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OZET

AMAC: DNA metilasyonu, yeni gelismelerle birlikte arastirmacilara merak uyandiran en
temel epigenetik mekanizmalardan biridir. Teknolojinin gelismesiyle hizli ilerlemeler
kaydeden analiz yontemleri sayesinde metilasyonun farkli rollerinin ortaya ¢ikmasi, 6zellikle
hastaliklar iizerindeki etkilerinin kesfedilmesini kolaylastirmigtir. DNA’nin  kimyasal
degisimiyle genlerde ifadesel farkliliklar saglayan bu mekanizmada meydana gelebilecek bir
hata ya dadiizensizlik, bir¢cok hastalifin temelinde yatan sorunlar1 olusturabilir. Bu ¢aligmada
amacimiz, yenidoganlarda agir metallerin Global DNA Metilasyonu (GDM) paterninde

yarattig1 degisikliklerin arastirilmasidir.

GEREC VE YONTEM: Bu calisma 80 yenidoganin kordon kaninda Aliiminyum, Civa, Bakir

ve Kursun agir metal diizeyleri ve DNA metilasyon dagilimlar1 degerlendirilerek yapildi.
Gruba dahil edilme kriterleri sigara igmeyen, demir takviyesi alan saglikli term gebelerdi.
Aliiminyum ve Civa, indiktif olarak eslestirilmis plazma ve Kiitle spektrometresi (ICP MS)

yontemiyle, Bakir ve Kursun Atomic absorption spectrometry (AAS) yontemiyle calisildi.

DNA Metilasyon diizeyleri; ThermoPureLink Genomic DNA Mini Kit/250 preps, Epigentec
MethylFlash Methylated DNA 5-MC Quantification Kit Colorimetric/96 assays, Epigentec
MethylFlash Global DNA Hydroxymethylation(5-hmc) ELISA Easy Kit kullanilarak dlgiildii.

Agir metal diizeyleri ile DNA metilasyon dagilimlari karsilagtirildi.

BULGULAR: Aliiminyum o6l¢timleri 1,16 pg/L ile 13,98 pg/L arasinda degismekte olup,
ortalama 5,454+3,50 pg/L saptanmistir. Bakir 6l¢timleri 14,53 pg/dl ile 70 pg/dl arasinda
degismekte olup, ortalama 33,414+13,11 pg/dl saptanmistir. Kursun 6l¢timleri 0,32 pg/dl ile
3,49 pg/dl arasinda degismekte olup, ortalama 1,35+0,50 pg/dl saptanmistir. Civa dlgiimleri
0,10 pg/L ile 1,65 pg/L arasinda degismekte olup, ortalama 0,5040,32 pg/L saptanmustir.
Calismamizda baktigimiz agir metal diizeyleri kabul edilebilir referans araliginda
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bulunmustur. (Referans araligi ; Aliiminyum:1-14 pg/L , Bakir:20-70 pg/dl, Kursun:0-10
pg/dl , Civa:0-10 pg/L olarak alinmstir.)
DNA metilasyonu diizeylerine goére hastalar ii¢ gruba ayrildiginda; Aliiminyum ve Bakir

diizeyleri ile DNA metilasyonu diizeyleri arasinda herhangi bir iliski gosterilemedi.(p>0.05).

(DNA metilasyonu 0,04 ile 0,89 arasinda degismekte olup, ortalama 0,18+0,15 saptanmustir.
DNA metilasyon diizeylerine gore ayirdigimiz gruplarin; % 25.3’liniin DNA metilasyonu

0,10°dan kiigiik, %44,0’lintin 0,11-0,20 ve %30,7’sinin 0,21°den biiyiiktiir.)

DNA metilasyonu ile kursun Ol¢iimleri arasinda anlamli farklilik saptanmistir. (p=0.041;
p<0.05). Gruplara gore Civa Olciimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik

saptanmistir (p=0,030; p<0,05).

SONUC:

Calisma sonunda elde ettigimiz verilere gore Aliiminyum, Bakir, Kursun, Civa seviyelerinin
referans araliginda olmasina ragmen; DNA metilasyonuna goére hastalar 3 gruba ayrildiginda,
Kursun ve Civa ile DNA Metilasyonu artisi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu,
Civa ile DNA metilasyonu arasinda ise pozitif yonde korelasyon oldugu saptanmustir.
Calismamizda baktigimiz agir metal diizeyleri normal aralikta goriilmesine ragmen ozellikle
civa ve kursun ile DNA metilasyonu arasinda iligkinin anlamli ¢ikmasi kabul edilebilir
sinirlarda  bile cevresel etmenlerin DNA metilasyonuna yol agabilecegi siliphesini
dogurmaktadir. Hamilelik sirasinda maruz kaldigimiz ¢evresel etmenlerin diisiik diizeyde bile

bazi sonuglara yol acabilecegini diistindliirmektedir.

Anahtar Sozciikler:

Agir metaller, DNA metilasyonu, Yenidogan, Kordon kani



INGILIZCE OZET (ABSTRACT)

AIM: New advances have increased curiosity of researchers towards DNA methylation which
is one of many an epigenetic mechanisms. The increase in the speed of these advances have
led to the discovery of various roles of methylation, and especially the discover of their effect
on diseases. A chemical change or irregularity in genes leading to the different expressions of
DNA may be the underlying basis for many diseases. In this study we examined if heavy

metal levels of newborns effected Global DNA methylation (GDM).

PATIENTS AND METHOD: In this study, heavy metal levels (Aluminum, Mercury, Copper

and Lead) and DNA methylation distributions were measured in 80 neonates. The children of
healthy pregnant mothers’ who did not smoke or take Iron suppliments were included in the
study. Aluminium and Mercury were measured using inductively coupled plazma and mass
spectometry (ICP MS), while Copper and Lead were measured using absorpiton spectometry

(AAS).

DNA methylation levels were measured using ThermoPureLink Genomic DNA Mini Kit/250
preps, Epigentec MethylFlash Methylated DNA 5-MC Quantification Kit Colorimetric/96
assays and Epigentec MethylFlash Global DNA Hydroxymethylation(5-hmc) ELISA Easy

Kit. Heavy metal levels were compared to DNA methylation distributions.

RESULTS: Aluminium levels were between 1,16 pg/L and 13,98 pg/LL and averaged
5,45+£3,50 pg/L. Copper levels were between 14,53 pg/dl and 70 pg/dl and averaged
33,41+13,11 pg/dl. Lead levels were between 0,32 pg/dl and 3,49 pg/dl and averaged
1,35+£0,50 pg/dl. Mercury levels were between 0,10 pg/L and 1,65 pg/L and averaged
0,50+0,32 pg/dl. All heavy metal levels were in normal ranges (Aluminium: 1-14 pg/L,

Copper: 20-70 pg/dl, Lead: 0-10 pg/dl , Mercury: 0-10 pg/L)



When patients were seperated into three groups according to their DNA methylation levels,
no correlation was found between DNA methylation distributions and Aliminium or Copper
levelts (p>0.05). (DNA methylation was between 0,04 and 0,89, averaging 0,18+0,15. 25.3%
or patients DNA methylation was lower than 0,10, 44.0% was between 0,11 and 0,20 and

30.7% was higher than 0,21)

A significant difference was detected between DNA methylation and Copper levels (p=0.041;
p<0.05). There was a statistically significant difference between groups for Mercury.

(p=0,030; p<0,05).

CONCLUSION:

This study has demonstrated that although Aliminium, Copper, Lead and Mercury levels were
within reference ranges, when patients were seperated into three groups according to DNA
methylation, Lead and Mercury levels increased with an increase in DNA methylation and
that there was a pozitive correlation between DNA methlation and Mercury. A correlation
with DNA methylation of heavy metals despite being in normal ranges raises the suspicion
that normal environmental factors may lead to DNA methylation. Pregnant women exposed to

normal levels or heavy metals may also be under risk for unforeseen problems.

Keywords:

Heavy metals, DNA methylation, Newborn, Cord Blood
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1. GIRIS VE AMAC

DNA metilasyonu en temel epigenetik mekanizmalardanbiridir. Ik kez 1940’11 yillarda
kullanilan epigenetik terimi, DNA dizisinden bagimsiz olarak genifadesinde meydana gelen,
miyoz ve mitoz ile kalitsal olarak aktarilabilen gen ekspresyonu degisikliklerini tarif eder
(1,2). Son yillarda gelisen teknolojiyle birlikte epigenetik alaninda yapilan c¢alismalar biiyiik
Olclide hiz kazanmistir. Epigenetik olaylarin 6zellikle insanlar iizerindeki énemli etkilerinin
kesfedilmesi, hastaliklarla iliskisinin kurulmasini da saglamistir. Birgok hastalik epigenetik
mekanizmalarin diizenlenmesindeki hatalardan dolay1 ortaya cikmaktadir (3). Epigenetik
mekanizmalarin birbiriyle uyum ic¢inde etkilesmesi ve diizenlenmesi, organizmanin normal bir
embriyonik gelisim gecirilebilmesi i¢in ¢ok kritiktir. Bu siiregte, ayn1 genetik diziye sahip
hiicreler, farkli ifade profilleri sergileyerek degisik fenotipler gosterirler. Bir organizmada tek
bir atasal hiicreden ¢ok farkli hiicre tipinin olusmasi, genlerin farkli yer ve zamanlarda ifade
olmalarindan kaynaklanmaktadir. Epigenetik mekanizmalar, yer-zaman parametresine bagl
olarak, belirli genlerin ifade olmasini saglarken belirli genlerin ifadesini de baskilamaktadir
(4). Bunu saglayan mekanizmalarin herhangi birindeki hata ya da diizensizlik, genlerin
ifadesinin asir1 artmasina veya baskilanmasina neden olarak epigenetik kaynakli hastaliklar
meydana getirmektedir (5).

Agir metallerin DNA metilasyonuna etkisi incelendiginde metallerin DNA’ya baglanmasinin
genellikle baz eslesmesini saglayan hidrojen baglarinin kirilmasina ve ¢ift zincirli yapinin
kararliliginin bozulmasina sebep oldugu bilinmektedir. Pozitif yiiklii metal iyonlarinin,
DNA’nin her iki zincirinde bulunan fosfat gruplarindaki negatif yiiklii oksijen atomlar1 ve
bazlarin azot ve oksijen gibi elektron dondrii olan atomlar1 ile reaksiyona girebilecegi
bildirilmistir. Magnezyum ve kalsiyum gibi metal iyonlar1 niikleik asitlerde fosfat gruplarina
baglanarak DNA cift zincirli heliks yapisinin korunmasina katkida bulunurken, civa ve giimiis
iyonlar1 bazlara baglanarak heliks yapimin kararliliginm1 bozabilmektedir. Hegzavalent krom
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bilesiklerinin memeli hiicre kiiltiirlerinde kromozom anormalliklerine ve mutasyonlara sebep
oldugu, ayrica DNA’nin bir zincirinde kirilmalara yol acabilecegi saptanmistir. Metallerin
DNA'’ya baglanmas1 genellikle baz eslesmesini saglayan hidrojen baglarinin kirilmasina ve
cift zincirli yapmnin kararhiliinin bozulmasina neden olabilir, fakat niikleik asitlerin
konformasyonunda meydana gelebilecek bu gibi degisimler baglanan metal iyonunun ¢esidine

baglhdir.

DNA metilasyon mekanizmasi ile iligkili hastaliklar incelendiginde; embriyonik gelisim,
transkripsiyon, kromatin yapisinin diizenlenmesi, X kromozomu inaktivasyonu, genomik
“imprinting” ve kromozom stabilitesinin saglanmas1 gibi bir¢ok hiicresel siirecte rol oynadigi
belirlenmistir. Metilasyonun bu tip kritik siire¢clerde rol almasi, onun cok iyi bir sekilde
kontrol edilmesini gerektirmektedir. Bircok hastaligin temelinde, epigenetik kontrol
sisteminin diizgiin bir sekilde ¢alismamasi yatmaktadir. Epigenetik modifikasyonlar diizgiin
bir sekilde kurulamaz ya da devam ettirilemezse, bu siirecle ilgili patolojik sonuglar ortaya
cikabilmektedir (5,6). Bunlar; “imprinting” hastaliklar (Prader-Willi sendromu (PWS),
Angelman sendromu (AS), Beckwith-Wiedemann sendromu (BWS)), ticlii tekrar hastaliklari
(Frajil X sendromu(FRAXA), Myotonik distrofi (DM1), Fasiyoskapulohumeraldistrofi
(FSHD)), mekanizma ile direk iligkili hastaliklar (Sistemik lupuseritematozus (SLE), kanser
(Kolon kanseri, biitiin kanser tipleri) ve inflamatuar hastaliklardir (Romatoid artrit (RA),

Ailevi Akdeniz Atesi (AAA)).

Bu ¢alismada amag; Tiirkiye’de dogan yenidoganlarda agir metal diizeylerinin belirlenmesi ve

bu diizeylerin DNA metilasyonu ile korelasyonunun arastirilmasidir. Bu ¢alismanin

sonucunda Tiirkiye’de dogan bebeklerin agir metal maruziyetinin belirlenmesi disinda, DNA

12



metilasyonunu artirdiklarinin saptanmasi1 durumunda adi gegen agir metallere maruziyetin

azaltilmasi ile bebek ve toplum sagliginin iyilestirilmesinin saglanacagi 6ngoriilmektedir.

Epigenetik alaninda yapilan bu calisma ile bir¢ok hastaligin patogenezinin anlasilmasinin yant

sira kanser gibi ¢agimizin 6nemli hastaliklar1 i¢inde erkentani, ilag gelistirme ve tedavi

olanaklarina biiyiik katkilar saglayacaktir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Epigenetik ve Epigenetik Mekanizmalar

Bir organizmanin DNA baz dizilimindeherhangi bir degisim olmaksizin olusan, mitoz ve
mayoz boliinme ile aktarilabilen gen fonksiyon degisimlerine epigenetik denir. Bagka bir

deyisle; gen ekspresyonuna bagl kalitsal bilgidir.

Epigenetik degisimler genlerin sessizlesmesine (silencing) neden olurlar. Bu da geni inaktive
edici bir mutasyon veya delesyon gibi genetik bir mekanizmayla esdegerdir. Ancak epigenetik
degisimler geri doniisiimlii oluslar1 ve DNA’nin baz dizisinde bir degisime neden olmamalari
gibi ozellikleriyle genetik degisimlerden ayrilirlar. Canlilarin embriyodan yetiskin bireye
dogru ilerleyen gelisim siirecinde gozlemlenen, hiicre farklilagmasi sirasinda ortaya ¢ikan gen
ifadesindeki degisikliklerde 6nemli rol oynamaktadir. Cevresel etmenlerin genler {izerine

etkileri epigenetik mekanizmalarin aktive olmasina veya sessizlestirilmesine neden olur.

Epigenetik mekanizmalar basitce su sekilde gruplandirilabilir;

Transkripsiyonel mekanizmalar:

» DNA metilasyonu:
DNA metilasyonu insanlarda ve bircok memelide bilinen tek dogal DNA
modifikasyonudur. DNA metilasyonunda; Guanin tarafindan takip edilen sitozin
bazina DNA metiltransferaz (DNMT) enzimince bir metil grubu kovalent olarak

baglanir.

