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1.GIRIS

Metal iyonlariin bir kismi yasayan her hiicrede bir¢ok metabolik olayda yer alan
Oonemli yasam elementleri iken demir, bakir, ¢inko gibi esansiyel iyonlarin viicutta
yiiksek diizeylerde bulunmalar1 zararlidir. Bununla birlikte normal sartlarda viicutta
bulunmayip eser miktarlarda dahi bulunmasi zararli sonuglar doguran kursun,
kadmiyum, civa gibi elementler de vardir. Endiistrilesmis toplumlarda metallerin
yogun sekilde kullanilmasi sonucu ¢evre kirliligi dogal hayati ve insan sagligini
tehdit etmekte ve onemli c¢evre kirleticileri olan metal ve agir metal bilesiklerinin

insan ve hayvan saglig1 tizerindeki etkileri son yillarda daha fazla ilgi ¢ekmektedir.

Kursun kolay islenebilir ve yaygin bir metal olmasindan dolay1 endiistride
olduk¢a fazla kullanilmaktadir. Dolayisiyla gelismis ve endiistrilesmis toplumlarda
kursuna maruziyet 6nemli bir halk saglig1 sorunu haline gelmistir (Baron ve Boyle,
1994; Trachtenbarg, 1996). Insanlarda kursuna maruz kalmanin asil yolu sindirim ve
solunum yoluyladir (HHS, 1991).

Uzun siire ve diisiik dozda maruziyetin viicutta kursun birikimine neden
oldugunu birgok epidemiyolojik calisma gostermistir. Insan kemigi kursun igin ana
yerlesim yeri olup hem depo hem de birikme yeridir. Kursunun kemikte yar1 6mrii 20
yil kadardir (Grandjean ve Wallace, 1992). Kursun intoksikasyonu kursunun
maruziyet dozuna ve sliresine, kalsiyum diyetine, fosfor ve diger deneysel

degisikliklere bagli olarak ortaya ¢ikar (HHS, 1991).

Kursuna maruziyetin en yaygin nedeni yetiskinlerde kursun ile ilgili meslek
veya hobilerinin olmasi, ¢ocuklarda ise kursun bazli boya ve kursun ile kontamine
olmus tozlarin oral yolla alinmasidir. Kursunun iskelette toplanmasi fetal kemik doku
gelisimi sirasinda baslar ve 60 yasina kadar siirer. Farkli yollarla alinan kursun,
kanda yeterli diizeye ulastiktan sonra gesitli organ ve dokularda birikmeye daha

sonrada atilmaya baslar (WHO, 1992).



Genetik mutasyonlar 6nde gelen saglik problemlerinden biridir, olusan
mutasyonlarla viicutta bazi proteinler fonksiyonlarini kaybedebilmekte ve buna bagl

olarak viicutta birtakim hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir.

Toplumumuzda kursunun viicuda alinmasinda etkili olan metal tasiyict
proteini (divalan metal tasiyict) kodlayan genin polimorfizmi ile viicuttaki Pb ve Fe
orani arasindaki iligskiyi ortaya koyan c¢alismalara rastlanmamustir. “Divalan metal
tastyici proteini kodlayan genin polimorfizmi viicuttaki Pb ve Fe konsantrasyonunu
etkiliyor mu” “Viicuttaki Pb ve Fe diizeyi ile bu genin polimorfizmi arasinda nasil bir
iligki var” sorularinin yaniti agik degildir. Divalan metal tasiyici proteini kodlayan
genin polimorfizminin viicut Pb ve Fe diizeylerini etkileyip etkilemedigi, viicuttaki
Pb ve Fe miktar1 ile bu genin polimorfizmi arasinda iligki olup olmadig1 konusunda

heniiz bilgimiz yoktur.

Bu calismada 6zellikle baz1 meslek gruplarinda stirekli olarak etkisine maruz
kalinan kurgunun, demirin viicuda alinmasinda etkili divalan metal tasiyict proteini
kodlayan genin polimorfizmi ile bu bireylere ait tam kan o6rneklerindeki metal

diizeyleri ile kan ve idrarlarindaki ilgili parametrelerin incelenmesi amaglanmastir.

1.1. Metaller ve Metal Tasiyicilar

Metallerin ana gruplart IUPAC inorganik kimya terminolojilerine gore peryodik
sistemde grup 1 (alkali metaller Na, K, Rb, Cs, Fr), grup 2 (toprak alkalileri Be, Mg,
Ca, Sr, Ba, Ra), grup 13 (Al, Ga, In, TI), grup 14 (Ge, Sn, Pb), grup 15(Sb, Bi) ve
grup 16 (Po), gecis metalleri ise grup 3 (Sc, Y, La, Ac), grup 4 (Ti, Zr, Hf), grup 5
(V, Nb, Ta), grup 6 (Cr, Mo, W), grup 7 (Mn, Tc, Re), grup 8 (Fe, Ru, Os), grup 9
(Co, Rh, Ir), grup 10 (Ni, Pd, Pt), grup 11 (Cu, Ag, Au) ve grup 12 (Zn, Cd, Hg)

olarak siralanmistir (Sekil 1.1).

Periyodik tabloda ayni kolonda yer alan elementlerin kimyasal 6zellikleri
birbirine benzerdir ve ¢ogunlukla daha st siradakilerin alt siradakilere gore toksik

Ozellikleri azdir. Canli dokularin hemen hemen tamami st siralardaki hafif



elementlerden olusur ve hafif elementler ¢ogunlukla agir elementlerin zararh
etkilerini azaltirlar. Organizmanin esansiyel ve nonesansiyel veya zararli agir
metallerle birlikte esansiyel metallerin homeostazisini saglamasi ve bunlar arasindaki
ayirimi yapmast Onemli bir biyolojik fonksiyondur. Biyolojik olarak ayirim
islemlerinin yapildigi asamalar; gastrointestinal kanaldan alim ve emilim, spesifik
alanlara iletme, plazma proteinlerine baglanma ve atim ile bobreklerden geriemilimi
kapsamaktadir. Toksik metaller, besinlerle alinmasi gereken esansiyel elementlerle
biyokimyasal ve enzimatik reaksiyonlar seklinde etkiyerek saglik iizerinde olumsuz
etkilere neden olurlar. Bunun sebebi toksik metaller ile esansiyel elementlerin sahip
olduklar1 ortak 6zellikleridir. Aluminyum, civa, kadmiyum ve kursun gibi metallere
insan organizmasinda gereksinim duyulmadigindan tiim dozlarinda toksik olarak
kabul edilir ve toksisitelerinin derecesi de dozla orantili olarak artar. Toksisitenin
ortaya c¢ikmasi i¢cin minimum deger belirlenmediginden molekiiler diizeyde tiim

dozlarda etkilerinin oldugu disiiniilmektedir (Goyer, 1997).
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Sekil 1.1. Periyodik tablo (http://mythwiki.pbworks.com/f/1263999508/PeriodicTable.jpg, Lorella
Steyn Graphic Design Studio-Pretoria)
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Metallerin viicutta yliksek diizeyde toksik olmalari, kotii beslenme ya da
genetik bozukluklarin bir sonucu olarak az ya da fazla diizeyde viicutta bulunmalari

ile siddetli hastaliklara ya da 6liime sebep olabilmeleri ile ilgilidir.

Metallerin tasinmasi 6zel bir takim tasiyicilar sayesinde hiicresel kompartman
membranlarinda hassas bir sekilde gerceklestirilir. Metaller DNA ve proteinler
tizerinde hasara neden olabilirken diizenli dagilimlarinin olmasi hayati Gneme
sahiptir ve aktivitelerindeki az bir degisim ciddi hastaliklara neden olabilir. Anormal
demir alimi ile anemi, Aterosklerozis, Parkinson, Alzheimer, Huntington, Friedreich
ataxia, Pica, Hemokromatozis ve diger norolojik hastaliklarda oldugu gibi benzer bir
hastalig1 6nlemek i¢in hiicreler metal iyon hemeostasizini siirdiirmek zorundadirlar
ve bu olay yiiksek derecede diizenlenmis alim, depolama ve salgilama islemleri ile
stirdiriiliir (Nelson, 1999, Nevo ve ark., 2006). Hiicresel metal iyon diizeyindeki
herhangi bir sapma hayati metabolik bir olayin gerceklesmemesine ya da hiicre
Olimiine sebep olacak bir hasarin olusmasima neden olabilir. Bu nedenle, tek bir
metal iyon tastyicisinin siurli aktivitesi biiylimenin durmasina ve ayni tastyicinin

asir1 aktivitesi de hiicre 6liimiine sebep olarak toksik etki gosterebilir (Nelson, 1999).

1.2. Agir Metaller, Agir Metallere Maruziyet ve Toksisite

Metaller cevresel ve mesleki maruziyet yoniinden 6nemli zehirlenme etkenidir. Bir
metal viicuda girdiginde 6nce kana karisir daha sonra bobrek, karaciger, kemik gibi
baz1 organlar metalleri yliksek oranda ve yillarca depolarlar. Cevresel ve endiistriyel
maruziyetin s6z konusu oldugu en 6nemli metaller; kursun, kadmiyum, civa, arsenik,

antimon, bakir, bizmut, krom, nikel, kobalt, ¢inko, demir, manganez ve uranyumdur.

Bazi1 metaller, selenyum, demir ve bakir gibi, normal metabolik fonksiyonlar
icin gerekli iken yiiksek oranda maruziyette, kursun ve civa gibi metaller ise biitlin
dozlarda toksik etkilidirler. Bu nedenle metallere maruziyet 6nemli bir saglik sorunu
olarak kabul edilmektedir. Bu ¢alismanin konusunu olusturan element; ¢ok fazla
zarara neden oldugu diisliniildiigiinden toksikolojik 6nemi olan ve c¢evrede yaygin

olarak bulunan metal (kursun) ile demir gibi esansiyel iz elementlerdir.



Agir metallerin  viicutta birikmesi Ogrenme sorunlari, davranigsal
degisiklikler, anemi, titreme, jinjivit, depresyon, hafiza kaybi, bas agrisi, yliksek
tansiyon, kanser, gut, kronik bobrek yetmezligi, hiperiirisemi, erkek kisirligi,
kemiklerde bozulmalar gibi 6nemli saglik sorularina neden olur. Alzheimer,
Parkinson ve amiyotrofik lateral sklerozis (ALS) gibi birgok hastaligin
etiyolojisinden de metallerin sorumlu olabilecegi diistiniilmektedir. Tonlarca arsenik,
kursun, kadmiyum, civa, uranyum ve nikel tarimsal giibrelerle c¢evreye
yayilmaktadir. Cevreden besinler ve su ile siirekli olarak diisiik dozda bu toksik
metallere maruziyet s6z konusudur. Bu nedenle toksik metallere kronik olarak diisiik
diizeyde maruziyet, yaygin bir saglik sorunu olarak gorilmektedir. Metaller,
kontamine besin veya sularla agizdan alindiklar1 zaman metalin kimyasal
ozelliklerinden tutun da viicuttaki fizyolojik kosullara kadar sindirim sisteminden
alimmalarimi etkileyen birgok faktor vardir. Toksik metallerin birikmesinin belirtileri,
cok sayida ve bazen de tanimlanmamis olabilir ya da yasam siiresince ortaya
¢ikmayabilir. Civa, kursun, kadmiyum ve arsenik gibi siilfidril grubuna ilgisi olan
metaller prooksidatif etkilidir ve antioksidatif enzimleri inhibe ederek intraseliiler

glutatyonun tiiketilmesine yol acarlar.
1.2.1. Toksik Metaller
1.2.1.1 Kursun

Kursun ¢evrede dogal olarak bulunan ve periyodik tablonun XIVA grubuna ait olan
bir elementtir (ATSDR, 2007). Kursunun (Pb: CAS 7439-92-1); atomik agirhigi,
207,19 (1 pg =0,004826 pmol)dur. Kursunun izotoplarindan sadece bir tanesi
kararhidir, diger izotoplar1 ise radyoaktivite yikimi sonucu her ii¢ seriden biri son
iiriin olarak olusur, uranyum serisi (son {iriin 206ppy), toryum serisi (son {iriin 208ppy),

aktinyum serisi (son lriin 207

Pb). Bu dort izotopun varligi farkli kursun 6rnekleri
arasinda ¢esitlilige neden olur. Bu sebeple, izotoplar1 arasinda kursun sabit bir orana
sahip degildir, bu da jeolojik kaynaklardan kursunun salinimina baghdir. Yogunlugu
11,3 glcm3; kaynama noktas1 1740°C, erime noktasi 327,5°C’dir. Metalik kursunun

suda ¢oziinmesi zordur fakat nitrik asit ve konsantre siilfirik asitte ¢oziinebilir. Cogu



kursun (II) tuzlarinin ¢éziilmesi zordur (kursun siilfid ve kursun oksidler), fakat
istisnalart vardir (kursun nitrat, kursun klorat, kursun siilfat ve kursun klorid). Bunun
yaninda bazi tuzlar (kursun oksalat) ise organik asitler ile ¢Ozlinmez. Kursun
bilesikleri; PbO (kursun monoksit=miirdesenk), Pb3O, (kursuntetraoksit =siilyen
=kirmiz1 kursun), PbCOj3 (kursun karbonat=iistiibe¢c=beyaz kursun), PbSiO3 (kursun
silikat), PbS (kursun siilfiir) ve PbCrO4 (kursun kromat)’tir. En dayaniklis1 PbO’dur.
Kursun alagimlarindan en ¢ok kullanilan1 kursun antimondur (Giimis, 1979; HHS,
1991; Temur, 1997 ve 2000). Kursunun en ¢ok rastlanilan cevherleri siilfiir minerali
galen (PbS) ve onun oksitlenmis iriinleri olan seriisit (PbCOs) ve anglezittir

(PbSO,). Bu mineraller arasinda en 6nemli olan galendir (Cizelge 1.1) (Sekil 1.2).

Cizelge 1.1. Kursun cevheri ¢esitleri.

' 1. Pb Cevher Mineralleri | Formiil ' “%Pb | Yogunluk
Galenn f PhS [ 86 | 7.5
Seruzit ‘ PhCO, | 77 [ 6.5
Anglezit i PhsSO, 68 3.0
Tamesonit ‘ Ph:FeShGS,, | 10-50 [ 5.62
Jordanit ‘ PbhiAs:S+ | 70 | 6.4
Boulanjert ‘ Pb:Sh;S 55 6.0
Prromorfit 1 Pb.Cl(PO4), 82 (PbO) 6.8
Mimetizit ‘ PbsCI(AsO43) | 75(PbO) | 7.2
Vultenn i PbMoO, 62(PbO)) 6.5

1.2.1.1.1. Kursunun Uretimi ve Kullanimi

Kursun kullanilmakta olan en eski metallerden biridir. Kursun, diinyada yillik
yaklagik 3 milyon ton rezervlerinden g¢ikartilmaktadir. Kursun isleyen iilkelerin
basinda Cin, ABD, Avustralya ve Peru gelmektedir (U.S. GS, 2005). Kursun
tilketimi diinyada oldukca fazla olup 2001-2004 yillar1 arasindaki tiiketim miktar1
6,5-7,0 milyon tondur (ILZSG, 2005). Tiirkiye’nin Kursun-Cinko maden yataklar
Sekil 1.3’te, Tiirkiye’de kursunun 2008 yilinda dagilimi kg/kmz/yll olarak Sekil
1.4°de gosterilmistir.

Glinlimiizde en 6nemli kursun kullanim alan1 (%71) bataryalardir ve 6zellikle

bunlardan ara¢ bataryalari, elektrik ve endiistriyel bataryalar onemlidir. Diger



kullanim alanlar1 ise boya (%12), cephaneler (%6) ve kablo kaplamadir (%3)
(ILZSG, 2005). Ayrica kursun; asker, agirlik, kristal, alasim (piring ve bronz) ve
polivinil kloriir (PVC) i¢inde sabitleyici olarak, su, ses ve radyasyon izolasyonunda,
musamba ve alasimlarda, elektronik iletkenler, lastik, lehim ve oyuncak yapiminda
yaygin olarak kullanilir. Diger kullanim alanlar1 ise; cephane i¢inde (kursun mermi),

bronz ve piringte, kozmetik ve miicevherlerde bulunur (DDMOIK, 1992).

1.2.1.1.2. Kursuna Maruziyet

Kursun, bir¢ok iilke endiistrisinde yaygin olarak kullanilmasindan dolay1 sechir
cevresinde ¢ok miktarda bulunan ve cevresel problem teskil eden bir toksindir.
Insanlarin kursuna maruz kalmalar1 hava ve besinler yolu ile olur. En 6nemli
kaynaklar1 ise kursunla kontamine olmus boya, toz, toprak ve sudur (HHS, 1991;
Lanphear ve ark., 1996). Cevresel kursun dagilimmin en 6nemli yolu havadir.
Havadaki kursun kaynaklari; kursun ilave edilmis petroliin yanma {irlinleri, yakma
firinlari, maden tasfiyehaneleri gibi kaynaklar ve baz1 endiistriyel maddeleri iceren
yanmis fosil yakitlardir. Havadaki en 6nemli kursun inorganik kursundur ve esas
kaynak benzine eklenerek kullanilan tetraetil ve tetrametil kursunun yanmasindan
kaynaklanir (WHO, 1995). Nefesle c¢ekilen kursunun yaklagsik %30-40’1 kan
dolagimina ge¢cmektedir (Philip ve Gerson, 1994b).

Eskiden besinlerin pisirilmesi ve saklanmasi amaciyla kullanilan kaplar
kursun igerdiginden maruziyet daha fazla iken yirminci yiizyilda petrol kaynakli
kursunun atmosfere salinmasi sonucu maruziyet artttysa da kursunsuz benzinin
yayginlagmasi ile maruziyetin azaldig: diistiniilebilir. Fakat havaya yayilan kursun su
ve toprakta biriktiginden maruziyetin hizla azalmasi diisiiniilmemektedir. Inorganik
kursunun %350’sinden fazlasi inhalasyon ile akcigerlerden emilirken kursunun %10-
15’1 gidalarla alinir. Kanda kursun alyuvarlara baglanir ve kursunun kanda yarilanma
omrii bir ay, kemiklerde ise yaklasik 20-30 yil kadardir, idrarla atilimi ise yavastir

(Jarup, 2003) (Sekil 1.5, 1.6, 1.7 ve 1.8).



ve  seruzit (PbCOz) minerali.

c{e'-T-M'\\?“ KARA DENIZ
oy
,/l \» YO Lo
| _r g N ot o
l'/ TN = D NN Y s JaTaMow 'l.nn,u ’__/ paren ‘“\,‘
ey ~__J Ly s BOC ... p
-‘r""ﬂ C:\ sewn N | Aguezan < ; “‘w vl F Cudrauig L 2o
- g, A {

e, B X . pin > \Masr k=
n{):—_k‘:i"t? wycw combe Ml et 2 8 ok I-'.\
o X 2 T s Basste wilver [

5 ﬁ:’ - ihjhete ° Ao g spNcAN <

- ¥ - o e y
07 e R
/\’\:f—:m e aon & Sx P 4... .

2 oo * e - zu’., s (J
W = dow gwnl e 2amgan 24 un ]

L. ‘ S o woor r = . ——
W \?’-' e smole Bamanar MBI o g 2 o ~

o —> N4 ~a - AN Mason N _.‘"'

Y eakasaan ta s | g

= 5/““&_.\_. rﬁ:\ o i - ,

'L ) ~ ’PR I\ P - ) CEET
. { " -~ gt f
e \ - : P
AKDENIZ »/

Sekil 1.3. Tiirkiye nin kursun-Cinko maden yataklar1 (http://www.mta.gov.tr/v1.0/images/turkiye_
maden/maden_yataklari/b_h/kur_cin.jpg)
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Sekil 1.4. Tiirkiye’de kursunun 2008 yilinda dagilimi, kg/km?/y1l (http://www.msceast.org/Turkey).
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Sekil 1.5. inorganik kursunun toksikokinetigi (http://com-med.ikalogic.com).
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Sekil 1.6. inorganik kursuna akut maruziyette toksikokinetik etki (http://com-med.ikalogic.com)
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Sekil 1.7. inorganik kursuna kronik maruziyette toksikokinetik etki (http://com-med.ikalogic.com).
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Sekil 1.8. Organik kursuna maruziyette toksikokinetik etki (http://com-med.ikalogic.com).
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Dermal yol ile benzine eklenen tetraetil kursun iyi derecede emilirken; boya,
besinler, su ve vinil (pvc) kaplama iriinlerindeki inorganik kursun kismen
emilmektedir (Papanikolaou ve ark., 2005). Kozmetikler, koklanan benzin, bitkisel
ilaglar ve mermiler kursun zehirlenmelerinde daha az 6neme sahip olan kaynaklardir.
Yeralti ve ylizey sularinda kursun miktar1 genelde diistiktiir, fakat su dagitim
sistemlerine  girdiginde oran artmaktadir. I¢me suyunda bulunan kursun,
yiyeceklerdekinden daha fazla emilir. Gelisme ¢agindaki ¢ocuklarin besinler ve su ile
aldiklar1 kursun %50 oraninda emilirken yetiskinlerde bu oran %10-15’e kadar diiser
(Lanphear ve ark., 1996; Markowitz, 2000). Kursunun g¢ocuklarda yiiksek oranda
emilebildigi ve cocuklar gelisen bir biinyede kolayca inhibisyona ve hasara
ugrayabilen hiicre farklilagmasi ve biiylimesi gegirdiklerinden yetiskinlere oranla

kursun zehirlenmesine karsi oldukga duyarhdirlar (Sekil 1.9).
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Sekil 1.9. Cocuklarin yagadigi ¢evredeki kursun etkilenim yollar1 (Camurdan, 2007).

Benzin katkis1 kursun elimine edildiginden dolay1r bircok iilkede 6zellikle
genel populasyondaki maruziyet 6nemli derecede azalmistir. Fakat gelismekte olan
tilkelerde bu maruziyet hala s6z konusudur. Bununla birlikte kursuna mesleki olarak
maruziyet oldukga yiiksektir. Pil, akiimiilator, boya, pigment, plastik, seramik sanayi,
dokiimhane ve kaynak islerinde caliganlar i¢in Onemli birer mesleki tehdit

olusturmaktadir (Sekil 1.10). Toplumun geneli ise gidalar ve sular ya da endiistriyel
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baca dumanlar1 veya benzin i¢indeki kursunun havayi kirletmesi ile kursuna maruz
kalmaktadir (Kaya ve Akar, 1998). Kursun zehirlenmesi klinik raporlarda, mesleki
maruziyet, gida depolama ve sirli seramik kaplardan yenilen yiyeceklerden

kaynaklandig1 belirtilmektedir (Gerhardsson ve ark., 2002).
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Sekil 1.10. Kursunun kullanimi ve mesleki maruziyeti (http://com-med.ikalogic.com)

1.2.1.1.3. Kursun Toksikokinetigi

Inorganik kursun inhalasyon, oral ve dermal maruziyet sonucu emilebilirken dermal
maruziyet diger iki yola gore daha az orandadir. Hayvan calismalar1 gostermistir ki
dermal yolla en fazla organik kursun emilmektedir. Mikron diizeyinden daha kii¢iik
olan inorganik kursun partikiilleri solunum sisteminde tamamen emilebildikleri halde
daha biiyiik partikiiller yutma yoluyla ancak emilebilmektedir. Gastrointestinal
sistemde kursunun emilim miktar1 ve hiz1 bireye ve ayni zamanda mideye alinma
durumuna da baglidir. Oral yolla yetiskinlerde suda ¢oziinebilir kursunun %3-10’unu
emilebilirken (Rabinowitz ve ark., 1980; Heard ve Chamberlain 1982; Watson ve
ark. 1986), cocuklarda %40-50’sini emilebilir (Alexander, 1974; Ziegler ve ark.
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1978). Inorganik kursunun gastrointestinal sistemde emilimi ilk olarak onikiparmak
bagirsaginda olur. Kursun emildikten sonra kan dolasiminda %99 oraninda
alyuvarlarda (Schutz ve ark., 1996; Bergdahl ve ark., 1997, 1998 ve 1999;
Hernandez-Avila ve ark., 1998; Manton ve ark., 2001; Smith ve ark., 2002) geri
kalan kismi ise serum ve plazmada bulunur ve yari émrii yaklasik olarak 30-35
giindiir. Bu hiicrelerdeki kursunun c¢ogu alyuvar membranlarindan daha ¢ok
proteinlere baglanir ve plazmadaki kursunun yaklasik olarak %40-75’1, albiiminin
esas ligand olarak ortaya ¢iktig1 plazma proteinlerine baglanirken (Ong ve Lee, 1980;
Al-Modhefer ve ark., 1991) y-globulinlere de baglanabilir (Ong ve Lee, 1980).
Kursun serumda proteinlere bagli olarak bulunmazken kii¢iik molekiil agirlikli
siilfidril bilesikleriyle (sistein, homosistein gibi) ve diger ligandlarla biiytlik
kompleksler olusturabilir (Al-Modhefer ve ark., 1991). Esas hiicre dis1 ligandlar
albiimin ve protein yapisinda olmayan siilfidrilleri igerir. Kirmiz1 kan hiicrelerindeki
esas hiicre i¢i ligand ALAD’dir. Kursun ayni zamanda hiicre ¢ekirdeginde ve
sitozolde yer alan proteinlerle de kompleks olusturabilir (ATSDR, 2005). Kursun kan
dolasimindan sonra karaciger, beyin, bobrek, akcigerler gibi yumusak dokular ile dis
ve kemige dagilir (Rabinowitz ve ark., 1976; Kaya ve Akar, 1998). Kursunun viicutta
dagilimi degisik yollarla gergeklesir ve yetiskin viicudundaki toplam kursunun
%94°1 kemiklerde bulunurken ¢ocuklarda bu oran %73 tiir (Barry, 1975; Philip ve
Gerson, 1994a ve 1994b). Kemikte biriken kursun diizeyi yas ile birlikte artis
gosterir (Schroeder ve Tipton, 1968; Gross ve ark., 1975; Barry, 1975 ve 1981) ve
yasam boyu kemiklerde biriken kursunun diizeyi genellikle tibiada belirlenir ve geng
bireylerde 3 ng/g, 30-50 yas arasindaki bireylerde 17-30 pg/g ve 75 yas lstiindeki
bireylerde ise 30 pg/g olarak belirlenmistir (Wittmers ve ark., 1988). Bu birikim
genellikle uzun siire kursuna maruziyet s6z konusu olmasa dahi maruziyet bittikten
sonra bile yetiskinlerin kemiklerinden salinan kursun, kan-kursun diizeyinin
devamliligina neden olur (O'Flaherty ve ark., 1982; Kehoe, 1987; Inskip ve ark.,
1996; Smith ve ark., 1996; Fleming ve ark., 1997). Hamilelik, emzirme doénemi,
hipertiroidizm, menapoz ve osteoporoz gibi donemlerde kemik resorpsiyonu
arttigindan kandaki kursun orani da artar. Kursun havuzu gebelerde fetusun kemik
olusumu basladigi zaman bebegin kemiklerine de geger ve kemikte kursun esit

oranda dagilmaz (Franklin ve ark., 1997; Gulson ve ark., 1997, 1999, 2003).
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Kursun anneden kordon bag ile fetusa ve anne siitii yolu ile de bebege geger.
Inorganik kursunun metabolizmas1 cesitli protein ve protein olmayan ligandlarla
kompleksler olusturarak gerceklesir. Organik kursun bilesikleri karacigerde sitokrom
P-450 enzim sistemleri tarafindan oksidatif dealkilleme ile etkin olarak metabolize
edilir ve kursunun maruziyet yolundan bagimsiz ve esas olarak idrar ve feces ile
bosaltimi1 gergeklesir. Ter, tikiiriik, tirnak, sa¢ ve anne siitii diger atim yollaridir.
Inorganik kursunun kanda ve kemiklerde yaklasik olarak yar1 dmrii sirasiyla 30 giin
ve 27 yildir (ATSDR, 2005). Mesleki maruziyete ugramis iscilerle yapilan
calismalarda tetraetil kursunun, dietil kursun, etil kursun ve inorganik kursun olarak
idrar yoluyla atildig1 belirlenmistir (Turlakiewicz ve Chmielnicka, 1985; Zhang ve
ark., 1994; Vural ve Duydu, 1995). lscilerde tetraalkil kursun bilesiklerine
maruziyetin ardindan karaciger, bobrek ve beyinlerinde metabolitleri bulunmus ayni
zamanda bu metabolitler mesleki maruziyete ugramamais kisilerin beyin dokularinda

da bulunmustur (Bolanowska ve ark., 1967; Nielsen ve Gregersen, 1978).

Pargacikli aerosolleri igeren havada bulunan inorganik kursun, aerosoliin
inhalasyonu sonucu soluk borusunda depolanabilir ve bu aerosoliin miktar1 ve
biraktig1 kalinti inhale edilen parcaciklarin biiyiikliigiine, solunum sekline (burun
solunumu veya agiz solunumu), havadaki geometrisine ve soluk borusundaki hava-
buhar hizina bagl olarak degisir. Kursunun emilimi parcacik biytikligi ve
¢ozimiirliigii ile de iliskilidir (James ve ark., 1994). Radyoaktif (***Pb) tetraetil
kursun buharina maruziyetin (1-2 dakika boyunca yaklasik olarak 1 mg/ms) ardindan
dort kadinda, inhale edilmis 2*Pb’nin %37’si ilk olarak soluk borusunda birikmis ve
48 saatin ardindan da yaklasik olarak %?20’si ekshale edilmistir (Heard ve ark.,

1979). Maruziyetten bir saat sonra, 2

Pb’nin yaklasik %50’si karacigere gecerken
kalan1 da viicudun tamamina dagilir. Yapilan benzer bir deneyde inhale edilmis
tetrametil kursunun (***Pb) %511 esas olarak soluk borusunda birikirken yaklasik

%40’11ik kism1 48 saatlik siire igerisinde ekshale olmustur.

