca 6.000 X g iizerinde (> 8.000 rpm) (13.000 rpm) santrifiij
edilmistir.

e Toplama tiipiindeki kalint1 atilmistir, pegete igerisine siviyr tamamen
atmak i¢in ters ¢evirerek vurulmustur. SV kolon membrani, toplama tiipiine tekrar
konulmustur.

e Yikama tamponlarmin kalintilarini ortamdan uzaklastirmak igin, 1 dk. tam
hizda (13.000~20.000 X g) santrifiij edilmistir, bu asama iki defa tekrar edilmistir.

e SV kolon membrani, yeni-temiz 1.5 mL’lik mikrosantrifiij tiibiine
yerlestirilmistir.

e 200 pnL Tampon AE (ayristirict ajan) eklenmistir.

e Tam kan 6rneginden elde edilen saflastirilmis DNA 0,5 mM EDTA ve 10
mM Tris-HCI, pH 9.0 iceren ve kit igeriginde saglanan Tampon AE ile SV kolon
membranindan ayrigtirllmistir. Ayristirma islemi, 200 u. Tampon AE kullanilarak
iki basamakta yiirtitiilmistiir.

e 1 dk. oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

e 1 dk. tam hizda (13.000~20.000 X g) santrifiij edilmistir.

e Mikrosantrifiij tiiptindeki s1v1 saflastirilmis DNA olup, iist kisim atilmistir.
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DNA Miktar Tayini

Iscilerin kan Orneklerinden saflastirilan DNA’larin  miktarnin  tayini
spektrofotometre cihazinda 260 ve 280 nm’de verdikleri absorbans degerleri
Olctilerek tespit edilmistir. Niikleik asitler 260 nm’de; proteinler ise 280 nm’de
maksimum absorbans vermektedir ve bu iki degerde Olgiilen absorbans degerlerinin
orant (A2e0/A280), Ornegin saflik derecesini gostermekte ve bu oranin DNA igin 1,6-
1,8 degerleri arasinda olmasi beklenmektedir. DNA miktar1 tayininde, 260 nm’de 1
absorbans degeri veren saf DNA miktarinin 50 pg/mL oldugu kabul edilmektedir.
Hiicrelerden saflastirilan DNA’lar steril bir ependorf i¢inde TE tamponu ile 1/100
oraninda seyreltildikten sonra kuartz kiivetine aktarilarak 260 ve 280 nm’deki

absorbanslar 6l¢iilmiis ve A2eo/A2g0 oran1 ve DNA miktarlar1 hesaplanmustir.
Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Tam kan Orneginden elde edilen saflastirilmis DNA’lar polimorfizm
calismasinda kullanilmak {izere polimeraz zincir reaksiyonuna (PCR) tabi
tutulmustur. Bunun i¢in ilgilenilen gen bdlgesi i¢cin 6zgilin primerler tasarlanmis ve
bu primerlerin DNA’ya optimum baglandig: sicakligi dogrultusunda standart PCR
yontemi uygulanmis ve standart PCR yontemi i¢in sicaklik dongiileri Tablo 3.3’de

sunulmustur.

Tablo 3.3. Standart PCR yontemi igin sicaklik dongiileri.

Protokol Dongii Sayisi Sicaklik Zaman
1 1 95°C 5 dakika
95°C 1 dakika
2 34 52°C 1 dakika
72°C 1 dakika
3 1 72°C 10 dakika
4 - 4°C 0
Jel Yiikleme

Parafinli kagit tizerine 2 ul Jel Yiikleme Soliisyonu 6X (Orange G)
eklenmistir. Uzerine 6 pl DNA PCR iiriinii eklenmis ve pipet ile yukari-asag: yon
dogrultusunda c¢ekilmistir. Takiben, jel icerisindeki kuyucuklara yiikleme DNA

ladder ve parafin iizerinde olusturdugumuz 8 pl karistgm (2 pl Jel Yiikleme
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Soliisyonu 6X + 6 ul DNA PCR iiriinii) eklenmistir. Jel igerisindeki en sag ve en sol
kuyucuguna 1 pl DNA ladder eklenmistir. Jel havuzuna jeli yerlestirdikten sonra,
kapag1 kapatilmistir. 100 Volt sabit, akim degisken olacak sekilde jel elektroforezi
yuritilmistir. Jel elektroforez tamamlandiginda, Kodak GEL Logic 200 ile

goriintiilemesi yapilmistir, goriintii 6rnegi Sekil 3.8.’de sunulmaktadir.

Sekil 3.8. Calismamizda 31-42 numarali is¢ilere ait DNA 6rnekleri kullanilarak elde
edilen PCR iiriinlerine ait Jel Elektroforez goriintiisii.

ALAD Enzim Genotipinin Belirlenmesi

Tam kan orneklerinde saflastirilan DNA 6rnekleri kullanilarak yapilan PCR
calismasindan c¢ogaltilan genetik materyal, ALAD geninin genomik dizisinin 177.
kodonunda ALAD;: ve ALAD: genotipi bulunup bulunmadigmin tespit edilmesi
amaciyla polimorfizm calismasinda kullanilmistir. Bunun i¢in Hpall (10 U/pL)
restriksiyon enzimi kullanilmistir. Hpall restriksiyon enziminin kesim bolgesi Sekil

3.9.°da gosterilmektedir.
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5°..C|CGG..3°
3°..GGC|C..5°

Sekil 3.9. Hpall restriksiyon enziminin kesim bdlgesi.

Polimorfizm c¢alismasi1 i¢in hazirlanan reaksiyon ortami: Tablo 3.4’de

sunulmustur.

Tablo 3.4. Polimorfizm galismasi i¢in hazirlanan reaksiyon ortami.

Miktarlar (uL)
Hpa Il enzimi 1 uL
10X NZYBuffer C 2 uL
Substrat DNA 5uL
Sterilize Ultra Saf su 12 uL

3.9. Plazma Glutatyon (GSH) Diizeylerinin Olgiilmesi

Sistein, glutamik asit ve glisin kalintilarin1 igeren bir tripeptit olan GSH
birgok hiicresel islevi etkileyen endojen bir antioksidan gorevi goriir. GSH ve cesitli
enzimler, organizmalarda reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin (sirasiyla, ROS ve
RNS) kullaniminda ve diizenlenmesinde ¢ok ©nemli bir rol oynayan glutatyon
sistemini olusturmak {izere birlesir. Oksidatif strese bagli olarak antioksidan
savunmadaki degisimlerde kullanilan 6nemli bir parametredir (134).

Parametrenin kan plazma orneklerinde degerlendirilebilmesi i¢in Sun Red
Biotechnology markali ticari enzim bagli immunosorban analizi (double-antikor
sandwich enzim linked immunosorbent assay, ELISA) kiti kullanilmistir.

Testin prensibi, numunelerdeki insan glutatyonu (GSH) seviyesini tayin
etmek icin ¢ift antikorlu sandvi¢ enzim bagli immunosorban testinde (ELISA)
oldugu gibi antikor-antijen kompleksinden enzim araciligiyla olusan (iirliniin
belirlenmesi lizerine kuruludur. Kuyucuklara hGSH monoklonal antikor ile hGSH
eklenmis ve inkiibasyon yapilmistir. Daha sonra biyotinle isaretlenmis hGSH
antikorlar1 eklenmis ve immiin kompleksi olusturmak i¢in Streptavidin-HRP ile
birlestirilmesi saglanmistir. Tekrar bir inkiibasyonu takiben baglanmayan enzimler
uzaklastirilmistir. Kromojen ¢ozelti A ve B eklenerek renkli ¢ozeltinin absorbansi
Olclilmiistiir. Renk siddeti ile orneklerde bulunan hGSH madde konsantrasyonu

arasinda pozitif bir korelasyon vardir.
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Miktar Tayini Prosediirii

e Standart, numune ve kor ¢ift olarak calisilmistir.

e Orneklerin uygulanmasi sirasinda kér kuyucuklarina, sadece renk ¢ozeltisi
A, B ve durdurma ¢ozeltisi eklenmistir.

e Standart kuyucuklarma, 50 pL standart ve 50 pL Streptavidin-HRP
eklenmistir. Ornek test kuyucuklarina ise 40 uL numune ile 10 pL hGSH-antikor ve
50 pL Streptavidin-HRP ilave edilmistir. Sonra kuyucuklar kapatma membrani ile
kapatilmis ve yavasega ¢alkalandiktan sonra 37°C'de 60 dakika inkiibe edilmistir.

e Distile su ile 30 kat daha diliie edilerek yikama ¢dzeltisi hazirlanmig ve 96
kuyucuklu plaga 300 pL uygulanmis ve uzaklastirilmistir. Yikama islemi 3 kez
tekrarlanmistir.

e 50 pL renk ¢ozeltisi A eklenmis, ardindan 50 pL renk ¢ozeltisi B ayni
kuyucuga ilave edilmis ve nazik¢e karistirllmistir. Isiktan koruyarak 37°C'de 10
dakika inkiibe edilmistir.

¢ Durdurma reaksiyonu i¢in her kuyucuga 50 pL durdurma ¢ozeltisi
eklenmistir (Bu igslem sonucunda kuyucuklardaki mavi renkli ¢ozelti hemen sari
renge donmiistlir).

e Durdurma c¢ozeltisi eklendikten sonra 15 dakika i¢inde 450 nm dalga
boyunda OD ile 6l¢iim gerceklestirilmistir.

e Standartlarin konsantrasyonu ve orneklerin absorbans degerlerine gore
standart dogru olusturulmus ve regresyon denklemi hesaplanmistir. Denklemden

yararlanarak orneklerdeki hGSH miktarlar1 belirlenmistir.
3.10. Plazma Glutatyon Peroksidaz (GPx) Enzim Diizeylerinin Ol¢iilmesi

Selenyum igeren glutatyon peroksidazlar (GPxs)i.s, oksidatif strese karsi
koruma saglar, inflamasyonu ve oksidan kaynakli programlanmis hiicre oliimiinii
inhibe eder (135). GPx'lerin H2O> veya organik hidroperoksitleri indirgeyici olarak
glutatyon (GSH) kullanarak sirasiyla H.O veya karsilik gelen alkollere

indirgenmesini katalize ettigi bilinmektedir (136).
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Parametrenin kan plazma orneklerinde degerlendirilebilmesi i¢in Hangzhou
Eastbiopharm Co., Ltd. markali ticari enzim bagli immunosorban analizi (double-
antikor sandwich enzim linked immunosorbent assay, ELISA) kiti kullanilmustir.

Test prensibi, ELISA’da oldugu gibi, antikor-antijen kompleksinden enzim
araciligiyla olusan iriiniin belirlenmesidir. Analizde, kuyucuklara GSH-PX
monoklonal antikor ile 6nceden GSH-Px eklenmis ve inkiibasyon yapilmigtir. Daha
sonra biyotinle isaretlenmis GSH-Px antikorlar1 ilave edilerek immiin kompleksi
olusturmak icin Streptavidin-HRP ile birlestirilmesi saglanmistir. Tekrar eden
inkiibasyonu takiben baglanmayan enzimlerin uzaklastirilmast saglanmistir.
Kromojen A ve B ¢ozeltisi ilave edilmis, renkli ¢ozeltinin absorbansi Slgiilmiistiir.
Orneklerde bulunan GSH-Px konsantrasyonu ile renk siddeti arasinda pozitif bir

iliski vardir.
Miktar Tayini Prosediirii

e Standart, kor ve numune ¢ift olarak ¢alisiimistir.

e Orneklerin uygulanmasi sirasinda kor kuyucuklarma, sadece renk ¢ozeltisi
kromojen A, B ve durdurma ¢dzeltisi eklenmistir.

e Standart kuyucuklarina, 50 pL standart ve 50 pL Streptavidin-HRP
eklenmistir. Test kuyucuklarina ise 40 uL numune ve sonra 10 uL. GSH-Px-antikor
ve 50 pL Streptavidin-HRP ilave edilmistir. Daha sonra kuyucuklar kapatma
membrani ile kapatilmis ve nazikce calkaladiktan sonra 37°C'de 60 dakika inkiibe
edilmistir.

e Yikama islemi icin distile su ile 30 kat daha seyreltilmis yikama
¢ozeltisinden ¢alisilan plaga 300 pL uygulanmis ve uzaklastirilmistir. Bu islem 3 kez
tekrarlanmistir.

e 50 pL renk ¢ozeltisi A ve ardindan 50 pL renk ¢ozeltisi B ayn1 kuyucuga
ilave edilmis ve yavasca calkalanmistir. 37°C'de 10 dakika 1siktan korunarak inkiibe
edilmistir.

e Reaksiyonun durdurulmasi i¢in her kuyucuga 50 pL. durdurma ¢dozeltisi
eklenmistir (Kuyucuklardaki mavi renkli ¢ozelti hemen sar1 renge donmiistiir).

e OD ile 6l¢timii i¢in durdurma ¢ozeltisi eklendikten sonra 15 dakika i¢inde

450 nm dalga boyunda okuma yapilmustir.



73

e Standartlarin konsantrasyonu ve okunan absorbans degerlerine gore
analizin standart dogrusu ¢izilmis ve regresyon denklemi hesaplanmstir.

Denklemden yararlanarak 6rneklerdeki GSH-Px aktivitesi belirlenmistir.
3.11. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Olciilmesi

Stiperoksit dismutaz, antioksidan sistemdeki temel bir enzimdir ve siiperoksit
serbest radikalleri Oz 'min dismutasyonuyla ROS’un etkisizlestirilmesinde ¢ok
onemli bir rol oynar. SOD'lar, temel katalitik metalleri ile iligkilidir. Etki
mekanizmalari, ge¢is metallerinin indirgenmesine ve yeniden oksitlenmesine
baglidir. Pb, toksik etkilerini belirli proteinlere baglanarak gdsteren toksik bir
maddedir. Pb toksisitesinin sonuclari, Pb’nin metalloenzimler ile etkilesimi ile
iligkilidir. Pb, enzimlerin normal biyokimyasal fonksiyonlar i¢in gerekli olan temel
metallerin yerini alir. Bir metalloenzim olan SOD, optimal aktiviteleri icin Cu*? ve
Zn*2 gibi belirli kofaktorlere ihtiyag duyar (137).

Hastalardan alinan kandan elde edilen eritrosit 6rneklerinde, SOD aktivitesi
spektrofotometrik yontemle tayin edilmistir. Yontem, ortamdaki SOD’in pirogallol
oksidasyonunu inhibe etmesi esasina dayanmaktadir. Spesifik aktivite IU/mg protein
birimi ile ifade edilmistir. 1 IU, 25°C"de 1 dakikada, pirogallol oksidasyonunu %50
inhibe eden enzim aktivitesi olarak tanimlanmistir (138).

Eritrosit hemolizatinin 30 pL’si 60 pL distile su eklenerek diliie edilmistir.
Olgiim kiivetine 2,9 ml 50 mM fosfat tamponu, 20 uL diliie hemolizat ve 0,1 ml 6
mM pirogallol konmus ve altiist ederek 20 sn. karistirilmistir. Absorbans degisimi

spektrofotometrede 420 nm’de 2 dk. siire ile izlenmistir.
3.12. Katalaz (CAT) Aktivitesinin Olgiilmesi

Katalazlar, 2H>O>’i yiiksek verimlilikle 2H>O ve Oz’e indirgeyerek hiicre
oksidatif hasarin1 6nleyen yaygin olarak bulunan enzimlerdir. Enzim Once, diger
hidroperoksidazlarin aksine, H>O ile daha fazla reaksiyona girerek dinlenme
durumuna geri indirgenen Bilesik I (Cpd I) olarak bilinen yiiksek degerlikli bir Fe ara
maddesine oksitlenir. Kinetik calismalardan elde edilen kanitlar, CAT Cpd I
olustugunda, O2 ve bir H2O molekiilii olusturmak igin ikinci bir H2O2 molekiilii ile

hizla reaksiyona girdigini gostermektedir (139).
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Hastalardan alinan kandan elde edilen eritrosit 6rneklerinde, CAT aktivitesi
spektrofotometrik yontemle tayin edilmistir. Yontem, ortamdaki CAT’in hidrojen
peroksiti (H202) H20 ve O2’¢ yikilmasi esasina dayanmaktadir. Spesifik aktivite
[U/mg protein birimi ile ifade edilmistir. 1 1U, 25°C°de 1 dakikada, 1 uM H20;’in
yikimini katalizleyen enzim aktivitesi olarak tanimlanmistir (140).

Hazirlanan eritrosit hemolizatinin 10 pL’si 50 mM fosfat tamponu ile 5 ml’ye
tamamlanmstir. Olgiim kiivetine 2 mL diliie hemolizat ve 1 mL 10 mM Hz0;
konulduktan sonra altiist ederek karigtirilmistir ve absorbans degisimi

spektrofotometrede 240 nm’de 30 sn izlenmistir.
3.13. Plazma Malondialdehit (MDA) Diizeylerinin Olciilmesi

Oksidatif stresi degerlendirmek i¢in, serbest radikallerin saldirisina duyarli
olan genellikle c¢oklu doymamis yag asitleri olmak iizere lipit peroksidasyon
tiriinlerinin diizeyleri yaygin olarak esas alinmaktadir. MDA, ¢oklu doymamis yag
asidi peroksidasyonunun baslica ve en ¢ok arastirilan trtiniidiir. Oldukga toksik bir
molekiil olan MDA, lipid peroksidasyonunun bir belirtecinden daha fazlasi olarak
diistiniilmelidir (48).

Parametrenin kan plazma orneklerinde miktar tayininin degerlendirilebilmesi
icin Hangzhou Eastbiopharm Co., Ltd. markali ticari enzim bagli immunosorban
analizi (double-antikor sandwich enzim linked immunosorbent assay, ELISA) Kkiti
kullanilmistir.