Hiicredeki DNA metilasyonunun amaglart;

e (Gen regiilasyonu
e Genomik impriting
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e X Kromozomu inaktivasyonu

e Viral ajanlardan korunma

Gen Regiilasyon: Bir gen bolgesinin metillenmesi ile ifade edilmesi arasinda ters bir
oran vardir. Bir gen az metillenirse yiiksek oranda ifade edilir. Bir gen ¢ok metillenirse
diisiik oranda ifade edilir. DNA metilasyonu ve regiilasyon arasindaki iligkiyi
anlamada en iyi1 Orneklerden birisi kanser hiicrelerindeki metilasyon oranlarinin
incelenmesidir. Kanser hiicrelerinde normal hiicrelere gore proto onkogenlerin daha az
miktarda metillendigi, DNA hasar tamir genlerinin ise daha ¢ok metillendigi

gosterilmistir.

Genomik Imprinting: Belirli bir geni tasiyan kromozomun kokeninin anaya yada
babaya ait olmasma bagli olarak fenotipik ifadenin de§ismesi durumuna verilen
isimdir. Bazi tiirlerde belirli kromozomal bolgelerdeki genler anadan ya da babadan
koken almasina bagl olarak ifade edilmesi veya genetik olarak sessiz kalmasi i¢in bir

cesit hafiza ya da damga igerirler (ifade edilebilir allelin baskilanmasi).

X Kromozomu Inaktivasyonu: Disiler X kromozomundan iki kopyaya sahip
olduklarindan X bagli gen iiriinlerini iki kat fazla iiretme potansiyeline sahiptirler. Kac
tane olmasina bakmaksizin biri hari¢ tiim X kromozomlar1 inaktive olmaktadir. Bu
konu hakkinda en c¢ok bilinen hipotez Lyon Hipotezi’dir. Bu hipoteze gore; disi
memelilerin somatik hiicrelerinde sadecetek bir X kromozomu transkripsiyonel olarak
aktiftir. inaktivasyon embriyonik yasamin ilk evrelerinde olur. Disi somatik hiicrelerin
her birinde inaktif X anneden veya babadan gelen olabilir, tesadiifidir. Ancak
bir hiicredebir X kromozomu inaktive olunca bu hiicreden olusan tiim hiicrelerde ayni1

X inaktif olur.
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Viral Ajanlardan Korunma: Konak memeli hiicrelerinin genomuna dahil olan viral
DNA’ nin metilasyon tarafindan inaktivasyona ugratilmasi, bu yontemin enfeksiyon

ajanlaria kars1 bir koruma mekanizmasi olarak gérev aldigini1 gostermektedir.

» Histon modifikasyonlari
Histonlar baslica; Asetilasyon (Ac), Ubiquitinasyon (Ub), Metilasyon (Me),
Fosforilasyon (P), Sumoylasyon (Su) ile modifiye edilirler.
Histon Metilasyonu, histon proteinlerinde bulunan aminoasitlere histonmetiltransferaz
enzimleritarafindan 1, 2 veya 3 tane metilgrubu eklenmesidir. Histon Modifikasyonu

gen aktivasyonu veya baskilanmasini saglar.

Postranskipsiyonel mekanizmalar:

» RNAIi (RNA Interference)
RNA interferens veya RNA girisimi (RNA1) , canli hiicreler i¢inde yer alan ve hangi
genlerin aktif olacagimi ve nasil aktif olacaklarimi belirleyen ve kontrol eden
bir sistemin ismidir. Kiigiik RNA molekiillerinin iki tipi, mikroRNA (miRNA) ve
kii¢iik interferans RNA's1 (siRNA) RNA interferens icin biiylik 6nem tasir. RNA'lar
genlerin dogrudan {iriinii olup bu kiiciik RNA'lar, ya faaliyetlerini artirmak veya
azaltmak suretiyle, 6rnegin bir mesajct RNA'nin protein liretmesini engelleyerek diger
0zel RNA'lar (mRNA) ile baglanabilirler. Her bir siRNA's1 (Tablo 1), iki adet tek
sarmallt (ss) ssRNA'ya baglanir, tam olarak isimleriyle yolcu sarmal ile kilavuz
sarmal. Yolcu sarmal indirgenerek ayristirilirken kilavuz iplik¢ik RNA-indiiklenmis
susturma kompleksi (RISC) igine yerlestirilerek dahil edilir. Transkripsiyon sonrasi

sessizlesme olarak bilinen olay bdylece meydana gelmis olur.
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siRNA hedef geni Hastalik

pS3 mutant

K-Ras

BCR-ABL

MDRI1

C-RAF

Bcl-2

VEGF

PKC-a

KANSER

B- Catenin

Tablo 1: Tedavi Edici siRNA’lar

miRNA genlerinin %50’den fazlas1 kanserle iligskili genomik alanlarda veya frajil
sitelerde lokalizedir. Bunlarin tiimér supresér gibi davranarak onkogenleri inhibe
ettikleri veya tam tersiolarak onkogen gibi hareket ederek tiimorsupresorleri inhibe
ettikleri gosterilmistir. miR-15 ve miR- 16’nin insan kanserlerinde tiimor supresor

olarak hareket edebilecegini gdsterilmistir.

2.2. DNA Metilasyonu ve Gen Ifadesindeki Rolii

Okaryotik hiicreler gen ifadesi kontroliinii saglayabilmek icin cekirdekte yiiksek derecede
kontrol edilen, dinamik ve karmasik bir yap:1 olan kromatini kullanirlar. Kromatin yapisi,
yapisal ve kimyasal birtakim degisimlere ugrayarak gen ifadelerini etkilemektedir. DNA’nin
cok siki paketlenmis formu olan kromatin yapinin DNA replikasyonu sirasinda acilmasiyla,
kalip zincirde var olan yapisal ve kimyasal modifikasyonlar, diger bir deyisle “epigenetik
isaretler”yeni sentezlenen zincirlere aktarilir ve bu sekilde herbir replikasyon sirasinda

hiicreden hiicreye korunur (3). Kromatin yapi iizerinde meydana gelen epigenetik
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modifikasyonlarin  genlerin ifadelerini etkilemesi, DNA metilasyonu ve histon

modifikasyonlar1 gibi temel epigenetik mekanizmalar tarafindan kontrol edilmektedir (6).

Son donemlerde lizerinde ¢ok calisilan ve hakkinda en cok bilgi sahibi olunan epigenetik
mekanizma DNA metilasyonudur. DNA metilasyonu, kovalent bir modifikasyondur ve sitozin
(C) bazimin 5. karbonuna bir metil grubu (-CH3) takilmasiyla 5-metil sitozin (5m-C) yapisinin
olugmasiyla karakterize edilir (7). Bu kimyasal tepkime, DNAmetil transferazlar (DNMT)
tarafindan katalizlenmektedir. Bu enzimler, metil grubu donérii olan S-adenozil-Lmetiyonin
(SAM)’den metil grubu alarak sitozinin 5. Karbonuna transfer ederler. Memelilerde bilinen
bes DNMT enzimi vardir; DNMT1, DNMT3A, DNMT3B, DNMT3L ve DNMT2. En 6nemli
katalitik aktivitelere sahipolan enzimler DNMTI1, DNMT3A ve DNMT3B’dir. DNMTI,
DNA zincirinde kurulu olan metilasyon paternlerinin yeni zincirlere aktarilmasindan
sorumludur. DNMT3A veDNMT3B de denovo metil transferazlar olarak adlandirilirlar ve
gelisimin erken evrelerinde kurulan ilk metilasyon paternlerinin olusturulmasindan

sorumlulardir (8).

DNA metilasyonu, genomdaki sitozin (C) ve guanin (G) ¢iftlerinin ardarda siralanmasiyla
olusan ve CpG dizilerinin yogunlastifi bolgelerde gerceklesmektedir. Insan genomunda
yaklasik olarak 28 milyon CpG dizisi bulunmaktadir. Bu dizilerin %10°dan azi, CpG
adaciklar1 olarak adlandirilan 500 baz ¢iftinden biiyiik ve GC igeriginin %55°den fazla oldugu
bolgelerde bulunmaktadir. Evrimsel siirecte korunmus olan CpG adaciklari, genellikle
genlerin promotor bdlgelerinde yerlesim gostermektedir. Yaygin olarak, organizmanin
gelisimi ve sag kalimi i¢in siirekli olarak ifade edilmesi gereken housekeeping ve diizenleyici
genlerdeki CpG adaciklari, DNA metilasyonuna karsi direncli bélgelerdir. Bunun yaninda,

tekrar dizileri ve transpozonlar gibi heterokromatin bolgelerdeki CpG dizilerindeyse, DNA
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metilasyon orani yiiksektir. Bu bdlgelerin metillenmis durumda olmasi ile transkripsiyon
baskilanmakta ve bu elementlerin genom i¢i hareketi engellenerek kromozomun kararli
yapida kalmasi saglanmaktadir (9, 10). Buna ek olarak; uzun donem baskilanmasi gereken
inaktif X kromozomundaki genler, imprinted genler, gametlerde ifade olmasi gereken genler
ve bazi dokuya 0zgiil genler de, yer ve zaman durumuna bagli olarak metilasyona
ugramaktadir (5). Sitozine metil grubunun takilmasiyla DNA’da olusan‘“epigenetik isaret”
genlerin hangi hiicrede ifade olup hangihiicrede ifade olmayacagini belirlemektedir. Genel bir
algiolarak DNA metilasyonu, promotor bolgedeki CpG adaciklarminmetillenmesini
saglayarak o genin susturulmasmi saglamaktadir. Bu durumun gerceklesmesi igin iki
mekanizma Onesliriilmiistiir; direk ve indirek mekanizmalar (Sekil 1). Direk mekanizmalarda,
genin promotor bdlgesine transkripsiyon faktorlerinin baglanmasimnin fiziksel olarak
engellenmesi sdzkonusudur. Transkripsiyon faktorlerinin baglanma bolgesindeki metillenmis
CpG’ler, transkripsiyon faktorlerinin burayaba glanmasini yapisal olarak engeller ve bu
sekilde gen ifadesi baskilanir. Bu mekanizmaya alternatif olan ve giinlimiizde daha ¢ok kabul
goren diger bir mekanizma da indirek mekanizmalardir. Burada, genin promotor bolgesindeki
metilenmis CpG’ler, metil-CpG baglanma proteinleri (MeCPs) olarak adlandirilan birtakim
faktorlerin bu bolgeye baglanmasini tetiklemektedir. Bu proteinlerin baglanmasi, histon
deasetilazve histon metiltransferaz gibi bir¢cok korepresor proteininde bolgeye gelmesini
saglamaktadir. Histon deasetilazlar (HDACs), bu bolgedeki histonlar1 deasetile eder ve
boylece kromatin yapisi inaktif konfigiirasyon kazanir. Histon metiltransferazlar (SUV39) ise,
H3 histonunu 9. lizin pozisyonundan (H3K9) metiller ve inaktif kromatin yapisin1 daha da
saglamlastirir. H3K9 metilasyonu ayn1 zamanda bolgeye heterokromatinproteinini (HP1) ve
kromatin remodelling proteinlerini (BRM, SIN3A) de bu bdlgeye ceker. Sonugta, genin
promotorbodlgesinde olusan bu kompleks yap1 genin transkribe olmasiniengeller ve gen ifadesi

baskilanir (11).
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Bu giline kadar DNA metilasyonu ile ilgili yapilan caligmalarin biiylik bir ¢ogunlugu,
promotor bolgedeki metilasyona odaklanmistir. Aslinda, promotor bdlge metilasyonu ile gen
sessizlesmesi arasindaki iliski 1970’lerde tanimlanmistir. Promotor bdlgedeki CpG
adaciklarinin metillenmesi ve bunun gen ifadesini baskiladiginin kesfi, DNA metilasyonunun
islevi hakkinda genel algimin sekillenmesini saglamistir. Simdilerde ise, DNA metilasyonu ve
gen sessizlesmesi arasindakiiligkinin belirsiz oldugu giindemdedir. DNA metilasyonu, gelisen
genom-boyu metilasyon haritalamalar1 sayesinde; transkripsiyon baslama bolgelerinde, ekzon
ve intronbolgelerinde, diizenleyici bolgelerde ve tekrar dizilerindede analiz edilebilmektedir
(12). X kromozomu lizerinde yapilan ¢caligmalar sonucu, gen i¢inde gergeklesen metilasyon ile
aktif transkripsiyon arasinda pozitif korelasyonlar bulunmustur(13). Gen i¢indeki
metilasyonun transkripsiyonu engellemedigi hatta transkripsiyonun uzamasini tetikledigi one
stiriilmiistiir. Promotor bolgedeki metilasyon, gen ifadesi ilenegatif korelasyona sahipken, gen
icindeki metilasyonunungen ifadesi ile pozitif korelasyona sahip olmasinin agikca bir
paradoks oldugu da vurgulanmistir (12). Bu acidan bakildiginda, DNA metilasyonunun gen
ifadesi tlizerine etkilerinin hem baskilama hem de ifadeyi artirma yoniinde olabilecegi goz ardi

edilmemelidir.

Direkt
mekanizmalar

<\ Transkripsiyon baskilanir

' Indirekt
Y mekanizmalar
Aktif transkripsiyon ﬁ‘
HP1

-

Transkripsiyon baskilanir

Sekil 1: DNA metilasyonu ile gen ifadesinin baskilanmasini saglayan mekanizma.
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2.3 Agir Metallerin Biyokimyasal Ozellikleri

Giliniimlizde artan niifus, kentlesme ve endiistrilesme tiim canlilarin agir metal temasini
artirmistir  (14,15). Agir metaller yaygin kullanimlar1 nedeniyle en zararli ¢evresel
kirleticilerdendir. Kursun (Pb), civa (Hg) ve kadmiyum (Cd) Toksik Madde ve Hastalik Kayit
Ajanst (Agency for Toxic Substances and Disease Registry: ATSDR)’nin en son 2007°de

bildirdigi 6ncelikli tehlikeli maddeler icerisinde ilk 10°da yer almaktadir (16).

Yasadig1 cevrede agir metal diizeyinin artmasi ¢ogu canli dokusunda agir metal diizeylerinin
artmasma yol a¢cmistir (17). Besin zincirinin en {stiinde yer alan insan, giderek artan
diizeylerde agir metallerle temas etmektedir. Bu nedenle son 30 yildir agir metallerin toksik
ve istenmeyen etkilerini inceleyen calismalarin sayisi giderek artmustir. Insanlarin toksik
metallerle tanismasi intrauterin donemde baslar ve sonrasinda baslica anne siitii ve soluduklari
hava ile agir metal temas: stirer. Hizli bliylime ve gelisim siirecinde olan fetlis ve bebekler

agir metallerin toksik etkilerine kars1 eriskinlerden daha hassastir (14, 15).