Inorganik kursunun gastrointestinal sistemden emilim hiz1 ve miktar1 bireye
(yas, diyet, hamilelik durumu, besindeki demir ve kalsiyum miktar1 gibi) ve

kursunun fizikokimyasal Ozelliklerine (pargacik minerolojisi, ¢Oziintirliik ve
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kursunun tiirii) baghdir (ATSDR, 2005). Inorganik kursun bilesiklerinin dermal
emilimi genellikle inhalasyon veya oral yolla maruziyetle kiyaslandiginda ¢ok daha
azdir. Yapilan bir calismada sekiz erkek goniilliiye 12 saat boyunca **Pb etiketli
kursun asetatin kozmetik olarak hazirlanmig sekli (0,1 ml krem i¢inde 0,12 mg Pb
veya 0,1 g krem iginde 0,18 mg Pb) deriye uygulandiktan sonra, emilim tiim viicutta,
idrarda ve kanda <%0,3 6l¢iilmiis ve bu gibi karisimlarin normal kullanimi siiresince
emiliminin %0,06 oldugu tahmin edilmistir. Emilimin ¢ogu 12 saatlik maruziyet

icinde gerceklesmistir (Moore ve ark., 1980).

Tavsan ve farelerde, inorganik ve organik kursun tuzlari ile tetraalkil kursun
bilesiklerinin dermal yolla hizlica ve genis Olclide emildigi gosterilmis ve tetraetil
kursunun, kursun asetata nazaran ratlarin derilerinden daha fazla emildigi
belirlenmistir (Laug ve Kunze, 1948). Dermal yolla emilim oranlar1 insanlar ve
guinea domuzlari i¢in; tetrabutil kursun > kursun nuolat (kursun linoleik ve oleik asit
karisimi) > kursun naftanat > kursun asetat > kursun oksit seklinde siralanmistir
(Bress ve Bidanset, 1991). Kandaki kursun diizeyi; yasa, fizyolojik duruma
(hamilelik, emzirme donemi, menapoz) ve maruziyeti etkileyen bir¢ok faktére gore
farklilik gosterir. Yetigkinler arasinda kandaki kursun diizeyi 60 yas ve
tizerindekilerde en fazla stratumda olup bu kisilerde kandan kursunun atilim
yariomrii yaklagik 30 giin kadardir (Griffin ve ark., 1975; Rabinowitz ve ark., 1976;
Chamberlain ve ark., 1978).

Insanlarda organik kursunun maruziyetten sonra viicuttaki dagilimiyla ilgili
bilgiler heniiz yeterli degildir. Tetraetil veya tetrametil kursuna (1 mg/m?®) yaklagsik 1-
2 dakikalik maruziyetten bir saat sonra bu kursunun %50’si karacigerde ve %5’
bobrekte birikir, kalani ise viicudun diger kisimlarina dagilir (Heard ve ark., 1979).
%31 oraninda tetraetil kursun iceren (agirlikga %17,6) ¢oziiciiye kaza sonucu
solunum yoluyla maruz kalan kadin ve erkekte dokulardaki kursun diizeyleri en
yiiksekten en diisiige dogru siralanmis ve karaciger, bobrek, beyin, pankreas, kas ve
kalp olarak belirtilmistir. Bir baska olguda; %359 tetraetil kursun iceren bir kimyasala
maruz kalan kiside, kursun diizeyi en fazla karacigerde bulunmus bdbrek, pankreas,

beyin ve kalp karacigeri takip eden organlar olmustur (Bolanowska ve ark., 1967).
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1.2.1.1.4. Kursun Toksisitesi

Kursunun ana etki mekanizmasi oksitatif hasar gelistirmekle olur ve serbest
radikallerin miktarin1 artirmast ve hasara cevap verebilecek antioksidanlarin
miktarini azaltmasiyla kendini gosterir. Kursun zehirlenmesinin patogenezi ¢ok
faktorlidiir (enzim aktivasyonunun kesilmesi, iz minerallerin emiliminin
engellenmesi, siilfidrilli  proteinlerin  baglanmasi, kalsiyum homeostazinin
degistirilmesi ve viicutta bulunan stilfidrilli antioksidanlarin miktarmin azaltilmasi
gibi). Kursunun en 6nemli etkisi dolagimda ¢ok fazla bulundugundan hematopoetik
sistem lzerinedir; kursun alyuvarlarin zar biitlinliiglinii bozup parcalanmalarini
kolaylastirmakta ve dmriinii kisalmakta, “Hem” sentezinin ¢esitli asamalarini inhibe
ederek sentezde Onemli rol oynayan enzimlerden biri olan ALA sentaz, o-
aminoleviilinik asit dehidrataz (ALA-D), koproporfirinojen oksidaz ile ferroselataz
enzimini inhibe etmekte ve ayrica mikrositer anemiye neden olmaktadir (Sekil 1.11)
(WHO, 1995; Ercal ve ark., 2001; Vural, 2005; Caylak ve Halifeoglu, 2010).

MITOKONDRI HEM

Pb ¢ Ferrogelataz

~

Protoporfinin X ~ Fe

f

Protoporfinnojen IX

Stiksinil CoA + Glisin
Pb i ALA sentaz Pb Koproporfirinojen Oksidaz
Amimoleviiliinik asit (ALA) Koproporfirinojen III
AL A (2 molekill birlesir)
= i' A sitozoL

Porfobilinojen ——————p—p—p Koproporfinnojen II

Sekil 1.11. Hem inhibisyon basamaklar1 (Caylak ve Halifeoglu, 2010)

Kursun insanlarda bir¢ok enzim sistemini inhibe ettigi gibi laboratuvar
hayvanlarinda da merkezi ve periferik sinir sistemi, hematopoietik, renal, kalp-damar

sistemi, kadin ve erkek lireme sistemi, endokrin ve iskelet sistemi gibi birgok
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fizyolojik sistem iizerinde fizikokimyasal, biyokimyasal ve davranigsal fonksiyon
bozukluklarina neden oldugu bildirilmistir (Solliway ve ark., 1996; Hsu ve Guo,
2002; Kalia ve Flora, 2005). Etkiler yas ve maruz kalinan doza bagli olmakla birlikte
biligsel ve davranigsal etkilerinden dolayr toplumlarda en fazla ¢ocuklar iizerinde
durulmaktadir. Klinik olarak ¢ocuklarda sinirsel gelisimi etkilemekte; yetiskinlerde
ise hipertansiyona, akut olarak gastrointestinal toksisite belirtilerine; kronik olarak
ise kan hiicreleri ve sinir sisteminde hasara neden olmaktadir. Cocuklarda akut olarak
ensefalopati ile yiliksek diizeylerde nefropati, ndropati, kafa i¢i basing artisi,
konviilsiyon ve dliime sebebiyet verebilmektedir. Viicutta biriken kursunun bir¢ok
gizli norolojik hasara, diisiik akademik basariya, davranig bozukluklarina, isitme

azligina ve zeka kaybina yol a¢tig1 gosterilmistir (WHO, 1995) (Sekil 1.12).
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Sekil 1.12. Cocuklar ve eriskinlerde kan kursun seviyesine gore etkiler (Ellenhorn’s Medical
Toxicology Matthew J. Ellenhorn, 1997)
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Kursun bazli boyalar ve ev tozlar1 gibi farkli ¢evresel kaynaklara bagl olarak
diisiik dozda maruziyet ile de bu etkilerin ortaya ¢ikabilecegi bilinmektedir. Havada,
gidada ve suda bulunan kursunun benzin katki maddesi olarak kullanimindan
vazgecilmesi; musluk sularindaki oranin da kursunlu borularin biiyiik o6l¢iide

kullanilmamasindan dolay1 azaldig1 bilinmektedir (Goyer, 1997) (Cizelge 1.2).

Cizelge 1.2. Farkli iilkelerde cocuk ve yetiskinlerde kan-kursun diizeyi (Fewtrell ve ark., 2004).

Alan Arastirma yapilan iilkeler Kan- kursun diizeyi (ng/dl)
Cocuk Yetiskin
Afrika Nijerya, 11,1 11,6
Giiney Afrika 9,8 10,4
Amerika Kanada, USA 2,2 1,7
Arjantin, Brezilya, Sili 8,5 7,0

Jamaika, Meksika

Uruguay, Venezuela

Ekvator, Nikaragua, Peru 9,0 10,8
Dogu Akdeniz Suudi Arabistan 6,8 6,8
Misir, Morokko, Pakistan 15,4 15,4
Avrupa Danimarka, Fransa, Almanya, | 3,5 3,7

Yunanistan, Israil, Isveg

Portekiz, Tiirkiye, Yugoslavya | 5,8 9,2

Bulgaristan, Rusya

Federasyonu 6,7 6,7
Giiney Bat1 Asya Endonezya, Tailand 7,4 7,4

Banglades, Hindistan 7,4 9,8
Bati Pasifik Australya, Japonya, Yeni 2,7 2,7

Zelanda, Singapur

Cin, Filipinler, Kore 6,6 3,6

1.2.1.1.5. Kursunun Ureme Sistemine ve Fotal Gelisime Etkileri

Isvigre’de bir kursun isleme fabrikasinda c¢alisan kadm iscilerle yapilan bir
aragtirmada gebelik boyunca calismaya devam edenlerin %13,9’unda ve gebelik
oncesinde c¢alisip devaminda fabrikanin 10 km kadar yakininda yasayanlarin
gebeliginin  %17°s1  disiikle sonuglanmistir ve is¢ilerde kendiliginden diisiik

sikliginda artig belirlenmistir (Nordstrom ve ark., 1979).
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Fotal kursun maruziyeti 6nemli bir saglik sorunu olup bunun nedenlerinden
birisi de annenin iskeletindeki depolardan hamilelik sirasinda kursun saliniminin
artmast (Hu ve Hernandez-Avila, 2002; Gulson ve ark., 2003) ve fotal sinir
sisteminin norotoksinlere olan duyarliligidir (Mendola ve ark., 2002). Fotusun,
annenin kemiklerinden salinan kursundan korunabilmesi igin kalsiyum desteginin
faydali olacagi ileri siiriilmiis (Janakiraman ve ark., 2003; Gulson ve ark., 2004) ve
yapilan diger c¢alismalarda kursunun sinir sistemini, farklilasma (Petit ve
LeBoutillier, 1979; Alfano ve Petit, 1982), miyelinizasyon (Mendola ve ark., 2002)
ve sinaptojenez (Johnston ve Goldstein, 1998) evrelerinde ilk trimestr siiresince
etkiledigi bildirilmistir. Epidemiyolojik ¢alismalar ile prenatal kursun maruziyeti ile
yenidoganin nérolojik gelisimi arasinda iliski oldugu bildirilmistir (Bellinger ve ark.,
1987; Dietrich ve ark., 1987; Shen ve ark., 1998). Kursunun anne ve fotus arasindaki
toksikokinetigi heniiz net olarak anlasilamamis, annenin PbB diizeyinin fotal kursun

maruziyeti i¢in dogru bir gosterge olmadigi disiiniilmistiir (Hu ve ark., 2006).

Kursun maruziyetinin gelisim asamasindaki organizmalarda nérodavranissal
degisikliklere yol actig1, diger ¢caligmalarda ise maruziyetin dogum agirlig1 ve gebelik
siiresini azalttigr (Jelliffe-Pawlowski ve ark., 2006), ¢ocuklarda boyda kisalma
(Schwartz ve ark., 1986; Sanin ve ark., 2001; Hernandez-Avila ve ark., 2002) ve kiz
cocuklarda gecikmis seksiiel maturasyona (Selevan ve ark., 2003; Wu ve ark., 2003)
neden oldugu goriilmiis ve bu sonuglar hayvan deneyleriyle de desteklenmistir
(Grant ve ark., 1980; Ronis ve ark., 2001; Dearth ve ark., 2002). Ratlarla yapilan bir
arastirmada, kursunun uzunlamasina kemik gelisimini ve pubertal periyod boyunca

kemik direncini azalttig1 belirlenmistir (Ronis ve ark., 2001).

1.2.1.1.6. Kursunun Hiicresel Antioksidan Enzim Sistemlerine Etkisi

Kursun zehirlenmesinin patogenezi bir¢ok faktoriin etkisinde olup kursunun enzim
aktivasyonunu ve iz minerallerin emilimini yarigmali inhibisyonla engellemesi,
stlfidrilli proteinlere baglanmasi, kalsiyum homeostazinin bozulmasi ve canli i¢in
gerekli olan siilfidrilli antioksidanlarin diizeyinin azaltilmasi bunlar arasinda
siralanabilir (Ercal ve ark., 2001). Kursuna maruziyet séz konusu olan sigan ve
insanlarda ALAD, Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PD), glutatyon (GSH),
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glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon-S-transferaz (GST), glutatyon peroksidaz (GSH-
Px), katalaz (CAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD) gibi antioksidanlarin etkilenmeleri
tizerine birgok c¢alismanin yapildigi bilinmektedir (Costa ve ark., 1997; Gurer ve
Ercal, 2000; Ercal ve ark., 2001; Kalia ve Flora, 2005).

1.2.1.1.7. Kursunun Organizma Uzerine Etkisi, Tanisi ve Tedavisi

Kursun zehirlenmesinin tanisi belirtileri 6zel olmadigindan zordur. Erigskin hastada
kolik agris1i, kabizlik, anoreksi, uykusuzluk ve huzursuzluk; bazen de diisiik

hemoglobin diizeyi ve serum biliiribin diizeyinde artisin ortaya c¢ikmasiyla tam

konulabilir (WHO, 1995; Kaya ve Akar, 1998).

Kursuna maruziyet s6z konusu olan bir iste calisma Oykiisii ile klinik belirti
ve bulgular 6nemli olmakla birlikte atomik absorbsiyon spektrometrisi yontemi
kullanilarak PbB diizeyinin belirlenmesi ile kesin tan1 konulur. Cocuklarda ve hamile
kadinlarda 10 pg/dl, yetiskinlerde 40 pg/dl’nin iistiindeki PbB diizeyi anlamli kabul
edilmektedir. Ferroselataz enzimi protoporfirin-IX (PP) i¢ine demirin (Fe*?)
girmesini katalize etmekte ve kursun tarafindan inhibe edilmektedir. Dolayis: ile
demir yerine ¢inko baglanmakta ve alyuvar i¢i ¢inko-protoporfirin (ZnPP) diizeyi
ortamda yilikselmektedir. PbB diizeyi 35 ug/dl’yi astigi durumlarda ZnPP diizeyleri
akut kursun zehirlenmesinin tanisinda degerlidir. ZnPP i¢in esik tani degeri
yetiskinler i¢in 30 pg/dl; ¢ocuklar icin ise 15 pg/dlI’dir (WHO, 1995; ATSDR, 2005;
Petrone, 2007). Kadinlarda demir miktarmin daha az olmasi sebebiyle daha diisiik
PbB diizeyinde ZnPP’de artis gbzlenir (Petrone, 2007). Bununla birlikte, porfiriyalar
karaciger sirozu, demir eksikligi, alkolizm gibi etkenlerle de hem sentezi ayn1 etkiye
ugradigindan ZnPP’nin tanida kullanimi sinirlanmaktadir (Somashekaraiah ve ark.,
1990).

Kursuna maruziyette kullanilan ve en gii¢lii biyomarker olan PbB diizeyidir;
ancak Cevre Koruma Ajansi (Environmental Protection Agency-EPA) kursun igin
toksik bir esik diizeyin olmadigini duyurmustur. Bu da viicuda zarar vermeyen
miktarda kursun seviyesinin olmadigi anlamina gelir. Yine EPA su ile alinabilecek

en fazla PbB diizeyinin sifir olmasi gerektigini de belirtmistir (EPA, 2008).
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Kursun zehirlenmesinde en ¢ok etkilenen hiicreler alyuvarlardir. Yapilan in
vitro ¢aligmalar kursunun alyuvarlarda oksitatif stresi indiikledigini gostermis (Gurer
ve Ercal, 2000; Ercal ve ark., 2001) ve maruziyet séz konusu olan is¢ilerin
alyuvarlarinda belirlenmistir (Solliway ve ark., 1996; Marchartova ve ark., 2000).
Alyuvarlar oksitatif hasara karsi; oksijenle yiiksek diizeyde muamele olmalari,
icerigindeki hemoglobinin kolayca otooksidasyona ugramasi, membranlarinimn lipid
peroksidasyona duyarli olmasi ve hasarli yapitaglarin1 tamir etme yeteneklerinin
siirl olmasi nedeniyle oldukga duyarlidirlar. Kursun hem ve hemoglobin sentezini
onleyerek alyuvar morfolojisini ve dmriinii degistirerek etkili olur (Warren ve ark.,
1998; Gurer ve Ercal, 2000). PbB diizeyi 20 pg/dl‘nin istiinde oldugunda ALAD
aktivitesinin %50 inhibisyona ugramasina ragmen ALAD ile PbB diizeyi arasinda
pozitif korelasyon goriilmedigiden ALAD aktivite 6lglimii kursun zehirlenmesinin
tanisinda kullanilmamaktadir (Philip ve Gerson, 1994). ALAD’in inhibisyonu
sonucunda ortamda biriken aminoleviilinik asitin (ALA) idrar diizeylerinin 6lgiimd,
siklikla tanida kullanilmakla birlikte sadece yetiskinlerde 35 pg/dl‘nin; ¢ocuklarda
ise 25-75 pg/dl‘nin tizerindeki PbB diizeyinde artis gosterdiginden etkili olmakta ve
diisiik dozda kursuna maruziyetin gostergesi olarak kullanilabilecek bir biyomarker

heniiz bulunmamaktadir (Somashekaraiah ve ark., 1990).

Kursun yine pirimidin 5’-niikleotidazin aktivitesini azaltarak alyuvarlardaki
pirimidin niikleotidlerinin miktarinda artisga ve olgunlagsmalarimi engelleyerek de
mikrositer anemiye yol agar. Mikroskobik incelemede alyuvarlarda bazofilik
cisimciklerin goriilmesi ve hemoliz taniya yardimci olabilirken benzen ve arsenik
gibi diger zehirlenme etkenleri ve enzim eksikliginde de benzer etkiler goriilebilir.
Yetiskinlerde 50 ng/dl ve ¢ocuklarda ise 25-40 pg/dl PbB diizeyinde ancak bazofilik
cisimcikler ile mikrositer, normositer ya da hipokromik anemi goriilmektedir (Paglia,
1977). PbB diizeyi yetiskinde 50 pg/dl; ¢ocukta ise 40 ug/dl’yi ge¢medikg¢e kan
hemoglobin diizeyi diismeye baslamamaktadir (ATSDR, 2005).

Gida ile alinan D vitamininin aktif sekli olan 1,25-dihidroksivitamin D’ye
dontistimii kursun tarafindan engellenmektedir. Yapilan ¢alismada bu etkinin anlamli

PbB diizeyi ¢ocuklarda 33-120 pg/dl arasinda goriildiigli hatta 12 pg/dl kadar diisiik
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degerde bile belirlenebildigi gosterilmistir (Mahafey, 1982). 62 pg/dl’nin iizerindeki
PbB diizeyinde total ve iyonize serum kalsiyum degerleri diisiis gosterirken

parathormonun yiikseldigi goriilmiistiir (Rosen ve ark., 1980).

Kursuna akut maruziyette geri donlisiimlii olarak karaciger fonksiyonlarinda
bozukluk (AST-Aspartat aminotransferaz ve ALT-alanin aminotransferaz’da artis),
kronik maruziyette ise bobreklerde hiperiirisemi ve kreatinin klerensinde azalma
olabilir (Pollock ve lbels, 1988; WHO, 2005) (Cizelge 1.3). PbB degerlerinin 10
png/dl’nin altinda oldugu diizeylerde bile normale gore her 10 kat artista serum
kreatinin degerinin 0,14 mg/dl kadar arttig1 gorilmiistiir (Pollock ve Ibels, 1988).
Kursuna bagli proksimal tiibiiler hasar, glomeriiler skleroz ve interstisyel fibroz gibi
bobrek rahatsizliklar1 6zellikle meslekleri nedeniyle kursuna maruz kalan iscilerde
goriilmekte ve belirtileri proteiniiri, glukoz ve organik aniyonlarin taginmasinda
bozulma ve glomeriiler filtrasyon oraninda azalma meydana getirebilmesidir

(Loghman-Adham, 1997; de Burbure ve ark., 2006).

Yiikselmis PbB diizeyi (20-29 ug/dl) ile tiim dolasim ve kalp-damar sistemi
hastaliklarina bagli 6liim oranlarinda 6nemli artis belirlenmis (Fanning, 1988), klinik
ve populasyon c¢alismalarinda mesleki olarak kursuna maruz kalmis bireylerde
hipertansiyon, serebrovaskiiler ve kalp-damar sistemine ait hastaliklarla ilgili
korelasyon bulunmus (Schober ve ark., 2006; Lin ve ark., 2008) ve uzun siireli diisiik
dozda kursuna maruziyetin insan ve hayvanlarda hipertansiyona neden oldugu
gosterilmistir ~ (Staessen, 1994). Kursun ile artan hipertansiyonun etki
mekanizmasinin ~ endotelyum  kaynakli  nitrik  oksidin  inaktivasyonunun
arttirllmasindan  ve reaktif oksijen tiirevlerinin (ROS) olusturulmasindan
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Ding ve arkadaslar1 (2000) ise hipertansiyonun
kursunun olusturdugu hidroksil radikallerinin endotelyal disfonksiyona neden
olmasiyla oldugunu belirtmislerdir. Kursunun kadin ve erkek iireme sisteminde
toksik etkilerini gosteren g¢alismalar da yapilmis; kursunla ilgili islerde galisan
kadinlarda spontan abortus, 6lii dogum ve diislik agirlikli ¢ocuk dogurma sikliginda
artis belirlenmistir. Erkeklerde ise sperm ve testisler {izerinde toksik etki,
hiperspermi, teratospermi, astenospermi ve hipogonadizm olusturabilmektedir

(Grandjean, 1992).
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Cizelge 1.3. Kursun zehirlenmesinde laboratuvar bulgulari (Caylak ve Halifeoglu, 2010)

Bulgular Ozellikler
y Alyuvar ALAD En diistik 3 pg/dl baslamak tizere PbB ile ters orantladir

Cocuklarda 25 pg/di, kadinlarda 35 pg/dl ve erkeklerde 45

A
ldrar ALA pg/dl PbB’den sonra artig gdsterir

Yetigkinlerde 30 pg/dl ve cocuklarda ise 15 pg/dl PbB'nin

4 § va 3 3 y ova 7 np
| Alyuvar protoporfirin (PP) veya ZnP} alunda duyarlilig: diigtiktir

Bazofilik cisimciklerle karakterize normokromik veya
Kan hiicreleri sayimu hipokromik anemi, retikiilosit miktannda yiikselme (tiim
degerler 50 pg/dl ve iizerindeki PbB’de goriiliir)

Yiiksek BUN (idrar iire nitrojeni), serum kreatinin, serum

Akut kursun zehirlenmesi < : . ; .
! {irik asit ve idrarda aminoasit, glukoz ve fosfat miktarlarn

ALA aminoleviitlinik asit, ALAD ALA dehidratoz,

Kursun Uluslararasi Kanser Arastirma Merkezince (IARC) insanlar igin
muhtemel karsinojen olarak degerlendirilmis (Rousseau ve ark., 2005) ve insanlarda
sigara i¢imi ile kursuna maruziyet sonucunda akciger kanseri ve buna bagli olarak

gelisen bobrek, mide ve idrar kesesi kanserleri bildirilmistir (Fu ve Boffetta, 1995).
Tedavi (T.C.S.B., 2006):

Acil ve Destekleyici Tedavi: Gerekliyse temel ve ileri yasam destegi saglanmali,

karin kramplari i¢in spazm ¢oziicii ilaglar verilebilir.

Ozgiil Tlag-Antidot: Kan kursun diizeyi 45 pg/dl olan yetiskin ve ¢ocuk hastalarda
selasyon tedavisi uygulanmalidir. Selasyon yatakli tedavi kurumlarinda yapilmalidir.

Kullanilacak tedavi protokolunun se¢imi zehirlenmenin agirligina gore yapilir:

* Kan kursun diizeyi 45 pg/dl iizerinde olan ve belirtileri olmayan cocukta; agiz
yoluyla Dimerkaptosiiksinik asid (DMSA, Succicaptal® 200 mg) 10 mg/kg ya da
350 mg/m? dozda, 8 saatte bir, 5 giin boyunca verildikten sonra ayni doz 2 hafta

siireyle 12 saatte bir verilerek siirdiiriiliir.
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* Kan kursun diizeyi 80-100 pg/dl arasinda olan, ensefalopati ve kusmasi
olmayan yetiskinde DMSA 30 mg/kg dozda, 8 saatte bir 5 giin boyunca verildikten
sonra 20 mg/kg, 12 saatte bir 2 hafta siireyle verilir.

* Belirtileri olan ancak ensefalopatisi olmayan yetiskin ve ¢ocukta DMSA agiz
yoluyla, yukarida belirtilen dozlarda kullanilir. Bu olgularda DMSA yerine Kalsiyum
disodyumEDTA(Ca EDTA, Libenta® ampul, % 20°lik, 400 mg/2ml), yetiskinde 30-
50 mg/kg/giin, cocukta 20-30 mg/kg (1000-1500 mg/m?) ven i¢ine yavas infiizyon ya

da kas i¢ine derin enjeksiyonla 4-8 saat arayla 5 giine kadar verilir.

 Ensefalopatisi olanlarda British anti-Lewisite (BAL, dimerkaprol) yetiskinde 4
mg/kg, ¢cocukta 75 mg/m2 kas i¢ine derin enjeksiyonla verilir. BAL 2 giin boyunca 4
saat arayla, daha sonra 3 giin boyunca 4-6 saat arayla, sonraki 7 giin boyunca 6 saat
arayla verilir. BAL1n ilk dozundan 4 saat sonra CaEDTA yukarida belirtilen

dozlarda tedaviye eklenir.

* DMSA’nmin  kullamlamadigi  kursun  zehirlenmesinde  Penisillamin
(Metalcaptase® 300 film kapl tablet, 300 mg penisillamin) agiz yoluyla giinde dort
kez 250 mg, 5 giin siireyle uygulanir.

Arindirma: Hastanin  kursun ile temasinin durdurulmasi, kursun sindirim
kanalindaysa mide yikama ya da cerrahi yolla uzaklastirilmas: gerekir. Radyolojik
olarak goriiliiyorsa Golytely® Bagirsak Temizleme Tozu ile tiim bagirsak yikamasi
yapilir. Etkinligi kesin olmamakla birlikte, ayakta karin grafisinde kursun
parcaciklar1 goriiliiyorsa kursun alindiktan sonraki bir saat i¢inde aktif komiir ve

katartik verilebilir (T.C.S.B., 2006) (Sekil 1.13).

1.2.1.1.8. Kursunun Viicuttan Uzaklastiriimasi

Emilen kursun maruziyet yolundan bagimsiz ve esasen idrar ve feges, daha az oranda

da epitelyum deskuamasyonu, ter, tiikriik, sa¢ ve tirnaklar yoluyla, ayrica kadinlarda
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menstruasyon ve emzirme sirasinda siitle viicuttan atilir (Griffin ve ark., 1975;

Rabinowitz ve ark., 1976; Chamberlain ve ark., 1978; Kehoe, 1987; Stauber ve ark., 1994).

Organik karyus I Tedavi n g -
Selasyon X Organik kurjun
*Semptomatik ! Semptomatik
tedavi tedavi
‘ Kronik toksisiteden sonra ’
. a2 | ——— e ——— —
Sindirim ile Akut renal Hastane l <14de l
zehirlenmeden hasarm tedavisi 1z v i
et - ‘ Daha Hastane Kuryus
' ' fazla izni enwriliopami
' 2 N
¢ ' Dur _§elasyou m;nr"::i"rﬂ ‘
Emez e van SRELIA Tibbi aciliyet
Katarsiz ~ Hidrasyon "'E A } Bekicyen I
abany
y ) Kontrol efine - [ EDTA l " |
BUN & idrar amalizleri l Selasyon  Uzinana
Abnormal EDTA ginderne
o Normal !
£ giin l(n:giinlilk Dur
055 dekstrozim 1000 ml suda 2 g B 4
CaNa2EDTA'mmn IV infiizyenu };55.‘0"
TA

Sekil 1.13. Kursuna akut ve kronik maruziyette tedavi plant (http://com-med.ikalogic.com)

1.2.1.1.9. Kursunun iz Elementlerle Etkilesimi

Kursunun gastrointestinal kanaldan emilimi beslenme durumuna ve yasa bagl olarak
degismektedir. Beslenmede kalsiyum, demir, ¢inko ve bakir gibi esansiyel metallerin
noksanligi kursun emilimini ve toksisitesini artirir. Yapilan ¢alismalarda kursun
toksisitesine en fazla etki eden metalin kalsiyum oldugu bulunmus ve bu konu ile
ilgili birgok goriis ileri silirlilmiistiir. Goyer ve Rhyne (1971) kursun ve kalsiyumun
emiliminin ve viicuda dagiliminin ayn1 mekanizma ile gergeklestigini soylemislerdir.
Gida ile fazla miktarda kalsiyum alinmasi hayvanlarda ve insanda kursun emilimini
azaltmaktadir (Bogden ve ark., 1992). Ayrica magnezyum, fosfat, alkol ve diyetin
yag oranimnin yiliksek olmasi da kursun emilim oranimi diisiirmektedir (Barltrop ve

Khoo, 1975). Ratlar ile yapilan bir ¢calismada diisiik kalsiyum iceren diyetin kan ve
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dokulardaki kursun diizeyini artirdigi, bu artigin bobrekte kemige gore daha fazla
oldugu bildirilmistir (Six ve Goyer, 1970). Kursun, sinirsel etkisini pikomolar
diizeylerde dahi kalsiyumla yarigsmali olarak serebellumda fosfokinaz C igin
baglanma yerlerini taklit ederek etki gdstermesi ile gerceklestirmektedir. Bu durum
hiicrelere kalsiyum girisini, noronal fonksiyonlar1 ve mitokondrilerin yapisal
ozelliklerini degistirerek, hiicresel solunumu, kalsiyuma bagl hiicresel reaksiyonlari

ve noronal sinyali engellemektedir (Bressler ve ark., 1999; Garza ve ark., 2006).

