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Onsoz

2010 Yilinda kendimi gelistirmek, akademik anlamda calisma yapmak istegiyle o
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Kendisine bu diisiincemi agikladim ve bu sekilde doktora galigmalarina baglamis
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aragtirma yapmis olmak ve heyecan verici yeni sonuglara ulasmaktan, bu konuda

bilimsel literatiire katki yapmis olmaktan dolay1 ¢ok mutluyum.
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Ozet

Insan Meme Kanserinde Cevresel Kirletici Internal Doz Diizeyleriyle Hastalik

Tliskisinin Arastirilmasi

Bu tez c¢alismasinda meme dokusunda kalici organik kirleticinin (KOK)
konsantrasyonlari ile meme kanseri olusumu ve/veya gelisimi arasinda bir iliski olup
olmadigi, ayrica s6z konusu kirleticilerin kan ve doku miktarlar1 arasinda bir iliski
olup olmadig1 incelenmistir. Yani sira KOK tiirevlerinin biyotransformasyonunda rol
almasi beklenen enzimlerde olasi genetik varyasyonlarin meme kanseri i¢in risk
faktorii olup olmadigi arastirilmistir. Bu amagcla tiimor nedeniyle meme cerrahisi
uygulanan hastalardan ve estetik amagli meme kiicliltme operasyonuna giren
kisilerden doku ve kan Ornekleri toplanmistir. Bu Orneklerde toplamda 32 KOK
tiirevinin konsantrasyonlari, gaz kromatografisi-elektron yakalayici deteksiyon (GC-
ECD) teknigi ile belirlenmistir. Kan 6rneklerinden genomik DNA izole edilerek
KOK tiirevlerinin Faz I biyotransformasyonunda rol almasi olas1 olan sitokrom P450
1A1 (CYP1ALl), Faz 1l konjugasyonunda rol almasi beklenen glutatyon S-transferaz
M1, T1 ve P1 enzimlerinin genetik varyasyonlari ve DNA oksidatif hasar onarim
enzimlerinden birisi olan insan 8-okzoguanin glikozilaz 1’in de (hOGG1) genetik
varyasyonu, PCR-RFLP teknigi ile analiz edilmistir. Kanserli ve saglikli meme
dokularinda o6lciilen KOK konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda bazi tlirevlerin
miktarinin  kanser grubunda anlamli derecede yiiksek oldugu saptanmistir;
dolayistyla bu sonug, séz konusu tiirevlerle meme kanseri arasinda bir iliski
olabilecegini gostermektedir. KOK tiirevlerinin konsantrasyonlar1 doku ve kanda ayr
ayr1 Ol¢lilmis ve toplamda 9 tiirev icin pozitif korelasyon goézlenmis olup, kan
diizeylerinin dokudaki kimyasal madde miktarint 6ngdérmede kullanilabilecegi
sonucuna vartlmistir. KOK tiirevlerinin biyotransformasyonunda rol almasi beklenen
enzimlerden CYP1A1 ve GSTT1’deki genetik varyasyonun meme kanseri i¢in risk
faktorii olabilecegi belirlenmis, ayrica yas ve sigara kullanimi ile de meme kanseri

olusumu ya da gelisiminin iliskili oldugu goézlenmistir.

Anahtar Kelimeler; Kalic1 organik kirleticiler; meme kanseri; biyogosterge; genetik

polimorfizm, risk faktorleri



Abstract

Investigation of the Association Between the Internal Dose Levels of

Environmental Pollutants and Disease in Human Breast Cancer

In this thesis, a possible relation between initiation and/or progression of breast
cancer and persistent organic pollutants (POPs), as well as correlation between blood
and breast tissue levels of POPs were investigated. In addition, it was evaluated
whether genetic polymorphisms in enzymes possibly catalyse either phase | and
phase Il biotransformation reactions of POPs in vivo represent a risk factor for breast
cancer. In order to perform these, breast tumour tissues from patients who undergone
tumour surgery and healthy breast tissues from individuals, who undergone breast
reduction surgery, as well as blood samples from both groups were collected. In total
concentrations of 32 POP derivatives were determined in these samples by gas
chromatography electron capture detection (GC-ECD). Genomic DNAs were
isolated from each blood sample and genetic variations of phase | enzyme CYP1AL,
and phase Il enzymes GSTP1, GSTM1 and GSTT1 that expected to catalyse
biotransformation of POP derivatives, and DNA oxidative damage repair enzyme
hOGG1 were analysed by PCR-RFLP. Significantly higher POP concentrations were
observed when compared between control and cancer groups, which suggested a
possible relation between breast cancer and POP exposure. For 9 POP derivatives,
positive correlations were determined between blood and tissue concentrations and it
was concluded that blood levels of these POPs can be used as surrogate for
predicting tissue concentrations of the same compounds. It was concluded that
genetic variations in CYP1ALl and GSTT1, which were expected to catalyse POPs
biotransformation, may be risk factors for breast cancer. In addition, it was
determined in all groups that both age and cigarette smoking may also be risk factors

for initiation and/or progression of breast cancer.

Key words: Persistent organic pollutants; breast cancer; biomarker; genetic

polymorphism; risk factors
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INVAZIV KANSEr, 2018). c.vvvviviieieiieeieeeee et et ettt sttt ss s ettt en s
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Giris

Kalicr organik kirleticiler (KOK) dogada uzun siire bozulmadan kalan, basta riizgar
ve su hareketleri ile uzun mesafeler boyunca tasinan, canlilarin yag dokusunda
birikme 06zelligi olan ve ayni zamanda ¢evre ve insan sagligi iizerinde yiiksek
toksisite riski tasiyan kimyasallardir. Cevreye salindiklarinda fizikokimyasal
ozelliklerinden dolayr kimyasal, mikrobiyolojik ve enzimatik bozunmalar1 ¢ok
diisiiktiir (Roos ve digerleri, 2013). Insanlar da dahil olmak {izere canl
organizmalarin yag dokularinda birikirler ve besin zinciri boyunca canli dokularda
konsantrasyonlar1 giderek artar. Cok uzun yillar viicutta kalmalarinin nedeni yiiksek
lipid-¢oziintirliik, disiik uguculuk, dayaniklilik ve kimyasal agidan nispeten inert
olmalariyla agiklanir (Wolff M. S., 1995). Yabanil canlilarda ve insanlarda farkli
nitelik ve derecelerde toksik etkilere neden olurlar. Baz1 alanlarda literatiir bilgileri
yeterli olmasa da KOK tiirevleri c¢esitli kanser tiirleri, alerjik reaksiyonlar ve
hipersensitivite, merkezi ve periferik sinir sistemi hasarlari, tireme bozukluklari ve
bagisiklik sisteminde islev bozukluklari ile iliskilendirilmektedir. Bazi tiirevler
hormonal sistemi degistirerek hem maruz kalan bireyin, hem de yavrularin iireme ve
bagisiklik sistemlerinde bozulmalara yol agarlar, bu nedenle “endokrin bozucu”
olarak tanimlanirlar. Diger bazilar1 ise gelisimsel toksisiteye ve karsinojenik etkilere
neden olmaktadir (T.C. Cevre ve Sehircilik Bakanligi, Cevre Yonetimi Genel

Miidiirliigii kimyasallar yonetimi dairesi bagkanligi, 2018).

KOK'lar tarim ilact olarak kullanilan organoklorlu pestisitleri (OCP), endiistriyel
kimyasal amagli kullanilan poliklorlu bifenilleri (PCB) ve polibromlu difenil eterleri
(PBDE) kapsamaktadir. Aslinda bir ¢ok tiirevinin {iretimi ve kullanim1 yasaklanmis
olmasma karsin dogadaki kalici Ozellikleri nedeniyle yasaklanma oncesi yogun
kullanilan OCP ve PCB tiirevleri, insan dokularinda ve anne siitiinde hala énemli
miktarlarda bulunur (Roos ve digerleri, 2013). Bu maddelerin insan ve diger tiirler
tizerindeki toksik etkilerinin fark edilmeye baslamasi 1970’11 yillarin basina denk
gelir; ilk olarak DDT’nin yabanil kuslarda reprodiiktif toksisiteye yol actig1 fark
edilmis (The 12 initial POPs under the Stockholm Convention, 2018), sonrasinda
once DDT, ardindan bilimsel bulgular elde edildikce diger OCP tiirevleri
yasaklanmaya baglamistir; en son 2009 yilinda son OCP tiirevi olarak endosiilfan

yasaklanmistir (T.C. Tarim ve Orman Bakanligi, 2018). Bu siire icerisinde ¢evre ve



insan sagliginin bu maddelerden korunmasi amaciyla 22 Mayis 2001°de uluslararasi
bir antlagma olan Stockholm Sdézlesmesi imzalanmis ve bu antlasma 17 Mayis
2004’de yiirtirliige girmistir. KOK'larin iiretimini ve kullanimini ortadan kaldirmay1
veya kisitlamayr amaglayan, toplam 179 iilkenin taraf oldugu Stockholm
Sozlesme’sini Tiirkiye 23 Mayis 2001 tarihinde imzalanmis ve 12 Ocak 2010 tarihi
itibariyle taraf olmustur. Stockholm sozlesmesi kapsaminda baslangigta on iki KOK
tirevi madde ya da madde grubu ‘“yiiksek Oncelikli kimyasallar; high priority
chemicals” olarak kabul edilmis ve “on iki” sayisindan dolay1 “dirty dozen” olarak
adlandirilmigtir. Bunlar pestisitler (aldrin, klordan, DDT, dieldrin, endrin, heptaklor,
hekzaklorobenzen, mireks, toxafen), endiistriyel kimyasallar (hekzaklorobenzen,
poliklorlu bifeniller-PCB'ler) ve {iretim sirasinda kasitsiz olusan kimyasallar
(hekzaklorobenzen; poliklorlu dibenzo-p-dioksinler ve poliklorlu dibenzofuranlar
(PCDD / PCDF) ve PCB'ler) olmak iizere li¢ kategoriye ayrilabilir (The 12 initial
POPs under the Stockholm Convention, 2018), ( T.C. Cevre ve Sehircilik Bakanligi,
2018) (Stockholm Convention on Persistent Organic Pollutants, 2017).

Sonraki yillarda Stockholm So6zlesmesi kapsaminda toksisite potansiyeli agisindan
onem kazanmaya baglayan pestisitlerden klordekon, a-hekzaklorosiklohekzan, [-
hekzaklorosiklohekzan, lindan, pentaklorobenzen, endosulfan; endiistriyel
kimyasallar grubundan hekzabromobifenil, hekzabromobifenil eter,
heptabromobifenil eter, pentaklorobenzen, perflorooktan siilfonik asit tuzlari,
perflorooktan siilfonil floriir, tetrabromodifenil eter, pentabromodifenil eter; {iretim
sirasinda  kasitsiz olusan a-hekzaklorosiklohekzan, [-hekzaklorosiklohekzan ve
pentaklorobenzen listeye dahil edilmislerdir (The new POPs under the Stockholm
Convention, 2017) .

Meme dokusu glandiiler, fibréz ve adipéz dokudan olusan bir sekresyon bezidir
(Kossoff, 1973). Adipdz doku yagda ¢oziinen kimyasallarin, 6zellikle de KOK'larin
depolanmasi i¢in ¢ok uygun bir ortamdir. Adip6z dokuda biriken kimyasallar
dokunun islevlerini degistirebilir; adipdz doku inflamasyonunu arttirabilir ve/veya
adipoz doku prekiirsor hiicrelerinin farklilasmasini etkileyebilir (Merrill, 2013).
Meme dokusundaki KOK konsantrasyonu ile meme kanseri arasinda bir iligski olup
olmadigini belirlemek i¢in simdiye kadar yapilan ¢alismalardan elde edilen veriler
cok smirli ve c¢eliskilidir. En basta gelen sinirlayict faktor, caligmalarda kullanilan

maruz kalma verilerinin sozIlii beyana dayali olmasidir; herhangi bir cerrahi
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endikasyonu olmayan bir insandan doku 6rnegi almak imkansiz oldugu i¢in Sliim
sonrasi otopsi ya da cerrahi operasyon diginda insan dokusuna ulagsmak ve analiz
yapmak miimkiin degildir. Bu nedenle bilimsel literatiirde bu konuda yayinlanmis
caligmalarin ¢ok biiyiik ¢ogunlugunda maruz kalinmis olan KOK miktarlari
dokularda analitik 6l¢lim yoluyla degil, hasta ile yapilan goriismede meslek, ¢aligma
yili gibi bilgilerden tiiretilerek tahminen elde edilmektedir, dolayisiyla bu tahmini
maruz kalma diizeylerinin dogrulugu oldukg¢a sorgulanir bir durum olusturmaktadir.
Timor cerrahisi nedeniyle operasyon geciren hastalardan meme dokusu elde etmek
miimkiin olsa da, kontrol grubu olarak kanser olmayan kisilerden doku elde etmek
s0z konusu degildir;, Bu nedenle literatirde KOK’lara maruz kalimin
degerlendirilmesi i¢in sozlii beyan yaninda vendz kan konsantrasyonlart sik
kullanilmaktadir (Artacho-Cordon ve digerleri, 2015). Ancak kan kullanimindaki
sorun, kan KOK diizeylerinin ayni bireyin doku KOK diizeyleri ile korele olup
olmadiginin bilinmemesidir. Daha 6nce vurgulandigi gibi KOK tiirevlerine maruz
kalim bazi hastaliklarin yani sira kanser tiirleriyle de iliskilendirildigi i¢in bu tez
calismasinda meme kanseri ile KOK tiirevleri arasindaki iligki, ¢esitli yonleriyle
arastirilmistir. Timor cerrahisi nedeniyle ¢ikarilan kanserli dokularda ve meme
kiigiiltme ameliyatindan saglanan saglikli meme dokularinda KOK konsantrasyonlari
Olglilmiis, iki grubun sonuglar1 karsilastirilarak s6z konusu kimyasallar ile kanser
arasinda bir iligki olup olmadig1 analiz edilmistir. Ayn1 kimyasallar hasta ve saglikli
kontrol grubundan saglanan kan orneklerinde de 6lgiilmiis, kan ve doku miktarlar
arasinda bir korelasyon olup olmadigi arastirilmis ve kan diizeylerinin dokudaki
KOK miktarimi 6ngdrmede kullanilip kullanilamayacagi belirlenmistir.

Bazi arastirmacilar, serum ve adip6z doku KOK konsantrasyonlar: arasinda gii¢lii bir
korelasyon bildirmesine ragmen diger bazilar1 ise serum KOK konsantrasyonlarinin
tim kosullarda bu kimyasallarin viicut yiikiini dogru bir sekilde yansitip
yansitamayacaginin belirsiz oldugu sonucuna varmislardir (Lopez-Carrillo ve
digerleri, 1999) (Pauwels ve digerleri, 1996-1998) (Waliszewski, 2004) (Whitcomb,
2005) (Aronson ve digerleri, 2000) (Arrebola ve digerleri, 2012) (Mussalo-
Rauhamaa, 1991) (Rusiecki ve digerleri, 2005) (Wolff, Zeleniuch-Jacquotte, Dubin,
& Toniolo, 2000).

Bu calismada ayrica KOK tiirevlerinin bioaktivasyonunda rol almasi beklenen

sitokrom P4501A1 (CYP1ALl), detoksifikasyonunda rol almasi beklenen glutatyon



S-transferaz (GST) izozimleri olan GSTT1, GSTP1 ve GSTML1 ve DNA oksidatif
hasar-onarim enzimlerinden olan insan oxoguanine-glycosylase-1 (hOGG1)
enzimlerinin kanser hastalarinda saglikli popiilasyona gore onemli bir genetik
varyasyon gosterip gostermedigi, dolayisiyla bu enzimlerde saptanmasi olasi
herhangi bir genetik polimorfizmin meme kanseri i¢in risk faktorii olup olmadigi

arastirilmastir.



Genel Bilgiler
2.1. Organoklorlu Pestisitler (OCPs)

Organoklorlu pestisitler adindan anlasilacag: iizere kimyasal yapilarinda bir ya da
daha fazla klor atomu tasiyan bilesiklerdir; Tablo 2.1.1.°de kimyasal
yapilarigdsterilmistir. {1k sentezlendikleri 1940 yilindan yasaklandiklar: farkli yillara
kadar basta tarim olmak iizere ¢ok yogun kullanilmislardir. Insektisit grubunda olan
DDT, ilk olarak II. Diinya Savasi sirasinda sitma tasiyan sivrisinekleri ve tifiise
neden olan bitleri 6ldiirmek amaciyla piyasaya siiriilmiis, 1970'lerin baginda ABD ve
diger sanayilesmis lilkelerde yasaklanana kadar yaygin bir bocek o6ldiriicii olarak
kullanilmistir. (Buser, 1995).

Stabilitesi, kalicilig1 (uygulamadan 10-15 yil sonra toprakta % 50 oraninda bulunur)
ve yaygin kullanimi, DDT kalintilarinin her yerde bulunabilmesine neden olur (The
12 initial POPs under the Stockholm Convention, 2018). Kutup bdolgesi ¢evresel
orneklerde ve kutup ayilarinin dokularinda dahi DDT tespit edilmistir. Aldrin ise
termit, c¢ekirge, misir kok kurdu ve diger tarim zararlisi bocekleri oldiirmek igin
topraga uygulanan bir pestisittir. Insanlar ¢ogunlukla aldrine et ve siit iiriinleri
araciligr ile maruz kalmaktadir. Bocek zararlilarini 6ldiirmek icin tarim ilaci olarak
kullanilan dieldrinin toprakta yarilanma Omrii yaklasik bes yildir. Aldrin hizla
dieldrin'e dontstiiriiliir, bu nedenle c¢evredeki dieldrin konsantrasyonu tek basina
dieldrin kullanimindan daha yiiksektir. Endrin, insektisit ve kemirgen popiilasyonunu
kontrol etmek igin kullanilir; toprakta yarilanma émrii 12 yildir. Oncelikle toprak
bocekleri ve termitleri 6ldiirmek igin kullanilan heptaklor pamuk bdcekleri, ¢ekirge,
diger bitki zararlilar1 ve sitma tasiyan sivrisinekleri 6ldiirmek i¢in yaygin sekilde
kullanilmistir. Laboratuvar testleri mink, sigan ve tavsanlara uygulanan heptaklorun
yuksek dozda 6ldiirticii oldugunu, diisiik dozlarda ise advers davranis degisikliklerine
ve lireme basarisinda azalmaya neden oldugunu gostermistir. Heptaklor olasi bir
insan karsinojeni olarak siniflandirilmaktadir. Heptaklor i¢in baslica maruz kalma
kaynagi gidadir; ABD ve Avustralya'da sigirlarin kaninda tespit edilmistir (The 12
initial POPs under the Stockholm Convention, 2018). Organoklorlu pestisitlerin ¢ogu

ayn1 zamanda endokrin bozucu kimyasallardir.
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Endokrin bozucu kimyasallar genellikle viicudun dogal hormonlarini taklit eder,
normal fonksiyonlarin1 bozar ve saglik iizerindeki advers etkiler meydana getirirler.
Bu oOzelliklerinden dolayr viicudun hormonal sistemlerine toksik etkileri

gozlenmektedir (Lemaire, 2004).

Organoklorlu pestisitler yaglanmayi artirabilir. Ornegin, Rivett ve ark. 1978 yilinda
yaptiklar1 calismada kopeklere diisiikk dozda lindan vermislerdir. Bunun sonucunda
kopeklerin viicut agirliklarinin arttigi gozlenmistir (Rivett, 1978) Yiiksek toksisite
potansiyelleri nedeniyle gelismis iilkelerle birlikte Tiirkiye’de de 1980’li yillarin
basindan itibaren kademeli olarak kullanimlar1 yasaklanmistir, en son yasaklanan
tirev 2009 yilinda endosiilfandir (T.C. Tarim ve Orman Bakanligi, 2018). Buna

karsin bir ¢ok gelismekte olan tilkede halen kullanimlar1 devam etmektedir.

2.2. Poliklorlu Bifeniller (PCBs)

PCB’ler ilk olarak 1881 yilinda sentezlenmis (Schmidt, 1881), 1929 yilindan itibaren
ticari kullanim igin tiretilmeye baslamistir (EPA, 2018). Bu grupta yer alan bilesikler
Sekil 2.2.1°de kimyasal yapilariyla birlikte gosterilmistir. Bu bilesikler, endiistride
elektrik transformatdrlerinde ve kondensatdrlerinde 1s1 degisim sivilar1 olarak asiri
1sinmay1 ve yangin olasiligini 6nlemek amaciyla kullanilmislardir. Diger kullanim
yerleri yine benzer amagclarla boya, karbonsuz kopya kagidi ve plastiklerdir. 209
farkli PCB tiirevinden 13 tanesi dioksin benzeri toksik etkilere neden olur.
Cevredeki kaliciliklar1 yapilarindaki klor sayisina gore belirlenir ve yar1 dmiirleri 10
giin ile bir buguk yil arasinda degismektedir. PCB'ler baliklarda diisiik dozlarda
yumurtlama bozukluklarina, yiiksek dozlarda ise oldiiriicii toksik etkiye neden olur
(The 12 initial POPs under the Stockholm Convention, 2018). Ayrica fok ve mink
gibi yabanil hayvanlarda tireme bozuklugu ve bagisiklik sisteminin baskilanmasi ile
iligkilendirilmektedir (The 12 initial POPs under the Stockholm Convention, 2018).
Insanlarin ¢ogu gida kontaminasyonu yoluyla PCB'lere maruz kalmaktadir. 1968'de
Japonya ve 1979'da Tayvan'da PCB ile kontamine olmus piring yaginin tiiketilmesi,
tirnak ve mukoz membranlarda hiperpigmentasyon, goz kapaklarinda sisme,
yorgunluk, bulanti ve kusmaya neden olmustur. Tayvandaki bu olayda PCB'lerin
dokularindaki kaliciligr nedeniyle maruz kalan kadinlardan olay sonrasi yedi yila
kadar dogan ¢ocuklarda gelisimsel gecikmeler ve davranis bozukluklar1 gozlenmistir

(The 12 initial POPs under the Stockholm Convention, 2018). Bu veriler elde



edildikten sonra 1970'lerde sanayilesmis iilkelerde PCB iiretimi durdurulmustur
(Harrad, 2010). PCB’ler Stockholm So6zlesmesi kapsaminda yasaklanan ilk 12 adet
KOK listesinde yer almiglardir (The 12 initial POPs under the Stockholm
Convention, 2018).

Indikator PCB’ler
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2,4,4'-trichlorobiphenyl 2,3',4,4' 5-pentachlorobiphenyl 2,2'5,5"-tetrachlorobiphenyl  2,2',3,4,4",5"-hexachlorobiphenyl
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2,2'4,5,5'-pentachlorobiphenyl 2,2'4,4' 5,5'-hexachlorobiphenyl  2,2',3,4,4'5,5-heptachlorobiphenyl

Dioksin-benzeri PCB’ler
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3,3'4,4' 5-pentachlorobiphenyl  2,3,3',4,4' 5-hexachlorobiphenyl 2,3,3'4,4' 5-hexachlorobiphenyl  2,3'4,4'5,5"-hexachlorobiphenyl
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PCB 169 PCB 189
3,3',4,4',5,5'-hexachlorobiphenyl 2,3,3',4,4' 5,5'-heptachlorobiphenyl

Sekil 2.2.1 Hasta ve goniilli kan ve meme dokularinda analiz edilen PCB

tiirevlerinin agik kimyasal formiilleri ve isimleri



2.3. Polibromlu Difenil Eterler (PBDEsS)

PBDE'ler ilk olarak 1970'lerde iiretilmistir (EPA, 2018). Brom atomlarinin konumuna
ve sayisina bagli olarak teorik agidan 209 tiirev olasilig1 vardir (Fromme, 2009) bu
grupta yer alan bilesiklerden tez ¢alismasi kapsaminda kan ve dokularda olgiimii
yapilan tlirevlerin kimyasal yapilart ve isimleri, Sekil 2.3.1°de gOsterilmistir.
PBDE’ler materyallerin alev almasini zorlastirarak yangin olasiligini azaltmak
amaciyla plastik, tekstil, mobilya, ucak ve ara¢ i¢ aksamlari, elektrikli veya
elektronik cihazlar gibi bir cok malzemeye katki maddesi olarak iiretim sirasinda
eklenir (Kemmlein, Hahn, & Jann, 2003). PBDE'lerin ticari olarak en ¢ok
kullanilanlar1 deca-BDE, penta-BDE ve okta-BDE formiilasyonlaridir. Bunlarin
tiimii farkli BDE tiirevlerinin karisimlarini igerir. Ornegin, deca-BDE'de bulunan ana
tirev. PBDE 209'dur (EPA, 2018). Ancak 2000 yilindan itibaren kalicilik,
biyoakiimiilasyon ve g¢evrede uzun mesafelere tasinma potansiyeline sahip olan
PBDE'ler i¢in ¢evresel kaygilar ortaya ¢ikmaya baslamistir (Jinhui, Yuan, &
Wenjing, 2015). Cevrede bulunan PBDE'lerin baslica kaynaklari PBDE igeren
esyalarin tretimi, kullanim1 ve bertarafidir (Jinhui, Yuan, & Wenjing, 2015). Okta-
BDE ve penta-BDE'nin iiretimi, 2004 yilinda artan saglik ve cevre endiseleri
sonrasinda ireticiler tarafindan tamamen durdurulmustur (EPA, 2018). 2009 yilinda
ticari okta-BDE ve penta-BDE, Stockholm Soézlesmesi kapsamindaki KOK'lar
listesine eklenmislerdir. (The new POPs under the Stockholm Convention , 2017).
PBDE’lerle yapilan caligmalarda hava, aritma ¢amuru, sediment gibi abiyotik
orneklerin yani sira tavuk ve balik gibi biyolojik ornekler, memeliler ve insan
viicudundaki miktarlara odaklanilmigtir (Sjodin A. C., 2001) (Sellstrom, 2005)
(Oros, 2005) (Hakk, 2010) (Hale, 2001) (Sjodin A. P., 2003).

Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada arastirmacilar, PBDE'lerin oda sicakliginda
(20°C) bile tekstil tiriinlerinden ortama yayilabildigini ve PBDE eklenmis dosemelik
kumaslarin i¢ mekan havasinda ve tozundaki PBDE’lerin ana kaynagi oldugunu

gostermislerdir (Kajiwara, 2013).
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Sekil 2.3.1 Hasta ve goniilli kan ve meme dokularinda analiz edilen PBDE

tiirevlerinin agik kimyasal formiilleri ve isimleri

2.4, Kaha Organik Kirleticilerin Kanser Disi Toksik Etkilerine Iliskin

Calismalar

2010 yilinda pestisitlerin insan saglig1 tizerindeki olasi etkilerini belirlemek amaciyla
gen diizenlenmesini degistiren farkli mekanizmalar1 degerlendirmeye yonelik yeni
bir yaklasim gelistirilmistir. Bu yeni yaklasim, epigenetik etki varligin1 belirleme
acisindan umut verici bir arag gibi goriinmektedir (Collotta, Bertazzi, & Bollati,
2013). Epigenetik, DNA baz diziliminde bir degisiklik olmaksizin gen
ekspresyonunda ortaya ¢ikan kalitsal degisikliklerin ¢alisildigi alandir. DNA
metilasyonu, histon modifikasyonlari ve mikroRNA ekspresyonu da dahil olmak
tizere bircok epigenetik mekanizma, g¢evresel faktorler tarafindan tetiklenebilir
(Collotta, Bertazzi, & Bollati, 2013). Gergekten de son zamanlarda hem deneysel,
hem de epidemiyolojik ¢alismalarda bazi ¢evresel faktorler, epigenetik yolaklardaki
anormal degisikliklerle iligkili bulunmustur (Howell, 2001) (Rusiecki ve digerleri,
2008). Bu nedenle epigenetik mekanizmalarin 6zgiil toksisite mekanizmalarina
aracilik edebilecegine dair yorumlar vardir (Marsit, 2006). Pestisitlerin insan ve diger
canlilarda neden oldugu bir dizi toksik etkide epigenetik mekanizmalarin roli

konusundaki calismalar artmaktadir. Norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde
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cevresel yoldan kimyasallara maruz kalmay:1 takiben DNA metilasyonunun rolii

olabilecegi bildirilmistir (Kwok, 2010 ).

Pestisitlerin akut toksik etkileri nispeten iyi bilinirken, kronik etkileri konusunda
belirsizlikler halen devam etmektedir. Bazi pestisitlerin endokrin bozucu yolla
genotoksik etki gosterebilecekleri diisiiniilmektedir (De Coster, 2012). Bununla
birlikte bugiine kadar, KOK’lara maruz kalmayla baglantili toksik saglik etkilerine

yonelik 6zgiil molekiiler mekanizmalar halen ortaya konamamustir.

DDT’ye maruz birakilan geng erkek siganlarda hipotalamustaki metilasyon
paterninin degistigi goézlenmistir. Shutoh ve arkadaglari tarafindan yapilan bu
calismada 6 CpG niikleotid bolgesi kontrol grubuyla karsilagtirildiginda belirgin
sekilde daha diisiik metillendigi gosterilmistir. Diisiik oksidatif stres kosullarinda
DNA metilasyon mekanizmasinin islevi bozulur, bu durum spesifik gen bolgelerinin

eksik metilasyonuna neden olur (Shutoh, 2009).

Bazi pestisitler epigenetik etkileri oldugu diisiiniilen endokrin bozucu ozellige
sahiptir (McLachlan, 2006). Bunlarin arasinda bu tez ¢alismasinda da yer alan OCP
tirevi metoksiklorun farede erkek iireme sistemini etkiledigi bildirilmistir.
Metoksiklora gestasyonel maruz kalma durumunda yetigkinlikte disi iireme sistemi
bozulur ve tlireme islevini kontrol eden hipotalamik genlerin ekspresyonu yeniden
programlanir. Pestisitin uygulandig1 farelerde iki paternal imprint (H19 ve Meg3
(Gtl2)) ve ii¢ maternal imprint (Mest (Pegl), Snrpn ve Peg3) genlerin farkli
metilasyona ugradig1 gézlenmistir (Stouder, 2011).

Global DNA metilasyon diizeylerinin, yag dokusunda biriken KOK’larin kan
diizeyleri ile ters orantili oldugu bildirilmistir. Kim ve ark. KOK'lara, 6zellikle de
OCP’lere diisiik dozda maruz kalan saglikli goniillilerde DNA hipometilasyonu
gozlemiglerdir (Kim K. K., 2010). Gronland’ta yapilan bir baska ¢alismada,
insanlarda plazma KOK konsantrasyonlari ile global DNA metilasyon diizeyleri
arasinda ayni iliski gézlenmistir (Rusiecki ve digerleri, 2008). DDT, DDE, 3-BHC,
oksiklordan, a-klordan, mireks, gesitli PCB'ler ve tim KOK!'larin toplami igin
anlamli ters dogrusal iliski bulunmustur. Bu c¢alismanin bulgulari, KOK'lar gibi
potansiyel karsinojenik bilesiklere maruz kalmanin DNA metilasyonunu

etkileyebilecegi hipotezini desteklemektedir. 2008 Yilinda yapilan bu ¢alisma, aym
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zamanda insanlarda ¢evresel KOK’lara maruz kalim ile DNA metilasyon diizeylerini

arastiran ilk ¢alisma 6zelligini tasir (Rusiecki ve digerleri, 2008).