Test prensibi, ELISA’da oldugu gibi, antikor-antijen kompleksinden enzim
araciligiyla olusan iriiniin belirlenmesidir. Analizde, kuyucuklara MDA monoklonal
antikor ile dnceden MDA eklenmis ve inkiibasyon yapilmistir. Daha sonra biyotinle
isaretlenmis MDA antikorlar1 ilave edilerek immiin kompleksi olusturmak igin
Streptavidin-HRP ile birlestirilmesi saglanmistir. Tekrar eden inkiibasyonu takiben
baglanmayan enzimlerin uzaklastirilmasi saglanmistir. Kromojen A ve B ¢ozeltisi
ilave edilmis, renkli ¢dzeltinin absorbansi Sl¢iilmiistiir. Orneklerde bulunan MDA

konsantrasyonu ile renk siddeti arasinda pozitif bir iliski vardir.



75

Miktar Tayini Prosediirii

e Standart, kor ve numune ¢ift olarak calisilmistir.

e Orneklerin uygulanmasi sirasinda kér kuyucuklarina, sadece renk ¢ozeltisi
kromojen A, B ve durdurma ¢ozeltisi eklenmistir.

e Standart kuyucuklarma, 50 pL standart ve 50 pL Streptavidin-HRP
eklenmistir. Test kuyucuklarina ise 40 uL. numune ve sonra 10 uL. MDA-antikor ve
50 pL Streptavidin-HRP ilave edilmistir. Daha sonra kuyucuklar kapatma membrani
ile kapatilmis ve nazikge calkaladiktan sonra 37°C'de 60 dakika inkiibe edilmistir.

e Yikama islemi icin distile su ile 30 kat daha seyreltilmis yikama
cozeltisinden calisilan plaga 300 pL uygulanmis ve uzaklastirilmistir. Bu islem 3 kez
tekrarlanmistir.

e 50 pL renk c¢ozeltisi A ve ardindan 50 pL renk ¢6zeltisi B ayn1 kuyucuga
ilave edilmis ve yavasca ¢alkalanmistir. 37°C'de 10 dakika 1siktan korunarak inkiibe
edilmistir.

e Reaksiyonun durdurulmasi i¢in her kuyucuga 50 pL durdurma ¢ozeltisi
eklenmistir (Kuyucuklardaki mavi renkli ¢ozelti hemen sar1 renge donmiistiir).

e OD ile 6l¢iimii i¢in durdurma ¢ozeltisi eklendikten sonra 15 dakika ig¢inde
450 nm dalga boyunda okuma yapilmastir.

e Standartlarin konsantrasyonu ve okunan absorbans degerlerine gore
analizin standart dogrusu ¢izilmis ve regresyon denklemi hesaplanmistir.

Denklemden yararlanarak drneklerdeki MDA miktarlari belirlenmistir.
3.14. Plazma Protein Karbonil (CO) Diizeylerinin Tayini

Karbonil (CO) gruplar (aldehitler ve ketonlar), oksitlendiklerinde protein yan
zincirlerinde (6zellikle Pro, Arg, Lys ve Thr) iiretilir. Bu pargalar kimyasal olarak
kararlidir ve bu durum hem tespit edilmeleri hem de saklanmalari i¢in yararlidir. CO
tirevleri, proteinlerin a-amidasyon vyoluyla veya glutamil yan zincirlerinin
oksidasyonu ile oksidatif boliinmesi yoluyla da iiretilebilir, bu durum N-terminal
amino asidin bir a-ketoasil tiirev tarafindan bloke edildigi bir peptit olusumuna yol
acar (141).
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Parametrenin kan plazma orneklerinde diizeyinin degerlendirilebilmesi i¢in
Hangzhou Eastbiopharm Co., Ltd. markali ticari enzim bagli immunosorban analizi
(double-antikor sandwich enzim linked immunosorbent assay, ELISA) Kiti
kullanilmustir.

Test prensibi, ELISA’da oldugu gibi, antikor-antijen kompleksinden enzim
araciligiyla olusan {irliniin belirlenmesidir. Analizde, kuyucuklara CO monoklonal
antikor ile onceden CO eklenmis ve inkiibasyon yapilmistir. Daha sonra biyotinle
isaretlenmis CO antikorlar1 ilave edilerek immiin kompleksi olusturmak igin
Streptavidin-HRP ile birlestirilmesi saglanmistir. Tekrar eden inkiibasyonu takiben
baglanmayan enzimlerin uzaklastirilmasi saglanmistir. Kromojen A ve B ¢dzeltisi
ilave edilmis, renkli ¢dzeltinin absorbansi &lciilmiistiir. Orneklerde bulunan CO

konsantrasyonu ile renk siddeti arasinda pozitif bir iliski vardir.
Miktar Tayini Prosediirii

e Standart, kor ve numune ¢ift olarak ¢alisiimistir.

e Orneklerin uygulanmasi sirasinda kor kuyucuklarma, sadece renk ¢ozeltisi
kromojen A, B ve durdurma ¢ozeltisi eklenmistir.

e Standart kuyucuklarina, 50 pL standart ve 50 pL Streptavidin-HRP
eklenmistir. Test kuyucuklarina ise 40 uL numune ve sonra 10 uLL CO-antikor ve 50
pL Streptavidin-HRP ilave edilmistir. Daha sonra kuyucuklar kapatma membrani ile
kapatilmis ve nazikce ¢alkaladiktan sonra 37°C'de 60 dakika inkiibe edilmistir.

e Yikama islemi icin distile su ile 30 kat daha seyreltilmis yikama
¢ozeltisinden calisilan plaga 300 pL uygulanmis ve uzaklastirilmistir. Bu islem 3 kez
tekrarlanmistir.

e 50 pL renk ¢ozeltisi A ve ardindan 50 pL renk ¢ozeltisi B ayn1 kuyucuga
ilave edilmis ve yavasca ¢alkalanmistir. 37°C'de 10 dakika 1siktan korunarak inkiibe
edilmistir.

e Reaksiyonun durdurulmasi i¢in her kuyucuga 50 pL durdurma ¢ozeltisi
eklenmistir (Kuyucuklardaki mavi renkli ¢ozelti hemen sar1 renge donmiistiir).

e OD ile 6l¢giimii i¢in durdurma ¢ozeltisi eklendikten sonra 15 dakika iginde

450 nm dalga boyunda okuma yapilmastir.
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e Standartlarin konsantrasyonu ve okunan absorbans degerlerine gore
analizin standart dogrusu ¢izilmis ve regresyon denklemi hesaplanmistir.

Denklemden yararlanarak 6rneklerdeki CO miktarlar1 belirlenmistir.

3.15. Deoksiguanozin (8-hidroksi-2'-deoksiguanozin, 8-OHdG)

Diizeylerinin Tayini

Hidroksil radikali, DNA'nin tiim niikleobazlar ile reaksiyona girer, ancak en
stk olarak guanin hasarma neden olur. Bu durum, niikleosit formu olan C8-
hidroksiguanin (8-OHGua) veya deoksiguanozin (8-hidroksi-2'-deoksiguanozin, 8-
OHAG) olusumuna yol agar. 8-OHdG olusumu, organizmanin antioksidan sisteminin
zayiflamasinin yani sira hasarli niikleik asidin onarimindan kaynaklanir. 8-OHdG
promutajeniktir ve bu nedenle artan karsinogenez riskinin potansiyel bir biyobelirteci
olarak kullanilabilir (99).

Parametrenin idrar Orneklerinde diizeyinin degerlendirilebilmesi igin
Hangzhou Eastbiopharm Co., Ltd. markali ticari enzim bagli immunosorban analizi
(double-antikor sandwich enzim linked immunosorbent assay, ELISA) Kkiti
kullanilmistir.

Test prensibi, ELISA’da oldugu gibi, antikor-antijen kompleksinden enzim
araciligiyla olusan iriiniin  belirlenmesidir. Analizde, kuyucuklara 8-OhdG
monoklonal antikor ile 6nceden 8-OhdG eklenmis ve inkiibasyon yapilmistir. Daha
sonra biyotinle isaretlenmis 8-OhdG antikorlar1 ilave edilerek immiin kompleksi
olusturmak icin Streptavidin-HRP ile birlestirilmesi saglanmistir. Tekrar eden
inkiibasyonu takiben baglanmayan enzimlerin uzaklastirilmas: saglanmistir.
Kromojen A ve B c¢ozeltisi ilave edilmis, renkli ¢ozeltinin absorbansi 6l¢ililmiistiir.
Orneklerde bulunan 8-OhdG konsantrasyonu ile renk siddeti arasinda pozitif bir

iliski vardir.
Miktar Tayini Prosediirii

e Standart, kor ve numune ¢ift olarak ¢alisilmistir.
e Orneklerin uygulanmasi sirasinda kér kuyucuklarina, sadece renk ¢ozeltisi

kromojen A, B ve durdurma ¢ozeltisi eklenmistir.
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e Standart kuyucuklarma, 50 pL standart ve 50 pL Streptavidin-HRP
eklenmistir. Test kuyucuklarina ise 40 pL numune ve sonra 10 uL 8-OhdG-antikor
ve 50 pL Streptavidin-HRP ilave edilmistir. Daha sonra kuyucuklar kapatma
membrant ile kapatilmis ve nazikce calkaladiktan sonra 37°C'de 60 dakika inkiibe
edilmistir.

e Yikama islemi icin distile su ile 30 kat daha seyreltilmis yikama
¢oOzeltisinden calisilan plaga 300 uL uygulanmis ve uzaklastirilmistir. Bu islem 3 kez
tekrarlanmigtir.

e 50 puL renk ¢ozeltisi A ve ardindan 50 pL renk ¢dzeltisi B ayn1 kuyucuga
ilave edilmis ve yavasca ¢alkalanmistir. 37°C'de 10 dakika 1siktan korunarak inkiibe
edilmistir.

e Reaksiyonun durdurulmasi i¢in her kuyucuga 50 puL. durdurma ¢ozeltisi
eklenmistir (Kuyucuklardaki mavi renkli ¢ozelti hemen sar1 renge donmiistiir).

e OD ile olgtimii i¢in durdurma ¢ozeltisi eklendikten sonra 15 dakika iginde
450 nm dalga boyunda okuma yapilmustir.

e Standartlarin konsantrasyonu ve okunan absorbans degerlerine gore
analizin standart dogrusu c¢izilmis ve regresyon denklemi hesaplanmistir.

Denklemden yararlanarak 6rneklerdeki 8-OhdG miktarlari belirlenmistir.
3.16. Kaspaz-8 Diizeylerinin Tayini

Kaspaz-8, apoptoz adi1 verilen programlanmis hiicre 6liimiinde yer alan kritik
derecede onemli olan apikal bir kaspazdir (142).

Parametrenin plazma Orneklerinde diizeyinin degerlendirilebilmesi igin
Thermo Fisher Scientific Inc., Invitrogen markali ticari enzim bagli immunosorban
analizi (double-antikor sandwich enzim linked immunosorbent assay, ELISA) Kiti
kullanilmistir.

Test prensibi, mikro kuyucuklar igerisine Sekil 3.10.’da gosterildigi iizere

anti-insan kaspaz-8 kaplama antikoru adsorbe ettirilmistir.
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Kaplanmis Mikro
Kuyucuklar

YYYY

Kaplama
Antikoru

Sekil 3.10. Anti-insan kaspaz-8 kaplama antikoru ile kaplanmig mikro kuyucuklar.

Numunede veya standart igerisinde varolan insan kaspaz-8 mikro
kuyucuklara adsorbe edilmis antikorlara Sekil 3.11.’te gosterildigi iizere baglanir.

Belirleyici antikor, ilk antikor tarafindan baglanan insan kaspaz-8’e baglanuir.

Birinci
Inkiibasyon

-Standart veya numune
-Belirleyici Antikor

Sekil 3.11. Ilk inkiibasyon basamagi.

Inkiibasyondan sonra baglanmamus belirleyici antikorlar yikama basamaginda
uzaklastirilmistir. Belirleyici Antikorlar1 baglayacak olan Anti-rabbit-lgG-HRP Sekil

3.12.°de gosterildigi iizere eklenmistir.
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Tkinci
Inkiibasyon

- Anti-rabbit-lgG-HRP

Sekil 3.12. ikinci inkiibasyon basamagi.

Inkiibasyondan  sonra  baglanmamis  anti-rabbit-lyG-HRP  yikama
basamaginda uzaklastirnlmistir. Kuyucuklara HRP iceren substrat ¢ozeltisi reaktifi

Sekil 3.13.’te gosterildigi iizere eklenmistir.

Uciincii
Inkiibasyon

-Substrat

Sekil 3.13. Uciincii inkiibasyon basamag.

Numunede veya standartta bulunan insan kaspaz-8 miktarinin oranina gore
Sekil 3.14’te gosterildigi tizere renkli iiriin olugsmaktadir. Reaksiyon asit eklenmesi
ile durdurulmus ve 450 nm’de absorbans dl¢lilmiistiir. 7 adet insan kaspaz-8 standart
¢ozeltisinden standart egri hesaplanmis ve insan kaspaz-8 konsantrasyonu tayin

edilmistir.
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-Reaksiyon Substrati

p—

Sekil 3.14. Reaksiyon substratinin olusumu.

Miktar Tayini Prosediirii

e Standart, kor ve numune ¢ift olarak ¢alisilmstir.

e 100 pL Numune Cozeltisi kor kuyucuklarina iki defa eklenmistir.

e 50 uL. Numune Cozeltisi numune kuyucuklarina eklenmistir.

e Her bir numuneden 50 uL. numune kuyucuklarina iki defa eklenmistir.

e Hazirlanmis olan Belirleyici Antikor’dan 50 pL biitiin  kuyucuklara
eklenmistir.

e Kuyucuklar yapiskanl film ile kaplanmig ve oda sicakliginda (18°C-25°C)
2 saat siireyle 400-rpm’e ayarlanmig mikroplaka calkalayici iizerinde inkiibe
edilmistir.

e Yapiskanli film ¢ikartilmis ve kuyucuklar bosaltilmistir.

e Mikrokuyucuk dizileri, 3 defa uygun sekilde yikanmistir. Her bir yikama
arasinda mikrokuyucuk igerigini aspire ederek, mikrokuyucuk dizilerini yaklagik
olarak 400 pL Yikama Tamponu ile yikanmustir. Aspirasyondan Once Yikama
Tamponu’nun kuyucuklarda tam oturmasi i¢in yaklasik olarak 10-15 sn zaman
aralig1 birakilmistir. Mikrokuyucuklarin yiizeyinin ¢izilmemesine 6zen gosterilmistir.

e Son yikama basamagindan sonra, kuyucuklar1 bosaltilmis ve kuyucuk
dizilerini kagit havlu {lizerine hafifce vurarak fazla miktardaki Yikama Tamponu’u
uzaklastirilmistir.

e Kor kuyucuklarim1 da igerecek sekilde biitiin kuyucuklara 100 puL diliie
anti-rabbit-lgG-HRP eklenmistir.
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e Kuyucuklar yapigskanl film ile kaplanmis ve oda sicakliginda (18°C-25°C)
1 saat siireyle 400-rpm’e ayarlanmis mikroplaka calkalayici {izerinde inkiibe
edilmistir.

e Yapiskanl film c¢ikartilmis ve kuyucuklar bosaltilmistir. Mikrokuyucuk
dizileri, 3 defa yikanmistir. Hizlica diger basamaga gegilmistir.

¢ Biitlin kuyucuklara 100 L. TMB Substrat Cozeltisi pipetle eklenmistir.

e Mikrokuyucuk dizileri oda sicakliginda (18°C-25°C) 15-dakika siireyle
inkiibe edilmistir. Yogun 1518a maruziyetten kaginilmistir.

e Plaka f{izerindeki renk degisimi gozlenmis ve substrat reaksiyonu
durdurulmustur. Koyu mavi renk olustugunda Durdurma Cozeltisinin eklenmesi
onerilmektedir. 100 pL Durdurma Cozeltisi herbir kuyucuga hizlica pipetle eklenerek
enzim reaksiyonu durdurulmustur. Enzimin tamamen etkisiz hale gelmesi icin
Durdurma Cozeltisinin hizlica ve tekdiize sekilde mikrokuyucuklara yayilmasi
onemlidir. Sonuglar Durdurma Cozeltisi eklendikten hemen sonra okunmustur.

e Herbir mikrokuyucugun absorbansim1 ana dalga boyutu 450 nm
spektrofotometre de okunmustur.

e Standartlarin konsantrasyonu ve okunan absorbans degerlerine gore
analizin standart dogrusu ¢izilmis ve regresyon denklemi hesaplanmistir.

Denklemden yararlanarak drneklerdeki kaspaz-8 miktarlar1 belirlenmistir.
3.17. Protein Miktar Tayini

Olgiilen oksidatif stres parametreleri, protein miktarma oranlanarak ifade
edilmistir. Protein diizeylerinin saptanmasi i¢in Lowry metodu kullanilmigtir (143).
BSA standart ¢ozeltileri, kor (distile-deiyonize su) ve drneklerin 200°er uL’si iizerine
200 pL Cu reaktifi eklenmistir. Vortekslenip 10 dk oda 1sisinda bekletilmistir. Siire
sonunda tiiplere 600 pL folin-fenol ¢ozeltisi ilave edilmistir ve hemen vortekslenerek
50°C’lik su banyosunda 10 dk siire ile inkiibe edilmistir . Su banyosundan ¢ikan
tiiplerdeki ¢ozeltinin optik dansitesi 540 nm’de spektrofotometrede okunarak

standart dogru ¢izilmis ve drneklerin protein igerikleri saptanmistir.
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3.18. Calisma Grubunun Klinik Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Biyokimyasal olarak klinik parametrelerin analizi Ankara Keg¢ioren Mesleki
ve Cevresel Hastaliklar Hastanesi, Tibbi Biyokimya Laboratuvarinda
gerceklestirilmis olup bireylerin klinik verileri Gogiis Hastaliklar1 Poliklinigi’nde

bulunan uzman hekim tarafindan saglanmistir.
3.19. Istatiksel Analiz

[statistiksel analizler Windows Siiriim 22.0 i¢in paket program IBM SPSS'de
gergeklestirilmistir. Kolmogorov Smirnov testi: niimerik degiskenlerin normal
dagilima sahip olup olmadigini incelemek igin kullanilmistir. Gruplar arasinda
sayisal degiskenler arasinda fark olup olmadigi belirlemek icin Paired T Test
kullanilmuastir.