Yapilan ¢aligmalarda kursunun ¢inko atilimini ve ¢inko noksanliginin kursun
emilimini artirdigr belirlenmistir (Victery ve ark., 1982; Goyer, 1995). PbB diizeyi
ile ¢inko tasiyan bir enzim olan &-aminoleviilinik asid aktivitesi arasinda iligki
olmasi, kursunun bu enzimde yer alan ¢inkonun yerine gegtigini diisiindiirmekte ve
selasyon tedavisinden sonra oral yolla ¢inko alinmasi J-aminoleviilinik asid

dehidrataz aktivitesini yiikseltmektedir (Dutkiewicz ve ark., 1979).

Kursun ile bakir arasindaki etkilesim insan siitiinde belirlenmistir. Yenidogan
gelisimi i¢in ¢ok 6nemli olmasina karsin siit; demir ve bakir1 diisikk diizeylerde
icermektedir. Insan siitiinde kursun diizeyi yiiksek ise bakir diizeyi azalmakta (Kies
ve Umoren, 1989) ve kursun maruziyeti olan ratlarda hepatik bakir diizeyi
diismektedir (Dhawan ve ark., 1995). Kemiricilerde kursun maruziyetinin plazmada

bakir ve seriiloplazmin diizeylerini azalttigi bildirilmistir (Petering, 1974).

Yapilan caligmalarda demir eksikliginin de c¢ocuklarda ve deney
hayvanlarinda sindirim kanalindan kursun emilimini artirdigi gosterilmis (Six ve
Goyer, 1972; Dietrich, 1991), bu durumun intestinal ferritinle iligkili oldugu
(Flanagan, 1989), kursunun ferritinin baglanma bodlgeleri i¢in demirle yaristigi
bildirilmistir (Kochen ve Greener, 1975). Demir eksikligi ve kursun zehirlenmesi
diinyanin bir¢cok bolgesinde yeni doganlarda ve c¢ocuklarda yaygin olup anemiye
sebep oldugu bilinmektedir. Iliskilerinin yapisi tamamen agiklanamamis olsa da,
yaygin bir demir-kursun tasiyicisinin tanimlanmasit ve c¢ocuklar arasindaki
epidemiyolojik caligmalar demir noksanliginin kursun zehirlenmesine karsi

hassasiyeti artirabilecegini belirgin bir sekilde desteklemektedir. Son zamanlarda
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yapilan insan ¢alismalar1 yiikksek demir alimi ve yeterli demir depolarinin, kursun
zehirlenmesi riskini azaltabilecegini desteklemektedir (Kwong ve ark., 2004). Hem
demir eksikligi hem de kursun zehirlenmesi ¢ocuk gelisimini ve insan sagligini
olumsuz yonde etkilemektedir. Bagirsaklarda demirin kursun emilimini engelledigi
bilinmektedir (Ziegler ve ark., 1978). Demir aliminin artmasi ve demir-dolu durumun
cocuklarda kursun emilimini azaltabildigi yoniindeki artan kanit (Hammad ve ark.,
1996; Kim ve ark., 2003, Wright ve ark., 2003, Wolf ve ark., 2003) sonucu demir
noksanliginin giderilmesi, insanlarin kursuna maruziyetini 6nlemek igin potansiyel

bir halk sagligi uygulamasi olarak ifade edilebilir (Mahaffey, 1995; CDC, 2002a).

1.2.2. iz Elementler

1.2.2.1. Demir

Demirin biyolojik 6nemi eski ¢aglardan beri bilinmekte ve son yillarda hiicresel
diizeyde yeni proteinlerin kesfi ile demir metabolizmasinin molekiiler kontrolii,
demirin  emilimi, depolanmasi ve organizmadaki dongiisiiniin  molekiiler

mekanizmast ile ilgili ¢ok biiyiik ilerlemeler kaydedilmistir (Ganz, 2004).

Demir organizmada esas olarak enerji metabolizmasinda yer alarak
hemoglobin ve miyoglobin, sitokromlar, NADH dehidrojenaz, lipoksijenaz,
stiperoksit dismutaz, riboniikleotid rediiktaz, yag asidi desaturaz ve fosfatazlar gibi
bircok protein ve enzimin yapisinda esansiyel bilesen olarak bulunarak elektron alip
verme Ozelligi sebebiyle dokulara oksijen taginmasi ve depolanmasi, elektron
transferi, enerji iretimi, prostaglandin sentezi, serbest radikal siipiiriiciisli, viicut
sicakliginda sivi olan yag asitlerinin sentezi, sinyal iletimi, DNA, RNA, protein
sentezi ve pek¢ok yasamsal 6nemi olan fonksiyon i¢in gereklidir (Fox, 1997; Ganz,
2004). Kolaylikla ferroz (Fe™™) ve ferrik (Fe™™") seklinde degisebilen redoks kimyasi
ile demir metabolizmasindaki degisiklikler insan sagligimi Onemli derecede
etkilemektedir (Ponka ve ark, 1988; Andrews ve Bridges, 1998; Ponka, 1997
McKee ve ark., 2000; Ganz, 2004 ve 2006; Beutler, 2006).
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Demir eksikliginin baslica nedenleri arasinda diyetle alinan demirle biiylime
ve metabolik fonksiyonlar i¢in gerekli demir ihtiyaci arasindaki dengesizliktir.
Yetiskinlerde alyuvar yapimi igin gereken demirin %95'i yash alyuvarlarin
yikimindan saglanirken cocuklarda hizli biiylime ve gelisme nedeniyle yikilan
alyuvarlardan saglanan demir miktar1 sadece %70'tir. Bu donemde eritropoez ve
diger yasamsal fonksiyonlar icin gerekli olan demirin %30u diyetle alinmasi
gerektiginden, gida demir eksikligi daha biiyiik oranda demir eksikligine neden
olabilmektedir (Andrews ve Bridges, 1998). WHO’nun verilerine gore demir
eksikligi prevalansinin %30 oldugu tahmin edilmekte ve bu degerler bilinen en
yaygin beslenme bozuklugu olan demir eksikliginin ne derece onemli bir saglik
sorunu oldugunu ortaya koymaktadir (Walter ve ark., 1989; Dallman, 1990).
Cocuklukta demir eksikliginin en Onemli etkilerinden biri, sonradan eksiklik
giderilse dahi, senelerce devam edecek hatta erigskin yasamina da yansiyacak mental
defektlerin meydana gelisidir (Soemantri ve ark., 1985; Andrews ve Bridges, 1998).
Yetiskin yasaminda demir eksikligi; is performansinda azalma ve iiretim giiciinde
diisme ile ekonomik kayiplara neden olmakta, erken gebelik doneminde ise demir
eksikligi; prematiire ve diisik dogum agirlikli bebeklerin diinyaya gelmesine yol

agcmaktadir (Andrews ve Bridges, 1998).

Gelismekte olan tilkelerde diisiik proteinli diyetteki inorganik demirin tam
emilmemesine bagli olarak yiiksek siklikta demir eksikligi goriiliirken (Cin ve ark.,
1978; Andrews ve Bridges, 1998) gelismis iilkelerde etle beslenme oraninin yiiksek
olmasi ve etle alinan hem proteinin ¢ok daha yiiksek oranda emilimi nedeniyle demir
eksikligi goriilme oran1 azalmis (Andrews ve Bridges, 1998; Uzel ve Conrad, 1998)
ve bu iilkelerde artan viicut demirinin zararh etkileri tartisilmaya baslanmistir. Demir
fizyolojik olarak esansiyel fakat biyokimyasal olarak tehlikeli bir elementtir. Diyetle
aliman demirin %10'u emilmekte fakat fazla demir organizmadan atilamamaktadir.
Organizmada eger kayip yok ise ilerleyen yasla birlikte demir depolar1 artar (Uysal,
1999). Fenton reaksiyonlart demirin oksidan yikimda rol aldigi reaksiyonlardir
(Llalliweii, 1987; Saltman, 1989). Bu reaktif 6zelliginden dolay1 demir, organizmada
hasar olusturabildiginden, canlilar esansiyel fonksiyonlar yerine getirecek ama hasar

olusturmayacak kadar demiri alabilmek i¢in c¢esitli mekanizmalar gelistirmistir.
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Insanda demir yiiklenmesi durumunda demir atihmini arttiran fizyolojik bir
mekanizma bulunmadigindan demir metabolizmasi siki bir sekilde kontrol
edilmektedir (Ganz, 2004; Nemeth ve Ganz, 2006). Bu kontrol mekanizmasinin
bozulmasi durumunda veya disaridan parenteral demir veya kan alinmasinda fazla
demir dokularda birikecek ve reaktif oksijen radikallerini olusturacaktir. Demir
ihtiyacinda veya aliminda dalgalanmalar olsa bile plazmada ve ekstraseliiler sivida
demir diizeyi dar bir aralikta tutulur. Bu durum demirin hiicre i¢ine veya disina
taginmasi, emilimi, depolanmasi ve geri doniisiimiiniin siki bir sekilde diizenlenmesi

ile saglanir (Nemeth ve Ganz, 2000).

1.2.2.2. Demirin Viicutta Dagilim

Insanda toplam viicut demir miktar1 agirhik, hemoglobin diizeyi, cins ve yasa bagh
olarak degismekle birlikte tam zamanli dogan bir bebekte 75 mg/kg viicut demiri
bulunurken bir yasinda bu deger 40-50 mg/kg’a kadar diiser. Yetiskinde bu miktar
daha diigiiktiir. Yetiskin erkekte 3545 mg/kg ve premenopozal kadinda ise yaklagik
35 mg/kg kadar toplam viicut demiri vardir (Andrews, 1999). Demir metabolizmasi
iki cins arasinda farklilik gostermemesine ragmen normal degerler arasindaki
farklilik kadinlarda demir eksikliginin yaygin olarak goriilmesi nedeniyledir (Neyzi
ve Ertugrul, 2000). Kimyasal 6zellikleri ve fonksiyonlari esas alinarak belirlenen ii¢
ana demir kompartmani bulunmaktadir (Gimrik ve Altay, 1995) (Cizelge 1.4).
Yapilan c¢alismalar; hiicresel ve anatomik lokalizasyonu belirlenemeyen, viicut
demirinin %2,2’sini igeren labil havuz demiri ad1 verilen dordiincii bir kompartmanin
varligini gostermistir (Fairbanks, 1994). Organizmada bulunan demir ortalama olarak
hemoglobinde %70, ferritin ve hemosiderinde %25, miyoglobinde %3-4, transferrin
%2, hiicreler arasi sivida %0,1, sitokromlarda %0,1, demir-enzim komplekslerinde
%0,1 ve plazmada transferrine bagl olarak %0,1’i bulunurken kalan demirin %20-
30’u gerektiginde kullanilmak {izere baslica karaciger ve retikiiloendotelial sistem

(RES) makrofajlar1 olmak iizere depolanir (Andrews, 1999; Atanasiu ve ark., 2006).
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Cizelge 1.4. Eriskin bireyde demir dagilim1

Fe Konsantrasvonu (mg/Kg)

ISompartmanlar Erkek Kadin
1- Fonksiyonel demir

- Hemoglobin 31 28

- Miyoglobin 5 4

- Hem enzimleri | |

- Non-hem enzimler 1 |
2- Transport demiri

- Transferrin <1(0,2) =<1(0.2)
3- Depo demir

- Ferritin 8 4

- Hemosiderin 4 2|

Normal bir yetiskin bireyde toplam viicut demir miktar1 yaklagik olarak 4 g
(3-5 g) kadardir (Hagar ve ark., 2002). Insanlarda demir yaslanan alyuvarlardan (~20
mg/giin) ve diger kaynaklardan geri doniisiimlii olarak siki bir sekilde korunarak
saglanmaktadir. Dengeli beslenme ile gidalarla giinde ortalama olarak 20-25 mg
demir alinmasina ragmen alinan demirin 1-2 mg’1 emilir. Yasam dongiisiinii
tamamlamis alyuvarlarin pargalanmasi ile hergiin yaklasik 20 mg kadar demir agiga
cikarken bunun 2,5 mg kadar1 tekrar hemoglobinin yapisina girer. Giinlik demir
kayb1 ise sadece 1-2 mg demirin emilmesi ile karsilanacak kadar az miktarlardadir
(Ganz, 2004 ve 2006) (Sekil 1.14).

Demir, canlilar i¢in eksikligi de fazlaligi da 6nemli saglik sorunlara sebep
olan esansiyel bir elementtir. Son yillarda demir emiliminin molekiiler kontrolii,
demir taginmasi ve hiicresel demir alimi ile ilgili ¢ok genis aragtirmalar yapilmakla
birlikte halen tam bilinmeyen bazi noktalar vardir. 15 yil oncesine kadar demir
emiliminin molekiiler mekanizmasi hakkinda c¢ok az bilgi varken 1997 yilinda

DMT1 (Divalan Metal Tasiyici)’in kesfinden sonra bu konuda hizli gelismeler oldu.

1.2.2.3. Demirin Emilimi ve Tasinmasi

1960’1n sonlar1 ile 1970’in baslarinda radyoaktif demir kullanilarak yetiskinlerde
demir emilimi ile ilgili daha fazla bilgiye ulasilmistir (Hallberg, 1981; Bothwell ve
ark., 1989). Hububat ve baklagillerdeki demirin %1-7’si ile et ve baliktakinin %10-

25’inin emildigi bildirilmis, Saarinen ve arkadaslarinin 1977 de yaptiklar1 ¢alismada
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anne siitiindeki demirin %49 oraninda emildigi, bu oranin inek siitiinde %10, demirle

zenginlestirilmis mamalarda ise %4 oldugu bulunmustur (Stockman, 1981).

Demirin plasma diizeyini dengeleyen baslica hiicre ve dokular; diyetten demir
emilimini saglayan duodenal enterositler, temel demir deposu olan hepatositler, eski
alyuvarlardaki demirin geri doniisiimiinii saglayan makrofajlar ve gebelikte anneden
bebege demir tasinmasini saglayan sinsityotrofoblastlardir. Farkli hiicre tipleri demir
almi i¢in farkli mekanizmalar1 kullanir; ancak plazmaya demir salimimi sadece

duodenal enterositler araciligi ile olur (Nemeth ve Ganz, 2006).

Diyetteki demnir

Duodenum .
1-2 mg/gim | )«

o Plazana
“ - Transferrin mmmg.-
) > 3 mg
) Kemik iligi
Kas 300 g
myoglobin ‘
300 mg Dolasunda

hemoglobin
1800 mg

Depo
Demiri
RES
makrofajlar
1000 mg 600 mg

Cansiz mukoza hiicre
Menstiuasyon
Deskuamasyon
Diger kan kayb

1 Ortalama 1-2 mg/giin |

Demir Kayb

Sekil 1.14. Yetiskin bir insanda demir dagilimi (Andrews, 1999)
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Demir emilimi gastrointestinal kanalin duodenum ve proksimal jejunum
bolgesinde primer olarak gerceklesir. Bagirsagin son kismina dogru emilim gittikce
azalirken demirin bagirsagin iist kisimlarinda daha ¢ok emilmesinin baglica nedeni
bu bélgenin pH’sinin, duodenumun ve diger ince barsak bolgelerinin pH’sima gore
daha asidik olmasidir. Demirin emilebilir formda olup olmamasi, diyetin
kompozisyonu, demirin diyetteki miktar1 ve gastrik sekresyon, intestinal motilite ile
hastaliklar ve cerrahi islemler gibi gastrointestinal faktorler de demir emilim hizim
degistirir. Diyetle alinan demirin yaklasik %90 kadar1 demir tuzlar seklinde olan
non-hem demiridir (WHO, 1989; Oski, 1993; Giimriik ve Altay, 1995; Hagar ve ark.,

2002). Bu demirin %5 kadar1 emilirken hem demirine gore bu oran ¢ok diistiktiir.

Gelismemis ve gelismekte olan iilkelerde siit cocuklarinda diyetle alinan
demirin ana kaynagi non-hem demiridir. Non-hem demir gidalarda ferrik
kompleksler seklindedir ve emilimi kisinin demir durumu ve diyetteki diger
faktorlerden etkilenir. Mukozal demirin plazmaya gecis mekanizmasi, hepsidinin
kesfine kadar belirsiz kalmistir. Diyetle alinan demir zayif ¢oziinen ve emilen ferrik
(Fe*™") formda olup duodenumun fircamsi kenar epitelinde bulunan askorbat bagimli
demir rediiktaz (ferrireduktaz) (Dcytb) enzimi araciligiyla Fe"®’ye indirgenmekte ve
oOlusan ferr6z durumdaki demir, duodenal kript hucrelerinde yer alan ve viicudun
major demir tasiyici proteini olan DMT1 aracilifi ile firgams1 kenar membranindan
enterositlere tasinmaktadir (Parkkila ve ark., 1997; Zoller ve ark., 1999; McKee ve
ark., 2000). Fe*? hiicrede ferritin olarak depolanip dokiilen enterositlerle birlikte
atilmakta ya da ferroportin (FPN) araciligi ile basolateral membrandan plazmaya

aktariimaktadir. Fe*?  hephestin (Heph) aracilign ile Fe™ olarak dolasima
gecirilmektedir (Sekil 1.15).

Demir, bagirsak mukoza hiicrelerinde ferritin seklinde depolanir, ferrik
demire okside olur ve basolateral tasiyici protein olan ‘hephestin’ araciligi ile
dolasima girer (Bacon ve ark., 1999). Enterositler tarafindan emilen demir ya ferritin
seklinde depo edilerek enterositin yaslanip dokiilmesi ile fecgesle atilir ya da
plazmaya transfer edilir. Demir viicudun ihtiyacina goére ferroportin ile plazmada

bulunan transferine aktarilir. Bakir igeren, seruloplazmin homologu hephestin,
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enterositleri terk eden Fe**yi Fe**e oksitler (Umbreit, 2005). Portal dolasimda
demir Fe**e yiiksek afinitesi olan transferin proteinine hizla baglamir (Atanasiu ve
ark., 2007). Transferrin demir metabolizmasinda ana rol oynayarak nerede ihtiyag
varsa demiri oraya tasir. Hiicrelerin ¢ogu plazmadan demiri transferrin araciligiyla
alir (Crichton, 2001; Umbreit, 2005). Diferrik transferrin hiicre membraninda
bulunan transferrin reseptoriine (TfR) baglanarak reseptore bagli endositoz yolu ile
hiicre i¢ine alinir. Hiicre yiizeyinde bulunan HFE proteini TfR ile birlikte hiicre igine
alinir (Waheed ve ark., 1997). Non-hem demirin emilimini etkileyen faktorler
Cizelge 1.5°de belirtilmistir (Umbreit ve ark., 1998). Demirin, demir transfer eden
hiicreler olan enterosit, hepatosit ve makrofajlardan ¢ikisini saglayan tek protein olan
ferroportin (FPN) araciligiyla salinimi, demir homeostazinin 6énemli bir agamasidir.
Dolasima gegen demir transferine baglanarak demir ihtiyac1 olan hiicrelerin
yiizeyinde bulunan transferrin reseptorii 1 (TfR1) araciligi ile hiicrelere tasinmaktadir
(Brittenham, 2000; Fleming ve Bacon, 2005; Yen ve ark., 2006). Endozom zar1
iizerindeki H* pompasi enterosit sitoplazmasinda bulunan H* iyonlarini endozom
icine pompalayarak ortamin pH’sin1 6’ya kadar diisiiriir (Andrews, 1999 ve 2000;
Trenor ve ark., 2000). Transferrin-demir kompleksinin hiicre yiizeyindeki TfR’ne
baglanmasindan sonra olusan TfR-Transferrin-demir kompleksi endositozla hiicre
icine alinir. Asidik ortamda (pH<5,5) demir, transferrinden ayrilirak sitoplazma igine
ve buradan da mitokondriye gecer ve hem sentezinde kullanilmak {izere birakilir.
Birakilan demir DMT1 tarafindan endozomal membran boyunca tasinarak ihtiyaca
gore hiicre tarafindan kullanilir ya da ferritin olarak depolanir (Griffiths ve ark.,
1999; Roy ve Enns, 2000; Canonne-Hergaux ve ark., 2001). Endozomal
asidifikasyon sonrasinda demirsiz kalan apotransferrinin, transferrin reseptoriine olan
ilgisi artar. Apotransferrin-reseptor kompleksi endositozla tekrar hiicre ylizeyine
iletilir. Hiicre ylizeyinde notral pH ile temasi sonucu apotransferrin, reseptére olan
affinitesini kaybederek reseptor yiizeyi tekrar kullanima uygun hale gelir (Andrews,
1999; Hunt, 2001; Garrick ve ark., 2003; Moriya ve Linder, 2006; Donovan ve ark.,
2006) (Sekil 1.16).

Hem demiri diyetle alinan demirin yaklasik %10 kadarini olusturur. Diyetteki

demir kaynaklar1 ve emilim oranlar1 Cizelge 1.6’da belirtilmistir (WHO, 1989).
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Cizelge 1.5. Demir emilimini etkileyen faktorler.

1- Diyetle ilgili faktorler:

a- Emilimi arttiran faktorler;

- Askorbik asit (C vitamini), sitrat, aminoasitler

- Et (kiimes hayvanlari, balik ve diger deniz Giriinleri)
- Diigiik pH

b- Emilimi inhibe eden faktorler;

- Fitatlar, fosfat, kalsiyum

- Polifenoller (¢aydaki tanin)

- Yumurta sarisi, Oksalat (1spanakta), kepek

2- Konak faktorlert;

a- Demir durumu

b- Saglik durumu (infeksiyonlar, malabsorbsiyon)

Cizelge 1.6. Diyetteki demir kaynaklari.

1-Hem demiri: Et, balik, kiimes hayvanlar1 ve kan triinlerinde bulunur. Gelismis tilkelerde
diyetteki demirin %10-15’ini, gelismemis tilkelerde ise %10’undan azin1 hem demiri
olusturur. Emilimi %20-30 oranindadir.

2-Non-hem demiri: Tahillar, sebzeler ve bitkilerde bulunur. Gelismemis iilkelerde baslica
demir kaynagidir. Emilimi ¢ok degiskendir, gidalardan etkilenir ve %10 civarindadir.
3-Kontamine demir: Toz, su ve toprak ile alinir. Bu yolla biiyiik miktarlarda demir
alimmasina ragmen emilimi son derece diistiktiir.

4-Zenginlestirilmis demir: Bebek mamalarina katilan zenginlestirilmis demirdir. Emilimi

%4 oranindadir.

Hem demirinin limenden enterositlere emilimi Hem tasiyici protein (Hem
Carrier Protein-HCP1) vasitasi ile olmakta (Moriya ve Linder, 2006; Pradeep ve ark.,
2010) yani Heme bagli demir inorganik demirden farkli olarak apikal membrandan

HCP1 araciligi ile hiicre i¢ine alinmaktadir (Sekil 1.17).

Karaciger ve Retikiilo Endotelyal (RE) makrofajlar asil demir depolaridirlar
(Kemna ve ark., 2008). RE makrofajlar demiri yiizey TfR araciligi ile veya yaslanan

alyuvarlarin fagositozu ile saglarlar. Hem oksijenaz enziminin etkisi ile agiga ¢ikan
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demir, ferritin olarak depolanmakta ya da gerektiginde plazmaya verilmektedir. Her

bir ferritin molekiilii 2000 demir atomu icermektedir (Nemeth ve Ganz, 2006).

l ( N\ (dhml-n me\-l uwy-cl 1)
Fircams: 7 f
kenar | \ \ \ \ { ‘ /

Ferrik reddktaz

Femtm

Enterosit
U! Ferroportin

Sekil 1.15. Demir emiliminin mekanizmasi.

Bazolateral
membran

Hephaasun

e® ‘—'.

HOLO-TF (Daerri transiursin)

Ferritin mRNA’s1 i¢inde yer alan ve ‘Demir Diizenleyici Element-lron
Regulatory Elements-(IRE)’ adi verilen kisim, ferritin molekiiliiniin sentezinin
diizenlenmesinde kontrol rolii oynar. IRE’e baglanarak ferritin translasyonunu inhibe
eden ‘IRE Baglayan Protein-IRE Binding Protein (IRE-BP)’ adi verilen proteinler
tanimlanmustir. Hiicresel demir diizeyi diisik oldugunda IRE-BP aktive olur ve
ferritin sentezi azalir, diger taraftan hiicresel demir diizeyleri arttiinda IRE-BP’ye
demir baglanir ve onu inaktive ederek, ferritin geni iizerindeki IRE elemanina
baglanmasini engeller ve sonugta ferritin sentezinin artmasina neden olur (Fleming

ve Bacon, 2005; Nemeth ve Ganz, 2006).

1.2.2.4. Viicutta Demirin Homeostazi

Viicut demir diizeyi esas olarak atilim diizenlemesi olmadigindan emilim ile
gerceklestirilmektedir (McKee ve ark.,, 2000). Sistemik demir homeostazinda
hepsidinin rolii diyetle demir yiiklenen farelerin karacigerlerinde hepsidin

mRNA’smin asir1 ekspresyonunun belirlenmesi ile fark edilmistir (Pigeon ve ark.,
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2001). Giiniimiizde hepsidin, demir metabolizmasimin diizenlenmesindeki asil

hormon olarak kabul edilir (Pigeon ve ark., 2001; Fleming ve Bacon, 2005).

MROISERE P72 5 7)1 1o e
‘fx Hiucre digi bogluk

(pH 7,4)

Klatrin kaph
vezikal

Asidifiye endozom
(pH 5,5)

Endozom

\ Proton
pompasi
Sitoplazma R —

Sekil 1.16. Endostatik transferrin déngiisii. Transferine baghi Fe* hiicre yiizeyinde Fe'*-Tf-TfR
kompleksi olusturur ve bu kompleks endositoz ile hiicre i¢ine alinir. Endozomda diisiik pH’da Fe
transferinden ayrilir ve DMT1’e baglanarak sitoplazmaya gecer. Apotransferrin-TfR kompleksi hiicre
yiizeyine gegerek apotransferrin tekrar dolasima katilir. Serbest hale gelen demir ya mitokondride
Hem sentezine katilir ya da sitoplazmada ferritin ve ya hemosiderin seklinde depolanir (Tom Walz,
http://walz.med.harvard.edu/Research/Iron_Transport/Tfrtf.php)
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Sekil 1.17. Hem emilimi. Hem demirinin limenden enterositlere Hem tasiyict protein (HCP1)
araciligi ile emilimi (Pradeep ve ark., 2010)


http://walz.med.harvard.edu/Research/Iron_Transport/Tfrtf.php
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Insan hepsidini in vitro olarak, 10-30 uM gibi yiiksek diizeylerde
antibakteriyal ve antifungal 6zellik gosterir. Diyetsel demir ile hepsidin sentezinin
arttigimin  gozlenmesi, hepsidinin demir metabolizmasinda yer alabilecegini
diisiindiirmiis ve transgenik fare modellerinde hepsidin eksikligi ve fazlaliginin
etkileri arastirilarak; fare hepsidin dilizeyinin, barsakta demir emiliminin,
makrofajlardan demir salimmin ve plasentadan demir tasinmasinin negatif
diizenleyicisi oldugu gosterilmistir (Ganz, 2005). Hepsidinin demir diizenlemesiyle
ilgili en iyi Ornekler herediter hemokromatozis (HH) gen calismalarindan elde
edilmistir. Demir asir1 yliklenmesine ragmen homozigot HFE transferin reseptor-2 ve
hemojuvelin (HJV) mutasyonu olan hastalarda veya farelerde hepsidin oraninin
diisiik oldugu belirlenmis ve bu molekiillerin demir bagimli olarak hepsidin sentezini

diizenledigi bildirilmistir (Nemeth ve Ganz, 2006; Anderson, 2007) (Sekil 1.18).

Nemeth ve arkadaslarinin (2003) yaptiklart ¢alismada, hepsidinin direkt
olarak FNP’ne baglandigini, bdylece FNP’nin internalize olarak yikildigini ve
FNP’nin hiicre membranindan kaybinin hiicresel demir atilimimi durdurdugunu
bildirmislerdir. Demir depolar yeterli veya yiiksek oldugunda, karaciger hepsidin
tiretimini arttirir, sonugta hepsidin, ince bagirsakta FNP’i internalize eder ve demiri
enterositlerden plazmaya tastyan tek yolu engeller. Demir depolan diisiik oldugunda
ise hepsidin iiretimi azalarak FNP molekiilleri demiri enterosit stoplazmasindan
plazma transferrinine verir. Ayn1 sekilde hepsidin FNP etkilesimi makrofajlardaki
demir dongiisliniin diizenlenmesine aciklik getirir. Hepsidin varliginda ferroportin

internalize olarak demir makrofajlar igerisinde kalir (Ganz, 2005 ve 2006).