Artan bilimsel kanitlar, histon degisikliklerinin hiicre oliimiinde kritik bir rol
oynadigim1 gostermektedir. Yaygin olarak kullanilan bir herbisit olan parakuat ve
OCP tiirevi dieldrin, potansiyel olarak Parkinson hastaligr ile iliskili g¢evre
kimyasallar1 arasinda yer almaktadirlar. Histon asetilasyonu, norotoksik hasar
sirasinda dopaminerjik néronal hiicrelerdeki temel epigenetik degisikligi temsil eder.
Deneysel kanitlar, N27 dopaminerjik hiicrelerde Song ve arkadaslar1 tarafindan
yiriitiilen aragtirmalardan elde edilmistir (Song, Kanthasamy, Anantharam, Sun, &
ve Kanthasamy, 2010) (Song, Kanthasamy, Jin, & Kanthasamy, 2011). Mezensefalik
dopaminerjik noron hiicrelerinde dieldrin ile indiiklenen proteazomal islev
bozuklugu nedeniyle ¢ekirdek histon H3 ve H4'lin asetilasyonunda zamana bagl bir
artig ortaya cikar, bu da 6nemli derecede histon asetiltransferaz birikmesine neden
olur. Ayrica uzun siire dieldrine maruz birakilan farelerde, striatum ve substantia
nigra'da histon hiperasetilasyonunun indiiklendigi gézlenmistir (Song, Kanthasamy,
Anantharam, Sun, & ve Kanthasamy, 2010) (Song, Kanthasamy, Jin, & Kanthasamy,
2011). Kanthasamy ve ark., nigral dopaminerjik noronlarda norotoksik maddelerin
neden oldugu norodejeneratif siireclerde histon ve non-histon proteinlerin
asetilasyonunun roliinii tanimlamislardir (Kanthasamy ve digerleri, 2012).
Pestisitlerin neden oldugu epigenetik degisikliklerin amiloid-f proteininin tiretimini
artirabilecegi ve Alzheimer hastaligina neden olabilecegi ileri siiriilmistiir (Maloney,

2012).

Cevresel faktorlere maruz kalma sonucunda DNA metilasyon diizeylerinin
degismesi, hiicre transformasyonu ve tiimdrlesmeye yol acan gen ekspresyon
diizeylerinde degisikliklere neden olabilir. Tiim bu bulgular pestisitlerin insan sagligi
tizerindeki zararh etkilerinde epigenetik modifikasyonlarin 6nemli rolii olabilecegini

diistindiirmektedir (Collotta, Bertazzi, & Bollati, 2013).

Bazi KOK tiirevlerinin DNA metilasyonunda veya mikroRNA ekspresyonunda
degisikliklere neden olmasi obezojeniteyle de sonuglanabilir, yine de bu
degisikliklerin dogrudan obezojenik etki ile iligkili olup olmadigi halen c¢ok net
degildir (Baccarelli ve digerleri, 2009) (Manikkam, Guerrero-Bosagna, Tracey,
Haque, & Skinner, 2012) (McClure, North, Kaminski, & Goodman, 2011).
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Hekzaklorobenzen (HCB) uygulanan kemirgenlerde viicut agirligi kaybiyla birlikte
HCB’in beyin dokusundaki konsantrasyonunda zamana bagl bir artig gdzlenmistir
(Jandacek ve digerleri, 2005). DDT verilen farelerde agirlik kaybi, kas disinda
incelenen tiim dokularda (beyin, akciger, kalp, dalak, bobrek, karaciger, yag dokusu,
kan) DDT konsantrasyonunun artisina yol agmistir. Kilo verildigi zaman yag
dokusundan salinmalar1 nedeniyle diger dokularda KOK dagilimi artar. Beyinde
artan DDT nin lokalizasyonu, santral sinir sistemi toksisitesiyle iliskili bulunmustur
(Ohmiya & Nakai, 1977). Deneysel c¢alismalar organoklorlu pestisitlere maruz
kalimin sistemik lipotoksisiteye neden oldugunu gostermektedir; drnegin dieldrine
maruz birakilan si¢anlarda trigliserid sentezinde artis gozlenmistir (Bhatia &

Venkitasubramanian, 1972).

2.4.1. Insan Dokularinda KOK diizeyleri ¢cahsmalar

Isveg’te 70 yas bireylerde yapilan bir calismada, diisiik klorlu PCB tiirevleri (105 ve
118), DDE, HCB ve trans-nonklordan’in plazma konsantrasyonlari ile hem viseral
yag dokusu (VAT), hem de deri alti yag dokusu (SAT) konsantrasyonlari arasinda
pozitif iligkili gozlenmistir. Ayn1 calismada yiiksek sayida klorlanmis poliklorlu
bifenil tiirevlerinin (molekiil basina 6 veya daha fazla klor) plazmadaki
konsantrasyonlari ile hem VAT, hem de SAT konsantrasyonlar1 arasinda ise negatif
iliski gozlenmistir. Sonug¢ olarak yasl popiilasyonda plazmadaki OCP ve PCB
konsantrasyonlari ile VAT ve SAT arasinda iligki olabilecegi bildirilmistir (Roos ve
digerleri, 2013).

Amerika Birlesik Devletleri-Kaliforniya eyaletinde gérev yapan itfaiyecilerin serum
orneklerinde toplam PBDE konsantrasyonu Olclilmiis ve genel popiilasyondan
onemli derecede yiiksek  bulunmustur; itfaiyecilerde 59.1 ng/g yag, genel
popiilasyonda ise 36 ng/g yag). Istatiksel olarak anlamli olmamasma ragmen
Hispanik beyazlarda ve yiiksek yas grubundaki itfaiyecilerde PBDE konsantrasyonu,
beyazlara ve disiik yas grubuna gore genellikle daha disiik diizeylerde tespit
edilmistir. itfaiyecilerin serum 6rneklerinde PCB ve OCP konsantrasyonlari ise genel
popiilasyonun konsantrasyon degerlerini agmamustir. Yazarlar, itfaiyecilerde yangin
sondiirme isinin PBDE'lere maruz kalma ihtimalini arttirmis olabilecegini

bildirmislerdir (Park ve digerleri, 2015).
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2.5. KOK’larin Karsinojenik Potansiyellerine Iliskin Cahsmalar
2.5.1. IARC’ye Gore KOK’larin Karsinojenisite Siniflandirmasi

WHO-IARC (World Health Organization-International Agency for Research on
Cancer) insanlarin maruz kalma olasilifi olan kimyasal maddeleri karsinojenisite
potansiyelleri agisindan bilimsel literatiir verilerine dayali olarak degerlendiren
Diinya Saglk Orgiiti'ne bagli uluslararast bilimsel kuruldur. IARC kimyasal

maddeleri bu agidan asagidaki ol¢iitlere gore degerlendirir ve siniflandirir:

Grup 1: insan karsinojeni; insanda karsinojenik olduguna dair yeterli kanit olan

kimyasallardir, bu grupta 2019 Aralik ay1 itibariyle 120 kimyasal madde vardir.

Grup 2A: Biiyiik olasilikla insan karsinojeni; insanda karsinojenik olduguna dair
sinirli kanit, deney hayvaninda karsinojenik olduguna dair ise yeterli kanit olan

kimyasallardir, bu grupta 2019 Aralik ay1 itibariyle 82 kimyasal madde vardir.

Grup 2B: Muhtemel insan karsinojeni; insanda karsinojenik olduguna dair sinirh
kanit, deney hayvaninda karsinojenik olduguna dair yetersiz kanit olan

kimyasallardir, bu grupta 2019 Aralik ay1 itibariyle 311 kimyasal madde vardir.

Grup 3: insanda karsinojenik potansiyel agisindan siiflandirilamayanlar; insanda
karsinojenik olduguna dair yetersiz kanit ve deney hayvanlarinda yetersiz veya sinirh
kanit olan kimyasallardir, bu grupta 2019 Aralik ay itibariyle 500 kimyasal madde

vardir.

Grup 4: Insanda karsinojenik olmayanlar; insanda ve deney hayvanlarinda
karsinojenik olduguna dair kanit bulunmayan kimyasallardir (Agents Classified by
the IARC Monographs, 2018) (Agents Classified by the IARC Monographs, 2018)
(Agents classified by the IARC Monographs, 2015).

Bu tez ¢alismasinda hasta ve saglikli bireylerin kan ve meme dokularinda miktar
tayini yapilan KOK tiirevleri, [ARC’nin 12 Aralik 2019 tarihli en son giincellenmis
listelerinde  karsinojenisite agisindan Tablo 2.5.1.1°de  goriildiigii  sekilde
simiflandirilmistir (Agents Classified by the IARC Monographs Volumes 1-117,
2018) (Agents Classified by the IARC Monographs Volumes 1-121, 2018) (Agents
classified by the IARC Monographs, Volumes 1-125, 2019).
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Tablo 2.5.1.1 TARC’ye gore tez calismasinda analiz edilen KOK tiirevlerinin

karsinojenisite siniflandirmasi

KOK tiirevleri
Grup 1 y-HCH, PCB-77, PCB-81, PCB-105, PCB-114, PCB-126, PCB-
156, PCB-157, PCB-167, PCB-169 ve PCB-189
Grup 2A p,p-DDT
Grup 2B heptaklor
Grup 3 Endrin ve metoksiklor
Grup 4 -

2.5.2. Meme Kanseri

Meme kanseri, kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tiirtidiir. Her y1l tiim diinyada
2,1 milyon kadini etkilemektedir ve kadinlar arasinda kansere bagli oliimlerin
basinda gelmektedir. 2018 yilinda 627.000 kadinin meme kanserinden oldigi
bildirilmistir, bu da kadinlarda tiim kanser-nedenli oliimlerin yaklasik %15'ini
olusturmaktadir (WHO, 2018). Kadinlara oranla ¢ok daha diisik siklikta
rastlanmakla birlikte erkeklerde de meme kanseri goriilebilmektedir; erkeklerde
goriilme siklig1 tiim meme kanserinin iginde %1 dir (Ozmen ve digerleri, 2012) (Ly,

Forman, Ferlay, Brinton, & Cook, 2013).

Kadinlarda meme dokusu, meme bezlerinin yanisira yag ve bag dokusundan
olusmaktadir. Her meme, bir¢ok lobiil bulunan 15-20 lobdan olugmaktadir, lobiiller
slit yapimini saglayan bezlerdir ve birbirlerine siit kanallar1 (ductus) ile baglidir. Bu
kanallar meme basina dogru birlesir. Memedeki bu yapilar genellikle kanserlesmenin
basladig1 yapilardir (Ozmen ve digerleri, 2012) (National Breast Cancer Foundation
,INC., 2018) (The American Society of Breast Surgeons Foundation, 2018).

Memenin anatomik yapist Sekil 2.5.2.1°de gosterilmistir;
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KIaW

Sternum

Subkutan yag dokusu

Yagli bag doku
/ _Cooper ligamentleri

A
~

Pectoralis majér kasi Meme bas
g .~ (Nipple)
Pectoralis miﬁér kasi
Areola

- Meme lobull
Laktiferoz sinlis
Gogls duvari \
kaburgalar Laktiferdz duktus
Meme lobdill

Sekil 2.5.2.1 Meme Anatomisi (Meme Kanseri Tipleri (Cesitleri), Meme Anatomisi,
2019).

99 CC

Meme kanserleri Sekil 2.5.2.2°de gosterildigi sekilde “invazif olmayan”, “invazif” ve

“nadir goriilenler” olacak sekilde 3 ana grupta siniflandirilabilir:

Meme Kanseri

Tiirleri
invaZifOImayan / | \ .
it i
(In situ) g
Duktal Lobular invazif Duktal | | invazif Lobular inflamat M eme Bas1 Fillodes M etastatik
KarsinomalIn || KarsinomaIn Karsinoma Karsinoma Mgmaenl?agg;ri Paget Meme Meme
situ0CIs) || situ (LCIS) (IDC) (ILC) Hastahg Timbrleri Kanseri

Sekil 2.5.2.2 Meme kanseri tiirleri (Breastcancer.org, 2018) (The American Cancer
Society, 2018) (Breastcancer.org, 2018).

Invazif olmayan meme kanserleri, memedeki siit kanallar1 veya lobiiller icerisinde
kalir, meme icinde veya disinda normal dokulara yayilmazlar. invazif olmayan
kanserler “in situ karsinom” veya “On kanserler” olarak adlandirilmaktadir
(Breastcancer.org, 2018). invazif meme kanserleri ise ¢evredeki meme dokusuna

yayilma egilimindedirler (The American Cancer Society, 2018).
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In situ ve invazif meme kanser tiirleri Sekil 2.5.2.3’de sematize edilmistir:

Bazal membran Normal epitel hiicreleri Kanser hiicreleri

Sekil 2.5.2.3 Yayilim gosterme 6zelligi acisindan meme kanseri tiirleri. Soldaki in
situ (invazif olmayan) tipte bazal membran asilmamis ve yayilma gozlenmiyor,
sagdaki invazif tipte ise kanser hiicreleri bazal membran1 agmis ve diger dokulara

yayilim var (Meme Kanseri Tipleri (Cesitleri) In Situ ve Invaziv Kanser, 2018).

Meme kanseri kanallarda, lobiillerde ya da aradaki doku olmak tlizere memenin farkl

bolgelerinde baslayabilir (Breastcancer.org, 2018).

Duktal Karsinoma In Situ (DCIS), siit kanali i¢inde kalan invaziv olmayan bir
kanserdir (Breastcancer.org, 2018). Kanallar1 diizenleyen hiicreler kanser hiicrelerine
doniislir, ancak Sekil 2.5.2.3 ve Sekil 2.5.2.4’de goriildigii gibi kanallarin
duvarlarindan yakindaki meme dokusuna yayilmazlar (The American Cancer
Society, 2018). Duktal Karsinoma In Situ’nun yapisi, Sekil 2.5.2.4°de gosterilmistir.
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Ductal Carcinoma In Situ (DCIS)

\| Normal duct

DCIS

cells

- 4

I Fatty tissue

Sekil 2.5.2.4 Duktal in situ karsinomanin meme kesiti ve ductus kesiti temsili

goriintiisii (National Cancer Institute visualsonline, 2019).

Lobular Karsinoma In Situ (LCIS) ise lobiil iginde kalan hiicrelerin biiylimesidir.
(Breastcancer.org, 2018). Kanser hiicrelerine benzeyen hiicreler, memenin siit iireten
bezleri olan lobiillerde biiyiir, ancak lobiillerin ¢eperi boyunca biiylimezler (The
American Cancer Society, 2018). LCIS gerg¢ek bir meme kanseri degildir. Bu
nedenle baz1 uzmanlar “lobiiler karsinom” yerine anormal hiicrelerin gogalmasi olan
“lobiiler neoplazi” terimini tercih etmektedirler. Ancak LCIS’li bir kisinin gelecekte
meme kanseri olma riski diger bireylere gore daha fazladir (The American Cancer
Society, 2018). Lobular Karsinoma In Situ’nun goriinimii Sekil 2.5.2.5’de

gosterilmistir.
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Lobular Carcinoma In Situ (LCIS)

Normal lobule
ZEZR () e

¥ ‘. " /"xFatty tissue

Sekil 2.5.2.5 Meme ve lobiil kesitinde lobiiler in situ karsinomanin temsili goriintiisii

(National Cancer Institute, 2019).

Invazif Duktal Karsinoma (IDC), en yaygin meme kanseri tiiriidiir; invazif meme
kanserlerinin yaklagik % 80'ini olusturmaktadir (Breastcancer.org, 2018). IDC
memedeki bir siit kanalin1 diizenleyen hiicrelerde baslar, kanalin duvarimi hasara
ugratir ve yakindaki meme dokularina dogru biiyiir (The American Cancer Society,

2018).

Invazif Duktal Karsinomanin sematik yapisi Sekil 2.5.2.6’da gdsterilmistir.
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invazif/infiltre
duktal karsinoma

duktus

Sekil 2.5.2.6 Meme ve duktus kesitinde invazif duktal karsinomanin temsili

gortintiisii (Oncology Nurses, 2019).

Invazif Lobiiler Karsinoma (ILC) ise siit iireten bezlerde, yani lobiillerde baslar.
Lobiil duvarmi hasara ugratir ve memenin dokularmi istila etmeye baslar. Invazif
duktal karsinomdan sonra en sik goriilen ikinci meme kanseri tiiriidiir, invazif meme
kanserlerinin yaklasik % 10'unu olusturmaktadir (The American Cancer Society,
2018) (Breastcancer.org, 2018).

Invazif Lobiiler Karsinoma’nin yapisi Sekil 2.5.2.7°de gosterilmistir.

invazif/infiltre
lobuler karsinoma

lobiller

Sekil 2.5.2.7 Meme ve lobiil kesitinde invazif lobiiler karsinomanin temsili

goriintiisii (Oncology Nurses, 2019).
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Inflamatuvar meme kanseri genellikle belirgin bir sislik yerine memenin kizarmasi
ve biitiin halde sigsmesi ile baslayan ve hizli gelisen nadir bir meme kanseri tiirtidiir
(Breastcancer.org, 2018). Tiim meme kanserlerinin yaklasik %1 - 5'ini olusturur (The
American Cancer Society, 2018).

Meme bas1 Paget hastaligi, kanser hiicrelerinin meme ucunun i¢inde veya ¢evresinde
toplandig1 nadir bir meme kanseri tiiriidiir (Breastcancer.org, 2018). Tiim meme

kanseri olgularinin sadece% 1-3'linii olusturur (The American Cancer Society, 2018).

Fillodes meme tiimorleri, memenin bag dokusundan baslayan ve yaprak yapisinda
hizla gelisen, yine olduk¢a nadir gorillen meme tiimoérleridir (Breastcancer.org,
2018). Tim meme tiimorlerinin %1'inden daha azini olustururlar (Breastcancer.org,
2018).

Metastatik meme kanseri viicudun baska bir yerine ve en sik karaciger, beyin, kemik

veya akcigerlere yayilan meme kanseri tiirtidiir (Breastcancer.org, 2018).

Diinyada kanser insindensinde meme kanserleri ikinci sirada yer alirken mortalitede
besinci sirada yer almaktadir (WHO, 2018). WHO’ nun 2014 yili sonuglarina gore
Tiirkiye’de kadinlarda kanser mortalite oranina baktigimizda meme kanseri % 15,7
ile birinci sirada yer almaktadir. Ayni sekilde kanser insidensinde meme kanseri %

15,2 orani ile birinci sirada yer almaktadir (WHO, 2018).

T.C. Saglik Bakanligi’nin 2018 yilinda yayinladig: Tiirkiye Kanser Istatistikleri 2015
verilerine goére meme kanserlerinin  %94’inii duktal ve lobiiler karsinom
olusturmaktadir. Yine ayn1 verilere gore invazif duktal karsinom, meme kanserlerinin
% 83’linli olusturmaktadir (Tiirkiye Cumhuriyeti Saglhik Bakanlhigi Halk Sagligi
Genel Midiirliigi, 2018). Amerikan Kanser Dernegi verilerine gore sik goriilen
meme kanseri tiirleri sirasiyla in situ duktal karsinom, invazif duktal karsinom ve

invazif lobiiler karsinomdur (The American Cancer Society, 2018).

Meme kanseri etiyolojisinde uluslararasi insidens ve popiilasyonda gozlenen
farkliliklar, ¢evresel maruz kalimin onemli olabilecegini gostermektedir. Meme
kanseri i¢in reprodiiktif 6ykii ve hormonal faktorler, 6nemli risk faktorleri olarak

kabul edilmektedir (Wolff & Toniolo, 1995).
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Endojen 6strojen tiirevleri muhtemelen hiicre ¢ogalmasini arttirarak meme kanseri
gelisimine neden olmaktadir. Bazi calismalar dolasimdaki yiiksek Ostrojen veya
postmenopoz donemde kullanilan Gstrojenin meme kanserine yakalanma olasiligini
arttirabilecegini gostermektedir  (Colditz, 1998). Organoklorlu bilesiklerin de
Ostrojenik Ozellikleri nedeniyle meme kanseri riskini arttirdigi diisiiniilmektedir (

McKinney & Wailer, 1994).

IARC’nin bir projesi olan GLOBOCAN 2018 verilerine gore tahmin edilen kanser

insidens ve mortalite oranlarina ait veriler, Sekil 2.5.2.8’de gosterilmistir.

Estimated number of new cases in 2018, worldwide, all cancers, females, all ages Estimated number of deaths in 2018, worldwide, all cancers, females, all ages.

s
1380097 37.2%)

Thyroid Cervix uteri
e o870 0%)

Total : 8 622 539

i @== e

Top cancer per country, estimated number of new cases in 2018, females, all ages

Total : 22 826 472

Sekil 2.5.2.8 TARC’nin 2018 yili kiiresel kanser ve meme kanseri insidens ve
mortalite oranlari. A, tiim kanserlerde her yastan kadinda tahmini yeni olgu sayisi; B,
tim kanserlerde her yastan kadinda tahmini 6liim sayisi; C, her yastan kadinda
iilkelere gore en ¢ok goriilen kanserlerde tahmini yeni olgu sayisi; D, her yastan
kadinda iilkelere gore en ¢ok goriilen kanserlerde tahmini 6lim sayisi; E, meme
kanserinde yasa gore standardize edilmis tahmini 6lim oranlari; F, her yastan
kadinda tiim kanserlerde tahmin edilen olgu sayisinin 5 yillik prevalansi (WHO,
2018) (WHO, 2018) (WHO, 2018) (WHO, 2018) (WHO, 2018).
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2.5.3. KOK Toksisitesine ait insan Verileri

Kanada’da geceklestirilen bir olgu-kontrol ¢alismasinda meme adipdz dokusunda
oOl¢iilen toplam 18 poliklorlu bifenil ve organoklorlu pestisite maruz kalmakla meme
kanserine yakalanma riski agisindan odds ratio (olasilik orani;OR) degerleri, bes
pestisit kalintis1 hari¢ tiimii i¢in 1’in lizerinde bulunmustur (Aronson ve digerleri,
2000). PCB-105 ve PCB-118’e ait OR degerleri, diger PCB’lerin OR degerlerine
gore 2 kat yiiksek bulunmustur (p<0.01). Kadinlarda menopoz oOncesi ya da
sonrasinda meme kanseri riski farklidir; menopoz 6ncesi olgu grubunda PCB-105 ve
PCB-118’¢ ait OR degerleri daha yiiksek iken, menopoz sonrasi olgu grubunda ise
PCB-170 ve PCB-180’¢c ait OR degerleri daha yiiksek bulunmustur (Aronson ve
digerleri, 2000).

Alaska’da yasayan kadinlarda yapilan bir calismada serum 6rneklerinde 8 pestisit ve
3 indikatér PCB’nin olgu grubundaki konsantrasyonlarmin kontrol grubuna gore
ilging bir sekilde daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Pestisitlerden sadece v-
hekzaklorosiklohekzan’a ait sonuglarda olgular (8.3 ng/g yag) kontrollerden (7.7
ng/g yag) daha yiiksek bulunmustur, ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli
degildir. BDE-47'nin olgu grubundaki serum konsantrasyonu (38.84 ng/g yag) ise
kontrol grubundan (25.11 ng/g yag) anlamh diizeyde yiiksek bulunmustur (p = 0.04).
Calismanin sonuglart meme kanseri ile serum BDE-47 arasinda (OR 1.79, p = 0.06)

olast bir iligkiye isaret etmektedir (Holmes ve digerleri, 2014).

Norvegli kadinlarda yapilan bir olgu-kontrol ¢alismasinda, organoklorlu bilesiklerin
serumdaki seviyeleri ile meme kanseri arasinda bir iliski gozlenmemistir (Ward ve
digerleri, 2000). Birkac bilesigin OR degeri 1’den yliksek bulunmasina ragmen
istatiksel olarak anlamli degildir. 50 yas iizeri kadinlarda kanser grubundaki DDE
konsantrasyon seviyeleri kontrol grubuna gore daha yiiksek tespit edilmistir. 10 yil
ya da daha dnce meme kanseri tanis1 konulan kadinlarda hem DDE, hem de toplam
PCB’ler kanser grubunda kontrol grubuna gore daha yiiksek konsantrasyonda
bulunmustur. Buna karsin yas gruplarina ve tan1 konma yilina gore analiz edilen
kirleticilerin serum diizeyleri ile kanser arasindaki olasi iliski, istatiksel olarak

anlamli degildir (Ward ve digerleri, 2000).

Hurley ve ark.’nin 2011°de yayinlanan calismasinda kontrol grubuna ait meme
adipéz doku PBDE (PBDE-47, PBDE-99, PBDE-100, PBDE-153 ve PBDE-154)
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konsantrasyonlari, olgu grubundakinden biraz daha yiiksek tespit edilmesine karsin
istatiksel olarak anlamli degildir (Hurley ve digerleri, 2011). Meme adip6z dokuda
PBDE-154’¢ ait OR >1 bulunmasima karsin ¢alismadaki olgu sayis1 diisiiktiir ve
istatistiksel ~agidan  Onemsizdir. Sonuglar, meme adip6z doku PBDE
konsantrasyonlar1 ile meme kanseri arasinda herhangi bir iliski gdstermemektedir

(Hurley ve digerleri, 2011).

New York-Long Island’ta kadinlarda yapilan bir olgu-kontrol ¢alismasinda, meme
adip6z doku PCB konsantrasyonu ile tekrarlayan meme kanseri arasinda bir iligki
olabilecegi bildirilmis (Muscat ve digerleri, 2003), ancak benzer bir iliski OCP
tiirevleri i¢in gézlenmemistir. Tekrarlayan meme kanseri olgularinda PCB-118 i¢in
RR % 95 giiven araliginda 2.9 olarak tespit edilmistir. Ayn1 zamanda PCB-118 i¢in
bulunan p:0.06 degeri, istatiksel olarak anlamli olmasa da yine de 6nem sinirina ¢ok
yakin bir degerdir. Adip6z dokudaki PCB-138 igin rolatif risk RR: 2.3, PCB-153 i¢in
2.6, PCB-167 igin 3.1, PCB-183 i¢in 2.4, PCB-187 iginse 2.3 olarak tespit edilmistir,
ancak istatiksel olarak higbiri anlamli bulunmamistir. OCP tiirevlerinden HCB igin
3.0, DDE ig¢in 2.3, toplam pestisitler i¢in ise 2.5 olarak tespit edilmistir ve PCB’lerde
oldugu gibi bu sonuglar da istatiksel olarak anlamli degildir (Muscat ve digerleri,

2003).

ABD’de 1977 ve 1987 yillar1 arasinda yapilan bir kohort ¢aligmasinda OCP ve PCB
serum konsantrasyonlar1 ile meme kanseri arasindaki iliski, prospektif olarak
degerlendirilmistir (Dorgan ve digerleri, 1999). Bu c¢alismada kontrol bireylerinde
sigara kullanim1 hastalara gore 6nemli derecede (p < 0.001) yiiksektir. Organoklorlu
pestisitlerden sadece HCB konsantrasyonu meme kanseri ile pozitif olarak iliskili
bulunmustur (RR: 2.4). Bu risk, istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) olmakla birlikte
gruptaki birey sayis1 diisiiktiir. Bu prospektif ¢alismanin sonuglari, kadinlarda OCP
ve PCB'lere maruz kalmanin meme kanseri riskini artirdigi hipotezini

desteklememektedir (Dorgan ve digerleri, 1999).

Yine ABD’de New Haven’da gergeklestirilen bir olgu-kontrol ¢aligmasinda, olgu
grubuna ait meme adipéz doku DDT ve DDE konsantrasyonlar1 ile kontrol grubu

konsantrasyonlar1 arasinda fark gozlenmemistir (Zheng ve digerleri, 1999).

Ispanya'nin Granada kentinde yapilan kesitsel bir arastirmada, meme kanseri

hastalarinda serum ve meme adipdz doku oOrneklerine ait KOK konsantrasyonlari
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karsilagtirillmistir (Artacho-Cordon ve digerleri, 2015). Bu ¢alismanin sonuglarina
baktigimizda meme kanseri hastalarinda bazi1 KOK'lar i¢in serum yiikii, adipdz doku
yukii ile iligkili bulunmustur. Bu ¢alismada HCB ve p,p'-DDE i¢in serum ve doku
arasinda anlamli ve pozitif korelasyon saptanirken, PCB’lerde herhangi bir iligki
gozlenmemistir. Hem serum, hem de adip6z doku orneklerinde yas ile KOK
konsantrasyonlar1 arasinda pozitif bir iliski belirlenmistir. Universite mezunu
kadinlarda adip6z doku DDE konsantrasyonunun diisiik oldugu, serum 6rneklerinde
ise HCB konsantrasyonunun diisiik oldugu tespit edilmistir (Artacho-Cordon ve
digerleri, 2015).

Literatiirdeki ¢alismalara baktigimizda, KOK konsantrasyonlarinin dogrudan insan
dokularinda olgiildiigii calismalarin oldukg¢a smirli, doku KOK konsantrasyonu ile
arastirilan hastalik arasindaki iligski sonuglarinin ise ¢eliskili oldugu goriilmektedir.
Insan dokularinda yapilmis calisma sayismin smirli olmasinin nedeni, arastirma
amagli olarak insan dokularina ulasmanin ¢ok zor, bir ¢ok durumda imkansiz
olmasidir. Bu tez calismasinda bilimsel literatiirdeki c¢eliskili  sonuclari
aydinlatabilmek amaciyla meme kanserli hastalarda Sekil 2.1.1, Sekil 2.2.1 ve Sekil
2.3.1’de belirtilen toplam 39 KOK tiirevi diizeylerinin hastalarin kan ve meme
dokularinda Ol¢iilmesi planlanmistir. Meme dokusuna ulagsmanin en kolay yolu,
cerrahi operasyon endikasyonu olan hastalardan patolojik incelemeye gonderilmek
lizere ¢ikarilan tiimdr dokularidir. Bu nedenle Ege Universitesi Hastanesi Genel
Cerrahi Klinigi araciligi ile ve gerekli etik kurul onayinin ardindan hastalardan 1
yillik bir siirede kan ve tiimorlii meme dokusu toplanmistir. Yine Ege Universitesi
Hastanesinde estetik amagli meme kii¢liltme operasyonuna alinan hastalardan bir
saglikli goniillii (kontrol) grubu kurulmus ve ayni biyolojik 6rnekler bu kontrol
grubundan da toplanmistir. Bdylece meme kanserli hastalarda analiz edilen her bir
parametrenin dogrudan yas, cinsiyet gibi demografik 6zellikler acisindan miimkiin
oldugunca eslestirilmis saglikli kontrol goniilliilerinden elde edilen parametrelerle
karsilastirilmas1 ve herhangi olas1 bir fakliligin istatistiksel olarak test edilmesi
miimkiin olmustur. Meme dokusunda KOK diizeylerinin belirlenmesiyle kanser ve
KOK konsantasyonlar1 arasindaki olasi iligkiler analiz edilmis, ayni kirleticilerin kan
diizeyleri de olciilerek doku diizeyleri ile korele olup olmadigi belirlenmistir. Bu
korelasyon (yaklasim) daha ©nce ekolojik tiirler olan balik ve sukuslarinda

uygulanmis ve baz1 KOK tiirevleri i¢in kan ve doku arasinda 6énemli korelasyonlar
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belirlenmistir (Karaca ve digerleri, 2014) (Kocagdz ve digerleri, 2014) (Cagdas ve
digerleri, 2017). Bu tez ¢aligmasinda bu kez benzer korelasyonlarin meme kanserli
hastalarda varlig1 arastirilmistir. Olas1 giiclii bir korelasyon nispeten invazif olmayan
bir biyolojik 6rnek olan kanda Oolgiilecek diizeylerle doku konsantrasyonlarinin
ongoriilebilmesini saglayacak, dolayisiyla bir biyogosterge rolii oynayabilecektir.
Boylece meme kanseri tanis1 konmamig kadinlarda riskin derecesi konusunda somut

veriye dayali yorum yapilabilecektir.