Agir metal fiziksel 6zellik acisindan yogunlugu 5 g/cm3' ten daha yiiksek olan metaller olarak
tanimlanmaktadir. Genel olarak zehirli ve c¢evre Kkirliligine nedenolan tiim metaller
agirmetaldir. Bu gruba kursun, kadmiyum, krom, demir, kobalt, bakir, nikel, civa, aliiminyum

ve ¢inko olmak tizere 60' tan fazla metal dahildir.

Bazi metaller insan viicudu i¢in vazge¢ilmez iken bazilar1 da ileri derecede zehirleyicidirler.
Ancak viicut icin faydali goriinen metallerin de belirli miktarlardan sonra toksik etkili
olduklar1 bilinmektedir. Ornegin bakir eksikligi cocukluktan itibaren ©nemli saglik
sorunlarina yol agmaktadir. Bununla birlikte kursunun diisiik oranda alinmasi bile insanlar

icin toksik etki yaratma potansiyeline sahiptir.

Metallerin ekolojik sistem iizerine etkilerinden bahsederken aslinda metalin ait oldugu grubun

ele alinmasi ve bu 6zelligin vurgulanmasi biyolojik etki agisindan ¢ok daha anlamlidir.
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Agir Metallerin Dogada Bulunusu ve Yayilimi:

Antik ¢aglarda metallerin cevherleri islenmeye baslandigindan beri metaller insan faaliyetleri
sonucu olarak dogal cevrimler disinda atmosfere, hidrosfere ve pedosfere yayilmaya
baslamislardir. Hergiin yiizlerce kirletici dogaya desarj edilmektedir. insanlig: tehdit eden
kirleticilerin en 6nemlileri; petrol, yag, klorlu hidrokarbonlar, radyoaktif atiklar, sentetik
deterjanlar, pestisitler, yapay ve dogal tarimsal giibreler, agir metaller, bakteri ve virlis gibi
hastalik yapici canlilardir. Bu kirleticilerin icinde yer alan agir metallerealic1 ortamlarin en
ciddi kirleticileri goziiyle bakmak gerekmektedir. Ciinkii agir metal iceren kirleticiler sucul

ortamlarda veya sucul canlilarda birikim gosterebilirler (18, 19).

Agir metaller, su kaynaklarina, endiistriyel atiklar veya asit yagmurlarinin topragi ve
dolayistyla bilesimde bulunan agir metalleri ¢6zmesi ve ¢dziinen agir metallerin irmak, gol ve
yeralt1 sularina ulagmasiyla gecerler. Sulara tasinan agir metaller asirici derecede seyrelirler
ve kismen karbonat, siilfat, siilfiir olarak kati bilesik olusturarak su tabanina ¢oker ve bu
bolgede zenginlesirler. Sediment tabakasinin emilim kapasitesi sinirli oldugundan dolay1 da

sularin agir metal konsantrasyonu siirekli olarak ytikselir.

Agir metallerin ¢evreye yayiliminda etken olan en 6nemli endiistriyel faaliyetler ¢imento
iretimi, demircelik sanayi, termik santraller, cam iiretimi, ¢6p ve atik ¢amur yakma
tesisleridir. Tablo 2’de temelendiistrilerden atilan metal tiirleri genel olarak gosterilmistir.
Havaya atilan agir metaller, sonugta karayave buradan bitkiler ve besin zinciri yoluyla da
hayvanlara ve insanlara ulasirlar ve ayni zamanda hayvan ve insanlar tarafindan havadan
aeresol olarak veya toz halinde solunurlar. Agir metaller endiistriyel atik sularin igme sularina
karigmasi yoluyla veya agir metallerle kirlenmispartikiillerin tozlasmasi yoluyla da hayvan ve

insanlar tizerinde etkin olurlar.
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Kagit Endistrisi - - - - + + - -
Petrokimya - - - + + - + +
Klor-alkali Uretimi + + = + + - + +
Gubre Sanayi + + + + - - - +
Demir-Celik Sanayi + + + + + - - -
Enerji Uretimi (Termik) + + + + + + +

Tablo 2: Temel endiistrilerden atilan metal tiirleri

KURSUN (Pb)

Kursun periyodik tablodaki elementlerden biri olup, simgesi Pb ve atom numaras1 82’dir.
Kursun insan faaliyetleri ile ekolojik sisteme en Onemli zarari veren metal olma Ozelligi
tasimaktadir. Kursun dogada bol bulunmakta olup, tarih boyunca da genis endiistriyel
kullanim alanlar1 bulunmaktadir. Antik uygarliklardan itibaren 6zellikle su sistemlerinde
yogun olarak kullanilmis ve kursuna baglh zararli etkiler o gilinlerden farkedilmeye
baslamistir. Ekolojik sistemde metal ve bilesik hallerinde bulunur ve her durumda toksik
ozellik tasir. 1920’1i yillarda kursun bilesiklerinin (kursuntetraetil Pb (C2H5)4 ) benzine ilave
edilmesi ekolojik sisteme yayilmasinda onemli rol oynamistir. Giliniimiizde yaygin olarak
kursunsuz benzin kullanma c¢abasi1 olmakla birlikte bu yolla yayilim halendevam etmektedir

(20, 21, 22, 23).

Kursunun kullanim alanlar1:

e Boya hammaddesi olarak (Kursun oksit, kursun karbonat)
e Yemek saklama kaplarinda
e Akii sanayisinde

e Insektisitler (bdcek ilaglarn)
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e Su borularinda
e Kozmetik malzemelerde bulunan pigment ve diger ana maddelerde
e Kuyumculuk islemlerinde altinin geri kazaniminda

e Sigara

Kursun gastrointestinal ya da solunum yolu ile emilir. Organik kursun ayrica deriden de
hizlica emilir. Cocuklarin kursunu absorbe etmeorant %50 iken bu oran erigkinlerde %10
olarak bulunmustur. Kursun hizla kana gecer, %90°1 eritrositlere bagli olarak bulunur. Kursun
daha sonra kemiklerde depolanir. Ana atilim yolu idrar ile olmakla beraber anne siiti,
tiikkiiriik, sa¢ ve tirnaklarda da bulunur. Kursun toksisitesi hiicre zarlarina ve mitokondrilere
olan afinitesinden kaynaklanmaktadir. Sonu¢ olarak oksidatif fosforilasyon ve ATPazlar
iizerine etkileri ortaya ¢ikmaktadir. Ek olarak kursun gen ekspresyonunu etkileyebilecek
sekilde, niikleuslar i¢ine girmesini saglayacak sekilde inkliizyon cisimcikleri olusturmaktadir

(20, 21, 24, 23).

Kursun toksisitesinin biyokimyasal ve molekiiler mekanizmasi tam olarak anlasilmis degildir.
Kursun enzim inhibisyonu, DNA sentezinin dogrulugu, mutasyon, kanser, dogum kusurlar1 ve
kromozomal aberasyon testleri de dahil olmak {izere bir¢ok biyolojik ve kimyasal teste pozitif

cevap vermistir (25).

Insan hiicreleri kullamilarak yapilan in vitro galismalar kursun iyonlarinin DNAsentezinin
devamliligint ve onarimini engelledigini (26, 27) ve DNA polimeraz 3 ve ligaz aktivitesini
inhibe ettigini  gostermektedir(28). Kursun, UV-radyasyon ve N-metil-N-nitro-N-
nitrozoguanidin (MNNG) gibi mutajenlerle ko-mutajen olarak hareket ederek DNA onarimini

engelleyebilmektedir (29). Farkli kursun konsantrasyonlarina maruz birakilan hiicrelerde UV
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ile elde edilen kardes kromatit degisimleri lizerinde yapilan bir ¢caligmada gosterildigi gibi

DNA hasar1 ve genotoksik etkiler onarim engellendiginde artabilmektedir (30).

Genotoksisite kanser olusumunun baslamasi i¢in gereklidir. Artan genetik hasar ve insanlarda
kanser olusumu arasindaki baglanti kanitlanmistir (31). Kursun bilesiklerinin bdbrek
tiimorleri, akciger ve mide kanseri olusumu ilebaglantili oldugu bulunmustur (32, 33, 34).
Kursunun zayif bir mutajen ve olas1 bir karsinojen oldugu Cin hemster V79hiicrelerinde
gosterilmistir (35,36). Uluslararast Kanser Arastirma Ajanst (The International Agency for
Research onCancer; IARC) kursun ve inorganik kursun bilesiklerini grup 2B’de olas1 insan
karsinojeni olarak smiflandirmaktaydi (37). Ancak IARC insandaki karsinojen etkileri yeterli
gorerek inorganik kursunu yakin zamanda grup 2B’dengrup 2A’ya muhtemel insan
karsinojeni siifina almistir (38). Organik kursun bilesikleri ise grup 3’de bulunmaktadir ve
insan karsinojeni olarak siniflandirilmamaktadir (37). Smiflandirma sigan ve farede bobrek
timor olusumu temel alinarak yapilmistir. Kursun i¢in insan ile yapilan epidemiyolojik
caligmalarin yeterliligi hala sorgulanmaktadir (39,40). Baz1 ¢alismalar kursun maruziyetinin
lenfositlerde kromozomal aberasyon (chromosomal aberrationes-CAs) ve kardes kromatit
degisimleri (sister chromatidexchanges-SCEs) sikliklarinin artirdigini géstermistir (41, 42, 43,
30). Ancak bazi g¢alismalarda negatif sonuglar elde edilmistir (44, 45). Kardes kromatit

degisimleri uzun donemde genotoksik etkilere neden olabilmektedir.

Daha once yapilan in vitro ¢alismalar bir¢ok agir metalin DNA protein capraz baglari
olusturabilecegini 6ne siirmektedir. Bu ajanlarin ¢ogunun bu etkiye neden olabilmeleri i¢in
gerekli konsantrasyonun, hiicreler icin son derece toksik oldugu bulunmustur. Kursun
bilesikleri in vitro’da 5nM konsantrasyonda DNA protein ¢apraz baglarinin olusumunu
indiikler (46). Ancak kursunla calisan is¢ilerde su ana kadar lenfositlerde DNA protein ¢apraz
baglarinin olusumu belirlenmemistir (47). Kursun, hiicre iskeleti proteinleri ileetkileserek
kromozom segregasyonunu degistirebilmektedir (48). Oksidatif solunumun, agir metaller
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araciligr ile gergceklesen Fenton reaksiyonlarinin veya g¢evresel toksik ajanlarin yer aldigi
redoks reaksiyonlarinin yan {iriinli olan reaktif oksijen bilesikleri de DNA hasarina neden

olmaktadir (49).

Kursun plasentadan kolaylikla geger ve cocuklarin Pb ile temasi prenatal donemde baslar.
Fetusa gecen Pb miktar1 anneye ait viicut Pb yiikii ile iligkilidir. Gebelik sirasinda anne
kemigindeki Pb mobilize olur ve plasenta araciligi ile fetusa gecer. Devam eden ¢ocukluk
donemlerinde en 6nemli Pb temasi, Pb ile kontamine boya tozu, kirintisi, toprak, su ve
yabanci cisimleri agiz yoluyla almasi ile olmaktadir (50). Kursun 6zellikle gelisen beyin
iizerine toksiktir. Cocuklarda uzun sureli diisiik dozlarda Pb temasi entellektiiel kapasitede
azalmaya yol acar. Kan Pb diizeyinde 10ug/dl’lik artis 1Q’da 2 puanlik diismeye yol
acmaktadir (51). Intrauterin donemde Pb temas1 olan bebeklerde erken dogum ve intrauterin

biliyiime geriligi goriilmistiir (52, 53).

Kursun elementinin insan sagligi {izerine akut ve kronik donemlerde farkli ve zararli etkileri
oldugu bilinmektedir. Bu etkiler polindropati, ensefalit, anemi, hipertansiyon, biligsel
fonksiyonlarda bozulma (6zellikle ¢ocuklarda), ensefalit, bobrek fonksiyon bozukluklari,
bagisiklik sistemi bozukluklari, tireme fonksiyonlarinda muhtemel bozulmalar ve muhtemel

kanserojen etki olarak 6zetlenebilir (20, 21, 23, 54, 55).

BAKIR (Cu)

Bakir, 1B gegis grubu elementidir ve atomnumarast 29'dur. Bakira tarihte ilk defa Kibris'ta
rastlandigindan tiim dillerdeki isimlerinin Cyprium kelimesinden tiiredigi tahmin
edilmektedir. Dogada 200'den fazla bakir minerali bulunmakla beraber sadece 20 tanesi bakir
cevheri olarak endiistriyel 6neme sahiptir. Bakirin bitkiler ve canlilar iizerindeki etkisi,

kimyasal formuna ve canlinin biiytlikliigiine gore degisir. Kiiclik ve basit yapili canlilar i¢in
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zehir 6zelligi gosterirken biiylik canlilar i¢in temel yapi bilesenidir. Bu nedenle bakir ve
bilesikleri fungusit, biosit, anti bakteriyel madde ve bocek zehiri olaraktarim zararlilarina ve
yumusakealara kars1 yayginolarak kullanilir. Pestisidlerde yeralan bakir iyonlar1 saglik
acisindan c¢ok tehlikelidir. Az miktarda bakir iyonu alinmasi viicudun bakir dengesini
bozmakta, enzim aktivitesini engellemekte, karaciger, beyinve bobreklerin normal ¢alismasini
bozmaktadir. Ayrica bakir iyonu bitkilerde uzun siire kalabilir. Ornegin; elma agaclarinda

giderek azalmakla birlikte 12 hafta varligini siirdiirdiigii tespit edilmistir.

Bakar, ¢esitli kaya ve minerallerde bol bulunan esansiyel mikro besin elementlerinden biridir.
Hem prokaryot hem de 6karyotlardaki metabolik siireclerin genis bir yelpazesi igin gereklidir.
Oksijen tastyicilart (hemosiyanin) ya da redoks katalizorleri (sitokrom oksidaz, nitrat
rediiktaz) gibi islevleri olan, bilenen en az 30 tane bakir i¢eren enzim vardir. Bakir; Cu®, Cu+1

ve Cu+2 degerlikli {i¢c oksidasyon durumu ile bir gecis metalidir.