Sayisal degiskenler arasindaki iligki Pearson veya Spearman korelasyon
katsayisi tarafindan gosterilmistir. Tiim veriler ortalama + standart sapma (SS) olarak
ifade edilmistir. Biitiin karsilagtirmalarda, p degerlerinin 0,05'ten kiigiikk olmasi

anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Hastalara ait Demografik Bulgular

Ankara Mesleki ve Cevresel Hastaliklar Hastanesi, Dahiliye (I¢ Hastaliklar)
Poliklinigi’ne bagvuran kan Pb diizeyi 35 pg/dL iizerinde ve Pb intoksikasyonu tanisi
almig 42 hasta isciden (yas ortalamasi 35.69+7.58 yas, n=42) selasyon tedavisi
uygulanmasindan Oncesinde ve sonrasinda olmak iizere kan ve idrar Grnekleri
toplanmustir. Calisma grubu igerisinde bulunan hastalar, hastanede yatan 18 yas tizeri
yetiskin hasta grubundan sec¢ilmistir. Bu hastalara, selasyon tedavisi hastane
ortaminda uygulanmustir. {lgili uzman hekim tarafindan iscilerin mesleki &ykiisii,
maruziyetleri ve sigara Oykiisii alindiktan sonra klinik  parametreleri
degerlendirilmistir. Iscilerin tamamu erkektir. Iscilerin sigara kullanim aliskanliklari
degerlendirildiginde, 42 is¢ciden 38 is¢i sigara kullanirken 5 is¢i sigara
kullanmamaktadir.

Calisma grubunda yer alan, Pb intoksikasyonu tanist almis 42 is¢iden 20’si
akii is¢isi, 4’0 dokiim is¢isi, 1’1 kursun ftalasyon iscisi, 11°1 metal is¢isi, 3’1 PVC
boru fabrikas1 iscisidir. Iscilerin temel demografik &zelliklerine iliskin verileri Tablo

4.1.°de ve is¢ilerin karakteristik 6zellikleri Tablo 4.2.’de sunulmaktadir.



Tablo 4.1. Kursun maruziyeti is¢ilerin ¢aligsma alanlar1 ve ¢alisma siireleri (n=42).
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Uluslararasi1 Hastalik Siniflandirmasi

I’::gsta (1 nternati_onal Statistical Classification of Sg::g'(nyz:l) Calisma Alani
’ Diseases, ICD10) Tanilar1

1 Z10.0-Mesleki saglik muayenesi 1.5 Akii Iscisi

2 Z57-Mesleki risk faktorlerine maruz kalma 1 Akii Tscisi

3 Z57-Mesleki risk faktorlerine maruz kalma 3 Metal Isgisi

4 Z210.0-Mesleki saglik muayenesi 1.3 Metal Isgisi

5 Z10.0-Mesleki saglik muayenesi 24 Metal Iscisi/

Taslama

6 F41.1-Yaygin anksiyete bozuklugu 6 Metal Iscisi

7 Z10.0-Mesleki saglik muayenesi 4 Akii Iscisi

8 Z57-Mesleki risk faktorlerine maruz kalma 5 Dokiim Iscisi

9 Z57-Mesleki risk faktorlerine maruz kalma 15 Metal Isgisi

10 Z57-Mesleki risk faktorlerine maruz kalma 0.9 Dokiim Isgisi

11 Z57-Mesleki risk faktorlerine maruz kalma 8 Metal Isgisi

.. o Akii Isgisi/
12 Z57-Mesleki risk faktorlerine maruz kalma 18 .
Kursun Eritme

13 Z10.0-Mesleki saglik muayenesi 2 Akii Tscisi

14 G56.0-Karpal tiinel sendromu 15 PVC Boru Fabrikas: Iscisi

15 Z10.0-Mesleki saglik muayenesi 1.25 PVC Boru Fabrikas: Iscisi

16 Z210.0-Mesleki saglik muayenesi 8.5 PVC Boru Fabrikasi Iscisi

17 M51.8-Intervertebral disk bozukluklari diger, 19 Metal fscisi
tanimlanmig

18 Z210.0-Mesleki saglik muayenesi 4 Ak Iscisi

19 Z10.0-Mesleki saglik muayenesi 10 Kursun Ftalasyon Iscisi

20 Z210.0-Mesleki saglik muayenesi 2. Metal Iscisi

21 Z10.0-Mesleki saglik muayenesi 0.4 Metal Iscisi

22 Z710.0-Mesleki saglik muayenesi 1 Akii Iscisi

23 Z210.0-Mesleki saglik muayenesi 1.5 Metal Iscisi

24 Z10.0-Mesleki saglik muayenesi 1.3 Akii Tscisi

25 Z210.0-Mesleki saglik muayenesi 20 Dékiim Iscisi

26 Z10.0-Mesleki saglik muayenesi 4 Akii Tscisi

27 Z10.0-Mesleki saglik muayenesi 8 Akii Tscisi

28 Z57-Mesleki risk faktorlerine maruz kalma 1.25 Akii Iscisi

29 Z10.0-Mesleki saglik muayenesi 15 Akii Tscisi
J39-Ust solunum yolu diger hastaliklari/
Z10.0-Mesleki saglik muayenesi/ i

30 Z01-Yakinma Veyga bilinenyteshisi olmayan 0 Al Iscisi
kisilerin diger dzel

31 Z10.0-Mesleki saglik muayenesi 1 Akii Iscisi

32 Z10.0-Mesleki saglik muayenesi 0 Akii Iscisi

33 Z10.0-Mesleki saglik muayenesi 11 Metal Iscisi

34 Z10.0-Mesleki saglik muayenesi 1 Akii Iscisi

35 Z10.0-Mesleki saglik muayenesi 0.6 Akii Tscisi

36 Z10.0-Mesleki saglik muayenesi 5 Dékiim Iscisi

37 Z210.0-Mesleki saglik muayenesi 0.9 Akii Iscisi

38 F41.1-Yaygin anksiyete bozuklugu 1 Akii Tscisi

39 Z210.0-Mesleki saglik muayenesi 0.6 Akii Iscisi

40 Z10.0-Mesleki saglik muayenesi 1 Akii Iscisi
Z10.0-Mesleki saglik muayenesi/ i

i Z701.0-Goz ve gbr%ne mua}?]enesi J A gk

42 Z10.0-Mesleki saglik muayenesi 8 Akii Tscisi
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Tablo 4.2. Iscilerin karakteristik 6zellikleri (n=42).

OrtalamazStandart Sapma
Yas 35.69+7.58
Kilo (kg) 80.14+11.17
Boy (m) 1.72+0.05
BMI (kg/m?) 26.97+3.62
Calisma siiresi (y1l) 4.35+5.16

Iscilere ait selasyon tedavisi uygulamasi oncesi ve sonrasi klinik veriler

ortalamazstandart sapma seklinde Tablo 4.3.’te sunulmaktadir.

Tablo 4.3. Iscilere ait selasyon tedavisi uygulamasi dncesi ve sonrasi Klinik veriler

(n=42).

Selasyon Tedavisi
Oncesi Ortalamazx
Standart Sapma

Selasyon Tedavisi
Sonrasi Ortalama+
Standart Sapma

Hematokrit (HCT) (%) 47.23+£3.17 45.92+3.03
Hemoglobin (HGB) Diizeyi 15.79+1.17 15.48+0.94
(g/dL)

Kreatinin (mg/dL) 0.79+0.08 0.81+0.09*
Kan Ure Azotu (Blood Urine .
Nitrogen, BUN) (mg/dL) 13.00£3.27 11.22+2.68
Urik Asit (mg/dL) 5.12+1.01 4.87+1.12*
Kreatin Klerens (ml/dk) 154.90+48.03 117.99+41.70**
?ré:]s)aatllk Idrarda Kreatinin 93.84:58.61 69 86455.06%*
Glomeriiler Filtrasyon Hiz1

(Glomerular Filtration Rate, 115.96+8.39 113.91+10.69

GFR) Hesap (mL/dk)

* p<0,05

4.2. Iscilerin Kursun Diizeyleri

Iscilerin kan ve idrar Pb diizeyleri selasyon tedavisi dncesinde ve sonrasinda

Ol¢iilmiistiir. Pb konsantrasyonlarina iliskin ortalamatss degerleri Tablo 4.4.’te

sunulmaktadir. Elde edilen sonuglar, selasyon tedavisi ile kan ve idrar Pb

diizeylerinin anlaml sekilde azaldigini géstermistir (*p<0,001) (n=42).
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Tablo 4.4. Iscilerin selasyon tedavisi uygulamasi ncesi ve sonrasi kan (ug/L) ve
idrar (pug/dL) kursun diizeyleri (¥*p<0,001) (n=42).

Selasyon tedavisi 6ncesi

Selasyon tedavisi sonrasi

Idrar (ug/dL)

254.90+510.60

141.40+116.48

Kan (pg/L)

61.85+£29.55

22.71+8.30

4.3. Iscilerin Esansiyel Element Diizeyleri

Asagidaki grafiklerde goriildigi tizere, Pb maruziyeti i¢in uygulanan

selasyon tedavisinin Oncesi ve sonrasinda idrar, plazma ve eritrosit esansiyel element

diizeyleri 6l¢iilmiistiir.




88

- H Sncesi

sonrasi

Eritrosit

Sekil 4.1. Iscilerin selasyon tedavisinden once ve sonra 6lgiilen plazma, eritrosit ve
idrar Mg diizeyleri (ppm) (n=42); Oncesi: Selasyon tedavisinden once,
Sonrasi: Selasyon tedavisinden sonra.

Tablo 4.5. Iscilerin selasyon tedavisinden dnce ve sonra dlciilen plazma, eritrosit ve
idrar Mg diizeyleri (ppm) (n=42); Oncesi: Selasyon tedavisinden once,
Sonrasi: Selasyon tedavisinden sonra.

Ornek tiirii Oncesi (ppm) Sonrasi (ppm)
Plazma 14,21+1,37 14,66+2,81
Eritrosit 0,95+0,29 0,91+0,18
Idrar 29,97+9,80 28,46+10,94

Selasyon tedavisinden 6nce ve sonra isgilere ait plazma, eritrosit ve idrar

orenklerinde Olgiilen Mg diizeyleri (ppm) Sekil 4.1. ve Tablo 4.5.’te gosterilmistir.

Her ii¢ biyolojik o6rnekte de selasyon tedavisi 6ncesi ve sonrasinda istatistiksel olarak

anlamli bir degisim gozlenmemistir (N=42).
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aT

B dncesi

sonrasi

Plazma

Eritrosit

Sekil 4.2. Iscilerin selasyon tedavisinden &nce ve sonra Olciilen plazma, eritrosit ve
idrar Ca diizeyleri (ppm), (p<0,05) (n=42); Oncesi: Selasyon tedavisinden

once, Sonrasi: Selasyon tedavisinden sonra.

Tablo 4.6. iscilerin selasyon tedavisinden dnce ve sonra dl¢iilen plazma, eritrosit ve
idrar Ca diizeyleri (ppm), (p<0,05) (n=42); Oncesi: Selasyon tedavisinden

once, Sonrasi: Selasyon tedavisinden sonra.

Ornek tiirii Oncesi (ppm) Sonrasi (ppm)
Plazma 74,65+6,86 71,79+4,99
Eritrosit 13,89+15,02 17,69+14,92

Idrar 88,16+40,96 74,96+44,90

Selasyon tedavisinden 6nce ve sonra plazma, eritrosit ve idrar 6rneklerinde

Olgiilen Ca diizeyleri (ppm) Sekil 4.2. ve Tablo 4.6.’da verilmistir. Toplanan

orneklerden yalnizca plazma Ca diizeyleri selasyon tedavisi Oncesi ve sonrasinda

istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmistir (p<0,05) (n=42).




90

Zn (ppm)

B oncesi

sonrasi

Plazma

Eritrosit

Sekil 4.3. Iscilerin selasyon tedavisinden &nce ve sonra Olciilen plazma, eritrosit ve
idrar Zn diizeyleri (ppm), (p<0,05) (n=42); Oncesi: Selasyon tedavisinden

once, Sonrasi: Selasyon tedavisinden sonra.

Tablo 4.7. iscilerin selasyon tedavisinden dnce ve sonra dl¢iilen plazma, eritrosit ve
idrar Zn diizeyleri (ppm), (p<0,05) (n=42); Oncesi: Selasyon tedavisinden

once, Sonrasi: Selasyon tedavisinden sonra.

Ornek tiirii Oncesi (ppm) Sonrasi (ppm)
Plazma 1,74+0,36 1,72+0,49
Eritrosit 6,04+1,66 6,27+1,20
Idrar 0,46+0,32 0,16+0,23

Selasyon tedavisinden dnce ve sonra plazma, eritrosit ve idrar orneklerinde

Olgiilen Zn diizeyleri (ppm) Sekil 4.3. ve Tablo 4.7.°de verilmistir. Toplanan

orneklerden yalnizca idrar Zn diizeyleri selasyon tedavisi Oncesi ve sonrasinda

istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmistir (p<0,05) (n=42).




91

Cu (ppm)

H oncesi

sonrasi

Plazma

Eritrosit

Sekil 4.4. Iscilerin selasyon tedavisinden &nce ve sonra Olciilen plazma, eritrosit ve
idrar Cu diizeyleri (ppm), (p<0,05) (n=42); Oncesi: Selasyon tedavisinden

once, Sonrasi: Selasyon tedavisinden sonra.

Tablo 4.8. iscilerin selasyon tedavisinden dnce ve sonra dlgiilen plazma, eritrosit ve
idrar Cu diizeyleri (ppm), (p<0,05) (n=42); Oncesi: Selasyon tedavisinden

once, Sonrasi: Selasyon tedavisinden sonra.

Ornek tiirii Oncesi (ppm) Sonrasi (ppm)
Plazma 2,71+0,48 2,75+0,38
Eritrosit 3,41+1,55 3,56+1,64
Idrar 0,73+0,10 0,57+0,12

Iscilerden selasyon tedavisinden dnce ve sonra toplanan plazma, eritrosit ve

idrar orneklerinde Sekil 4.4. ve Tablo Tablo 4.8.’de 6zetlendigi sekilde Cu diizeyleri

(ppm) Olgilmistiir. Toplanan orneklerden yalnizca idrar Cu diizeyleri selasyon

tedavisi Oncesi ve sonrasinda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmistir

(p<0,05) (n=42).
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B dncesi

TN

Plazma

Eritrosit idrar

Sekil 4.5. Iscilerin selasyon tedavisinden &nce ve sonra Olciilen plazma, eritrosit ve
idrar Mn diizeyleri (ppb), (p<0,05) (n=42); Oncesi: Selasyon tedavisinden
once, Sonrasi: Selasyon tedavisinden sonra.

Tablo 4.9. iscilerin selasyon tedavisinden dnce ve sonra dl¢iilen plazma, eritrosit ve
idrar Mn diizeyleri (ppb), (p<0,05) (n=42); Oncesi: Selasyon tedavisinden
once, Sonrasi: Selasyon tedavisinden sonra.

Ornek tiirii Oncesi (ppb) Sonrasi (ppb)
Plazma 19,15+11,30 14,01+£7,23
Eritrosit 20,61+13,99 38,86+24,14

Idrar 20,38+17,38 21,02+14,20

Sekil 4.5. ve Tablo 4.9.’da gosterildigi {izere selasyon tedavisinden Once ve

sonra toplanan plazma, eritrosit ve idrar Orneklerinde Mn diizeyleri (ppm)

Olglilmistiir. S6z konusu 6rneklerden eritrosit Mn diizeyleri selasyon tedavisi dncesi

ve sonrasinda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artis gostermistir (p<0,05)

(n=42).
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H oncesi

sonrasi

Plazma Eritrosit

Sekil 4.6. Iscilerin selasyon tedavisinden dnce ve sonra Olciilen plazma, eritrosit ve
idrar Se diizeyleri (ppb), (p<0,05) (n=42); Oncesi: Selasyon tedavisinden
once, Sonrasi: Selasyon tedavisinden sonra.

Tablo 4.10. iscilerin selasyon tedavisinden dnce ve sonra dlgiilen plazma, eritrosit ve
idrar Se diizeyleri (ppb), (p<0,05) (n=42); Oncesi: Selasyon
tedavisinden Once, Sonrast: Selasyon tedavisinden sonra.

Ornek tiirii Oncesi (ppb) Sonrasi (ppb)
Plazma 2,41+0,43 1,294+0,52
Eritrosit 2,224+1,62 1,22+1,44
Idrar 0,61+0,35 0,22+0,18

Sekil 4.6. ve Tablo 4.10.’da gosterildigi tizere iscilerden selasyon tedavisi
oncesi ve sonrasinda toplanan plazma, eritrosit ve idrar orneklerinde Se diizeyleri
(ppb) Olciilmiistiir. Plazma, eritrosit ve idrar 6rneklerinin Se diizeyleri selasyon
tedavisi Oncesi ve sonrasinda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalma

gostermistir (p<0,05) (n=42).
4.4. Aminolevulinat Delta Dehidrataz (ALAD) Enzim Diizeyleri

Iscilere ait eritrosit drneklerinde ALAD enzim diizeyleri uygulanan selasyon

tedavisinin Oncesi ve sonrasinda kiyaslandiginda Sekil 4.7.’de ve Tablo 4.11.°de
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gosterildigi lizere selasyon sonrasi enzim diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli

sekilde arttig1 gosterilmistir (p<0,05) (n=42).