Kan ve doku 6rneklerinde KOK tiirevlerinin miktar tayininin yani sira kandan izole
edilen genomik DNA araciligi ile Gereg ve Yontem boliimiinde tanimlandigr sekilde
KOK tiirevlerinin Faz I ve Faz II biyotransformasyonunda rol almasi olast bazi
enzimlerin ve DNA oksidatif hasar1 onarim enzimlerinden birinin genetik varyasyon

derecesi kontrol ve meme kanser gruplarinda analiz edilmistir.
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3.1. Deneylerde Kullanilan Malzemeler

Gerec ve Yontem

3.1.1. Deneylerde Kullanilan Ara¢ ve Gerecler

Aracg ve gerecler

Otomatik Soxhlet Ekstraksiyon Cihazi

GC-ECD
GC/MS
Thermo Shaker
Santrifiij

Manyetik karistirici

Vorteks

Derin dondurucu (-86°C)
Etiv

Terazi

Homojenizator

Ceker ocak

Su aritma cihazi

pH metre

Otomatik mikropipet

Pyreks tiip

Firma adi ve modeli
Biichi E-816 SOX

Agilent 7890A

Agilent 5975C

BOECO Germany, TS-100
Thermo Scientific CL31R
Velp Scientifica 100162
Wisestir MSH-20A

Niive NM 110

Velp Scientifica 2x3

New Brunswick U410 premium
Heraeus

Sartorious GP1200P
Heidolph SC-M

Shinsaeng Fumehood
Millipore Direct Q
Hanna-pH211

Eppendorf

Gilson
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3.1.2. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kimyasal madde
Organochlorine pesticide mix 3
PCB Mix

db-PCB

PBDE Mix

PCB-103

PCB-198

Acetone pestanal
Dichloromethane suprasolv
n-Hexane pestanal

Methanol

Ethanol

Silica gel 60 (0,063-0,2 mm)
Sulphuric acid

Anhydrous sodium sulfate

Genejet Whole Blood Genomic DNA
Purfication Mini Kit

RPMI 1640
Histopaque 1077
Biocoll

Cam pamugu

3.2. Biyolojik Ornekleme

3.2.1. Hasta Se¢imi

Firma adi

Dr. Ehrenstorfer YA06170100TH
Dr. Ehrenstorfer

Dr. Ehrenstorfer
(BDE-MXD) Wellington

Dr. Ehrenstorfer (C20010300)
Dr. Ehrenstorfer (E20019800)
Fluka 34480

Merck 106054

Fluka 34484

Merck 1.06007.2500
Sigma/34870

Merck 107734

J.T.Baker 6057

Riedel de Haen 13464
Thermo/MBT-K0781/Prizma

Sigma R8758
Sigma 10771-100mL

Separation solutionbiochrom AG L6113

Bu tez ¢aligmasina dahil edilen hasta ve saglikli goniillii gruplari, sirasiyla memede
tiimor nedeniyle cerrahi operasyona alinan hastalar ve estetik amagli meme kiiciiltme
operasyonuna alian bireylerden olusturulmustur. Her iki grupta arastirmaya dahil
olmanin ilk Olcitii, hasta ya da saglikli goniilliilerin kendi iradeleriyle calismaya
katilmay1 kabul etmeleridir;etik onay geregi operasyonu gergeklestirecek olan hekim
ya da asistani tarafindan her bir bireyden imzali onam formu saglanmustir. Ikinci

olarak hastalar gebelik donemi ya da dogum sonrasi 6 aylik donem i¢inde olmalar
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durumunda aragtirmaya dahil edilmemislerdir. Sonradan gruplarda arastirmaya dahil
olma oOl¢iitlerini karsilamadig: fark edilenler oldugunda ¢alismadan ¢ikarilmiglardir.
Meme kanser grubuna ait hastalardan 1 tanesi hepatit tasiyicisi oldugu igin, 1 tanesi
gebelik doneminde oldugu icin, 6 tanesi ise patoloji laboratuvarinda formaldehit

¢ozeltine alindig1 i¢in toplamda 8 hasta arastirmaya dahil edilmemislerdir.

3.2.2. Demografik Ozellikler

Meme kontrol ve meme kanser grubuna ait demografik 6zellikler, tablo 3.2.2.1°de

verilmistir.

Tablo 3.2.2.1 Meme saglikli kontrol grubu ve meme kanser grubuna ait demografik
ozellikler. Bireyler 4 farkli yas grubunda ayr1 ayr1 ve toplu olarak gruplandiriimas,
ancak her bir alt grupta sayilarin diisiik olmasi nedeniyle analiz edilen parametreler

acisindan toplu degerlendirilmislerdir.

} Meme Kontrol Meme Kanser
Ozellik Grubu (n=22) Grubu (n=43)
n (%) n (%)

Yas (yil)

<40 9 (40.9) 5(11.6)

40-49 3 (13.6) 12 (27.9)

50-59 8 (36.4) 7 (16.3)

>60 2 (9.1) 19 (44.2)
Viicut-Kiitle Indeksi (BMI; kg/m?)

Zayif (<18.5) 0(0) 0(0)

Normal Kkilolu (18.5-24.9) 4 (18.2) 12 (27.9)

Fazla kilolu (25-29.9) 7 (31.8) 19 (44.2)

Obez (>230) 11 (50.0) 12 (27.9)
Menars yasi (yil)

<12 8 (36.4) 14 (32.6)

>12 10 (45.5) 28 (65.1)

Diger 42 (18.2) 12 (2.3)
Menopoz durumu

Premenopoz 14 (63.6) 15 (34.9)

Postmenopoz 7 (31.8) 27 (62.8)

Diger 12 (4.5) 12 (2.3)
Dogum sayisi

) | 12 (54.5) | 31(72.1)
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3-4 4(18.2) 7 (16.3)
>5 0 (0.0) 1(2.3)
Dogum yapmamis 5 (22.7) 3(7.0)
Diger 12 (4.5) 12 (2.3)
ilk dogum yas1 (y1l)
<30 13 (59.1) 32 (74.4)
>30 3 (13.6) 7 (16.3)
Diger 12 (4.5) 12 (2.3)
Diisiik sayisi
0 11 (50.0) 34 (79.1)
1-2 6 (27.3) 5 (11.6)
>3 0 (0.0) 3(7.0)
Diger 5% (22.7) 12 (2.3)
Toplam emzirme siiresi (y1l)
0 6 (27.3) 5 (11.6)
<1 5 (22.7) 11 (25.6)
1-2 4 (18.2) 19 (44.2)
3-4 6 (27.3) 5 (11.6)
=5 0 (0.0) 2 (4.7)
Diger 12 (4.5) 12 (2.3)
Meslek
Ev hanimi 8 (36.4) 17 (39.5)
Kamu sektorii 7 (31.8) 8 (18.6)
Ozel sektor 3 (13.6) 14 (32.6)
Ciftei 0 (0.0) 3(7.0)
Ogrenci 3 (13.6) 0 (0.0)
Diger 12 (4.5) 12 (2.3)
Tarimda calismis olma
Evet 0 (0.0) 18 (41.9)
Hayir 21 (95.5) 25 (58.1)
Diger 12 (4.5) 0 (0.0)
Kemoterapi ya da baska tedavi
Evet 0 (0.0) 2 (4.7)
Hayir 22 (100) 41 (95.3)
Ailesinde kanser gecmisi
Var 12 (54.5) 21 (48.8)
Yok 9 (40.9) 21 (48.8)
Diger 12 (4.5) 12 (2.3)
Egitim diizeyi
Egitim almamis 0 (0.0) 6 (14.0)
Ilkokul 3 (13.6) 12 (27.9)
Ortaokul-Lise 4 (18.2) 15 (34.9)
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Onlisans-Lisans 11 (50.0) 10 (23.3)
Ogrenci 3 (13.6) 0 (0.0)
Diger 12 (4.5) 0 (0.0)
Son 10 y1l yasadid: yer (operasyona kadar)
Sehir 17 (77.3) 23 (53.5)
Kirsal 4 (18.2) 20 (46.5)
Diger 12 (4.5) 0 (0.0)
Ostrojen reseptor (+,-)
Pozitif - 33 (76.7)
Negatif - 9 (20.9)
Diger - 19 (2.3)
Oral kontraseptif kullanimi
Evet 2(9.1) 4(9.3)
Hay1r 19 (86.4) 38 (88.4)
Diger 12 (4.5) 12 (2.3)
Ameliyat oncesi kilo kaybi
Var - 5 (11.6)
Yok - 38 (88.4)
Kanserin tekrarlama durumu (Rekiirent)
Var - 4 (9.3)
Yok - 39 (90.7)
Tiimor evresi
1 - 4(9.3)
2 - 31(72.1)
3 - 6 (14.0)
Diger - 2¢(4.7)
Tiimor tipi
In situ - 3(7.0)
Duktal 3
Lobiiler -
Invazif - 24 (55.8)
Duktal 22
Lobiiler 2
In situ-invazif - 11 (25.6)
Diger - 5 (11.6)
Kronik hastalik
Var 13 (59.1) 25 (58.1)
Yok 9 (40.9) 18 (41.9)
Kullanilan ila¢
Evet 16 (72.7) 28 (65.1)
Hay1r 6 (27.3) 15 (34.9)
Sigara
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Evet
1-5/giin 2 (9.1) 4(9.3)
5-10/giin 3(13.6) 6 (14.0)
15-20/giin 0 (0.0) 5(11.6)
Nadiren 0 (0.0) 1(2.3)
Ameliyattan > 2 yil énce birakanlar 0 (0.0) 4 (9.3)
Hayir 17 (77.3) 23 (53.5)
Alkol (kadeh/giin)
Evet
<1 1(4.5) 4(9.3)
1 0 (0.0) 2 (4.7)
>1 0 (0.0) 0 (0.0)
Hay1r 21 (95.5) 37 (86.6)

()

: 1 kisi ile iletisim kurulamad.

b: 3 kisi hatirlamiyor.

: 2 dig gebelik, 2 6li dogum.

d: 1 kisinin 6strojen reseptor durumu belirlenmemis.

e: 2 kisinin timor evresi belirlenmemis.
f: Adenoid kistik karsinoma, Lenfoma, Malign melanom, Malign sitoloji ve Tiibiiler
karsinom

e}

3.2.3. Orneklerin Toplanmasi ve Analize Hazirlanmasi

Calismada Ege Universitesi Genel Cerrahi Anabilim Dal1 ve Rekonstriiktif Cerrahi
Anabilim Dalinda cerrah hekimler tarafindan c¢ikarillan sirasiyla meme kaynakli
timor ya da saglikli meme dokulari, sorumlu patolog hekim tarafindan inceleme
sonrast tarafimiza ulastirilmak tizere tlimorli doku ve saglam doku olarak ayrilmstir.
Ayni1 hastalardan ayrica ameliyat oncesinde 10 cc heparinize kan 6rnegi alinmistir.
Laboratuvara ulasan biyolojik 6rneklerden doku ve kan orneklerinde Genel Bilgiler
boliimiinde Sekil 2.1.1, 2.2.1 ve 2.3.1°de kimyasal yapilar1 isimleriyle birlikte
gosterilen, asagida Tablo 3.2.3.1°de isimleri yer alan toplamda 39 adet organoklorlu
pestisit, poliklorlu bifenil, dioksin benzeri poliklorlu bifenil ve polibromlu difenil

eter tlirevi kirleticilerin kalitatif ve kantitatif analizleri yapilmistir.
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Tablo 3.2.3.1 Saglikli kontrol ve hasta grubu kan ve meme dokusu orneklerinde

kalitatif ve kantitatif analiz gerceklestirilen kalic1 organik kirletici gruplari.

Analizi gerceklestirilen | Her bir grupta yer alan KOK tiirevleri
KOK grubu

OCP p.p-DDD, p,p"-DDE, p,p-DDT, metoksiklor, a-HCH,
S-HCH, y-HCH, 6-HCH, heptaklor, heptaklor
endoepoksit, aldrin, dieldrin, endrin, endrin aldehit,

a-endosiilfan, f-endostilfan, endosiilfan siilfat

PCB PCB-28, PCB-52, PCB-101, PCB-118, PCB-138,
PCB-153, PCB-180

Dioksin benzeri PCB PCB-77, PCB-81, PCB-105, PCB-114, PCB-126,
PCB-156, PCB-157, PCB-167, PCB-169 ve PCB-189

PBDE PBDE-17, PBDE-47, PBDE-66, PBDE-100, PBDE-153

KOK tiirevlerinin biyolojik orneklerde kalitatif ve kantitatif analizlerinde gaz

kromatografisi-elektron yakalayici deteksiyon (GC-ECD) teknikleri kullanilmistir.

Kan 6rneklerinden ayrica genomik DNA izole edilerek saglikli kontrol ve kanserli
grupta KOK tiirevlerinin Faz [ biyotransformasyonunda rol almasi olasi olan
CYP1Al, Faz II konjugasyonunda yer almasi olas1 glutatyon S-transferaz M1, T1 ve
P1 genetik varyasyonlar1 analiz edilmistir. Ayrica DNA oksidatif hasar onarim
enzimlerinden birisi olan insan 8-okzoguanin glikozilaz 1’in de (hOGG1) yine
genetik varyasyonu, PCR-RFLP teknigi ile analiz edilmistir. Bdylece s6z konusu
enzimlerdeki olas1 bir genetik polimorfizmin meme kanseri icin risk faktorii olup

olmadig1 degerlendirilmistir.

Bu genetik varyasyon galigmalari, isbirligi yapilan Ankara Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dali'nda Prof. Dr. Sinan Siizen

yonetimindeki grup tarafindan gergeklestirilmistir.
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3.3. Yontem
3.3.1. Gegerlendirme (Validasyon) Calismalari

Tez ¢aligmasi kapsaminda ana olarak 2 genel bashik altinda yontemler

uygulanmistir,bunlar:
1) Biyolojik 6rneklerin KOK kantitatif analizi i¢in hazirlanmasi ve kantitatif analizi,
2) Genetik varyasyon ¢alismalari i¢in kandan DNA’nin izole edilmesidir.

Biyolojik Orneklerin hazirlanmas1 basamaklari doku homojenizasyonu, KOK
tirevlerinin ekstre edilmesi, kolon kromatografisi ile fraksiyonlandirilmasi,
ekstraktin igerdigi yagin uzaklastirilmasi, yogunlastirma ve analitik 6l¢limdiir.
Asagida hem kan, hem doku i¢in biyolojik 6rneklerin hazirligindan baslayarak bu

calismalarin nasil tasarlandigi ve gercgeklestirildigi agiklanmistir.

3.3.1.1. Biyolojik Orneklerde KOK Ol¢iimii Gecerlendirmesi

Bu tez c¢alismasmin iki ana amacindan ilki meme kanserli hasta dokularimin KOK
konsantrasyonu ile kanser arasinda bir iliski olup olmadiginin ortaya konmasi ve
ikincisi kan KOK diizeyleri ile doku KOK diizeyleri arasinda bir iligki olup
olmadiginin belirlenmesidir. Dolayisiyla Orneklerdeki KOK miktarlarinin dogru,
kesin ve tekrarlanabilir Olciilmesi esastir. Bu nedenle biyolojik orneklerin
toplanmasindan 6nce kan ve dokudan KOK’larin ekstraksiyonu, geri alim oranlari,
analizlerinin gereken hassasiyet, dogruluk, kesinlik ve tekrarlanabilirlikte
yapilabilmesi i¢in standart madde c¢ozeltileri, dogrudan doku ekstraktlar1 ve standart
madde c¢ozeltisi eklenmis doku ekstraktlar1 araciligi ile analitik gegerlendirme
calismasi yapilmistir. Bu gegerlendirme calismalarinda ekstraksiyon teknigi olarak
kan oOrnekleri icin vorteksle siddetli karistirma, doku oOrnekleri iginse otomatik
soxhlet cithazi kullanilmis, ekstraktlarin yari-saflastirilmasi amacli silika kolon
kromatografisi uygulanmistir. Analitik teknik olarak ise GC/MS ve GC-ECD
alternatifleri degerlendirilmistir. Gegerlendirme ¢alismalar1 iki farkli doku olan kan
ve meme dokusu i¢in ayr1 ayr1 yapilmis, analize hazir 6rnekler hem GC/MS, hem de
GC-ECD kolonuna injekte edilerek her iki analitik teknigin hassasiyeti birbiri ile

karsilastirilmistir.
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Kan ve doku 6rneklerine uygulanan gegerlendirme calismasi asagida sematik olarak

gosterilmistir:

Sematik 6rnek hazirligi ve analiz ¢alismasi;

Kan Doku
homojenizasyon
2ml+1.S. 0.2g+1.S.
2 dk. vorteks ile karistirma (x 2) 2 sa. Biichi soxhlet ekstraksiyonu
5 mLhekzan:aseton (9:1, h/h) Na,SO, + 90 mL hekzan:dkm (1:1, h/h)

a

azot gazi altinda ugurma

SN

H,S0O, silika kolon uygulamasi Derigik H,SO, uygulamasi
25 mL hekzan 25 mL hekzan
25 mL hekzan:dkm (1:1, h/h) 25 mL hekzan:dkm (1:1, h/h)
25 mL dkm 25 mL dkm

NS

70°C / azot gazi altinda ugurma

l

GC-ECD analizi

3.3.1.1.1. GC/MS ve GC-ECD Teknikleri Hassasiyet Karsilastirmasi

Tez caligmasinda analizini gergeklestirdigimiz KOK tiirevlerinin tiimii degisik tip ve
sayida halojen igerdiklerinden dolayr GC-ECD tekniginin yeterli hassasiyete sahip
oldugu bilinmektedir (Karaca ve digerleri, 2014) (Kocagdz ve digerleri, 2014)
(Cagdas ve digerleri, 2017).
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Buna karsin kiitle detektorii iceren GC/MS’in ustiinliigii, maddeleri kalitatif olarak
alikonma zamanina gore belirlemenin 6tesinde 2. bir boyut olarak kiitle hakkinda
bilgi saglamasidir, dolayisiyla GC/MS’in yeterli hassasiyete ulasabilmesi durumunda
kalitatif analizde 6nemli bir tstiinliigii olacaktir. Tez ¢alismasinda bu nedenle dl¢iilen
KOK tiirevlerine karsi GC/MS’in hassasiyeti belirlenmis ve GC-ECD ile
karsilagtirtlmistir. Her iki deger ilgili madde pikinin 0.5 dk 6ncesi ve 0.5 dk sonrasi
kromatogram Kkesitinin zemin sinyalleri (noise) yiikseklik ortalamasi alinarak bu
degerin 3 kat1 LOD, 10 kat1 ise LOQ olarak kabul edilmistir.

Bu amagla organik ¢oziicii olarak hekzan icerisinde KOK tiirevlerinin 15 pg/uL
¢ozeltileri hazirlanmis ve GC/MS kolonuna enjekte edilerek her bir KOK tiirevi i¢in
tespit siir degerleri (LOD) ve Ol¢lim sinir degerleri (LOQ) belirlenmistir. GC/MS
cihazinda analiz sirasinda asagidaki Tablo 3.3.1.1.1.1°deki parametreler ve sicaklik

gradiyenti uygulanmistir:

Tablo 3.3.1.1.1.1 GC/MS parametreleri ve sicaklik gradiyenti tablosu.

Parametre GC/MS

Enjektor sicakligi 200 °C

Enjeksiyon miktar1 (uL) 1, splitless

Sicaklik programi

Baslangi¢ sicakligi 80°C

a) 15 °C /dk artis hiz1 ile 180 °C’ye (5 dk. bekleme)
b) 15 °C /dk artis hiz1 ile 250 °C’ye (27 dk. bekleme)
c) 40 °C /dk artis hiz1 ile 280 °C’ye (30 dk. bekleme)
Kolon 30 m HP-5MS

Tastyict gaz Helyum

Gaz akis hiz1 (ml/dk) 7.22

MS Zone

MS Source 230 °C (maksimum 250)

MS Quad 150 °C (maksimum 200)

Coziicii gecikmesi (dk) 3.00
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Ayni ornekler GC-ECD kolonuna da enjekte edilmistir. GC-ECD analizinde
asagidaki parametreler uygulanmistir. GC-1 analiz yonteminde Kurulan sicaklik
gradiyentinde db-PCB tiirevleri ile OCP tiirevleri arasinda interferasyon gozlendigi

i¢in ikinci bir yontem kurulmus ve Tablo 3.3.1.1.1.2°de verilmistir.

Tablo 3.3.1.1.1.2 GC-ECD parametreleri ve sicaklik gradiyenti tablosu

Parametre GC-ECD

Enjektor sicaklig 270°C

Enjeksiyon miktar1 (uL) 1, splitless

Detektor sicaklig 300 °C

Sicaklik programi

Baslangic sicakligi 90°C

a) 90 °C (2 dk. bekleme)

b) 25 °C /dk artig hiz1 ile 180 °C’ye (2 dk. bekleme)
c) 1.5 °C /dk artis hiz1 ile 220 °C’ye (2 dk. bekleme)
d) 3°C /dk artig hiz1 ile 275 °C’ye (15 dk. Bekleme)
Kolon 50 m HP-5MS

Tastyic1 gaz Azot

Gaz basinci (psi) 60

3.3.1.1.2. Kan ve Doku Orneklerinden Geri Ahhm Calismasi

Asil orneklere baslanmadan 6nce analiz yontemini optimize etmek amaci ile kan ve
doku orneklerinden geri alim c¢alismast yapilmistir. Bu ve sonraki c¢aligsmalarda
analitik cihaz olarak GC-ECD kullanilmistir. Bu amag ile saglikli 6 kisiden kan
ornekleri toplanmis ve yukarida 3.3.1.1. basglig1 altinda bahsedildigi gibi 3 farkl: tipte

analiz 6rnegi hazirlanmistir. Bunlar:

1) Organik ¢oziicii olarak hekzan iginde 15 pg/uL konsantrasyonda tiim analizi

amaglanan KOK tiirevlerinin ¢ozeltisi, (dogrudan enjekte edilmistir.)

2) Kan ornekleri,
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3) Kan ornekleri + 15 pg/uL son konsantrasyonda tiim analizi amaglanan KOK

tiirevlerinin eklendigi, yani ajan eklenmis 6rnek.

Bu 3 farkli 6rnek tipinden 2 ve 3 numarali olanlar yukaridaki 6rnek hazirligi
semasinda kan orneklerine uygulanan prosediire gore calisilmis ve kantitatif analize

hazir hale getirilmistir.

Benzer sekilde dokudan geri alim ¢alismasi igin balik dokusu kullanilarak yine ayni
sekilde 3 farkli seri analiz Ornekleri hazirlanmis ve semada doku Orneklerine

uygulanan prosediire gore calisilarak kantitatif analize hazir hale getirilmistir.
3.3.1.1.2.1. KOK Tiirevlerinin Kan ve Dokudan Ekstraksiyonu

Payreks tiip icerisindeki 2 mL tam kan 6rnegine I.S. olarak 75 pg/uL. PCB-103 ve 50
pg/uL PCB-198 eklendikten sonra organik ¢oziicii olarak 5’er mL hekzan:aseton
(9:1, h/h) karisimu ile 2 dk siireyle 2 kez vortekslenmistir. Ardindan birlestirilen

ekstraktlar hafif azot gaz1 akimi altinda 2 mL’ye yogunlastirilmistir.

Dokulardan KOK ekstraksiyonu, Biichi E-816 SOX ekstraksiyon cihazinda
yapilmustir. Cihazdaki ekstraksiyon siiresi 120 dk, yikama siiresi 10 dk ve kurutma
siresi 10 dk olacak sekilde uygulanmistir. Biichi ekstraksiyonunda 90 mL

hekzan:diklorometan (1:1,v:v) kullantlmistir.
3.3.1.1.2.2. Kan ve Doku Ekstraktlariin Silika Kolon Fraksiyonlandirmasi

Gecgerlendirme calismasina KOK’larin silika kolondan fraksiyonlandirilmas: ile
devam edilmistir. Konsantrasyon 15 pg/uL olacak sekilde OCP, PCB, db-PCB ve
PBDE karisimlar1 hazirlanmistir. Tiim 6rneklere internal standart olarak PCB-103 ve
PCB-198 eklenmistir. Silika fraksiyonlandirma islemi i¢in 23cm x 1.5cm
boyutlarindaki cam kolonun en altina cam pamugu, iizerine 5.5 g silika ve en Tliste
susuz NaxSOs konmus, kolon 6nce 12 mL yiiksek saflikta hekzan (suprasolv) ile
sartlanmistir. Ardindan 2 mL hacminde ekstrakt yiiklenmistir. Eliisyon i¢in sirasiyla
25 mL hekzan, 25 mL hekzan:diklorometan (1:1; h:h) ve 25 mL diklorometan

gecirilerek eliientler toplanmistir.

Toplanan eliientler 70°C’de hafif azot gazi akimi altinda ugurularak 200 pL’ye

yogunlastirilmis ve GC viyallerinealinmislardir.
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3.3.1.1.2.3. Kan ve Doku Ekstraktlarindan Yagin Uzaklastirilmasi

Doku 6rneklerinin analize hazirlanmasi esnasinda elde edilen ekstraktlarin yogun
miktarda yag icerdigi goriilmiistiir. KOK analizlerinde 6rnekleri yagindan kurtarmak
amaciyla en ¢ok uygulanan yontem, ekstraktin siilfiirik asitli silikadan gegirilmesidir.
Ancak bazi OCP tiirevleri siilfiirik asit uygulaninca kismen ya da tamamen
parcalanabilmektedir. Bu amag ile analizini planladigimiz 17 adet OCP tiirevinden
hangilerinin ne oranda parcalandigini belirlemek iizere hazirlanan OCP ¢ozeltilerine
asidik silika kolon kromatografisi uygulanmis, ayrica dogrudan konsantre siilfiirik
asit (37 N) eklenerek de bir ¢alisma yapilmistir. Asit uygulamasi sirasinda OCP
tiirevlerinden aldrin, endrin, dieldrin ve metoksiklor asidik par¢alanmaya ugramis ve
kismen ya da tamamen kaybedilmigstir. Yiiksek oranda yag igeren ekstraktlarin GC
analizi siirdiiriilebilir olmadig1 ve bu tiir 6l¢limlerde analitik kalite saglanamadigi i¢in
bu tirevler gozden ¢ikarilmig, analizlere asit uygulamasi sonrasinda devam

edilmistir.

Asit uygulamasi sonrasinda doku ekstraktt 50 pL’ye, kan ekstrakti 200 pL’ye
yogunlastirilarak GC viyaline alinmiglardir. Bu sekilde analitik 6l¢ime hazir hale
getirilen kan ve doku ornekleri, GC-ECD kolonuna enjekte edilmis ve KOK
tiirevlerinin kalitatif ve kantitatif analizleri gerceklestirilmistir. Kantitatif analiz i¢in
ayn1 zamanda bir seri kalibrasyon ¢ozeltisi hazirlanmistir; hazirlanan kalibrasyon
¢ozeltilerinin konsantrasyon araligi, validasyon c¢alismasi sonucunda literatiirden
derlenen insan kan ve adip6z doku KOK konsantrasyonu bilgileri yardimiyla 0, 1, 5,
10, 15 ve 20 pg/uL olacak sekilde kor deneme dahil 6 konsantrasyon olarak

belirlenmistir.

Caligma sonucunda geri-alim degerleri asagidaki formiilden hesaplanmistir:

ekstre edilmis miktar ekstre edilmis miktar
GERI-ALIM (%) = X 100

ekstre edilmeksizin dogrudan
ol¢iilmiis miktar

(ajan eklenmis dokudan) _ <ajan eklenmemis dokudan)
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Formiilde gosterildigi sekilde kan ya da doku orneklerinde Olglilmiis olan KOK
miktarlari, disardan standart miktarda KOK eklenmis (ajan eklenmis; spiked) esit
agirlikta doku orneklerinde Olgiilen KOK miktarlarindan ¢ikarilmis, geriye kalan
miktar ise organik ¢6ziicii igerisinde dogrudan enjekte edilen esit konsantrasyondaki
KOK miktarlarma oranlanmistir. Bu sekilde prosediir sirasinda Olgiilen tiirevlerin
miktarlarinda kayip olup olmadig1 ve kayip varsa ne oranda oldugu belirlenmistir. Bu
calismada belirlenen geri-alim degerleri organik ¢oziiciiye ekstraksiyon, silika
kolonu fraksiyonlandirmasi, ugurma ve tekrar ¢ézme ve ardindan GC analizi gibi
basamaklarin tiimii i¢in elde edilmis toplam geri-alim degeridir, tez ¢calismasinda ara

basamaklarin geri-alim degerlerine gerek olmadigi i¢in tek tek ¢alisiimamistir.

3.3.1.2. Kandan Genomik DNA Izolasyonu Gecerlendirme Cahsmasi

DNA izolasyon islemi i¢in bir seri gecerlendirme calismasi gerceklestirilmistir.
Oncelikle farkli marka DNA saflastirma kitleri kullanilarak aymi kisiden alan kan

orneklerinde DNA izolasyonu yapilmis, hem verim, hem de kalite karsilagtirilmigtir.

Ikinci olarak tam kandan DNA izole etmek yerine &nce lenfosit izole edilmis,

ardindan bu lenfositlerden DNA izolasyonu yapilmistir.

Ucgiincii olarak izole edilen DNA’daki RNA bulasigini en aza indirmek amaciyla

1zolasyon prosediiriine RNase eklenmistir.

Dordiincii ¢alisma, kan 6rnegini saklama sicakliginin izole edilen DNA kalitesine
etkisini belirlemek i¢in yapilmistir. Bu c¢alismanin nedeni hastalardan cerrahi
operasyon Oncesinde alinan kan orneklerinin her zaman aninda laboratuvarimiza
ulastirilamamasi ve bazen 10 saate kadar +4°C’de bekletilmesi, ya da DNA
izolasyonunun taze yapilmak yerine +4°C, -20°C ya da -80°C’de belli siire
depolandiktan sonra yapildiginda izole edilecek DNA miktar1 ve/veya kalitesinde
degisme olup olmayacaginin belirlenmesidir. Bu amagla ayni kisiden alinan kan
Ornegi porsiyonlara ayrilarak hemen ardindan +4°C, -20°C ve -80°C’de 5 giin siireyle
bekletildikten sonra DNA izolasyonu yapilmis ve DNA verimiyle birlikte kalitesi,

ayn1 ornekten taze izole edilen DNA ile karsilastirilmistir.

40



DNA izolasyon gegerlendirilmesinde besinci ve son calismada DNA izolasyonu
yapan farkli arastirmacilardan kaynaklanabilecek verim ve kalite varyasyonu

belirlenmistir.

Izole edilen DNA &rnekleri nanodrop cihazinda spektrofotometrik olarak analiz
edilmis, A260 (ng/uL DNA konsantrasyonu), A280 (protein miktar1), A260/A280
(RNA bulasig1) ve A260/230 (tuz bulasigil) nm dalga boylarindan yararlanilarak hem

verim, hem de kontaminasyon agisindan kalitesi belirlenmistir.

3.3.2. KOK Tiirevlerinin Analizi icin Biyolojik Ornek Hazirhg
3.3.2.1. Kan Ornekleri Hazirhg

Kan orneklerinin analizinde 2 mL temiz tiiplere alinmis, internal standart (I.S.)
olarak 15 ng PCB-103 ve 10 ng PCB-198 eklenmistir. Eritrositler ardisik olarak
sonikator ve vorteks yardimiyla patlatilmis, 1 mL metanol eklenerek proteinler
¢oktiiriilmiistiir. Ornekler 2 kez 5'er mL hekzan:aseton (9:1, h/h) karisimi ile vorteks
cihazi yardimiyla 2 dk. karistirilarak ekstre edilmistir. Birlestirilen ekstraktlar hafif
azot gaz1 akimi altinda 2 mL’ye yogunlastirilmistir. Ardindan 2.5 mL derisik H2SO4
eklenerek ekstraktin igerisindeki yaglar uzaklastirilmistir. Yagindan kurtarilan
ekstraktlar, distile su ile yikanarak olast H2SOs artig1 uzaklastirilmistir. Turnusol
kagidi yardimiyla pH kontrolii yapildiktan sonra susuz NapSOs ile suyundan
kurtarilan ekstraktlar, 70 °C’ye ayarli su banyosunda hafif azot gazi akimi altinda
200 pL’ye yogunlagtirilmistir. Yogunlastirilan ekstraktlar GC viyallerine alinarak
GC-ECD’ye enjekte edilmistir.

3.3.2.2. Meme Doku Ornekleri Hazirhg

Laboratuvara ulasan orneklerin KOK igeriklerinin kalitatif ve kantitatif analizi,
yukarida geri-alim calismasinda da tanimlandigir sekilde daha once liteartiirde
tanimlanan yontemlerin uyarlanmasiyla gerceklestirilmistir (Karaca ve digerleri,
2014) (Kocagoz ve digerleri, 2014). Ayrnntili olarak prosediir su sekilde

uygulanmistir:
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Belirli miktar kanserli ve kansersiz meme dokulart homojenize edilmis ve her
birinden 0.2 g tartilmis, I.S. olarak hekzan i¢inde 7.5 ng PCB-103 ve 5 ng PCB-198
eklenip karigtirilmis ve bir saat siireyle oda 1sisinda bekletilmistir. Agirlikga 1:5
oraninda susuz Na>SO4 eklenen 6rneklerin lizerine 90 mL hekzan:diklorometan (1:1,
h/h) karisimi eklenerek 2 saat siire ile Biichi E-816 SOX otomatik ekstraksiyon
cihaz1 yardimiyla ekstre edilmislerdir. Ekstraktlar hafif azot gazi akimi altinda 3
mL’ye yogunlastirilmis, bunun 1.5 mL’si KOK analizinde, 0.5 ml’si gravimetrik yag

analizinde kullanilmis ve 1 mL’s1 saklanmustir.