Bakir elektrik ve boya sanayinde, tesisat borularinin iiretiminde kullanilmaktadir. Bakir
tuzlar1 veteriner hekimlikte antelmintik olarak, tarimda fungisit olarak genis kullanim alanina
sahiptir. Bakir, solunan havayla, icilen suyla, yenilen yiyeceklerle ya da bakir iceren

bilesiklerin deriye temasi yoluyla organizmaya alinabilir. (56)

Bakir viicut islevleri acisindan 6nemli olmakla beraber Ozellikle sag¢, deri esnek kisimlari,
kemik ve bazi i¢ organlarin temel bilesenidir. Erigkin insanlarda ortalama 50-120 mg bulunan
bakir, aminoasitler, yag asitleri ve vitaminlerin normal kosullarda metabolizmadaki
tepkimelerin vazgecilmez 6gesidir. Metalloenzimlerin yapisinda bulunan bakir, insan
metabolizmasinda biyokatalizor olarak pek c¢ok isleve sahiptir. Sitokrom ¢ oksidaz, dopamin
B-hidroksilaz, iirat oksidaz, siiperoksit dismiitaz, tirozinaz, amin oksidaz ve askorbik asit
oksidaz bilinen bakir metalloenzimlerinin baglicalaridir. Demirin viicutta diizenli bir sekilde

kullanilmasi i¢in de gereklidir. Bakir olmazsa demir hemoglobine baglanamaz. Bakir insan

27



viicudunda tiim organ ve dokularda bulunmaktadir. Konsantrasyonlar1 birka¢ ppm’den 100
ppm’e kadar degisen miktarlarda bulunabilir. Karacigerde yiiksek derisimlerde bulunur.
Ayrica beyin, kalp, mide, bagirsagin ¢esitli kisimlarinda yiiksek miktarda bulunur. Toksik bir
madde olmasinin yani sira esansiyel bir besin maddesi olan bakir ince bagirsaklardan emilir,
emilen bakir serum albiiminine ve aminoasitlere gevsek bir sekilde baglanarak tiim viicuda
dagilir. Bakir-alblimin bakir-histidin kompleksleri halinde karacigere gelen bakir, parankim
hiicrelerinde seruloplazmin sentezinde kullanilir. Memeli plazmasindaki bakirin yaklagik

%90’ 1 bakir metalloproteini ve seruloplazmin formundadir (57, 58, 59).

Bakirla 1lgili en ciddi zehirlenmeler oral yolla olmaktadir. Bakir, memelilerin dokularinda
birikebilen ve dokulardaki derisimi kritik degerlere ulastiginda toksik etkiler gosterebilen bir
metaldir. Bu metale maruz kalindi§inda basta karaciger ve bobrek olmak iizere, pek cok
dokuda patolojik degisiklikler gelistigi bildirilmektedir (56). Akut bakir zehirlenmesi seyrek
olarak gozlenir. A1z yoluyla alindiginda akut zehirlenme insanlarda LD50, (Lethal Dose:
Oldiiriicii Doz) 100 mg/kg’dir, ancak 600 mg/kg’a kadar emilim oldugunda dahi tedavisi
miimkiindiir. Bagirsaktan bakir emiliminde bir hata olusursa “Menkes Sendromu” ortaya
cikar. Bu hastalikta, plazmadaki bakir ve bakir oksidaz diizeyi diisiiktlir. Biiyiime yavaslar,
viicut 1s1s1 diiser, saclar agarir ve beyinde dejenerasyon meydana gelir. Bakir eksikligi kalp
hastalig1 riskini azaltir. Bagirsaktan bakir emilimi artarsa “Wilson Hastalig1” goriliir. Bakar,
beyin ve karacigerde birikir. Normalde diskiyla ve ¢ok azi idrar ile atilir (60, 61). Bakirin
fazlas1 ise zehirleyicidir. 15 mg’dan daha fazla elementel bakir yutulmasi halinde, bulanti,
kusma, ishal, karin agrisi, yaygin kas agrilar1 gibi belirtiler ortaya ¢ikar. Zihinsel kusurlar ile

koma ve 6liim de goriilebilir(62).

Bakirin insan saghg iizerindeki etkilerinden dolay: tespiti olduk¢a 6nemlidir. Bu nedenle

bakirin kantitatif tayini icin yiiksek duyarlikli analitik tekniklere ihtiyac vardir.
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CIVA (Hg)

Civa, atom numarasi 80 olan kimyasal birelementtir. Element; hava, su ve toprakta birkag
sekilde bulunur. Bunlar, elementel civa, inorganik ve organik civa bilesikleri seklindedir. Yer
kabugunda ortalama 0,08 ppm oraninda bulunan civa deniz suyunda 3x10-5 ppm civarinda
bulunmaktadir. Dogal civa igerigi havada 0,005-0,06 ng/m3; bitkilerde 0,001-0,3 ng/g
seviyelerindedir. Endiistride, gerek metalik gerekse organik ve inorganik civa bilesikleri
olarak termometrelerde, baz1 metallerin {iretim siireglerinde, ila¢ sanayinde, dis tedavilerinde
dolgu malzemesi olarak, laboratuar uygulamalarinda, boya sanayinde ve kagit sanayinde
kullanilmaktadir. Ancak yarattig1 riskler nedeniyle kullanim alanlar1 giderek daralmaktadir.
Fosil yakitlarin yanmasi, madencilik sektoriinde civa igeren kayaglarin kirilmasi, civaiiretimi
esnasinda ve kat1 atik depolarindan sizma, atik pillerin rastgeleatilmasi, dis hekimliginde
kullanilan amalgam dolgular ve evde kullanilanciva igeren aletlerin kirilmasi cirvaninin

cevreye yayilmasi ile sonuglanmaktadir.

Bir diger 6nemli kirletici metilcivadir. Suya karisan civanin bakteriler ve organizmalar sonucu
metilcivaya cevrilmesi ile olusur. Planktonlar, onlart yiyen kiiciik baliklar ve midyeler ile
kiiciik baliklarla beslenen biiyiik baliklar ile besin zincirine karisir. Civanin {i¢ ayrikimyasal

formu bulunmaktadir. Civa buhari, tuzlari ve organik civa bilesiklerdir.

Civa tuzlart iki farkli oksidasyon durumunda bulunurlar: tek degerlikli civa tuzlar1 ve iki
degerlikli civa tuzlar1 olarak. Civa kloriir (Hg2Cl2) veya kalomel en iyi bilinen cival
bilesiktir. Bu formlar1 daha 6nce ¢esitli ilag sektorlerinde kullanilmistir. Ancak giliniimiizde bu
durum degismistir. Iki degerlikli civa tuzlar1 yaygin olarak kullanilmaktadir. Diinyanin birgok
yerinde yer TUstli sulara atilan atiklar c¢evre Kkirlilikleri ve bunlara baglh salginlar da
gozlenmistir. Civa plastik, mantar ilaci, mikrop 6ldiiriicii tiretimi gibi degisik alanlarda halen

kullanilmaya devam etmektedir. Bugiin kullanilan organik civa bilesikleri bir karbon
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atomuyla tek bir kovalent bagi olan civa icermektedir. Alkil civa bu bilesikler iginde
entehlikeli olani, metilciva ise en sik goriilenidir. Alkil civa ve tuzlart mantar ilaci olarak
kullanilmis ve insanlarda toksik etkiye neden olmustur. Civa ile islem gérmiis tohumlarin
bilingsiz  kullanimina bagli zehirlenmeler Irak, Pakistan, Gana ve Guatemala’da

gerceklesmistir.

Civa zehirlenmesi bulgular1 karsimiza akut ya da kronik etkilesime baglh olarak ya da
elemental, organik veya inorganik civa formuna bagliolarak farkli tablolar ¢ikarmaktadir.
Akut etkilenimde saatler icinde giigsiizliik, iirperme, metalik tat, bulanti, kusma, ishal,
solunum giicliigiive gogiis sikigsmasi goriilebilir. Akciger toksisitesi sonucu intersitisyel
pndémoni ve buna bagl da kalic1 hasar olusabilir. Kronik etkilenimde ise daha yavas gelisen
bir tablo gozlenir. Bunun disinda psikolojik semptomlar, unutkanlik, sabirsizlik, vazomotor
rahatsizliklar, siddetli tiikiiriik salgilamas1 ve gingivit goriilmektedir. Minamata hastalifinda
oldugu gibi civa ile ilgili etkilenimlerin ¢ogu metilciva ile ilgilidir. Metilciva zehirlenmesi
agirlikli olarak ndrolojiktir. Bunun disinda anne karninda bebegi etkilediginden teratojonik

etkileri de bulunmaktadir (63, 21, 22, 23, 64).

Civanin saglik tizerine etkileri agirlikli olarak insan faaliyetlerine baghdir. Tablo 2’de farkl
civa formlarina bagh olan risk altindakimesleklerin dagilimi goriilmektedir. Dolayisiyla bu
meslek gruplarindagalisan insanlarin civa zehirlenmesi yoniinden 6zellikle takip edilmesi

gerekmektedir.

Son zamanlarda diinyada genis kapsamli civa zehirlenmesi atagi olmasa da diinya genelinde
gebelerde hala maruziyet agisindan risk artis1t mevcuttur. Civa, ekosisteme endiistriyel kirlilik
yoluyla girer 6nce yiizeyel sulara, oradan da okyanuslara ulasir. Ozellikle, orkinos gibi biiyiik

baliklar civay1 emer ve depolar veya kiigiik baliklar1 ve su canlilarin1 yerken almis olurlar. Bu
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baliklar1 yiyen kadinlar civayr sindirirler, metil civa barsak florasinca inorganik civaya
metabolize edilir ve demetilasyon veya diskiyla atilir. Islem temizlenme siiresi 45-70 giin
olacak kadar yavastir. Gebelik sirasinda yiiksek miktarda kontamine balik yenmesi fetiisii
giivensiz diizeyde civaya maruz birakabilecegi i¢in gebelerin kopek baligi, kili¢ baligi, kral

uskumru yememeleri 6nerilmektedir.

Metalikciva Inorganikciva Tuzlan Organikciva Bilesikleri
Amalgam tireticiler: ve Dezenfektan tireticiler1 Bakteriyosit tireticiler:
dis hekimler:

Barometre. manometre.
termometre iireticiler:

Boya sanayi 15¢iler:

Ilag iireticiler:

Civals pil tireticiler

Miirekkep iireticilert

Mumyacilik yapanlar
Fungusit iireticiler:

Boiler kazan yapicilan

Kimya laboratuar 1sciler:

Histoloj teknisyenler

Bronz 1sinde ¢alisanlar Vinil klorid 1s¢iler Pestisid iireticiler:
Kalibrasyon aygiti Kiirkgiiliikte calisan | Tohum ayiran 15¢1 ve
yapanlar 1sciler ciftciler

Kostik soba tireticiler

Patlayici tireticilen:

Agac kaplama sanayi
15¢ilent

Karbon firgas: iireticiler:

Deri tabaklama 1s¢ilert

Seramik 1s¢ilert

Catapat treticiler:

Klor iireticileri

Direkt akim 6lgme
15¢1lert

Elektrik ve elektronik
aygit iireticiler:

Altin ve giimiis
ayricilan, kuyumcu
15¢1lers

Floresens. neon ya
dacivali lamba iireticiler:

Civa rafine 1s¢iler:

Kagit hamur 1s¢iler

Fotograf malzemesi
15¢1ler:

Tablo 3.Civa zehirlenmesi riski tasiyan meslek gruplari.
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Aliiminyum (Al)

Yerkabugunun yaklasik yiizde 8'ini olusturan aliiminyum son derecednemli bir metaldir.
Baglica kompleks aliiminyum silikatlar halinde bulunur. Buradan saf aliminyum elde etmek
cok da miimkiin degildir. Dogal olarak, bir aliiminyum oksit olan boksit (A1203xH20)

yataklar1 bulunur. Buradan elektrolitik indirgenme ile saf aliiminyum elde edilir.

Aliiminyum ve tuzlar1 metaliirji (mekanik konstriiksiyon, ambalaj, 1s1 iletkeni vb.)
endiistrisinde,  tabakcilikta, kumas  boyacilifinda, sertsularin = yumusatilmasinda
kullanilmaktadir. Parlatici maddelerin, eramiklerin, ilaglarin, kozmetiklerin, patlayicilarin,
miirekkeplerin, ¢imentonun, fitosaniter maddelerin igeriginde bulunur. Aliiminyuma bagl
cevresel etkilesimin ¢cogu kronik ve igme sularina bagh olarak goriilmektedir. Aliiminyumun

ambalajlamadaki ¢esitli kullanim alanlar1 Tablo 4’te gosterilmistir.

Aliiminyum temel viicuda giris yolu sindirim sistemidir. Su isealiiminyumu en fazla tagima
potansiyeline sahip etkendir. Sindirim sisteminden direk kana gecen aliiminyum miktar1 %
1’den azdir. Aliiminyum normal yollarla sindirim sisteminden alindiktan sonra serumda ¢ok
az miktarlarda bulunmaktadir (1-2 pg/L). Aliiminyumun biiyiik bir kism1 kemik ve akciger
olmak tizere ¢esitli dokularda depolanmaktadir. Normal saglikli insanlarda aliiminyum bobrek
yolu ile viicut disina atilmaktadir. Kronik bobrek yetmezligi olan diyaliz hastalarinda serum

aliminyum seviyesi 30 pg/L seviyesine ¢ikabilmektedir (21, 65, 66, 67).

Aliiminyumun bugiine kadar saptanan en onemli etkisi sinir sistemi iizerinedir. Diinyanin
farkli bolgelerinde yapilan epidemiyolojik c¢alismalarda ise igme sularindaki aliiminyum
seviyesi ile Alzheimer hastalig1, demans veya kognitif hasarlanma arasinda iligki saptanmistir.
Post-mortem ¢alismalarda Alzheimer demansi, Amyotrofik lateral skleroz ve Parkinson gibi

hastaliklarda beyinde Al miktariin artmis oldugu gozlenmistir (21, 65, 66, 67).
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Uriin Tipi Uygulama Ornekleri Al kalinhg | Al icerigi
(um) (%)
Kaplanmamug Al Ev folyosu, cikolata ve sekerlemelerde 10-25 100
Kutular Igecek kutulan Govde:310
(Mesrubatlar, bira, meyve suyu) Kapak:260 9%
Gida kutulan (balik, bezelye vb.) 70-250 85-95
Evcil hayvan yiyecek kutularn
Kimyasal ve teknik iiriinler (tutkal, yag, vb)
Aerosol kutulan (kozmetikler, boya, vernik vb.)
Hafif konteynerler Pasta tabaklan, menii tepsileri, servis tabaklan| 50-160 >95
veya diiz biiyilk tabaklar
Tiipler Gida (hardal, mayonez vb.) 70-140
Eczacilik (merhemler vb.) >95
Tekmik (tutkal, boya vb.) 400-700
Laklvkaph folyolar | Yogurt, lor peyniri vb. veya kozmetikler igin| 20-50 80-95
- lakli kapaklar, kurutulmug gidalar
Al folyo/Ince kagn | Tereyag: ambalajlan, sigara ve gikolata folyosu, 9-15 1565
tabakalar sabun ambalaji
Kurutulmus gidalar, eczaahifa ait blister| 20-50 65-80
ambalaj
Al folyo Vakumlu ambalaj (kahve, ¢ay vb.) 7-20 15-35
Polimer ince tabakalar | I¢ecekler ve kurutulmus gidalar igin torbalar
Menii konteyneri 30-50 35-75
Meyve suyu ve siit ambalaj 6-25 4-30

Tablo 4:Aliiminyumun ambalajlamadaki ¢esitli kullanim alanlar

Aliiminyumun makromolekiiler biyolojik yapilardaki etkilerinin basinda oksijen dondrleri i¢in
olan ¢ekiciligi gelir. Aliiminyumun baglandigi en onemli molekiiller; fosfat, karboksilat,
catecholate, aminler, thiolatlar, aminoasitler, niikleik asitler ve niikleotidlerdir. Aliiminyum;
ozellikle AMP, ADP, ATP, 2,3-difosfogliserat, inozitol fosfat, glukoz 6-fosfat gibi
metabolizmada 6nemli olan fosfat bagli biyomolekiilleri etkileyebilmektedir. Birgcok biyolojik
olusumda ATP ile Mg2+ ile oldugundan daha stabil bir kompleks olusturarak magnezyumun

yerini geri doniisiimsiiz olarak alabilmektedir. (68)

Yiiksek miktarda aliiminyum igeren diyet, merkezi sinir sisteminde aliiminyum
konsantrasyonunu artirmaktadir (69). Aliiminyum, hiicrede yiiksek konsantrasyonda iken
fosforilasyonu  baskilayabilmekte, eser elementler olan manganez ve demirin

konsantrasyonunu degistirebilmekte ve orada lipit peroksidasyonunun olusmasina neden
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olabilmektedir. Ayrica Ca2+ ATPaz’in aktivitesini doza bagimli olarak azaltip, intraselliiler
kalsiyum hareketini bozabilmektedir. Ayrica, aminoleviilinikasit-dehidrataz ve izositrat
dehidrogenaz enzimlerini inhibe edebilmekte, Na+-K+ ATPaz ve Mg2+ aktivitesini
azaltabilmektedir. Aliiminyum tuzlar1 da DNA ve RNA*ya baglanarak hekzokinaz, asit ve
alkalen fosfataz, fosfodiesteraz ve fosfooksidaz gibi enzimleri inhibe edebilmektedir (70,68).
Aliiminyumun intravendz tedavide kullanilan ve o6zellikle total parenteral beslenme
sollisyonlarinin bilesenlerinden olan kalsiyuma, ilave maddeler olarak kullanilan fosfat

tuzlarina, heparin ve insan albiiminine de afinitesi fazladir (71).