ALAD diizeyleri (ng/ml)

Oncesi

Sonrasl

Sekil 4.7. Iscilerin selasyon tedavisinden dnce ve sonra dl¢tilen ALAD enzim
diizeyleri (ng/mL), (p<0,05) (n=42); Oncesi: Selasyon tedavisinden once,

Sonrasi: Selasyon tedavisinden sonra.

Tablo 4.11. Iscilerin selasyon tedavisinden &nce ve sonra Olgiilen ALAD enzim
diizeyleri (ng/mL), (p<0,05) (n=42); Oncesi: Selasyon tedavisinden

once, Sonrasi: Selasyon tedavisinden sonra.

Oncesi

Sonrasi

ALAD enzim diizeyi

1,71£1,06
(ng/mL)

2,46+1,44

4.5. Aminolevulinat Delta Dehidrataz (ALAD) Enzim Gen

Polimorfizminin Degerlendirilmesi

Kursun maruziyeti olan is¢ilerin ALAD gen polimorfizmleri ¢aligilmistir. 36
isgide ALAD:.1 (Hasta No. 1, 2, 3, 5-9, 11-17, 19, 20, 22, 23, 24, 26-34, 36-42), 5
iscide ALAD1» (Hasta No. 4, 18, 21, 25, 35), 1 is¢ide ALAD2> (Hasta No0.10)
izozimi tespit edilmistir. Iscilerin ALAD genotiplerine iliskin bilgiler Tablo 4.12.’de

sunulmaktadir. Bu isgilerde, kan Pb diizeylerinin tedavi Oncesi ortalamaya gore

yiikksek oldugu goriilmiis olmakla birlikte saymin az olmasi nedeniyle kan Pb

diizeyleri ile iligkili anlaml1 bir istatistiksel degerlendirme yapilamamastir.




Tablo 4.12. Calismada yer alan kursun maruziyeti olan is¢ilerin ALAD Genotipleri
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(n=42).

Hasta No. ALAD Genotipi

1 ALAD:.1 Homozigotu
2 ALAD:.1 Homozigotu
3 ALAD:.1 Homozigotu
4 ALAD:-2 Heterozigotu
5 ALAD;.1 Homozigotu
6 ALAD:.1 Homozigotu
7 ALAD;.1 Homozigotu
8 ALAD:.1 Homozigotu
9 ALAD;.1 Homozigotu
10 ALAD2-2 Homozigotu
11 ALAD:.1 Homozigotu
12 ALAD;.;1 Homozigotu
13 ALAD;.1 Homozigotu
14 ALAD;.;1 Homozigotu
15 ALAD;.1 Homozigotu
16 ALAD;.;1 Homozigotu
17 ALAD;.;1 Homozigotu
18 ALAD:-2 Heterozigotu
19 ALAD;.;1 Homozigotu
20 ALAD;.1 Homozigotu
21 ALAD:1-2 Heterozigotu
22 ALAD:.1 Homozigotu
23 ALAD;.1 Homozigotu
24 ALAD;.;1 Homozigotu
25 ALAD:-2 Heterozigotu
26 ALAD;.;1 Homozigotu
27 ALAD:.1 Homozigotu
28 ALAD;.;1 Homozigotu
29 ALAD;.1 Homozigotu
30 ALAD;.; Homozigotu
31 ALAD;.1 Homozigotu
32 ALAD;.1 Homozigotu
33 ALAD;.;1 Homozigotu
34 ALAD;.; Homozigotu
35 ALAD:-2 Heterozigotu
36 ALAD;.;1 Homozigotu
37 ALAD;.; Homozigotu
38 ALAD:.1 Homozigotu
39 ALAD;.1 Homozigotu
40 ALAD:.1 Homozigotu
41 ALAD;.; Homozigotu
42 ALAD:.1 Homozigotu
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Sekil 4.8. G177C ALAD Polimorfizm i¢in agaroz jel elektroforezi. (A) M1, 1 kb
DNA molekiil agirligr belirteci (Genesta); 1. sira, Dijeste edilmemis iiriin
917 bp. (B) M2, 100 bp DNA molekiil agirligr belirteci (Genesta); Sira 1-
3: Homozigot ALAD:.1 (548 bp), Sira 4: Heterozigot ALAD1» (548 bp ve
513 bp).

4.6. Glutatyon (GSH) Diizeyleri

Kursun maruziyeti olan is¢ilere uygulanan selasyon tedavisinin Oncesi ve
sonrasinda kiyaslandiginda, hiicre i¢i antioksidan molekiillerinden biri olan GSH
diizeylerinin plazma Orneklerinde istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigi

gosterilmistir (Sekil 4.9. ve Tablo 4.13.) (p<0,05, n=42).
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oncesi

GSH (Umol/L)

Sekil 4.9. iscilerin selasyon tedavisinden 6nce ve sonra Slgiilen GSH dizeyleri
(Umol/L) (p<0,05) (n=42); Oncesi: Selasyon tedavisinden dnce, Sonras:
Selasyon tedavisinden sonra.

Tablo 4.13. Iscilerin selasyon tedavisinden &nce ve sonra Slgiilen GSH diizeyleri
(Umol/L), (p<0,05) (n=42); Oncesi: Selasyon tedavisinden dnce,
Sonrasi: Selasyon tedavisinden sonra.

Oncesi

Sonrasi

GSH diizeyleri (Umol/L)

11,17+5,94

10,18+5,38

4.7. Glutatyon Peroksidaz (GPx) Enzim Aktivitesi

Kursun maruziyeti olan iscilere ait plazma Orneklerinde GPx aktivitesi

uygulanan selasyon tedavisinin oncesi ve sonrasinda Ol¢iilmiis ve selasyon tedavisi

sonrasinda anlamli bir degisim gézlenmemistir (Sekil 4.10. ve Tablo 4.14.) (n=42).
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GPx diizeyleri (IU/ml)

Sonrasi

Sekil 4.10. Selasyon tedavisi dncesinde ve sonrasinda plazma GPx (IU/mL)
aktivitesi (p<0,05) (n=42); Oncesi: Selasyon tedavisinden dnce, Sonrast:
Selasyon tedavisinden sonra.

Tablo 4.14. Iscilerin selasyon tedavisinden 6nce ve sonra 6l¢iilen GPx (IU/mL)
aktivitesi (p<0,05) (n=42); Oncesi: Selasyon tedavisinden 6nce, Sonrast:
Selasyon tedavisinden sonra.

Oncesi Sonrasi

Glutatyon Peroksidaz

. 54,69+11,46 52,41+12,64
(GPx) aktivitesi (1U/mL)

4.8. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesi

Kursun maruziyeti olan isgilere ait eritrosit Orneklerinde SOD enzim
aktivitesi uygulanan selasyon tedavisinin dncesi ve sonrasinda ol¢iilmiis ve selasyon
tedavisi sonrasinda SOD enzim aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli sekilde

arttig1 gosterilmistir (Sekil 4.11. ve Tablo 4.15.) (p<0,05, n=42).



SOD (IU/mg protein)

dncesi

Sekil 4.11. Iscilerin selasyon tedavisinden dnce ve sonra dlciilen plazma SOD
(IU/mg protein) aktivitesi, (p<0,05) (n=42); Oncesi: Selasyon
tedavisinden Once, Sonrasi: Selasyon tedavisinden sonra.

Tablo 4.15. Iscilerin selasyon tedavisinden dnce ve sonra 6l¢iilen plazma SOD
(1U/mg protein) aktivitesi, (p<0,05) (n=42); Oncesi: Selasyon
tedavisinden Once, Sonrast: Selasyon tedavisinden sonra.
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Oncesi Sonrasi

SOD aktivitesi (IU/mg protein) 1,57+1,00 2,27+1,13
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4.9. Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesi

Iscilere ait eritrosit Orneklerinde CAT aktivitesi uygulanan selasyon
tedavisinin Oncesi ve sonrasinda Ol¢iilmiis ve selasyon tedavisi sonrasi CAT
aktivitelerinde meydana gelen artisin istatistiksel olarak anlamli  oldugu

gosterilmistir. (Sekil 4.12 ve Tablo 4.16.) (p<0,05, n=42).

CAT (IU/mg protein)

Sonrasi

Sekil 4.12. Iscilerin selasyon tedavisinden &nce ve sonra dlgiilen plazma CAT
aktivitesi (IU/mg protein), (p<0,05) (n=42); Oncesi: Selasyon
tedavisinden Once, Sonrasi: Selasyon tedavisinden sonra.

Tablo 4.16. Iscilerin selasyon tedavisinden &nce ve sonra Gl¢iilen plazma CAT
aktivitesi (IU/mg protein), (p<0,05) (n=42); Oncesi: Selasyon
tedavisinden 6nce, Sonrasi: Selasyon tedavisinden sonra.

Oncesi Sonrasi

CAT aktivitesi (I1U/mg protein) 5,8+1,9 8,1+4,0
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4.10. Malondialdehit (MDA) Diizeyleri

Kursun maruziyeti olan iscilere ait plazma orneklerinde uygulanan selasyon
tedavisinin oncesi ve sonrasinda lipit peroksidasyonunun 6nemli bir gostergesi olan
MDA diizeyleri o6l¢iilmiistiir. Selasyon tedavisi sonrast MDA diizeylerin istatistiksel
olarak anlamli sekilde azaldigi gosterilmistir (Sekil 4.13. ve Tablo 4.17.) (p<0,05)
(n=42).

MDA diizeyleri (nmol/ml)

sonrasi

Sekil 4.13. Iscilerin selasyon tedavisinden dnce ve sonra Sl¢tilen plazma MDA
diizeyleri (nmol/mL), (p<0,05) (n=42); Oncesi: Selasyon tedavisinden
once, Sonrasi: Selasyon tedavisinden sonra.

Tablo 4.17. Iscilerin selasyon tedavisinden &nce ve sonra Slgiilen plazma MDA
diizeyleri (nmol/mL), (p<0,05) (n=42); Oncesi: Selasyon tedavisinden
once, Sonrasi: Selasyon tedavisinden sonra.

Oncesi Sonrasi

Malondialdehit (MDA)
23,3047,79 20,02+4,16

diizeyleri (nmol/mL)




102

4.11. Protein Karbonil (CO) Diizeyleri

Kursun maruziyeti olan is¢ilere ait plazma oOrneklerinde protein
oksidasyonunu degerlendirmek {izere uygulanan selasyon tedavisinin Oncesi ve
sonrasinda CO diizeyleri Ol¢lilmiistiir. Selasyon tedavisi sonrasi diizeylerdeki artisin
istatistiksel olarak anlamli oldugu gosterilmistir (Sekil 4.14. ve Tablo 4.18., p<0,05)
(n=42).

CO diizeyleri (ng/ml)

sonrasl

Sekil 4.14. Iscilerin selasyon tedavisinden dnce ve sonra dlgiilen plazma insan
Protein Karbonil (CO) diizeyleri (ng/mL) (p<0,05) (n=42); Oncesi:
Selasyon tedavisinden 6nce, Sonrasi: Selasyon tedavisinden sonra.

Tablo 4.18. Iscilerin selasyon tedavisinden &nce ve sonra dlgiilen plazma insan
Protein Karbonil (CO) diizeyleri (ng/mL), (p<0,05) (n=42); Oncesi:
Selasyon tedavisinden 6nce, Sonrasi: Selasyon tedavisinden sonra.

Oncesi Sonrasi

Protein Karbonil diizeyleri (ng/mL) 58.,98+29,53 64,01+29,72
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4.12. 8-Hidroksi Deoksi Guanozin (8-OHdG) Diizeyleri

Kursun maruziyeti olan iscilere ait idrar 6rneklerinde DNA oksidasyonunun
onemli bir gostergesi olan 8-OHAG diizeyleri uygulanan selasyon tedavisinin oncesi
ve sonrasinda kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli sekilde selasyon sonrasi

diizeylerinin azaldigi gosterilmistir (Sekil 4.15. ve Tablo 4.19.) (p<0,05) (n=42).

8-OHdG diizeyleri (ng/ml)

sonrasi

Sekil 4.15. Iscilerin selasyon tedavisinden dnce ve sonra dlgiilen plazma 8-OHdG
diizeyleri (ng/mL), (p<0,05) (n=42); Oncesi: Selasyon tedavisinden 6nce,
Sonrasi: Selasyon tedavisinden sonra.

Tablo 4.19. Iscilerin selasyon tedavisinden &nce ve sonra 6l¢iilen plazma 8-OHdG
diizeyleri (ng/mL), (p<0,05) (n=42); Oncesi: Selasyon tedavisinden
once, Sonrasi: Selasyon tedavisinden sonra.

Oncesi Sonrasi

8-OHdG diizeyleri (ng/mL) 22,98+4,11 21,0043,58
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4.13. Kaspaz 8 Diizeyleri

Kursun maruziyeti olan isgilerde indiiklenen olasi apoptozu degerlendirmek
tizere Olgiilen kaspaz-8 diizeylerinin, selasyon tedavisinin Oncesi ve sonrasinda
karsilagtirmast yapilmis, tedavisi sonrasinda istatistiksel olarak anlamli gsekilde

azaldig1 gosterilmistir (Sekil 4.16. ve Tablo 4.20.) (p<0,05) (n=42).

Kaspaz-8 (ng/mL)

dncesi sonrasl

Sekil 4.16. Iscilerin selasyon tedavisinden dnce ve sonra Ol¢iilen plazma Kaspaz-8
diizeyleri (ng/mL), (p<0,05) (n=42); Oncesi: Selasyon tedavisinden once,
Sonrasi: Selasyon tedavisinden sonra.

Tablo 4.20. Iscilerin selasyon tedavisinden &nce ve sonra dlciilen plazma Kaspaz 8
diizeyleri (ng/mL), (p<0,05) (n=42); Oncesi: Selasyon tedavisinden
once, Sonrasi: Selasyon tedavisinden sonra.

Oncesi Sonrasi

Kaspaz 8 diizeyleri (ng/ml) 0,36+0,03 0,33+0,01
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4.14. Olgiilen Oksidatif Stres Parametreleri Arasindaki Iliskiye Ait

Korelasyon Bulgulari

Tablo 4.21.’de diizeyleri olgiilen oksidatif stres parametreleri arasindaki olasi
korelasyonlar gosterilmistir.

Tablodan goriildiigii gibi GSH diizeyleri ile oksidatif stres parametresi olarak
olgiilen MDA (r=-0,462; p<0,001), GPx (r=0.147; p<0,001), 8-OHdG (r=-0,454,
p<0,001) ve CO (r=-0,360; p<0,001) diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
pozitif, kaspaz-8 (r=-0,212; p<0,05) diizeyleri ile ise anlamli negatif korelasyon
belirlenmistir. Kaspaz-8 diizeyleri ile lipit peroksidasyon parametresi olan MDA (r=-
0,207; p<0,05), ve protein oksidasyonu parametresi olan CO (r=-0,211; p<0,05)
diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli negatif korelasyon goriilmistiir (n=42).

Antioksidan enzimlerden CAT ile SOD (r=0,233; p<0,05) aktiviteleri
arasinda anlamli pozitif korelasyon belirlenmistir. Ayrica, SOD aktivitesi ile CO
(r=0,244; p<0,05) diizeyleri arasinda da anlamli pozitif korelasyon saptanmistir
(n=42).

Oksidatif stresin Onemli gostergelerinden biri olan MDA ile 80HdG
(r=0,286; p<0,05) ve CO (r=0,275; p<0,05) diizeyleri arasinda da yine tablodan
goriildiigi gibi istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon belirlenmistir (n=42).
Benzer sekilde GPx diizeyleri ile 8-OHdG (r=0,622; p<0,001) ve CO (r=0,322;
p<0,005) diizeyleri arasinda da anlamli pozitif korelasyon oldugu goriilmiistiir.
Bunlara ek olarak 8-OHdG ve CO (r=0,351; p<0,005) arasinda da istatistiksel olarak

anlamli1 pozitif korelasyon saptanmistir (n=42).
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Tablo 4.21. Tez kapsaminda 6l¢iilen oksidatif stres parametrelerinin korelasyonlari.

GSH | Kaspaz8] CAT SOD MDA GPx OHdG CO
GSH r 1 -212" 0,037 0,127 462" 0,147 454" 360"
p 0,035 0,376 0,171 0,001 0,124 0,001 0,001
Kaspaz8 r -212° 1 -0075 -0045 -2077| -0098] -0064f -211"
p 0,035 0,261, 0,371 0,049 0,221, 0,305 0,044
CAT r 0,037 -0,075 1 233" -0,196 0,028 0,011 0,167
p 0,376 0,261 0,039 0,056 0,412 0,465 0,085
SOD r 0,127 -0,045 233" 1 0,026 0,019 0,187 244"
p 0,171 0,371 0,039 0,429 0,45 0,096 0,044
MDA r 4627 -2071 -0,196 0,026 1  -0,063 286" 275"
p 0 0,049 0,056 0,429 0,316 0,012 0,015
GPx r 0,147 -0,098 0,028 0,019 -0,063 1 622" 322"
p 0,124 0,221 0,412 0,45 0,316 0,001 0,004
OHdG r 45471 -0,064 0,011 0,187 286" 622" 1 351"
p 0 0,305 0,465, 0,096 0,012 0,001 0,002
co r 3607 -211 0167 244 2751 3227 3517 1
p 0,001 0,044 0,085, 0,044, 0,015 0,004 0,002
[yt Jorta gl 7]
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5. TARTISMA

Bu tez ¢alismasinin amaci, Pb’nin mesleki maruziyetini takiben uygulanan
selasyon tedavisinin Pb toksisitesini gosteren bazi parametreler iizerindeki etkisinin
degerlendirilmesidir.