Yogunlastirilmis kisimdan KOK analizi i¢in ayrilan 1.5 mL’ye 5 mL derisik H2SO4
eklenerek ekstraktin igerisindeki yaglar uzaklastirilmistir. Yagindan kurtarilan
ekstraktlar, distile su ile yikanarak olast H2SO4 artigi uzaklastirilmistir. Turnusol
kagid1 yardimiyla pH kontrolii yapildiktan sonra susuz Na2SOgs ile suyu uzaklastirilan
ekstraktlar, 70°C su banyosunda azot gazi akimi altinda 50 pL’ye yogunlastirilmistir.
Yogunlastirilan ekstraktlar GC viyallerinei alinarak GC-ECD’ye enjekte edilmistir.

3.3.3. Gaz Kromatografi - Elektron Yakalayici1 Deteksiyon Calisma Kosullar:

ve Uygulanmasi
Analizler sirasinda db-PCB tiirevleri ile OCP tiirevleri arasinda interferasyon
gozlendiginden daha once gecerlendirme g¢alismasinda bahsedildigi tizere GC-1 ve

GC-2 adiyla iki farkli analiz yontemi kurulmustur. Bu analiz yontemlerine ait cihaz

parametreleri Tablo 3.3.3.1’de verilmistir.

Tablo 3.3.3.1 GC-1 ve GC-2 analiz yontemlerine ait cihaz parametreleri.

Parametre GC-1 GC-2
Enjektor sicakligi 200°C 270°C
Enjeksiyon miktar1 1, splitless 1, splitless
(uL)

Detektor sicaklig 300°C 300°C
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Sicaklik programi

Baslangig sicakligi 80 °C 90 °C

a) 15 °C /dk artis hiz1 ile 180 90 °C (2 dk. bekleme)
°C’ye (5 dk. bekleme)

b) 15 °C /dk artis hiz1 ile 250 25 °C /dk artis hiz1 ile 180
°C’ye (27 dk. bekleme) °C’ye (2 dk. bekleme)

c) 40 °C /dk artis hiz1 ile 280 1.5 °C /dk artig hiz1 ile 220
°C’ye (30 dk. bekleme) °C’ye (2 dk. bekleme)

d) - 3 °C /dk artis hiz1 ile 275

°C’ye (15 dk. bekleme)

Kolon 50 m HP-5MS 50 m HP-5MS

Tastyic1 gaz Azot Azot

Gaz basinci (psi) 50 60

3.3.4. Genetik Varyasyon (Polimorfizm) Analizleri

Bu ¢alismalarin  genomik DNA izolasyonu sonrasi tiim asamalari, Ankara
Universitesi-Eczacilik Fakiiltesi, F. Toksikoloji Anabilim Dalindan Prof. Dr. Sinan

Siizen yonetimindeki arastirma grubu tarafindan gergeklestirilmistir.

Hasta ve kontrol gruplarinda genetik farkliliklarin analizi 4 basamaktan
olugsmaktadir; ilki genomik DNA izolasyonudur. Burada hastalardan alinan periferal
kandaki 10kositlerinden yiiksek-tuz metodu kullanilarak genomik DNA elde
edilmistir (Chacon-Cortes, Haupt, Lea, & Griffiths, 2012). izole edilen DNA nin
safligi, kalitesi ve miktar1 gecerlendirme ¢alismalarinda tanimlandigi {izere
spektrofotometrik yontemle 260 ve 280 nm’lerde yapilan Ol¢timlerle belirlenmistir.
Ikinci basamak Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) analizidir. Bu asamada 6ncelikle

hedeflenen gene ait mevcut biyoinformatik kaynaklardan yararlanilarak gen dizilimi
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ve polimorfik bdlge belirlenerek bu gen dizilimini ¢ogaltmada kullanilan primerler
dizayn edilmis veya daha Onceki calismalardan yararlanilmistir. Hedef bdlge icin
sadece saptanan dizilimin ¢ogaltilacagt PZR sartlari, PZR bilesenlerinin
konsantrasyonlari, genomik DNA konsantrasyonu, PZR programindaki degiskenler
tizerinde calisilarak optimize edilmistir. Hedeflenen gen bodlgesinin dogru ve sonraki
analiz i¢in yeterli olacak sekilde cogaltilip ¢ogaltilmadigi agaroz jel elektroforez
(AJE) veya poliakrilamid jel elektroforez (PJE) teknikleri kullanilarak belirlenmistir.
Ucgiincii basamak Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizm (RPUP) analizidir. Bu
asamada hedeflenen polimorfizmde bireyler arasinda DNA dizilimindeki farklilig:
belirlemek amaciyla restriksiyon enzimi (RE) kullanilmistir. Yine hedef i¢in uygun
RE oncelikle biyoinformatik kaynaklardan belirlenmistir. Daha sonra belirlenen
enzimin optimum kosullarda c¢alisacagi reaksiyon sartlar1 arastirilmistir. Bu
asamalardan sonra hastalarda PZR teknigi ile ¢ogaltilan gen bdlgesinin RE
uygulamasi gergeklestirilmistir. Son basamak hastaya ait genotipin aydinlatilmasidir.
Bu asamada RPUP analizi sonrasinda elde edilen iirlinlerde AJE veya PJE teknigi
kullanilarak genotip belirlenmesi  gerceklestirilmistir. Hastalarin  hedeflenen
polimorfizm i¢in homozigot yabanil tip, heterozigot veya homozigot mutant

genotipleri, jel goriintiilleme sisteminde belirlenmistir.

3.3.4.1. KOK Biyotransformasyonu Enzimleri Genetik Varyasyon Analizi

3.3.4.1.1. Glutatyon S-transferaz mu 1 ve Glutatyon S-transferaz teta 1 Genlerinin
Multipleks PZR Y 6ntemi ile Analizi

PZR amplifikasyonu i¢in GSTMIF (5’- GAA CTC CCT GAA AAG CTA AAG C -
3, Sense) ve GSTMIR (5’- GTT GGG CTC AAA TAT ACG GTG G -3°,
Antisense); GSTTIF (5’- TTC CTT ACT GGT CCT CAC ATC TC -3°, Sense)
GSTTIR (5’- TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA -3, Antisense) ve CYPIAIF
(5’- GAACTG CCA CTT CAG CTG TCT -3, Sense) ve CYP1AIR (5’- CAG CTG
CAT TTG GAA GTG CTC -3, Antiense) primer dizilimlerinden yararlanilmistir
(Suzen vd., 2007). Reaksiyon i¢in 10 pl genomik DNA, 100 mM Tris-HCI (pH 9.0
250 C), 500 mM KCI, 25 mM MgCl2, 50 pmol GSTML1, 75 pmol GSTT1 ve 50 pmol
CYP1ALl primerleri, 0.2 mM dNTP ve 2 U Taqg polimeraz kullanilacaktir. Dongii
kosullar1 asagidaki gibi planlanmistir:
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[k denatiirasyon: 95°C 2 dk / 1 dongii

Denatiirasyon: 94°C 2dk

Yapisma: 59°C 1dk

Sentez: 72°C 2 dk /5 dongii
Denatiirasyon: 94 °C 30sn

Yapisma: 59°C 45sn

Sentez: 72°C 1,5 dk /30 dongii
Son sentez: 72°C 10dk/ 1 dongii

Higbir ekstra bandin olmadigi ve sadece istenen PZR iiriinlerinin (GSTM1: 480 baz
cifti (bg), GSTT1: 215 bg ve CYP1A1: 312 be) elde edilip edilmedigi, % 2.0 agaroz

jelde kontrol edilerek genotipleme analizi tamamlanmustir.

3.3.4.1.2. Glutatyon S-transferaz pi 1 Genetik Varyasyon Analizi

GSTP1 1105V polimorfizmi analizi, Harries ve ark. (1997) tarafindan gelistirilen
yontemle gergeklestirilmistir (Harries, Stubbins, Forman, Howard, & Wolf, 1997).
Bu amacgla 500 ng genomik DNA standart PZR protokoli ve 5°-
ACCCCAGGGCTCTATGGGAA-3 ile 5 -TGAGGGCACAAGAAGCCCCT-3
primerleri kullanilarak ¢ogaltilmistir. Cogaltma islemi i¢in primer yapigsma sicakligi
55°C olarak uygulanmistir. Daha sonra PZR iriinii BsmA | restriksiyon enzimi ile

kesilerek genotipler belirlenmistir.
3.3.4.1.3. Sitokrom P450 1A1 (CYP1A1) Genetik Varyasyon Analizi

Bu gendeki T6235C polimorfizmi analizi i¢in 5'-AGGTGTAGCCGCTGCACT-3' ve
5'-TAGGAGTCTCT-CATGCCT-3" primerleri kullanilarak 400 ng genomik DNA
PZR yontemi ile ¢ogaltilmistir (Hayashi, Watanabe, Nakachi, & Kawajiri, 1991) .

Primerlerin genomik DNA ile eslesmesi 61°C’de gergeklestirilmistir. Cogaltilan
hedef bolge Msp I restriksiyon enzimi ile muamele edildikten sonra genotipler

aydinlatilmistir.
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3.3.4.2. DNA Onarim Enzimleri Genetik Varyasyonu Analizi

Insan 8-okzoguanin glikozilaz 1 (hOGG1) polimorfizm analizi igin bu gendeki
Ser326Cys polimorfizmi analizinde 5'-AGT GGA TTC TCA TTG CCT TCG -3 ile
5’- GGT GCT TGG GGA ATT TCT TT-3’ primerleri kullanilarak 57°C’de ¢ogaltma
islemi yapilmistir (Kim ve digerleri, 2003). Cogaltilan hedef bolge Sat I restriksiyon
enzimi ile muamele edilerek genotipleme yapilmistir. Kesim profiline gore 251
b¢’lik bantlar yabanil tip, 153-98 bg’lik bantlar mutant birey ve 251-153-98 bg¢’lik

profil ise heterozigot bireylere aittir.

3.4. Istatistiksel Analiz

Tez calismasinda elde edilen veriler IBM-SPSS 25.0 programi kullanilarak
hesaplanmistir. Yas, cinsiyet, tiitiin kullanim1 vb. demografik 6zellikler ytizdelik (%)
olarak bildirilmistir. Meme kontrol ve meme kanser grubunda niimerik degiskenlerin
normal dagilima uyup uymadiklari Shapiro-Wilk testi ile kontrol edilmis, normal
dagilima uymadiklarinin belirlenmesi tlizerine her iki grubun kan ve doku KOK
konsantrasyonlarinin  Karsilastirilmasinda ~ ortalama ~ yerine  medyan  deger
kullanilmigtir. Medyanlarin esit, ancak iki grup arasindaki farkin anlamli oldugu
durumlarda hangi grubun 6nemli oranda yiiksek oldugunu yorumlayabilmek igin sira
degerleri ortalamasma (mean rank) bakilarak yorum yapilmistir. Sira degerleri
ortalamas1 hangi grupta daha yiiksekse o grupta konsantrasyonlarin diger gruba gore
anlaml derecede yiiksek oldugu kabul edilmistir. Medyan degerler arasindaki farkin
onem testi olarak Mann-Whitney U testi uygulanmis, p<0.05 degeri sinir olarak
kabul edilmistir. Kan ve doku KOK konsantrasyonlarinin korelasyon analizleri i¢in
ise yine normal dagilima uymamalart nedeniyle Spearman korelasyon testi
uygulanmis ve p<0.05 degeri sinir olarak kabul edilmistir. Meme kanser grubu i¢inde
enzim genetik polimorfizmlerinin meme kanseri i¢in risk olusturup olusturmadigi,
yani Odd’s Ratio (olasilik orani) analizi hesaplamalarinda logistic regression

uygulanmistir.
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Bulgular

4.1. Analitik Gecerlendirme Calismasi1 Bulgulari

4.1.1. Kromatografik Teknik Belirlenmesi ve Yontem Kurulmasi Bulgular:

Bu calisma kapsaminda kan ve dokularda KOK tiirevlerinin miktar tayinini

gerceklestirmek amaciyla gelistirilen iki farkli GC-ECD yontemi ile enjekte edilen

miktar-sinyal yogunlugu iliskisi/dogrusalligi, oncelikle analitlerin organik ¢oziicii

igerisindeki bilinen konsantrasyondaki kalibrasyon ¢ozeltileri ile arastirilmistir. Bu

amagla 0, 1, 5, 10, 15 ve 20 pg/uL’lik 6 konsantrasyonda KOK standart ¢ozeltisi

dogrudan GC-ECD’ye enjekte edilmistir. KOK tiirevlerine ait kalibrasyon dogrulari,

x ekseninde konsantrasyona karsi y ekseninde her birinin pik alani internal standart

pik alanina oranlanarak c¢izilmistir. Herbir tiireve ait dogru denklemleri ve regresyon

katsayilar1 (R?) ile birlikte Tablo 4.1.1.1°de gdsterilmistir.

Tablo 4.1.1.1. KOK tiirevlerinin GC-ECD’ye dogrudan enjeksiyonu ile elde edilen

kalibrasyon dogrusu formiilleri (y=ax+b) ve alikonma zamanlar1 ve regresyon

katsayilar1 (R?).
KOK Tiirevleri Alikkonma zamam Dogru Formiilii Regresyon
(dk) (y=ax+b) katsayisi (R?)

a-HCH 16.06 0.09x - 0.02 0.963
S-HCH 16.71 0.04x + 0.01 0.969
y-HCH 16.94 0.07x-0.01 0.964
0-HCH 17.54 0.02x - 0.01 0.958
Heptaklor 19.06 0.06x + 0.01 0.966
Heptaklor 21.82 0.05x +0.01

endoepoksit 0.967
Aldrin 20.25 0.06x - 0.00 0.964
Dieldrin 24.48 0.03x + 0.01 0.968
Endrin 25.72 0.02x + 0.00 0.965
Endrin aldehit 28.71 0.01x + 0.00 0.973
a-Endosiilfan 23.24 0.03x + 0.01 0.968
S-Endostilfan 26.19 0.02x + 0.03 0.989
Endosiilfan.SO4 28.88 0.01x + 0.00 0.975
4,4'-DDE 23.92 0.03x + 0.00 0.967
4,4'-DDD 27.29 0.02x + 0.01 0.976
4,4'-DDT 32.88 0.00x + 0.00 0.980
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Metoksiklor 33.46 0.01x + 0.00 0.977
PCB-28 18.46 0.05x + 0.05 0.989
PCB-52 19.48 0.03x + 0.04 0.986
PCB-101 22.66 0.03x + 0.04 0.988
PCB 118 25.81 0.04x + 0.01 0.970
PCB-138 27.11 0.02x + 0.03 0.988
PCB-153 29.1 0.02x + 0.03 0.989
PCB-180 35.1 0.02x + 0.02 0.991
PBDE-17 25.11 0.01x + 0.01 0.971
PBDE-66 37.4 0.00x + 0.01 0.967
PBDE-100 45.79 0.01x + 0.00 0.976

Analizlerin gegerliligi igin R? > 0.75 olmalidir. Bu analizler sonucunda elde edilen R?
degerlerinin analiz i¢in kabul edilebilir diizeylerde oldugu goriilmiistiir.

Daha once yontem kisminda bahsedildigi gibi OCP, PCB ve PBDE’lere ek olarak
db-PCB’lerin analizi de hedeflenmistir. Ancak bu maddelerin de karisima eklenmesi
sonucunda GC-1 analiz yonteminde diger PCB’ler ile interferasyon gozlenmis,
kromatogram {izerinde koeliisyona neden olmustur. Bu nedenle GC-1 analiz
yonteminin sicaklik gradiyenti degistirilerek koeliie olan piklerin ayriminin
saglandig1 bir GC-2 yontemi kurulmus ve ilk yontemde miktar tayini yapilamayan
maddeler bu 2. yontemde analiz edilmislerdir.

Her iki GC-ECD analiz yontemi olan GC-1 ve GC-2 yontemlerinin sicaklik
gradiyenti Sekil 4.1.1.1°de bu yontemlerle analizi gergeklestirilen KOK tiirevlerinin
kromatogramlari ise Sekil 4.1.1.2 ve Sekil 4.1.1.3’de gosterilmistir.
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Sekil 4.1.1.1 ki farkl1 GC-ECD metodundaki (GC-1 ve GC-2 ) sicaklik gradiyentine

ait grafik.

Asagida

GC-1 yontemi ile analiz edilen KOK tiirevlerine ait GC-ECD

kromatogramlar1 gosterilmistir.
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Sekil 4.1.1.2 GC-1 yontemi ile analiz edilen 15 pg/uL’lik OCP, PCB, PBDE ve db-
PCB’lere ait temsili kromatogramlar. Toplam 50 dk olan kromatogram gorsellik
acisindan 16-22, 22-30, 30-36, 36-50. dk’lar arasi olmak iizere 4 parcada
gosterilmigtir. Piklerin iizerindeki numaralar sirasiyla; 1: a-HCH, 2: -HCH, 3: y-
HCH, 4: 6-HCH, 5. PCB-28, 6: heptaklor, 7: PCB-52, 8: aldrin, 9: heptaklor
endoepoksit, 10: PCB-101 ve 11: a-endosiilfan, 12: 4-4'-DDE, 13: PCB-81, 14:
dieldrin ve PCB-77, 15: PBDE-17, 16: endrin ve PCB 123, 17: PCB 118, 18: B-
endosiilfan, 19: PCB 114, 20: PCB-138, 21: 4,4'-DDD, 22: PCB-105, 23: endrin
aldehit, 24: endosiilfan.SO4, 25: PCB-153, 26: PCB-167, 27: 4,4’-DDT, 28:
metoksiklor ve PCB-156, 29: PCB-157, 30: PCB-180, 31: PBDE-66 ve PCB-169,
32: PCB-189 ve 33: PBDE-100.
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Buna gore KOK tiirevlerinden 13, 18, 19 ve 23 nolu maddeler rezoliisyonun iyi

olmasindan dolay1 GC-1 yontemi ile analiz edilmislerdir.
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Sekil 4.1.1.3 GC-2 Metodu ile analiz edilen 15 pg/uL’lik OCP, PCB, PBDE ve db-
PCB’lere ait (int. std. icermektedir) kromatogramlar1 gostermektedir. Kromatogram
tizerinde yer alan sayilar herbir KOK tiirevini simgelemektedir. 1: a-HCH, 2: B-
HCH, 3: y-HCH, 4: 6-HCH, 5. PCB 28, 6: Heptaklor, 7: PCB 52, 8: Aldrin, 9:
Hept.endoepoks., 10: PCB-101, 11: a-Endosiilfan, 12: PCB-81, 13: 4-4'-DDE, 14:
Dieldrin 15: PCB-77, 16: PBDE-17, 17: Endrin, 18: PCB-118 ve PCB-123 ve (-
Endosiilfan, 19: 4,4’-DDD 20: PCB-114, 21: Endrin aldehit, 22: PCB-138, 23: PCB-
105, 24: Endosiilfan.SO4, 25: 4,4’-DDT, 26: PCB-153, 27: PCB-26, 28: PCB-167,
29: PCB-156, 30: Metoksiklor, 31: PCB-157, 32: PCB-180, 33: PBDE-47, 34:

PBDE-66, 35: PCB-169, 36: PCB-189 ve 37: PBDE-100’1i gostermektedir.
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Geriye kalan diger tiirevler ise rezollisyonun daha iyi olmasindan dolayr GC-2

yontemi ile analiz edilmislerdir.

4.1.1.1. GC/MS ve GC-ECD Teknikleri Hassasiyet Karsilastirmasi Bulgulari

“Gere¢ ve Yontem” boliimiinde belirtildigi gibi KOK tiirevlerinin daha kesin analizi
amactyla GC-ECD yaninda GC-MS teknigi de denenmistir. KOK tiirevlerinin,
gerektiginde kalitatif dogrulamasinin yapilabilmesi i¢in gaz kromatografisi-elektron
impakt kiitle spektrometresi (GC/MS)-Selected lon Monitoring (SIM) analiz
yonteminin gelistirilmesine ait bir validasyon c¢alismasi yapilmistir. Her bir KOK
tiirevinin kiitle bilgisi de edinileceginden ¢ok daha kesin sonug verebilecek (GC/MS)

cihazinin yeterli hassasiyette olup olmadig1 incelenmistir.

Tez caligmasinda yer alan KOK tiirevlerinin, gerektiginde yapisal dogrulama
yapilabilmesi amaciyla GC-MS analiz yontemi gelistirilmistir. Bu amagla farkli
konsantrasyonlarda ¢oziicli igerisinde hazirlanan KOK tiirevlerinin GC-MS’te
alikonma zamanlar1 belirlenmistir. Analizi hedeflenen KOK tiirevlerine ait Selected

Ion Monitoring (SIM) iyonlar1 ve alikonma zamanlar1 Tablo 4.1.1.1.1°de verilmistir.

Tablo 4.1.1.1.1 GC/MS-SIM (Selected Ion Monitoring) modunda gergeklestirilen

KOK tiirevleri analizinde izlenen iyonlar ve alikonma zamanlari.

. . Alikonma Molekiil agirhg: Izlenen iyonlar
KOK tiirevleri zamam (dK) (SIM)
a-HCH 7.13 290.814 181, 183, 219, 109
pB-HCH 7.63 290.814 181, 183, 219, 109
v-HCH 7.76 290.814 181, 183, 219, 109
0-BHC 8.29 290.814 181, 183, 219, 109
PCB-28 9.16 257.538 256, 258, 186
100, 272, 274, 65,
Heptaklor 9.56 373.300
102, 237
PCB-52 10.29 291.98 292, 290, 220
Aldrin 10.74 364.896 66, 263, 91, 101, 79,
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265

PCB-103 (I.S.) 12.02 326.422 289, 291
Heptaklor
] 12.60 389.299 183, 81, 253, 217
endoepoksit
a-Endosiilfan 13.50 406.904 207, 195, 241, 237
PCB-101 13.51 326.422 326, 328, 254, 255
Dieldrin 14.18 380.895 81, 82, 108, 263
246, 318, 248,176,
44'-DDE 14.27 318.018
210
Endrin aldehit 14.28 380.895 67, 345, 250
PBDE-17 14.63 406.899 246, 248, 406, 408
Endrin 14.66 380.895 81, 82, 108, 263
159, 170, 195, 206,
B-Endosiilfan 14.89 406.904
207, 237, 241, 265
PCB-118 14.99 326.422 326, 328, 254, 256
235, 237, 165, 199,
44'-DDD 15.17 320.034
212
PCB-138 15.43 360.864 360, 362, 290, 292
272,274, 229, 239,
Endosiilfan.SO4 15.74 422.903
387
235, 237, 165, 199,
44'-DDT 15.86 354.476
212
PCB-153 15.93 360.864 360, 362, 290, 292
Metoksiklor 16.91 345.644 227,228, 274
PCB-180 17.13 395.306 394, 396, 324, 326
PBDE-47 17.16 485.795 326, 484, 486, 488
PBDE-66 17.49 485.795 326, 484, 486, 488
PCB-198 (1.S.) 17.85 429.748 430, 428
PBDE-100 19.28 564.691 404, 406, 564, 566
PBDE-153 - 643.587 642, 644
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KOK tiirevlerine ait 6rnek SIM kromatogramlar1 Sekil 4.1.1.1.1 ile Sekil 4.1.1.1.7

arasinda gosterilmistir.

A

C

Abundance

330
320
il
300
230
280
270
260
2500
2400
230
220
210
200
190
180
170

Tirng-->
Abundarice

260
255
250
245
240
235
230
225
220
215
210
205
200
195
190
185
180
175
170

TIC: 25 pg-mikiol-4LF& HCH-5IM.Dhdata.ms

s

620 640 EE0 EBE0 00 720 740

TIC: 25 pg-mikrol-Gakia HCH-SIM.Dhdata.ms

WMWW\’\MWWM“VJ

7.60

7.80

200

Tirng-->

w00 720 740 7EO 7E0 800 820

260

Abundance

B

Time->

250
245
240
235
230
225
220
215
210
205
200
195
190,
185
180,
175
170
165:

TIC: 25 pg-mikiol BETA HCH-SIM D\ datams

[

Abundance

340
330
320

7OD T 7RO 7RO 7B 800 B20 B0

TIC: 25 pg-mikioL-DELTA HCH-SIM D\ data.ms

20 740 7B0 780 800 B20 840 8ED 880

Sekil 4.1.1.1.1 HCH (hekzaklorosiklohekzan) izomerlerine ait 6rnek GC/MS-SIM
kromatogramlar1 ve alikonma zamanlar1 (A.Z.). A: o-HCH (25 pg/uL) A.Z= 7.132,
B: B-HCH (25 pg/uL) A.Z.= 7.640, C: y-HCH (25 pg/uL) A.Z.= 7.753, D: 6-HCH
(25 pg/ulL) A.Z.= 8.289.

54



Abundance

A

TIC: 20 pg-mikroL-HEPTAKLOR-SIM.Ddata. ms

305
300
2595
250
285
280
275
2700
265
260
255:
250

8.E0 880 1000 1020 1040

Time->

TIC: 26 pa-mikrol -HEPTAKLOR ENDOEPOKSIT-SIM Dhdata.ms

Sekil 4.1.1.1.2 Klordan grubuna ait O6rnek GC/MS-SIM kromatogramlari ve
alikonma zamanlar1 (A.Z.). A: Heptaklor (20

endoepoksit (25 pg/ul) A.Z.= 12.586.

pg/ul); A.Z.= 9.57, B: Heptaklor

TIC: 25 pg-mikioL-DIELDRIN-SIM.Ddata ms

1340’ 1360 1380 1400 1420 14400 1480 1480 1500

TIC: 20 pg-mikroL-EMDRIN ALDEHIT-SIM.Dhdata.ms

Abundance Abundance
TIC: 25 po-mikiol ALDRIN-SIM Ddatams
220
260,
215
255
210
250 205
245 200
240 195
235 130
185
230
180
2285
175
220
170
Time-> 8B0 1000 1020 1040 1060 10060 1100 11.20 1140 1160 1180 Time--
Abundance Abundance
TIC: 20 pg-mikral -ENDRIN-SIM.Dtdatams
208
160
200
155
195
150
190
145
185
140
180
135
175
130
170
125
Times 0 1380 1400 1420 1440 1460 1480 1500 1520 1540
Tirne->

T T T T T T T 1
1460 1420 1600 1520 1540 1860 1580  16.00

Sekil 4.1.1.1.3 Drin grubuna ait 6rnek GC/MS-SIM kromatogramlar1 ve alikonma
zamanlart (A.Z.). A: Aldrin (25 pg/uL) A.Z.= 10.719, B: Dieldrin (25 pg/uL) A.Z.=
14.165, C: Endrin (20 pg/uL) A.Z.= 14.667, D: Endrin aldehit (20 pg/uL) A.Z.=

15.283.
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Abundance

TIC: 25 permikroL-ALFA ENDOSULFAN-5IM Didsta s Abundancs
395 TIC: 50 pg-mikrolL-BETA EMDOSULFAN-SIM.Divdatams
A = B
385 440
380 430
375 420
270 410
400
5
350:
360
380:
355 0
A0 0
245 50
340 a0
. 1240 1260 1280 1300 1320 1240 1360 1380 1400 1420 1440 Time-> THOD 14201440 T4ED T4ED 1500 1520 1840 1580 1580
Imne-->
Abundance

TIC: 20 pg-mikrol- EMDOSULFAMN SULFAT-SIM.DAdata.ms

Timges 1420 1500 15.20 1540 1560 15820 16.00 1620 1640 16.60 1680

Sekil 4.1.1.1.4 Siilfan grubuna ait 6rnek GC/MS-SIM kromatogramlari ve alikonma
zamanlar1 (A.Z.). A: Alfa-Endosiilfan (25 pg/uL) A.Z.= 13.505, B: B-Endosiilfan (50
pg/ul) A.Z.= 14.883, C: Endosiilfan.SO4 (20 pg/uL) A.Z.= 15.72

Abundance
TIC: 20 pg-mikeol DO -SIM. D data, ms
TIC! 20 Pk DDE -5 1M Dt me 350
3an
330
B 220
20
300
230
280
270
260
250
240
230
200
CAnTEED TG0 TAG0 1450 144D 140 1480 TEG0 1eZ0 FU b st m oy VI WUy S
Timees SO0 AAE0 7440 TaE0 1480 TsOh 1520 1540 TSE0 TSEn {00
Abundance
Abundance TIC: 20 pgmikrol-METOKSIKLORA-51M.Ddata ms
TIE: 20 pg-mikiol -DDT SIM. Dhdata me
s 220
C 330 D 210
= 200
a0
E 190
zan 180
200
B 170
ZE0 160
250
240 150
230 140
220
210t P g . 10
o At 0o b pe e P P
T TSon T5zn 154D 1Se0 1580 1500 1620 1640 1680 120
P 1600 16200 1640 1660 1680 1700 1720 1740 1760

Sekil 4.1.1.1.5 DDT grubuna ve metoksiklora ait ornek GC/MS-SIM
kromatogramlar1 ve alikonma zamanlan (A.Z.). A: 4,4’-DDE (20 pg/uL) A.Z.=
14.280, B: 4,4°-DDD (20 pg/uL) A.Z.= 15.157, C: 4-4’-DDT (20 pg/uL) A.Z.=
15.865, D: Metoksiklor (20 pg/uL) A.Z.=16.906.
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TIC: 15 pg-mikroL-PCE mix-51kd.DAdata. ms

Abundance

€&——pCB138
€&——PCB 153
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480
475
470
465
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405

400 ey,

Tirne--> a0 i0l00 ~ 1100 1200 1300 1400 1500 100 1700
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L
-

Sekil 4.1.1.1.6 PCB grubuna ait 6rnek GC/MS-SIM kromatogramlar1 ve alikonma
zamanlar1 (A.Z.). 15 pg/uL PCB mix’e ait PCB-28 A.Z.= 9.14, PCB-52 A.Z.=
10.289, PCB-101 A.Z.= 13.512, PCB-118 A.Z.= 14.970, PCB-138 A.Z.= 15.43,
PCB-153 A.Z.= 15.930, PCB-180 A.Z.= 17.130.

Abundance Abundance
TIC: 50 pg-mikioL-PEDE 47-51M.Dhdata ms

TIC: 20 pg-mikrol-PBDE 17-5IM.Dhdata ms
270 3600
A= B %
330
2501 320
240 30
230 300
290
2201 280
210 270
200 280
250
190 240
180; 230
170 220
210
160 200
13807 14007 14207 74407 460 14807 15000 1520 1540
Tirne-> 140
180
170
Time- > 16.20 1640 1660 1680 17.00 1720 1740 17.60 1780 1800
Abundance
TIC: 20 pg-mikrol-PBDE 100-51M.D4data ms
Abundance
TIC: 50 pa-mikroL-PEDE BE-SIM.Dhdata.ms 1985
250
245
‘ 2400
235 1490
230
225;
=0 175
215
210
205
200 170
195
190
185 165
180
175
170
165 160
T T T T T T T T T T T T T
Time-> 1660 1680 17.00 1720 1740 1760 1780 1800 1820 18.2018.4018.6018.6019.0015.2019.4019.6019.80 20.0020. 20.20.40 20 6020.60

Time->

Sekil 4.1.1.1.7 PBDE grubuna ait 6rnek GC/MS-SIM kromatogramlar1 ve alikonma
zamanlar1 (A.Z.). A: PBDE-17 (20 pg/uL) A.Z.= 14.634, B: PBDE-47 (50 pg/uL)
A.Z= 17.157, C: PBDE-66 (50 pg/uL) A.Z.= 17.496, D: PBDE-100 (20 pg/uL)

A.Z.=19.284.
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Tablo 4.1.1.1.2 GC-ECD ve GC-MS teknikleri ile elde edilen KOK tiirevlerine ait
LOD ve LOQ degerleri. Her iki deger, ilgili madde pikinin 0.5 dk 6ncesi ve 0.5 dk

sonrasi kromatogram kesitinin zemin sinyali (noise signal) yiikseklik ortalamalarinin

sirastyla 3 ve 10 kat1 olacak sekilde hesaplanmustir.