Biiyiik bir kism1 kemik ve akciger olmak tizere ¢esitli dokularda depolanan aliiminyumun,
saglikli insanlarda giinde yaklasik 10-40 mikrogram kadar1 bobrek yolu ile atilmaktadir.
Alinan miktar arttiginda, bobrekten atilim miktar1 giinde 200-500 mikrograma kadar
cikabilmektedir.  Bobreklerden — aliiminyum  atilimi  total — viicut  aliiminyumunu

dengelemektedir. Ayrica safra yoluyla da alliminyum atilabilmektedir (72,73).

Gilinlimiizde insan saglig ile iliskisi gittikce 6nem kazanan aliiminyum genellikle zararsiz bir
bilesen olarak bilinmektedir; fakat yine de yiiksek derisimlerine ya da diisiik dozlarina uzun
stireli maruz kalindiginda saglik sorunlarina neden olabilmektedir. Bu yiizden viicuda fazla
aliminyum alinmasi1 sakincalidir. Yasamin her sathasinda ve Dbirgok alanda
karsilagabilecegimiz aliiminyumun insan viicuduna etkisi; gastrointestinal, hematolojik,

iskelet sistemine ve sinir sistemine etkiler seklinde siralanabilir(74, 71, 75).

Al’un beyin hiicrelerindeki reaktif molekiilleri hareketsizlestiren onemli bir cross-linking ajan
oldugu bilinmektedir. Bunun yaninda néronlardaki serbest radikal patolojisini etkilemektedir,
norofibril diiglimlerine neden olmaktadir. Alzheimerli beyin otopsilerinde bu degisimler

goriilmektedir (76).
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Al, kolin ve dopamin yapmmimin giicli bir inhibitoriidiir. Bunlar, sinir impuls
transmisyonunda, kaslara ve degisik bezlere sinir impuls iletiminde 6nemli mediatorlerdir. Bu

etki sonucunda beyindeki Al iyonlari kisa siireli hafizaya ve diisiinmeye etki etmektedir (76).

Yakin zamanda gengler iizerinde tutkal koklayiciliginin biiyiik bir problem oldugu géz 6niine
almarak bir arastirma yapilmis ve deneye katilan tutkal koklayicis1 addlesanlarin
serumlarindaki Al seviyelerinin saglikli addlesanlarinkine goére anlamli olarak arttig1

gosterilmistir (77).

Aliiminyumun diger bir sistemik etkisi, hematolojik sisteme olan etkisidir. Gelismekte olan
civcivlerde Al alinimi karaciger ve bagirsaklarda demir depolarini azaltmis, dokularda ferritin
diizeyleri daha fazla olmak tlizere nonhem demir diizeylerinde azalmaya ve sonugta anemiye
yol agmistir. Yine dollenmis Ross cinsi besi tavuk yumurtalarina kulucka doneminde verilen
aliminyum stilfatin civciv karacigerinde yaygin inflamatuar ve oksidatif hasara yol actigi

bildirilmistir (78).

Sonu¢ olarak aliiminyumun stirekli alimiyla; beyin hiicrelerinde birikiminin ciddi beyin
rahatsizliklarina neden oldugu, uzun siireli aliminyum iceren antiasit kullanimi sonucu
kemiklerde birikmesiyle kemiklesmeye engel oldugu, hemoglobin sentezini inhibe ettigi,
devamli diyaliz tedavisi goren hastalarin cogunda mortalite i¢in risk faktorii olmasi dahil bazi
ciddi rahatsizliklara neden oldugu saptanmistir. Bunlar;  Alzheimer hastaligi,
Parkinsonhastaligi, amiotrofik lateral sklerozis, diyaliz demansi, diyaliz osteomalizisi,
mikrositer anemi, eritropoietin tedavisine diren¢ ve adinamik kemik hastaligidir(79, 71,70, 80,

68, 73).
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2.5. Agir Metallerin Plasentaya Gegis Mekanizmalari

Diinya c¢apinda artan endiistriyel kirlilik gerek suni gerekse dogal yanma aktivitelerinin
sonucu olarak ortaya ¢ikmakta ve istemli ya da istemsiz sekilde bircok kaynaktan agir metal,

organik hidrokarbon, pestisid maruziyetinde kalmaktay1z.

Toplum sagligim1 tehdit eden bu kirletici potansiyel artan sekilde devam etmektedir ve

ozellikle fetal gelisim periyodu donemi bu agidan ¢ok dnemlidir (81).

Prenatal yasam; yiiksek oranda fetal hiicresel boliinme ve farklilasmanin olmasi bu déonem
insan gelisimi i¢in en hassas evredir. Bu nedenden dolay1 fetus ve yenidogan iizerine olan
toksik etkileri olduk¢a biiyiik bir ilgi gormiistiir. Eriskin ile karsilastirildiginda birgok
biyokimyasal yolakta farkliliklar oldugu bilinmektedir, 6zellikle ¢ok diisiik diizeyler belki

anneyi etkilemese de fetus bu donemde teratojenlere hassastir (82).

Bu durum ileri yagam siiresinde kronik hastaliklar i¢in zemin hazirlayabilir (83). Maruziyetin
oldugu donemdeki fetal gelisim evresi maruziyetin sonucglar1 agisindan onemlidir. Eger ki
maruziyet organogenezis doneminde meydana gelirse organlarda kalic1 yapisal bozukluklara
yol agabilir. Maruziyet organogenezis doneminden sonra olursa fonksiyonel bozukluklara yol
acabilir. Immiin, respiratuar ve santral sinir sistemi dogum sonrasi maruziyete Kkarsi
savunmasizdir, ¢linkii dogumdansonra immatiir olan bu sistemlerin postnatal maturasyonu

uzun bir periyodu igerir (84).

Bundan dolay1 toksikokinetik olaylardaki gesitlilik erigkinlerle karsilastirildiginda 6zellikle
hepatik ksenobiyotiklerle renal fonksiyon arasindaki iliski, bu maddelere karsi duyarliligi

artirmaktadir (85).
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Gebelik sonuglar iizerine tehdit olusturmasi ve diisiik dozlarda bile olumsuz sonuglara yol
acmasindan dolay1 ¢cogu uluslararasi kilavuz tarafindan artan bir endise olarak izlenmektedir.
Cevresel maruziyetin gebelik sonuclari iizerine olumsuz etkisi i¢in bir esik deger alinmamasi
ve en mantikli yaklagimin ¢evresel maruziyeti tiim bireyler iizerinde azaltmak olmalidir (86,

87).

Agir metal fetusa gecisi transplasental transfer ile olmaktadir. Gebelik boyunca plasenta
besin, oksijen gecisine karsi selektif bir bariyer olusturmakta toksik komponentlerin gegisini
onlemektedir. Bircok calismada in vivo veya invitro plasental modellerde c¢evresel

maruziyetin fetal gelisim {izerine olan etkisi arastirilmistir (88,89).

Normal trofoblastik fonksiyon implantasyon, hormon tiretimi, selektifmaterno -fetal bariyer
olusumu, uygun fetal gelisim i¢in fetoplasental iinitenin kurulmasi ve bakimini igerir (90).
Maternal sitotoksikan ajan maruziyeti bu hiicrelerin destriiksiyonuna, 6zelikle son evre olarak
farklilagsmis sinsityotrofoblastlara, etki ederek sayisiz sekilde kotii gebelik sonuglarina neden
olur. Bu sonuglar intrauterin gelisme geriliginden malformasyonlara, spontan abortuslara ve

erken doguma kadar uzanabilir (90).

Bilinen ¢evresel maruziyetler sigara igilmesi, hava kirliligi, kursun ve diger agir metaller fetal
gelisimi etkilerler. Plasenta ¢ogu toksik metalin fetusa gegmesini 6nlemek i¢in bir bariyer olsa
da (cd) baz1 maddeler i¢in 6nleyici olamamaktadir (Pb, Hg, Al, Cu) Ayn1 zamanda bazi toksik
metallerin plasentadaki akiimiilasyonu anormal plasental fonksiyona yol agarak besin

transportunu bozar.

Daha sonralar1 intrauterin gelisme geriliginde izlenen bazi geg¢ikmis biiylime paternlerine
neden olur. Diger taraftan gebelik mitokondrik plasentadan dolay1 oksidatif strese yol agar, bu
durum metal veya non metal toksikanlarin varligi ile gelisir. Gebelikte kursun, arsenik,

kadmiyum maruziyetine bagl oksidatif hasar indiiklenir.
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Agir metal maruziyeti besin zinciri, igme suyu ve hava yoluyla olabilmektedir. Metabolizan
ve toksik etkiler ise metalin tiirli, maruziyet siiresi ve periyoduna, fizyolojik ve nutrisyonel

duruma bagli olarak degisiklik gostermektedir (91).

Civa ve kursun glutatyon ve protein bagh siilfidril gruplarimi tiiketereksiiperoksit iyonlar,
hidrojen peroksit, hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen radikallerinde artisa neden olur
(92). Kan beyin bariyeri ve plasenta fetusa kursun ve civa gegmesini 6nleyemez, altta yatan
mekanizma hala anlagilamamistir (93,94). Fetal beyin hizli gelismenin merkezidir, bu nedenle
prenatal yasam boyunca maruz kalinan mindr cevresel etki bile ileriki yasam i¢in kognitif

fonksiyonlarda bozukluklara yol acabilir.

Gebelik ek olarak kursun maruziyetine ortam olusturur, kemiklerde depolanmis kursunun
serbestleserek potansiyel endojen kaynak olmasi ile artan kankursun diizeylerine katkida
bulunur (95,96). Ayn1 zamanda prenatal yasam boyunca kursunun viicuttan atilim1 yeterli
degildir ve bu da kan kursun diizeyinde artisa biiyiik katkida bulunur (97). Boylece artmis kan
kursun diizeyi serbest¢e plasentay1 gecerek fetusta birikir. Sonug olarak, fetusun toksik
etkenlere kars1 duyarli ¢evresinden dolay1, kursun noral hiicrelerde irrevesibl etkilere neden

olur (98).

Plasentada biriken ve plasenta yoluyla transfer olan metallerin miktarlar1 farklidir. Kord
kanindaki civa oran1 maternal kandakinden genellikle daha yiiksek bulunur. Metaanalizlerde
gosterildigi lizere kord civa oranlari maternal kan civa oranlarindan nerdeyse iki kat fazladir.
Bu bulgu maternal kana oranla daha yiiksek hemoglobin, hematokrit ve plazma alblimin
degerlerinden dolay1 olabilir fakat daha ¢ok civanin aktif transport ile fetusa ge¢gmesinden

kaynaklanir (99).

Kord kami kursun diizeyleri ise maternal kan diizeyi ile esit ya da daha diisiik saptanir (100).

Kimyasal bilesikler plasentay1 ¢esitli mekanizmalarla gegerler. Bu gecis maternofetal ve
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fetomaternal transfer ayirict membranlarin kalinligina baghdir. Erken gebelik boyunca,
materno-fetal diflizyon araligi 28-38 um iken gebelik sonunda minimal diflizyon araligi
4um’dir. Kolaylastirilmig ve aktif transportun yamisira vezikiiler transport da plasental
bariyerin tabaka sayisindan etkilenir (101). insan plasentasinda bu bariyer intervilloz aralik ve
villoz ylizeyleri saransinsityotrofoblat tabakasindan olusur, bu baslangicta (ilk trimester)
komplettir fakat daha sonra (ikinci ve figlincii trimester) fetal endotelyal hiicreler gibi

araliklidir vesitotrofoblastik tabaka hakimdir.

Ekstravilloz trofoblast invazyonu ve spiral arter remodelinginden dolayi, intervilloz araliktaki

gercek maternal kan akimi 12. haftadan sonra diizenlenir(100,102 ).

Kursun ve civamin plasental toksikokinetigi az bilinmekle birlikte kursunun plasental
hiicrelere pasif diflizyon araciligi ile iken, civanin kimyasalformu ise kendi hiicresel uptake’ni
belirler. Buhar halindeki civa pasif diflizyon ile tasimirken, metil civa ise aminoasit yapidaki

tastyicilar ile aktif transportla tasinir vekolaylikla plasentay: gecerler.

Inorganik civa ise plasental dokuda hapsolur (103,104). Divalan metal transporter 1 (dmtp 1)
ise kursun ve kadmiyumun intestinal alimindan sorumludur ayni zamanda bu metallerin
plasental aliminda da rol alir. DMTP 1 in asil fonksiyonu demir alimidir. Bu tasiyict gebelik
boyunca plasentada bolca eksprese edilir (105). Metallotienin intraselliiler metal
baglanmasinda en 6nemli role sahip proteindir. Biiyiik oranda sistein icerir. Bu da yiiksek
oranda metal baglama 6zelligini verir. Insan plasentasinda mt hem fetal amniotik hiicrelerde,
maternal desidualhiicrelerde hemde sinsityotrofoblast ve villoz intertisyel hiicrelerde

bulunur.Kursun, civa ve kadmiyum plasentada mt sentezini indiikler (106).