Kursun, ¢evrede yaygin olarak bulunan toksik bir elementtir. insanlarin Pb
maruziyeti, en ¢ok hava, gida ve su yoluyla olmaktadir. Cocuklarda, Pb igeren ev ve
sokak tozu ve Pb igeren boyalar da 6nemli maruziyet kaynaklaridir (144).

Aktlimiilatér yapim ve tamiri, matbaacilik, pil iiretimi, kaynakgilik, boyacilik,
Pb izabehaneleri gibi Pb kullanilan is kollarinda ¢alisan is¢iler; meslekleri nedeniyle
Pb’ye maruz kalmaktadirlar. Ulkemizde, akiimiilatdr sanayisinde ¢alisan iscilerde
goriilen Pb zehirlenmeleri, 6nemli meslek hastaliklarindan biridir. Yiiksek kan Pb
diizeyine sahip c¢ok sayida isci, maruziyet sikayetleri ile hastaneye bagvurmaktadir.
Pb, insanda bir¢ok organ ve sistemi etkileyen toksik bir metaldir. Pb’un, hematolojik,
norolojik, renal, immiin sistem, kardiyovaskiiler, tireme sistemi, kemik tizerinde
toksik etkileri s6z konusudur. Ayrica, Pb’a maruz kalan iscilerde; mide, akciger,
mesane kanserlerinden oOliimiin 6nemli derecede arttigin1 gdsteren caligsmalar
bulunmaktadir (145).

Pb toksisitesinde onemli risk faktorleri, yas, beslenme, esansiyel elementler
ve sosyoekonomik durum olarak belirlenmistir. Bebekler ve ¢ocuklar, Pb toksisitesi
yoniinden daha fazla risk altindadir. Pb toksisitesini, beslenme de etkilemektedir.
Suda ve diger iceceklerdeki Pb, gidadaki Pb’dan daha fazla absorbe olmaktadir.
Diyetin kompozisyonunun Pb alimini etkiledigi, 6zellikle ytliksek protein igeriginin
Pb emilimini azalttigi gosterilmistir (144). Siganlarda yiiriitiilen bir ¢alismada,
tilketilen igme suyu hacmindeki farkliliklar veya endokrin fonksiyonlardaki
farkliliklar nedeniyle Pb toksisitesinin erkek sicanlari disi sicanlardan daha fazla
etkiledigi gosterilmistir (146).

Insan viicudunda biyolojik sistemin isleyebilmesi i¢in 26 elementin insan igin
esansiyel oldugu kabul edilmektedir. Bunlardan 11'i major element, 15'1 ise eser
element olarak tanimlanmistir. Major elementlerden 5'i karbon, hidrojen, azot,
oksijen ve siilfiir "bulk" elementler, 6's1 ise, sodyum, potasyum, Ca, Mg, klor ve
fosfor makromineral olarak tanimlanmaktadir. "Bulk" elementler ve makromineraller

viicut dokularinda g/kg diizeylerinde bulunurlar. Cu, Zn, Se, Fe gibi eser
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elementlerin insan organizmasindaki konsantrasyonlari ise c¢ok daha diisiiktiir.
Dokulardaki diizeyleri, miligram veya mikrogram olarak ifade edilir. Major
elementler ve eser elementlerin canli organizmasinin ¢esitli fonksiyonlarinda rolleri
vardir ve esansiyel olarak kabul edilmektedirler (147).

Toksik elementlere maruz kalmanin esansiyel element diizeylerini etkiledigi
farkli galismalarla gosterilmistir. Ornegin inorganik Pb’a maruziyetin, hayvan ve
insanda total serum Ca diizeylerinde azalmaya yol agtig1 gosterilmistir (148). Ancak,
Pb’un serum Ca diizeylerine etkisi konusundaki caligmalarda, farkli sonuglar sz
konusudur. Bazi arastiricmacilar tarafindan sadece, yliksek dozda Pb’a maruziyette,
serum Ca diizeylerinin arttigi da bildirilmistir. Bu da, Pb tarafindan kemikten Ca
mobilizasyonu olmas: ile iliskilendirilmistir (149). Pb, gastrointestinal kanaldan
absorbe olma, dokuda birikme ve metaloenzimlerde kofaktor gorevi igin esansiyel
elementlerle, 6zellikle Ca, Fe ve Zn ile etkilesmekte veya hedef proteinleri i¢in
yarigsmaktadir. Ca ve Fe eksikliginde, Pb absorbsiyonunun arttig1 kanitlarla
gosterilmistir. Diyetteki Zn’nun artirilmasi ile, Pb’un dokularda birikimi ve
toksisitesi  azalmaktadir. Bu  etkinin, Pb’un gastrointestinal  kanaldan
absorbsiyonunun azalmasina bagli oldugu sanilmaktadir (144).

Sicanlarda, diyetlerindeki Ca azaldiginda, Pb absorbsiyonunun arttig1 rapor
edilmistir.  Yine Ca eksikliginde, Pb itrahinin azaldigi bildirilmistir. Fe eksikligi
olusturulmus sican ve farelerde, diyetteki Pb daha fazla absorbe olmaktadir.
Sicanlarda, diyette Zn eksikliginde, Pb absorpsiyonu artmakta, Zn desteklenmesi ise,
absorpsiyonu azaltmaktadir. Hayvanlarda yapilmis bazi ¢alismalar Cu’in, Pb
toksisitesinin  baz1 parametreleri lizerinde koruyucu bir etkisi oldugunu
diistindiirmektedir (147). Ancak, Cu’in Pb’un toksik etkilerini siddetlendirdigini ileri
sliren ¢aligmalar da vardir (150).

Pb’a maruzbirakilmis sicanlarda yapilan bir ¢alismada, beyin Zn, Cu, Fe ve
Mg diizeylerinde 6nemli azalmalar rapor edilmistir (147). Baz1 agir metallerin toksik
etkilerinin, esansiyel elementler tarafindan oOnlenebildigine dair deneysel veriler,
insanin metal maruziyetinin toksik etkilerinden korunmasinda esansiyel elementlerin
yararli katkilarinin olabileceginin ileri siiriilmesine yol agmistir. Bunun tersi olarak,
esansiyel elementlerin eksikligi, metallerin toksisitesinde artisa neden olabilmektedir.

Bu yiizden Pb, Cd, civa (Hg) gibi agir metallerin esansiyel elementlerle etkilesmesi,
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toksikoloji yoniinden 6nem kazanmaktadir. Hayvan c¢alismalari, Pb toksisitesinin,
diyetteki ve dokulardaki Fe, Ca, Zn, Se, krom (Cr) gibi baz1 esansiyel elementeler
tarafindan etkilendigini  gostermistir. Yapilan c¢alismalarda, genellikle bu
elementlerin eksikliginin, Pb absorbsiyon ve toksisitesini artirdigi gosterilmistir. Bu
elementlerin takviyesi ise, Pb’un toksik etkilerinden korunmada, yararh
goziikmektedir. Ancak bazi geliskili sonuglar igeren calismalar da bulunmaktadir
(150).

Pb zehirlenmesinde, Fe’in kullanimindaki azalmaya bagli olarak, serum ve
plazma Fe diizeylerinin artabilecegi bildirilmistir. Bazi calismalarda ise, Pb
maruziyetinin, Fe absorpsiyonunu etkileyerek, Fe eksikligine yol agabilecegine isaret
edilmektedir. Cocuklarda, Fe eksikligi prevalansinin, kan Pb konsantrasyonu yiiksek
olanlarda, daha fazla oldugu gosterilmistir. Pb zehirlenmesi ve Fe eksikligi
arasindaki bu iliskinin bir nedeninin de, Pb’un Fe absorpsiyonunu bozarak, Fe
eksikligi olusturmasina bagli olabilecegi ileri siiriilmustiir (120).

Pb’a maruziyetin Cu iizerine etkileri konusunda da celiskili sonuglar s6z
konusudur. Bir ¢alismada, 250 ppm ve 500 ppm Pb’a maruz kalan sicanlarda,
karaciger, bobrek ve kalp Cu diizeyleri 6nemli derecede azalmistir. 500 ppm Pb
maruziyetinde ise, serum ve dalak Cu diizeyleri de azalmistir (151). Diger bir
calismada ise, Pb’a maruziyetin, dokulardaki Cu diizeylerini artirdig1 gosterilmistir
(150). Bu celiskili sonuglarin deney hayvanlarinin diyetlerindeki farkliliklardan
kaynaklanabilecegi belirtilmistir. Pb’a maruziyetin Zn’nun absorpsiyon ve/veya
dokuya alinimini azaltabilecegi ileri siiriilmiistiir. Siganlarda yapilan bir ¢alismada,
Pb’a maruziyetin Zn itrahim1 artirdigt ve plazma Zn diizeylerini azalttig
bildirilmistir. Diger bir ¢calismada ise, Pb’a maruziyetin Zn itrahin1 artirdigi, kemik,
testis ve beyinde Zn diizeylerini azalttigi, ancak plazma Zn diizeylerini
degistirmedigi gosterilmistir (148).

Pb maruziyetinin kendisi disinda uygulanan selasyon tedavisi de esansiyel
element eksikligini derinlestirebilmektedir. Pb dahil olmak iizere toksik metal
zehirlenme vakalari, EDTA, 2,3-dimerkaptopropanol (BAL) ve mezo-2,3-
dimerkaptostiksinik asit (DMSA) gibi selasyon ajanlar1 ile tedavi edilmektedir.
Kalsiyum disodyum etilen diamin tetra asetik asit (CaNa,EDTA) gibi metal selasyon

ajanlan ile tedavi, kursunun toksik etkilerini gidermek i¢in hala en iyi terapdtik
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yaklasimdir (114). Selasyon tedavisinin mekanizmasi, idrarla atilan selator-metal
komplekslerinin (selatlar) olusturulmasidir. Bununla birlikte, EDTA’nin yiiksek
selasyon giicli nedeniyle toksik metallere karsi seciciligi yoktur ve homeostazin
degismesi gibi diger saglik sorunlarina neden olacak sekilde endojen metallerle (Cu,
Zn, Mg ve Ca) kompleksler olustur (152). Kursun zehirlenmesinin tedavisi tizerine
yiriitillen ¢aligmalar alternatif tedavi sekilleri aramaktadir (114).

Bu tez ¢alismasinda, Mg diizeyleri i¢in isgilerin plazma, eritrosit ve idrar
olmak tizere her ti¢ biyolojik 6rneginde selasyon tedavisi 6ncesinde ve sonrasinda
6l¢tim yapilmis, fakat istatistiksel olarak anlamli bir degisim gézlenmemistir (n=42).
Selasyon tedavisinden Once ve sonra Olgiilen plazma, eritrosit ve idrar Ca
diizeylerinden yalnizca plazma Ca diizeyleri selasyon tedavisi oncesi ve sonrasinda
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmistir (p<0,05) (n=42). Selasyon
tedavisinden once ve sonra Olgiilen Zn ve Cu diizeyleri plazma, eritrosit ve idrar
orneklerinden yalnizca idrar Zn ve Cu diizeyleri selasyon tedavisi Oncesi ve
sonrasinda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmistir (p<0,05) (n=42).
Selasyon tedavisinden dnce ve sonra toplanan plazma, eritrosit ve idrar drneklerinde
Mn diizeyleri i¢in s6z konusu Orneklerden eritrosit Mn diizeyleri selasyon tedavisi
Oncesi ve sonrasinda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artis gostermistir (p<0,05)
(n=42). iscilerin selasyon tedavisi dncesi ve sonrasinda toplanan plazma, eritrosit ve
idrar Orneklerinde Se diizeyleri degerlendirildiginda plazma, eritrosit ve idrar
orneklerinin Se diizeyleri selasyon tedavisi oncesi ve sonrasinda istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde azalma gostermistir (p<0,05) (n=42).

Bu tez calismasinin hipotezine uygun olarak, plazma esansiyel elementlerinin
diizeyleri iizerine selasyon tedavisinin etkisi degerlendirildiginde Ca, Mn ve Se
diizeylerinin selasyon tedavisi ile literatiirii de destekler sekilde anlamli olarak
azaldigi Dbelirlenmistir. Bu durum, Pb maruziyet grubuna esansiyel element
desteginin anlamli olabilecegini diistindiirmiistiir.

Oksidatif stres, Pb’nin toksik etkilerini gosterdigi baslica mekanizmalarindan
biri olarak degerlendirilmektedir. Beynin, nispeten zayif antioksidan savunma,
yiiksek oksijen kullanimi, yliksek Fe icerigi ve ayrica ROS iiretimine bagl olarak
norotransmitter seviyelerinde degisikliklere yol agabilecek asir1 coklu doymamis yag

asitlerinin mevcudiyeti nedeniyle oksidatif hasara karsi yiiksek derecede duyarli
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oldugu yaygin olarak rapor edilmektedir (48). Viicuda daha yiiksek miktarda Fe
alimi, hiicresel hasara neden olabilecek cesitli serbest radikaller iireten Fenton
reaksiyonu yoluyla ROS olusumuyla iligkili hiicresel hasara neden olur. Ayrica asir1
Fe ile yiiklenen beyin hiicreleri, SOD ile Oz tiiketerek veya CAT ile H20.'yi
pargalayarak ve aktivitelerini artirarak antioksidan savunma mekanizmalari
gelistirebilir (153).

Kursunun olusturdugu oksidatif hasarin mekanizmalarinda, ROS artis1 sonucu
lipit peroksidasyonu ile hiicrelerdeki SH (tiyol) grubu tasiyan antioksidan savunma
sistemlerinin tiiketilmesi basrolii oynamaktadir (114). Linoleik, linolenik ve
aragidonik asidin Pb ile inkiibasyona birakildigt bir c¢alismada, lipit
peroksidasyonunun gostergesi olan MDA miktarinin arttigini goriilmiistiir. Daha
sonraki ¢aligmalarda ise Pb’ye maruz kalan dokularda lipit peroksidasyonunun arttigi
ve antioksidan savunma sisteminin azaldigi goriilmistiir (154). El-Sokkary ve ark.
(155), Pb’ye maruz birakilan si¢anlarin beyin homojenatlarinda lipit peroksidasyo-
nunun Tiyobarbitiirik Asit Reaktif Maddeler (Thiobarbituric acid reactive
substances, TBARS) olarak, antioksidan enzimler azalirken arttigini tespit
etmiglerdir. Siganlara oral yolla 5 hafta siiresince 2000 ppm Pb asetat verilerek
yapilmis olan bir ¢aligmada, serumdaki MDA miktarinin da arttig1 tespit edilmistir
(156).

Bununla birlikte, ROS'un neden oldugu protein modifikasyonlari, proteinlerin
lizin, arginin, prolin ve histidin yan zincirleri oksitlendiginde olusan CO tiirevlerini
tiretir. Pb asetat veya nitrat ile tedavi edilen siganlarin serumunda, beyin dokusunda,
karaciger dokusunda ve kemik iliginde CO igeriginde bir artig bildirilmistir (104).
Tez calismamizda da, literatiir ile uyumlu sekilde selasyon tedavisi sonrasi
diizeylerdeki artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu gosterilmistir.

8-OHdG, oksidatif DNA hasarinin bir {iriiniidir ve genom stabilitesini
incelerken genotoksik maruziyetin bir biyolojik belirteci olarak kabul edilir.
Szymanska-Chabowska ve ark. tarafindan 2009’da; Leelapongwattana and Bordeerat
2020’de; Nsonwu-Anyanwu 2021’de; Singh ve ark. tarafindan 2021’de yiiriitiilen
caligmalarin sonuglari, Pb’ye maruz kalan popiilasyonda kontrolden daha yiiksek kan

8-OHdG igerigine isaret etmistir (157).
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Kursunun SH gruplar i¢in yiliksek bir afinitesi vardir, bu nedenle Pb bir¢ok
antioksidan enzimi ve SH gruplar1 i¢ceren molekiiller olan tripeptit GSH’1 ve GSH ile
ilgili enzimleri (GPx, glutatyon rediiktaz (GSR), glutatyon sentetaz (GSS) ve
glutamat-sistein ligazlar (GCLs)) etkileyerek islevlerini inhibe eder ve hiicresel
redoks durumunun dengesini bozar. Bununla birlikte, Pb kronik maruziyeti olan
bireylerde yiiriitillen bir calismada, GSH seviyeleri iizerinde Pb maruziyetinin
etkisinin gozlemlenmemis olmas1 dikkat c¢ekicidir. GSH sentezinin, hiicresel
oksidasyon siirecleri sirasinda diizenleyici bir mekanizma olarak arttig
bilinmektedir. Bu nedenle, Pb’ye maruz kalmayan bireyler ile diisiik veya orta
derecede kan Pb diizeyine sahip bireyler, oOzellikle kronik maruziyette,
karsilagtirildiginda GSH seviyelerinde goreceli bir artis gozlemlemek miimkiindiir.
Ancak, Pb'ye maruz kalma seviyesi ¢ok yliksek oldugunda, GSH sentezi, okside
glutatyon (Glutatyon disiilfit, GSSG)’a oksidasyonu telafi etmek igin yetersiz hale
gelebilir ve sonug olarak GSH seviyelerinde bir diisiis olabilir (158).

Kursun, insan viicudunda major tiyol antioksidani olarak gorev yapan GSH
icerigini sadece tiiketmekle kalmaz, ayn1 zamanda fonksiyonel tiyol gruplarina sahip
SOD, CAT ve GPx gibi antioksidan enzimleri de etkisiz hale getirebilir (104, 159).
SOD, CAT tarafindan pargalanarak H>O2’ye doniisen O27‘i kullanan antioksidan
enzimdir. Her iki enzim de Pb kaynakli oksidatif strese karsi antioksidan savunma
mekanizmasinin bir parcast olarak gorev yapmaktadir. Pb, CAT ve SOD'un
ekspresyonunu ve aktivitelerini birgok mekanizma aracihigiyla degistirebilir. Bir
yandan Pb, SOD ve CAT substratlarini arttirarak CAT ve SOD ekspresyonlarini ve
aktivitelerini indiikleyebilir. Ote yandan, Pb’nin aktif bdlgelerinin tiyol gruplarina
baglanmas1 veya kofaktorleri ile etkilesimi sonucunda CAT ve SOD aktiviteleri
azaltabilir. Sonug olarak, Pb maruziyeti olan bireylerde SOD ve CAT aktiviteleri zit
mekanizmalarin toplami tarafindan belirlenmektedir (160).