GC-ECD GC/MS-SIM
KOK tiirevi LOD | LOQ LOD | LOQ

(pg/nl) (pg/ul)
o-HCH 0.02 0.06 1.43 4,78
p-HCH 0.02 0.08 3.21 10.71
v-HCH 0.01 0.03 1.69 5.62
o0-HCH 0.14 0.48 1.37 457
Heptaklor 0.03 0.12 4.09 13.64
Aldrin 0.01 0.05 5.17 17.24
HeptQRr 0.01 0.03 5.77 19.23
endoepoksit
a-Endosiilfan 0.02 0.06 3.85 12.82
4,4'-DDE 0.03 0.09 0.51 1.70
Dieldrin 0.02 0.05 5.00 16.67
Endrin 0.04 0.13 3.53 11.76
p-Endosiilfan 0.03 0.09 7.20 24.00
4,4'-DDD 0.02 0.06 1.11 3.70
Endrin aldehit 0.11 0.37 4.62 15.38
Endosiilfan.SO4 0.18 0.59 2.86 9.52
4,4'-DDT 0.12 0.39 1.17 3.90
Metoksiklor 0.02 0.06 0.41 1.37
PCB-28 0.02 0.07 3.07 10.23
PCB-52 0.04 0.13 4,50 15.00
PCB-101 0.02 0.07 2.81 9.38
PCB-118 0.06 0.19 2.18 7.26
PCB-138 0.05 0.18 1.61 5.36
PCB-153 0.03 0.09 1.65 5.49
PCB-180 0.01 0.05 2.70 9.00
PCB-81* 0.01 0.03 - -
PCB-77* 0.07 0.24 - -
PCB -114* 0.03 0.10 - -
PCB-105* 0.02 0.08 - -
PCB-126* 0.03 0.09 - -
PCB-167* 0.01 0.04 - -
PCB-156* 0.01 0.04 - -
PCB-157* 0.01 0.03 - -
PCB-169* 0.03 0.09 - -
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PCB 189* 0.01 0.04 - -
PBDE-17 0.05 0.16 0.56 1.85
PBDE-47 0.02 0.07 1.90 6.35
PBDE-66 0.02 0.05 4.05 13.51
PBDE-100 0.01 0.04 5.00 16.67
PBDE-153** 0.02 0.06 - -

. * Bu dioksin benzeri PCB tiirevleri analizlere sonradan dahil edildigi icin GC/MS-SIM
teknigi ile analizleri yapilmamistir. ** PBDE-153, GC/MS-SIM teknigi ile saptanamamistir.

Tabloda goriildiigii sekilde GC-ECD teknigi ile elde edilen LOD degerleri, GC-MS
tekniginde elde edilenlere kiyasla 10 — 100 kat daha yiiksektir. KOK tiirevlerinin
hekzan icindeki ¢ozeltileri ile yapilan bu calisma sonrasinda GC-MS teknigi ile
yeterli hassasiyete ulasilamadigi goriilmiis, nitel analizde kiitle boyutu da i¢ermesi
nedeniyle aslinda daha iistiin bir teknik olmasina karsin hassasiyet yetersizligi
nedeniyle GC-MS’in kullanilamayacagi anlasilinca GC-ECD teknigi ile devam

edilmesine karar verilmistir.

4.1.1.2. Kan ve Doku Orneklerinden Geri Alm Calismasi Bulgular

Gegerlendirme ¢alismalarina KOK’larin silika kolondan geri alim caligmalari ile
devam edilmistir. Bu calismada ¢oziicii igerisinde final konsantrasyonu 15 pg/uL
olacak sekilde OCP, PCB, PBDE ve db-PCB karisimlart GC-ECD’ye enjekte
edilmis, ayni konsantrasyondaki KOK c¢ozeltilerine silika fraksiyonlandirmasi
uygulanarak KOK’larin geri ¢alismasi yapilmistir. Bu ¢alismada kimyasal madde

grubuna gore elde edilen % verim degerleri Tablo 4.1.1.2.1°de verilmistir.
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Tablo 4.1.1.2.1 Silika kolon fraksiyonlandirmasi sonucunda her bir KOK kimyasal

grubu i¢in elde edilen en diisiik ve en yiiksek %Verim degerleri. %Verim degerleri

ilk stitunda elde edilen dogrudan verim, 2. ve 3. siitunlarda ise analizlerde kullanilan

her iki 1.S.’a gére oranlanmis olarak bildirilmistir.

Madde Pik Alanina Gore PCB 103’e gore % PCB 198’e gore %
Grubu % Verim Arahgi Verim Arahig: Verim Araligi
HCHler 78-94 102-122 86-103
(y-HCH - 6-HCH) (y-HCH - 6-HCH) (y-HCH - 6-HCH)
Klordanlar 78-88 102-105 86-97
(Heptaklor endoepoksit — (Heptaklor endoepoksit — (Heptaklor endoepoksit —
Heptaklor) Heptaklor) Heptaklor)
Drinler 82-153 107-199 90-168
(Aldrin — Endrin) (Aldrin — Endrin) (Aldrin — Endrin)
Stilfanlar 86-103 113-134 95-113
(a-Endosiilfan — (a-Endosiilfan — Endosiilfan. (a-Endosiilfan — Endosiilfan.
Endosiilfan. SO4) S04) S04)
DDT’ler 83-108 107-140 91-119
(4,4’-DDT — (4,4’-DDT — Metoksiklor) (4,4°-DDT — Metoksiklor)
Metoksiklor)
PCB’ler 77-92 100-119 84-101
(PCB-52 — PCB-180) (PCB-52 — PCB-180) (PCB-52 — PCB-180)
PBDE’ler 54-103 70-134 59-113

(PBDE-100 — PBDE- 66)

(PBDE-100 — PBDE-66)

(PBDE-100 — PBDE-66)

Calisma kapsamindaki hasta ve goniilli 6rneklerinin analizine baslanmadan 6nce

yontemi optimize etmek amact ile 6 saglikli goniilliiden alinan kan Orneklerinde

KOK analizi yapilmistir. Buna goére elde edilen kromatogram ornekleri Sekil

4.1.1.2.1, Sekil 4.1.1.2.2°de ve sonuglar ise Tablo 4.1.1.2.2’de ng/mL kan cinsinden

gosterilmistir.
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Sekil 4.1.1.2.1 KOK standart ¢ozeltisi (15 pg/uL) ve"B” kodlu goniillii kan 6rneginin

analizine ait tiirevlerinin GC-1 yontemine gore analiz edilen 16 — 25. dk. aras1 GC-

ECD kromatogramlari.

kromatogram;

A, 16-20. dk. aras1 KOK standart ¢oOzeltisine ait

B, 16-20. dk. aras1 goniillii kan 6rnegine ait kromatogram; C, 20-25.

dk. aras1 KOK standart ¢ozeltisine ait kromatogram; D, 20-25. dk. aras1 goniillii kan

ornegine ait kromatogram.
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Sekil 4.1.1.2.2 KOK standart ¢ozeltisi (15 pg/uL) ve"B” kodlu goniillii kan 6rneginin
analizine ait tlirevlerinin GC-1 yOntemine gore analiz edilen 25 — 46. dk. aras1 GC-
ECD kromatogramlari. E, 25-30. dk. aras1 KOK standart c¢ozeltisine ait
kromatogram; F, 25-30. dk. aras1 goniillii kan 6rnegine ait kromatogram; G, 32-46.
dk. aras1t KOK standart ¢ozeltisine ait kromatogram; H, 32-46. dk. aras1 goniilli kan

Ornegine ait kromatogram.
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Tablo 4.1.1.2.2 Saglikli goniillii bireylerden alinan kan 6rneklerinde ng/mL Tam Kan

cinsinden KOK konsantrasyonlarinin saptanmasi, ortalama deger ve standart

sapmalari.
Saghkl Goniillii Grubu
KOK Saptanan
KOK Tiirevi Goniillii Sayisi/Toplam Ortalama kons. £+ Standart
Goniillii Sayis1 Sapma
(ng/mL tam kan)

a-HCH 5/6 0.09 + 0.07
B-HCH 3/6 0.05 + 0.07
y-HCH 6/6 0.05+0.01
o-HCH 0/6 0.00 + 0.00
Heptaklor 6/6 0.30 +0.02
Hept.endoepoks. 6/6 0.04 +£0.01
Aldrin 0/6 0.00 + 0.00
Dieldrin 4/6 0.02 +0.01
Endrin 6/6 0.47 £0.02
Endrin aldehit 6/6 0.09 +0.01
a-Endosiilfan 6/6 0.09 £ 0.02
p-Endosiilfan 5/6 0.02 +£0.01
Endosiilfan.SO4 0/6 0.00 +0.00
4,4'-DDE 6/6 1.15+1.35
4,4'-DDD 5/6 0.06 + 0.07
44'-DDT 0/6 0.00 +0.00
Metoksiklor 0/6 0.00 +0.00
PCB-28 6/6 0.05+0.01
PCB-52 6/6 0.08 +0.01
PCB-101 0/6 0.00 + 0.00
PCB-118 6/6 0.03+0.01
PCB-138 6/6 0.03 +£0.01
PCB-153 6/6 0.02 +0.00
PCB-180 0/6 0.00 + 0.00
PBDE-17 0/6 0.00 +0.00
PBDE-47 0/6 0.00 +0.00
PBDE-66 0/6 0.00 + 0.00
PBDE-100 0/6 0.00 +0.00

Saglikli goniillii bireylerden alinan kan orneklerinde ol¢iilen KOK tiirevleri i¢in
genel bir degerlendirme yapacak olursak analiz edilen 17 OCP tiirevinde 5 tanesi (0-
HCH, aldrin, endosiilfan siilfat, 4,4’-DDT ve metoksiklor) hi¢bir 0Ornekte
saptanmamistir. PCB tiirevlerinde ise analiz edilen 7 tiirevden sadece 2 tanesi (PCB-
101 ve PCB-180) orneklerde saptanmamisken, analiz edilen PBDE’lerin tamami

higbir 6rnekte saptanmamaistir.
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Gegerlendirme caligmalarina Biichi E-816 SOX ekstraksiyon cihazi kullanilarak
deneme amach kas dokusunda KOK 6l¢iimii ile devam edilmistir. Buradaki amag
daha 6nce yayinlanmis olan ekstraksiyon yontemi ile Biichi E-816 SOX ekstraksiyon
cihazi ile yapilan ekstraksiyon yonteminin karsilastirmasini yapmaktir (Karaca ve
digerleri, 2014) (Kocagdz ve digerleri, 2014). Elde edilen verilere baktigimizda
Biichi ekstraksiyon cihazi ile analizi yapilan KOK’larin daha 6nce elde ettigimiz %

verim diizeyleri ile uyumlu sonuglar elde edilmistir.

Iki farkli ekstraksiyon yontemine ait analiz prosediiriinde yer alan baslica farkliliklar
Tablo 4.1.1.2.3’de yer almaktadir. Biichi ekstraksiyon cihazinda analizi yapilan
orneklere ait KOK kromatogramlar1 Sekil 4.1.1.2.3, 4.1.1.2.4 ve 4.1.1.25te

verilmistir.

Tablo 4.1.1.2.3 Analiz prosediiriinde yer alan baslica farkliliklar.

Yaymlanmis prosediir
(Kocagoz vd., 2014;
Karaca vd., 2014)

Bu tezde uygulanan
prosediir

1. | Ekstraksiyon

16 saat boyunca manyetik

karistirici, 100 mL hekzan:

aseton (3:1, h:h) karigimi

Buchi ekstraksiyon cihazi,
100 mL hekzan:
diklorometan (1:1, h:h)

karigimi

Silika
2. | fraksiyonlandirma

asamasi

5 mL ekstrakt hacmi

2 mL ekstrakt hacmi

%2 (a/a) d.su ile deaktive

silika

%4 (a/a) d. su ile deaktive

silika

6 g silika

5.5 g silika

13 mL hekzan (sartlama)

12 mL hekzan (sartlama)

50 mL hekzan, 25 mL
hekzan:diklorometan (1:1,
h:h), 25 mL diklorometan

25 mL hekzan, 25 mL
hekzan:diklorometan (1:1,
h:h), 25 mL diklorometan
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Sekil 4.1.1.2.3 KOK standart ¢ozeltisi (15 pg/uL) ve kas dokusu 6rnegine ait GC-1

yontemine gore analiz edilen 16 — 32. dk. aras1t GC-ECD kromatogramlari. Mavi,
dogrudan enjekte edilen KOK standart ¢ozeltisine ait kromatogram; Kirmizi, 6rnek
hazirlama isleminden gecirilmis KOK standart ¢ozeltisine ait kromatogram; Yesil,
standart KOK c¢ozeltisi eklenmis kas dokusuna ait kromatogram; Pembe, kas

dokusuna ait kromatogram.
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Sekil 4.1.1.2.4 KOK standart ¢ozeltisi (15 pg/uL) ve kas dokusu ornegine ait GC-1
yontemine gore analiz edilen 32— 52. dk. aras1t GC-ECD kromatogramlari. Mavi,
dogrudan enjekte edilen KOK standart ¢ozeltisine ait kromatogram; Kirmizi, 6rnek
hazirlama isleminden gecirilmis KOK standart ¢ozeltisine ait kromatogram; Yesil,
standart KOK c¢ozeltisi eklenmis kas dokusuna ait kromatogram; Pembe, kas
dokusuna ait kromatogram.
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Sekil 4.1.1.2.5 Dioksin benzeri PCB tiirevleri standart ¢ozeltisi (15 pg/uL) ve kas
dokusu ornegine ait GC-2 Yontemine gore analiz edilen 28 — 55. dk. aras1t GC-ECD
kromatogramlari. Mavi, dogrudan enjekte edilen KOK standart c¢ozeltisine ait
kromatogram; Yesil, standart KOK c¢ozeltisi eklenmis (final konsantrasyonu 15
pg/uL) kas dokusuna ait kromatogram; Kirmizi, kas dokusuna ait kromatogram. A,
28-43. dk. aras1 kromatogram; B, 28-43. dk. aras1 biiyiitiilmiis kromatogram; C, 43-

55. dk. aras1 kromatogram; D, 43-55. dk. aras1 biiyiitiilmiis kromatogram.
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4.1.1.2.1. Asit Uygulamasi Sonrasi Geri Alim Calismasi Bulgulari

Doku orneklerinin ekstraksiyonu sonrasinda ekstraktlarin yogun miktarda yag
icerdigi gorilmistiir. Bu yiiksek yag igerigi GC teknigi ile analizi bozacagi icin
ornekleri yagindan kurtarmak amaciyla en ¢ok uygulanan yontem, ekstraktin siilfiirik
asitli silika iceren kolondan gegirilmesidir. Ancak bu islem sirasinda analiz edilen
KOK grubundan asite nispeten dayaniksiz olan OCP tiirevleri kismen ya da tamamen
parcalanabilmekte, dolayisiyla miktar tayininde potansiyel hataya neden olmaktadir.
Analizini planladigimiz 17 adet OCP tiirevinden hangilerinin ne oranda
parcalandigini belirlemek iizere bir geri alim ¢alismasi planlanmistir. Bu ¢alismada
analiz edilecek her bir KOK tiirevinin 15 pg/uL konsantrasyonda hazirlanan standart
¢ozeltisi esit hacimde fraksiyonlara ayrilmis, ticli (triplike) olacak sekilde bir grup
dogrudan GC-ECD’ye enjekte edilmis, bir grup asitsiz silika igeren kolona, son grup
da siilfiirik asitli silika iceren kolona uygulandiktan sonra GC-ECD’ye enjekte
edilmistir. Silfiirik asitli silika uygulamasi sonucunda KOK tiirevlerine ait % verim

degerleri Tablo 4.1.1.2.1.1°te verilmistir.

Tablo 4.1.1.2.1.1 Asitli silika kolon uygulamasinin KOK tiirevlerine etkisi.

KOK Tiirevi eGeri Ahm YGeri Alim
(asitsiz silika kolon) (asitli silika kolon)

a-HCH 100+5 118+6
B-HCH 100+£2 108+7
v-HCH 100+3 108+6
6-HCH 100£10 114+6
Heptaklor 100+4 60+3
Aldrin 100+6 0+0
Heptaklor endoepoksit 100+3 0+0
a-Endosiilfan 100+3 69+6
4,4'-DDE 100+4 109+3
Dieldrin 100+2 0+0
Endrin 100+5 6+1
B-Endosiilfan 100+9 60+4
4,4'-DDD 100+6 111£3
Endrin aldehit 100£10 0+0
Endosiilf.SO4 10049 121+6
4,4'-DDT 100+4 10743
Metoksiklor 100+3 14+1
PCB-28 100£10 92+6
PCB-52 100+2 101£7

68




PCB-101 100£10 133+£2
PCB-118 100+6 130+0
PCB-138 100+£9 11940
PCB-153 100+4 109+2
PCB-180 10043 11343
PCB-81 100+0 101+1
PCB-77 100+1 110+0
PCB-114 100+4 117+1
PCB-105 100+8 107+1
PCB-126 100+0 94+£1

PCB-167 100+4 99+3

PCB-156 100£2 119+2
PCB-157 100+1 120+1
PCB-169 100+8 99+3

PCB-189 100+6 113+£2
PBDE-17 10043 120+4
PBDE-47 10043 11243
PBDE-66 10043 129+2
PBDE-100 100£2 112+6

Ayrica Orneklerin asit igeren silika kolondan gecirilmesi yerine ekstrakt icine

dogrudan siilfiirik asit eklenerek de bir geri alim ¢alismasit yapilmistir. Bu ¢alismada

analiz edilecek her bir KOK tiirevinin 15 pg/puL konsantrasyonda standart ¢ozeltisi,

10 paralel olacak sekilde hazirlanmistir. Bunlardan 5 tanesi dogrudan GC-ECD’ye

enjekte edilmistir. Diger 5 tanesine siilfiirik asit eklemesi yapilmis ve daha sonra

ekstraktlar, distile su ile yikanarak olast H2SOs artig1 uzaklastirilmistir. Turnusol

kagid1 yardimiyla pH kontrolil yapildiktan sonra susuz Na2SOgs ile suyu uzaklagtirilan

ekstraktlar 70°C’de hafif azot gazi akimi altinda 200 pL’ye yogunlagtirthp GC

viyallerindeki insortler i¢ine alinmis ve GC-ECD’ye enjekte edilmistir. Dogrudan

stlfurik asit uygulamasmnin % Geri Alim {lizerine etkisi Tablo 4.1.1.2.1.2°te

verilmistir.
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Tablo 4.1.1.2.1.2 Dogrudan asit uygulamasinin KOK tiirevleri geri alim oranlarina

etkisi.
. . |%Geri Alim YeGer KOK %eGer %Geri Alim
KOK Tiirevi | srudan) | A" | Tirevi Alum (asit uyg.)
(asit uyg.) (dogrudan) '
o-HCH 100+19 105+13 PCB-101 100+10 10248
B-HCH 100+14 10449 PCB-118 100+20 T8+5
vy-HCH 100+17 102+10 PCB-138 100+14 101+8
0-HCH 100+£16 85+5 PCB-153 100+12 105+9
Heptaklor 100+21 71+12 PCB-180 100+9 102+9
Aldrin 100+16 107+11 PCB-81 100+14 102+8
Hept.endoep. 100£18 80+8 PCB-77 100+14 106+8
o-Endosiilfan 10015 112+11 PCB-114 10015 10249
4,4'-DDE 100+13 105+11 PCB-105 100+16 101+10
Dieldrin 100+17 0+0 PCB-126 100+13 101+8
Endrin 100+15 0+0 PCB-167 100£15 10149
B-Endosiilfan 100+16 5345 PCB-156 100+£15 101+9
4.4'-DDD 100+16 100+9 PCB-157 100+14 117+11
Endrin 10010 00 | PcB-169 | 10016 | 104+14
aldehit
Endostlf.SO4 100+29 17+£2 PCB-189 100+£15 103+9
4.4'-DDT 100+13 98+10 PBDE-17 100+13 103+10
Metoksiklor 100+15 0+0 PBDE-47 100+10 99+10
PCB-28 100+13 106+9 PBDE-66 100+12 100+8
PCB-52 100£15 99+8 PBDE-100 100+11 101£10

Gergeklestirilen bir seri validasyon calismasindan sonra ol¢iimii yapilabilen KOK

tiirevlerinin isimleri Tablo 4.1.1.2.1.3’te verilmistir.

Tablo 4.1.1.2.1.3 Analizlerde 6l¢iimii yapilan KOK tiirevleri.

KOK gruplari Analiz edilen KOK tiirevleri

OCP p.p-DDD, p,p"-DDE, p,p"-DDT, a-HCH, B-HCH, y-
HCH, 8-HCH, heptaklor, endrin aldehit, a-endostilfan,
B-endosiilfan ve endosiilfan.SO4

PCB PCB-28, PCB-101, PCB-138, PCB-153, PCB-180

Dioksin benzeri PCB

(dbPCB)

PCB-77, PCB-81, PCB-105, PCB-114, PCB-126, PCB-
156, PCB-157, PCB-167, PCB-169 ve PCB-189

PBDE

PBDE-17, PBDE-47, PBDE-66, PBDE-100, PBDE-153
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4.1.2. Kan Orneklerinden Genomik DNA izolasyonu Calismasi Bulgular

DNA’nin ve RNA’nin maksimum absorbans gosterdigi dalga boyu 260 nm’dir.
Proteinlerin maksimum absorbans gosterdigi dalga boyu 280 nm’dir. 230 nm dalga
boyunda Olgiim yapilmasimnin amaci organik bilesikler ve kaotropik tuzlardir
(Chaotropic tuzlar; proteinleri denatiire ederken DNA ve RNA’y1 denatiire
etmemektedir).

A260/A280 orani, DNA safligini ifade etmektedir. A260/A230 orani ise saf DNA’da
bulunabilecek tuzun seviyesinin belirlenmesinde kullanilmaktadir. A260/A280
oraninin ideal degeri 1.7-2.0 arasinda olmasidir. Bu degerin 1.7’nin altinda olmasi,
elde edilen DNA oldugunu disiiniilen c¢ozeltide fazlaca safsizlik oldugunu
gostermektedir. A260/A230 oraninin ise 1.5’ten daha biiyiik degere sahip olmasi
istenen bir durumdur.

Ik gecerlendirme calismasi iki farkli markaya ait kitler kullanarak ayni kisiden
alman kan orneklerinden DNA izolasyonu yapilmistir. DNA izolasyonu yogun
lenfosit elde edebilecegimiz baslangi¢ asamasi eklenerek ve eklenmeden olmak iizere
iki farkli sekilde yapilmistir. Bu gegerlendirme ¢alismasindaki amacimiz hem verim,
hem de kalite karsilagtirilmasini gerceklestirmektir. Bu ¢alismaya ait sonuglar Tablo
4.1.2.1.°de verilmistir.

Tablo 4.1.2.1 Farkli marka kit ve farkli baslangi¢ asamalar1 ile ayni kisiden alinan
kan 6rneginden elde edilen DNA konsantrasyonu (ng/puL), DNA miktar1 (ng), A260,
A280, 260/280 ve 260/230 sonuglart. Sonuglar ortalama deger + standart sapma

olarak bildirilmistir.

DNA DNA
Konsantrasyonu | Miktarlar1 | A260 A280 | A260/A280 | A260/A230

(ng/pL) (ng)
Lenfositten
izolasyon 10.1+4.06 2023+812 | 0.2+0.08|0.1+0.06 | 1.6+0.09 | 1.6+0.51
(Thermo)
Kandan
izolasyon 12.943.20 25734640 |0.3+0.06 | 0.2+0.05| 1.4+0.04 | 0.7+0.09
(Thermo)
Lenfositten
'2‘232%0” 8.842.18 4424109 |0.2+0.04[0.120.03| 2.14028 | 0.5:0.32
Bioscience)
Kandan
'2‘232%0” 12.342.94 | 613+147 |0.2+0.06|0.120.02| 2.140.15 | 1.0+0.26
Bioscience)
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Analiz edilen kan 6rneklerindeki DNA konsantrasyon sonuglar1 her iki kite gore ve
baslangi¢ asamalarina lenfosit izolasyonu eklenen prosediire gore de birbirlerinden

istatistiksel olarak anlamli derecede fark bulunmamastir.

DNA miktarlarina gore 1ise, deneyin baslangic asamalarindan (lenfosit
izolasyonundan) bagimsiz olarak Thermo marka kit ile elde edilen DNA miktarlar
ile Jena Bioscience marka kit ile elde edilen DNA miktarlarina gére anlamli derecede

daha yiiksek oldugu saptanmistir (p<0.05).

Analiz edilen kan 6rneklerindeki 260 nm’deki absorbans sonuglar1 her iki kite gore
ve baglangi¢ asamalarina lenfosit izolasyonu eklenen yonteme gore de birbirlerinden

istatistiksel olarak anlamli derecede fark bulunmamastir.

Lenfosit izolasyon asamasi ile baslanan ve DNA saflagtirmasinin Jena Bioscience
marka kit ile yapilan kan 6rneklerin 280 nm’deki absorbans sonuglari, Thermo marka
kit ile yapilan dogrudan tam kandan DNA saflastirma yapilan Orneklerin 280
nm’deki absorbans sonuglarina gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha diisiik

oldugu saptanmaistir (p<0.05).

Hem lenfosit izolasyonu yapilarak hem de dogrudan tam kandan DNA saflagtirmasi
yapilan Orneklerde Jena Bioscience marka kit ile analiz edilen kan Orneklerinde
saptanan A260/A280 oranlari, Thermo marka kit ile analiz edilen orneklerde
saptanan A260/A280 oranlarma gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha

yiiksek saptanmistir (p<0.05).

A260/A230 oranlari, dogrudan tam kandan yapilan Thermo marka Kkitin analiz
prosediirii uygulanan 6rneklerde lenfosit izolasyonu yapilarak Jena Bioscience marka
kitin analiz prosediirii uygulanan 6rneklerde saptanan sonuglarma gore istatistiksel
olarak anlaml1 derecede daha yiiksek saptanmistir (p<0.05). Ayn1 zamanda dogrudan
tam kandan yapilan Thermo marka kitin deney prosediirii uygulanan 6rneklerdeki
A260/A230 oranlari, lenfosit izolasyonu yapilarak Thermo marka kitin analiz
prosediirii uygulanan 6rneklere gore de saptanan A260/A230 oranlar istatistiksel

olarak anlamli derecede daha yiiksek saptanmistir (p<0.05).

Yapilan calisma sonucunda DNA miktar sonuclarina goére Thermo marka kit ile
yapilan DNA saflastirmasi sonucunda istatistiksel olarak anlamli deredece daha fazla
DNA elde edildigi gortilmiistiir. A260/A280 oranlarina baktigimizda Jena Bioscience

marka kitte, Thermo marka kite gore istatistiki olarak anlamli derecede daha fazla
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saptanmistir. Bu bize Jena Bioscience marka kit ile DNA saflastirmasinin daha iyi

oldugunu gostermektedir.

Sonraki calisma tam kan yerine once lenfosit ardindan bu lenfositlerden DNA
izolasyonu calisilmistir. Ve izole edilen DNA’daki RNA bulasigini en aza indirmek
amaciyla izolasyon prosediiriine RNase eklenmistir. Bu g¢aligmadaki ama¢ DNA
saflagtirma kiti prosediiriiniin baslangicina eklenen lenfosit izolasyonunu ve Kitin
deneysel asamasina eklenen RNase A’nin etkisini saptamaktir. Elde edilen veriler

Tablo 4.1.2.2.°de gosterilmistir.

Tablo 4.1.2.2 Baslangi¢ asamasina lenfosit izolasyon prosediirii eklenmesinin ve kit
prosediiriine RNase enziminin eklenmesinin DNA saflastirmasina etkisi. Kan
orneginden elde edilen DNA konsantrasyon (ng/puL), 260 nm ve 280 nm dalga
boyundaki absorbans, A260/A280 ve A260/A230 oranlarina ait sonuglar ortalama

deger * standart sapma olarak verilmistir.

DNA
Konsantrasyonu | A260 A280 | 260/280 | 260/230
(ng/pl)
Lenfosit+Thermo 23.9+7.9 0.5£0.2 | 0.3+0.1 | 1.7+0.1 | 1.0+0.3
Lenfosit+Thermo
(RNase A) 24.1+16.7 0.5£0.3 | 0.3£0.2 | 1.9£0.4 | 1.1£0.3
Thermo 8.7+0.2 0.2+0.0 | 0.1+£0.0 | 1.9+0.0 | 0.5+0.1

ThermoA)(RNase 6.5+1.0 0.140.0 | 0.120.0 | 2.3+0.0 | 0.5+0.1

Analiz edilen kan Orneklerindeki DNA konsantrasyon sonuglari, baslangi¢
asamalarina lenfosit izolasyonu eklenen yonteme gore ve kitlerin normal deneysel
prosediirlerine gore birbirlerinden istatistiksel olarak farkli bulunmamistir. Fakat ilk
asamada lenfosit izolasyonu yapilan Orneklerden elde edilen DNA
konsantrasyonunun daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Baglangic asamasinda lenfosit
izolasyonu yapilan Orneklerden elde edilen 280 nm’deki absorbans sonuglari
baslangi¢ asamasina lenfosit izolasyonu eklenmeyen oOrneklere gore daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Calismada tam kandan analiz edilen tiim Orneklerdeki
A260/A280 oran1 1.7’nin {lizerinde ¢ikmistir. Bu sonug tiim 6rneklerden elde edilen

DNA’nin ideal saflikta oldugunu gostermektedir. Yapilan ¢alisma sonucunda, tiim
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orneklerde saptanan A260/A230 oraninin 1.5’ten daha kiiciik oldugu goriilmiistiir.
Bu sonug ise tiim Orneklerde yiliksek oranda tuz bulunduguna isaret etmektedir.
Sonu¢ degerlendirmesine gore DNA saflastirma analizinde ideal saflik diizeyine

ulasildigr goriilmiis ve RNase A kullanilmasina gerek olmadigina karar verilmistir.

Bir sonraki gegerlendirme ¢aligmasi kan Ornegini saklama sicakliginin DNA
kalitesine etkisini belirlemek i¢in yapilmigtir. Bu amag¢ ile aymi kisiden alinan
porsiyonlara ayrilarak +4°C, -20°C ve -80°C’de 5 giin siire ile saklanan kan
orneklerinde DNA saflastirma islemleri yapilmistir. DNA saflagtirma islemi sonrasi

elde edilen veriler Tablo 4.1.2.3.’te verilmistir.

Tablo 4.1.2.3 Farkli saklama sicakliklarinin DNA saflastirmasina etkisi. Kan
orneginden elde edilen DNA konsantrasyon (ng/uL) ve A260/A280 oranlarina ait

sonuglar ortalama deger + standart sapma olarak verilmistir.

DNA
Konsantrasyonu | A260/A280
(ng/pL)
+4°C 19.0+14.8 1.62+0.1
-20°C 32.3+52.1 1.23+0.4
-80°C 28.3+46.0 1.04+0.4

-80°C’de saklanan kan orneklerinden elde edilen DNA’ya ait ortalama A260/280
orani, ayni giin alman ve +4°C’de saklanan Orneklerden elde edilen DNA’ya ait
ortalama A260/280 oranina gore istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik
saptanmigtir  (t-test, p<0.05). Yapilan DNA izolasyon c¢alismasinda, DNA
konsantrasyon sonuglarinda, orneklerin saklanma sicakliklari dikkate alindiginda
herhangi bir dogrusal iliski saptanmamasina ragmen, azalan sicaklik degerleriyle

birlikte A260/A280 oranin da anlamli derecede azaldigi goriilmiistiir (t-test, p<0.05).