Hala kursun, civa, kadmiyum i¢in plasental alim mekanizmasi net degildir. Deneysel olarak
metallerin ABC ailesine ait MRP1, MRP2 VE P-glikoprotein gibi tasiyicilara sahip glutatyon

kompleksine baglanarak plasentayigectigi vurgulanmistir (107). Bunun yaninda ratlarda
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organik anyon transportu yapan protein tastyicilaroldugu saptanmistir, insan plasentasindaki
metal transportunda rol alabilirler (108). Civa plasentada aminosit tasinmasini, plasental
oksijen tiikketimini, enzimlerin aktivitesini, hormon sekresyonunu ve membran akigkanligini
bozarak toksisitesini gosterir. Kursun sinsityotrofoblastlara kalsiyum alimin1 engeller. Term
bir plasentada kursun temel olarak sinsityotrofoblastlarda depolanir, sitokrom oksidaz

aktivitesini azaltir (100).

Ozetle gebeligin ilk 2 aymnda fetal dokular serbest oksijen radikallerine karst minimum
korumaya sahiptirler. Bu nedenle gebeligin erken doneminde ozellikle fetal dokular
maruziyete acgiktir (109). Glutatyon transferazlar glutatyon molekiilii ile civa gibi elektrofil
maddeler arasindaki konjugasyon reaksiyonlarmni kataliz ederler. Glutatyon transferazlarin
aktivitesi erken gebelikte baslayarak gebelik ortasina dogru artist diger GSH

bagimlienzimlerin aktivitesine baghdir (110).

MT sadece metal homeostaziste gérev almazlar bunun yani sira antioksidan o6zelliklere de
sahiptirler. MT oksidatif stresin indiikledigi baz1 trofoblastik fonksiyonlar1 diizeltmez fakat
ciddi oksidatif hasarin indiikledigi apoptozisten korunmak i¢in kritik role sahiptir. MT bu

ylizden trofoblastik hiicreler i¢in apotozisten koruyucudur (111).

MRP1 ve MRP2 ekspresyonu ise ilerleyen gebelik haftasi ile artar. Plasentalbariyerdeki
lokalizasyonlarina bagli olarak MRP’ler fetal ksenobiyotik maruziyetiniartirip azaltabilirler

(112).
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Sekil 2: Agir metallerin plasenta araciligi ile maternal dolagim ve fetiis arasindakietkilesimi

2.6. DNA Metilasyonu ve Hastaliklar

DNA metilasyonu; embriyonik gelisim, transkripsiyon, kromatin yapisinin diizenlenmesi, X
kromozomu inaktivasyonu, genomik “imprinting” ve kromozom stabilitesinin saglanmasi
gibi bir¢ok hiicresel siirecte rol oynayan énemli bir epigenetik mekanizmadir. Metilasyonun

bu tip kritik siireclerderol almasi, onun ¢ok iyi bir sekilde kontrol edilmesini gerektirmektedir.
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Bir¢ok hastaligin temelinde, epigenetik kontrol sisteminin diizgiin bir sekilde ¢alismamasi
yatmaktadir. Epigenetik modifikasyonlar diizglin bir sekilde kurulamazya da devam
ettirilemezse, bu siirecle ilgili patolojik sonuclar ortaya ¢ikabilmektedir (5,6). Anormal DNA
metilasyon modelleri ile iligkili bes grup hastalik bulunmaktadir. Bunlar; “imprinting”
hastaliklar, t¢lii tekrar hastaliklari, mekanizma ile direk iliskili hastaliklar, kanser ve

inflamatuvar hastaliklardir (5). (Tablo 1)
Imprinting hastaliklar

Genetik materyalin anneden ya da babadan kalitilmasina bagli olarak farkli ve mono allelik
ifade olusumuna genomik imprinting denir. Yogun CpG adaciklarina sahip “imprinted”
genlerin en 6nemli 6zelligi, farkl allellere 6zgii olarak metilasyon paterni gostermeleridir. Bu
genlerin ifadesi imprinting kontrol bélgeleri (IKB) tarafindan diizenlenmektedir(113,114). Bu
hastalik grubunun en karakteristikdrnekleri Prader-Willi ve Angelman sendromlaridir.
Paternal kromozomdaki Small nuclear ribonucleoprotein-associated protein N(SNRPN)
geninin promotoru ve IKB delesyonu Prader-Willisendromuna yol agmaktadir. Delesyon
sonucu imprinting mekanizmasi kontrol edilemez ve farkli metilasyon durumlari ortaya ¢ikar.

Monoallelik paternal ifade gdstermesi gereken bir seri gen metillenir ve baskilanir (115,116).

15. kromozomun maternal alelinde dokuya 06zgiil monoallelikifade gdstermesi gereken
Ubiquitin-protein  ligaseE3A  (UBE3A) geni bulunur. Aynmi sekilde, IKB’de bir
delesyonsonucu imprinting mekanizmasi kontrol edilemez ve UBE3A geni baskilanir. Bu
genin imprinting mekanizmasinin bozulmasi sonucu, beyin hiicrelerinde her iki alel de ifade

edilmez ve Angelman sendromu meydana gelir (115,117).
Uclii tekrar hastaliklar:

DNA metilasyon mekanizmasindaki hatalar, birtakim tekrar hastaliklariyla da iliskilidir.

Genomda bulunan tekrar dizileri belli bir sayida bulunmalidir. Bu sayinin normalden fazla
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tekrar ederek artmasi bir¢cok patolojik durumu beraberinde getirmektedir (118). Bazi tekrar
dizilerinin CG igeriginin fazlaolmasi, bu dizilerin metillenme potansiyelini arttirmaktadir.
Normalde belli bir oranda bulunan tekrarlarin bir sekilde artmasiyla bu bolgeler metilasyon
icin hedef olusturmaktadir. Yapilan g¢alismalar, bu dizilerde saptanan yiiksek metilasyon
oranlarmin hastaliklarla 1iligkili olabilecegini ortaya koymustur. (5) Frajil X sendromu

(FRAXA), kalitsal zeka geriligiile iliskili X kromozomuna bagli bir hastaliktir (119).

CGG tekrarlarinin normalden fazla sayiya ulasmasi, anormal metilasyon durumlarini ortaya
cikarabilecegi  disliniilmistiir. Yapilan arastirmalar sonucunda, hastalarin 5’UTR
bolgesindeki uzamis CGG tekrarlarinda de novo metilasyon ve promotor bolge metilasyonu

gbzlenmistir (120).
Mekanizma ile iliskili hastaliklar

Bu grup hastaliklar, DNA metilasyon mekanizmasinda rol oynayan genlerdeki mutasyonlar
sonucu olusan hastaliklardir. Bir otoimmiin hastalik olan sistemik lupus eritematozus
(SLE)’de immiin sistem tarafindan iiretilen ve kisinin kendi proteinlerini hedef alan oto-
antikor iiretimi so6z konusudur. T hiicreleri tarafindan sentezlenen oto-antikorlar; DNA,
kromatin faktorleri, kiigiik riboniikleer proteinler gibi niikleerkomponentleri hedef alir
(121,122). T hiicrelerinde olusan DNAmetilasyonu ile iligkili hatalarin oto-antikor iiretimi
cevabini olusturdugu diisiiniilmektedir. Normalde T hiicrelerinde SLE ile iliskili genler metile
durumdadir. SLE’li T hiicrelerindeyse tiim genomun global olarak hipometilasyonu ve diisiik
DNMTlseviyeleri s6z konusudur. Ayrica, SLE ile iligkili CDllave CD70 genlerinin

promotorlarinda gergeklesen demetilasyonile bu genlerin ifadeleri artmaktadir (122,123).

Immiin yetmezligi, sentromerik kararsizlik ve yiiz anomalilikleri (ICF) sendromu, ¢ok nadir
goriilen otozomal resesifkalitima sahip bir immiin yetmezIligi hastalifidir ve en az iki

immunoglobulin izotipinin eksik olmasi veya Onemli oranda azalmasi sonucu ortaya
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cikmaktadir (124). Yapilan arastirmalar sonucu, ICF hastalarinin %70’inde DNMT3B geni

mutasyonlarinin hatali metilasyonlara yol actig1 goriilmiistir. DNMT3B enziminin islev

bozuklugundan dolay1r B hiicrelerinde kromozoml, 16 ve 9’daki uydu bélgeleri, inaktif X

kromozomundakigenlerin ve genomdaki diger tekrar bolgeleri hipometileolmaktadir. Bu

anormal hipometilasyon sonucuda gen ifadesi paternleri bozulmaktadir (125,126).

Hastalik tipi Kromozomal bolge | Etkilenen gen/ gen bolgeleri DNA metilasyonu ile iligkisi
Prader-Willi sendromu 1511.2 MKRN3, MAGEL2, NDN, Paternal alelde de novo metilasyon,
(PWS) : SNURF1, SNRPN, IPW IKB'de delesyon, paternal genlerde ifade kaybi
.- Angelman sendromu Maternal metilasyon kaybi, IKB’de delesyon,
Imprinting™ Hastaliklar (AS) 15q12 UBE3A, ATPC10C beyindeki maternal genlerde ifade kaybi
Beckwith-Wiedemann 11p155 IGF2, CDKN1C, H19, Matermnal metilasyon kaybi, matemnal alelde de
sendromu (BWS) ’ ASCL2, KCNQ1, KCNQ10T1 novo metilasyon, IKB’yi bozan translokasyonlar
Frajil X sendromu Xq27.3 FMR1 FMR1 5°UTR bolgesinde artan CGG tekrarian,
(FRAXA) ’ promotorda de novo metilasyon
Uglii Tekrar Hastalikian MW“(’I')‘;:;‘;W' 19q13.2-q13.3 DMPK, SIX5, diderleri DMPK 5' UTR balgesinde artan CTG tekrarian
Fasiyoskapulohumeral : )
distrofi (FSHD) 4935 FRG2, FRG1, SLC25A4 (ANT1) D474 tekrariannda hipometilasyon
) - Sistemik lupus Bircok CD11a, CD70 ve T hucrelerinde global hipometilasyon ve
Mekanizma ile Direk eritematozus (SLE) & birgok gen azalan DNMT aktivitesi
lligkili Hastaliklar
ICF sendromu 20q11.2 DNMT3B DNMT3B mutasyonu
: Gene-0zgiil hipometilasyon ve
Kolon kanseri 10213 S100A4 artan gen ifadesi
Kanser 3p222,10826.3, |\ py MGMT, CDKN2A
. - 9p21.3, 9921.33, J s : Gene-ozgul hipermetilasyon ve
Biittin kanser tipleri 16q221, 16q23.3, CDKN2B, DAPK1, CDHT1, azalan gen ifadeleri
CDH13, GSTP1
11q13.2
Romatoid artrit ] ] inflamatuvar genlerde hipometilasyon ve
. (RA) Birgok Birgok hipermetilasyon
Inflamatuvar Hastaliklar e =
levi Akdeniz Atesi geni 2. ekzonunda metilasyon ve
(AAA) 16p13 MEFV azalan gen ifadesi

Tablo 5: DNA metilasyon mekanizmasi ile iligkili hastaliklar

Kanser

DNA metilasyonu ve kanser iliskisi ilk kez 1983 yilindayapilan bir calismada kanser hiicre

genomlarinin normalhiicrelere gore hipometile oldugunun bulunmasi ile ortayakonmustur

(127). Hipometilasyon ya da genomik metilasyonkaybi, kanserin erken evrelerinde sikca
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gerceklesen, hastalik ciddiyetini etkileyen ve birgok tiimor tipindemetastatik potansiyel
olusturan bir durumdur. Normal hiicrelerde hipermetile olmasi gereken, tekrar bolgelerince
zengin perisentrik heterokromatin bolgeler, kanser hiicrelerinde hipometilasyona ugrayarak
onkogenlerin ve metastaz ile iliskili genlerin ifadesinin artmasina neden olmaktadir. Bu
durum, mitotik rekombinasyon artis1 ve genomik kararsizlik gibi tiimor hiicrelerini diger

hiicrelerde nayiran karakteristik 6zelliklerin ortaya ¢ikmasini tetiklemektedir (128).

Kanser hiicreleri iizerinde yapilan genom boyu demetilasyon c¢alismalari, gene o0zgiil
hipermetilasyonun da genellikle hipometilasyon olaylar1 ile birlikte gerceklestigini
gostermistir  (129). Kanser hiicrelerindeki anormal hipermetilasyonlar, normalde
metillenmemis halde bulunmasi gereken CpG adaciklarinda gerceklesmektedir. Normal
hiicrelerde tiimor-baskilayici genlerin promotor bolgesindeki CpG’lermetillenmemis durumda
olmas1 nedeniyle transkripsiyon olay1 gerceklesir. Ancak kanser hiicrelerinde, bu tip genlerin
CpG adaciklarinda nedeni bilinmeyen bir sekilde olusande novo metilasyon ya da
hipermetilasyon durumlar: transkripsiyonel sessizlesmeye neden olmaktadir. Hiicre dongiisii,
DNA tamiri, kromatin remodelling, hiicre sinyalizasyonu, transkripsiyon ve apoptozis gibi
siireclerde rol oynayan genler, hemen hemen tiim tiimor tiplerinde anormal bir sekilde
hipermetile olarak sessizlesmektedir. Bu durum, tiimor hiicrelerine biiylime avantaji
saglayarak genomik kararsizlikta artisa neden olmaktadir (5). Costello ve arkadaslarmintiimor
ornekleri iizerinde yaptig1 caligmada, kanserhiicrelerinde CpG adaciklarinin biiyilik oranda de
novometilasyon veya anormal hipermetilasyona ugradigi, metilasyondurumunun ve

miktarinin da timor tiplerine goredegisim gosterdigi belirtilmistir (130).
Inflamatuvar hastaliklar