Oksidatif stres ve apoptoz, Pb kaynakli toksisitede iyi karakterize edilmis iki
olgudur. Bir¢ok calisma, Pb’nin ROS olusumunu indiikleyerek ve hiicrelerin
antioksidan savunma sistemini zayiflatarak oksidatif strese neden oldugunu
desteklemektedir. Pb’nin neden oldugu sitotoksisitenin bir baska Onerilen

mekanizmasi, kursunun apoptotik hiicre 6liimiine neden olmasidir. Apoptoz, hiicre
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ve cekirdek biiziilmesi, zar tasmasi ve DNA pargalanmasi vb. sekillerde goriilebilen
aktif bir hiicre 6liimii siirecidir (7).

Bu tez calismasinda, oksidatif stres ve antioksidan sistem parametreleri
tizerine Pb maruziyetinde selasyon tedavisinin etkisi degerlendirilmistir. Artan
oksidatif stresin selasyon tedavisinin uygulanmasi ve dolayisiyla Pb diizeylerinin
diismesiyle azaldigi, antioksidan enzim aktivitelerinin de arttigi gosterilmistir.
Apoptozla ilgili olan baglatic1 kaspazlardan kaspaz-8 diizeylerinin, selasyon tedavisi
sonrasinda istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldig1 calismamizda gosterilmistir
(p<0,05) (n=42). Ayrica beklenildigi sekilde Pb intoksikasyonunda azalan ALAD
aktivitesi de selasyon tedavisi ile artma egilimi géstermistir (p<0,05) (n=42). Ayrica,
bu parametrelerin de birbirleriyle anlamli korelasyon gosterdigi de belirlenmistir.

Kursun toksisitesine duyarlilik bakimindan bireylerin biiytlik 6lciide farklilik
gosterdigi bilinmektedir ve bu tilir bir varyasyonun olast nedeni olarak ¢ogu zaman
genetik yapi belirtilmistir (65). Pb zehirlenmesinde énemli bir rol oynayan ALAD
genindeki polimorfizm, bireylerin Pb toksisite semptomlarina cevaplarimi
etkileyebilmektedir (59). insan ALAD, 9q34 kromozomu iizerindeki tek bir gen
tarafindan kodlanan polimorfik bir enzimdir. Bir¢ok ¢alisma, ALAD kodlayan gen
polimorfizminin, Pb’nin toksikokinetiginin degistirilmesinde rol oynadigini
gostermistir. Pb toksisitesi baglaminda en ¢ok incelenen polimorfizm, ekzon 4’te yer
alan ALAD G177C (dbSNP ID: rs1800435) varyantidir; iki ko-dominant alel, ALAD:
ve ALAD: elde edilir (29). ALAD: ve ALAD; alelleri, Pb toksisitesine duyarlilikla
iliskilendirilmistir. Bu iki alel, yapisal olarak birbirine benzeyen, ayn1 mekanizmayla
etki gosteren, ancak farkli yiiklere sahip 1-1, 1-2 ve 2-2 olarak adlandirilan {i¢ izozim
olusturur. ALAD: aleli, kodlama bdlgesinin 177. pozisyonunda G—C transversiyonu
igerir, bu durumda 59. amino asitte lizin yerine asparajinin yer degistirmesiyle
sonuglanir (70). Bu siibstitiisyonun, ALAD2>'nin Pb ig¢in artan bir afiniteye sahip
olmasma neden oldugu diisiiniilmektedir (71). Beyaz popiilasyonun bir¢ogunda
ALAD; ve ALAD:; alellerinin sikliginin sirastyla 0.9 ve 0.1 oldugu tahmin edilirken,
Asya ve Afrika popiilasyonlarinda ALAD: alel siklig1 diisiiktiir (65).

Bu tez calismasinda da, Pb maruziyeti olan isgilerde ALAD gen
polimorfizmlerinin belirlenmesi iizerine ¢alisma yiiriitiilmiistiir. Alinan sonuglarda,

36 is¢i ALAD1.1 homozigot (Hasta No. 1, 2, 3, 5-9, 11-17, 19, 20, 22, 23, 24, 26-34,
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36-42), 5 is¢i ALAD1-; heterozigot (Hasta No. 4, 18, 21, 25, 35) ve 1 is¢i ALAD2.»
homozigot (Hasta No.10) oldugu belirlenmistir. ALAD; aleline sahip iscilerde, kan
Pb diizeylerinin tedavi oncesi ortalamaya gore yiiksek oldugu goriilmiis olmakla
birlikte saymmin az olmasi nedeniyle kan Pb diizeyleri ile iligskili anlamli bir
istatistiksel degerlendirme yapilamamistir. Buna ek olarak, ALAD>., homozigotuna
nadir rastlanilmaktadir. ALAD2'nin ALAD:'e kiyasla Pb i¢in artan bir afiniteye sahip
olmasi sebebiyle, s6z konusu ALAD2., homozigot (Hasta N0.10) (yas=42) iscinin
hastane ortaminda uygulanan selasyon tedavisi oncesi Pb diizeyi (ug/L) (24 saatlik
idrar) ve kursun diizeyi (ug/dL) (tam kan) degerlendirildiginde, bu degerler sirasiyla
18.6 upg/L, 39.7 ug/L seklindedir. Selasyon tedavisi sonrasinda ise, ALAD>.
homozigot (Hasta No0.10) (yas=42) isciye ait bu degerler sirasiyla 22.1 pg/L ve 24.6
png/L olarak oOlgiilmiistiir. S6z konusu hasta dokiim is¢isi olup, 9 aydir iiretim
boliimiinde ¢aligmaktadir. Periyodik muayenede Pb yiiksek olmasi iizerine hastane
yatist verilmistir.

Sonuglarimiz kurdugumuz hipoteze de uygun olarak esansiyel element
diizeylerinin selasyon tedavisi uygulanmasi ile azaldigini, Pb maruziyeti ile lipit
metabolizmasinin etkilendigini ve oksidatif stresi tetikledigini, selasyon tedavisinin
bu hasarin azaltilmasina yardimci oldugunu gostermistir. Bu hastalarda, esansiyel
element ve antioksidan desteginin onemli oldugu, Pb toksisitesinde selasyon
tedavisinin koruyucu rolii oldugu ve daha genis gruplarla yapilan ¢aligsmalara ihtiyag
bulundugu oOngoriilmektedir. Ayrica tim bu parametrelerin Pb maruziyetinde
selasyon tedavisinin etkisini degerlendirmek lizere bir araya getirildigi baska bir

caligmaya rastlanmamis ve calismamiz bu yoniiyle bir ilk 6zelligi tasimaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasi ile, Pb’nin mesleki maruziyetinin ve selasyon tedavisinin
toksisiteyi etkileyen bazi parametreler {izerine etkisinin degerlendirilmesi
amaglanmistir. Pb maruziyeti s6z konusu olan isgilerde, selasyon tedavisi ile olasi
esansiyel element kaybinin, ALAD enzimi aktivitesi iizerine olas1 esansiyel element
diizeyi degisimlerinin etkisinin, oksidatif stres parametreleri ile antioksidan enzim
diizeyleri tizerine selasyon tedavisinin olasi etkisinin, apoptozun selasyon tedavisi ile
degisiminin, kan Pb ve ALAD enzim diizeylerinde goriillen farkliliklarin, ALAD
polimorfizmi ile iligkisinin degerlendirilmesi amaglanmuistir.

e Pb maruziyetinin ve selasyon tedavisinin esansiyel element diizeyleri
tizerine etkisinin degerlendirilebilmesi amaciyla Mg, Ca, Zn, Cu, Se ve Mn diizeyleri
is¢ilere selasyon tedavisi uygulanmasindan 6nce ve sonra olmak iizere idrar, plazma
ve eritrosit 6rneklerinde Olciilmiistiir. Ca, Mn ve Se diizeylerinin selasyon tedavisi ile
anlamli olarak literatiirii de destekler sekilde azaldigi belirlenmistir. Bu durum,
maruziyet grubuna esansiyel element desteginin anlamli  olabilecegini
distindlirmiistiir.

¢ Elde edilen bulgularin, hastalarda oksidatif stres ve oksidatif lipit hasarinin
tetiklendigini isaret etmesi, hastalara antioksidan takviyesi yapilmasinin ve bu
hastalarin beslenmelerine dikkat etmelerinin de 6nemli oldugunu diistindiirmektedir.
Diizenli olarak kullanilacak antioksidan takviyelerinin serbest radikal reaksiyonlarin
ve oksidatif lipit hasarini azaltabilecegini, dolayisiyla da oksidatif stres mekanizmasi
tizerinden olusan Pb toksisitesinin azalmasimna ve oksidatif lipit hasarmin da
onlenmesine yardimcei olabilecegi sonucuna varilabilir.

e Kursun maruziyeti olan iscilerde ALAD gen polimorfizmleri ¢alisilmis ve
36 is¢i ALAD1.1 homozigot (Hasta No. 1, 2, 3, 5-9, 11-17, 19, 20, 22, 23, 24, 26-34,
36-42), 5 is¢i ALAD:-2 heterozigot (Hasta No. 4, 18, 21, 25, 35) ve 1 is¢ci ALAD,-,
homozigot (Hasta No.10) oldugu gorilmiistiir. Pb maruziyetinde hastane ortaminda
uygulanan selasyon tedavisinin oncesi ile sonrasi kiyaslandiginda ALAD: aleline
sahip is¢ilerde, kan Pb diizeylerinin tedavi Oncesi ortalamaya gore yiiksek oldugu
goriilmiis olmakla birlikte sayimnin az olmasi nedeniyle kan Pb diizeyleri ile iliskili

anlaml bir istatistiksel degerlendirme yapilamamistir. Dolayisiyla, gelecekte hasta
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sayisinin da artirilarak genis ¢apli polimorfizm caligmalarin yapilmasmin anlaml
oldugu sonucuna varilmstir.

e Yapilan literatiir taramasinda, tiim bu parametrelerin Pb maruziyetinde
selasyon tedavisinin etkisini degerlendirmek {izere bir araya getirildigi bagka bir
caligmaya rastlanmamistir. Buna ek olarak, selasyon tedavisinin etkisinin uygulama
oncesi ve sonrasi seklinde tiim parametrelerle birlikte degerlendirilmesi yoniiyle bir

ilk 6zelligi tagimaktadir.



10.

11.

12.

13.

14.

117

7. KAYNAKLAR

Shruti Agrawal PB, S.J.S.Flora. Changes in tissue oxidative stress, brain
biogenic amines and acetylcholinesterase following co-exposure to lead,
arsenic and mercury in rats. Food and Chemical Toxicology 86. 2015:208-16.

Gidlow DA. Lead toxicity. Occup Med (Lond). 2015;65(5):348-56.

van Bemmel DM, Li Y, McLean J, Chang MH, Dowling NF, Graubard B, et
al. Blood lead levels, ALAD gene polymorphisms, and mortality.
Epidemiology. 2011;22(2):273-8.

Chwalba A, Maksym B, Dobrakowski M, Kasperczyk S, Pawlas N, Birkner E,
et al. The effect of occupational chronic lead exposure on the complete blood
count and the levels of selected hematopoietic cytokines. Toxicol Appl
Pharmacol. 2018;355:174-9.

da Cunha Martins A, Jr., Mazzaron Barcelos GR, Jacob Ferreira AL, de Souza
MF, de Syllos Colus IM, Antunes LM, et al. Effects of Lead Exposure and
Genetic Polymorphisms on ALAD and GPx Activities in Brazilian Battery
Workers. J Toxicol Environ Health A. 2015;78(16):1073-81.

Stizen HS, Duydu Y, Aydin A. Molecular analysis of delta-aminolevulinic acid
dehydratase (ALAD) gene polymorphism in a Turkish population. Biochem
Genet. 2004;42(11-12):461-7.

Jia Q, Ha X, Yang Z, Hui L, Yang X. Oxidative stress: a possible mechanism
for lead-induced apoptosis and nephrotoxicity. Toxicol Mech Methods.
2012;22(9):705-10.

Grover P, Rekhadevi PV, Danadevi K, Vuyyuri SB, Mahboob M, Rahman MF.
Genotoxicity evaluation in workers occupationally exposed to lead. Int J Hyg
Environ Health. 2010;213(2):99-106.

Bradberry S, Vale A. A comparison of sodium calcium edetate (edetate
calcium disodium) and succimer (DMSA) in the treatment of inorganic lead
poisoning. Clin Toxicol (Phila). 2009;47(9):841-58.

Waters RS, Bryden NA, Patterson KY, Veillon C, Anderson RA. EDTA
chelation effects on urinary losses of cadmium, calcium, chromium, cobalt,
copper, lead, magnesium, and zinc. Biol Trace Elem Res. 2001;83(3):207-21.

United States Department of Labor OSaHA. Safety and Health
Topics/Lead/Overview www.OSHA.gov: Occupational Safety and Health
Administration; 2019 [Available from: https://www.osha.gov/SLTC/lead/.

Inorganic and organic lead compounds. IARC Monogr Eval Carcinog Risks
Hum. 2006;87:1-471.

Daley GM, Pretorius CJ, Ungerer JP. Lead Toxicity: an Australian Perspective.
Clin Biochem Rev. 2018;39(4):61-98.

United States Department of Labor OSaHA. OSHA Occupational Chemical
Database/Report Page www.OSHA.gov2019 [updated 21 Haziran 2019.


file:///C:/Users/Lenovo/Downloads/www.OSHA.gov
https://www.osha.gov/SLTC/lead/
file:///C:/Users/Lenovo/Downloads/www.OSHA.gov2019

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

118

Available from:
https://www.osha.gov/chemicaldata/chemResult.html?recNo=500.

Skerfving S, Bergdahl IA. CHAPTER 31 - Lead. In: Nordberg GF, Fowler BA,
Nordberg M, Friberg LT, editors. Handbook on the Toxicology of Metals
(Third Edition). Burlington: Academic Press; 2007. p. 599-643.

Mitra P, Sharma S, Purohit P, Sharma P. Clinical and molecular aspects of lead
toxicity: An update. Crit Rev Clin Lab Sci. 2017;54(7-8):506-28.

Goyer RA. Lead toxicity: from overt to subclinical to subtle health effects.
Environ Health Perspect. 1990;86:177-81.

Machon-Grecka A, Dobrakowski M, Kasperczyk A, Birkner E, Korzonek-
Szlacheta 1, Kasperczyk S. The association between occupational lead
exposure and serum levels of selected soluble receptors. Toxicol Ind Health.
2018;34(8):555-62.

Jain RB. Co-exposures to toxic metals cadmium, lead, and mercury and their
impact on unhealthy kidney function. Environ Sci Pollut Res Int. 2019.

Jan AT, Azam M, Siddiqui K, Ali A, Choi I, Hag QM. Heavy Metals and
Human Health: Mechanistic Insight into Toxicity and Counter Defense System
of Antioxidants. Int J Mol Sci. 2015;16(12):29592-630.

https://www.mevzuat.gov.tr/mevzuat?MevzuatNo=7510&MevzuatTur=7&M
evzuatTertip=5 [T.C. CUMHURBASKANLIGI MEVZUAT BILGI
SISTEMI].

Caini S, Bendinelli B, Masala G, Saieva C, Assedi M, Querci A, et al.
Determinants of Erythrocyte Lead Levels in 454 Adults in Florence, Italy. IntJ
Environ Res Public Health. 2019;16(3).

Mohammadyan M, Moosazadeh M, Borji A, Khanjani N, Rahimi Moghadam
S. Exposure to lead and its effect on sleep quality and digestive problems in
soldering workers. Environ Monit Assess. 2019;191(3):184.

Dobrakowski M, Boron M, Czuba ZP, Birkner E, Chwalba A, Hudziec E, et al.
Blood morphology and the levels of selected cytokines related to
hematopoiesis in occupational short-term exposure to lead. Toxicol Appl
Pharmacol. 2016;305:111-7.

Machon-Grecka A, Dobrakowski M, Kasperczyk A, Birkner E, Pryzwan T,
Kasperczyk S. The effect of subacute lead exposure on selected blood
inflammatory biomarkers and angiogenetic factors. J Occup Health.
2018;60(5):369-75.

Driscoll TR, Carey RN, Peters S, Glass DC, Benke G, Reid A, et al. The
Australian Work Exposures Study: Occupational Exposure to Lead and Lead
Compounds. Ann Occup Hyg. 2016;60(1):113-23.

Mohammadyan M, Moosazadeh M, Borji A, Khanjani N, Rahimi Moghadam
S. Investigation of occupational exposure to lead and its relation with blood
lead levels in electrical solderers. Environ Monit Assess. 2019;191(3):126.


https://www.osha.gov/chemicaldata/chemResult.html?recNo=500
https://www.mevzuat.gov.tr/mevzuat?MevzuatNo=7510&MevzuatTur=7&MevzuatTertip=5
https://www.mevzuat.gov.tr/mevzuat?MevzuatNo=7510&MevzuatTur=7&MevzuatTertip=5

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

119

Han L, Wang X, Han R, Xu M, Zhao Y, Gao Q, et al. Association between
blood lead level and blood pressure: An occupational population-based study in
Jiangsu province, China. PLoS One. 2018;13(7):e0200289.

Mani MS, Kunnathully V, Rao C, Kabekkodu SP, Joshi MB, D'Souza HS.
Modifying effects of delta-Aminolevulinate dehydratase polymorphism on
blood lead levels and ALAD activity. Toxicol Lett. 2018;295:351-6.