Bu sebeple DNA izolasyon deneyinde kullanilmasi planlanan kan 6rneklerin +4°C’de
saklanan kan 6rnekleri olmasi gerektigi ve hasta gruplarindan alinan kan 6rneklerinin
ayn1 giin icerisinde DNA saflagtirmasi analizinin yapilmasma karar verilmistir.
A260/A280 +4°C’de saklanan kan Orneklerinde 1.5-1.7 arasinda iken, -20°C’de ve -
80°C’de saklanan Orneklerde sirasiyla, 0.7-1.5 ve 0.6-1.4 arasinda degismektedir.
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Elde edilen bu sonuglar, dondurulup saklanan kan orneklerinde olgiillen DNA

safsizlik oraninin artabilecegini diisiindiirmektedir.

Son ¢alismada DNA izolasyonu yapan farkli arastirmacilardan kaynaklanabilecek
verim ve kalite varyasyonu belirlenmistir. Bu c¢alisma hem lenfosit izolasyonu
gerceklestirilerek hem de dogrudan tam kanda gergeklestirlmistir. Lenfosit
izolasyonu ile baslanan &rnekler ‘Lenf. Izo’, kitin deney prosediiriine gore elde edilen
lenfosit izolasyonu ise ‘Bulutsu Katman’ olarak isimlendirilmistir. Elde edilen veriler

Tablo 4.1.2.4.’da verilmistir.

Tablo 4.1.2.4. Farkli aragtirmacilarin yaptigi ve farkli lenfosit izolasyonunun DNA
saflastirmasina etkisi. Ayni kisiden alinana kan orneginden elde edilen DNA
konsantrasyon (ng/puL), 260 nm ve 280 nm dalga boyundaki absorbans, A260/A280
ve A260/A230 oranlarina ait sonuglar ortalama deger + standart sapma olarak

bildirilmistir. R ve I harfleri, analizi yapan kisileri kodlamaktadir.

DNA
Konsantrasyonu | A260 A280 | A260/A280 | A260/A230
(ng/pl)
R
(Lenfositten 18.74£3.31 0.38+0.07 | 0.244+0.04 | 1.54+0.04 | 1.22+0.26
Izolasyon)
|
(Lenfositten 10.11£3.05 0.20+£0.06 | 0.12+0.04 | 1.74+0.06 | 1.14+0.14
Izolasyon)
R
(Kandan 14.84+5.45 0.30£0.11|0.21+0.06 | 1.41+0.12 | 0.75+0.20
izolasyon)
|
(Kandan 10.16£2.72 0.20+£0.05|0.15+0.04 | 1.32+0.07 | 0.66+0.12
izolasyon)

Lenfosit izolasyonu sonrasinda yapilan DNA saflastirma deneyinde, I (Lenfositten
izolasyon) kodlu orneklerden elde edilen DNA konsantrasyonu R (Lenfositten
izolasyon) kodlu 6rneklerden elde edilen DNA konsantrasyonuna gore istatistiki
olarak anlamli derecede diisiik oldugu saptanmistir (T-Test, a; p<0.05). Benzer
sekilde iliski I (Kandan izolasyon) ornekleri ile R (Kandan izolasyon) &rnekleri

arasinda olmasina ragmen, buradaki fark anlamli bulunmamistir. Lenfosit izolasyonu
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sonrasinda yapilan DNA saflastirma deneyinde, I (Lenfositten izolasyon) kodlu
orneklerden elde edilen 280 nm’deki absorbans degerleri R (Lenfositten izolasyon)
kodlu 6rneklerden elde edilen 280 nm’deki absorbans degerlerine gore istatistiki
olarak anlamli derecede daha diisiik oldugu saptanmistir (T-Test, a; p<0.05). Benzer
iliski I (Kandan izolasyon) &rnekleri ile R (Kandan izolasyon) ornekleri arasinda
olmasina ragmen, buradaki fark anlamli bulunmamastir.

Lenfosit izolasyonu sonrasinda yapilan DNA saflastirma deneyinde, 1 (Lenfositten
izolasyon) kodlu orneklerden elde edilen A260/A280 absorbans oranlari R
(Lenfositten izolasyon) kodlu orneklerden elde edilen A260/A280 absorbans
oranlarina gore istatistiki olarak anlamli derecede daha yiiksek saptanmustir (T-Test,
a; p<0.05). Bu sonuca ters olarak I (Kandan izolasyon) &rneklerinde saptanan
A260/A280 absorbans oranlari, R (Kandan izolasyon) orneklerinde saptanan
A260/A280 absorbans oranlarina gore daha disiiktiir, ancak fark anlamh
bulunmamastir.

Lenfosit izolasyonu sonrasinda yapilan DNA saflastirma deneyinde, 1 (Lenfositten
izolasyon) kodlu o6rneklerden elde edilen 260 nm’deki absorbans degerleri R
(Lenfositten izolasyon) kodlu orneklerden elde edilen 280 nm’deki absorbans
degerlerine gore istatistiki olarak anlamli derecede daha diisiik saptanmistir (p<0.05).
Benzer fark I (Kandan izolasyon) ornekleri ile R (Kandan izolasyon) &rnekleri
arasinda olmasina ragmen, buradaki fark anlamli degildir.

Lenfosit izolasyonu sonrasinda yapilan DNA saflastirma deneyinde, 1 (Lenfositten
izolasyon) kodlu orneklerden elde edilen A260/A230 absorbans oranlari R
(Lenfositten izolasyon) kodlu o6rneklerden elde edilen A260/A230 absorbans
oranlarina gore daha diisiik saptanmistir ancak, bu fark istatistiki olarak anlamli
degildir. Bu sonuca benzer olarak I (Kandan izolasyon) orneklerinde saptanan
A260/A230 absorbans oranlari, R (Kandan izolasyon) orneklerinde saptanan
A260/A230 absorbans oranlarina gore daha diisiik saptanmistir, fakat bu sonucta
istatistiki olarak anlamli degildir.

Sonu¢ olarak DNA konsantrasyonlarinin degerlendirmesi yapildiginda, lenfosit
izolasyonu sonrast yapilan DNA saflagtirmasi dogrudan tam kandan yapilan DNA
saflagtirmasina gore daha yliksek konsantrasyon saptanmasina ragmen Orneklerdeki

varyasyonun fazla olmasindan dolay: istatistiksel olarak bir fark saptanmamuistir.
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Fakat elde edilen DNA’nin safligina gore yapilan degerlendirmede ise (A260/A280)
aradaki fark, istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

4.2. Hasta Kan ve Meme Dokularinda KOK Diizeyleri

Meme kontrol ve meme kansergrubu kan ve doku 6rneklerinde KOK tiirevlerinin
GC-ECD analizine ait kromatogram ornekleri Sekil 4.2.1, Sekil 4.2.2 ve Sekil

4.2.3’te verilmistir.
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Sekil 4.2.1 Meme tiimorii ¢ikarilmasi (kanser grubu) ve meme kiigiiltme ameliyati
(kontrol grubu) gegiren hastalarin kanlarinda KOK tiirevlerinin analizine ait 1 — 32.
dk. aras1 GC-ECD kromatogramlari. Mavi kromatogram organik ¢o6ziicii (hekzan)
icerisinde 15 pg/uL konsantrasyonda KOK standart referans c¢ozeltisi, yesil
kromatogram meme kontrol grubu kan ornegi, kirmizi kromatogram meme kanser
grubu kan Ornegini gostermektedir. A, total kromatogram; B, 12-21. dk. arasi
kromatogram; C, 21-33. dk. arasi kromatogram. Kromatogram tizerinde yer alan
sayilar her bir KOK tiirevini simgelemektedir. 1: a-HCH, 2: B-HCH, 3: y-HCH, 4: o-
HCH, 5: PCB-28, 6: Heptaklor, 7: PCB-101, 8: a-Endosiilfan, I.S.: internal standart.
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Sekil 4.2.2 Meme tiimorii ¢ikarilmasi (kanser grubu) ve meme kiiciiltme ameliyati
(kontrol grubu) geciren hastalarin kanlarinda KOK tiirevlerinin analizine ait 33 —
52. dk. aras1 GC-ECD kromatogramlart. Mavi kromatogram organik ¢oziicii
(hekzan) igerisinde 15 pg/uL konsantrasyonda KOK standart referans ¢ozeltisi, yesil
kromatogram meme kontrol grubu kan 6rnegi, kirmizi kromatogram meme kanser
grubu kan 6rnegini gostermektedir. D, 33-41. dk. aras1 kromatogram; E, 41-48. dk.
aras1t kromatogram; F, 48-52. dk. arasi kromatogram. Kromatogram {izerinde yer
alan sayilar her bir KOK tiirevini simgelemektedir; 9: 4-4'-DDE, 10: PCB-77, 11:
PBDE-17, 12: 4,4’-DDD, 13: PCB-138, 14: PCB-105, 15: Endosulfan.SOa, 16: 4,4’-
DDT, 17: PCB-153, 18: PCB-26, 19: PCB-167, 20: PCB-156, 21: PCB-157, 22:
PCB-180, 23: PBDE-47, 24: PBDE-66, 25: PCB-169, I.S.: internal standart.
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Sekil 4.2.3 Meme tiimori ¢ikarilmasi (kanser grubu) ve meme kiiciiltme ameliyati
(kontrol grubu) geciren hastalarin dokularinda KOK tiirevlerinin analizine ait 1 —
52. dk. aras1 GC-ECD kromatogramlari. Mavi kromatogram organik ¢oziicii
(hekzan) igerisinde 15 pg/uL konsantrasyonda KOK standart referans ¢ozeltisi, yesil
kromatogram meme kontrol grubu kan ornegi, kirmizi kromatogram meme kanser
grubu kan Ornegini gostermektedir. Kromatogram {izerinde yer alan sayilar her bir
KOK tiirevini simgelemektedir. 1: a-HCH, 2: B-HCH, 3: y-HCH, 4: 6-HCH, 5: PCB-
28, 6: Heptaklor, 7: PCB-101, 8: o-Endosiilfan, 9: 4-4'-DDE, 10: PCB-77, 11:
PBDE-17, 12: 4,4’-DDD, 13: PCB-138, 14: PCB-105, 15: Endosiilfan.SOa, 16: 4,4’-
DDT, 17: PCB-153, 18: PCB-26, 19: PCB-167, 20: PCB-156, 21: PCB-157, 22:
PCB-180, 23: PBDE-47, 24: PBDE-66, 25: PCB-169.
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4.2.1. Meme Kontrol ve Kanser Gruplarinda KOK Diizeyleri

4.2.1.1. Kan OCP Diizeyleri

Meme kontrol ve meme kanser grubunun kan 6rneklerinde 6l¢iilen OCP tiirevlerinin

ng/mL tam kan cinsinden konsantrasyonlarinin medyan degerleri Tablo 4.2.1.1.1 ve

Sekil 4.2.1.1.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.2.1.1.1 Meme kontrol ve meme kanser grubu kan 6rneklerinde 6lgiilen OCP

tiirevlerine ait konsantrasyonlar (ng/mL tam kan). Sonuglar medyan (min. - maks.)

olarak verilmistir. Kontrol grubuna gore istatistiksel acidan 6nemli olan p degerleri

mavi renkle gosterilmistir Medyan degerinin altindaki n sayilari tiirevin saptandigi

birey sayisini ifade etmektedir.

OCP tiirevleri KONTROL (n=22) KANSER (n=43) p
Medyan (min-maks) Medyan (min-maks)
(0lciilen birey sayis1) | (olciilen birey sayisi)
a-HCH 0.55 (0.00-2.66) 0.00 (0.00-23.62)
<0.001
(n=19) (n=16)
p-HCH 0.29 (0.00-2.96) 0.98 (0.00-11.04) 0.005
(n=20) (n=42) '
-HCH 0.00 (0-0 0.40 (0.00-1.30
! (0-0) ( ) <0.001
(n=0) (n=40)
6-HCH 0.00 (0-0) 0.00 (0-0)
(n=0) (n=0)
Heptaklor 0.08 (0.02-0.43) 0.07 (0.00-3.60) 0733
(n=22) (n=41) '
a-Endosiilfan 0.00 (0.00-0.04) 0.00 (0.00-0.15) 0.407
(n=4) (n=10) '
4,4'-DDE 0.30 (0.06-5.26) 0.05 (0.02-5.52)
0.092

(n=22)

(n=43)
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B-Endosiilfan

0.00 (0-0)

0.00 (0.00-0.28)

<0.001
(n=0) (n=20)
4,4'-DDD 0.00 (0-0) 0.00 (0.00-0.55)
0.474
(n=0) (n=1)
Endrin aldehit 0.00 (0.00-0.16) 0.00 (0.00-0.50) 0.605
(n=10) (n=19) '
Endosiilfan.SOz 0.00 (0.00-0.02) 0.00 (0.00-0.02) 0129
(n=5) (n=4) '
4,4'-DDT 0.00 (0.00-0.08) 0.00 (0.00-0.33)
0.127

(n=7)

(n=20)
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Sekil 4.2.1.1.1 Meme kontrol ve meme kanser grubu kan 6rneklerinde 6l¢iilen OCP

tiirevlerine ait box-plot konsantrasyon (ng/mL tam kan) grafikleri. Istatistiksel

acidan Onemli olan p degerleri, mavi renkle ilgili grubun kutusu yaninda

gosterilmistir.

Meme kanser grubu kan orneklerinde olgiilen f-HCH ve y-HCH konsantrasyonu,

meme kontrol grubu kan Orneklerine gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur

(sirastyla p=0.005, p<0.001). Meme kontrol grubu kan 6rneklerinde 6l¢iilen a-HCH

konsantrasyonu, meme kanser grubu kan orneklerine gore anlamli derecede yiiksek

bulunmustur (p<0.001). Her iki grubun kan 6rneklerinde de 6-HCH saptanamamustir.

Kan oOrneklerinde hem meme kontrol grubu, hem de meme kanser grubunda
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heptaklor tiirevi Ol¢iilmiis, ancak miktar acisindan istatistiksel olarak iki grup

arasinda anlamli bir fark bulunmamustir.

Meme kanser grubu kan orneklerinde Ol¢iilen f-endosiilfan konsantrasyonu, meme
kontrol grubu kan 6rneklerine goére anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0.001).
[S-endostilfan kanser grubunda 43 hastanin 20’sinde Olgiilebilirken kontrol grubunu
olusturan 22 hastanin higbirinde saptanmamistir. Kan 6rneklerinde hem meme
kontrol grubu, hem de meme kanser grubunda a-endosiilfan, endostilfan siilfat ve
endrin aldehit tiirevleri 6l¢iilmiis, ancak miktar agisindan istatistiksel olarak iki grup

arasinda anlamli bir fark bulunmamustir.

Kan orneklerinde hem meme kontrol grubu, hem de meme kanser grubunda 4,4'-
DDT ve metaboliti 4,4'-DDE, 6l¢iilmis, ancak miktar agisindan istatistiksel olarak
iki grup arasinda anlaml bir fark bulunmamistir. 4,4'-DDD ise kanser grubunda 43
hastanin sadece 1’inde Olgililebilmis, buna karsin kontrol grubunu olusturan 22

hastanin hig¢birinde saptanmamustir.

4.2.1.2. Kan PCB Diizeyleri

Meme kontrol ve meme kanser grubunun kan 6rneklerinde 6lciilen PCB tiirevlerinin
ng/mL Tam Kan cinsinden konsantrasyonlarinin medyan degerleri Tablo 4.2.1.2.1,
Sekil 4.2.1.2.1 ve Sekil 4.2.1.2.2°de gosterilmistir.

Tablo 4.2.1.2.1 Meme kontrol ve meme kanser grubu kan 6rneklerinde 6l¢iilen PCB
tiirevlerine ait konsantrasyonlar (ng/mL tam kan). Sonuglar medyan (min. - maks.)
olarak verilmistir. Kontrol grubuna gore istatistiksel agidan dnemli olan p degerleri
mavi renkle gosterilmistir. Medyan degerinin altindaki n sayilar tiirevin saptandigi

birey sayisini ifade etmektedir.

PCB tiirevleri KONTROL (n=22) KANSER (n=43) p
Medyan (min-maks) Medyan (min-maks)
(olciilen birey sayisi) (olciilen birey sayisi)

PCB-28 0.04 (0.00-2.53) 0.00 (0.00-13.80)
(n=11) (n=13)

0.259
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PCB-101

0.04 (0.00-0.21)

0.15 (0.00-2.5)

<0.001
(n=21) (n=41)
PCB-138 0.02 (0.00-0.19 i
( ) 0.01 (o.oo_ 0.44) 0.403
(n=15) 0.02 (n=25)
PCB-153 0.01 (0.00-0.19) 0.00 (0.00-0.31) 0,935
(n=12) (n=18) '
PCB-180 0.00 (0.00-0.14) 0.01 (0.00-0.20) 0.364
(n=8) (n=24) '
PCB-77 0.00 (0.00-0.45) 0.00 (0.00-0.62) 0.073
(n=1) (n=10) '
PCB-114 0.00 (0.00-0.18) 0.00 (0.00-0.64) 0,500
(n=1) (n=4) '
PCB-105 0.00 (0-0) 0.00 (0-0)
(n=0) (n=0)
PCB-126 0.00 (0.00-0.27) 0.02 (0.00-0.12) 0,085
(n=7) (n=29) '
PCB-167 0.00 (0.00-0.05) 0.00 (0.00-0.22) 0,643
(n=1) (n=1) '
PCB-156 0.00 (0-0) 0.00 (0-0)
(n=0) (n=0)
PCB-157 0.00 (0.00-0.13) 0.00 (0.00-0.02) 0,006
(n=9) (n=5) '
PCB-169 0.00 (0-0) 0.00 (0-0)
(n=0) (n=0)
PCB-189 0.00 (0-0) 0.00 (0.00-0.03)
0.208
(n=0) (n=3)
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Sekil 4.2.1.2.1 Meme kontrol ve meme kanser grubu kan 6rneklerinde 6l¢iilen PCB
tiirevlerine ait box-plot konsantrasyon (ng/mL tam kan) grafikleri. istatistiksel
acidan Onemli olan p degerleri, mavi renkle ilgili grubun kutusu yaninda

gosterilmistir.
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Sekil 4.2.1.2.2 Meme kontrol ve meme kanser grubu kan orneklerinde olgiilen

dioksin benzeri PCB tiirevlerine ait box-plot konsantrasyon (ng/mL tam kan)

86



grafikleri. Istatistiksel agidan dnemli olan p degerleri, mavi renkle ilgili grubun

kutusu yaninda gosterilmistir.

Meme kanser grubu kan orneklerinde Ol¢iilen PCB-101 konsantrasyonu, meme
kontrol grubu kan 6rneklerine gore anlamli derecede daha yiiksek tespit edilmistir
(p<0.001). Kan o&rneklerinde hem meme kontrol grubu, hem de meme kanser
grubunda PCB-28, PCB-138, PCB-153 ve PCB-180 tiirevlerine ait konsantrasyonlar

saptanmis ancak istatistiksel olarak anlamli iliski bulunmamastir.

Meme kontrol ve meme kanser grubunda dioksin benzeri PCB’lerden PCB-105, -
156 ve -169, 22 kisiden olusan kontrol grubu ve 43 kisiden olusan kanser grubunda
hi¢ bir bireyde saptanmamistir. Memekontrol grubu kan 6rneklerinde 6lgiilen PCB-
157 konsantrasyonu, meme kanser grubu kan orneklerine gore anlamli derecede daha
yiiksek tespit edilmistir (p=0.006). Kan 6rneklerinde hem meme kontrol grubu, hem
de meme kanser grubunda PCB-77, -114 , -126 ve -167 tiirevlerine ait
konsantrasyonlar saptanmis ancak istatistiksel olarak anlamli iliski bulunmamaistir.
PCB-189 konsantrasyonu kanser grubunda yer alan 43 bireyin 3’iinde ol¢iilebilirken

meme kontrol grubunu olusturan 22 kisinin hig¢ birinde saptanmamustir.

4.2.1.3. Kan PBDE Diizeyleri

Meme kontrol ve meme kanser grubunun kan Orneklerinde Olgiillen PBDE
tiirevlerinin ng/mL Tam Kan cinsinden konsantrasyonlarinin medyan degerleri Tablo

4.2.1.3.1 ve Sekil 4.2.1.3.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.2.1.3.1 Meme kontrol ve meme kanser grubu kan o6rneklerinde olgiilen
PBDE tiirevlerine ait konsantrasyonlar (ng/mL tam kan). Sonuglar medyan (min. -
maks.) olarak verilmistir. Kontrol grubuna gore istatistiksel agidan onemli olan p
degerleri mavi renkle gdsterilmistir. Medyan degerinin altindaki n sayilar tiirevin

saptandig1 birey sayisini ifade etmektedir.

PBDE tiirevleri KONTROL (n=22) KANSER (n=43) p
Medyan (min-maks) Medyan (min-
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(dlgiilen birey maks)
sayisi) (olciilen birey
sayisi)
PBDE-47 0.00 (0.00-0.02) 0.00 (0-0)
0.162
(n=1) (n=0)
PBDE-100 0.00 (0.00-0.12) 0.00 (0.00-0.05) 0.222
(n=2) (n=1) '
- :%\ | " PBDE 47 ™ " PBDE 100
S < !
0 E ]
gs
C 1 "l 51
g g 22
SE 1

T T T T
kontrol kanser kontrol kanser

Sekil 4.2.1.3.1 Meme kontrol ve meme kanser grubu kan orneklerinde olgiilen

PBDE tiirevlerine ait box-plot konsantrasyon (ng/mL tam kan) grafikleri.

Meme kontrol ve kanser gruplarinda PBDE tiirevlerinden sadece PBDE-47 ve
PBDE-100 saptanmistir. Her ikisi de OCP ve PCB’lere kiyasla ¢ok diisiik diizeyde
Olctlilen PBDE tiirevlerinden -47, kontrol grubunda 22 kisiden 1 kiside belirlenirken
kanser grubundaki 43 kisiden higbirinde bulunamamistir. PBDE-100 ise kontrol

grubunda sadece 2, kanser gubunda ise 1 kiside ol¢iilebilmistir.

4.2.1.4. Doku OCP Diizeyleri

Meme kontrol ve meme kanser grubunun doku o&rneklerinde olgiillen OCP
tiirevlerinin ng/g yag cinsinden konsantrasyonlarinin medyan degerleri ise Tablo

4.2.1.4.1 ve Sekil 4.2.1.4.1°de gosterilmistir.
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Tablo 4.2.1.4.1 Meme kontrol ve meme kanser grubu doku orneklerinde Slgiilen

OCP tiirevlerine ait konsantrasyonlar (ng/g yag). Sonuglar medyan (min. - maks.)

olarak verilmistir. Kontrol grubuna gore istatistiksel agidan 6nemli olan p degerleri

mavi renkle gosterilmistir. Medyan degerinin altindaki n sayilari, tiirevin saptandigi

birey sayisini ifade etmektedir.

OCP tiirevleri KONTROL (n=22) KANSER (n=43) p
Medyan (min-maks) Medyan (min-maks)
(0lciilen birey sayisi) (0lciilen birey sayisi)
a-HCH 0.00 (0.00-2.40) 0.00 (0.00-12.68) 0701
(n=8) (n=13) '
p-HCH 57.47 (8.58-318.79) 146.00 (0.31-898.72) 0.008
(n=22) (n=43) '
-HCH 0.00 (0-0 0.00 (0.00-1.73
Y (0-0) ( ) 0.308
(n=0) (n=2)
6-HCH 0.00 (0-0) 0.00 (0.00-1.14)
0.474
(n=0) (n=1)
Heptaklor 20.71 (12.99-116.63) 230.65 (1.62-8035.72) 0.001
<0.
(n=22) (n=43)
a-Endosiilfan 0.00 (0.00-8.98) 0.00 (0.00-6.06) 0.007
(n=9) (n=5) '
. 1067.09 (174.98- 1368.97 (0.83-
4,4"-DDE 9143.01) 11893.68) 0.207
(n=22) (n=43)
B-Endosiilfan 3.28 (0.00-13.89) 17.29 (0.02-521.06) 0.001
<0.
(n=18) (n=43)
4,4'-DDD 12.22 (8.94-36.67) 63.75 (0.16-531.83)
<0.001
(n=22) (n=43)
Endrin aldehit 0.00 (0.00-41.96) 0.00 (0.00-381.54) 0.047
(n=3) (n=14) '
Endosiilfan.SO4 0.00 (0.00-4.24) 0.00 (0.00-81.40) 0.690
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(n=1) (n=3)

44'-DDT 19.50 (0.00-185.35) 6.0800 (0.00-1409.12)
(n=17) (n=24)

0.481
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Sekil 4.2.1.4.1 Meme kontrol ve meme kanser grubu doku orneklerinde 6lgiilen
OCP tiirevlerine ait box-plot konsantrasyon (ng/g yag) grafikleri. Istatistiksel acidan

onemli olan p degerleri, mavi renkle ilgili grubun kutusu yaninda gosterilmistir.

Meme kanser grubu doku 6rneklerinde dlgiilen f-HCH konsantrasyonu, ayni grubun

kan 6rneklerine benzer sekilde meme kontrol grubu doku 6rneklerine gére anlaml
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derecede yiiksek bulunmustur (p=0.008). Yan1 sira her iki grubun tiim bireylerinin
dokularinda saptanan heptaklor da kanser grubunda anlamli derecede yliksek
bulunmustur (p<0.001). Meme kanser grubu ve meme kontrol grubunda a-HCH
konsantrasyonu saptanmis ancak miktar acisindan istatistiksel olarak iki grup
arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. p-HCH ve 6-HCH kanser grubunda yer alan
43 bireyin sirastyla 2’sinde ve 1’inde Olgtilebilirken meme kontrol grubunu olusturan

22 kisinin hi¢ birinde saptanmamastir.

Meme kanser grubu doku oOrneklerinde olgiilen f-endostilfan ve endrin aldehit
konsantrasyonlari, meme kontrol grubu doku Orneklerine gdore anlamli derecede
yiiksek tespit edilmistir (sirasiyla p<0.001, p=0.047). Meme kontrol grubu doku
orneklerinde Olciilen a-endosiilfan konsantrasyonu, meme kanser grubu doku
orneklerine gore anlamli derecede yiiksek tespit edilmistir (p=0.007). Kanser grubu
doku oOrneklerinde endosiilfan siilfat tlirevi saptanmig ancak istatistiksel olarak

kontrol grubundan farkli bulunmamastir.

DDT grubu KOK tiirevlerinin doku diizeyi sonuglarina gére meme kanser grubunda
4,4'-DDD konsantrasyonu, meme kontrol grubuna goére anlamli derecede yiiksek
bulunmustur (p<0.001). Meme kanser grubu ve meme kontrol grubunda 4,4'-DDT ve
4,4'-DDE saptanmis ancak miktar agisindan istatistiksel olarak iki grup arasinda

anlamli bir fark bulunmamastir.

4.2.1.5. Doku PCB Diizeyleri

Meme kontrol ve meme kanser grubunun doku Orneklerinde oOlgiilen PCB
tirevlerinin ng/g yag cinsinden Konsantrasyonlarinin medyan degerleri ise Tablo

4.2.1.5.1, Sekil 4.2.1.5.1 ve Sekil 4.2.1.5.2°de gosterilmistir.
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Tablo 4.2.1.5.1 Meme kontrol ve meme kanser grubu doku &rneklerinde oSlgiilen

PCB tiirevlerine ait konsantrasyonlar (ng/g yag). Sonuglar medyan (min. - maks.)

olarak verilmistir. Kontrol grubuna gore istatistiksel agidan onemli olan p degerleri

mavi renkle gosterilmistir. Medyan degerinin altindaki n sayilan tiirevin saptandigi

birey sayisini ifade etmektedir.

PCB tiirevleri KONTROL (n=22) KANSER (n=43) p
Medyan (min-maks) Medyan (min-maks)
(0lciilen birey sayisi) (0lciilen birey sayisi)
PCB-28 1.21 (0.00-105.87) 0.00 (0.00-40.90) 0.020
(n=12) (n=9) '
PCB-101 7.75 (0.00-114.40) 173.32 (1.55-3700.27) 0.001
<0.
(n=18) (n=43)
PCB-138 28.50 (7.97-99.14) 32.28 (0.00-246.86) 0551
(n=22) (n=38) '
PCB-153 13.11 (0.00-55.77) 13.44 (0.00-99.60) 0.628
(n=21) (n=41) '
PCB-180 10.41 (1.63-31.27) 32.16 (0.07-152.14)
<0.001
(n=22) (n=43)
PCB-77 0.00 (0.00-1.93) 0.00 (0-0)
0.162
(n=1) (n=0)
PCB-114 4.96 (0.00-17.97) 17.75 (0.00-216.76)
<0.001
(n=21) (n=39)
PCB-105 0.00 (0.00-3.26) 0.00 (0.00-0.98) 0.003
(n=7) (n=2) '
PCB-126 0.00 (0-0) 0.00 (0-0)
(n=0) (n=0)
PCB-167 2.69 (0.00-7.95) 4.42 (0.00-38.47) 0.003
(n=20) (n=40) '
PCB-156 0.67 (0.00-4.07) 0.00 (0.00-13.26)
0.093

(n=18)

(n=17)
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PCB 180

PCB-157 0.00 (0-0) 0.00 (0-0)

(n=0) (n=0)
PCB-169 0.00 (0.00-1.32) 0.00 (0.00-9.49) 0.202
(n=3) (n=2) '
PCB-189 0.00 (0.00-1.34) 0.00 (0.00-2.18) 0.800
(n=4) (n=10) '
N 15 PCB28 pcB101 2 | | PCB 138 ::
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Sekil 4.2.1.5.1 Meme kontrol ve meme kanser grubu doku o6rneklerinde 6lgiilen

PCB tiirevlerine ait box-plot konsantrasyon (ng/g yag) grafikleri. istatistiksel agidan

onemli olan p degerleri, mavi renkle ilgili grubun kutusu yaninda gosterilmistir.
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Sekil 4.2.1.5.2 Meme kontrol ve meme kanser grubu doku o6rneklerinde oSlgiilen
dioksin benzeri PCB tiirevlerine ait box-plot konsantrasyon (ng/g yag) grafikleri.
[statistiksel agidan 6nemli olan p degerleri, mavi renkle ilgili grubun kutusu yaninda

gosterilmistir.

Meme kanser grubu doku oOrneklerinde Olgiilen PCB-101 ve PCB-180
konsantrasyonlari, meme kontrol grubu doku 6rneklerine gore anlamli derecede daha
yiiksek bulunmustur (p<0.001). Ancak ilging bir sekilde PCB-28 tersine kanser
grubunda anlamli derecede diisiik bulunmustur (p=0.020). Gruplar arasinda PCB-
138 ve PCB-153 tiirevlerine ait konsantrasyonlar ise istatistiksel olarak farkli

bulunmamastir.

Meme kontrol ve kanser gruplarinda oOlcililen dioksin benzeri PCB tiirevleri
sonuglarina goére PCB-126 ve PCB-157 her iki grupta hig bir bireyde saptanmamustir.
PCB-114 ve PCB-167’nin kanser grubu doku konsantrasyonlari, kontrol grubu doku
konsantrasyonlarina gore sirasiyla p<0.001 ve p=0.003 diizeyinde anlamli derecede
yiiksek bulunurken ilging bir sekilde PCB-105 tersine kanser grubunda anlamli
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derecede diisiik bulunmustur (p=0.003). PCB-77, 22 kisiden olusan kontrol grubunda
sadece bir kiside Olciiliirken 43 kisiden olusan kanser grubunda hi¢ bir bireyde
saptanmamustir. Gruplar arasinda PCB-156, PCB-169 ve PCB-189 tiirevlerine ait

konsantrasyonlar ise istatistiksel olarak farkli bulunmamustir.

4.2.1.6. Doku PBDE Diizeyleri

Meme kontrol ve meme kanser grubunun doku Orneklerinde Olgiilen PBDE
tiirevlerinin ng/g yag cinsinden konsantrasyonlarimin medyan degerleri ise Tablo

4.2.1.6.1 ve Sekil 4.2.1.6.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.2.1.6.1 Meme kontrol ve meme kanser grubu doku orneklerinde 6lgiilen
PBDE tiirevlerine ait konsantrasyonlar (ng/g yag). Sonuglar medyan (min. - maks.)
olarak verilmistir. Kontrol grubuna gore istatistiksel acidan énemli olan p degerleri
mavi renkle gosterilmistir. Medyan degerinin altindaki n sayilar tiirevin saptandigi

birey sayisini ifade etmektedir.