Diyetle alinan ve hemoglobinden agiga ¢ikan demir; kan kaybi ya da hipoksi
gibi eritropoetik uyaricilarin ardindan tiretimi artan alyuvarlara yonelir (Ganz, 2007)
ve eritropoetik uyarilar hepsidin iiretimini azaltir. Hepsidin {iretiminin azalmasi ile
demir emilimi ve makrofajlardan demir salinimi {izerine olan engelleyici etkisini de
ortadan kaldirarak daha fazla demirin eritropoez icin kullanilmasina olanak verir

(Sekil 1.19).
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Sekil 1.18. Demir homeostazina genel bakis. (A) Nonhem demirin bagirsak enterosit hiicreleri
tarafindan taginmasi, (B) Eritrofagositozis ve doku makrofajlarinda demir doéngiisii, (C) hepatosit

demir dongiisii, (D) eritroblastta transferin dongiisii ile demir alimi (Andrews, 2008)
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Sekil 1.19. Hepsidin salinimini etkileyen faktorler (Nicolas ve ark., 2002)
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1.2.2.5. Demirin Viicuttan Atillimi

Demir esas olarak barsak hiicreleri, diski, safra, tirnak, sag ve idrar ile viicuttan atilir.
Saglikli yetigkin bir erkekte kaybin 1 mg/giin, kadinda ise menstriiasyonla birlikte
kaybedilen demirin eklenmesi ile daha fazla oldugu belirlenmistir (Brittenham, 2000;
Beutler, 2006). Viicut demir depolari, diyetle alinan ve gastrointestinal, iiriner sistem
ve derideki hiicrelerin yikimi ile atilan demir arasinda sabit bir denge saglar. Hergiin
ortalama 1 mg demir atilmakta ve bu miktar diyetle yeniden saglanmakta iken hizli
bliyime donemlerinde viicut kitlesindeki artis nedeniyle bu miktar yeterli
olmayabilir. Demiri organizmadan giinde 1 mg'dan daha fazla uzaklastiracak bir
sistem yoktur ve viicut demir depolarinin dengesi esas olarak demir emilimindeki

diizenleme ile saglanmaktadir (Ponka ve ark., 1988; Andrews ve Bridges,1998).

1.2.2.6. Demirin Toksik Etkisi ve Serbest Radikal Olusumu

Fizyolojik sartlarda demir ve bakir gibi gegis metalleri, ¢esitli oksidasyon
basamaklarinda yer alir ve serbest radikal tepkimelerini hizlandiracak katalizor
gorevini ustlenirler. Bu maddelere oksidan stresér ismi verilmektedir (Gilbert ve
Colton, 2002; Von Sonntag, 2006). Metal iyonlarmin serbest radikal
reaksiyonlarinda Lipid Peroksidasyonu (LPO) iizerine etkileri olup oksijen, O,
H,0,, OH' ve gecis metalleri serbest oksijen radikal (SOR) reaksiyonlarinda 6nemli
rol oynarlar (Burdon, 1994; Valko ve ark., 2007).

Canli organizmalarda H,0, ve O;’nin toksik etkileri, OH" ve reaktif radikal
metal komplekslerine doniismeleri ile olur (Valko ve ark., 2007; Karihtala ve Soini,
2007). H,0,, O, ile Haber-Weiss denilen tepkimeye girerek hiicre igin son derece
toksik olan OH’lere ayrilir (Duthie ve ark., 1989; Cadenas ve Davies, 2000;
Karihtala ve Soini, 2007).

Haber-Weiss tepkimesi: H,0,+ O," — OH + OH™ + O,

Bu tepkime hem katalizériin varliginda hem de katalizér olmadan

olusabilmektedir. Katalizor olmadan olusan tepkime oldukc¢a yavas ilerlerken
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tepkime eger demir elementi ile katalizlenirse (Fenton tepkimesi) oldukc¢a hizli
gerceklesir (Von Sonntag, 2006). Enfeksiyon hastaliklari, inflamatuar olaylar, iskemi
ve reperfiizyon yapacak c¢ok genis kapsamli patolojik durumlarda biyolojik olarak
stiperoksit olusumu olur. Bir serbest radikal olan siiperoksit ve hidrojen peroksit
demirin serbest hale gelmesine yol acar. Demirin bunlarla reaksiyonu ile de ¢cok daha
giiclii serbest radikal olan hidroksil radikali ortaya ¢ikar (Fenton reaksiyonu). Olusan
hidroksil radikali tiim biyolojik makromolekiilleri etkiler; polisakkaritleri
depolimerize eder, DNA kiriklarina neden olur, enzimleri inaktive ederek lipid
peroksidasyonunu baslatir. Lipid peroksidasyonu serbest demirle orantili olarak artar
ve ¢ok dnemli patolojik sonuglara neden olur. Iskemik kalp hastaliklari, maligniteler,
norodejeneratif hastaliklar (Parkinson, Alzheimer) ile organizmada serbest demirin
neden oldugu oksijen radikalleri arasindaki yakin ilgiyi gosteren c¢aligsmalar
bildirilmistir (Mc Cord, 1998).
Fenton tepkimesi: Fe*? + H,0, — Fe** + OH + OH

Viicutta demir transferine Fe*? seklinde baglanarak plazmada tasinirken
(Brittenham, 2000) serbest radikal olusumuna katilmaz (Halliwell, 1989).

Iz elementler normal gelisim ve fonksiyonlarin devami igin gerekli olup,
eksiklikleri fotal gelisimde bilyiik énem tasimaktadir. Ozellikle gelismekte olan
tilkelerde zayif sosyoekonomik yapi nedeniyle besinlerle yeterli oranda
alinamadiklar1 bilinmektedir. Hamilelik oncesinde yetersiz beslenme sadece anne
icin degil fotus i¢in de bilyiik risk tasimakta ve ¢inko, bakir ve magnezyum gibi iz
elementlerin yoklugu konjenital anomaliler ve diisik dogum agirhigr ile

sonuclanmaktadir (Black, 2001).

Metal iyonu tastyicilart ile ilgili yapilan son ¢alismalar farkli dokular igin
uygun homeostazisi saglamak amaciyla alim ve salim sistemlerinin koordineli islevi
tizerine durmaktadir. Bazi hiicresel organellerde ve plazma membraninda diisiik ve
yiiksek afiniteli tasiyicilar metal iyon diizeyinde uygun dengeyi saglamak igin
fonksiyon gosterirler. Bununla birlikte yiiksek spesifiklikte tasiyici sistemleri, uygun

konsantrasyon dengesini yakalamak i¢in metal iyon tasiyicilari ile birlikte islev
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gosterirler. Okaryotik hiicrelerin vakuolar sistemi sadece metal iyonlarmin
depolanmasi igin degil aynm1 zamanda salgilama yolagi olarak cesitli hiicresel
membranlarda uygun tasiyicilarin - miktarin1  ayarlayarak da metal iyon

hemeostazisinde biiyiik rol oynar (Nelson, 1999).

1.2.3. Metal Toksisitesinde Metal Baglayan Proteinlerin Onemi

Beslenme bozuklugu yaninda toksik metallere maruziyet sonucunda iz elementlerin
diizeyi saglik sorunlarina neden olacak boyutta degisebilir. Bu degisimde genetik
faktorlerin de etkili oldugu uzun siiredir bilinmekte iken genetik aragtirmalarin dnem
kazanmasi sonucu metal tasiyict proteinlerle ilgili bilgiler de artmaktadir. Bu
proteinler, hiicresel membranlarda tagima faaliyetlerini saglarlar. Ornegin anormal
demir alimi, anemi ve aterosklerozis, Parkinson, Alzheimer, Huntington, Friedreich
ataxia ve Pica gibi diger norolojik hastaliklarda oldugu gibi en yaygin kalitsal
hemokromatozis hastalig1 ile karistirilir. Buna benzer bir hastaligi onlemek igin
hiicreler metal iyon homeostazisini siirdiirmek zorundadirlar. Bu olaylar son
derecede diizenlenmis alim, depolama ve salgilama islemleri olarak strdiiriiliir
(Nelson 1999, Nevo ve ark., 2006). Aslinda, hiicresel metal iyon diizeyindeki
herhangi bir degisiklik metabolik bir olayin ger¢eklesmemesine ya da hiicre 6liimiine

yol acan hasara neden olur (Nelson, 1999).

1.2.3.1. Divalan Metal Tasiyic1 Protein (DMT1)

1997°de Gunshin memeli hiicrelerinde ferr6z demir, kursun ve diger metal
katyonlarin gecisini saglayan bir metal tagicinin kesfini yaymnladi. Bu metal
tagtyicinin insan bagirsak hiicrelerinde kursun ve demirin gecisini sagladig
belirlenmis (Tallkwist ve ark., 2000, Bannon ve ark., 2003, Garrick, 2003 ve 2006)
ve daha sonra Divalan Metal Tasiyict (DMT1) olarak adlandirilmistir. DMT1’in
demir alimini saglayan en dnemli proteinlerden biri oldugu bildirilmistir (Fleming ve
ark., 2005). DMT1, hem bagirsak hem de ¢evre dokulardaki hiicrelerin plazma ve
endozomal membranlarinda bulunan Nramp2 ya da Slc11a2 olarak da bilinen proton-

bagimli bir divalent metal tasiyicidir (Cizelge 1.7). DMT1 geni kromozom 12q13°de
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lokalize olmus, 1671 bp uzunlugunda, 557 aminoasitten olusan ve bir¢ok dokuda
sentezlenen, 90-100 kDa agirliginda integral membran proteinini kodlayan, 17 ekzon
ve 3002 SNP noktasi bulunan 3,6 kb’lik bir gen bolgesidir (Vidal ve ark., 1995;
Hubert ve Hentze, 2002; Mackenzie ve ark., 2007) (Sekil 1.20, 1.21 ve 1.22). Bu
SNP’lerden biri de 12. kromozom {izerindeki 51399050. noktaya denk gelen
niikleotiddir. Bu noktada, DMT1 IVS4+44 C/A Tek Niikleotid Polimorfizmi tipik
bireylerde C niikleotidi tagirken, atipik bireylerde A niikleotidi tasir.

Cizelge 1.7. Divalan metal tasiyicinin farkl isimleri.

Nramp2 Natural Resistance Associated Macrophage Protein 2
DCT1 Divalent Cation Transporter 1

DMT1 Divalent Metal Transporter 1

SLC11A2 Solute Carrier Family 11, member 2

FLJ37416

Kromozom 12

o cd - oo = 00 — [Vl — T 0 o [ ]
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Sekil 1.20. DMT1 geninin 12. kromozom tizerindeki yeri (http://www.genecards.org).
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

1 Met Ser Thr Val Asp Tyr Leu Asn Ser Val Ser Gly Asp His Gly Glu Ser Ala Ser Leu
21 Gly Asn Ile Asn Pro Ala Tyr Ser Asn Pro Ser Leu Ser Gln Ser Pro Gly Asp Ser Glu
41 Glu Tyr Phe Ala Thr Tyr Phe Asn Glu Lys Ile Ser Ile Pro Glu Glu Glu Tyr Ser Cys
61 Phe Ser Phe Arg Lys Leu Trp Ala Phe Thr Gly Pro Gly Phe Leu Met Ser Ile Ala Tyr
81 Leu Asp Pro Gly Asn Ile Glu Ser Asp Leu Gln Ser Gly Ala Val Ala Gly Phe Lys Leu
101 Leu Trp Ile Leu Leu Leu Ala Thr Leu Val Gly Leu Leu Leu Gln Arg Leu Ala Ala Arg
121 Leu Gly Val Val Thr Gly Leu His Leu Ala Glu Val Cys His Arg Gln Tyr Pro Lys Val
141 Pro Val 1Ile Leu Trp Leu Met Val Glu Leu Ala Ile Ile Gly Ser Asp Met Gln Glu Arg
161 Val Ile Gly Ser Ala Ile Ala Ile Asn Leu Leu Ser Val Gly Arg Ile Pro Leu Trp Gly
181 Gly Val Leu Ile Thr Ile Ala Asp Thr Phe Val Phe Leu Phe Leu Asp Lys Tyr Gly Leu
201 Arg Lys Leu Glu Ala Phe Phe Gly Phe Leu Ile Thr Ile Met Ala Leu Thr Phe Gly Tyr
221 Glu Tyr Val Thr Val Lys Pro Ser Gln Ser Gln Val Leu Lys Gly Met Phe Val Pro Ser
241 Cys Ser Gly Cys Arg Thr Pro Gln Ile Glu Gln Ala Val Gly Ile Val Gly Ala Val Ile
261 Met Pro His Asn Met Tyr Leu His Ser Ala Leu Val Lys Ser Arg Gln Val Asn Arg Asn
281 Asn Lys Gln Glu Val Arg Glu Ala Asn Lys Tyr Phe Phe Ile Glu Ser Cys Ile Ala Leu
301 Phe Val Ser Phe Ile Ile Asn Val Phe Val Val Ser Val Phe Ala Glu Ala Phe Phe Gly
321 Lys Thr Asn Glu Gln Val Val Glu Val Cys Thr Asn Thr Ser Ser Pro His Ala Gly Leu
341 Phe Pro Lys Asp Asn Ser Thr Leu Ala Val Asp Ile Tyr Lys Gly Gly Val Val Leu Gly
361 Cys Tyr Phe Gly Pro Ala Ala Leu Tyr Ile Trp Ala Val Gly Ile Leu Ala Ala Gly Gln
381 Ser Ser Thr Met Thr Gly Thr Tyr Ser Gly Gln Phe Val Met Glu Gly Phe Leu Asn Leu
401 Lys Trp Ser Arg Phe Ala Arg Val Val Leu Thr Arg Ser Ile Ala Ile Ile Pro Thr Leu
421 Leu Val Ala Val Phe Gln Asp Val Glu His Leu Thr Gly Met Asn Asp Phe Leu Asn Val
441 Leu Gln Ser Leu Gln Leu Pro Phe Ala Leu Ile Pro Ile Leu Thr Phe Thr Ser Leu Arg
461 Pro Val Met Ser Asp Phe Ala Asn Gly Leu Gly Trp Arg Ile Ala Gly Gly Ile Leu Val
481 Leu Ile Ile Cys Ser Ile Asn Met Tyr Phe Val Val Val Tyr Val Arg Asp Leu Gly His
501 Val Ala Leu Tyr Val Val Ala Ala Val Val Ser Val Ala Tyr Leu Gly Phe Val Phe Try
521 Leu Gly Trp Gln Cys Leu Ile Ala Leu Gly Met Ser Phe Leu Asp Cys Gly His Thr Val
541 Ser Ile Ser Lys Gly Leu Leu Thr Glu Glu Ala Thr Arg Gly Tyr Val Lys

Sekil 1.21. DMT1’in protein yapisindaki amino asitler.
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DMT1 geni mRNA’st her hiicrede bulunur. Bitkiler, bdocekler,
mikroorganizmalar ve omurgali hayvanlarda benzer proteinlerle evrim sirasinda
yiiksek oranda korunmustur (Mims ve Prchal, 2005a). DMT1 mRNA’s1 duedonum,
karaciger ve eritroid hiicrelerde bulunurken bobrek, beyin, timus, kalp, akciger ve
testislerde de kolayca belirlenebilir (Gunshin ve ark., 1997). DMT]1 ilk kez 1995°de
kemirgenlerde 15. kromozom iizerinde belirlenerek klonlanmistir (Gruenheid ve ark.,
1995). Vidal ve arkadaslar1 (1995) insana ait formu klonlamis ve kromozom 12q13
tizerinde floresans in situ hibridizasyonla belirleyerek karakterize etmislerdir,
bununla birlikte daha sonra demir metabolizmasindaki roliiniin tamami belirlenmistir
(Gunshin ve ark., 1997). DMT1 mRNA’nin o6zellikle proksimal duedonumda
(Gruenheid ve ark., 1995) ve her yerde diisiik diizeyde eksprese olur ve demir
eksikligi durumunda ekspresyonu artar (Gunshin ve ark., 1997). Klonlanmasinin
ardindan mk fare ve Belgrade ratta demir eksikligi ve hipokromik/mikrositik
anemiden sorumlu olan DMT1’de tanimlayici mutasyonlar belirlenmistir (Fleming
ve ark., 1997; Fleming ve ark., 1998). DMT1’in fonksiyon ve hiicre i¢i lokalizasyonu
ile ilgili bu gen igerisinde 185 (G185R) pozisyonunda transmembran 4 kiviriminda
Gly yerine Arg ge¢mesine neden olan tek niikleotit mutasyonu ile bir¢cok bilgi bu

hayvanlar ile yapilan ¢aligmalardan edinilmistir (Su ve ark., 1998).

DMT]1 evrim sirasinda yiiksek oranda korunan Nramp ailesinden membran
bagli, 12 transmembran domaini bulunan divalent katyon tasiyicilarin bir iiyesidir
(Cellier ve ark., 1995; Fleming ve ark., 1997; Lam-Yuk-Tseung, 2003; Courville ve
ark., 2006) (Sekil 1.23 ve 1.24). Bu proteinler genis gesitlilikte fonksiyon sergilerler;
bitkilerde kok sistemi ile metal iyonlarinin alimi, Drosofilada tat alma duyusuna
cevap islemi icin Onemli olan iyon Kkanalinda ve mayada Nramp proteini
mitokondriyal matrikse protein alimi i¢in gerekli membran potansiyelini sagladigi
goriiliir (Garrick ve ark., 2003). Xenopus yumurtasinda yada HEK293 hiicrelerinde
eksprese olan DMT1 mRNA’sinin DMT1’in demir disinda manganez, bakir, nikel ve
muhtemelen ¢inko gibi metallerin pH bagimli tasinmasinda fonksiyonu oldugu
belirlenmistir (Bannon ve ark., 2002; Forbes ve Gros, 2003). Lam-Yuk-Tseung ve
arkadaslar1 (2003) DMTI’in pH bagimli tasima mekanizmasinin olusmasinda

transmembran 6°da iki korunmus histidin kalintisinin proton pompalanmasinda rol
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oynadigin1 Onermislerdir. Bu modelde anahtar rol oynayan histidin kalintilarinin
mutasyonu protein aktivitesini ortadan kaldirmazken kanallar1 agmak ve katyon

taginmasini aktive etmek igin daha diisiik pH’ya gereksinim duyar.

Sekil 1.22. DMT!’in {i¢ boyutlu yapist (http://www.uscnk.com/directory/Solute-Carrier-Family-11-
Member-2(SLC11A2)-4426.htm).

Lo

Sekil 1.23. DMT1 proteininin hiicre membramindaki konumu (www.med.nus.edu.sg).
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Sekil 1.24. Fare DMT1’inin izoform II (IRE-) ve izoform I (IRE+)’in sematik gosterimi (Lam-Y uk-
Tseung, 2003).
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1.2.3.1.1. DMT1 Geninin Yapi ve izoformlar

DMT1 ilk olarak Nramp2 (Vidal ve ark., 1995) ve ardindan DCT1 (Gunshin ve ark.,
1997) olarak adlandirilmis ve OMIM 600523 altinda SLC11A2 olarak
smiflandirilmistir - (www.omim.org) (Cizelge 1.7). Insan DMTI1 geninin
organizasyonu baslangicta ilk olarak Lee ve arkadaslar1 tarafindan (1998)
tamimlanmistir.  Bu arastirmacilar genin 17 ekzon igeridigini, 3,6 kb’dan fazla yer
kapladigini, 4 farkli mRNA kodladigini, 5’nde alternatif promoter ve 3’ alternatif
ekzonlar icerdigini gostermislerdir (Hubert ve Hentze, 2002; Mackenzie ve ark.,
2007). Detayli calismalarda, Tchernitchko ve arkadaslart (2002) alternatif 3’
ekzonlar iceren DMT1 mRNA izoformlarim1 karakterize etmisler, bunlardan biri 3’
translasyona ugramayan bolgede (UTR-Untranslated Region) demir cevap elementi
(IRE-iron responsive element) igeren (IRE+) iken digeri igermeyen (IRE-) ve 18
aminoasitlik C-ucunun yeni 25 aminoasitlik bir parca ile yer degistirdigini
karakterize etmislerdir. IRE- izoformu 16. ekzon i¢inde alternatif ekleme tarafindan
olusturulur. Bu kisim i¢in uyart bilinmemekle birlikte duedonum, karaciger ve
testisde oncelikle IRE+ izoform ekspres olurken dalak, bobrek, beyin ve timus gibi
diger dokularda ise her iki izoformda eksprese olur. Son yillarda, 1A ve 1B olarak
dizayn edilen alternatif 5’ ekzonlarin oldugu da belirlenmistir (Hubert ve Hentze,
2002). DMT1’in 1A izoformu ilave 29 aminoasiti ile esas olarak duedonum ve
bobrekte eksprese olurken 1B izoformu biitiin doku ve endozomal membranlarda
eksprese olur (Mackenzie ve ark., 2007). Ayrica, 3> UTR’de IRE igerip
icermemesine (sirast ile IRE+ ve IRE-) gore farklilik gosterir. Karboksi ucunda
farklilik gosteren iki tasiyiciyr kodlayan DMT1 IRE+ izoformunda 18 aminoasit
bulunurken IRE- izoformunda 7 aminoasit daha uzundur (Sekil 1.25 ve 1.26). Ekzon
10 ve 12’nin atlanmasi1 nedeniyle olusan diger kiigiik izoformlar da incelenmistir
(Lee ve ark., 1998). Ekzon 10 igermeyen DMTI mRNA’s1 tam uzunluktaki
mRNA’dan daha diisiik diizeylerde hemokromatozis hastalarinda incelenmisken
Mims ve arkadaglar1 (2005) ekzon 12 igermeyen izoformun normal retikiilositlerde
toplam DMT1 mRNA’smin %10 unu olusturdugunu belirlemislerdir (Lee ve ark.,
1998; Mims ve ark., 2005b).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hubert%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hentze%20MW%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hentze%20MW%22%5BAuthor%5D
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Bobrek bagirsak sisteminden daha fazla DMTI1’e sahip olmakla birlikte
(Canonne-Hergaux ve ark., 2000) IRE- tiirii baskindir. Aslinda bobrek ve ardindan
beyin diger herhangi bir dokudan daha fazla DMT1 mRNA’ya sahiptir. Duedonum,
karaciger ve kemik iligi disinda ¢ogu dokuda IRE+’den ¢ok IRE- izofom biiyiik
miktarlarda mevcuttur (Tchernitchko ve ark., 2002).

Sekil 1.25°de gosterildigi  gibi  bilgisayar analizleri DMTI1’in 12
transmembran domaini (Gunshin ve ark., 1997) oldugunu gosterir. 4 izoformu
bilinen mRNA’lardan beklenirken bunlarin ikisi N-terminal, diger ikisi C-terminal
bolgesinde farklidirlar. Biitiin formlari hiicreler ve dokularda goriilebilir varyasyon
icin potansiye olusturan glikolizasyona izin veren motifleri tasir. Ayrica tahmin
edilen Fe*?nin ve muhtemelen diger divalent metal iyonlarinin bir tasiyicisi olarak
fonksiyonu gosteren bir tasiyict motifi ve protein hedeflerini etkileyebilen diger
motifleri de tasirlar. N-terminal peptidlerin varliginda birlestirilmis bu varyantlara
gore spesifik ekzonlarca (1A ve 2) kodlanirlar ve C-terminal peptidler potansiyel bir
diizenleyici +IRE ve -IRE mRNA ekzonlarindan alinirak 1A+IRE, 1A-IRE, 2+IRE
ve 2-IRE olarak adlandirilir (Sekil 1.26). Ayr1 hedef motifleri tagimak i¢in herbiri
degisik potansiyele sahip olduklarindan farkli izoformlarin farkli hiicreigi
lokalizasyonlar1 sasirtict degildir. Bununla birlikte, -IRE DMT1 izoformunun bazi
hiicrelerin niikleuslarinda lokalize oldugunun bulunmasi siirpriz olmustur (Lee ve
ark., 1998; Roth ve ark., 2000; Hubert and Hentze, 2002; Garrick ve ark. 2003). Bazi

izoformlariin ekspresyonlar1 dokuya 6zgiidiir (Mims ve Prchal, 2005a).

DIS
{ 4%
I
IRE
sy
A e
o
:EU
(44
&c
A
B
AT
cs
P33
A
exon 16 v

DMTTA: .- S0 200 gEA ACC AUC UCU AML GOT SUG (UG ACA SAR CAA GCC AOT SOU 00T SAT SUU ARA UAR SACHOIATUAGUSIICANUS: TN R

exon aki ppmgl exon 17

pMTIA: JSC CAR CUG GEA UUS ACA COU CAG GOV GAA OO URG SUU ONVG AAC ACC MGG GAC GOV GAC UTA CUS GUS DSV AGA TGA CUGACHGCCUSASAG. ..
.............................

Sekil 1.25. Memeli hiicrelerinde DMT 1’in alternatif ekleme ile olusan iki izoformu. (A) DMT1’in iki
boyutlu yapisin1 gostermektedir, (B) DMT1 mRNA’sinin iki izoformu (Tabuchi, 2002).
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A

DMT1 coding region O 1RE
1A/IRE(+) 5'-m= ol =L 3
1A/IRE(-) 5'-= -3
OIrE
1B/IRE(+) 5 i [ LSS
B 1B/IRE(-)  5- 3
Kontrol 1A/IRE( 1) IA/IRE( ) 1B/IRE( 1) 1B/IRE( )

Sekil 1.26. insan DMT1’inin ¢oklu izoformlar1 (A) DMT1’in gesitli transkriptleri, UTR’da ve
kodlanma bolgesinde farklilik gosteren en az dort DMT1 mRNA transkripti vardir. (B) Kontrol ve
DMT1 izoformlarini eksprese eden oositlerde DMT1 immiinofloresans (Mackenzie ve ark., 2007).

1.2.3.1.2. DMTY?’in Lokalizasyonu

Genelde DMT1 proteininin hiicresel lokalizasyonu demir tasimasindaki rolii ile
iligkilidir. DMT1’in izoformlar1 hiicre tipine 6zgii ekspresyon modellerine ve farkl
hiicre i¢i lokalizasyonlara sahiptir (Tabuchi ve ark., 2002). Bununla birlikte, DMT1
IRE+ ve IRE- izoformlarinin mRNA’lar1 bobrek, timus ve karaciger gibi birkag
dokuda eszamanli eksprese olurlar (Gunshin ve ark., 1997; Tabuchi ve ark., 2002;
Johnson ve ark., 2005). IRE+ izoform duedonum firgamsi kenarini igeren bazi
epitelyum hiicrelerinin plazma membraninda eksprese olur. IRE- izoform ise bir¢ok
hiicrede 6zellikle eritroid Oncii hiicrelerinde ve makrofajlarda eksprese olur ve
asidifiye olmus endozomlardan demir alimi i¢in esansiyeldir (Canonne-Hergaux ve
ark., 1999 ve 2001). 1A izoformu esas olarak duedonal ve bdbrek hiicrelerinde
mevcut iken 1B ayn1 anda bir¢ok doku ve hiicrede eksprese olur (Hubert ve Hentze,
2002). Proksimal duedonumda doku immiinoboyama c¢aligmalarinda DMTI1
proteininin  ekspresyonunun villuslarda smirlandigt  ve kriptlerde olmadigi
gosterilmistir. Ekspresyonu enterositlerle smirli olup goblet hiicrelerinde ya da
lamina propriada ekspresyonu yoktur. Ekspresyon DMT1’in demir tasiyici rolii ile
ilgili olarak enterositin apikal kutbunun fircamsi kenarinda fazladir (Canonne-
Hergaux ve ark., 1999). Gruendheid ve arkadaslari (1999) makrofajlarda DMT1’in

yaslanmis kirmizi kan hiicreleri parcalandiginda alinan demirin tasinmasinda
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fonksiyonu olan fagozomal membranla iliskili oldugunu bildirmislerdir. Transferin-
TfR yolu ile demir alimma bagimli olan hiicrelerde DMT1 hem plazma
membraninda hem de endozomda bulunur. Bobrekte DMT1’in glomerulusta filtre
edilen demirin geriemiliminde fonksiyon gosterdigi goriiliir ve kanal hiicrelerinin
apikal membraninda lokalize olur. Bunula birlikte, ekspresyonun proksimal tiibiilde
mi distal tiibiillde mi fazla oldugu konusunda g¢alismalar farklilik gostermektedir
(Ferguson ve ark., 2001; Canonne-Hergaux ve Gros, 2002). DMT1 nefronun
bazolateral membraninda eksprese olmaz, bu da bazolateral demir hareketinde yer
almadigim1  gostermektadir (Ferguson ve ark.,, 2003). DMT1’in beyinde
lokalizasyonu ile ilgili ¢eliskili bilgiler vardir (Wang ve ark., 2001; Moos ve Morgan,
2004a). Beyinde DMT1’in ekspresyon ve regulasyonuna yonelik yogun calismalar,
etkilenmis bolgelerde 6nemli demir birikiminin oldugu Alzheimer, Parkinson ve
Huntington hastaliklarinda demirin zararli roliiniin oldugunu bildirmistir (Moos ve

Morgan, 2004b).

1.2.3.1.3. DMT?’in Ekspresyon ve Diizenlemesi

Sistemik ve hiicresel demir homeostazini siirdiirmek icin DMT1 ekspresyonu kritik
oneme sahiptir (Lee ve ark., 1998; Mackenzie ve ark., 2007). Hiicresel ve sistemik
demir diizeyindeki degisiklikler direkt ya da indirekt olarak DMT1 ekspresyonunu
kontrol eder. Demir eksikligi, hipoksi, uyarilmis eritropoiezis gibi sistemik demir
gereksinimi arttiginda duedonumda DMT1 mRNA ve protein ekspresyonu artarak
(Canonne-Hergaux ve ark., 2001; Conner ve Schmid, 2003) daha fazla demir emilir.
Bulunla birlikte, Li ve arkadaslarinin (2008) yaptiklar: bir ¢alismada HepG2 hiicre
kiiltiirtinde hipoksi ile indiiklenen DMT1 IRE+ ekspresyonunun azaldigi
gozlenmistir, DMT1 ekspresyonu trankripsiyonel, post-transkripsiyonel ve post-
translasyonel diizeylerde kontrol edilebilir. Gen ekspresyonunun transkripsiyonel
diizenlemesi transkripsiyonel faktorler tarafindan promoter sekanslar {izerinde etkili
olabilir. Fleming ve arkadaslar1 (1998) rat yabanil tip DMT1 ekspresyonunun Fe*
alimmi artirdigimi oysa GI185R mutant tipin minimal aktivite sergiledigini

gostermislerdir. Benzer olarak Su ve arkadaslar1 (1998) ekspresyon iizerine diger


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Moos%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Morgan%20EH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Moos%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Morgan%20EH%22%5BAuthor%5D
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birkag mutasyonun etkisini aragtirmiglar ve her bir mutasyonun Fe™? alimim

azalttigini ya da elimine ettigini bulmuslardir.