Felix PM, Almeida SM, Franco C, Almeida AB, Lopes C, Claro MlI, et al. The
suitability of EBC-Pb as a new biomarker to assess occupational exposure to
lead. Int J Environ Health Res. 2015;25(1):67-80.

Obeng-Gyasi E. Sources of lead exposure in various countries. Rev Environ
Health. 2019;34(1):25-34.

Kimyasal Maddelerle Calismalarda Saglik ve Giivenlik Onlemleri Hakkinda
Yonetmelik. 2013.

Mushak P. New directions in the toxicokinetics of human lead exposure.
Neurotoxicology. 1993;14(2-3):29-42.

de Souza ID, de Andrade AS, Dalmolin RJS. Lead-interacting proteins and
their implication in lead poisoning. Crit Rev Toxicol. 2018;48(5):375-86.

Agency for Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR), Toxic
Substances Portal/Lead - ToxFAQs™ Toxic Substances Portal2019 [updated 9
Mayis 2019. Agency for Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR).
Frequently asked health questions about lead.]. Available from:
https://www.atsdr.cdc.gov/toxfaqs/tf.asp?id=93&tid=22.

Rédulescu A, Lundgren S. A pharmacokinetic model of lead absorption and
calcium competitive dynamics. Sci Rep. 2019;9(1):14225.

Charkiewicz AE, Backstrand JR. Lead Toxicity and Pollution in Poland. Int J
Environ Res Public Health. 2020;17(12).

Kan J, Sima J, Cao X. Transformation and bioaccessibility of lead induced by
steamed bread feed in the gastrointestinal tract. Ecotoxicol Environ Saf.
2017;137:158-64.

Nordberg GF, Gerhardsson L, Broberg K, Mumtaz M, Ruiz P, Fowler BA.
CHAPTER 7 - Interactions in Metal Toxicology. In: Nordberg GF, Fowler BA,
Nordberg M, Friberg LT, editors. Handbook on the Toxicology of Metals
(Third Edition). Burlington: Academic Press; 2007. p. 117-45.

Villasenor-Granados T, Diaz-Cervantes E, Soto-Arredondo KJ, Martinez-
Alfaro M, Robles J, Garcia-Revilla MA. Binding of Pb-Melatonin and Pb-
(Melatonin-metabolites) complexes with DMT1 and ZIP8: implications for
lead detoxification. Daru. 2019;27(1):137-48.

Sirivarasai J, Kaojarern S, Chanprasertyothin S, Panpunuan P, Petchpoung K,
Tatsaneeyapant A, et al. Environmental lead exposure, catalase gene, and
markers of antioxidant and oxidative stress relation to hypertension: an analysis
based on the EGAT study. Biomed Res Int. 2015;2015:856319.


https://www.atsdr.cdc.gov/toxfaqs/tf.asp?id=93&tid=22

42.

43.

44,

45.

46.

120

Hegde S, Sridhar M, Bolar DR, Bhaskar SA, Sanghavi MB. Relating tooth-
and blood-lead levels in children residing near a zinc-lead smelter in India. Int
J Paediatr Dent. 2010;20(3):186-92.

Yun S, Wu Y, Niu R, Feng C, Wang J. Effects of lead exposure on brain
glucose metabolism and insulin signaling pathway in the hippocampus of rats.
Toxicol Lett. 2019;310:23-30.

Deshommes E, Tardif R, Edwards M, Sauve S, Prevost M. Experimental
determination of the oral bioavailability and bioaccessibility of lead particles.
Chem Cent J. 2012;6(1):138.

Dobrakowski M, Pawlas N, Kasperczyk A, Kozlowska A, Olewinska E,
Machon-Grecka A, et al. Oxidative DNA damage and oxidative stress in lead-
exposed workers. Hum Exp Toxicol. 2017;36(7):744-54.

Halmo L, Nappe TM. Lead Toxicity. StatPearls. Treasure Island (FL):
StatPearls Publishing

StatPearls Publishing LLC.; 2019.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

Foxworth V, Kage L, Barber K. Association Between Covid-19 Severity And
Residing In High Lead Level Locations. Spartan Med Res J. 2022;7(2):35880.

Agrawal S, Bhatnagar P, Flora SJ. Changes in tissue oxidative stress, brain
biogenic amines and acetylcholinesterase following co-exposure to lead,
arsenic and mercury in rats. Food Chem Toxicol. 2015;86:208-16.

Miracle VA. Lead Poisoning in Children and Adults. Dimens Crit Care Nurs.
2017;36(1):71-3.

Verma S, Santhosh AP, Shukla S, Gupta P, Mandavdhare HS, Dutta U, et al.
Gastrointestinal: An oral clue to an unusual cause of pain abdomen: Burton's
line. J Gastroenterol Hepatol. 2019;34(4):629.

Saito T, lkezoe T, Taguchi H, Miyoshi 1. Plumbism. Br J Haematol.
2004;124(1):2.

United States Department of Labor OSaHA. Safety and Health
Topics/Lead/Health Effects www.OSHA.gov: Occupational Safety and Health
Administration; [Available from:
https://www.osha.gov/SLTC/lead/healtheffects.html.

Fan G, Du G, Li H, Lin F, Sun Z, Yang W, et al. The effect of the
hemochromatosis (HFE) genotype on lead load and iron metabolism among
lead smelter workers. PLoS One. 2014;9(7):e101537.

Chen CJ, Lin TY, Wang CL, Ho CK, Chuang HY, Yu HS. Interactive Effects
between Chronic Lead Exposure and the Homeostatic Iron Regulator Transport
HFE Polymorphism on the Human Red Blood Cell Mean Corpuscular VVolume
(MCV). Int J Environ Res Public Health. 2019;16(3).

Hsieh NH, Chung SH, Chen SC, Chen WY, Cheng YH, Lin YJ, et al. Anemia
risk in relation to lead exposure in lead-related manufacturing. BMC Public
Health. 2017;17(1):389.


file:///C:/Users/Lenovo/Downloads/www.OSHA.gov
https://www.osha.gov/SLTC/lead/healtheffects.html

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

121

Bryant DA, Hunter CN, Warren MJ. Biosynthesis of the modified
tetrapyrroles-the pigments of life. J Biol Chem. 2020;295(20):6888-925.

Layer G, Reichelt J, Jahn D, Heinz DW. Structure and function of enzymes in
heme biosynthesis. Protein Sci. 2010;19(6):1137-61.

Kelada SN, Shelton E, Kaufmann RB, Khoury MJ. Delta-aminolevulinic acid
dehydratase genotype and lead toxicity: a HUGE review. Am J Epidemiol.
2001;154(1):1-13.

Shaik AP, Jamil K. A study on the ALAD gene polymorphisms associated with
lead exposure. Toxicol Ind Health. 2008;24(7):501-6.

Oliveira VA, Oliveira CS, Ineu RP, Moraes-Silva L, de Siqueira LF, Pereira
ME. Lactating and non-lactating rats differ in sensitivity to HgCI(2): Protective
effect of ZnCI(2). J Trace Elem Med Biol. 2014;28(2):240-6.

Neslund-Dudas C, Levin AM, Rundle A, Beebe-Dimmer J, Bock CH, Nock
NL, et al. Case-only gene-environment interaction between ALAD tagSNPs
and occupational lead exposure in prostate cancer. Prostate. 2014;74(6):637-
46.

Ding N, Wang X, Weisskopf MG, Sparrow D, Schwartz J, Hu H, et al. Lead-
Related Genetic Loci, Cumulative Lead Exposure and Incident Coronary Heart
Disease: The Normative Aging Study. PLoS One. 2016;11(9):e0161472.

Abdel Hamid OI, Khayal EEH, Tolba SAR, Orabi EE. Maternal A-
aminolevulinic acid dehydratase 1-2 genotype enhances fetal lead exposure and
increases the susceptibility to the development of cerebral palsy. Environ Sci
Pollut Res Int. 2020;27(36):44709-23.

Zheng G, Tian L, Liang Y, Broberg K, Lei L, Guo W, et al. 5-Aminolevulinic
acid dehydratase genotype predicts toxic effects of lead on workers' peripheral
nervous system. Neurotoxicology. 2011;32(4):374-82.

Scinicariello F, Yesupriya A, Chang MH, Fowler BA. Modification by ALAD
of the association between blood lead and blood pressure in the U.S.
population: results from the Third National Health and Nutrition Examination
Survey. Environ Health Perspect. 2010;118(2):259-64.

Stizen HS, Duydu Y, Aydin A, Isimer A, Vural N. Influence of the delta-
aminolevulinic acid dehydratase (ALAD) polymorphism on biomarkers of lead
exposure in Turkish storage battery manufacturing workers. Am J Ind Med.
2003;43(2):165-71.

Huo X, Peng L, Qiu B, Zheng L, Yekeen TA, Xu X. ALAD genotypes and

blood lead levels of neonates and children from e-waste exposure in Guiyu,
China. Environ Sci Pollut Res Int. 2014;21(10):6744-50.

Zheng G, Tian L, Liang Y, Broberg K, Lei L, Guo W, et al. delta-
Aminolevulinic acid dehydratase genotype predicts toxic effects of lead on
workers' peripheral nervous system. Neurotoxicology. 2011;32(4):374-82.

F. Montenegro M, Barbosa Jr F, C. Sandrim V, F. Gerlach R, E. Tanus-Santos
J. A polymorphism in the delta-aminolevulinic acid dehydratase gene modifies



70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

122

plasma/whole blood lead ratio. Springer-Verlag 2005 Arch Toxicol. 2006:394—
8.

N. Kelada S, Shelton E, B. Kaufmann R, J. Khoury M. 3-Aminolevulinic Acid
Dehydratase Genotype and Lead Toxicity: A HUGE Review. American Journal
of Epidemiology. 2001:Vol. 154, No. 1.

M. van Bemmel D, Li Y, McLean J, Chang M-h, F. Dowling N, Graubard B, et
al. Blood Lead Levels, ALAD Gene Polymorphisms, and Mortality. NIH-PA
Author Manuscript. 2011:22(2): 273-8.

Abadin H, Ashizawa A, Stevens YW, Llados F, Diamond G, Sage G, et al.
Agency for Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR) Toxicological
Profiles. Toxicological Profile for Lead. Atlanta (GA): Agency for Toxic
Substances and Disease Registry (US); 2007.

Mason LH, Harp JP, Han DY. Pb neurotoxicity: neuropsychological effects of
lead toxicity. Biomed Res Int. 2014;2014:840547.

Nava-Ruiz C, Méndez-Armenta M, Rios C. Lead neurotoxicity: effects on
brain nitric oxide synthase. J Mol Histol. 2012;43(5):553-63.

Liu KS, Hao JH, Zeng Y, Dai FC, Gu PQ. Neurotoxicity and biomarkers of
lead exposure: a review. Chin Med Sci J. 2013;28(3):178-88.

Feng C, Liu S, Zhou F, Gao Y, Li Y, Du G, et al. Oxidative stress in the
neurodegenerative brain following lifetime exposure to lead in rats: Changes in
lifespan profiles. Toxicology. 2019;411:101-9.

Ordemann JM, Austin RN. Lead neurotoxicity: exploring the potential impact
of lead substitution in zinc-finger proteins on mental health. Metallomics.
2016;8(6):579-88.

Vlasak T, Jordakieva G, Gnambs T, Augner C, Crevenna R, Winker R, et al.
Blood lead levels and cognitive functioning: A meta-analysis. Sci Total
Environ. 2019;668:678-84.

Bertke SJ, Lehman EJ, Wurzelbacher SJ, Hein MJ. Mortality of lead smelter
workers: A follow-up study with exposure assessment. Am J Ind Med.
2016;59(11):979-86.

Chen X, Zhu G, Wang Z, Zhou H, He P, Liu Y, et al. The association between
lead and cadmium co-exposure and renal dysfunction. Ecotoxicol Environ Saf.
2019;173:429-35.

Buser MC, Ingber SZ, Raines N, Fowler DA, Scinicariello F. Urinary and
blood cadmium and lead and kidney function: NHANES 2007-2012. Int J Hyg
Environ Health. 2016;219(3):261-7.

Steenland K, Barry V, Anttila A, Sallmen M, McElvenny D, Todd AC, et al. A
cohort mortality study of lead-exposed workers in the USA, Finland and the
UK. Occup Environ Med. 2017;74(11):785-91.

Shafiekhani M, Ommati MM, Azarpira N, Heidari R, Salarian AA. Glycine
supplementation mitigates lead-induced renal injury in mice. J Exp Pharmacol.
2019;11:15-22.



84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

123

Vazquez M, Calatayud M, Jadan Piedra C, Chiocchetti GM, Vélez D, Devesa
V. Toxic trace elements at gastrointestinal level. Food Chem Toxicol.
2015;86:163-75.

Singh N, Kumar A, Gupta VK, Sharma B. Biochemical and Molecular Bases
of Lead-Induced Toxicity in Mammalian Systems and Possible Mitigations.
Chem Res Toxicol. 2018;31(10):1009-21.

Dietert RR, Piepenbrink MS. Lead and immune function. Crit Rev Toxicol.
2006;36(4):359-85.

Dobrakowski M, Boron M, Czuba ZP, Kasperczyk A, Machon-Grecka A,
Kasperczyk S. Cytokines related to three major types of cell-mediated
immunity in short- and long-term exposures to lead compounds. J
Immunotoxicol. 2016;13(6):770-4.

Metryka E, Kupnicka P, Kapczuk P, Aszakiewicz B, Piotrowska K, Tkacz M,
et al. Lead (Pb) Accumulation in Human THP-1 Monocytes/Macrophages In
Vitro and the Influence on Cell Apoptosis. Biol Trace Elem Res.
2021;199(3):955-67.

Machon-Grecka A, Dobrakowski M, Boron M, Lisowska G, Kasperczyk A,
Kasperczyk S. The influence of occupational chronic lead exposure on the
levels of selected pro-inflammatory cytokines and angiogenic factors. Hum
Exp Toxicol. 2017;36(5):467-73.

Rzymski P, Tomczyk K, Rzymski P, Poniedzialek B, Opala T, Wilczak M.
Impact of heavy metals on the female reproductive system. Ann Agric Environ
Med. 2015;22(2):259-64.

Dutta S, Gorain B, Choudhury H, Roychoudhury S, Sengupta P.
Environmental and occupational exposure of metals and female reproductive
health. Environ Sci Pollut Res Int. 2022;29(41):62067-92.

Kumar S, Sharma A, Kshetrimayum C. Environmental & occupational
exposure & female reproductive dysfunction. Indian J Med Res.
2019;150(6):532-45.

El-Magd MA, Kahilo KA, Nasr NE, Kamal T, Shukry M, Saleh AA. A
potential mechanism associated with lead-induced testicular toxicity in rats.
Andrologia. 2017;49(9).

Wirth JJ, Mijal RS. Adverse effects of low level heavy metal exposure on male
reproductive function. Syst Biol Reprod Med. 2010;56(2):147-67.

Almeida Lopes ACB, Silbergeld EK, Navas-Acien A, Zamoiski R, Martins
ADC, Jr., Camargo AEI, et al. Association between blood lead and blood
pressure: a population-based study in Brazilian adults. Environ Health.
2017;16(1):27.

Vaziri ND, Khan M. Interplay of reactive oxygen species and nitric oxide in
the pathogenesis of experimental lead-induced hypertension. Clin Exp
Pharmacol Physiol. 2007;34(9):920-5.

Hermann M, Flammer A, Liischer TF. Nitric oxide in hypertension. J Clin
Hypertens (Greenwich). 2006;8(12 Suppl 4):17-29.



98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

124

Steenland K, Boffetta P. Lead and cancer in humans: where are we now? Am J
Ind Med. 2000;38(3):295-9.

Pawlas N, Olewinska E, Markiewicz-Gorka I, Kozlowska A, Januszewska L,
Lundh T, et al. Oxidative damage of DNA in subjects occupationally exposed
to lead. Adv Clin Exp Med. 2017;26(6):939-45.

Rousseau A, Bertolotti A. Regulation of proteasome assembly and activity in
health and disease. Nat Rev Mol Cell Biol. 2018;19(11):697-712.

Kasperczyk A, Machnik G, Dobrakowski M, Sypniewski D, Birkner E,
Kasperczyk S. Gene expression and activity of antioxidant enzymes in the
blood cells of workers who were occupationally exposed to lead. Toxicology.
2012;301(1-3):79-84.

Shraideh Z, Badran D, Hunaiti A, Battah A. Association between occupational
lead exposure and plasma levels of selected oxidative stress related parameters
in Jordanian automobile workers. Int J Occup Med Environ Health.
2018;31(4):517-25.

Prasanthi RP, Devi CB, Basha DC, Reddy NS, Reddy GR. Calcium and zinc
supplementation protects lead (Pb)-induced perturbations in antioxidant
enzymes and lipid peroxidation in developing mouse brain. Int J Dev Neurosci.
2010;28(2):161-7.

Kasperczyk S, Stowinska-Lozynska L, Kasperczyk A, Wielkoszynski T,
Birkner E. The effect of occupational lead exposure on lipid peroxidation,
protein carbonylation, and plasma viscosity. Toxicol Ind Health.
2015;31(12):1165-71.

Kryndushkin D, Wu WW, Venna R, Norcross MA, Shen RF, Rao VA.
Complex Nature of Protein Carbonylation Specificity After Metal-Catalyzed
Oxidation. Pharm Res. 2017;34(4):765-79.

Nakajima H, Unoda K-i, Ito T, Kitaoka H, Kimura F, Hanafusa T. The
Relation of Urinary 8-OHdG, A Marker of Oxidative Stress to DNA, and
Clinical Outcomes for Ischemic Stroke. Open Neurol J. 2012:6:51-7.

Feng C, Liu S, Zhou F, Gao Y, Li Y, Du G, et al. Oxidative stress in the
neurodegenerative brain following lifetime exposure to lead in rats: Changes in
lifespan profiles. Toxicology. 2019:101-9.