PBDE tiirevleri KONTROL (n=22) KANSER (n=43) p
Medyan (min-maks) Medyan (min-maks)
(0lciilen birey sayis) (dlgiilen birey sayisi)
PBDE-47 0.00 (0.00-24.99) 0.00 (0.00-49.75) 0.582
(n=5) (n=11) '
PBDE-100 0.00 (0.00-7.84) 0.00 (0.00-10.59) 0519
(n=1) (n=4) '
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Sekil 4.2.1.6.1 Meme kontrol ve meme kanser grubu doku o6rneklerinde 6lgiilen
PBDE tiirevlerine ait box-plot konsantrasyon (ng/g yag) grafikleri. Istatistiksel
acidan Onemli olan p degerleri, mavi renkle ilgili grubun kutusu yaninda

gosterilmistir.

Her iki PBDE tirevi kan Orneklerine kiyasla nispeten daha fazla dokuda
saptanmistir; kanser grubunda PBDE-47 konsantrasyonunda bir yilikselme egilimi

olmasina karsin kontrol grubu ile arasinda anlamli bir fark bulunmamustir.

Ozetlenecek olursa meme kanser grubunun kan o&rneklerinde toplam 32 KOK
tirevinden 3 OCP tiirevi (Tablo 4.2.1.1.1) ve 1 PCB tiirevinin kontrol grubuna
kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugu (Tablo 4.2.1.2.1) gozlenirken PBDE
tiirevleri agisindan gruplar arasinda fark gdzlenmemistir. Ilging bir sekilde 1 OCP
tirevi (Tablo 4.2.1.1.1) ve 1 PCB tiirevi, kanser grubu kan 6rneklerinde kontrol
grubuna kiyasla anlamli derecede distiktir (Tablo 4.2.1.2.1). Doku diizeyleri
agisindan kanser grubunda yine 5 OCP tiirevi (Tablo 4.2.1.4.1) ve 4 PCB tiirevi
(Tablo 4.2.1.5.1), kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksek bulunmustur.
Ilging bir sekilde 1 OCP tiirevi (Tablo 4.2.1.4.1) ve 2 PCB tiirevi, kanser grubu
dokularinda kontrol grubu dokularina kiyasla anlamli derecede diisiiktiir (Tablo
4.2.15.1).
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4.3. Kan ve Meme Dokusu KOK Konsantrasyonlar1 Capraz Korelasyon

Bulgular:

Tez ¢aligmasinda diger 6nemli bir amacimiz organ konsantrasyonlari ile birlikte kan
konsantrasyonlarindaki seviyeler belirlenerek kanin internal KOK diizeylerini tahmin
etmede biyogosterge olarak kullanilabilirligi olarak belirlenmistir. Meme kontrol
grubu ve meme kanser grubu goniilliilerinden alinan kan, saglikli doku ve kanserli
dokularindaki KOK konsantrasyonlarinin dokular arasi ¢apraz korelasyonlarina ait

degerler Tablo 4.3.1 ve Sekil 4.3.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.3.1 Meme kontrol ve meme kanser grubu kan ve meme dokusu KOK
konsantrasyonlari aras1 korelasyon analizi. Ik kolonda kontrol ve kanser gruplarinda
kan ve doku degerleri, istatistik giicli artirmak amaciyla ayr1 ayn teker grup olarak
analiz edilmistir. ikinci ve iigiincii kolonlarda ise her iki grubun kan ve doku
diizeyleri kendi igerisinde korelasyon analizine tabi tutulmustur. Veriler normal
dagilim gdstermediginden dolayr parametrik olmayan Spearman korelasyon testi ile

analiz edilmislerdir.

KOK Tiirevi Kontrol+ Kanser Kontrol grubu Kanser grubu
grubu (n:65) (n:22) (n:43)
r p r Y r Y
a-HCH 0.071 0.572 -0.010 0.963 0.115 0.464
p-HCH 0.756 | <0.001 | 0.858 | <0.001 | 0.740 | <0.001
v-HCH 0.095 0.450 - - -0.024 0.876
6-HCH - - - - - -
Heptaklor -0.083 0.511 -.0210 0.348 -0.146 0.352

a-Endosiilfan -0.269 0.030 -0.373 0.087 -0.197 0.205

4,4'-DDE 0.895 <0.001 0.895 <0.001 0.906 <0.001
p-Endosiilfan 0.421 <0.001 - - 0.202 0.194
4,4'-DDD 0.100 0.428 - - 0.050 0.751

Endrin aldehit 0.119 0.346 0.013 0.953 0.175 0.261
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Endosiilfan.SO4 -0.102 0.417 -0.117 0.603 -0.088 0.577
4,4'-DDT 0.415 0.001 0.257 0.249 0.519 <0.001
PCB-28 0.205 0.101 -0.010 0.963 0.328 0.032
PCB-101 0.247 0.047 0.004 0.985 -0.185 0.235
PCB-138 0.509 <0.001 0.791 <0.001 0.438 0.003
PCB-153 0.546 <0.001 0.577 0.005 0.544 | <0.001
PCB-180 0.426 <0.001 0.690 <0.001 0.415 0.006
PCB-77 -0.056 0.657 -0.048 0.833 - -
PCB-114 0.162 0.197 0.292 0.187 0.094 0.547
PCB-105 - - - r - -
PCB-126 p - - - - -
PCB-167 0.030 0.813 0.086 0.703 0.037 0.812
PCB-156 - - - - - -
PCB-157 - - - - - -
PCB-169 - - - - - -
PCB-189 -0.119 0.345 - - -0.149 0.340
PBDE-47 0.247 0.048 0.492 0.020 - -
PBDE-100 -0.063 0.616 -0.069 0.761 -0.049 0.753
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Sekil 4.3.1 Meme kontrol ve meme kanser grubu kan ve doku KOK
konsantrasyonlar1 aras1 korelasyon analizine ait istatistiksel a¢idan 6nemli bulunan

tiirevlerin grafikleri.

Sonuglara baktigimizda organoklorlu pestisitlerden f-HCH ve 4,4'-DDE tiirevleri
icin hem meme saglikli grupta hem meme kanserli grupta hemde toplam grupta kan
ve doku konsantrasyonlar1 arasinda anlamli pozitif korelasyon gozlenmistir
(p<0.001). 4,4'-DDT tiirevi i¢cin hem meme kanserli grupta hemde toplam sayidaki

kan ve doku konsantrasyonlari arasinda anlamli pozitif korelasyon gozlenmistir
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(sirastyla p<0.001 ve p=0.001). Meme toplam grupta organoklorlu pestisitlerden a-
Endosiilfan (p=0.03) ve p-Endosiilfan (p<0.001) tiirevleri i¢in kan ve doku
konsantrasyonlari arasinda anlaml pozitif korelasyon gozlenmistir. Poliklorlu bifenil
grubunda yer alan PCB 138 hem toplam grupta hem meme saglikli grupta hemde
meme kanserli grupta kan ve doku konsantrasyonlari arasinda anlamli pozitif
korelasyon gozlenmistir (sirastyla p<0.001, p<0.001 ve p=0.003). Poliklorlu bifenil
grubunda yer alan PCB 153 hem toplam grupta hem meme saglikli grupta hemde
meme kanserli grupta kan ve doku konsantrasyonlari arasinda anlamli pozitif
korelasyon gozlenmistir (sirastyla p<0.001, p=0.005 ve p<0.001). PCB 180 tiirevi
icin hem toplam grupta hem meme saglikli grupta hemde meme kanserli grupta kan
ve doku konsantrasyonlar1 arasinda anlamli pozitif korelasyon gozlenmistir (sirastyla
p<0.001, p<0.001 ve p=0.006). Poliklorlu bifenil grubunda yer alan PCB 28 tiirevi
icin meme kanserli grupta kan ve doku konsantrasyonlar1 arasinda anlamli pozitif
korelasyon gozlenmistir (p=0.032). PCB 101 tiirevi i¢in toplam grupta kan ve doku
konsantrasyonlar1 arasinda anlamli pozitif korelasyon gozlenmistir (p=0.047). PBDE
47 tirevi i¢in hem toplam grupta hem de kontrol grubunda kan ve doku
konsantrasyonlar1 arasinda anlamli pozitif korelasyon gozlenmistir (sirasiyla

p=0.048, p=0.020).

Kan ve doku konsantrasyonlari arasinda 32 KOK tiirevinden toplam grup
sonuglarina gore baktigimizda 9 tanesinde anlamli pozitif korelasyon goézlenirken 1
tanesinde negatif korelasyon gozlenmistir. Pozitif korelasyon goézlenen KOK
tirevlerinden 4 tanesi organoklorlu pestisitler grubunda yer alirken 4 tanesi
poliklorlu bifenil grubunda ve 1 tanesi de polibromlu difenil eter grubunda yer
almaktadir. Negatif korelasyon gozlenen 1 tiirev organoklorlu pestisitler grubunda

yer almaktadir.

4.4. KOK Biyotransformasyonu ve DNA Onarim Enzimleri Genetik Varyasyon

Calismasi Bulgulari

Meme kontrol ve meme kanser hasta grubundan elde edilen DNA 06rneklerinde
KOK’larm biyotransformasyonunda yer almasi olasi glutatyon S-transferaz
izozimleri (GSTP1, GSTM1 ve GSTT1) ve sitokrom P450 1A1 (CYP1A1l) enzimleri

kodlayan genler ile DNA onarim enzimi olan insan okzoguaninglikozilaz 1’i
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(hOGGT1) kodlayan genlerde gruplardaki genetik varyasyon oranlari PCR teknigiyle
arastirilmistir. Kontrol ve meme kanser grubunda bu enzimlere ait genetik varyasyon
dagilimlart Tablo 4.4.1, Tablo 4.4.3, Tablo 4.4.5, Tablo 4.4.7, Tablo 4.4.9,’de

gosterilmistir.

Tablo 4.4.1. Meme kontrol ve meme kanser grubunda glutatyon S-transferaz P1
(GSTP1) enziminin yabanil tip (wild type; WT), heterozigot (H) ve mutant (M)

ylizde dagilimlari.

GSTP1
WT H M
Kontrol % 55.8 (n=24) | % 39.5 (n=17) | % 4.7 (n=2)

Meme Kanser | % 31.3 (n=10) | % 65.6 (n=21) | % 3.1 (n=1)

Bu tez calismasinda yer alan goniillillerden elde edilen polimorfizm verilerine gore
meme kanseri gelisme riskine ait GSTP1 i¢in ODD’s Ratio degerleri ve istatistiki

verileri Tablo 4.4.2°de verilmistir.

Tablo 4.4.2 Meme kanseri grubunda GSTP1 polimorfik bireylerde yas ve sigara
kullanimi1 ayr1 ayr1 ve birlikte risk faktorii olarak kabul edildiginde hesaplanan
Olasilik Oran1 (OR) degerleri. Analizde heterozigot (H) ve mutant (M) bireyler bir
arada “varyant gen” olarak degerlendirilmis ve yabanil tipe (WT) gore sapma olarak

dikkate alinmistir.

Varyant Gen (H+M)
OR (%695 CI) P *OR (%695 CI) P
GSTP1 2.779 (1.064-7.256) | 0.037 | 1.077 (0.285- 4.063) | 0.913
yas 1.120 (1.062-1.181) |<0.001| 1.172(1.090-1.260) |<0.001
sigara 2.912 (1.081-7.846) | 0.035 | 15.765 (3.086-80.527) | 0.001

*Qdds ratio (olasiliklar orani) yas ve sigara kullanimina gore diizeltilmis degerdir.

Tam olasiliklar oranina baktigimizda, GSTP1 enzimi kodlayan genin varyant olmasi
yabanil tip gene sahip olanlara gére meme kanseri gelisme riskinin 2.7 kat daha fazla

oldugu saptanmustir (p=0.037). Yasa baglh olarak meme kanseri gelisme riskinin 1.12
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kat daha fazla oldugu saptanmistir (p<<0.001). Sigara kullananlarda meme kanseri

geligsme riskinin 2.9 kat daha fazla oldugu saptanmistir (p=0.035).

Yas ve sigara kullanimina gore diizeltilmis degerlere baktigimizda GSTP1 enzimi
kodlayan genin varyant olmasi yabanil tip gene sahip olanlara gére meme kanseri
geligsme riskinin 1.07 kat daha fazla oldugu saptanmis ancak istatiksel olarak anlamli
bulunmamistir. Yasa bagli olarak ve sigara kullananlarda meme kanseri gelisme

riskinin sirasiyla 1.12 kat ve 15.7 kat daha fazla oldugu saptanmistir (sirasiyla
p<0.001, p=0.001).

Tablo 4.4.3 Meme kontrol ve meme kanser grubunda glutatyon S-transferaz M1

(GSTM1) enzimi ag¢isindan pozitif ve negatif (null) olan bireylerin yilizde dagilimlari.

GSTM1

% 59.1 % 40.9
(n=26) (n=18)

Kontrol

% 57.9 % 42.1
(n=22) (n=16)

Meme Kanser

Bu ¢alismada yer alan goniilliilerden elde edilen polimorfizm verilerine gére meme
kanseri gelisme riskinde null olanlarda bir farklilik olup olmadiginin oranlarina
bakilmistir. GSTM1 ODD’s Ratio degerleri ve istatistiki verileri Tablo 4.4.4°de

verilmistir.
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Tablo 4.4.4 Meme kanser grubunda GSTM1 null bireylerde yas ve sigara kullanim1
ayr1 ayr1 ve birlikte risk faktorii olarak kabul edildiginde hesaplanan Olasilik Orani
(OR) degerleri.

Kontrol-Meme Null polimorfizm
kanser OR (%95 CI) P *OR (%95 CI) p
GSTM1 1.051 (0.435-2.535) | 0.913 | 1.409 (0.423-4.692) | 0.576
yas 1.125 (1.068-1.185) | <0.001 | 1.151 (1.084-1.222) |<0.001
sigara 2.752 (1.062-7.130) | 0.037 | 7.649 (2.007-29.155) | 0.003

*Yas ve sigara kullanimina gére diizeltilmis degerdir.

Tam olasiliklar oranina baktigimizda, GSTM1 enzimi kodlayan genin olmamasi, bu
gene sahip olanlara gére meme kanseri gelisme riskinin 1.05 kat daha fazla oldugu
saptanmig ancak istatiksel olarak anlamli bulunmamistir.Yasa bagli olarak meme
kanseri gelisme riskinin 1.12 kat daha fazla oldugu saptanmistir (p<0.001). Sigara
kullananlarda meme kanseri gelisme riskinin 2.7 kat daha fazla oldugu saptanmistir

(p=0.037).

Yas ve sigara kullanimina gore diizeltilmis degerlere baktigimizda GSTM1 enzimi
kodlayan genin olmamasi, bu gene sahip olanlara gore meme kanseri gelisme
riskinin 1.4 kat daha fazla oldugu saptanmis ancak istatiksel olarak anlaml
bulunmamistir. Yasa bagli olarak ve sigara kullananlarda meme kanseri gelisme
riskinin sirastyla 1.15 kat ve 7.6 kat daha fazla oldugu saptanmistir (sirasiyla

p<0.001, p=0.003).

Tablo 4.4.5 Meme kontrol ve meme kanser grubunda glutatyon S-transferaz T1

(GSTT1) enzimi agisindan pozitif ve negatif (null) olan bireylerin yiizde dagilimlari.

GSTT1
+ -
Kontrol % 84.1 (n=37) | % 15.9 (n=7)
Meme 0 _ 0 B
Kanser % 67.4 (n=29) | % 32.6 (n=14)
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Polimorfizm verilerine gore meme kanseri gelisme riskinde hem olasiklar oraninda
hem de diizeltilmis degerlerde verilmistir. GSTT1 i¢cin ODD’s Ratio degerleri ve

istatistiki verileri Tablo 4.4.6’de verilmistir.

Tablo 4.4.6 Meme kanser grubunda GSTT1 null bireylerde yas ve sigara kullanimi
ayr ayr1 ve birlikte risk faktorii olarak kabul edildiginde hesaplanan Olasilik Oran
(OR) degerleri.

Kontrol-Meme null
kanser OR (%95 ClI) P *OR (%95 Cl) P
GSTT1 2.552 (0.912-7.143) 0.074 | 4.013 (1.010-15.952) | 0.048
yas 1.120 (1.067-1.176) | <0.001| 1.150 ( 1.084-1.220) |<0.001
sigara 2.967 (1.172-7.458) 0.022 | 8.296 (2.196- 31.344) | 0.002

*Yas ve sigara kullanimina gore diizeltilmig degerdir.

Tam olasiliklar oranina baktigimizda, GSTT1 enzimi kodlayan genin olmamasi, bu
gene sahip olanlara gére meme kanseri gelisme riskinin 2.5 kat daha fazla oldugu
saptanmig ancak istatiksel olarak anlamli bulunmamistir. Yasa bagl olarak meme
kanseri gelisme riskinin 1.12 kat daha fazla oldugu saptanmistir (p<<0.001). Sigara
kullananlarda meme kanseri gelisme riskinin 2.9 kat daha fazla oldugu saptanmistir

(p=0.022).

Yas ve sigara kullanimina gore diizeltilmis degerlere baktigimizda GSTT1 enzimi
kodlayan genin olmamasi, bu gene sahip olanlara gére meme kanseri gelisme
riskinin 4 kat daha fazla oldugu saptanmistir (p=0.048). Yasa bagl olarak ve sigara
kullananlarda meme kanseri gelisme riskinin sirastyla 1.15 kat ve 8.2 kat daha fazla

oldugu saptanmustir (sirasiyla p<0.001 ve p=0.002).
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Tablo 4.4.7 Meme kontrol ve meme kanser grubunda DNA oksidatif hasar onarim
enzimlerinden human oxoguanineglycosylase 1 (hOGG1) enziminin yabanil tip (wild

type; WT), heterozigot (H) ve mutant (M) ylizde dagilimlari.

0GG1
WT H M

Kontrol % 59.1 (n=26) % 40.9 (n=18) -

Meme Kanser % 78.1 (n=32) % 19.5 (n=8) % 2.4 (n=1)

Meme kanseri gelisme riskinde sigara kullanimi ve yas onemli rol oynadigi icin
diizeltme faktorii olarak kullanilmistir. OGG1 i¢in ODD’s Ratio degerleri ve

istatistiki verileri Tablo 4.4.8’de verilmistir.

Tablo 4.4.8 Meme kanseri grubunda OGGI1 polimorfik bireylerde yas ve sigara
kullanim1 ayr1 ayr1 ve birlikte risk faktorii olarak kabul edildiginde hesaplanan
Olasilik Orani (OR) degerleri. Analizde heterozigot (H) ve mutant (M) bireyler bir
arada “varyant gen” olarak degerlendirilmis ve yabanil tipe (WT) gore sapma olarak

dikkate alinmistir.

Kontrol-Meme Varyant (h+m)
kanser OR (%695 CI) p *OR (%95 Cl) p
0GG1 0.41 (0.16-1.05) 0.064 | 0.56(0.16-2.0) | 0.375
yas 1.12(1.07-1.17)  |<0.001| 1.13(1.07-1.199) |<0.001
sigara 2.94 (1.15-7.48) 0.024 | 7.74(2.07-28.90) | 0.002

*Yas ve sigara kullanimina gore diizeltilmis OR degeri.

Tam olasiliklar oranma baktigimizda, OGGI enzimi kodlayan genin varyant olmasi
yabanil tip gene sahip olanlara gore meme kanseri gelisme riskinde anlamli artis
saptanmamustir. Yasa bagli olarak meme kanseri gelisme riskinin 1.11 kat daha fazla
oldugu saptanmistir (p<0.001). Sigara kullananlarda meme kanseri gelisme riskinin

2.9 kat daha fazla oldugu saptanmistir (p=0.024).

Yas ve sigara kullanimina gore diizeltilmis degerlere baktigimizda OGG1 enzimi
kodlayan genin varyant olmasi yabanil tip gene sahip olanlara gére meme kanseri

gelisme riskinde anlamli artis saptanmamistir. Yasa bagli olarak ve sigara
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kullananlarda meme kanseri gelisme riskinin sirastyla 1.13 kat ve 7.7 kat daha fazla

oldugu saptanmustir (sirastyla p<0.001, p=0.002).

Tablo 4.4.9 Meme kontrol

biyotransformasyon enzimlerinden cytochrome P450 1Al (CYP1Al) enziminin

ve meme kanser grubunda faz | oksidatif

yabanil tip (wild type; WT), heterozigot (H) ve mutant (M) yiizde dagilimlari

CYP1Al

WT H M

Kontrol % 88.6 (n=39) | % 11.4 (n=5) -

Meme Kanser % 67.6 (n=25) | % 29.7 (n=11) | % 2.7 (n=1)

Polimorfizm verilerine goére enzimi kodlayan genin varyant olmasi ve sigara
kullanim1 ile meme kanseri gelisme riskini ne kadar degisebilecegini tahmin
edebiliriz. CYP1ALl i¢in Odd’s Ratio degerleri ve istatistiksel verileri Tablo 4.4.10

’de verilmisgtir.

Tablo 4.4.10 Meme kanser grubunda CYP1A1 polimorfik bireylerde yas ve sigara
kullanim1 ayr1 ayri ve birlikte risk faktorii olarak kabul edildiginde hesaplanan
Olasilik Oran1 (OR) degerleri. Analizde heterozigot (H) ve mutant (M) bireyler bir
arada “varyant gen” olarak degerlendirilmis ve yabanil tipe (WT) gore sapma olarak

dikkate alinmistir.

Kontrol-Meme Varyant (H+M)
kanser OR (%95 CI) p *OR (%95 CI) p
CYP1Al 3.74 (1.18-11.92) 0.025 6.07 (1.23-29.95) 0.027
yas 1.11 (1.06-1.17) <0.001 1.14 (1.08-1.21) <0.001
sigara 3.22 (1.24-8.37) 0.016 6.62 (1.76-24.87) 0.005

*Yas ve sigara kullanimina gore diizeltilmiy degerdir.
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Ham olasiliklar oranina baktigimizda, CYP1Al enzimi kodlayan genin varyant
olmasi yabanil tip gene sahip olanlara gére meme kanseri gelisme riskinin 3.74 Kkat
daha fazla oldugu saptanmistir (p=0.025). Yasa baglh olarak meme kanseri gelisme
riskinin 1.11 kat daha fazla oldugu saptanmustir (p<<0.001). Sigara kullananlarda

meme kanseri gelisme riskinin 3.2 kat daha fazla oldugu saptanmistir (p=0.016).

Yas ve sigara kullanimina gore diizeltilmis degerlere baktigimizda CYP1AL enzimi
kodlayan genin varyant olmasi yabanil tip gene sahip olanlara gére meme kanseri
gelisme riskinin 6 kat daha fazla oldugu saptanmistir (p=0.027). Yasa bagl olarak
ve sigara kullananlarda meme kanseri gelisme riskinin sirasiyla 1.14 kat ve 6.6 kat

daha fazla oldugu saptanmustir (sirasiyla p<0.001 ve p=0.005).

107



Tartisma

Bu tez ¢caligmasinda meme kanseri tanis1 konarak tiimor eksizyonu yapilan hastalarin
(kanser grubu) kanserli dokularinda kalici organik kirletici (KOK) tiirevi 32
maddenin konsantrasyonu belirlenerek meme kiiciiltme ameliyatlarindan saglanan
saglikli meme dokusu (kontrol grubu) konsantrasyonlar1 ile karsilastirilmis ve
cevresel yoldan maruz kalinan bu kirleticilerle kanser iliskisi analiz edilmis, kanser
grubu konsantrasyonlarinin kontrol grubuna gore onemli bir farklilik gosterip
gostermedigi arastirilmistir. Ayni kirleticiler kanser ve kontrol grubu bireylerden
eszamanlt saglanan kan oOrneklerinde de Olgiilmiis ve hr bir kirletici i¢in kan
konsantrasyonlari ile doku konsantrasyonlar1 arasinda bir iligski olup olmadig1 analiz
edilmistir. Son olarak kenser ve kontrol bireylerinin lenfositlerinden izole edilen
DNA  oOrnekleri  kullanilarak  s6z  konusu  Kkirleticilerin ~ organizmada
biyotransformasyonunu katalize etmesi beklenen bazi faz I ve faz II enzimlerinden
cytochrome P4501A1 (CYP1Al), glutathione S-transferase P1 (GSTP1), glutathione
S-transferase M1 (GSTM1) ve glutathione S-transferase T1 (GSTT1)’in yanisira
oksidatif DNA  hasar1 onariminda gorevli bir enzim olan human
oxoguanineglycosylase 1 (hOGG1)’in genetik varyasyonu her iki grupta analiz
edilmis, bdylece beyaz irkta bazilar1 oransal, bazilart null (ya hep, ya hig) genetik
polimorfizm 0zelligine sahip olan bu enzimlerdeki olasi genetik varyasyonlarin
meme kanseri olusumu ve/veya gelisimi agisindan bir risk faktorii olup olmadigi
analiz edilmistir. Kontrol ve kanser gruplarinin demografik ozellikleri ve diger bazi
degiskenler kaydedilerek bunlardan sigara icme ve yas, olasilik orani hesaplarinda

diizeltme faktorii olarak kullanilmustir.

Endiistrilesmeye paralel olarak cevresel kirlenmedeki artis hem toplumsal diizeyde,
hem de bilimsel ortamlarda bir¢ok hastalikla birlikte kanser tiirleri ile de yakindan
iligkilendirilmektedir. Bir kisim ¢evresel kirletici i¢in bugiine kadar yapilan bilimsel
arastirmalarla gosterilmis olan bu iligki, ¢evresel kirleticilerin nitelik ve nicelik
bakimindan siirekli ¢esitlenmesi ve artis1 nedeniyle diger kimyasal madde gruplari
icin de bir soru isareti ve endise kaynagi olmaya devam etmektedir. Bu tez
calismasinda kanserli ve saglikli bireylerin kan ve meme dokularinda
konsantrasyonlari 6l¢iilmiis olan gevresel kirleticiler, United Nations Environmental

Programme (UNEP) tarafindan yiiksek dncelikli ¢evresel kirletici (high priority
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environmental pollutant) grubunda yer alan organoklorlu pestisitler (OCP),
poliklorlubifeniller (PCB) ve polibromlu difenil eterlerdir (PBDE).Tez ¢alismasina
baslandiktan 3 yil sonra toplamda32 adet olan analizi yapilan bu kirleticilerden PCB
grubunun tamami IARC tarafindan Grup | insan karsinojeni olarak tanimlanmus,
OCP grubundan DDT ve metabolitleri olan DDD ve DDE, bunun yani sira tim
PBDE tiirevleri ise Grup Il karsinojen olarak tanimlanmistir. Diinya Saglik orgiitii
(WHO) organi olan IARC’nin degerlendirmeleri, s6z konusu kimyasal madde igin o
giine degin yapilmis bilimsel ¢caligmalardan belli kalite 6l¢iitlerine uyanlarin “weight
of evidence” yaklagimi esas alinarak degerlendirilmesi ve var olan verilerin ikna
ediciligine bagli olarak madde konusunda bir karara varilmasi seklinde yapilir. PCB-
HCH tiirevlerinin dahil edildigi Grup | insan karsinojeni taniminin 6lgiitii, insanlarda
s6z konusu maddeye maruz kalmakla belirli bir kanser tiirliniin olusumu/gelisimi
arasinda yeterli diizeyde veri bulunmasidir. Grup Il karsinojen smifinin dlgiitii ise
literatiirde maddenin insanda karsinojenik olduguna iligkin siirli kanit olmasidir
(Agents Classified by the IARC Monographs Volumes 1-121, 2018) (Agents
Classified by the IARC Monographs, 2018) (Agents Classified by the 1ARC
Monographs, 2018) (IARC, 2019) (I1ARC, 2019).

Ancak bu degerlendirmelerdeki ana sorun, literatiirde yer alan ve cevresel
kirleticilere maruz kalma ile kanser arasinda olasi bir iliskiye yonelik yapilan
calismalarin ¢ok biiyiik bir ¢ogunlugunda maruz-kalim bilgisinin analitik Sl¢iime
degil, calismaya katilan bireylerin sozlii beyanlarina dayanmasidir. Arastirilan
cevresel Kkirleticilere maruz kalinma olasiligi olan mesleklerde ne kadar siire
calisildigy, kirlilik olasiligi olan ya da bilinen cografi bolgelerde ne kadar siire
yasandigi gibi bilgilerden kestirimle bulunan tahmini bir deger kabul edilmekte ve
istatistik analizlerde bu degerler kullanilmaktadir. Bunun sebebi, insani ve etik
nedenlerden dolay: insanlarda deney hayvanlarinda oldugu gibi etkisi bilinmeyen bir
maddenin verilip sonuglarinin incelendigi deneysel c¢alismalarin yapilamamasi

ve/veya insanlarda i¢ organlardan ¢aligma amacli biyopsi 6rnegi alinamamasidir.

Literatiirde yaymlanmig ¢aligmalardaki bu zayiflig1 agmak ve KOK tiirevlerine maruz
kalimi somut ve giivenilir bir bicimde belirlemek amaciyla bu tez g¢alismasinda
benimsedigimiz yaklasim, halihazirda kanser nedeniyle tiimor dokusu ¢ikarilacak
olan hastalardan patolojik inceleme sonrasi tibbi atik olacak dokularin kullanilmasi

ve her bir bireyin doku diizeyinin dogrudan analitik olarak Olcililmesidir. Tez
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konusunun meme kanseri olmasi, bu dokuda estetik amagli meme kiigliltme
ameliyatlar1 da yapildig1 i¢in ayni zamanda saglikli (tliimorlesmemis) meme
dokusuna da wulasmamizi, dolayisiyla kontrol amagh doku diizeylerini de

belirlememizi saglamistir.
Kan kalici organik kirletici diizeyleri ve kanserle iligkisi

Tez calismasinda elde edilen kan KOK diizeylerine baktigimizda kanser grubunda
kontrol grubuna kiyasla OCP tiirevlerinden a-HCH diizeyinde anlamli derecede
disiik deger gozlenirken F-HCH, y-HCH ve p-endosiilfan diizeylerinde anlamli
yiiksek degerler gozlenmistir. Dioksin benzeri (db) olanlar dahil toplam 14 PCB
tirevinden sadece PCB-101 ve db-PCB-157 diizeylerinde anlamli yiiksek degerler
belirlenmistir; PCB-101 kanser grubunda, db-PCB-157 ise kontrol grubunda daha
yiiksek bulunmustur. PBDE diizeylerinde ise anlamli bir farklilik yoktur. Kan diger
dokulara gore ¢ok daha akiskan ve dinamik bir dokudur, ayrica kimyasal maddelere
maruz-kalim sonrast hedef dokulara ulasmadan once gegtikleri ilk ortamdir.
Kimyasal maddelerin hedef dokuya wulagmalarinin ardindan bu dokularda
biyotransformasyonlar1 ve uzaklastirilmalari, tekrar kana gegme oranlar ve stireleri,
kisacasi kinetik olaylar, her bir maddenin fizikokimyasal 6zelliklerine, maddenin
hedef doku ile etkilesme sekline bagli olacak sekilde oldukca karmasik siireclerdir.
Tez c¢aligmasinda analizi gerceklestirilen KOK tiirevleri hem yagda c¢oziiniirligi
yiiksektir, hem de yapisal agidan enzimatik ya da kimyasal parcalanmaya cok
dayanikli bilesiklerdir. Bu iki nedenden dolayr KOK tiirevleri biriktikleri adip6z
dokularda ve diger dokularin yag fazlarinda ¢ok uzun siire kalmakta, dokulardaki
yartlanma Omiirleri cok uzun olabilmektedir; yani doku diizeylerinin kana gore daha
stabil olmasi beklenir. Ani kilo kayiplarinda kanda KOK tiirevlerinin miktarinda da
ani artislar oldugu bilinmektedir (Ohmiya & Nakai, 1977). Kan, hedef dokulardan
farkli olarak kimyasal maddeler agisindan iki yonlii giris ¢ikist olan bir dokudur; bir
yandan hedef doku ile baglantida iken bir taraftan da organizmanin ana ¢ikis yerleri
olan bobrekler (glomertiler filtrasyon ve tiibiiler sekresyon) ve karaciger (safraya
atilim) ile iliski halindedir. Bu nedenlerden dolayr kontrol grubunda OCP
tirevlerinden a-HCH diizeyinin kanser grubuna goére anlamli derecede yiiksek
olmasi, ameliyat 6ncesi ani kilo degisimi basta olmak tizere ¢oklu faktorler nedeniyle
gerceklesmis olabilir. Ilging bir sekilde diger HCH tiirevleri olan f-HCH ve y-HCH
kan diizeyleri benzer bir 6zellik gostermemektedir; bu farkin bu ii¢ izomer arasindaki
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fizikokimyasal farkliliklardan kaynaklanabilecegi disiiniilmektedir. Kontrol ve
kanser gruplarmin PBDE tiirevleri kan diizeyleri arasinda herhangi bir farklilik
gozlenmemistir. PBDE tiirevleri beklendigi sekilde kanda ve ilerleyen sayfalarda
tartisilacak olan dokuda OCP ve PCB tiirevlerine gore ¢ok daha diisiik diizeylerde
bulunmaktadir; bu madde grubu nispeten daha sonraki yillarda iiretilmis ve
kullanilmaya baslamistir, ayrica endiistriyerl olarak kullanilan miktarlar, dolayisiyla

fiziksel ¢evreye yayilan miktarlar cok daha diistiktiir.
Doku kalici organik kirletici diizeyleri ve kanserle iliskisi

OCP tiirevlerinin kanser grubu meme dokusu diizeylerine baktigimizda f-HCH,
heptaklor, pS-endosiilfan, 4,4’-DDD ve endrin aldehitin kontrol grubuna kiyasla
onemli derecede yiiksek oldugu goriilmektedir, buna karsin a-endosiilfan kanser
grubunda daha diisiik bulunmustur. PCB tiirevlerinden PCB-101, PCB-180, db-PCB-
114 ve db-PCB-167’nin kanser grubu meme dokusundaki diizeyleri kontrol grubuna
gore Onemli derecede yiiksektir. Buna karsin PCB-28 ve db-PCB-105 diizeyleri
kanser grubu dokularinda daha diisiikk bulunmustur. PCB tiirevlerinin tamami IARC
tarafindan insan karsinojeni olarak tanimlandigi igin bu 4 tiirevin kanserli dokularda
oldukea yiiksek bulunmasi 6nemlidir ve bu maddelerin bir sekilde tiimor olugumu
ve/veya gelisimi ile iligkili olabilecegini disiindiirmektedir. Diger taraftan oran
olarak az da olsa 2 PCB tiirevinin kanserli dokularda daha diisiik bulunmas1 bunlarin
biyotransformasyon oranlarinda ve/veya dokudan kana tasinmasi siireci olan faz III
biyotransformasyonda farkliliklar olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu ag¢idan
literatiirde bir calismaya rastlanmamistir; bu tiir verilerin sonraki deneysel
calismalarla {iretilmesi, KOK tlirevlerinin doku diizeylerinin daha dogru

yorumlanmasini saglayacaktir.