DMT1’in 5° diizenleme bolgesi metallothionein 2A geninde bulunanlara
benzer 5 potansiyel metal cevap elementi (MREs:metal responsive elements), 3
potansiyel SP1 (Specificity Proteinl) baglanma bdlgesi ve bir y-interferon diizenleme
elementi icerir (Lee ve ark., 1998). Alternatif 5’ ve 3’ ekzonlarin tanimlanmasi
DMT1’in ekspresyon ve diizenlenmesine ek bir karmasa getirmistir. Hem 5’
promoter/ekzon 1A bolgesi hem de IRE-igeren terminal ekzon dokuya 6zgii bir
mekanizma ile isleyen DMT1 ekspresyonunun demirle diizenlenmesine katilirken
(Gunshin ve ark., 2001; Hubert ve Hentze, 2002) IRE-izoformun ekspresyonu demir
muamelesi ile Onemli derecede degismez (Gunshin ve ark., 2001). Kutuplu
hiicrelerde apikal membrana dogru DMT1’in hedeflenmesi glikolizasyona bagl
oldugu goriiliir, oysa bazi ¢alismalar IRE+ ve IRE- izoformlarin farkli endozomal
kompartmanlari hedefledigini bildirir (Tabuchi ve ark., 2002). Hiicre kiiltiiri ve bazi
hayvan modellerinde insan dokusunda oldugu gibi DMT1 IRE+ izoformunun
regulasyonu demir alimma cevap olarak protein diizeylerindeki degisiklikleri
diizenlemede demir algilayic1 olarak rol oynayan IRP sistemini igerir (Hentze ve
Kuhn, 1996; Rouault ve Klausner, 1997) ve mRNA’nin 5°UTR’deki IRE/IRP
kopleks olusumu translasyonu inhibe eder, oysaki TfR1 ya da DMT1 mRNA’nin 3’
UTR’da IRP’lerin IRE’lere baglanmasi1 degredasyonunu onler. Kombine IRP’lerin
IRE-baglama aktivitesi demir-yetersiz hiicrelerde yiiksek iken demir-ytkli
hiicrelerde diisiiktiir (Muckenthaler ve ark., 2008). IRE- izoformun endozomlardan
demir ¢ikisini saglamada igerildigini gosteren bir¢ok kanit vardir (Garrick ve ark.,
2003). Beklenmedik bir sekilde IRE- izoform noéranal 6zelliklerle hiicre ¢ekirdeginde
gorilmektedir (Roth ve ark., 2000; Garrick ve ark., 2003). IRE- DMT!’in
cekirdekteki fonksiyonu spekulasyonlu olup bu lokalizasyonun multifonksiyonel
tastyict igin yeni bir rol ya da rolleri tanimlayabilecegini gosterir. DMT1 mRNA ve
protein ekspresyonu artmis hiicrelerde transferin bagli olmayan demir (NTBI:non-
transferrin-bound-iron) alimi upregiile olur. DMT1 hepatositlerde NTBI’in major
tagiyicist gibi  goriilmektedir (Shindo ve ark., 2006). Kemirgenler ve hiicre

kiiltiirlinde yapilan c¢alismalar demir eksikliginin bobrek hari¢ karaciger ve
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bagirsaktaki DMT1 diizeyini upregiile ettigini gostermistir (Gunshin ve ark., 1997 ve
2001; Dupic ve ark., 2002). DMT/!’in alternatif 5’ ekzon formlar1 iizerine yapilan
caligmalar hem 1A/IRE+ ve 1A/IRE- izoformlarin bobrekte degil de duedonumda
demir diizenlemesine kars1 hassas oldugunu gostermistir (Hubert ve Hentze, 2002).
Demir eksikligi duedonal DMT1 mRNA diizeyini upregiile ederken oral demir
yiikklenmesi de DMT1’in transkripsiyonunu diisiiriir (Yeh ve ark., 2000). Hepsidin
bagirsaktaki DMTI mRNA ve protein diizeyini kendi basina azaltiyor gibi
goriiniirken bu etkinin direkt mi yoksa enterosit demir diizeyine bagl bir etki mi
oldugu heniiz agik degildir (Frazer ve ark., 2002; Yamaji ve ark., 2004). Sitokinlerin
DMTI1 diizenlemesindeki rolleri insan monosit hiicreleri disinda biiyilk oranda
calisilmamistir (Ludwiczek ve ark., 2003). Makrofajlarda ve bagirsakta DMTI1
mRNA ve protein diizeyini diisliren hepsidin IL-6 tarafindan 6nemli Olcilide
upregulasyona ugrarken IL-6’nin DMT1 iizerine direkt etkisi herhangi bir hiicre
tipinde ¢alisgtilmamistir. DMT1 {izerinde dissal eritropoietinin etkisi tek bir
konsantrasyonda sadece fare eritrolosemi hiicrelerinde ¢alisilmis ve mRNA diizeyine

etkisi olmadig bildirilmistir (Zoller ve ark., 2002).
1.2.3.1.4. DMT!’in Biyokimyasal ve Fizyokimyasal Ozellikleri

DMT1 intestinal demir emilimi yaninda eritroid demir kullanimi, karacigerde demir
birikimi ve plasental demir transferinde de 6nemli rol oynamaktadir. Fe (III) mide
asidinde ¢oziiniir ve dcytb (duedonal cytochrome b) araciligl ile (McKie ve ark.,
2000 ve 2001) yada st ylizeydeki benzer bir rediiktaz ile Fe(II)’e indirgenir. Fe(II)
firgcams1 kenardan DMTT1 aracii ile hiicre i¢ine alinir. Oosit deneyinde DMT1 her
bir Fe*? igin bir H" gegiren proton pompalayicisi olarak rol oynar (Gunshin ve ark.,
1997). DMT1 enterositin apikal yiizeyinde bulunur (Canonne-Hergaux ve ark., 1999;
Trinder ve ark., 2000) ve bu lokalizasyon divalent katyon tagima aktivitesi (Knopfel
ve ark., 2000) fir¢ca kenar membran vezikiilleri ile iliskilidir. DMT1 genel bir katyon
tagiyict  olarak bilinmekle beraber DMTI1’in  6nemli biyolojik fonksiyonu
duedonumdan Fe**i tagima disinda, esansiyel elementlerden Zn*?, Mn*?, Cu*?, Co™,
Ni*? ve toksik metallerden Cd*? ve Pb*? gibi diger metalleri de tasir (Garrick ve ark.,
2006; Kayaalti ve ark., 2011).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hubert%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hentze%20MW%22%5BAuthor%5D
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Bu genin, Nramp ailesine dahil olmasina ragmen enfeksiyonlara karsi
direngteki rolii halen bilinmemektedir. Bu tasiyicinin ekspresyonu insanlarda demir
ve kursun diizeyi ile tutarli olarak duedonumda yiiksek olup (Gunshin ve ark., 1997)
demir eksikliginde demir rediiktaz ve DMT1 sentezi artar iken demir fazlaliginda ise
azalir (West ve ark., 2008). DMT]1 ayrica testis, bobrek ve beyin fizyolojisinde ¢cok
onemlidir. Testislere iliskin yetiskin ratlada bu proteinin sertoli hiicrelerinde,
spermatositlerde ve spermatidlerde lokalize oldugu goriliir. DMT1’in yetiskin
ratlarda ekspresyonu hiicreye 6zgiidiir ve spermatogenik dongii ile yiiksek oranda
diizenlenir (Griffin ve ark., 2005). Bu veriler iireme hiicrelerinin kesin olarak
hedeflenen ve zamanla tedarik edilen demire ihtiyaglari oldugunu ve demirin erkek
tiremesinde 6nemli bir rol oynadigini belirtir (Gunshin ve ark., 2005). Bobrek diger
dokularla kiyaslandiginda oldukga yiiksek diizeyde DMTL1 eksprese eder. Bu
ekspresyon ¢ogunlukla kortekste 6zelikle proksimal tiibiilde yogunlasmis ve daha az
oranda da distal tiibiil ve kortikal toplama kanalindadir (Abouhamed ve ark., 2006).
DMTI1 ekspresyonu beyinde striatum, serebellum, talamus, igiincii ventrikiilde
epididimal hiicreler ve vaskiiler hiicrelerde yiiksektir (Burdo ve ark., 2001), bu da
DMT/!’in beyinde 6nemli bir fonksiyona sahip oldugunu gosterir. Beyin demir
konsantrasyonunun anormal oldugu Parkinson, Alzheimer, RLS (Restless Leg’s
Syndrome), Huntington koresi, Hallervorden-Spatz hastaligi gibi noérolojik insan
hastaliklart vardir. Bu hastaliklarin nedeni anormal demir tagimnmast ya da
metabolizmasi olabilir. IRP2-kusurlu farelerde bunun DMT1 iizerine etkisinden
dolay1 olusan norodejenerasyon gozlenmistir (Knutson ve ark., 2004). Enterosit
DMT1 aktivitesi herediter hemokromatozisde artar (Zoller ve ark., 1999 ve 2001).

1.2.3.1.5. DMTV"’in Biyolojik Rolii

DMT1 enterositin bagirsak bosluguna bakan membraninin iizerinde yer alir ve
intestinal liimenden demir emilimi i¢in esas mekanizmay1 olusturur. DMTI
proteininin plazma membranindaki yapisi, katlanmasi ve baglanmasi ile ilgili ¢ok az
bilgi vardir. DMT1’in TM4’iinlin biyolojik fonksiyonu i¢in kritik 6dneme sahip
oldugu gosterilmistir. TM4’lin sirkular Dychroism ve niikleer manyetik rezonans

spektroskopisi gibi analizlerle peptid modelleri kullanarak metal iyonlarinin
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taginabildigi bir kanal olusturmak iizere yar1 baglanabilen bir yapida oldugu ve bu
domaini etkileyen mutasyonlarin in vivo sartlarda DMT1’in fonksiyonunu degistiren
peptidlerin farkli yar1 baglanmalarina neden oldugunu diistiindiirmiistiir (Li ve ark.,

2005a ve 2005b). DMTX1’in baslica gorevleri,

Metal emilimi ve tasinmasi,
Esansiyel metallerin homeostazisi ve metabolizmasi,
Metal detoksifikasyonu,

Serbest radikal siipiiriiciisii,

AN N NN

Zn tasiyicisi oldugundan hiicre gogalmasinda ve hiicre yenilenmesindedir.

DMT1’in degisik izoformlarinin hiicreye spesifik ekspresyonu, bu proteinin

biyolojik fonksiyonlari ile ilgili aydinlatilmay1 bekleyen yonleridir.
1.2.3.2. DMT1 ve Esansiyel Metallerin Homeostazisi

DMT1 genel bir katyon tasiyici olarak bilinmekle beraber DMT1’in 6nemli biyolojik
fonksiyonu duedonumdan Fe*? ‘i tasima diginda, essential elementlerden Zn*?, Mn*?,
Cu*?, Co™, Ni*? ve toksik metallerden Cd*? ve Pb*? gibi diger metalleri de tasir
(Garrick ve ark., 2006; Kayaalt1 ve ark., 2011). Demirin organizmaya yararlarindan

ve asirl durumda ise zararlarindan daha once bahsedildi.

Cinko insan ve hayvan organizmasinda hizli gelisen dokularda; protein
sentezi, niikleik asit metabolizmasi, diger metabolik islemler, biliylime, immiin
fonksiyonlar, hormon sentezi ve tasinmasi, hormon aktivasyonu, tiim organ
sistemlerinin gelismesi ve lireme icin gerekli olan 6nemli bir elementtir. 300’den
fazla enzim katalitik gorevini yapabilmek ve birgok fonksiyonel protein yapisini
koruyabilmek i¢in ¢inkoya gereksinim duymaktadir (Jacob ve ark., 1998; Maret ve
Valee, 1998). Cinko ve bakir; superoksid dismutaz, DNA polimeraz ve karbonik
anhidraz gibi enzimlerin kofakt6rii olarak bir¢ok biyokimyasal olayda yer alir. Bu
elementlerin diizeyindeki herhangi bir degisiklik, yapilarinda bulunduklar1 enzim ve

proteinlerin aktivitelerini etkiler. Dolayisiyla canlilarda ¢inko ve bakirin biyolojik
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Ooneminin bir bolimii ¢ok sayida enzimle olan yakin iliskisinden kaynaklanmaktadir.
Ayrica, biyolojik membranlarin yap1 ve fonksiyonlarmin devamliliinda da cok
onemli gorevleri vardir. Cinko, membran tagiyicilari ve membran baglama bolgeleri
icin kadmiyum ile yarigarak dokularda kadmiyum birikimini 6nlemektedir. Cinko
eksikliginde gelismede gerileme, deri, bagisiklik ve sinir sistemi ile {ireme
organlarinda patoloji, yara iyilesmesinde gecikme, istah azalmasi ve enfeksiyonlara

kars1 artan duyarlilik olur (Rostan ve ark., 2002).

Bakir Cu/Zn siiperoksid dismutaz, sitokrom c oksidaz gibi enzimlerin
yapisinda bulunup yaklagik 30 proteinin normal fonksiyonlarini yapabilmeleri i¢in

gerekli olan esansiyel bir elementtir (Dameron ve Harrison, 1998).

1.2.3.3. DMT1 ve Metal Detoksifikasyonu

Diisiik demir depolar1 varligr sirasinda duedonumda DMT1’in ekspresyonu, sadece
demir emilimini saglayacak sekilde degil ayn1 zamanda kursun emilimine de izin
verecek sekilde biiylik oranda artar (Gunshin ve ark., 1997). Bir ¢alismada, insan
hiicrelerinde DMT1’in asir1 ekspresyonu kontrollere kiyasla kursun taginmasinda 7
kattan daha fazla bir artigla sonuglanmistir (Bannon ve ark., 2002). Bu durumda
DMTV!’in yiiksek diizeyde ekspresyonu kursun emiliminde 6nemli artis i¢in gerekli
oldugu diisiiniilmektedir. Watson ve arkadaslari (1986) kursun emiliminin demir
emilimi normalin {izerinde yeterli diizeye ulagincaya kadar artmayacagini
gbzlemislerdir. Bannon ve arkadaslar1 ise (2003) DMT1!’in diisiikten normal
diizeylere kadar olan ekspresyonunda kursun emiliminin  ekspresyondaki
degisiklikler tarafindan etkilenmeyecegini bildirmislerdir. Bu nedenle normal oranda
demir depolari kursun emiliminde 6nemli bir artisa sebep olmazken demir eksikligi
sirasinda olabilir ve DMT1’in diizeyi artan kursun emilimine neden olacak kadar

yiiksek olur.

Yeterli diizeyde demir aliminin kursun emilimini 6nleyen ikili bir fonksiyon
olabilecegi bildirilmistir (Bannon ve ark., 2002). Oncelikle, duedonumdaki DMT1

diizenleme mekanizmasi demir alimina karst hassas oldugundan demir alimi
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bagirsaktaki kursun tasiyicilarin sayisini disiiriir (Tallkvist ve ark., 2000; Morgan ve
Oates, 2002). ikinci olarak, DMT1 demire karsi kursundan daha fazla affiniteye
sahip oldugundan bagirsakta demirin varlig1 yarismali olarak kursun alimini engeller.
Demirin DMTI1 tarafindan tamamen  kursun alimin1 inhibe etme yetenegi

gosterilmistir (Bannon ve ark., 2002).

Demirin kursun alimin1 yarismali olarak engelleyebilmesine ragmen kursunun
demir alimina kars1 ayni etkiye sahip olup olmadigi konusu acik degildir (Ituri ve
Nuez, 1998). Bunun yerine kursun kadmiyuma benzer farkli bir mekanizma ile demir
alimmi smirlayabilir. Insanlarda fizyolojik mekanizmasi bilinmemekle birlikte
DMT] tarafindan tasman kursun gibi kadmiyum da divalent bir metaldir. Ilging
olarak kadmiyum insan bagirsak hiicrelerine eklendiginde kontrollerin %70¢inin

DMT]1 ekspresyonunu azalttig1 gosterilmistir (Tallkvist ve ark., 2001).

1.2.3.4. Serbest Radikal Siipiiriiciisii Olarak DMT1’in Rolii

Metal iyonlarmin serbest radikal reaksiyonlarinda, Lipid Peroksidasyonu (LPO)
tizerine etkileri vardir. Oksijen, O,", H,O,, OH' ve gecis metallerinin iyonlar1 serbest
oksijen radikal (SOR) reaksiyonlarinda 6nemli rol oynarlar (Burdon, 1994; Valko ve
ark., 2007).
H,O0,+ 0O;" — OH + OH + O,
Katalizor olmadan olusan tepkime olduk¢a yavas ilerlerken demir elementi ile
katalizlenirse (Fenton tepkimesi) oldukca hizli gerceklesir (Von Sonntag, 2006).
Fe'? + H,0, — Fe™® + OH + OH’
DMT1 demir homeostazisinde 6nemli gorev alip asirt demir emilimine engel

olarak serbest radikal olusumunu onler.
1.2.3.5. DMT1 Geni IVS4+44 C/A Bolgesindeki SNP
DMTI1 geni kromozom 12ql3’de lokalize olmus, 1671 bp uzunlugunda, 557

aminoasitten olusan ve bir¢ok dokuda sentezlenen, 90-100 kDa agirliginda integral

membran proteinini kodlayan, 17 ekzon ve 3002 SNP noktas: bulunan 3,6 kb’lik bir
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gen bolgesidir (Cizelge 1.8). Bu SNP’lerden biri de 12. kromozom iizerindeki
51399050. noktaya denk gelen niikleotiddir. Bu noktada, DMT1 1VS4+44 C/A
SNP’ye sahip tipik bireyler C niikleotidi tasirken, atipik bireyler A niikleotidi tagir
(Sekil 1.27).

12. Kromozom

moo o Hrm o m Afd 0 o o O
MO0 Nd 0 o BB oo o o a6 Mo I R 1 B R I 1
MM O M e N o dddd o mmn TITIO o o o A D0E re wow w o
dd d dd d o d-ddd o ddd A ddd BB nR R T I o I |
90 92 29 2 © QQoens O OO0 T EE0 OO O 08 o8 000 06 6 0 0

E

DMTI1 Gen Bélgesi

5/ GACACATGCAATATCTGACATTGtaaatccttttttettgtgagygctggatt

ttgttgottecatatgtgataacagaccaattatatcagtagttcaatggtgatg
ttcagtttaatctecttttectetettgtacagtactecttgttttagetttegta
aactcrtgggctrtcaceggaccagdrrttcttatgagecattgectacctggatc

caggaaatattgaatccgatttgcagtctggagcagtggcoctggatttaaggtga

acatctagtectacccecetgtecttttaagecacataatacactetecacatecttt
51399050. noktadaki

totccaceCTGCATGTTGGATAGTAGCCT-3 1 2);;

Sekil 1.27. DMT1 geni IVS4C+44 bolgesindeki C/A Tek Niikleotid Degisimi (SNP).

Kelleher ve arkadaglarinin (2004) yaptig1 calismada DMT1 geninde 4 spesifik
mutasyon/polimorfizmin (1245T/C, 1303C/A, IVS4+44C/A, 1VS15Ex16-16C/G)
varlig1 satandart PCR teknigi kullanilarak analiz edilmis ve IVS4+44C/A, 1303C/A,
1254T/C and 1IVS15Ex16-16C/G polimorfizmlerinin alel frekansi incelenen hasta ve
kontrollerde 6nemli bir farklilik bulunamamistir. Sonu¢ta DMT1 geni i¢indeki
polimorfizmlerin Herediter Hemokromatosis (HH) fenotip etkinligini etkilememekte

oldugunu belirlenmistir.

Sonug olarak bu calismanin konusunu; toksikolojik énemi olan ve cevrede
yaygin olarak bulunan kursun gibi toksik metaller ile bununla baglantili olarak demir
gibi esansiyel iz elementlerin insan biyolojik materyalindeki diizeyinin belirlenmesi

ve bu diizeylerin DMT1 gen polimorfizmi ile baglantis1 olusturmaktadir.
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Cizelge 1.8. DMT1 geninin bazi SNP’leri. Alel frekanslan literatiirdeki populasyon ¢aligmalarindan
ortalamalar alinarak hesaplanmustir (http://www.genecards.org/ adresinden alinan bilgiler ile yeniden

diizenlenmistir).

SNP ID

rs224589
rs370462
rs394384
rs445520
rs422982
rs161046
rs12366756
rs390424
rs17125227
rs12227734
rs11169658
rs12831269
rs2239862
rs427020
rs224454
rs7312269
rs17125212
rs12316220
rs389829
rs12321633
rs12306082
rs78357601
rs374559
rs191187

rs224579

rs389814
rs224588

rs17216044

12. Kromozomdaki pozisyonu

48430958(-)
48436575(+)
48435545(+)
48434801(+)
48438252(-)
48424147(-)
48435102(+)
48435256(-)
48438286(+)
48424218(+)
48425719(+)
48430349(+)
48438808(-)
48436363(-)
48425011(-)
48436334(+)
48429942(+)
48438849(+)
48435412(-)
48427730(+)
48432345(+)
48430874(+)
48438620(+)
48421784(-)

48423058(-)

48435422(-)
48429998(-)

48422688(-)

Sekansi %

AATACC/

CTCTC 17

GGTAAC/

CTTGA 21

AGATAT/

GAAGC 17

TCAAAG/

AATCG |12

CAAGTT/

GAAGA |10

AGCAAG/

TGATT |14

TACACA/

GAGCC 12

TAATTC/

AAAGC 11

TTCTAT/

CTACC |8

TCCCCG/

GTTCA 13

AAAGAT/

AGTAT

GGTACC/

GTCTG

GATTCC/

TCAGT

TTACCG/

CTTTG

AGAGCG/

GGAAT

CTAATT/

N~ O O | 8| O

ACAAA

GCAACG/

GTAAG 13

GCTATT/

TGATA |8

ATGCTT/

CCTGG |1

CTAGCA/

TTCACC/

TCCAA |4
TACAT |4

TACACA/

TAAGA |1

AGCAGT/

ACTCA |4

CCTTAG/

GACTG |5

TCTGTT/

TCATA |4

GCTACC/

CATGA |0

CTCCCA/

CCGGG |0

TTCACG/

TTCCT |1

Alel
frekansi

CCCEECEEECEECEOCECCECCECCEEEC

Populasyon verisi yok
Populasyon verisi yok
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1.3. DNA

Hiicre ¢ekirdeginde, canlilar1 olusturmak i¢in gereken genetik bilgiyi tasiyan yapiya
Deoksiribontikleik asit (DNA) denir (Watson ve ark., 1993; Watson, 1968). DNA’da
biitiin canlilarin yasam i¢in gerekli proteinlerin sentezi ile ilgili bilginin yer aldig
genler mevcuttur (Collins, 1997). Biitiin hiicrelerimizin DNA’sinda ayni genler
bulunmakla birlikte her gen her hiicrede aktif degildir. DNA’nin sadece %3’
genlerden olusurken diger %97°lik kismi ise daha gorevini tam olarak bilmedigimiz

ve higbir proteini kodlamayan bolgelerden olusur (Passarge ve ark., 1997).

1.4. Genetik Polimorfizm

DNA (Deoksiriboniikleik asit) izerinde bulunan ve herhangi bir {irliniin sentezi i¢in
gerekli bilgiyi tasiyan spesifik niikleotid bolgesine gen adi verilir. Insan DNA’s1
yaklagik olarak 3x10° baz ciftinden olusan ve 23 ¢ift kromozom tlizerinde 30,000’den
fazla gen bulunduran heliks seklinde bir molekiildiir. Yasamakta olan canlilar
birbirinden ¢ok farkli goriinmekle beraber DNA seviyesinde sasilacak derecede
benzerlerdir. Iki insan arasinda DNA’larinin yaklasik %99,9'u benzerdir ve geri
kalan %1°1 insanlar arasindaki farkli 6zelliklerin belirlendigi kii¢lik degisikliklerden

kaynaklanan kisimdir.

Bir populasyonda herhangi bir karakter icin iki veya daha fazla fenotip
bulunuyorsa ve fenotiplerden her biri populasyonda %1’den daha biiyiik siklikla
bulunuyorsa bu duruma genetik polimorfizm, bulunma siklig1 %1’den daha az olur
ise genetik mutasyon adi verilir. Polimorfizmler, zararli olmayan ya da ilimh
mutasyonlar olarak degerlendirilirken, genetik bir rahatsizliga neden olmayip,
canlilarin ~ lireme  kapasitelerini  etkilemezler, bdylece nesilden nesile
aktarilabildiklerinden frekanslar1 yiiksektir. Mutasyonlarin ise canlilarin canliliklarim
siirdiirebilme 6zellikleri ve lireme kapasitelerini dogrudan etkilediginden toplumdaki

frekanslar1 fazla degildir (Gonzalez, 1999).
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Bir populasyonda alel frekanslar1 Hardy-Weinberg dengesinde bulunmalidir.
Hardy-Weinberg dengesi, belirli kosullar altinda her iki alelin frekansinin ve
genotipik oranmin sabit kalmasi durumudur. Bu genetik dengenin saglanabilmesi
icin asagida belirtilen sartlarin olusmasi gerekmektedir;

a) Populasyon genetik analizler i¢in yeterli sayida olmali
b) Populasyondan disar1 ve igeri fazla sayida gé¢ olmamali
¢) Ureme tamamen rasgele olmali
d) Mutasyon gozlenmemelidir.
Hardy-Weinberg dengesi ise;
p’+ 2pq + q° =1 esitligi ile hesaplanmalidir.
p: birinci alelin frekansi

q: diger alelin frekansi (Ayala ve Kiger, 1980).
1.4.1.Polimorfizm Cesitleri

Populasyon icerisindeki polimorfizmler olus sekillerine gore; tek niikleotid degisim
(Single Nucleotide Polymorphism-SNP), insersiyon ve delesyon olmak iizere iig

baslik altinda gruplandirilabilirler.

SNP: DNA dizisinde her 2000-2500 bazda bir tek baz degisikligi gozlenirken
bu durum aym tiir igerisinde genom farkliliginin bir gostergesi olarak kabul edilir.

Tek niikleotid degisim polimorfizminin bazi alt gruplar ise sunlardir;

Transisyon: Dizi i¢indeki bir piirin bazinin diger bir piirin bazina (A, G—G,
A) veya bir primidin bazinin (C, T —T, C) diger bir pirimidin bazina doniismesine

transisyon denir (Sekil 1.28 ve 1.29).

Telk Nildeortid Polimorfizmi SNPx

Al el

Sekil 1.28. Transisyonla tek niikleotid degisimin gosterilmesi (http://www.mygenetree.com/images
/img-snps.jpg).
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Transversiyon: Dizi i¢indeki bir piirin bazinin bir primidin bazina (A, G —T,
C) veya bir primidin bazimnin bir piirin bazina (T, C—G, A) doniismesine

transversiyon denir (Sekil 1.29).

Thr Gin Arg Gly
Kodonl Kodon2 Kodont Kodond
o R oo, B com—" N s catpnca s
AC A CA GCG TG G T Fipik Gen
Thr Gin Arg Gly )
/el GGty Nl oSmy) e < Uwe) vl <IN Gt Ty < p—
Transisyon baz degisimi
Baz
Degisimleri
Thr Gin Ser Gly i s oot
A C A C A G /A [ < Ve p— Sl < ——
Transversivon baz degisimi —/

Sekil 1.29. Transisyon ve transversiyonla tek niikleotid degisim olusumunun sematik gosterimi
(http://chemistry.gravitywaves.com/CHEMXL153/DNAMutationRepair.htm).

Insersiyon: DNA’nin yapisina tek bir niikleotid ya da niikleotidlerin
eklenmesine insersiyon denilmekte ve niikleotidlerin eklenmesi ile gen normal
uzunlugundan daha uzun hale gelir. Eger bu gen protein kodlayan bir gense,
kodlanan proteinin amino asit dizisinde artma olur. Insersiyonla tek bir niikleotid
eklendiginde dahi g¢erceve kaymasi olusur ve tiim proteinin amino asit dizilimi
degiserek sentezlenecek olan proteinin yapisi tamamen bozulabilir (Sekil 1.30).

Thr Gin Arg Gly

Kodon1 Kodon2 Kodond Kodond
A

J 11 11 11 | Tipik Gen
ACACAGCGTGGT

Thr Ala Ala Tep ) -+ Cerceve
Kaymasi
ACA?CAGCGTGGT---

Insersiyon

Sekil 1.30. Insersiyonla cerceve kaymasi olusumunun sematik gdsterimi (http://chemistry.
gravitywaves.com/CHEMXL153/DNAMutationRepair.htm)

Delesyonlar: DNA dizisi igerisinden tek bir niikleotidin ya da niikleotidlerin
uzaklagmasi delesyon olarak adlandirilmakta ve DNA iizerinde olusan bir delesyon,
genin normal uzunlugundan daha kisa olmasina neden olmaktadir (Emir ve Ozden,

2006) (Sekil 1.31).


http://chemistry.gravitywaves.com/CHEMXL153/DNAMutationRepair.htm
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Thr Gin Arg Gly

Kodon1 Kodon2 Kodon3 Kodond
e | e 15 sm— 1 m—— 0 T
AL AC A.G.C G LG .G.X Gen
Thr Gin Gly

Delesyon

Kedonl Kodon2 Kodon3 olan
1 r——1r——1 bélge

ACA CA GG G T

Sekil 1.31. Delesyon ile amino asit eksilmesinin sematik gosterimi (http://chemistry.gravitywaves.
com/CHEMXL153/DNAMutationRepair.htm)

1.4.2. SNP’lerin Protein Sentezi Uzerine Etkileri

SNP, DNA iizerinde bulundugu nokta ve meydana gelis sekline gore, proteinin yap1
ve fonksiyonu tlizerinde degisiklikler meydana getirebilir:

. Kodlanan bolgede sessiz (silent) bir SNP olusup amino asit farkliligi
olusturmaz ise sentezlenen proteinin yap1 ve fonksiyonunda herhangi bir degisiklige

neden olmaz.