Son yillarda, 6zellikle hastalik mekanizmasi ve patogenezitam olarak anlasilamayan birtakim

otoimmiin ve otoinflamatuvarhastaliklarin epigenetik incelemeleri hiz kazanmistir.
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2012 yilinda Kazuhisa ve arkadaslar1 romatoidartritli hastalarin DNA metilasyon durumlari
arastirmistir(131). Romatoid artrit, oynar eklemlerdeki inflamasyon ve hiicre dist matris
tahribi ile tanimlanan otoimmiin hastaligidir. Multifaktoryel bir mekanizmayla ortaya ¢iktigi
diisiintilsede kesin nedeni ortaya konamamistir (132). Romatoid artrit hastaliginda rol
oynayan sinoviyal hiicrelerin, hastalik durumundaki fenotipinin nasil degisim gosterdigi
bilinmemektedir. Farkli DNA metilasyon durumlarinin sinoviyal hiicrelerin gen ifadelerini ve
dolayisiyla islevini degistirebilecegi diistiniilmiistiir. Buradan yola ¢ikilarak, romatoid artritli
hastalardan izole edilen sinoviyal hiicrelerin DNA metilasyon durumlari genom-boyu
analizlerle incelenmistir. Hastalar ve kontrollerin global metilasyon durumlar1 arasinda
belirgin bir fark bulunamamasina ragmen daha sonra yapilan genom-boyu analizlerde, 1206
genin farkli metilasyon durumlar1 gosterdigi bulunmustur. Bu genlerin ¢ogu inflamatuvar
hastaliklarda kritik rollere sahip olan genlerdir. Bu calismanin sonucunda, romatoid artritli
sinoviyal hiicrelerile kontrol sinoviyal hiicreler DNA metilasyonu seviyesinde birbirlerinden
ayrilabilmistir. Ek olarak, hastalikdurumunda sinoviyal hiicrelerin nasil degisime ugradigive
bunun hastalik patogenezine nasil katki sagladiginianlamaya katki saglayabilecek bir ¢calisma
yapilmistir (131). 2011 yilinda Kiregtepe ve arkadaslari tarafindan AileviAkdeniz Atesi
(AAA) hastaligina neden olan MEFV geninin2. ekzonunun DNA metilasyon durumlari
incelenmistir(133). AAA, dogal bagisiklik sisteminin belli araliklarla ve nedenibilinmeyen bir
sekilde kontrolsiiz inflamatuvar cevapolusturmasi sonucu ortaya c¢ikan otoinflamatuvar bir
hastaliktir(134). Bu calismada diisiik MEFV ifade seviyelerinin AAA hastalig ile iliskili
oldugu ve bu disiik ifadelerin metilasyondankaynaklandigi hipotezi kurulmustur. Saglik
likontroller ve hasta bireylerde MEFV geninin 2. Ekzonunun metilasyon durumlart ve MEFV
geni ifadesine bakilmistir. Sonuglar degerlendirildiginde, AAA hastalarinda yiiksek
metilasyon oranlar1 ve diisik MEFV ifadesi, saglikli kontrollerde ise diisiik metilasyon

oranlar1 ve yiiksek MEFV ifade seviyeleri elde edilmistir (133). Kan dokusu, fonksiyonel ve
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gelisimsel olarak farkli hiicre populasyonlari barindirmaktadir. Kan hiicreleri, farklilasma
siireclerinin enbasinda myeloid ve lenfoid kdkenli hiicreler olmak {izerebirbirlerinden
fizyolojik ve morfolojik olarak ayrilmaktadirlar(135). Yapilan calismalara gére, mononiikleer
hiicrelerde ve graniilositlerde 343 gen icin %22 oraninda farklimetilasyon durumlari
gozlenmistir. Ozellikle diizenleyicibolgelerdeki metilasyon durumlart kan hiicreleri
arasindabiiyiik farklar gostermektedir (136). AAA hastaliginda yapilanbu metilasyon-ifade
iliskisi caligmasinda total periferalkan kullanilmistir. Lokosit tipleri arasinda MEFV
ifadesiagisindan biiylik farkliliklarin s6z konusu olmasinin yanindafarkli hiicre tiplerinde de

farkli metilasyon durumlariolugsmaktadir.
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3. MATERYAL VE METOD

Orneklerin Secimi, Calismanin Yeri ve Zamani;

Calisma prospektif olarak 1-30 Mart 2017 tarthinde bir {giincii basamak {iniversite
hastanesinin Kadin Dogum Kliniginde dogan 80 yenidoganin, kordon kaninda agir metal

diizeyi ve DNA metilasyon dagilimlar1 degerlendirilerek yapildi.

Bu ¢alisma icin Maltepe Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulundan onay alinmustir
(02.10.2016 tarih, 2016/900/54 sayil1 karar) ve calisma boyunca Helsinki Deklarasyonuna
bagh kalimmistir. Calismaya dahil edilen tiim yenidoganlarin ailelerinden bilgilendirilmis

goniillii olur izni yazili olarak alindu.
Calismaya Dahil Edilme Kriterleri;

Calismaya dahil edilmesi planlanan olgularin hepsi Sezeryan veya Normal dogumla dogan

saglikli term bebeklerdi. Gebeler Fe ve vitamin takviyesi almakta idi.
Calismaya Dahil Edilmeme Kriterleri;

Herhangi bir dogumsal anomali tespit edilen bebekler, prematiir bebekler, sigara kullanan

Anneler

Kordon Kami Orneklerinin Toplanmasi, Agirmetal ve DNA Metilasyon Diizeylerinin

Belirlenmesi;

Bircok caligmada in utero maruziyet degerlendirilmesi umblikal kan, maternal kan ve plasenta
orneklemesiyle yapilmistir (140,141). Noninvaziv olarak plasentadan alinan kanin, bir¢ok
biomonitorize ¢alismada periferal kandan alinan invaziv yoOntemlere alternatif olarak
kullanilmas1 kabul etmistir (142). Calismamizda, yenidogandan alinacak periferik kandan

daha non-invazif olmasi nedeniyle, kordon kanindan 6rnek alinmistir.
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Dogumdan hemen sonra umblikal venden 5cc kordon kani toplandi. Toplanan kan 6rnegi 3

tiipe (iki Edtali tam kan tiipii ve bir eser element tiipii) ayristirildi.

DNA metilasyonu 6l¢limii icin EDTA’ 11 Tam kan tiipiine alinan numune santrifiij edilerek,
plazma kismui ayristirilarak sediment (presipitat) kismi saklandi. Agir metal diizeyi 6l¢iimii
icin ayrnstirtlan diger iki numuneden biri EDTA’I1 Tam kan tiiptine alinarak direk saklandi.
Eser element tiipline ayristiritlan numune ise santrifiij edilerek serum kismi , -80C’de tiim

ornekler elde edilene kadar saklandi.

Aliiminyum ve civa, indiiktif olarak eslestirilmis plazma ve kiitle spektrometresi (ICP MS )
yontemiyle Agilent 7500JP1201901 seri nolu cihazda; bakir Atomic absorption spectrometry
(AAS) yontemiyle SHIMADZU, AA6800 seri nolu cthazda, kursun AAS ydntemiyle

AGILENT 7500,JP 1201901 seri nolu cthazda (Synlab, Ankara) ¢alisildi.

DNA metilasyon diizeyleri; Thermo K182002 PureLink Genomic DNA Mini Kit/250 preps,
Epigentec P-1034-96 MethylFlash Methylated DNA 5-MC Quantification Kit
Colorimetric/96  assays, Epigentec ~ P-1030-96  MethylFlash ~ Global = DNA
Hydroxymethylation(5-hmc) ELISA Easy Kit kullanilarak (Uskiidar Universitesi Tibbi

Genetik Laboratuvari, Uskiidar) ¢alisildi.

[statistiksel Incelemeler

[statistiksel analizler icin NCSS (Number Cruncher Statistical System) 2007 (Kaysville, Utah,
USA) programi kullanildi. Caligma verileri degerlendirilirken tanimlayic istatistiksel metotlar
(Ortalama, Standart Sapma, Medyan, Frekans, Oran, Minimum, Maksimum) kullanildi.
Normal dagilim gosteren ii¢ ve iizeri gruplarin karsilastirmalarinda Oneway Anova Test,

normal dagilim gostermeyen li¢ ve iizeri gruplarin karsilagtirmalarinda ise Kruskal Wallis test
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kullanildi. Parametreler arasi iligkilerin degerlendirilmesinde de Spearman’s Korelasyon

Analizi kullanildi. Anlamlilik p<0,05 diizeyinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Calismaya 80 hasta dahil edildi. 5 hasta DNA metilasyonu degerlendirilemediginden dolay1

calisma disinda birakildi.

Hastalarin aliiminyum, bakir, kursun ve civa Olglimlerinin genel dagilimi Tablo 1°de
verilmistir. Aliiminyum o6l¢timleri 1,16 ile 13,98 pg/L arasinda de§ismekte olup, ortalama
5,45+3,50 pg/L saptanmustir (Sekil 1). Bakir dl¢timleri 14,53 pg/dl ile 70 pg/dl arasinda
degismekte olup, ortalama 33,41£13,11 pg/dl saptanmistir (Sekil 2). Kursun 6lgiimleri 0,32
pg/dl ile 3,49 pg/dl arasinda degismekte olup, ortalama 1,354+0,50 pg/dl saptanmistir (Sekil
3). Civa ol¢timleri 0,10 pug/L ile 1,65 pg/L arasinda degismekte olup, ortalama 0,50+0,32

pg/L saptanmustir (Sekil 4).

Tablo 6: Aliiminyum, Bakir, Kursun ve Civa Olgiimlerinin Genel Dagilimlar

Aliiminyum Min-Mak (Medyan) 1,16£13,98 (4,25)
Ort£Ss 5,45+3,50

Bakar Min-Mak (Medyan) 14,53+70 (28,94)
Ort+Ss 33,41+13,11

Kursun Min-Mak (Medyan) 0,32+3,49 (1,30)
Ort£Ss 1,35+0,50

Civa Min-Mak (Medyan) 0,10+1,65 (0,41)
Ort+Ss 0,50+0,32
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Alliminyum

Sekil 3:

Bakir
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Sekil 4: Bakir 6l¢iimlerinin dagilimlari
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Hastalarin DNA metilasyonu 0,04 ile 0,89 arasinda degismekte olup, ortalama 0,18+0,15
saptanmistir (Tablo 2). Olgularinin %25,3’liniin (n=19) DNA metilasyonu 0,10’dan kii¢iik,

%44,0’iiniin (n=33) 0,11-0,20 ve %30,7’sinin (n=23) 0,21den biiyiiktiir (Sekil 5-6).

Tablo 7: DNA Metilasyonu Dagilimlari

DNA Metilasyonu; n (%) Min-Mak (Medyan) 0,04+0,89 (0,16)
Ort+Ss 0,18+0,15
<0,10 19 (25,3)
0,11-0,20 33 (44,0)
>0,21 23 (30,7)
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1,00

DNA Metilasyonu

2,20

Hasta No

Sekil 7: DNA Metilasyonu dagilimlari

DNA Met>0,21
30.7%

DNA Metilasyon Siniflamasi

DNA Met<0,10
25.3%

Sekil 8: DNA Metilasyon 6l¢timleri siniflamalariin dagilimi
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Gruplara gore ayrilmis DNA metilasyonu ile agir metal diizeylerinin karsilastirilmast Tablo
3’te gosterilmistir. Agir metallerin DNA metilasyonunun gruplarina gore karsilastirmasi Sekil

7-8’de gosterilmistir.
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Tablo 8: DNA Metilasyonuna Gore Aliiminyum, Bakir, Kursun ve Civa Olgiimlerinin

Degerlendirilmesi
DNA Metilasyonu
<0,10 0,11- >0,21 P
0,20(n=33)
(n=19) (n=23)
Aliiminyum  Min -Mak “0,910
1,2-11,2 (4,3) 1,2-14 (4,3) 1,5-12,9 (4,6)
(Medyan)
Ort£Ss 5,05+2.,95 5,74+£3,85 5,37£3,50
Bakar Min -Mak 20,6-61,6 20,5-67,8 “0,697
14,5-70 (28,9)
(Medyan) (27) (29,8)
Ort£Ss 31,88+11,62  34,66+13,49 32,89+14,09
Kursun Min -Mak b0,041*
0,3-2,2 (1,1)  0,3-2,2 (1,3) 0,8-3,5 (1,3)
(Medyan)
Ort£Ss 1,16+0,38 1,33+0,39 1,54+0,65
Civa Min -Mak *0,030*
0,1-1,1 (0,4) 0,2-1,2 (0,4) 0,1-1,7 (0,5)
(Medyan)
Ort£Ss 0,41+0,23 0,44+0,29 0,64-+0,40
“Kruskal Wallis Test bOneway ANOVA Test *0<0,05
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Gruplara gore Aliiminyum ve Bakir Olgiimleri istatistiksel olarak anlamli farklilik

gostermemektedir (p>0,05).

Gruplara gore Kursun ol¢iimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir
(p=0,041; p<0,05). Anlaml farklilik yaratan grubu saptamak i¢in yapilan ikili karsilastirmalar
sonucu; DNA metilasyonu 0,10’dan kiiciik olan olgularin kursun Olgiimleri, DNA
metilasyonu 0,21°den biiyiik olan olgulardan anlamh diizeyde diisiik bulunmustur (p=0,037;
p<0,05). Diger ikili karsilastirmalarda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamistir

(p>0,05).

Kursun

OrttSs

<0,10 0,11-0,20 >0,21

DNA Metilasyonu

Sekil 9: DNA Metilasyonuna gore Kursun olgiimlerinin dagilimlar

Gruplara gore civa Olclimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir
(p=0,030; p<0,05). Anlaml farklilik yaratan grubu saptamak i¢in yapilan ikili karsilastirmalar
sonucu; DNA metilasyonu 0,10’dan kii¢iik olan olgularin civa dlgiimleri, DNA metilasyonu
0,21°den biiyiik olan olgulardan anlamh diizeyde diisiik bulunmustur (p=0,047; p<0,05).

Diger ikili karsilastirmalarda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamustir (p>0,05).
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Civa

1.2

OrttSs

<0,10 0,11-0,20 >0,21

DNA Metilasyonu

Sekil 10: DNA Metilasyonuna gore Civa dl¢limlerinin dagilimlar:

Tablo 9: DNA Metilasyonu ile Aliiminyum, Bakir, Kursun ve Civa Ol¢iimlerinin Iliskisi

DNA Metilasyonu

r p
Aliiminyum 0,015 0,898
Bakir 0,011 0,929
Kursun 0,193 0,096
Civa 0,253 0,029*
r:Spearman’s Korelasyon Katsayisi *0<0,05
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DNA metilasyonu ile aliiminyum Olgiimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski
saptanmamistir (p>0,05). DNA metilasyonu ile bakir dl¢limleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli iliski saptanmamistir (p>0,05).DNA metilasyonu ile kursun ol¢limleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli iligki saptanmamaistir (p>0,05).

DNA metilasyonu ile civa ol¢iimleri arasinda pozitif yonlii (DNA metilasyonu arttikca Civa
Olctimleri de artan) %25,3 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli iligski saptanmistir (r:0,253;

p=0,029; p<0,05) (Sekil 9).

2,00

1,75+

1,50

1,25

Civa

,00-7

T T 1 T T T T 1 T T 1
,00 A0 ,20 ,30 ,40 ,50 ,60 70 ,80 ,90 1,00

DNA Metilasyonu

Sekil 11: DNA Metilasyonu ile Civa iligkisi
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5. TARTISMA

Calismamizda yenidogan bebeklerde kordon kaninda agir metal (kursun, civa, aliiminyum,
bakir) seviyeleri degerlendirildi. Agir metal seviyeleri ile DNA metilasyonu arasindaki iligki
arastirildi. Intrauterin dénemde agir metallere maruziyetin fetiisiin bilyiime ve gelisimi igin
ciddi bir risk faktorii oldugu bilinmektedir(137). Bu donemde agir metal maruziyeti ile DNA
yapisinda epigenetik degisiklikler meydana gelebilmekte ve DNA metilasyonu ile
sonuc¢lanmaktadir(138). Epigenetik kontrol sisteminin diizglin bir sekilde c¢alismamasi

birtakim hastaliklar i¢in risk faktorii olusturmaktadir(5).