Pawlas N, Olewinska E, Markiewicz-Gorka I, Kozlowska A, Januszewska L,
Lundh T, et al. Oxidative damage of DNA in subjects occupationally exposed
to lead. Adv Clin Exp Med 2017:26(6):939-45.

Pistritto G, Trisciuoglio D, Ceci C, Garufi A, D'Orazi G. Apoptosis as
anticancer mechanism: function and dysfunction of its modulators and targeted
therapeutic strategies. Aging (Albany NY). 2016;8(4):603-19.

Ivanisenko NV, Lavrik IN. [Mechanisms of Procaspase-8 Activation in the
Extrinsic  Programmed Cell Death Pathway]. Mol Biol (Mosk).
2019;53(5):830-7.

Jiang N, Wen H, Zhou M, Lei T, Shen J, Zhang D, et al. Low-dose combined
exposure of carboxylated black carbon and heavy metal lead induced



112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.
124.

125

potentiation of oxidative stress, DNA damage, inflammation, and apoptosis in
BEAS-2B cells. Ecotoxicol Environ Saf. 2020;206:111388.

Aaseth J, Skaug MA, Cao Y, Andersen O. Chelation in metal intoxication--
Principles and paradigms. J Trace Elem Med Biol. 2015;31:260-6.

Born T, Kontoghiorghe CN, Spyrou A, Kolnagou A, Kontoghiorghes GJ.
EDTA chelation reappraisal following new clinical trials and regular use in
millions of patients: review of preliminary findings and risk/benefit
assessment. Toxicol Mech Methods. 2013;23(1):11-7.

Pedroso TF, Oliveira CS, Fonseca MM, Oliveira VA, Pereira ME. Effects of
Zinc and N-Acetylcysteine in Damage Caused by Lead Exposure in Young
Rats. Biol Trace Elem Res. 2017;180(2):275-84.

Sakthithasan K, Levy P, Poupon J, Garnier R. A comparative study of edetate
calcium disodium and dimercaptosuccinic acid in the treatment of lead
poisoning in adults. Clin Toxicol (Phila). 2018;56(11):1143-9.

Cabarkapa A, Borozan S, Zivkovic L, Stojanovic S, Milanovic-Cabarkapa M,
Bajic V, et al. CaNa2EDTA chelation attenuates cell damage in workers
exposed to lead--a pilot study. Chem Biol Interact. 2015;242:171-8.

Bjorklund G, Mutter J, Aaseth J. Metal chelators and neurotoxicity: lead,
mercury, and arsenic. Arch Toxicol. 2017;91(12):3787-97.

Diaz-Cervantes E, Garcia-Revilla MA, Soto-Arredondo K, Villasenor-
Granados T, Martinez-Alfaro M, Robles J. Computational study of metal
complexes formed with EDTA, melatonin, and its main metabolites:
implications in lead intoxication and clues to a plausible alternative treatment. J
Mol Model. 2019;25(1):18.

Lanigan RS, Yamarik TA. Final report on the safety assessment of EDTA,
calcium disodium EDTA, diammonium EDTA, dipotassium EDTA, disodium
EDTA, TEA-EDTA, tetrasodium EDTA, tripotassium EDTA, trisodium
EDTA, HEDTA, and trisodium HEDTA. Int J Toxicol. 2002;21 Suppl 2:95-
142.

Ellis MR, Kane KY. Lightening the lead load in children. Am Fam Physician.
2000;62(3):545-54, 59-60.

Knollmann-Ritschel BEC, Markowitz M. Lead Poisoning. Acad Pathol.
2017;4:2374289517700160.

Dobrakowski M, Boron M, Birkner E, Kasperczyk A, Chwalinska E, Lisowska
G, et al. The Effect of a Short-Term Exposure to Lead on the Levels of
Essential Metal lons, Selected Proteins Related to Them, and Oxidative Stress
Parameters in Humans. Oxid Med Cell Longev. 2017;2017:8763793.

Markowitz M. Lead Poisoning: An Update. Pediatr Rev. 2021;42(6):302-15.

Luo Y, McCullough LE, Tzeng JY, Darrah T, Vengosh A, Maguire RL, et al.
Maternal blood cadmium, lead and arsenic levels, nutrient combinations, and
offspring birthweight. BMC Public Health. 2017;17(1):354.



125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

126

Szymanska-Chabowska A, Laczmanski L, Jedrychowska I, Chabowski M, Gac
P, Janus A, et al. The relationship between selected VDR, HFE and ALAD
gene polymorphisms and several basic toxicological parameters among persons
occupationally exposed to lead. Toxicology. 2015;334:12-21.

Shefa ST, Héroux P. Both physiology and epidemiology support zero tolerable
blood lead levels. Toxicol Lett. 2017;280:232-7.

Avery JC, Hoffmann PR. Selenium, Selenoproteins, and Immunity. Nutrients.
2018;10(9).

Bi M, Zhang H, Yuan L, Zhao L, Liu R. Molecular mechanisms of lead-
induced changes of selenium status in mice livers through interacting with
selenoprotein P. Ecotoxicol Environ Saf. 2019;175:282-8.

Steinbrenner H, Sies H. Selenium homeostasis and antioxidant selenoproteins
in brain: implications for disorders in the central nervous system. Arch
Biochem Biophys. 2013;536(2):152-7.

Wyparto-Wszelaki M, Wasik M, Machon-Grecka A, Kasperczyk A, Bellanti F,
Kasperczyk S, et al. Blood Magnesium Level and Selected Oxidative Stress
Indices in Lead-Exposed Workers. Biol Trace Elem Res. 2021;199(2):465-72.

Qader A, Rehman K, Akash MSH. Genetic susceptibility of 6-ALAD
associated with lead (Pb) intoxication: sources of exposure, preventive
measures, and treatment interventions. Environ Sci Pollut Res Int.
2021;28(33):44818-32.

Ahamed M, Verma S, Kumar A, Siddiqui MK. Delta-aminolevulinic acid
dehydratase inhibition and oxidative stress in relation to blood lead among
urban adolescents. Hum Exp Toxicol. 2006;25(9):547-53.

Moreira AO, Almeida A, Costa S, Laffon B, Garcia-Léston J, Pasaro E, et al.
Genotyping an ALAD polymorphism with real-time PCR in two populations
from the Iberian Peninsula. Biochem Genet. 2012;50(7-8):560-4.

Iskusnykh 1Y, Zakharova AA, Pathak D. Glutathione in Brain Disorders and
Aging. Molecules. 2022;27(1).

Brigelius-Flohé¢ R, Flohé L. Regulatory Phenomena in the Glutathione
Peroxidase Superfamily. Antioxid Redox Signal. 2020;33(7):498-516.

Brigelius-Flohé R, Maiorino M. Glutathione peroxidases. Biochim Biophys
Acta. 2013;1830(5):3289-303.

Kumar A, Khushboo, Pandey R, Sharma B. Modulation of Superoxide
Dismutase Activity by Mercury, Lead, and Arsenic. Biol Trace Elem Res.
2020;196(2):654-61.

Marklund S, Marklund G. Involvement of the superoxide anion radical in the
autoxidation of pyrogallol and a convenient assay for superoxide dismutase.
Eur J Biochem. 1974;47(3):469-74.

Alfonso-Prieto M, Biarnés X, Vidossich P, Rovira C. The molecular
mechanism of the catalase reaction. J Am Chem Soc. 2009;131(33):11751-61.

Aebi H. Catalase in vitro. Methods Enzymol. 1984;105:121-6.



141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

127

Dalle-Donne I, Rossi R, Giustarini D, Milzani A, Colombo R. Protein carbonyl
groups as biomarkers of oxidative stress. Clin Chim Acta. 2003;329(1-2):23-
38.

Orning P, Lien E. Multiple roles of caspase-8 in cell death, inflammation, and
innate immunity. J Leukoc Biol. 2021;109(1):121-41.

Lowry OH, Rosebrough NJ, Farr AL, Randall RJ. Protein measurement with
the Folin phenol reagent. J Biol Chem. 1951;193(1):265-75.

Goyer RA. Mechanisms of lead and cadmium nephrotoxicity. Toxicol Lett.
1989;46(1-3):153-62.

Goyer RA, Clarkson TW. Toxic effects of metals. Casarett and Doull’s
toxicology: the basic science of poisons. 1996;5:691-736.

Babiker F, Al-Kouh A, Kilarkaje N. Lead exposure induces oxidative stress,
apoptosis, and attenuates protection of cardiac myocytes against ischemia-
reperfusion injury. Drug Chem Toxicol. 2019;42(2):147-56.

Chowdhury BA, Chandra RK. Biological and health implications of toxic
heavy metal and essential trace element interactions. Prog Food Nutr Sci.
1987;11(1):55-113.

Miller GD, Massaro TF, Massaro EJ. Interactions between lead and essential
elements: a review. Neurotoxicology. 1990;11(1):99-119.

Mahaffey KR, Gartside PS, Glueck CJ. Blood lead levels and dietary calcium
intake in 1- to 11-year-old children: the Second National Health and Nutrition
Examination Survey, 1976 to 1980. Pediatrics. 1986;78(2):257-62.

Cerklewski FL, Forbes RM. Influence of dietary copper on lead toxicity in the
young male rat. J Nutr. 1977;107(1):143-6.

Chiba M, Shinohara A, Matsushita K, Watanabe H, Inaba Y. Indices of lead-
exposure in blood and urine of lead-exposed workers and concentrations of
major and trace elements and activities of SOD, GSH-Px and catalase in their
blood. Tohoku J Exp Med. 1996;178(1):49-62.

Diaz-Cervantes E, Garcia-Revilla MA, Soto-Arredondo K, Villasefor-
Granados T, Martinez-Alfaro M, Robles J. Computational study of metal
complexes formed with EDTA, melatonin, and its main metabolites:
implications in lead intoxication and clues to a plausible alternative treatment. J
Mol Model. 2019;25(1):18.

Khedr NF, Talkan OFA. New insights into arsenic, lead, and iron
neurotoxicity: Activation of MAPK signaling pathway and oxidative stress. J
Biochem Mol Toxicol. 2022;36(6):e23040.

Yiin SJ, Lin TH. Lead-catalyzed peroxidation of essential unsaturated fatty
acid. Biol Trace Elem Res. 1995;50(2):167-72.

El-Sokkary GH, Kamel ES, Reiter RJ. Prophylactic effect of melatonin in
reducing lead-induced neurotoxicity in the rat. Cell Mol Biol Lett.
2003;8(2):461-70.



156.

157.

158.

159.

160.

128

Caylak E, Aytekin M, Halifeoglu I. Antioxidant effects of methionine, alpha-
lipoic acid, N-acetylcysteine and homocysteine on lead-induced oxidative
stress to erythrocytes in rats. Exp Toxicol Pathol. 2008;60(4-5):289-94.

Nagaraju R, Kalahasthi R, Balachandar R, Bagepally BS. Association between
lead exposure and DNA damage (genotoxicity): systematic review and meta-
analysis. Arch Toxicol. 2022;96(11):2899-911.

Devéz PP, Reis MBD, Gomes WR, Maraslis FT, Ribeiro DL, Antunes LMG,
et al. Adaptive epigenetic response of glutathione (GSH)-related genes against
lead (Pb)-induced toxicity, in individuals chronically exposed to the metal.
Chemosphere. 2021;269:128758.

Kasperczyk S, Dobrakowski M, Kasperczyk A, Romuk E, Rykaczewska-
Czerwinska M, Pawlas N, et al. Effect of N-acetylcysteine administration on
homocysteine level, oxidative damage to proteins, and levels of iron (Fe) and
Fe-related proteins in lead-exposed workers. Toxicol Ind Health.
2016;32(9):1607-18.

Dobrakowski M, Boron M, Birkner E, Kasperczyk A, Chwalinska E, Lisowska
G, et al. The Effect of a Short-Term Exposure to Lead on the Levels of
Essential Metal lons, Selected Proteins Related to Them, and Oxidative Stress
Parameters in Humans. Oxid Med Cell Longev. 2017;2017:8763793.



129

8. EKLER
EK-1. Tez Caligsmasi Orijinallik Raporu Ekran Goriintiisii

TEZIN TAM BASLIGI: KURSUN MARUZIYETININ VE SELASYON
TEDAVISININ TOKSISITEYI ETKILEYEN BAZI PARAMETRELER UZERINE
ETKISININ DEGERLENDIRILMESI

OGRENCININ ADI SOYADI: ASLI DINCER

DOSYANIN TOPLAM SAYFA SAYISI: 164 SAYFA

Ash Karacan Dincer doktora

ORIGIMALITY REPORT

4, Ay O 24

SIMILARITY INDEX INTERNET SOURCES PUBLICATIONS STUDENT PAPERS

PRIMARY SOURCES

docplayer.biz.tr 2
Internet Source %

Submitted to Inonu University 2
Student Paper %

Exclude quotes On Exclude matches < 2%

Exclude bibliography ©On



EK-2. Turnitin Dijital Makbuz

turnitin )
Digital Receipt

This receipt acknowledges that Turnitin received your paper. Below you will find the receipt
information regarding your submission.

The first page of your submissions is displayed below.

Submission author:  Asli Karacan Dincer
Assignment title:  Ashi Karacan Dinger doktora
Submission title:  Ash Karacan Dincer doktora
File name: ASLIKARACAND_NCER-DOKTORA_TEZ.pdf
File size:  4.28M
Page count: 164
Word count: 33,741
Character count: 215,234
Submission date:  06-Jan-2023 04:53PM (UTC+0300)
Submission ID: 1989197486

VA
BACETTERE UNIVERSETES
SAGLIK ILIVILERE ENSTITOSE

KURSUN VE SELASYON

ETRISINIY DEGERLENDIRILMES]

omn. b A KARACAN BINCER

Farmaesh Tokodh el Program
DOKTORA T21

ANKARA
s

130



131

EK-3. Tez Calismasi ile Ilgili Yaymn ve Bildiriler

1. Dincer A, Samadi A, Lay I, Cetin T, Nadir-Ozis T, Oztas Y, Sabuncuoglu S.
Kursun Maruziyeti Oksisterol Diizeylerini Nasil Degistirir? (Poster Sunumu)

Hacettepe Universitesi I1. Lipit Arastirmalar1 Calistay1
07.10.2017 (Ankara-Tiirkiye)

2. Dincer A, Cetin T, Sabuncuoglu S, Girgin G, Nadir-Ozis T.
Influence of Chelation Therapy on Oxidative Stress Parameters in
Occupationally Lead Exposed Workers. (Poster Sunumu)
10" Congress of Toxicology in Developing Countries (CTDC 10) and the 12
Serbian Congress of Toxicology
18.04.2018-21.04.2018 (Belgrad-Sirbistan)



EK-4. Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu Karar1

sayr : 16969557 —E5F

C.

T.
HACETTEPE ONIVERSITESI
Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu

ARASTIRMA PR( yESI DEGERLENDIRME RAPORU

: 13 TEMMUZ 2016 CARSAMBA

: GO 16/449(Degerlendirme Tarihi : 13.07.2016)

Konu

Toplant Tarihi

Toplanti No :2016/14

Proje No

Karar No : GO 16/449- 28

[Iniversitemiz Fczacihk  Fakiltesi

Farmasotik  Toksikoloji Anabilim Dali Ogretim

Uyelerinden Dog. Dr. Suna SABL INCUOGLU nun sorumlu araghirmaci oldugu, Uzm. Dr.

Tarkan Nadir OZ1S. Dog. Dr. Ay

s ERCAN. Dog. Dr. Gozde GIRGIN. Dos. Dr. Yesim

OZTAS. Dog. Dr. Incilay LAY ve Vet. Afshin SAMADI ile birlikte caligacaklan, GO 16/449
kayit numarah ve “Kuryun Maruzivetinin Ve Selasyon Tedavisinin Toksisiteyi Etkileyen
Bazi Parametreler Uzerine Etkisinin Degerlendirilmesi”™ bashikh proje Gnerisi aragtrmanin
gerckge, amag, vaklagim ve yontemleri dikkate alinarak incelenmis olup. idari izinlerin
tamamlanmasi kaydi ile etik agidan uygun bulunmugtur.

1.Prof. Dr. Sevda F. MUFTUOGEH
2 Prof. Dr. Nurten AKARSU

3. Prof. Dr. M. \'.lgMRA

4, Prof. Dr. Necdel SRGLHM

5. Prof. Dr. Hatice Dogan BUZOGILY
6. Prof. Dr. R. Koksal 0ZGUL

7. Prof. Dr. Ayse Lale DOGAN
1ZINLI

8. Prof. Dr. Elmas Ebru YALCIN

9. Prof. Dr. Mintaze Kerem GUNEL

(Bagkan) 10 Prof. Dr. Oya Nuran EMIROGLU (Uye)
(Uye) 11 Yrd. Dog. Dr. Ozay GOKOZ (Uve)
AN _
(Oye) 12. Dog. Dr. Giozde GIRGIN (Uye)
] 1ZINLI
(Oye) 13. Dog. Dr. Fatma Visal OKUR (Uye)
X 1ZINLI
(Uye) 14.Yrd. Dog. Dr. Can Ebru KURT (Uve)

(Uye) 15. Yrd. Dog. Dr. H. Hiisrev TURNAGOL(Uye)

(Uye) 16. Ogr. Gor. Dr. Miige DEMIR (Uye)

(Oye) 17. Ogr. Gor. Meltem SENGELEN ye)
[ZINLI

Wye) 18. Av. Meltem ONURLU (Uye)

Hacettepe Universites: Girigimsel Olmayan Klinik Aragtirmalar Etk Kurulu

06100 Sthhiye-Ankara

Aynath Bilgi iin

Telefon: 0 (312) 305 1082 » Faks: 0 (312) 310 0580 = E-posta: goctikis hacettepe edu 11

132



133

9. OZGECMIS