. DNA’da meydana gelen bir SNP, tesadiifen “Dur” kodonunda (UAA, UAG,
UGA) olusmussa SNP’nin meydana geldigi noktadan itibaren protein sentezi durur

ve yarim kalan sentezlenmis protein aktif bir sekilde fonksiyonunu yerine getiremez.

. SNP, bir genin sentezini diizenleyen yapiy1 iceren promotor bolgede meydana
gelmigse transkripsiyonla olusan mRNA miktar1 ve stabilitesi, sonugta gen

ekspresyon diizeyi degisir (Williams ve Hayward, 2001).

1.5. DNA’nin Saflastirilmasi

DNA hiicre igerisinde serbest halde degil biiylik bir kismi hiicresel materyalde
bulunur ve incelemeye gecmeden once DNA molekiilleri hiicresel materyalden
ayristirtlmalidir. Bazi kimyasal maddeler ve enzimler araciligi ile hiicrelere ait hiicre
zar1 veya duvarmin pargalanip DNA’nin saf olarak elde edilmesine DNA izolasyonu
denir. DNA hiicre ortaminda korunmak amaciyla hiicresel proteinler tarafindan

paketlenmis olarak bulunur ve bu koruma kalkani DNA analizlerini etkiler. Bu


http://chemistry.gravitywaves/

61

nedenle DNA molekiiliinden proteinleri ve hiicresel materyalleri uzaklastirmak
amaciyla farkli DNA saflastirma yontemleri vardir ve kullanilacak biyolojik
materyalin Ozelligine gore segilir. Bunlardan bazilari; organik (Fenol-Kloroform),
Chelex ve ticari hazir kitler ile gergeklestirilir. DNA izole edildikten sonra saf su ya
da tris-EDTA (TE) tamponu igerisinde -20°C’de saklanir (Butler, 2005).

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

PCR ilk kez Kary Mullis tarafindan 1985 yilinda bulunmus ve Mullis bu bulusu ile
1993 yilinda kimya dalinda Nobel Odiiliinii kazanmistir. PCR, niikleik asitlerin in
vitro (hiicre dis1) ortamda tiip igerisinde ¢ogaltilmasini saglayan yontem olup bu
bulus molekiiler genetik caligsmalarda bir doniim noktast olmustur. Bir organizmanin
DNA’sinin bilinen herhangi bir bolgesinin ¢ok hizli ve basarilt bir sekilde
¢ogaltilmasi bu yontemle miimkiin olmustur (Kubista ve ark., 2006). PCR analizi;
molekiiler biyoloji ve genetik, evrim, farmakoloji, onkoloji, toksikoloji, kriminoloji
ve paleontoloji gibi ¢ok farkli disiplinlerde; farmakogenetik ve toksikogenetik
aragtirmalarda, mutasyon ve polimorfizm c¢alismalarinda, Adli Tip’ta, in vitro
mutasyon olusturulmasinda, genetik bozukluklarin incelenmesinde, DNA
sekanslama ¢alismalarinda, enfeksiyon hastaliklarinda bakteri ve viriislerin
teshisinde, evrimin aydinlatilmasi ve fosillerden DNA amplifiye edilmesinde,
onkogenlerin belirlenmesinde, dogum oncesi genetik tan1 konulmasi ¢aligmalarinda
yaygin olarak kullanilmaktadir (Butler, 2005; Wright ve Wynford-Thomas, 1990).

1.6.1. PCR’1n Asamalan

PCR esas olarak 3 agsamanin tekrarindan olusmaktadir;

1-Denatiirasyon: Cogaltilacak olan DNA parcas1 denatiire edilerek (cift iplik¢ik
ayrilarak) tek iplik¢ikli hale getirilir. Genomik DNA ¢ekirdek igeren bir ¢ok

hiicreden; kan, kemik, semen, sa¢, doku, mumyalanmis kalintilar ve fosillerden elde

edilebilir. Bu amagla cift sarmal halde olan DNA, iki ayr tek iplik¢ik haline gelene
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kadar yaklasik 90-95°C’de 5-15 dakika 1sitilir. Ayrilan bu tek iplikgikler sentez
asamasinda kalip DNA olarak gorev yaparlar.

2-Annealing (Primerin Hedef Bolge ile Eslesmesi): Primerler, cogaltilacak DNA
parcasinin  ucglarindaki dizilere 06zel olarak baglanabilen 17-30 niikletid
uzunlugundaki yapay oligoniikleotidlerdir. Reaksiyon sicakligi primerlerin Tm
degerlerine gore 50-70°C arasinda bir degere ayarlanirak primerlerin DNA {izerinde
tamamlayict oldugu bolgeyle eslesmesi saglanir. Primerin baglanma yeri hedeflenen

DNA bdlgesinin ¢cogaltilmaya baslandigi noktadir.

3-Elongation (Zincir Uzamasi): Orjinal DNA zincirlerine tamamlayict iki yeni
zincirin sentezini gergeklestirmek tlizere, DNA polimeraz ve deoksiriboniikleotid
trifosfatlar (INTP) reaksiyon karigimina eklenir. Taq DNA polimeraz kaliba uygun
olarak primerin 3’-hidroksil ucuna niikleotidleri ekler. Bu siire¢ hedef DNA boyunca
devam eder ve DNA her zaman 5’ ucundan 3’ ucuna dogru uzar. Boylece hedef
DNA’nin bir¢cok tamamlayici kopyast elde edilir. DNA sentez islemi 70-75°C
arasinda gerceklesir (Sekil 1.32).

DENATURASYON
90 °C- 95 °C
5-15 dakika

SICAKLIK

CIFT ZINCIR DNA
25%

ZAMAN

Sekil 1.32. PCR programu (http://www.genetiklab.com/altsayfa.php?giris_ID=1&tablo=tbl_yontemler)

Bu ii¢ asamanin defalarca tekrarlanmasi ile reaksiyon gerceklesir ve her bir
dongii sonunda her bir kalip DNA iki katina ¢ikar. Dolayisiyla bu basamaklar 30-40
kez tekrarlandiginda kalip DNA 230.2% kez cogaltilmis olur. Boylece arastirilacak
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bolgenin milyarlarca kez g¢ogaltilmasiyla olusan PCR iirlinliniin kolayca analiz
edilmesi olanakli hale gelir. PCR yontemi ile 50-100 bp kadar kisa ve 2,5 kbp kadar
uzun DNA dizileri ¢ogaltilabilmektedir (Kubista ve ark., 2006; Bozkurt ve ark.,
2000; Nelson, 1991; Siqueira, 2003; Butler, 2005) (Sekil 1.33).

Standart bir PCR reaksiyonu i¢in ortamda bulunmas1 gereken bilesenler; kalip
DNA ornegi, sentetik oligoniikleotid primerler, dNTP'ler (A,T,C,G), Taqg DNA

Polimeraz enzimi ve tampon ¢ozeltilerden olusur (Wilson, 1997) (Cizelge 1.9).

1.6.2. Standart PCR Bilesenleri

1)Kalip DNA o6rnegi: PCR’da kullanilan DNA niikleer, mitokondriyal, bakteriyal ve
plazmid DNA olabilir.

2) Sentetik oligoniikleotid primerler: DNA iizerindeki ¢ogaltilacak her bir bolge
icin 6zgiin bir ¢ift (Forward:F ve Reverse:R) primer kullanilmalidir. Primerler;
= genom lizerinde sadece tek bir bolgeyi komplementer olarak tanimali ve
DNA {izerinde bagka bdlgeye baglanmamali,
= 17-30 niikleotid uzunlugunda ve Tm degerleri birbirine yakin olmali,
= kendi igerisinde ve birbirleri arasinda komplementer yapi1 olusturmamali,
» Primer dizindeki A, T, C, G bazlar1 olabildigince esit ve homojen olarak
dagilmalidir (Pusterla ve ark., 2006).

3) dNTP'ler (A, T, G, C): dNTP karisgimindaki A, T, G ve C bazlar esit yogunlukta

olmalidir.

4) Taq DNA Polimeraz enzimi: Thermus aquaticus adli bakteriden elde edilen 1s1ya
dayanikli bir enzim olup maksimum aktivite gosterdigi sicaklik 72°C’dir. dNTP'leri
taniyarak ayirt edebilme ve saniyede yaklasitk 100 dNTP’yi diziye ekleyebilme
yetenegindedir. Denatiirasyon asamasi uzun sliren PCR’larda Hot Start Tag DNA

Polimeraz enzimleri tercih edilmelidir (Sekil 1.34).
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5) Tampon karisimi: Tampon igerisinde Tris, magnezyum (Mg), KCI, c¢esitli
deterjanlar ve tuzlar bulunmaktadir. Reaksiyon tamponunda kullanilan MgCl, spesfik
olmayan amplifikasyonu nétralize ederken; KCI, Taqg DNA polimeraz’in sentez

hizint artirmaktadir.

HEDEF DNA
e c -
T+ & T a4 ¢ A ¢ &
50 | 1 3| o
1. PCR miksine, gereken
3 — 5' bilegenler ve DNA konur
€T A T A A 6 [
e— ¢ —
5! | 1 3
A G (4 2, benatiirasyon ile (95
—
cT T ¢ A A o - ) derecede) iplikgikler
A g A G v irkiri
T T b ¢ pa— birbirinden ayrilir
(- ’ ¢ )
3! | 1 5!
5' I ppe— 5
W— TA A o 3, Annealing ile primerler
T ¢ ¢ — €e =] T hedeflenen bilge Uzerindeki
T < G (4 tamamlayier bilgelerini tanie ve
@ & L, 6A 4, baglanir
T €
3! ﬁ |_ 5I
5 | | 3
—_— -TZ """ - 4. Uzatma agamasinda (72
T ¢ 6C6° G T derecede) taq aktif olur ve
o) T ¢ ortamda bulunan dNTP leri
CAA CAT kullanarak tamamlaysct ipligi
- - C(D) < sentezler
L — e 85"

5! [ ’ 3!

3 5 5, Bir doingii sonrasi DNA nin
istenen biflgesinin kopyast
elde edilmig olur. Kopya sayist

; her dtingiide katlanarak
il ] 3 artacaktie
31 ] &
— Forward Primer
W Qevers Prime
(@  Taq ONA Pl
A TG C dNTP

Sekil 1.33. PCR’1in agamalari (http://www.drzeydanli.com.tr/index.php?page=icerikgoster&menulD=30)
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Cizelge 1.9. Standart bir PCR’da bulunmasi gereken bilesenler ve miktarlart

Bilesen 50 pP’lik Reaksiyon
Tiipiindeki Konsantrasyon
10X PCR Buffer 1X
@5 mMMs?c?llzg:ézelti) 1-5mM
dNTP mix Her birinden 0,2 mM
Primer 1 0,2-0,5 uM
Primer 2 0,2-0,5 uM
Taq DNA Polimeraz 1,25-2,5 Unit
Genomik DNA 200 ng

dNTP bagh

o -\n

L bagh degil

Sekil 1.34. Tag-DNA polimeraz 1 enziminin yapisi (Premal ve ark., 2000)

1.7. Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (Restriction Fragment Length

Polymorphism-RFLP) Yontemi

Restriksiyon endoniikleaz (RE) enzimleri, ¢ift iplik¢ikli DNA’nin  spesifik
bolgelerinden kesim yaparak DNA’dan bir genin veya gen tasiyan bir DNA

pargasiin ¢ikarilmasinda etkin fonksiyonlar1 olan ve 4-6 baz uzunlugundaki DNA
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parcalarini tantyarak bu dizilimlere yakin bdlgelerden veya bu dizilimler icerisindeki

spesifik yerlerden DNA’y1 kesen enzimlerdir (Murray, 2000; Pearson, 1985).

Restriksiyon enzimi ilk kez 1970 yilinda Hamilton Smith ve Kent Wilcox
tarafindan izole edilmis (Roberts ve Macelis, 1991) ve bu yildan sonra yogun olarak
rekombinant DNA teknolojisinde, gen dizilerinin belirlenmesinde, protein ve
polimorfizm ¢alismalarinda kullanilmaya baslanmistir. Giinlimiizde 200’den fazla
farkli DNA dizilimini tamiyan, yaklasik 3000°den fazla restriksiyon enzimi
bulunmakta ve bunlarin biiyiik bir kismi1 bakterilerden ¢ok az bir kism1 da viriis ve
Okaryotlardan izole edilmektedir (Aggarwal, 1995; Pingoud ve Jeltsch, 1997
Murray, 2000).

1.7.1. Restriksiyon Endoniikleaz (RE) Enzimlerinin Siniflandirilmasi

Tip I (RE)’ler hem metilasyon hem de modifikasyon yapabilen hedef dizilimlere
baglanmalarina ragmen kesim islemini dizilim disinda ve rasgele gerceklestirirler.

Enzimin metilasyon aktivitesi kesim isleminde belirleyici faktordiir.

Tip II (RE)’ler molekiller biyoloji alaninda restriksiyon enzimlerinden
bahsedildiginde kastedilen enzimler bu tiplerdir. Tip II RE’ler dizilimdeki bir bolgeyi
tantyarak tam hedef niikleotidden kesim yapabilme 6zelligine sahiptirler (Pingoud ve
Jeltsch, 1997). Bu o6zelliklerinden dolayr molekiiler biyoloji ve klonlama

arastirmalar1 i¢in oldukca idealdirler.

Tip Il (RE)’ler de tip I’ler gibi metilasyon ve modifikasyon yapabilen restriksiyon
enzimler olup dizilimi tanimalarina ragmen rasgele ve yakin yerden kesim islemini
gerceklestirirler. Dolayis1 ile tip III enzimleri klonlamada ve molekiiler genetik

calismalarinda tercih edilmemektedir (Meisel ve ark., 1995).

RE ile kesim yapildiktan sonra agaroz jelde goriintiilenebilen farkli uzunluktaki

oligontikleotidlere gore polimorfizmler, nokta mutasyonlar, insersiyon ve delesyonlar
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belirlenebilmekte ve RE’ler sadece o bolgeye 6zgii olduklarindan gilivenilir ve dogru

sonuglarla alel tiplemeleri yapilabilmektedir.

Sonuglar agaroz jelde goriintiilenecekse ve kesim sonucunda birbirine yakin
uzunlukta oligoniikleotidler olusuyorsa bu yontemle ayirim yapmak oldukca
zorlagsmakta ve analiz i¢in kaliteli ve fazla miktarda DNA’ya gereksinim
duyulmaktadir. Enzim kesiminde inkiibasyon siiresi nedeniyle uzun laboratuvar
calismasi gereksinimi ve kullanilan enzimlerin pahali olmasi gibi dezavantajlar1 da

vardir (Dowling ve ark., 1996).

1.8. Gen Ekspresyonu

Gen ekspresyonu DNA iizerinde kodlanmis olan kalitsal bilginin, 6zgiin yapt ve
islevleri olan proteinlere doniistiiriilmesine denilmekte ve replikasyon, transkripsiyon
ve translasyon olmak iizere ii¢ asamadan olusmaktadir. Replikasyon ve
transkripsiyon islemleri c¢ekirdekte meydana gelirken translasyon islemi ise

sitoplazmada gerceklesmektedir.

1. Replikasyon DNA’nin tasidigi kalitsal Dbilgileri sonraki nesillere
aktarabilmesi i¢in kendi kopyasini olusturmasidir. Bu asamada gorev alan enzimler
DNA polimeraz, DNA ligaz, topoizomeraz seklinde siralanabilir. DNA’nin
replikasyonu semikonservatif olup bir DNA molekiiliiniin iki ipliginden her biri yeni
bir DNA ipligi sentezi i¢in bir kalip olarak gérev goriir ve sentez sonunda meydana

gelen iki yeni DNA molekiilii yeni ve eski ipligi icerirler.

2. Transkripsiyon DNA’da kodlanan genetik bilgilerin RNA polimeraz 1l
enzimi ile bir RNA molekiilii (mRNA, tRNA, rRNA) seklinde yazilmasi olayidir ve
burada genetik bilginin RNA’ya aktarilmasi sézkonusudur. Bu agamada oncelikle
DNA o6nciil mRNA’y1 kodlar, daha sonra splicing (u¢ uca birlestirme) islemi ile
intronlar (protein sentezine katilmayan DNA dizileri) ¢ikarilir ve ekzonlar (proteine

dontstiiriilen DNA dizileri) olgun mRNA’y1 olustururlar.
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3. Translasyon transkripsiyonla DNA’dan RNA’ya aktarilan genetik bilginin bir
protein veya polipeptit zinciri sekline doniistiiriilmesi olayidir ve bu islem sitoplazmada
bulunan ribozomlarda gergeklesmektedir (Conaway ve Conaway, 1993; Butler ve Kadonaga,
2002) (Sekil 1.35).
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Sekil 1.35. Protein sentezi (http://www.lisebiyoloji.com/protein%20sentezi.html)

1.9. Biyolojik Materyallerde Metal Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

1.9.1. Atomik Absorbsiyon Spektrometresi (AAS)

Atomik absorbsiyon yontemi, temel enerji seviyesinde olusturulmus serbest analit
atomlarmin meydana gelmesine ve bu atomlara 6zgii dalga boyundaki 15181in kullanilmasi
esasma dayanir. Atomlarin absorbansinin 6l¢iilmesi i¢in uygun sekle getirilmesini saglayan
yontem atomlastirmadir. Diger spektrokimyasal yontemler gibi atomik absorbsiyon
spektrometrisi de genellikle analit sivi halde olmak iizere elementlerin diizeyinin
belirlenmesini saglar. AAS sulu ¢ozeltilerin, seyreltilmis orneklerin veya organik ¢oziicii
gibi diger ¢oziiciilerle seyreltilmis elementlerin analizi i¢in kullanilan en uygun yontemdir.
Atomik absorpsiyon spektrometrisinde kullanilan alevli ve grafit firmli AAS olmak tizere iki

¢esidi vardir.
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1.9.1.1. Alevli Atomik Absorbsiyon Spektrometresi (AAAS)

Alev en cok kullanilan atomlastirict hiicre tipidir. Alev, kullanilan gaz, gazin akisi, gazin
boyutu ve bicimi, alevin kendi sicakligi ve karistirilma sekli ile degisik 6zellik gosterir
(Ramirez-Munoz, 1968). Cihazin ¢alisma prensibi, bir absorbsiyon teknigi oldugundan
elemente 6zgii 151k, 6rnegin i¢inden gegirilmelidir. Bu durum disiik basingta, bir soy gazla
doldurulmus camdan olusan ve oyuk katot lambas: olarak adlandirilan 6zel bir lamba ile
meydana getirilir (Ewing, 1985). Cozeltideki 6rnek aleve piskiirtiildigiinde ugucunun
buharlagsma sicakligina kadar isitilirken yeterince yiiksek sicakliga kadar isitilan katilar
bilesiklerine ayrilirlar ve sonunda elementel forma gecerler. Bu durumda gaz halindeki
atomlar 151k kaynagindan gelen elektromanyetik radyasyonu absorbe ederler (Bennett ve
Rothery, 1983). AAAS ile yapilan 6l¢iimler genellikle ppm seviyesindedir (Varian Australia
Ltd., 1997).

1.9.1.2. Grafit Firinh Atomik Absorbsiyon Spektrometresi (GFAAS)

Grafit Fmrnli metod; yiiksek sicaklikta gaz halinde bulunan element atomlarmin
elektromanyetik 1sinlari absorblamasi ilkesine dayanir. Grafit firinli atomlastiricida, alev
yerine bir argon yataginda bulunan elektrikle 1sitilan grafit tiip gecer. Az miktarda Grnegin
grafit tiipiine yerlestirilmesiyle argon gazi, grafit tiiptin hizla yiiksek sicakliga ulasmasi ile
kurutma ve kiilleme asamalariyla matriks bilesenlerinin ve diger engelleyici maddelerin 151k
yolundan uzaklastirilmasini saglar. Grafit tiipe verilen analit atomlagir ve atomlar grafit tiip
icinde tutulur. Gaz fazinda serbest analit atomlarindan dolay1 olusan absorbans olgiiliir
(Holcombe ve Borges, 2006). Burada hassasiyet ve tanimlama sinirlari ppb seviyesine kadar
diismektedir (Varian Australia Ltd., 1997).

Bu calismada; Toplumumuzdaki DMT1 gen bolgesindeki polimorfizm orani, bu
polimorfizmin toplumumuzda bilinen bir toksik metal maruziyeti olan bireylerdeki toksik
metal birikiminde ve esansiyal metal diizeyinde ne Glglide rol oynadigi arastirilacaktir. Bu
amagla; bireylere ait orneklerde DMT1 geni IVS4+44 C/A bolgesindeki polimorfizm
belirlenerek tam kan 6rneklerindeki metal diizeyleri tespit edilecek ve aralarinda istatistiksel
olarak anlamli iligki olup olmadig1 arastirilacaktir. Bu verilerin sonuglari ile toplumumuzdaki
bireylerin metallere maruz kalma sonucunda ortaya ¢ikabilecek saglik sorunlarina dikkat

¢ekilebilecegi diistiniilmektedir.
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2.GEREC VE YONTEM

2.1. Gerecler

2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

100 bp ladder

6X loading ¢ozeltisi

Agaroz

Ammonyum dihidrojen fosfat
Asetik asit

Borik asit

delta-Aminoleviilinik asit

Fermentaz
Qiagen

Prona

Merck

Merc (Germany)
Merck

Merc 1.24802

DNA’s RNA’s free water (DNA, RNA icermeyen su)Qiagen

EDTA

Etanol

Etidyum Bromiir
Etil asetat

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

Hidroklorik asit

Hot Star Tag DNA polimeraz
Kan DNA izolasyon kiti
Metil asetoasetat

Nitrik asit (HNO3)  (%65°1ik)
Pb/Fe Standart Cozeltisi
p-Dimetilaminobenzaldehit
Primerler

Proteinaz K

Restriksiyon Enzimi (Mnll)
Saf etanol

Merck

Merck

Applichem

Sigma-Aldrich (USA)
Applichem

Merc-3142504

Qiagen

Qiagen

Sigma M-4376

Merck

AA Standart Etanol pour SCP
Sigma D-8904

Alpha DNA, Montreal
Merck

Neb (New England Biolab)
Scharlau, Dop



Sodyum asetat.3 H,0
Trizma Base

Uroporfirin-1 standart

2.1.2. Kullamilan Arac ve Gerecler

Argon tiipti

Asetilen tlipii

Atomik Absorbsiyon Spektrometresi
Elektrikli hassas terazi

Ependorf tiip (steril;1,5 ml ve 0,2 ml)
Etiv

Grafit Kompenent Tiipler

Grafit Tiip Atomizer

Gli¢ Kaynag

Hassas terazi

Hava kompresorii

Jel Gortintiileme cihazi

Kreatinin

Laminar Flow kabin

Laptop Cooler (-20°C)

Manyetik Karistirici

Mikrodalga firin

Mikrodalga firm

Otoklav

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

pH metre
Pipet uglari (pirojen free filtreli)
Santrifiij

Sogutmalr santrifiij cihazi
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Sigma-Aldrich (25022)
Merck
Frontier Scientific ( USA)

Varian AA240FS Fast Sequantial
Schimadzu Libror

Axygen Genuine

Memmert

Varian GTA

Varian GTA 120

Bio-Rad

Mettler Toledo 4 Digit
Altus

Syngene

Ectachem DT60 11

Esco

Sigma

Mirak

Argelik

Mars X Press

Niive

Ependorf, Thermo, Tipor-V
Seven Multi Mettler Toledo
Finntip

Heraeus Sepatech Labofyge 200
Hettich
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Spektrofotometre Cintra303
Mikrosantrifiij NiiveNF1215
Florimetre Perkin Elmer LS 55
Su banyosu Niive Bm 402

Su Purifikasyon Sistem Human Up 900
Thermal Cycle PCR cihazi Techne Tc 512

Vial (2 ml) Pothtech Elkay
Vorteks karistiric Biosan

Yatay elektroforez cihazi Scie-Plas

Zeeman Absorbsiyon Spektrometrisi Varian AA240Z

2.1.3. Deney Protokolii

2.1.3.1. Stv1 Kan ve Idrar Orneklerinin Toplanmasi

Ttoplumumuzda mesleki olarak Pb maruziyeti olan ve 2009 yili igerisinde Ankara
Meslek Hastaliklar1 Hastanesine basvuran erkek bireylerden antikoagulan olarak
K2EDTA igeren mor kapakli vakumlu tiipler igerisine 4,5 ml kan 6rnegi alindi ve
iizerleri etiketlenerek calisma yapilana kadar +4°C’de muhafaza edildi. Idrar
ornekleri, sabah idrar1 olmak iizere herhangi bir kontaminasyonu onlemek igin
kapakli/steril 50 ml’lik polipropilen kaplara alinarak analiz yapilincaya kadar -20°C
de korundu. Sonuglar kan i¢in mikrogram/l, idrar i¢in mikrogram/g kreatinin olarak
degerlendirildi. Caligmada her goniillii icin belirlenen saglik sorunu yaninda; boy,
kilo, yas, ¢alisma siiresi, yasadiklar1 bolge, sigara kullanim durumu, miktar1 ve siiresi
kaydedildi. Bu calisma; Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Etik kurulunun
20.10.2008 tarih, 139-4071 sayil1 karar1 ile ylrttilmistiir.

2.1.4. Yontem
Calismamiz iki boliimden olusmakta olup ilk béliimde toplumumuzdaki bireylerin

DMT1 geninin IVS4+44 bolgesinde bulunan C—A polimorfizmi belirlenmis, ikinci

boliimde ise polimorfizm belirlenmis bireylere ait tam kan 6rneklerinde Fe, Pb ve EP
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konsantrasyonlari ile idrar 6rneklerinde ALA ve total porfirin diizeyleri Olciilerek

aralarinda korelasyon olup olmadigi arastirilmastir.

2.1.4.1. DMT1 geninin IVS4+44 bolgesinde bulunan C/A SNP’sinin belirlenmesi

2.1.4.1.1. DNA izolasyonu

2.1.4.1.1.1. Sivi Kan Orneklerinden DNA izolasyonu

Sivi kan Orneklerindeki niikleer DNA’y1 agiga ¢ikarabilmek amaciyla, “Qiagen

Blood” izolasyon kiti kullanildu.

1. Sivi kan 6rneklerinden 200 ul 1,5 ml’lik eppendorf tiip igerisine alinarak {izerine
180 ul ATL Buffer ve 20 pl Proteinaz K eklendi.

2. 56°C’lik su banyosunda 2-2,5 saat siire ile inkiibe edilirken her yarim saatte bir
ornekler vorteks yardimi ile karistirildi.

3. Uzerine 200 pl AL Buffer eklenerek 70°C’lik su banyosunda 10 dakika inkiibe
edildi.

4. Inkiibasyon sonrasinda drnek iizerine oda sicakliginda bulunan 200 ul saf etanol
ilave edildi.

5. Kisa bir karistirmadan sonra soliisyonun tamamu filtreli kolona aktarilarak 8000
rpm’de 1 dakika santrifiij edildi, toplama tiipii atilarak yerine yenisi konuldu.

6. 500 ul AW1 Buffer eklenerek 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi, yine yikama
sonrasi toplama tiipii atilarak yerine yenisi konuldu.

7. 500 ul AW2 Buffer eklenerek 14000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi ve toplama
tiipti atild1.

8. Kolonun altina bu kez toplama tiipii yerine 1,5 ml’lik ependorf tiip konuldu ve
kolon igerisine 150 ul RNAse-DNAse free (RNA, DNA icermeyen) su ilave edildi.

9. Kolon ve ependorf tiip i¢c ice ge¢mis sekilde 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edilerek kolondan suda ¢6ziinmiis saf DNA’nin ependorf tiipe gegmesi saglandi ve
kolon atild1. Ependorf tlipte yaklasik 100 ul DNA 6rnegi toplandi.

10. izole edilen DNA 6rnekleri analiz edilinceye kadar -20°C’de muhafaza edildi.
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2.1.4.1.2. Genomik DNA’nin Agaroz Jel Elektroforezi ile Belirlenmesi

S1v1 kan 6rneklerinden genomik DNA’nin izole edilip edilmediginin analizi %0,5’lik

agaroz jel elektroforezi ile belirlendi.

2.14.1.2.1. %0,5’lik Agaroz Jelin Hazirlanmasi

1. 0,6 gr agaroz tartilarak 120 ml 1X TBE c¢ozeltisi igerisinde ¢oziildii.

2. Mikrodalga firinda agaroz bulunan erlen mayerin agzi alimiinyum folyo ile
kaplanarak tagsmayi onlemek igin tiizerinde delikler agildi ve en yiiksek 1sida
kaynatildi.

3. Cozelti 1s1s1 oda sicakliginda 50-60°C ye diisiinceye kadar beklendi.

4. Agaroz ¢ozeltisi tizerine 10 pl EtBr (10 mg/ml) eklendi ve ¢ozelti pembelesip
homojen bir gériiniim olusuncaya kadar erlen mayer hafifce ¢alkalandi.

5. Jel kalibt monte edilerek jel taraklari uygun sekilde yerlestirildi ve agar hava
kabarciklar1 olusmayacak sekilde kaliba dokiildii. Jel tizerinde hava kabarciklari
olusmus ise jel katilagsmaya baslamadan hemen pipet ucu yardimi ile uzaklastirildi.

6. Jelin katilasmasi i¢in oda sicakliginda 30-45 dakika kadar bekletildi.

7. Agaroz jel kalibinda taraklar ve bariyerler ¢ikarilarak katilasan jel elektroforez
tankina yerlestirildi. Jel kuyucuklariin, elektroforez yiirtime tankinin katot elektrot
(-) tarafina yerlestirilmesine dikkat edildi.

8. 1X TBE ¢ozeltisi, jelin lizerini 2-3 mm kadar kaplayacak miktarda tank igerisine

eklendi.

2.1.4.1.2.2. Agaroz Jel’e Yiiklemek I¢cin Ornek Hazirlanmasi ve Yiiriitme

Kosullar

1. 15 cm uzunlugunda parafilm alinarak buz kalibi iizerine yerlestirildi.