Taylor ve arkadaslar1 2014 yilinda yaptiklar1 ¢calismada gebe kadinlarda kan Pb, Cd, Hg
diizeylerini degerlendirmislerdir. Agir metal seviyelerinin gebelik icin uluslararasi diizeyde
kritik bir seviyesi bulunmadigindan karsilastirmalar genellikle sadece benzer fizyolojik
durumlara ya da yasa iliskin ulusal referans degerlerle yapilmistir. ABD ‘de kursun i¢in cut-
off diizeyi 5.8ug/dl olarak belirlenmistir (139). Calismamizda da umblikal kord Kursun
Olctimleri 1.35+0.50 pg/dl araliginda, CDC’nin belirledigi sinirin altinda bulunmustur. Anne
ne kadar diisiik kan kursun diizeyine sahip olsa da plasenta anneden fetusa kursun transferini
engelleyemeyebilir. Cesitli ¢alismalarda kursunun diisiik diizeyde bile fetal gelisimi olumsuz

etkileyebilecegi raporlanmistir (140).

Furman ve ark. 2000 yilinda Istanbul’da 104 gebe kadinda yaptiklari ¢alismada, umblikal
kord ortalama Kursun konsantrasyonunu 1.69+0.91 pg/dl olarak bulmuslardir. Calismada bu
degerlerin 6nceki yillardan daha diistik oldugu raporlanmistir. Kan kursun diizeylerindeki bu
azalma biiyiik olasilikla 1989 sonrasinda benzinde tetraalkil kursun kullanimindaki azalmay1
yansitmaktadir (141). Bizde calismamizda umblikal kord kursun konsantrasyonunu 1,35+0.5

pg/dl  araliginda saptadik. Degerlerin 2000 yilinda yapilan calismaya gore daha diisiik
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¢ikmas1 kursun maruziyetinin daha da azaldigini diisiindiirmektedir, fakat daha genis katilimli

caligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

Calismamizda kursun seviyeleri referans aralifinda olmasina ragmen DNA metilasyon
diizeylerine gore hastalar 3 gruba ayrildiginda, kursun ile DNA metilasyonu artig1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark oldugu tespit edilmistir. Kabul edilebilir sinirlarda bile
kursuna maaruziyet olmast DNA metilasyonu ile sonuc¢lanabilmekte oldugunu
distindiirmektedir. Bu durum gosteriyor ki; agir metal seviyelerinde 6zellikle gebelik ve tiim
yas gruplari i¢in Ust smir diizeyleri konusunda uluslararasi referans degerine ihtiya¢ vardir

(139).

Arbuckle ve ark. 2008-2011 yillar1 arasinda Kanada genelinde yaklasik 2000 gebe kadinda
yaptiklar1 ¢alismada Ca, Fe, D vitamini takviyesi alan gebelerin;l.trimester, 3.trimester ve
dogumda kordon kaninda agir metal (Cd, Pb, Mn, Hg) seviyelerini degerlendirmislerdir.
Gebeligin ilerleyen haftalarinda agir metal konsantrasyonlarinda anlamli bir azalma tespit
edilen caligmada kursun seviyesi ortalamasi 0.77pg/dl olarak saptanmistir (142).Bizim
caligmada daha yiiksek bir deger bulunmasi (1.35ug/dl), hala gelismis iilkelere gére kursun
maruziyetimizin yiiksek oldugunu gostermektedir. Arbuckle ve ark. Ca, Fe, D vitamini
alimmin kordon kaninda diisik Cd, Pb, Mn, Hg ile iliskili oldugunu bulmuslardir.
Calismamizdada Fe ve Ca takviyesi alan gebelerin agir metal seviyeleri normal sinirlarda
saptanmistir. Bu durum Fe ve Ca aliminin gebelerde, bazi agir metallerin (Pb, Cd) emilimini
engellediginigdstermektedir (142). Gebelik sirasinda destek tedavilerinin bu acgidan da

degerlendirilmesi gerektigini diisiindiirmektedir.

Kutlu ve ark. 2006 yilinda yaptig1 ¢alismada; Pb ve Cd’a sigara dumaniyla maruz birakilan
gebe kadinlarda plasental Pb, Cd, Cu, Zn seviyeleri dl¢iilmiistiir. Sigara igenlerde plasental Pb

ve Cd diizeylerinin sigara igmeyenlere gore daha yiiksek oldugu ve sigara icmeyenlerde Cu ve
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Zn diizeylerinin daha diisik oldugu gorilmiistiir (143).Calismamizda sigara igmeyen
gebelerin kordon kaninda Pb, Cu, Al, Hg seviyelerine bakildi ve tim agir metaller i¢in
seviyeler normal referans araliginda tespit edilmistir. Bu sonuglar, daha once yapilan
caligmalarda belirtildigi gibi (143) gebelik sirasinda sigara igilmesinin kursun maruziyetini

artirdigini diistindiirebilir.

Senut ve ark. 2014 yilinda yaptiklar1 ¢calismada Kursuna maruz kalmanin, human embriyonik
stem cell (hESC)’in noral progenitor hiicreleri (NPC) olusturmasini engelledigini, sinir rozet
olusumu sathasindaki hESC’in Pb maruziyeti, PAX6 ve MSI11 noral isaretleyici genlerin
ekspresyon seviyelerinde belirgin bir diisiis ile sonu¢landigim1 bulmuslardir. Ayrica ortaya
c¢tkan NPC’ler daha kisa noritlere sahip ve kontrol ndronlarina kiyasla daha az dallanmis
noronlar olarak bulunmustur. Kursuna maruz kalmanin, hESC’in noronal farklilasmasini
hafifce degistirdigini ve bu degisikliklerin DNA metilasyonuna yol actig1 gosterilmistir(144).
Calismamiz Senut ve ark. yaptigi1 ¢alisma ile uyumlu bulunmus ve bu sonug, kursun seviyesi

referans sinirlar i¢inde olsa dahi DNA metilasyon riskini arttirabilecegini diisiindiirmektedir.

Verstraeten ve ark. 2008’de yaptigi calismada kursunun hiicre sinyallerinin ve
norotransmisyon yolaklarinin kesilmesi haricinde, DNA metilasyonunuda etkileyebilecegini
ongormiislerdir (145). Pilsner ve ark. 2009’da, gobek kordonu oOrneklerinde kursun
diizeyleriyle gobek kordonu DNA metilasyon seviyeleri arasindaki iliskiyi arastirirken
kursunun kemikte konsantrasyonunun Alu ve Line-1 metilasyon seviyeleriyle ters orantili
oldugunu bulmusglardir. Ayn1 grup Kursun maruziyetinin erken yasta etkilenebilecegini,
epigenetik mekanizmalan tetikleyebilecegini ve hastaliga hassasiyet {izerinde uzun vadeli bir
etki yapacagini bildirmektedir (146).Waly ve ark. 2004’te kursunun insiilin-like growth
faktorl’in uyarilmis metionin sentaz aktivitesini inhibe ettigini ve dolayisiyla Biiyiime
faktorlerine cevap olarak DNA metilasyonunu bozdugunu gdstermislerdir (147). Kursun
iizerinde yaptiklar1 kapsamli arastirmada erken yaslarda maruz kalmanin Alzheimer gibi geg
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baslangi¢h hastaliklara neden olabilecegini kanitlamislar ve kursunun tetikledigi epigenetik
degisikliklerin biliyiimeyi geciktirdigini, biligsel gelisimi etkiledigini saptamiglardir (147).
Tiim bu calismalarda belirtildigi gibi kursun maruziyeti DNA metilasyonu ve epigenetik
degisiklikler i¢in bir risk faktoriidiir. Tim bu ¢alismalarda oldugu gibi ¢alismamizda DNA
metilasyonu ile ursun arasindaki iliskiyi destekler nitelikte ve diger ¢alismalarla uyumlu

bulunmustur.

Unuvar ve ark. 2007 yilinda Istanbul’da 143 gebe ve yenidoganda yaptiklar1 calismada
umblikal kord kani ortalama civa seviyesini 0.50+0.64 pg/LL  olarak, insanlar ic¢in toksik
limitin (EPA,5pug/L) altinda oldugunu bulmuslardir (148). Caligmamizda umblikal kord civa
Olctimleri ortalama 0.50+0.325ug/L. arasinda normal simirlarda bulunmus, fakat DNA
metilasyonu ile civa Ol¢limleri arasinda pozitif yonlii (DNA metilasyonu arttikca Civa

Olctimleride artan) %25,3 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli iliski saptanmustir.

Jedrychowski ve ark. 2007 yilinda yaptiklar1 ¢calismada kord kanindaki 0,9 pg/L iistiindeki
civa diizeylerinin 12 aylik ¢ocuklarda belirgin gecikmis norogelisimsel ve psikomotor gerilige
yol agtigint ve bu etkinin 24. Ay ve 36. Aydaki muayenelerde daha az izlendigini
raporlamiglardir (149). Calismamiz normal araliktaki Civa seviyeleri bile DNA metilasyonu
icin ciddi bir risk olabilecegini ve daha yiiksek seviyelerinde de bu sebeple norogelisimsel

gecikmeye yol actig1 diisiiniilebilir.

Calismamizda umblikal kord kani bakir 6l¢timleri normal referans araliginda saptanmustir.
DNA metilasyonu 1ile bakir Olgiimleri arasinda istatistiksel olarak anlamhi iligki
saptanmamistir. Kang ve ark.’nin2004’te ve Lin ve ark.’nin 2005’te yaptiklar1 ¢alismalarda
bakirin, Histon asetilasyonununazalmasi ile gen susturulmasina ve c¢esitli hastaliklarin ortaya
¢ikmasina neden olabilecegini bulmuslardir (150,151). Bakirin DNA metilasyonu ile olan

iligkisi ile 1lgili literatiirde net bilgi bulunmamaktadir. Lee ve ark. 2002’de bakir ve hidrojen
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peroksitin yol agtig1 oksidatif hasarin, metilasyona ugramis DNA molekiillerinde CG-TT
tandem mutasyona yol actigimi gostermislerdir (152).Ote yandan, Ergaz ve ark. 2014’te
yaptiklar1 bir hayvan deneyinde bakirin plasental oksidatif stresi ve global DNA

metilasyonunu azalttigini saptamislardir(153).

Calismamizda umblikal kord kani aliiminyum Olc¢limleri referans araliginda saptanmis, DNA
metilasyonu ile aliiminyum Ol¢limleri arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski
bulunamamaistir. Yang ve ark. 2015°te yaptiklar1 bir ¢aligmada aliiminyum is¢iligi yapanlarda
kan Al diizeyi artis1 ile birlikte Mini-Mental Durum Testi skorlarinin azaldigi ama global
DNA metilasyonunun da anlamli bir sekilde azaldigini bildirmislerdir(154). Dokmeci ve ark.
2005’te, Krewski ve ark. 2007’de yaptiklar1 c¢alismalarda igme sularindaki aliiminyum
seviyesi ile Alzheimer hastali§i, demans veya kognitif hasarlanma arasinda iligki

saptamislardir(21,67).

Calismamizda Kursun ve Civa seviyeleri normal sinirlarda olsa da DNA metilasyonu ile
korelasyon saptanmis fakat ayni durum yine normal seviyelerde bulunan Bakir ve Aliiminyum
icin saptanamamistir. Bakir ve aliiminyum seviyesindeki degisiklikle, DNA metilasyonunda
degisiklik olup olmadigmin saptanmasi i¢in daha genis serili ¢alismalara ihtiyag vardir.
Ulkemizde bakir ve aliiminyum toksisitesi ile DNA metilasyonu arasinda yapilan calisma
say1s1 ¢cok az olmakla beraber, DNA metilasyonu ile iliskisini ortaya koymak i¢in daha genis
serilerde ¢alismalara ihtiyag vardir. Calismamizda aliiminyum ve bakir seviyeleri ile DNA
metilasyonu arasinda iliski ¢itkmamasi bu agir metal seviyeleri i¢in normal aralikta sonuglar
olmasi ile iligkili olabilir ve bu metaller icin daha yiiksek seviyelerde degerler de DNA

metilasyonuna yol agmayacagi anlamina gelmememektedir.

Tiim calismalarin ele alindig1 metaanalizler yapilsa bile, calismalarda ayni 6zelliklere sahip

hastalarin alindigi, orneklerin standardize sekilde toplandigi ve calisma ydnteminin agik
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oldugu caligmalar nadirdir. Ayrica, 6rneklerin alindigir toplumlar aynmi olsa da agir metal
maruziyeti bolgesel farkliliklar da gostermektedir. Bu nedenle, prenatal agir metal
maruziyetinin 6nlenebilir nedenlerin saptanmasi ve gerekli postnatal bakimin da saglanmasi

i¢in 1yi tasarlanmis, hasta sayis1 fazla olan ¢alismalara ihtiyag vardir.

Calismamizin birkag¢ sinirlamasi bulunmaktadir. Oncelikle, kursun, civa, aliiminyum, bakir
diizeyleri sadece dogum zamaninda bakilmistir. Bu yiizden sonuglarimizin fetal gelisim
periyodu siiresince maruziyetin ne derecede oldugunu yansitmasi miimkiin degildir. Ikincisi,
caligmaya katilmis olan hastalarin tiimiinde agir metal diizeyleri normal sinirda saptanmustir.
Hasta sayisinin az olmasi bu duruma yol agmis olabilir. Buna ragmen, agir metaller ile DNA
metilasyonu arasinda bir korelasyon olabilecegi tespit edilmistir. Daha fazla hasta ile yapilan

genis seriler, bu korelasyonun arastirilmasi i¢in gereklidir.
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6. SONUC

Bugiin tiim diinyada artan endiistrilesme sonucu ortaya c¢ikan maddelerin ekosistem kirliligi
vasitastyla insan hayatini tehdit edecek diizeylere geldigi tartisilmaktadir. insan hayatinin en
onemli donemi olan prenatal donem, hiicre boliinmesi ve farklilasmasiin en yogun oldugu
donem olmasi nedeniyle disaridan gelecek her tiirlii toksik etkiye karsi savunmasizdir. Bu
donemde meydana gelebilecek herhangi bir bozukluk ileriki donemlerde geri doniisiimsiiz
norogelisimsel defektlere yol agabilmektedir. Cevresel kirleticilere daha duyarli olan ve
detoksifikasyon enzimleri daha az gelismis olan yenidoganlarda agir metal maruziyeti
kromatin yapisinda veya DNA ‘da degisiklige yol agarak epigenetik modifikasyonlara neden

olabilir (155).

Calisma sonunda elde ettigimiz verilere gore aliiminyum, bakir, kursun, civa seviyelerinin
referans aralifinda olmasina ragmen; DNA metilasyon seviyelerine gore hastalar 3 gruba
ayrildiginda, kursun ve civa ile DNA metilasyonu artis1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark oldugu, civa ile DNA metilasyonu arasinda ise pozitif yonde korelasyon oldugu

saptanmigtir.

Cocuklugun erken donemlerinde meydana gelebilen DNA metilasyonu hakkinda literatiirde
az sayida veri bulunmaktadir. DNA degisikliklerinin degerlendirilmesi icin gelecekte daha

genis homojen 6rneklem grubuyla yapilacak olan ¢alismalara ihtiyac vardir.
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