Literatiirde calismamiza benzer sekilde meme dokusunda bazi KOK tiirevlerinin
ol¢iildiigi ti¢ galisma vardir; bu ¢alismalarda bizim elde ettigimiz sonuglarla uyumlu
bir sekilde 4,4'-DDT, 4,4'-DDE, PCB-138 ve PCB-153iin kontrol ve kanser doku
konsantrasyonlar1 arasinda bir fark gozlenmemistir (Zheng ve digerleri, 1999)
(Muscat ve digerleri, 2003). Tez calismamizda PBDE tiirevlerinin kan ve doku
diizeyleri, OCP ve PCB tiirevlerinin diizeylerine gore ¢ok diisiik diizeydedir, ayrica
analiz edilen toplam 5 PBDE tiirevinden sadece 2 tanesi belirlenebilmistir. Hurley ve
ark.’nin bildirdigine benzer sekilde calismamizda PBDE doku diizeyleri ile meme

kanseri arasinda herhangi bir iligki gézlenmemistir (Hurley ve digerleri, 2011).
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Kan ve doku kalict organik kirletici diizeyleri arasu iligki

Tez calismasimin ikinci ana amaci, kan ve dokuda o6l¢iilen KOK tiirevleri arasinda
herhangi bir iliski varliginin arastirilmasidir. Bu amagla iki farkli biyolojik 6rnek
konsantrasyonlar1 arasinda korelasyon analizi yapilmistir. Verilerin normal dagilim
gostermemesi nedeniyle konsantrasyonlar ortalama deger + standart sapma yerine
medyan deger (min.-maks. degerleri) seklinde ifade edilmis, ayn1 nedenden dolay1
korelasyon analizinde parametrik olmayan bir test olan Spearman korelasyon testi
uygulanmistir. Kontrol (n=22) ve kanser grubu (n=43) birey sayilar1 nispeten diisiik
oldugu i¢in korelasyon analizinde 2 farkli yol izlenmis her iki grubun kan ve doku
konsantrasyonlar1 kendi i¢inde analiz edilmis, ayrica olasi bir korelasyon iligkisi
kanserden bagimsiz olabilecegi icin kontrol ve kanser gruplari birlestirilerek n sayisi
artirllmis ve bu sekilde de analiz edilmistir. Boylece uygulanan testin istatistik giicii
artinlmig ve dolayisiyla giivenilirligi ve hassasiyeti de artirilmistir. Bu ikinci
yaklasimda kontrol ve kanser gruplarinin ayr1 ayri kendi i¢cinde degerlendirildigi
duruma gore fazladan ti¢c KOK tiirevindeki korelasyon da belirlenebilmistir. Kontrol
grubunda 6, kanser grubunda 7 ve gruplar birlikte analiz edildiginde 10 KOK
tirevinin kan ve doku konsantrasyonlari arasinda giicliiden orta dereceye kadar
degisen korelasyonlar belirlenmistir. Bu testi uygulamamizin amaci, insanlarda tani
amagcl dokulardan rutin biyopsi almak miimkiin olmadigindan dolay1 ayni1 parametre
icin kanin kullanilip kullanilamayacagimin belirlenmesidir. Kan ve doku KOK
konsatrasyonlar1 arasinda bir korelasyon bulunmasi durumunda insanlarda dokuya
kiyasla nispeten invazif olmayan bir 6rnekleme tipi olan kan alinarak s6z konusu
KOK tiirevlerinin doku diizeylerini tahminen belirlemek miimkiin olacak, dolayisiyla
bireyin saglik durumu ile ilgili yorum yapilabilecektir. Bu yaklasim arastirma
grubumuzun yakin ge¢cmiste yaptig1 ve yaymladig: bir bagka caligma sonuglar1 temel
almarak uygulanmistir; s6z konusu c¢alismada ayn1 KOK tiirevlerinin
konsantrasyonlar1 yabanil sukuslarmin kan ve farkli dokularinda o6lciilmiis ve
korelasyon analizleri yapilmis cesitli KOK tiirevleri i¢in anlamli korelasyonlar
belirlenmistir (Kocagdz ve digerleri, 2014). Sukuslar1 kan ve dokular1 arasinda
korelasyon belirlenen KOK tiirevleri, bu tez calismasinda insan kan ve meme
dokusunda korelasyon belirlenen KOK tiirevleri ile karsilastirildiginda ilging bir
sekilde benzer maddelerin her iki tiirde de dokular arasinda korele oldugu

gozlenmistir. Literatiirde benzer ancak sinirli tek bir ¢alisma bulunmaktadir. Bizim
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calismamizda 4,4'-DDE tiirevi i¢in bu g¢aligma ile uyumlu sonuglar elde edilirken,
PCB-138, PCB-153 ve PCB-180 tiirevleri i¢in zit sonuglar elde edilmistir (Artacho-
Cordoén ve digerleri, 2015).

Birey sayisimin artirilmasiyla farkli arastirma gruplarinca da yapilabilecek ileri
calismalarla s6z konusu KOK tiirevlerinin kan ve doku konsantrasyonlar1 arasindaki
korelasyonlarin dogrulanmasi durumunda bu tiirevlerin kan konsantrasyonlarinin bir
biyogosterge olarak kullanilmasi sz konusu olabilir, dolayisiyla bu saglik taramalari

ve koruyucu saglik hizmetleri agisindan 6nemli olabilir.

Gruplarda enzimlerin genetik varyasyonu ve kanserle iliskisi

Tez calismasinda arastirdigimiz bir baska konu, KOK tiirevlerinin organizmada
biyotransformasyonundan sorumlu olan faz | oksidasyon enzimi cytochrome P450
1A1 (CYP1A1) ve faz Il konjugasyon enzimlerinden glutatyon S-transferaz P1
(GSTP1), glutatyon S-transferaz M1 (GSTM1) ve glutatyon S-transferaz T1
(GSTT1)’in beyaz irkta (Caucasian) genel olarak goézlenen genetik varyasyon
oranlarinin kanserli bireylerde farkli olup olmadiginin arastirilmasi, bir baska deyisle
meme kanseri olusumu/gelisimi acisindan bu enzimlerdeki genetic varyasyonun bir
risk  faktori  olup  olmadiginin  belirlenmesidir. KOK  tlirevlerinin
biyotransformasyonunu katalize etmesi olast olan bu enzimlerin yani sira bu
kirleticilerin dogrudan ya da metabolitleri aracilifiyla dolayli olarak neden
olabilecedkleri DNA oksidatif hasarini onaran enzimlerden birisi olan human
oxoguanineglycosylase 1 (hOGG1) enziminin genetik varyasyon oranlari da yine
meme kanser grubunda arastirilmis ve ayni sekilde bu enzimdeki olasi bir
polimorfizm oran farkliligimin meme kanserine yatkinlia neden olup olmadigi
belirlenmistir. Gruplarda genetic varyasyonu arastirilan enzimlerden GSTMI1 ve
GSTTI1, diger enzimlerden farkli olarak ya tam olarak eksprese edilen, ya da hig
eksprese edilmeyen, yani “null” genetik polimorfizm goésteren enzimlerdir. Bu
nedenle bu enzimlerin genetik varyasyon yiizdeleri, “var” ya da “yok” seklinde
bildirilmistir. Aksine diger enzimlerin toplum genelinde gozlenen yabanil tipi (WT)
ve daha diisiik oranlarda olacak sekilde heterozigot (H) ya da mutant (M) varyeteleri
vardir. Bu nedenle bu enzimlerin genetik polimrfizmleri bu oranlari temsil edecek
sekilde WT, H ve M olarak bildirilmistir. Elde ettigimiz sonuclar GSTP1 enzimi

genetik polimorfizmi acisindan heterozigot bireylerin kanser grubunda kontrol
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grubuna kiyasla 2 kat daha fazla oldugunu gostermektedir. Bu oran farki, ayni
zamanda meme kanserine yatkinlikta %95 giivenlik araliginda (95% CI) Olasilik
Oraninin da (OR) anlamli derecede yiiksek ¢ikmasina (OR: 2.79) neden olmustur.
Kanser grubunda yas ve sigara kullaninminin tek basina risk faktorii olup olmadigi
analiz edildiginde sirasiyla 1.120 ve 2.92 OR degerleri elde edilmistir ve her ikisi de
anlamlidir. Enzim polimorfizmi ile birlikte yas ve sigara kullanimina gore diizeltme
yapildiginda istatistik olasilik sirasiyla 1.172 ve sigara kombinasyonunda c¢ok
gliclenerek 15.76’ya ulasmistir. Her 3 faktoriin birlikte degerlendirildigi durumda ise
OR degeri 1.08¢ diiserek istatistik dnemini kaybetmistir.

GSTM1 enziminde durum farklidir; null polimorfizm oranlari kontrol ve kanser
grubunda farkli degildir ve meme kanserinde risk faktorii degildir (p=0.913). Buna

karsin bu grupta da yas ve sigara, risk faktorii olarak belirlenmistir.

Diger null polimorfizm gosteren GSTT1 izozimi tek basina meme kanseri igin
onemli bir risk faktoriidiir (OR=2.55). Ayni sekilde yas ve sigara bu grupta da tek
baslarina ve gerek enzimle ikili, gerek 3 faktdr birarada oldugunda 6nemli derecede

risk faktorii olmaya devam etmektedirler.

Buna karsin DNA oksidatif hasar1 onarim enzimi olan hOGG1 polimorfizmi meme
kanseri i¢in risk faktorli olusturmamaktadir. Bu sonug, KOK tiirevlerine bagli olasi

bir kanserde oksidatif DNA hasarinin roli olmadigini diigiindiirmektedir.

Genetik varyasyonu arastirilan enzimler arasinda meme kanseri i¢in en giiglii risk,
CYP1A1 igin belirlenmistir. KOK tiirevlerini aktive ettigi bilinen bu faz I enzimi tek
basina 3.74’liikk bir OR degerine sahiptir (p=0.025). Sigara i¢imi ve yasa gore
diizeltme yapildiginda OR=6.07"ye yiikselmektedir.
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Sonug¢ ve Oneriler

Bu tez calismasinda elde edilen sonuglar, meme dokusunda biriken bazi ¢evresel
kirleticilerin meme kanser olusmast ve/veya gelismesi silirecinde rol
oynayabileceklerini gostermektedir. Ayrica  bu maddelerin  viicutta
biyotransformasyonlarin1 katalize eden bazi enzimlerin genetik polimorfizmlerinin
meme kanserinde 6nemli bir risk faktorii oldugunu ortaya koymustur. Ayrica yas ve
sigara kullanimi1 da meme kanserinde risk faktorii olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Calismanin insan dokularinda yapilmis olmasi, yiiksek sayilarda dokuya ulasilmasi
oniindeki en 6nemli engel olmustur; yeterli sayida ameliyat olmamasi, hastalarin ya
da kontrol grubunu olusturan bireylerin tamaminin caligmaya katilmay: kabul
etmemesi gibi nedenler, elde ettigimiz 6rnek sayilarinin nispeten diisiik kalmasina
neden olmustur. Elde ettigimiz sonuglar yine de istatistiksel agidan giivenilirdir.
Buna karsin ¢alisma sonuglarinin gosterdigi bazi ayrintilarin ileri caligmalarla
netlestirilmesi kon uya énemli bir katki sunacaktir. Ozellikle baz1 KOK tiirevlerinin
kan ve doku konsantrasyonlarinin korelasyonu, daha yiiksek sayida bireyde
arastirilmali ve sonuglarimizla uyumlu olmasi durumunda biyogosterge amagh
olarak ozellikle risk grubunu olusturan ileri yasta, sigara icen ve ilgili enzim

genlerinde polimorfizme sahip kadinlarda uygulanmalidir.
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Ek 2: Olgu Rapor Formu

Protokol Adi/Kodu: insan Biyolojik Orpeklerinde Kalici Organik Kirletici Duzeyler,
Molekiler Hasar Urlinleri ve Hastaliklarla lliskisinin Incelenmesi 1

Olgu No
Protokol no

Yag
Cinsiyet/Gebelik
Operasyon fipi
Operasyon tarihi
Tamér/hastalik tipi

Alinan drekler

Analiz edilecekler

Cetrahi endikasyon disinda
kronik hastalik{lar)

Kullanilan ilag{lar)/doziam :

Sigara

Alkol

Vacut-Katle indeksi (BMI):
NOTLAR

OLGU RAPOR FORMU hasta Tarih: ...l

0 Mide [ Bobrek O Meme 00 Omentum OKan O idrar
210 mL 100 mL

k.c./bobrek/mide/meme/omentum/kan = kalici organik kirleticilerin miktar tayini
kan = CYP1A1, GSTA1, GSTT1, GSTM1, hOGG1, MUTYH genetik polimorfizmi
idrar = 8-Hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OHdG), ditirozin

O kullanmiyor T 1-5/giin T5-10/gin T 1 paketigin C 2 paket/giin [ Diger (agikiama)

O kullanmiyor T 1 kadeh/ginZ 2 kadeh/giin -~ [ Dider (agiklama)

iMZA

Yetkili arastirma temsilcisi

129



Ek 3: Gonulli Onam Formu

Arastirmamin Adi: Insan Biyolojik Orneklerinde Kalici Organik Kirletici Duzeyleri, Molekiiler Hasar
Uriinleri ve Hastaliklarla Tliskisinin Incelenmesi

BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU (FORM 17)

LUTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ !!!
Bu calsmaya katiimak izere davet edilmis bulunmaktasimiz. Bu calismada yer
almayi kabul etmeden énce ¢alismanin ne amacla yapiimak istendigini anlamaniz ve
kararimizi bu bilgilendirme sonrasi Gzgirce vermeniz gerekmektedir. Size o6zel
hazirlanmis bu bilgilendirmeyi litfen dikkatlice okuyunuz, sorulanmiza acik yanitlar
Isteyiniz.

GALISMANIN AMACI NEDIR?

ic organlanmizda biriken ve kalici organik kirletici olarak adlandinlan kimyasal maddelerin
hastaliinizla iliskisinin arastinimasidir. Ayrica bu  kimyasal maddelere karsi viicudumuzun
savunmasini olusturan baslica enzimlerin genetik acidan farklihk gosterip géstermedigi arastinlacaktir.
Bu kimyasal maddeler ve maruz kaldiimiz diger faktorler nedeniyle vicudumuzun yapitasi olan
protein molekillerimizde ve bu proteinleri kodlayan, dolayisiyla genetik sifremizi tasiyan DNA
molekidlinin savunmasinda rol alan 2 enzimin de genetik olarak farkhlik gdsterip gostermedigi
arastinlacaktir. Son olarak protein ve DNA molekulinin ne kadarnnin hasara ugramis oldugu
dlctlecektir.

KATILMA KOSULLARI NEDIR?

Hastalar icin

Bu calismaya dahil edilebilmeniz icin 18-65 yas araliginda olmaniz ve karaciger, bobrek ya da mide
tumor cerrahisilrezeksiyonu ya da benzer bir nedenle hekiminiz tarafindan hakkinizda ameliyat karan
alinmis olmasi, bayan iseniz gebe olmamaniz ya da dogum sonrasi 6 aylik dénem icinde olmamaniz
gerekir.

Saghikh kontrol bireyleri igin

Saglkh kontral amaciyla calismaya katilabilmeniz icin 18-65 yas araliginda olmaniz, bayan iseniz
gebe olmamaniz ya da dogum sonrasi 6 aylik donem icinde olmamaniz gerekir. Ayrica herhangi bir
kronik hastaliginizin (diyabet, romatoid artrit, Akdeniz atesi, gut vb.) olmamasi gerekir.

NASIL BiR UYGULAMA YAPILACAKTIR?
Bu arastirmada size arastirma amach higbir uygulama yapilmayacak, arastirmaya dahil olmadiginizda
bile yapilacak olan ameliyatiniz ve gerekli tedaviniz gerceklestirilecektir. Normal durumda
hastaliinizin kesin teshisi icin cikanlan doku parcasi patolojik incelemeden sonra imha edilir.
Arastirmamiz katiimayi kabul etmeniz durumunda bu parca atlmak yerine bu arastirma igin
kullanilacak ve hastaliginizin nedenlerine iliskin bazi bilimsel incelemelerde kullanilacaktir. Bunun
yaninda ameliyat oncesinde ameliyatla ilgili kan alinirken bu arastirma icin bir kez 2 x 10 mL fazladan
kan ve 100 mL idrar érnediniz alinacak ve yine bilimsel amaclarla bu arastirmada kullanilacaktir.
Arastirmaya dahil olmaniz durumunda yukanda aciklanan biyolojik Grneklerinizde yapilacak olan
analizler su sekildedir:

¢ Doku omedi (hastaliiniza gore karaciger, bébrek, meme ya da mide dokusu; cikarilan

parca)
L] Omentum!adigéz doku (kann boslugundan ya da memede kitleyle birlikte cikanlacak yag
dokusu; 1 ecm”™)

» Kan ornedi

Bu 3 érnekte kalici organik kirletici olarak adlandinian tarim ilaci ve endistriyel maddelerin

miktari olciilecektir.

» Kan ornedi

Kaminizda ayrica bu kirleticilerin viicuttan uzaklastinimasinda gorevii enzimler olan CYP1A1,

GSTA1, GSTT1 ve GSTM1in ve DNA molekilini koruyan enzimler olan hOGG1 ve

MUTYH'nin ne kadar bulundugu ve calistidi (genetik polimorfizmi) belirlenecektir.

e [drar 6rnegi

fdrarinizda ise viicudunuzda bu kirleticiler ve diger faktérier nedeniyle zarar géren protein ve

DNA molekiiflerinin mikiar olctilecektir.

Saglikh kontrol amaciyla calismaya katihyorsaniz bir kez olmak tizere 10 mL heparinize kan ve 100
mL idrar érnedi vermeniz gerekmektedir. Bu drmeklerde yukanda belirtilen parametreler dlgctlecek ya
da analiz edilecektir.
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Arastirmanin Adi: Insan Biyolojik Orneklerinde Kalici Organik Kirletici Duzeyleri, Molekiler Hasar
Uriinleri ve Hastaliklarla Iliskisinin Incelenmesi

SORUMLULUKLARIM NEDIR?
Arastirma ile ilgili olarak herhangi bir sorumlulugunuz bulunmamaktadir.

KATILIMCI SAYISI NEDIR?
Arastirmada yer alacak gonullilerin sayisi 150 hasta ve 100 saglikh gonalla‘dar.

KATILIMIM NE KADAR SURECEKTIR?

Bu arastirmaya hasta grubunda katiiyorsamiz &ngdérilen sire sadece ameliyatimz nedeniyle
hastanede gecireceginiz siredir, fazladan bir zaman gerekmemektedir. Saghkh gdénilli olarak
katiyorsaniz Ege Universitesi Hastanesi Kampus Polikliniginde sadlhk personeli tarafindan sadece bir
kez 10 mL kan ve 100 mL idrar vermek icin zamaninizi ayirmaniz gerekecektir.

GALISMAYA KATILMA iLE BEKLENEN OLASI YARAR NEDIR?

Bu arastirmada sizin icin beklenen yararlar, hastaliginizin nedenlerinin daha iyi anlasiimasin
saglayabilecek olmasidir. Boylece bundan sonra ayni nedenlerle baska insanlanin hastalanmasinin
engellenmesi saglanabilir.

Saglikh gonalliler agisindan ise, dnceki sayfada aciklandidi sekilde kan ve idrar 6rneklerinizde analiz
edilecek olan genlerinizin polimorfizm gdsterip gdstermedigini ve ayrica viicut total DNA ve proteininin
hasara ugramis miktarlanni 6grenmeniz mamkiin olacaktir.

GALISMAYA KATILMA iLE BEKLENEN OLASI RiSKLER NEDIR?

Size bu arastirmada herhangi bir fazladan uygulama yapilmayacaktr. Dolayisiyla arastirmaya
katilmaniz ya da katilmamaniz durumunda riskler aynidir. Arastirmaya katiimasaniz da ameliyatiniz
dncesinde kan ve idrar ornekleriniz alinacak, ameliyatiniz gerceklestirilecek ve tesghis igcin doku
drneklen cikarlacaktir.

ARASTIRMA SURECINDE BIRLIKTE KULLANILMASININ SAKINCALI OLDUGU BILINEN
ILACLAR/BESINLER NELERDIR?
Arastirma ile ilgili kullamminin sakincall oldudu herhangi bir ilagc ya da besin yoktur. Arastrmamiz
disinda, hastaliginiz ve tedavinizle ilgili olarak hekiminizin bazi kisitlamalan/uyanlan olabilir, ancak
bunlar calismamizdan bagimsizdir.

HANGi KOSULLARDA ARASTIRMA DISI BIRAKILABILIRIM?

Sonradan yasinizin 18-65 yas aralid disinda oldugu anlasilirsa, ya da bayan hastalarin gebelik
déneminde ya da gebelik sonrasi 6 aylik sire icerisinde oldudu anlasilirsa ancak bu durumda sizden
alinacak arnekler kullanilamayacad icin calismadan cikariimaniz séz konusudur. Bunun nedeni, elde
edilecek sonuglarn yastan ve gebelik ya da sut verme déneminden etkilenebilecek olmasidir.

DIGER TEDAVILER NELERDIR?

Arastirma kapsaminda herhangi bir tedavi uygulanmayacaktir.

ARASTIRMA SURESINCE GIKABILECEK SORUNLAR IGIN KiMi ARAMALIYIM?
lletisime gecmeniz gereken durumlarda 3905075 (oda), 0532 4274282 (cep) ve 3905050 (sekreterlik)
numaralarindan Doc. Dr. Levent Yeniay'i arayabilirsiniz.

GALISMA KAPSAMINDAKI GIDERLER KARSILANACAK MIDIR?
Arastirma icin fazladan bir uygulama/tetkik yapiimayacagindan herhangi bir gider de séz konusu
degildir.

CALISMAYI DESTEKLEYEN KURUM VAR MIDIR?
Calismayi destekleyen kurum TUBITAK olacaktir.

GALISMAYA KATILMAM NEDENIYLE HERHANGI BiR ODEME YAPILACAK MIDIR?
Bu arastirmada yer almaniz nedeniyle size hicbir édeme yapilmayacaktir.

ARASTIRMAYA KATILMAYl KABUL ETMEMEM VEYA ARASTIRMADAN AYRILMAM
DURUMUNDA NE YAPMAM GEREKIR?

Tarih/ Versiyon: 27/10/2016
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Arastirmanin Adi: Insan Biyolojik Orneklerinde Kalici Organik Kirletici Diizeyleri, Molekiler Hasar
Uriinleri ve Hastaliklarla Iliskisinin Incelenmesi

Bu arastirmada yer almak tamamen sizin istedinize baghdir. Arastirmada yer almayi reddedebilirsiniz
ya da herhangi bir asamada arastirmadan ayrilabilirsiniz; reddetme veya vazge¢me durumunda bile
sonraki bakimimz garanti altina alinacaktir.

KATILMAMA iLi$KiN BiLGILER KONUSUNDA GIZLIiLiK SAGLANABILECEK MiDiR?

Size ait tam tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve arastirma yayinlansa bile kimlik bilgileriniz
verilmeyecektir, ancak arastirmanin izleyicileri, yoklama yapanlar, etik kurullar ve resmi makamlar
gerektiginde tibbi bilgilerinize ulasabilir. Siz de istediginizde kendinize ait tibbi bilgilere ulasabilirsiniz

Galismaya Katilma Onayi:

Yukarida yer alan ve arastirmaya baslanmadan once gdnilliye verilmesi gereken bilgileri
gdsteren 3 sayfalik metni okudum ve so6zl0 olarak dinledim. Aklima gelen tim sorulan arastinciya
sordum, yazili ve sézli olarak bana yapilan tim aciklamalan ayrintilanyla anlamis bulunmaktayim.
Calsmaya katilmay isteyip istemedigime karar vermem icin bana yeterli zaman tanindi. Bu kosullar
altinda, bana ait tibbi bilgilerin gdzden gecirilmesi, transfer edilmesi ve islenmesi konusunda arastirma
yaraticusine yetki veriyor ve sz konusu arastirmaya iliskin bana yapilan katihm davetini hicbir
zorlama ve baski olmaksizin bayuk bir génullalik icerisinde kabul ediyorum. Bu formu imzalamakla
yerel yasalarin bana sagladigi haklari kaybetmeyecegdimi biliyorum.

Bu formun imzali ve tarihli bir kopyasi bana verildi.

GONULLUNUN IMZASI

ADI &
SOYADI

ADRESI

TEL. & FAKS

TARIH

VELAYET VEYA VESAYET ALTINDA BULUNANLAR IGIN VELI VEYA VASININ IMZASI

ADI &
SOYADI

ADRESI

TEL. & FAKS

TARIH

| ARASTIRMA EKIBINDE YER ALAN VE YETKIN BIR ARASTIRMACININ | e

ADI &
SOYADI

TEL. & FAKS

TARIH

GEREKTIGI DURUMLARDA TANIK IMZASI

ADI &
SOYADI

GOREVI

TARIH
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Ek 4: Destekleyen Kurum Kabul Yazisi

Proje Destek Basvurusu Degerlendirme Sonucu

i‘ hilmi orhan 18 Subat 2019 14
. Kimden: [ Ege Universitesi BAPSIS | 18 ubat 2019 13
Kime: [ hilmi orhal :\

Sayin Aragtirmaci,

Basvurusunu gergeklestirdiginiz asadida bilgileri zetlenen proje @neriniz Ege Universitesi BAP Komisyonu tarafindan dederlendirilmis ve projenizin desteklenmesine karar verilmistir.

Projenize saglanacak destegin gegerlilik kazanmasi igin, en gec¢ 1 ay icerisinde asagidaki islemleri yapmaniz gerekmektedir, Aksi takdirde, proje basvurunuz sistem tarafindan etomatik elarak
iptal edilecektir.

Tebrik eder. galismalarinizda baganlar dilerim.
Saygilarimla,

Prof.Dr. Hiseyin ONAY
Koordinatér

Proje ID:20596

Proje BaghgrMeme Kanserinde Gevresel Kirleticilerin Roli Doku Duzeyleri Maruziyet Genetik Yatkinlik ve Molekuler Hasar Biyogostergelerinin Analizi
Proje Turu:Genel Arastirma Projesi
Proje Grubu:Tip Saglik

PROJESE KABUL EDILEN ARASTIRMACILARIN [ZLEYECEGI ADIMLAR

Agagidaki Belgeler BAP Birimi Proje Balumune teslim edilmelidir:

a) Sézlegme Dosyasi: Proje Strecleri Y&netim Sistemi (APSIS) tzerinden indirilecek ve proje ylrittictist tarafindan ilgili alanlan doldurulacaktir (projenin onaylanmasindan sonra en geg bir ay
igerisinde). Tez projeleri igin sézlegmede yer alan kisim lizansistd editimin yarataldagad ilgili enstitd modarliga veya fakilte dekanhi tarafindan da onaylanmig almalidir,

1) Etik Kurul izin Belgesi: Gerekli olan projeler icin belgenin ashnin veya basvuruda ash ibraz edilmek tizere kopyasinin teslim edilmesi zorunlugur,
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Tesekkiir

Doktora tez ¢aligmalarimda verdigi emek ve katkilarindan dolay1 tez danismanim
Prof. Dr. Hilmi Orhan’a ¢ok tesekkiir ederim. Caligmalarim sirasinda gen varyasyonu
analizlerini gerceklestiren ve destegini esirgemeyen Prof. Dr. Sinan Siizen’e ve Ars.
Gor. Merve Demirbiigen’e tesekkiir ederim. Caligmalarimin tiim asamalarinda
beraber oldugumuz yardimlarimi esirgemeyen Ars. Gor. Rasih Kocagoz’e ve
hastalarin demografik bilgilerini toparlamamda c¢ok yardimci olan Dr. Elif ince
Ergii¢’e ¢ok tesekkiir ediyorum. Analiz ettigimiz insan biyolojik drneklerini saglayan
Prof. Dr. Yigit Ozer Tiftik¢ioglu ve Dog. Dr. Levent Yeniay’a ve meme dokularmin
patolojik incelemesini yapan, ayrica dokularin bize ulastirilmasini saglayan Prof. Dr.
Osman Zekioglu ve Ars. Gor. Dr. Giirdeniz Serin’e tesekkiir ediyorum. Caligmamda
analiz sonuglarimin istatistiksel degerlendirmesinde yardimci olan Prof. Dr. Mehmet
Nurullah Orman’a tesekkiir ederim. Her zaman yanimda olan esim ve ogluma sonsuz
tesekkiir ederim.

Bu tez calismasi, Ege Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) Birimi

tarafindan 20596 nolu proje ile desteklenmistir.

[zmir, 19.12.2019 [lgen ONAT
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Ozgeg:mis

2003 yilinda Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesinden mezun oldum. 2006
yilinda Tarim ve Orman Bakanlhigi Edirme Gida Kontrol ve Laboratuvar
Miidiirliigii’nde goreve basladim. 2007 yilinda tayin ile Tarim ve Orman Bakanligi
[zmir Gida Kontrol ve Laboratuvar Miidiirliigii’ne atandim. Halen aym yerde gorev
yapmaktayim. Eylil 2010°da Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik
Toksikoloji Anabilim Dali’nda basladigim doktora ¢alismalarimi Aralik 2019 yilinda
tamamladim.

ilgen onat@hotmail.com.
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