2. 1ul 6X Jel Loading Buffer ve 5 ul DNA 6rnegi parafilm {izerine konularak
mikropipet ile yavasca karistirildi ve homojenizasyonu saglandi.

3. Olusan toplam 6 pl homojen karisim dikkatli bir sekilde jeli parcalamadan jel
kuyucuklarma yerlestirildi (Sekil 2.1).
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4. Elektroforez tankinin kapagi kapatilarak giic kaynagmin anot ve katot u¢larinin
baglantilar takildu.

5. Gii¢ kaynag1 100 volt ve 70 ampere ayarlanarak jel i¢erisindeki numuneler 45
dakika stire ile elektroforoze tabii tutuldu.

6. UV 15181 altinda, Jel goriintiileme cihazinda elektroforez sonucu degerlendirildi.

Sekil 2.1. Agaroz jel kuyucuklarina 6rneklerin yiiklenmesi

2.141.3. PCR

PCR islemi TECHNE TC 512 Thermal Cycle cihazinda yapildi ve asagida belirtilen
islemler uygulanarak hedeflenen DNA bdlgesinin her biri 2% defa ¢ogaltildi. Her

PCR analizinin kontrolii, pozitif ve negatif 6rnekler kullanilarak yapildi.

PCR islemi sirasinda olasi kontaminasyonu 6nlemek amaciyla;
v" DNA izolasyonu ve PCR farkli ortamlarda yapildi,
v' Her analiz Oncesi ve sonrasinda g¢alisma ortami, otomatik pipetler ve
kullanilan araglar %70’lik alkol ile temizlendi,
v Steril eppendorf tiipler ile filtreli pipet ug¢lari kullanilds,
v' Amplifikasyon ve enzim kesim islemleri hava sirkiilasyonu olan laminar
kabin igerisinde yapildi, islem Oncesi ve sonrasinda en az 45 dakika siire ile UV
sterilizasyonu yapildi,
v' Analizler sirasinda steril ve pudrasiz eldivenler kullanildi, ¢alisma sirasinda

eldivenler sik sik yenileri ile degistirildi.
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2.1.4.1.3.1. Primerler

Amplifikasyon i¢in Forward (F: ileri) ve Reverse (R: geri) primerler kullanildi.
Primer ciftinden F primer DNA’nin bir ipligine baglanirken R primer DNA’nin diger
ipligine baglanir. Primerlerin baglanmasiyla hedeflenen bdolgenin c¢ogaltilmasi

baslatilmis olur.

Primerlerin sentezi High Performance Salt Free (HPSF) yontemi ile
Montreal’deki Alpha DNA firmasina tarafindan gergeklestirildi. Calismada
kullanilan primerler ve ozellikleri asagidaki cizelgede gosterilmistir (Cizelge 2.1)

(Kelleher ve ark., 2004).

2.1.4.1.3.2. PCR Bilesenleri ve PCR Programi

Standart bir PCR reaksiyonunda PCR Buffer, MgCl,, dNTP karigimi, Hot Start Taq

DNA Polimeraz, F Primer, R Primer ve DNA bilesenleri bulunur.
Calismada kullanilan 50 pl’lik PCR reaksiyonunun bilesenleri, bilesenlerin stok
konsantrasyonlari, reaksiyondaki miktarlart ile reaksiyon karigimindaki son

konsantrasyonlarina ait bilgiler Cizelge 2.2 ‘de verilmistir.

PCR programi asagida belirtilen sekilde gergeklestirildi.

. +94°C’de 10 dakika

. +94°C’de 1 dakika

. +60°C’de 1 dakika

. +72°%°C’de 1 dakika 35 dongii
. +72°%C’de 5 dakika

. +4°Cde oo dakika

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

korundu.
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Cizelge 2.1. Amplifikasyonda kullanilan primerler, 6zellikleri, ¢ogaltilan DMT1 geni IVS4+44 C/A
bdlgesinin kromozom {iizerindeki lokalizasyonlar1 ve amplifiye edilen bodlgenin niikleotid dizilimleri.
Koyu ve alt1 ¢izili olan “a” baz1 51399050. noktada bulunan ve A—C degisimini gosteren polimorfik
niikleotiddir.

F PRIMER R PRIMER

OZELLIKLER 5’-gacacatgcaatatctgacattg-3’ 5°-ctgcatgttggatagtagect-3°
(Kro.12:51399007-51399031) (Kro.12:51399335-51399357)

Uzunluk 23 bp 21bp

GC igerigi %39,1 %47,6

Erime Sicaklig1 (Tm) 58,0°C 57,0°C

Primerler arasi 1,0°C
Tm farki
351 bp

5’GACACATGCAATATCTGACATT T Gtaaatccttttttcttgtgaggctggat

PCR firliniliniin

uzunlugu tttgttgcttcatatgtgataacagaccaattatatcagtagttcaatggtgatgttcagtttaatct

(51399007-51399357) | cttttcctctcttgtacagtactcttgttttagctticgtaaactctgggctttcaccggaccaggtttt
bazlar arasindaki
sekanst cttatgagcattgcctacctggatccaggaaatattgaatccgatttgcagtctggagcagtggcet

ggatttaaggtgaacatctagtcctacccctgtecttttaagcacataatacactctcacatcctttt

ctccaccCTGCATGTTGGATAGTAGCCT-3’

Cizelge 2.2. PCR bilesenleri ile stoktaki ve reaksiyondaki konsantrasyonlari.

Reaksiyona Konulan S0 pl’lik Reaksiyon
BILESEN Stok Konsantrasyon yor Karisimindaki Final
Miktar
Konsantrasyon
10 X PCR Buffer 10X 5ul X
MgCl, 25 mM 3 1,5 mM
dNTP karisim 2mM 5 200 pM
E Primer 10 pmol/ pl 1 ul 10 pmol
R Primer 10 pmol/ pl 1 ul 10 pmol
Hot Star Taq DNA 5U/ ul 0,25 ul 1,25 U
Polimeraz
DNA ~200 ng
Steril H,O 50 pl’ye tamamla



http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=112267752&db=hg18&position=chr12:49685274-49685624&hgPcrResult=pack
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=112267752&db=hg18&position=chr12:49685274-49685624&hgPcrResult=pack
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2.1.4.1.3.3. PCR Uriinii icin Agaroz Jel Hazirlanmasi

Istenilen DNA bolgesinin ¢ogaltilip ¢ogaltilmadigi PCR fiiriinlerinin %2’lik agaroz
jel elektroforezi ile belirlendi. Bunun i¢in 2,4 gr agaroz tartilarak 120 ml 1XTBE
buffer icerisinde ¢6ziildii ve boliim 2.1.4.1.2.1°de anlatildig1 sekilde jel hazirlandi. 7
ul PCR iirtinii ile 1ul 6X Jel Loading Buffer karistirilarak jelin kuyucuklarina
yiiklendi. Her 6 numuneden sonra 100 bp DNA Ladder’t kullanildi. 1ul DNA
ladder’min, 1l 6X Jel Loading Buffer ve 6 ul distile su ile seyreltilerek yiiklemesi
yapildi. Elektroforez, 100 Volt ve 70 Amperde 1 saat gergeklestirildikten sonra

sonuclar UV 15181 altinda, jel goriintiileme sistemi ile degerlendirildi.

2.1.4.1.4. PCR Uriiniiniin RFLP Yontemi ile Kesimi

Calismamizda, DMT1 geninin IVS4+44 bolgesinde bulunan C—A polimorfizmini
belirlemek igin, amplifikasyon sonucunda olusan PCR iiriinii, Mnll RE ile kesildi.
PCR iirliniiniin RFLP yontemi ile kesim isleminde negatif ve pozitif 6rnekler de

kontrol amaciyla analizlere alindi.

2.1.4.1.4.1. Mnll RE’nin Ozellikleri

Mnll, Moraxella nonliquefaciens’den klonlanmig mnlIR geni tagiyan E. coli
bakterisinden elde edilmis bir restriksiyon endoniikleaz II enzimdir. Mnll enzimi 5’
ucundan CCTC sekansini taniyarak 7. bazdan, 3’ ucundan da GGAG sekansini

taniyarak 6. bazdan diziyi keser (Sekil 2.2).

=

7 baz /L-
5...CCTCNNNNNNN N...3

3...GGAGNNNNNN NN...5

6k _’/_

Sekil 2.2. Mnll RE’nin tanima bolgesi ile kesim noktasinin sematik gésterimi.


http://www.thelabrat.com/restriction/sources/Moraxellanonliquefaciens.shtml
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2.1.4.1.4.2. MnlI Enzimi ile Kesim Islemi

Amplifikasyon TUriinliniin kesimi i¢in 30 ul’lik reaksiyon karisimi hazirlandi.
Reaksiyon bilesenleri, bilesenlerin stok ve final konsantrasyonlar1 Cizelge 2.3°de

belirtildigi sekilde yapildi.

Cizelge 2.3. Mnll enzimi ile kesim islemindeki bilesenler ve reaksiyondaki konsantrasyonlari.

BILESEN Stok 30 pllik Reaksiyon Karisimindaki
Konsantrasyon Final Konsantrasyon
NEB4 Buffer 10X 2 ul
Bovin Serum
Albumin(BSA) 100X 0,2 ul
Mnll Enzim 30/l Il
PCR iiriinii 15 ul
dH,O 30 pl’ye tamamla

Inkiibasyon 37°C’de 16 saat yapilmis ve iiriinler analizlerde kullamlincaya

kadar +4°C’de muhafaza edilmistir.
2.1.4.1.4.3. MnlI Enzimi ile inkiibasyondan Sonra Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Mnll enzimi ile kesim isleminden sonra olusan oligoniikleotidlerin analizleri, boliim
2.1.4.1.3.3’de anlatildig1 sekilde %?2’lik agaroz jel hazirlanarak elektroforez
isleminin yapilmasi ile gerceklestirildi. Sonuglar UV 15181nda, jel goriintiileme cihazi

ile degerlendirildi.

2.1.4.2. Tam Kanda Fe ve Pb Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Tam kan oOrneklerinde Fe ve Pb konsantrasyonlarimi belirlemek amaciyla AAS
kullanildi. Tam kanda Pb konsantrasyonunun belirlenmesi, grafit firinli atomik
absorbsiyon teknigi ile ve ortam gazi olarak argon kullanilarak yapildi, Fe
konsantrasyonunun belirlenmesinde ise alevli atomik absorbsiyon teknigi ile asetilen

gazi kullanildi.
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2.1.4.2.1. Tam Kanin On Analiz islemleri

Tam kan Orneklerinden 1’er ml alinarak tzerine 9 ml %65 lik HNO3; eklenerek
mikrodalga firina ait yiiksek 1s1ya dayanikli teflon tliplere kondu. Yakma islemine ait
mikrodalga firin programi incelenen elemente gore Cizelge 2.4’de verilmistir. Asitle
yakma iglemi tamamlanan kan ornekleri kapakli 50 ml’lik polipropilen tiiplere
alinarak toplam hacim deiyonize su ile 20 ml’ye tamamlandi. Karisim vorteksle
homojenize edildikten sonra ornekler analiz islemine kadar kapakli polipropilen

tiiplerin iginde +4°C’ de saklandh.

Cizelge 2.4. Mikrodalga firmna ait tam kan yakma programa.

Max. Gii¢ (Watt) Gii¢ % Zaman (dak.) Sicaklik (°C) Bekleme (dak.)
800 | 100 | 15:00 | 200 | 5:00

Yakilmis olan Orneklerin metal konsantrasyonlart demir iz elementi i¢in
Alevli Atomik Absorbsiyon Spektrometre (Varian AA240FS Fast Sequantial Flame
Atomic Absorption Spectrometry) cihazi kullanilarak kursun agir metali i¢in ise
Grafit Firinli Atomik Absorbsiyon Spektrometre (Varian AA240Z Graphite Furnace

Atomic Absorption Spectrometry) kullanilarak belirlenmistir.

2.1.4.2.2. Tam Kanda Metal Konsantrasyonlarmin Belirlenmesi

2.1.4.2.2.1. Tam Kanda Pb Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Tam kanda kursun analizi sirasinda kalibrasyon egrisi olusturmak amaciyla
konsantrasyonu 1000 ppm olan kursun ana stok cozeltisinden 15 ppb’lik ara stok
hazirlandi. Bu stok 5, 10 ve 15 ppb’lik konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler olarak
belirlenerek kalibrasyon egrisi olusturuldu. Hazirlanan standartlara piklerin diizgiin
cikmasini  saglamak amaciyla 5 ml %65 saflikta HNO; ilave edildi. Pb
konsantrasyonunun belirlenmesinde, keskin pikler elde etmek amaciyla % 1°lik
ortofosforik asid i¢eren modifayr kullanildi. Kalibrasyon egrisi olugturmak igin her
bir standart ¢ozelti i¢in 6l¢iim 3 kez tekrarlandi. 40 6rnekte bir kalibrasyon tekrari

yapildi. 20 ornekte bir kalibrasyon egrisi diizeltildi ve diizeltme islemi i¢in standart 2
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(10 ppb’lik standart) kullanildi. Pik yiiksekliginin 6l¢iimii ile kursun konsantrasyonu
belirlendi. Kursun analizine ait program Cizelge 2.5°da, kalibrasyon grafigi ve

kalibrasyon standartlarina ait veriler Cizelge 2.6’de gosterilmistir.

Kursun analizi i¢in dalga boyu 283,3 nm olarak ayarlandi, absorbans verisi
2150°C’de toplandi. Atomlastirict olarak grafit firm, ortam gazi olarak Argon gazi
kullanildi. Kursun analizi i¢in GFAAS’de uygulanan metod Cizelge 2.7°de

Ozetlenmistir.

Cizelge 2.5. Tam kanda Pb konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in uygulanan grafit firin ayarlari.

Step Sicaklik (°C) Zaman (s) Alas Sinyal Toplama Okuma
(L/min)
1 85 5 0,3 x  Hayir x  Hayir
2 95 50 0,3 x  Hayir x  Hayir
3 120 15 0,3 x  Hayir x  Hayir
4 550 5 0,3 x  Hayir x  Hayir
5 550 5 0,3 x  Hayrr x  Hayir
6 550 2 0,3 x  Hayir x  Hayir
7 200 6,1 0,3 x  Hayrr x  Hayir
8 200 10 0,0 v Evet v Evet
9 2150 09 0,0 v Evet v Evet
10 2150 2 0,0 v Evet v Evet
11 2150 2 0,3 x  Hayr v Evet
12 2600 2 0,3 x  Hayir x  Hayir
13 2600 2 0,3 x  Hayrr x  Hayir

2.1.4.2.2.2. Tam Kanda Fe Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Tam kanda demir analizi sirasinda kalibrasyon egrisi olusturmak amaciyla
konsantrasyonu 1000 ppm olan demir ana stok ¢ozeltisinden 5, 10, 20 ve 40 ppm’lik
konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler hazirlandi. Hazirlanan standartlara piklerin
diizgiin ¢gikmasini saglamak amaciyla 5 ml %65 saflikta HNO3 eklendi. Kalibrasyon
egrisi olusturmak amaciyla her bir standart ¢ozelti i¢cin 6l¢iim 3 kez tekrarlandi.
Demir analizine ait kalibrasyon grafigi ve kaliprasyon standartlarina ait veriler

Cizelge 2.8’de 6zetlenmistir.
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Alevli AAS cihazi ile demir analizi i¢in Hava/Asetilen alev tipi kullanildi ve
hava akist 13,50 l/dak, asetilen akisi 2,00 1/dak, dalga boyu 372,0 nm olarak
ayarlandi. Piklerin Ol¢iimii  integrasyon modu ile kalibrasyon hesab1 ise
konsantrasyon ile yapilarak kalibrasyon 20 6rnekte bir tekrarlandi. Her bir 6rnek 3

kez dlgiildii. Demir analizi i¢in kullanilan metod Cizelge 2.9°de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.6. Tam kanda kursun analizine ait 6rnek kalibrasyon grafigi.

Abs =0,01515xC r =0,9005
A Lingar Origin - Cal. Set2
023]
015
0107]
0.00 |
1 ! |
0.00 500 1000 1500
|_Zoon J Dyerdas | Pougl
Konsantrasyon Absorbans %RSD
CAL ZERO 0,000 ppb 0,0034 9,6
STANDART 1 5,000 ppb 0,0723 1,9
STANDART 2 10,00 ppb 0,1487 1,8
STANDART 3 15,00 ppb 0,2301 2,4

Cizelge 2.7. Kursun analizi i¢in grafit firin teknikli atomik absorbsiyon cihazinda uygulanan metod.

Element - matriks :Pb - Kan Gain % 45
Enstriiman : Zeeman Akim :10,0 mA
Konsantrasyon birimi Jug/L Background :BCon
Enstriiman modu : Absorbans Lamba Pozisyonu 1

Ornekleme : Otomatik Standart 1 : 5,00 ug/L
Kalibrasyon modu :Konsatrasyon Standart 2 : 10,00 ug/L
Olgiim modu :Pik yiiksekligi ~ Standart 3 : 15,00 ug/L
Standart tekrar1 03 Reslope standard1 : Standart 2
Ornek tekrari 23 Reslope alt limit % 75
Ekspansiyon faktor 1,0 Reslope iist limit 1% 125

Egri ¢izimi : 7 noktali Rekalibrasyon :20 drnekte bir
Konsantrasyon ondalik araligi ~ : 2 basamak Kalibrasyon algoritmasi  :Dogrusal orijin
Dalga boyu :283,3nm Kalibrasyon alt limit 1% 20,0

Slit genisligi :0,5nm Kalibrasyon {ist limit : % 150
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Cizelge 2.8. Tam kanda demir analizine ait 6rnek kalibrasyon grafigi.

Abvs Linear - Cal. Set 1
0.20° — —
S — —
0.00| . . . .
. 0000 10.000 = nc_rll;crl_ 30.000 40,000
Konsantrasyon Absorbans %RSD
CAL ZERO 0,000 ppm -0,0007 76
STANDART 1 5,000 ppm 0,0470 0,1
STANDART 2 10,000 ppm 0,0867 1,0
STANDART 3 20,000 ppm 0,1736 1,2
STANDART 4 40,000 ppm 0, 3381 0,7
Cizelge 2.9. Demir analizi i¢in alevli atomik absorbsiyon cihazinda uygulanan metod.
Element - matriks :Fe - Kan Lamba Pozisyonu 01
Enstriiman : Flame Standart 1 : 5,000 mg/L
Konsantrasyon birimi : mg/L Standart 2 : 10,000 mg/L
Enstriiman modu : Absorbans Standart 3 : 20,000 mg/L
Ornekleme : Manuel Standart 4 : 40,000 mg/L
Kalibrasyon modu : Konsatrasyon  Reslope standard1 : Standart 2
Olgiim modu : Integrasyon ~ Reslope alt limit 1% 75
Standart tekrar '3 Reslope iist limit 1% 125
Ornek tekrari 3 Rekalibrasyon : 20 Ornekte bir
Ekspansiyon faktor 01,0 Kalibrasyon algoritmas1 : Linear
Egri ¢izimi : 7 noktali Kalibrasyon alt limit 1% 20,0
Konsantrasyon ondalik araligi  : 3 basamak Kalibrasyon {ist limit :% 150
Dalga boyu :372,0 nm Olgiim Zamani : 5s
Slit genisligi :0,2nm Okuma oncesi bekleme  : 10s
Gain : % 58 Alev tipi : Hava / Asetilen
Akim :5,0mA Asetilen akist : 2.00L/dak
Background :BCon Hava akist : 13,50L/dak

2.1.4.3. Tam Kanda Total

Belirlenmesi

Porfirin (Eritrosit Protoporfirin, EP) Degerinin

Alyuvarlarda total porfirinleri (serbest+¢inko-protoporfirin) 6lgmek amaciyla
protoporfirinler ve hem igeren bilesikler, tam kandan etilasetat-asetik asit karigimai ile
ekstre edildi. Daha sonra porfirinler hidroklorik asit ¢ozeltisinde yeniden ekstre

edilip (hem igeren bilesikler etil asetat fazinda kalarak) molekiiler florimetri ile
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saptand1 (Parsons, 1991). Kan 0Ornegi ve standartlar iglemler sirasinda miimkiin

oldugunca 1s1iktan korundu. Kullanilan Reaktifler:

a-) Etil asetat/ glasial asetik asit ( 4/1 hacim/hacim)
b-) Hidroklorik asit, 1,5 M/I
c-) Standart: Uroporfirin | (Frontier Scientific, UFS-1), 0,6 pmol/l 1M-HCI de

a-) Hemolizatin hazirlamasi: 200 pl su + 50 pl kan 6rnegi mikropipet ile 5 kez
¢ekip birakilarak alyuvarlar hemoliz edildi.
b-) islem: 3 tane 5 ml’lik cam tiipe;

Test Standart Kor

100 pl hemolizat |50 ul St | 50 ul (HCI; 1,5 M)

50 ul Su |50 pl Su

Etil asetat/Asetik asit, ml |1 1 1

HCI (1,5 M/I), ml 1 1 1

oranlarinda hacimler hazirlanarak karisim vortekslendi. Mikrofiijde 5000 rpm x 10
dk santrifuj edidi. Fluorimetrede, exitasyon dalga boyu 408 nm‘ye ayarlanarak 607
nm emisyon dalga boyunda her bir 6rnegin floresan intensitesi okundu. Tam kan
total porfirin degeri, pumol /1 RBC =(Ftest/ Fst) x 5,3 olarak hesaplandi. Referans
aralik <1,4 umol/l RBC (alyuvar) olarak alind1.

2.1.4.4. Idrarda Delta-Aminoleviilinik Asit (ALA) Degerinin Belirlenmesi

Bu metodda Delta-Aminoleviilinik asit (ALA), metil asetoasetat ile kondanse
edilerek ALA-pirol olusturuldu. Olusan kompleks Ehrlich reaktifi ile renklendirilerek
olusan renk spektrofotometrede Olciildii (Buttery, 1995).

Reaktifler: Asetat tampon, 1 M/l, pH=4,6; Ehrlich Reaktifi: %0,5 p-dimetil
amino benzaldehit (HCI/Asetik asit; 1/3 hacim/hacim); Metil asetoasetat; ALA

standart ( 76,3 umol/I deionize suda). Islem kisaca;

Kor Ornek-kor Test Standart
Su,ul 100 150 50
Idrar,pl -- 50 50 50
Standart,ul -- -- -- 50
Asetat tampon,ml 1 1 1 1

Metil asetoasetat, pl 100 -- 100 100
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seklinde hazirlanarak 100°C’de 10 dk siireligine inkiibe edildi. Daha sonra,
Ehrlich Reak., ml 1 1 1 1
oraninda eklenerek spektrofotometrede, 553 nm’de kore karsi test, ornek-kor,

standardin absorbanslar1 okundu.

Delta-Aminoleviilinik asit (ALA) miktar1; idrar ALA, pmol/l = [( Atest —
Asample kor)! (Ast  — Arest) ] X 76,3 seklinde hesaplandi. [drar kreatinin, klasik Jaffe
metodu ile otoanalizorde 6l¢iildii. Sonuglar mmol/l olarak verildi. Spot idrar ALA
sonuglari, umol ALA/mmol kreatinin olarak ifade edildi. Referans deger < 3,8

umol ALA/mmol kreatinin olarak alind.

2.1.4.5. idrarda Total Porfirin Degerinin Belirlenmesi

Spot idrar, 7M-HCI ile karistirildiktan sonra taramali spektrofotometrede 350-450
nm arasinda tarandi. 390-450 nm aras1 olusan pikin yiiksekliginin absorbans degeri
14 500 ile carpilarak idrar total porfirin sonucu nmol/l olarak bulundu. Cikan sonug,
idrar kreatinin konsantrasyonuna gore diizeltilerek, idrar total porfirin sonuglari,
nmol/mmol kreatinin olarak ifade edildi (With ve Pedersen, 1978). Normal deger

<35 nmol/mmol kreatinin olarak alindu.

2.1.5. istatistiksel Analiz

Calismanin istatistiksel analizleri SPSS V16 kullanilarak yapilmistir. DMT1 geni
IVS4+44 C/A SNP’sinin frekanslar direkt olarak hesaplanmis ve Hardy-Weinberg
esitligi “Haldane exact” testi ile belirlenmistir. Ol¢iimle elde edilen degiskenler
bakimindan bagimsiz iki grubun karsilastirilmasinda “Student T” testi, bagimsiz
ikiden fazla grubun Karsilastirilmasinda ise “Kruskal-Wallis” varyans analizi
kullanilmistir. Kategorik degiskenler bakimindan iliski ya da gruplar arasi farklilik
incelemesinde y* (ki-kare) testi uygulanmustir. Korelasyon analizlerinde “Pearson
Korelasyonu” kullanilmistir. Tanimlayict istatistik olarak nitel degiskenlerde oran,
nicel degiskenlerde ise ortalama+standart sapma, ortanca, minimum ve maksimum

degerleri verilmistir. p<0,05 ve p<0,01 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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3.BULGULAR

3.1. Toplumumuz Bireylerinde DMT1 1VS4+44 Pozisyonunda Bulunan C/A

Polimorfizm Sonuglar:

Calismada toplumumuzda endiistri alaninda ¢alisan ve Pb maruziyeti oldugu bilinen
goniillii 82 erkek bireyden alinan sivi kan ve idrar ornekleri kullanildi. Hastalarin
yaglar1 21 ile 60 arasinda degismekteydi. Hastalarin yas ortalamasi 36,24+8,98 yil
(Minimum=21, Maksimum=60) olarak hesaplandi:.

3.1.1. Genomik DNA’nin Agaroz Jel Elektroforezi ile Belirlenmesinin Sonuclar:

Calismada kullanilan 82 kan 6rneginin tamami, DNA izolasyon isleminden sonra
agaroz jel elektroforezinde belirlendi. Her bir 06rnegin DNA’larinin izole

edildiginden emin olundu.

3.1.2. PCR Reaksiyonu ile DMT1 IVS4+44 Bolgesinin Amplifikasyon Sonug¢lar:

DMT1, 1671 bp uzunlugunda ve 3002 SNP noktas1 bulunan, 12. kromozomun 12q13
bolgesinde lokalize olmus bir gen bolgesidir. Bu gende bulunan SNP’lerden biri de
12. kromozom iizerindeki 51399050. noktada yer alan niikleotiddir. Bu noktadaki,
DMT1 1VS4+44 C/A Tek Niikleotid Polimorfizminde tipik bireylerde niikleotid C
iken, atipik bireylerde A niikleotidine degisim gostermektedir.

Kullanilan primerler ile amplifiye edilen bolgenin baz dizilimi asagidaki
tabloda gosterilmistir (Cizelge 3.1). Toplumumuz bireylerinde DMT1 geni 1VS4+44
pozisyonundaki C—A polimorfizmini gostermek amaciyla, bu noktay1 da igeren 351
bp’lik bolge amplifiye edildi ve sonuglar jel goriintiileme sisteminde, UV 1s1k altinda

degerlendirilerek fotograflandi (Sekil 3.1 ve 3.2)
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Cizelge 3.1. PCR’da kullanilan primerler, kromozom {iizerindeki lokalizasyonlar1 ve amplifiye edilen
bdlgenin niikleotid dizilimleri. Koyu ve alt1 ¢izili olan “@” bazi, 12. kromozomun 12q13 bdlgesinde
lokalize olmus, 1671 bp uzunlugunda ve 3002 SNP noktas1 bulunan DMT1 gen bolgesinde 51399050.
noktada bulunan ve C—A degisimini gosteren polimorfik niikleotiddir.

L2. Kg?;ﬁg&?gfﬁ;g;”erm Amplifiye Edilen Bolge
(51399007-51399357)
(351 bp)
, , | GACACATGCAATATCTG
FpRIMER | 3 GACACATGCAATATCTGACATTG 3’ | ACATTGtasatcottitttctigtgagg
(51399007-51399031) ctggattttgttgcttcatatgtgataacaga
ccaattatatcagtagttcaatggtgatgtt
cagtttaatctcttttcctctcttgtacagtac
tcttgttttagetttcgtaaactctgggcettte
accggaccaggttttcttatgagcattgect
acctggatccaggaaatattgaatccgatt
] 5> AGGCTACTATCCAACATGCAG 3’ tgcagtctggagcagtggcetggatttaagg
R PRIMER tgaacatctagtcctacccctgtccttttaag
(51399335-51399357) cacataatacactctcacatccttttctccac
cCCTGCATGTTGGATAGTAG
CCT3

Primerler

1 2 3 M 1 5 6
Sekil 3.1. DMT1 geni IVS 4+44 bolgesinin amplifikasyonunun jel goriintiisi. (M=100 bp Ladder; 1,
2,3,4,5ve 6=351 bp PCR tiiriinii)

M 1 2 3 4 5 6 7

Sekil 3.2. 351 bp’lik amplifikasyon {irliniiniin Mnll enzimi ile kesim sonucunda olusan oligoniikleotid
uzunluklari: M=100 bp Ladder; 1= 351 bp; 2 ve 3= Homozigot tipik genotipli bireyler (CC genotip)
(183, 100, 35, 33), 4 ve 5=Heterozigot genotipli bireyler (CA genotip) (216, 183, 100, 35 ve 33 bp), 6 ve
7= Homozigot atipik genotipli birey AA genotip (216, 100 ve 35 bp).
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3.1.3. Mnll RE ile Amplifiye Edilen DMT1 geni 1VS4+44 Bolgesinin Kesim

Sonuc¢lan

DMT1 geni IVS4+44 bolgesini kapsayacak sekilde ¢ogaltilan 351 bp’lik PCR iiriinii,
C—A polimorfizmini belirlemek amaciyla; Mnll enzimi ile 37°C’de 1,5-2 saat
inkiibe edildi. Mnll enzimi 351 bp’lik PCR {iriiniinli; 5° ucundan CCTC sekansint

tantyarak 7. bazdan, 3’ ucundan da GGAG sekansini taniyarak 6. bazdan keser.

5-CCTC(N)7A-3

3-GGAG(N)BA-5

3.1.4. DNA Orneklerinin Tiplendirilmesi

DNA orneklerinin tiplendirilmesi kesme sonrasi jel analizi sonuglarina gore yapildi
ve jel analizlerinde {i¢ farkli sonug¢ gozlendi. Bunlardan CC ve AA genotipleri
homozigot olarak degerlendirilirken CC genotipi, her iki allelinde de polimorfizm
tagimamasi agisindan homozigot tipik; AA genotipi, her iki allelinde de polimorfizm
tagimasi bakimindan homozigot atipik olarak degerlendirildi. CA genotipi ise bir
allelinde mutasyon tasiyip diger allelinde tasimayan tip olmasi bakimindan

heterozigot olarak degerlendirildi.

Bireyler DMT1 1VS4+44 bélgesinde homozigot tipik genotipli: “C/C” ise;
Mnll enzimi, 351 bp’lik bdlgeyi hem 5’ ucundan CCTC dizilimini taniyarak 7.
bazdan, hem de 3’ ucundan GGAG dizilimini taniyarak 6. bazdan kesimini yapar.
Boylece 351 bp’lik amplifikasyon {iriinii; 183 bp, 100 bp, 35 bp ve 33 bp’lik dort
oligontikleotid parcasina ayrilmis olup sonuglar jel goriintiileme cihazinda UV 151k

altinda fotograflanarak degerlendirilmistir (Sekil 3.2°de 2-3, Sekil 3.3 ve 3.4).

Bireyler DMT1 1VS4+44 bélgesinde homozigot atipik genotipli: “A/A” ise;
Mnll enzimi 351 bp’lik bolgeyi 5’ ucundan CCTC dizilimini taniyarak 7. bazdan
keser ancak polimorfizm sonucunda C bazi A oldugunda, Mnll enzimi 3’ ucundan
ACTC dizilimine baglanamaz ve bu bolgedeki kesim islemini gergeklestiremez.

Dolayist ile “A”l1 bireylerde Mnll enzimi, sadece iki noktadan kesim yapabilir.
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Bunun sonucu olarak da 351 bp’lik amplifikasyon iiriinii; 216 bp, 100 bp ve 35 bp’lik
ic oligoniikleotid parcasina ayrilmis olur. Sonuglar jel goriintiileme cihazinda UV

151k altinda fotograflanarak degerlendirilmistir (Sekil 3.2°de 6-7, Sekil 3.5 ve 3.6).

Bireyler DMT1 1VS4+44 bolgesinde heterozigot genotipli ise (C/A) ise; bu
genotipe sahip bireylerin tek DNA ipliginde “C”, diger DNA ipliginde “A”
oldugundan; Mnll enzimi ile kesim sonucunda; bir DNA ipligi, “C” genotipli bireylerde
oldugu gibi, 183 bp, 100 bp, 35 bp ve 33 bp olarak dort oligoniikleotide ayrilir. Diger
DNA ipligi ise “A” genotipli bireylerde oldugu gibi, 216 bp, 100 bp ve 35 bp olarak ii¢
oligoniikleotide parcalanir. Dolayisi ile jel {izerinde ve UV 1sik altinda heterozigot
genotiplilerin oligoniikleotid bantlari; 216 bp, 183 bp, 100 bp, 35 bp ve 33 bp olarak
goriilmektedir (Sekil 3.2°de 4-5).

DMT1 IVS4+44 bolgesindeki C—A polimorfizmi ile olugan genotipler ve Mnll
enzimi ile kesim sonucunda olusan oligoniikleotidlerin uzunluklar1 asagidaki ¢izelgede

belirtilmistir (Cizelge 3.2 ve Sekil 3.7).

Cizelge 3.2. DMT1 IVS4+44 bolgesinde polimorfizm ile olusan genotipler ve Mnll enzimi ile kesim
sonucundaki oligoniikleotid uzunluklari.

Mnll enzimi ile kesim sonucunda olusan

GENOTIP oligoniikleotid uzunluklar

Homozigot tipik

183 bp, 100 bp, 35 bp ve 33 b
(c/C) p P p P

Homozigot atipik

216 bp, 100 bpve 35 b
(AJA) p P p

Heterozigot

216 bp, 183 bp, 100 bp, 35 bp ve 33 b
(CIA) p P p P p

DMTL1 1VS4+44 C/A SNP Calismasinin Genotip Frekansi; Calismamiz
sonucunda; toplumumuz bireylerinde (n:82), DMT1 geni 1VS4+44 bolgesi
polimorfizminin; %42,68’1 homozigot tipik (CC), %45,12’si heterozigot (CA) ve
%12,20’s1 homozigot atipik genotip (AA) olarak belirlenmistir (Cizelge 3.3).
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Op

5'GACACATGCAATATCTGACATTGTAAATCCTTTTIT . TCTTGT

F Primer q G ;;v 6.8az

ATTTTGTTGCTTCATATGTGATAACAGACCAATTATATCAGTAGTTCAATGGTGATGTTCAGTTTAA

UnlT*nin beglarma dizizi

TCTCTTTT TCTTGTA

7.Baz

CAGTACTCTTGTTTTAGCTTTCGTAAA

"
5 ﬁ
MalL'nin beglanma dizisi

CTCTGGGCTTTCACCGGACCAGGTTTTCTTATGAGCATTGCCTACCTGGATCCAGGAAATATTGAATC

CGATTTGCAGTCTGGAGCAGTGGCTGGATTTAAGGTGAACATCTAGTCCTACCCCTGTCCTTTTAAGC

%O!Mnlll
ACATAATAC QTCACATC :c'm'rcrcCAcccmcArcnscauoucccts.

.
L R Primer
WAl'nin beglawne disie 5 d

Sekil 3.3. 351 bp uzunlugundaki PCR iiriiniiniin “DMT1 IVS4+44 C/A SNP’nin” homozigot tipik
C/C bireylerde Mnll enzimi ile kesiminin sematik gdsterimi.

33 bp 183 bp 100 bp 35 bp
5' % 3'

S =mCCTC H CCTC * GGAGmE 3
. 5

S 7. haz 7. haz 6 hax 3T
Ml "inl N MalI ‘in MnlI ‘in
baglanma dizisi baglanma dizisi baglanma dizisi

Sekil 3.4. 351 bp uzunlugundaki PCR iriniiniin “DMT1 IVS4+44 C/A SNP’nin” homozigot tipik
C/C genotipli bireylerde Mnll enzimi ile kesimi sonucu ayrilan oligoniikleotid uzunluklarinin sematik
gosterimi.
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&

i
5'GACACATGCAATATCTGACATTGTAAATCCTTITIT , TCTTGT
° ]
F Primer q G 3 6.Baz
UnlT"nin beglarma dizizi

ATTTTGTTGCTTCATATGTGATAACAGACCAATTATATCAGTAGTTCAATGGTGATGTTCAGTTTAA

TCTCTTTT TCTTGTA ., CAGTACTCTTGTTTTAGCTTTCGTAAA
.

7.Baz o
’ --’,
MaiL'nin bedlanma dizisi 5

CTCTGGGCTTTCACCGGACCAGGTTTTCTTATGAGCATTGCCTACCTGGATCCAGGAAATATTGAATC

CGATTTGCAGTCTGGAGCAGTGGCTGGATTTAAGGTGAACATCTAGTCCTACCCCTGTCCTTTTAAGC

TCACATCCTTTTCTCCACCCTGCATGTTGGATAGTAGCCT3’

duum R Primer

ACATAATAC

MniI diziyi
taniyamaz

Sekil 3.5. 351 bp uzunlugundaki PCR iiriintiniin “DMT1 1VS4+44 C/A SNP’nin” homozigot atipik
A/A” genotipli bireylerde Mnll enzimi ile kesiminin sematik gosterimi.

S = ACTC# CCTC * GGAGm 3
5 3t

7. haz 6. haz
Mnll 1n N . Mall ‘in Mnull ‘in
baglanma dizisi degil baglanma dizisi baglanma dizisi

Sekil 3.6. 351 bp uzunlugundaki PCR iriiniiniin “DMT1 IVS4+44 C/A SNP’nin” homozigot atipik
AJA genotipli bireylerde Mnll enzimi ile kesimi sonucu olusan oligoniikleotid uzunluklarinin sematik
gosterimi.
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E— -

PCR

l ‘ Mnt1 Kesimi l C aleli
varhginda

4 parcaya

&CTe(Ny) ayvnhr

35 bp 1 100 bp 1 183 bp 33 bp :

i A aleli
varhginda
35 bp 100 bp 216 bp 3 parcaya

ayrilir

Mnll zinciri tamyamaz

Sekil 3.7. 351 bp.lik PCR iiriiniiniin A aleli ve C aleli varliginda Mnll enzimi ile kesim sonucu olusan
oligoniikleotid uzunluklarmin sematik gosterimi (Kayaalti ve ark., 2011).

Cizelge 3.3. Toplumumuz bireylerinde DMT1 1VS4+44 bolgesi polimorfizmi ile olusan genotiplerin
frekansi.

Genotip Frekansi

(n:82)
Polimorfizm N %
cC 35 42,68
(Homozigot tipik)
CA_ 37 45,12
(Heterozigot)
AA 10 12,20

(Homozigot atipik)

Toplumumuz bireylerinde DMT1 geni [VS4+44 bolgesi polimorfizmi ile olusan
alel frekanslari ise (n:164); C alel frekansi; %65,24 (n:107), A alel frekansi ise %34,76
(n:57) olarak belirlenmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. Toplumumuz bireylerinde DMT1 1VS4+44 bolgesinde polimorfizmi ile olusan alellerin
frekansi.

Alel Frekansi
Alel (n:164)
(IVS4+44 CIA) n %
C 107 65,24
A 57 34,76

Yapilan istatistiksel analizler sonucunda ¢alistigimiz populasyonun Hardy-

Weinberg dengesinde oldugu belirlenmistir (Cizelge 3.5).
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Cizelge 3.5. Calistigimiz populasyonun Hardy-Weinberg dengesinde olup olmadiginin tespiti.

CC CA AA Toolam
(Homozigot tipik) (Heterozigot) (Homozigot atipik) (F;])
(n) (n) (n)
Gozlenen 35 37 10 82
Beklenen 34,91 37,19 9,91 82,01
Serbestlik Derecesi .
p>0,05
2 0,002

Elde edilen verilere gore, xz cetvel degeri, a=0,05 dnem diizeyinde ve df = 2
serbestlik derecesinde xzz 3,84 olup xzhesaps xzcewe| yani 0,002 < 3,84 oldugundan
populasyon gen bakimindan Hardy-Weinberg dengesindedir.

3.2. Tam Kanda Pb ve Fe Konsantrasyon Sonuclari ile DMT1 Geni 1VS4+44

Bolgesindeki Polimorfizm Sonuc¢larinin Karsilastirilmasi

DMT1 Geni IVS4+44 bolgesinde bulunan C—A polimorfizmi belirlenen 82 tam kan
orneginin, Pb ve Fe konsantrasyonlar1 da belirlendi ve DMT1’deki bu polimorfizm
ile metal diizeyleri arasinda iliski olup olmadig: arastirildi.

Calismada kullanilan ve metal konsantrasyonlar1 belirlenen 82 kan 6rneginin
tamam1 erkek bireye ait olup yas ortalamalar1 36,24+8,98 olarak belirlendi. 82
bireyin DMT1 Geni 1VS4+44 pozisyonunda bulunan C—A polimorfizminin;
%42,68’inin homozigot tipik (CC), %45,12’sinin heterozigot (CA) ve %12,20’sinin
homozigot atipik genotip (AA) oldugu saptandi (Cizelge 3.3). Alel frekanslari ise; C
alel frekanst %65,24, A alel frekanst %34,76 olarak hesapland: (Cizelge 3.4).

Calismada kullanilan 82 kan 6rneginde belirlenen;
Ortalama metal konsantrasyonlari; Pb=372,37+145,20 ppb; Fe=463,91+83,44 ppm;

Homozigot tipik (CC) bireylerde (n:35); Pb=317,02+122,39 ppb; Fe=447,33+71,58
ppm;
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Heterozigot (CA) bireylerde (n:37); Pb=399,22+121,85 ppb; Fe=474,14+88,02 ppm ve

Homozigot atipik (AA) bireyde ise (n:10); Pb=466,79+221,34 ppb; Fe=484,12+101,75
ppm olarak ol¢iildii.

Atipik aleli tagiyanlar (AA ve CA genotipleri) A (+), bu aleli tasimayan bireyler
ise (CC genotip) A (-) olarak adlandirilmistir. A (+) ve A (-) bireylere ait sonuglar;

A(+)(AC+AA)bireylerde (n=47); Pb=413,60+148,28 ppb; Fe=476,26+90,03 ppm ve

A(-)(CC)bireylerde (n=35); Pb=317,02+122,39 ppb; Fe=447,33+71,58 ppm olarak

belirlenmistir.

Bu sonuglara gore; 82 bireyin DMT1 geni IVS4+44 pozisyonunda bulunan
C—A polimorfizmi ile tam kan Pb konsantrasyonu arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir iliski oldugu tespit edildi (p<0,005). Ancak DMT1 geni IVS4+44 pozisyonunda
bulunan C—A polimorfizmi ile tam kan Fe konsantrayonu arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 bir iligki bulunamadi (Cizelge 3.6) (Sekil 3.8).

DMT1 geni IVS4+44 Dbolgesi homozigot atipik genotipe (AA) sahip birey ile
heterozigot genotipe (CA) sahip bireylerde, homozigot tipik (CC) bireylere gore, Pb
konsantrasyonunun oldukga yiiksek oldugu belirlendi (Sekil 3.9 ve Cizelge 3.6).

3.3. Tam Kan EP Sonuglari ile DMT1 Geni IVS4+44 Bolgesindeki Polimorfizm

Sonug¢larimin Karsilastirilmasi

DMT1 IVS4+44 C/A tek gen polimorfizm genotipleri ve tam kan EP diizeyleri
istatistiksel olarak degerlendirildi. Sonuglar Cizelge 3.7°de gosterilmistir.
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700,00~

500,00~

Fe Diizeyi (ppm)

400,00~

300,00-

200,00~

T T T
cc AC AA

DMT1 [VS4+44 CIA Polimorfizm

Sekil 3.8. DMT1 geni IVS4+44 bolge polimorfizmi ile tam kan Fe konsantrasyonu arasindaki iliskiyi
gosteren siitiin grafigi.

1000,00-

800,001

600,00~

400,00~

Pb Diizevi (pph)

200,00~

T T T
cc AC AA

DMT1 IVS4+44 CIA Polimorfizm
Sekil 3.9. DMT1 geni IVS4+44 bolge polimorfizmi ile tam kan Pb konsantrasyonu arasindaki iligkiyi
gosteren siitiin grafigi.
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3.4. Idrar ALA ve Total Porfirin Sonuclar1 ile DMT1 Geni 1VS4+44

Bolgesindeki Polimorfizm Sonug¢larimin Karsilastirilmasi

DMT1 IVS4+44 C/A tek gen polimorfizm genotipleri ve idrar Total Porfirin ve ALA

diizeyleri istatistiksel olarak degerlendirildi. Sonuglar Cizelge 3.8’de gosterilmistir.

Alel frenkaslarma A (+)(AC+AA) ve A (-)(CC) gore gruplar
degerlendirildiginde tam kanda Pb konsantrasyonu ile istatistiksel olarak anlamli
iliski bulunmus (p=0,002), bunun disinda tam kan Fe ve analiz edilen diger
parametrelerden tam kan EP, idrar ALA ve Total porfirin diizeyleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli iliski bulunamamustir.

Yapilan calismada elde edilen tiim verilerin korelasyonlarina bakildiginda

(Cizelge 3.9);

Tam kan Fe ve idrar ALA diizeyleri arasinda, istatistiksel olarak anlamli olan negatif

korelasyon bulunmustur (r=-0,332"; p=0,010),

Tam kan Pb ve sigara kullanim miktarlar1 arasinda pozitif korelasyon bulunmus olup

istatistiksel olarak anlamhidir (r=0,274"; p=0,013),

Tam kan Pb ve idrar ALA diizeyi arasinda pozitif korelasyon bulunmus olup
istatistiksel olarak anlamlidir (=0,264"; p=0,043),

Idrar ALA diizeyi ve sigara kullanim miktarlar1 arasinda pozitif korelasyon

bulunmus olup istatistiksel olarak anlamlidir (r=0,283"; p=0,030),



Cizelge 3.6. DMT1 geni IVS4+44 bolge polimorfizmi ile tam kan Pb ve Fe konsantrasyonlarina ait istatistiksel veriler.

METALLER
DMT1 gene n Pb (ppb) Fe (ppm)
polimorfizmi %
OrtalamazS.S. | Minimum | Maksimum | Ortanca O:glgma Minimum | Maksimum | Ortanca
CC genotip 423;3%% 317,02+122,39 95,60 599,99 275,72 | 447,33+£71,58 325,45 693,36 427,94
AC genotip 453172% 399,22+121,85 224 67 761,30 391,34 | 474,14+88,02 248,94 782,38 455,71
AA genotip 1212%% 466,79+221,34 237,32 917,35 415,90 | 484,12+101,75 381,38 738,36 455,08
p 0,005** 0,213
47
A (+)(AC+AA) £7 300 413,60+148,28 224 .67 919,35 395,54 | 476,26+90,04 248,94 782,38 455,71
y 0
35
A (-)(CC) 42,68 | 317,02+122,39 95,60 599,99 275,72 | 447,33+£71,58 325,45 693,36 427,94
%
p 0.002** 0,121
**p<0,01

L6



Cizelge 3.7. DMT1 geni 1VS4+44 bolge polimorfizmi ile tam kan EP diizeylerine ait istatistiksel veriler.

EP (nmol /1 RBC)
. o n
DMT1 gene polimorfizmi %
Ortalama#S.S. Minimum Maksimum Ortanca
. 35
CC genotip 43,21% 4,07£3,82 0,70 18,50 2,90
. 36
AC genotip 44,44% 5,26+4,30 0,90 24,50 3,90
. 10
AA genotip 12.35% 5,24+3,27 0,80 10,80 5,55
p 0,160
46
A (+)(AC+AA) 5,25+4,07 0,80 24,50 4,70
56,79%
35
A (-)(CC) 4,07+3,82 0,70 18,50 2,90
43,21 %
p 0,185
*p<0,05
**p<0,01

86



Cizelge 3.8. DMT1 geni IVS4+44 bolge polimorfizmi ile idrar Total Porfirin ve ALA diizeylerine ait istatistiksel veriler.

idrarda
DMT1 gene n Total Porfirin (nmol/mmol kreatinin) ALA (umol ALA/mmol kreatinin)
polimorfizmi %
Ortalama+S.S. | Minimum | Maksimum | Ortanca Origlgma Minimum | Maksimum | Ortanca
CC genotip 38293:8% 12,35+8,74 2,70 38,47 10,53 2,51£1,15 0,60 6,18 2,22
AC genotip 503;3%% 13,46+13,36 0,00 63,78 9,18 2,64+1,73 0,94 9,80 2,17
AA genotip 10 237% 10,27+3,97 2,89 14,88 11,13 3,05+1,45 0,91 4,69 3,00
p 0,981 0,449
36
A (+)(AC+AA) 12,93+£12,31 0,00 63,78 10,53 2,71+1,68 0,91 9,80 2,26
61,02%
23
A (-)(CO) 38,98 12,35+8,74 2,70 38,47 10,53 2,51+1,15 0,60 6,18 2,22
%
p 0,846 0,623

66
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Tam kan EP diizeyi ile yas ve sigara kullanim siiresi arasinda pozitif korelasyon
bulunmus olup istatistiksel olarak anlamlidir (sirasi ile r=0,219*; p=0,049 ve
r=0,282*; p=0,011),

Caligma siiresi ile sigara kullanim siiresi arasinda pozitif korelasyon bulunmus olup

istatistiksel olarak anlamlidir (r=0,273*; p=0,013),

Sigara kullanim stiresi ile sigara miktar1 arasinda pozitif korelasyon bulunmus olup

istatistiksel olarak anlamhidir (r=0,595""; p=0,000),

Sigara kullanim siiresi ile tam kan EP diizeyi arasinda pozitif korelasyon bulunmus

olup istatistiksel olarak anlamlidir (r=0,282"; p=0,011),

Sigara kullanan ve kullanmayanlar ile Glgiilen parametreler arasinda (Pb, Fe, EP,
ALA, Total porfirin) istatistiksel olarak anlamli iliski bulunamamistir. Bu durumun
da mesleki maruziyetle alinan Pb diizeyinin sigara ile alinan Pb diizeyinden fazla
olmast nedeniyle sigara kullaniminin degerlendirmeye alinan parametreleri

istatistiksel olarak anlamli derecede etkilemedigi diisiiniilmektedir.

DMT1 Geni IVS4+44 pozisyonunda bulunan C—A polimorfizmi ile boy, kilo ve yas

arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski bulunamamistir (p>0,05).

DMT1 Geni IVS4+44 pozisyonunda bulunan C— A polimorfizmi, genotiplerine gore
ayrildiginda, 6l¢iimle elde edilen parametreler (Pb, Fe, EP, ALA, Total porfirin)

arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski bulunamamaistir (p>0,05).

Bireylerin yasadiklar1 bolge ile ALA diizeyi arasinda istatistiksel olarak anlaml1 iligki
bulunurken (p=0,019) dl¢timle elde edilen parametreler (Pb, Fe, EP, Total porfirin)

arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski bulunamamaistir (p>0,05).

Bireylerin yasadiklar1 bolge ile sigara i¢cimi arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki

bulunamamastir (p>0,05).
*p<0,05,**p<0,01



Cizelge 3.9. 82 bireye ait tam kan Pb, Fe, EP diizeyleri, idrar ALA ve Total Porfirin diizeyleri ile bireye ait diger verilerin birbirleriyle olan iliskileri.

(n=82)
Pb
Fe
Yas

Boy

Kilo

Cahisma siiresi

Sigara kullanim siiresi

Sigara kullanim
miktari

EP
ALA

Total Porfirin

Pb
1 Fe
0,102 1 Yas
0,058 -0,14 1 Boy
-0,119 0 0,303%* 1 Kilo
0,035 0059 0118 0247+ 1 |¢ahsma
suresi
Sigara
0,04 -0,151 0,578** -0,139 0,073 1 |kullamm
siiresi
Sigara
0,08 -0,108 0,504* 0,215 0,042 0,273* 1 kullamim
miktari
0274* 0,049 0,09 -0,076 0,095 0,089 0,595** 1 EP
0205 -0145 0219* 0118 .. 013  0282* 0,115 1 | ALA
0,264* .- 0,215 -0,063 ... -0081 002 0,283* 0221 1 Total
! 0,332* ' ' 0,094 ! ! ' ! Porfirin
0077 0148 -0144 -002 .., 0098 0037 0,007 0,031 0,184 1

*p<0,05
**p<0,01

10T
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4. TARTISMA

Beslenme bozuklugunun yani sira toksik metallere maruziyet sonucunda da iz
elementlerin canlidaki diizeyi saglik sorunlarina neden olacak derecede degisebilir.
Bu degisimde genetik faktorlerin de etkili oldugu uzun siiredir bilinmekle birlikte
genetik arastirmalarin 6nem kazanmasi sonucu metal tasiyict proteinlerle ilgili
bilgiler de artmaktadir. Bu proteinler, hiicresel diizeyde membranda tasima gorevini
gerceklestirirler. Ornegin anormal demir alimi; anemi ve aterosklerozis, Parkinson,
Alzheimer, Huntington, Friedreich Ataxia ve Pica gibi diger norolojik hastaliklarda
oldugu gibi en yaygin kalitsal hemokromatozis hastalig: ile karistirilir. Buna benzer
bir hastaligi 6nlemek igin hiicreler metal iyon homeostasizini saglamak zorundadir
ve bu durum yiiksek derecede diizenlenmis alim, depolama ve salgilama islemleri ile
gerceklestirilir (Nelson 1999, Nevo ve ark., 2006). Hiicresel metal iyon diizeyindeki
herhangi bir degisiklik metabolik bir olayin gerceklesmemesine ya da hiicre 6liimiine

neden olacak hasara neden olabilir (Nelson, 1999).

Literatiirde simdiye kadar toplumumuz bireylerinde DMT1 gen polimorfizmi
ile ilgili bir ¢alisma heniiz bulunmamakla birlikte, diger toplumlarda s6z konusu gen
ile ilgili insan, hayvan ve hiicre kiiltiirii ile yapilan bir¢ok g¢alisma mevcuttur.
Yaptigimiz ¢alismada DMT1 gen polimorfizmi tam kanda Fe, Pb metali ve EP
konsantrasyonlari ile idrarda ALA ve Total Porfirin parametreleri agisindan ilk kez
degerlendirilmistir. Bu nedenle yaptigimiz ¢alismanin bundan sonra toplumumuzda
yapilacak mesleki maruziyet ve polimorfizmlerin arastirilacag: diger ¢alismalara 151k

tutabilecegi diisiiniilmektedir.

Metallerin toplumumuzdaki bireylerin kan ve idrarlarinda normal ortalama
degerlerinin ve ayni zamanda ¢evresel ve mesleki maruziyet sonucu biriken metal
diizeylerinin belirlenmesi halk sagligi acgisindan Onem tagimaktadir. Bu veriler
genetik  farkliliklarin  metal maruziyetinde ne derece etkili olabilecegini
diisiindiirdiiglinden metallerle dogrudan veya dolayli etkilesen proteinlerin
polimorfik yapisinin belirlenmesinin 6nemli oldugu disiiniilmektedir. Mesleki

maruziyet s0z konusu olan ya da olabilecek bireylerin metallerle etkilesen ve énemli
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fonksiyonu oldugu bilinen proteini kodlayan DMT1 geni polimorfizmi ve biyolojik
orneklerinde metal diizeylerinin ve ilgili parametrelerin analizleri bu bireylerin is
tercihleri konusunda bilgilendirilmesi agisindan O6nem tasimaktadir. Ayrica, bu
bireylerde toksik metallere maruziyet nedeniyle iz elementlerin yeterince
almamamas:1 ya da fazla alinmasi sonucu farkli saglik sorunlart da ortaya

¢ikabilmektedir.

DMT1 viicuda non-hem demir alimmi saglayan en Onemli proteindir
(Fleming ve ark., 2005). DMT1 6zellikle ince barsagin ilk kisimlarinda ¢ok miktarda
iiretilir ve barsak liimeninden demirin emilimini saglar (Zoller ve ark., 1999). Fe™”
olgun enterositin liimene bakan yiizeyinde bulunan DMT1 proteini ile enterosit i¢ine
almir. DMT1’in sentezi demir eksikliginde artmaktadir. DMT1, ayni zamanda
Nramp-2, DCT-1 ve SLC11A2 gibi farkli isimlerle de bilinir. insanda DMT1 geninin
dort tane izoformu bulunmakta (1A/+IRE, 1A/-IRE, 2/+IRE ve 2/-IRE), 12.
kromozomun 12q13 bolgesinde yer almakta, 1671 bp uzunlugunda, 557 aminoasitten
olusan, 17 ekzon ve 3002 SNP noktast bulunan 3,6 kb’lik bir gen oldugu
bilinmektedir (Gunshin ve ark., 1997).

DMT1 geni ¢ok polimorfiktir ve bu polimorfizmler demir metabolizmasinda
gorev alan proteinlerin yapisini etkilemektedir. Proteinlerin yapisin1 etkileyen
mutasyonlar/polimorfizmler insan sagliginda 6nemli olan demir metabolizmasinin
roliinii 6nemli derecede etkileyebilir. DMT1 geninin diizeninin bozulmast demir
eksikligini tetikler. DMT1 genindeki bu SNP’lerden biri de 12. kromozom
tizerindeki 51399050. noktaya denk gelen niikleotiddir ki bu IVS4+44C/A tek
niikleotid polimorfizmi olarak bilinir ve intron 2 iizerinde yer almaktadir.
Polimorfizmler genellikle genlerin kodlanan ve kodlanmayan bdlgelerinde

bulunabilirler.

Metal tasiyicilarinin islevinin daha da aydinlatilmasi demir eksikligi sirasinda
artan kursun emilimini mimkiin kilan Dbiyolojik mekanizmalar1 agikliga
kavusturmustur. DMT1 proteininin ekspresyonu insanlarda emilen demir ve

kursunun seviyesi ile tutarli olarak duedonumda yiiksektir (Gunshin ve ark., 1997).
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Demir eksikliginde demir rediiktaz ve DMT1 proteininin sentezi artarken demir
fazlaliginda bu durumun tersi s6z konusudur (West ve ark., 2008). Diisiik demir
depolart varligi sirasinda duedonumda DMT1’in ekspresyonu, sadece demir
emilimini saglayacak sekilde degil ayn1 zamanda kursun emilimine de izin verecek
sekilde biiyiilk oranda artar (Gunshin ve ark., 1997). Yapilan bir ¢alismada, insan
hiicrelerinde DMT1’in asir1 ekspresyonu kontrollere kiyasla kursun taginmasinda 7
katdan daha fazla bir artisla sonuglanmistir (Bannon ve ark., 2002). Bu durum
DMT1’in yiiksek diizeyde ekspresyonunun kursun emiliminde 6nemli bir artig igin
gerekli oldugunu gostermektedir. Watson ve arkadaglari (1986) kursun emiliminin,
demir emilimi normalin {izerinde yeterince uygun degerlere ulasincaya kadar
artmadigin1 gozlemislerdir. Bannon ve arkadaslar1 (2003) DMT1 in diisiikten normal
diizeylere kadar olan ekspresyonunda kursun emiliminin DMT1 ekspresyonundaki
degisiklikler tarafindan etkilenmedigini, bu nedenle normal oranda demir
depolarindaki ¢esitlilikte uygun bir sistemin varligimin kursun emiliminde 6nemli
diizeyde artisa engel oldugunu, fakat demir eksikligi sirasinda engel
olamayabilecegini ve DMT1’in diizeyinin artan kursun emilimine neden olacak
kadar yiliksek oldugunu bildirmislerdir. Yeterli miktarda demir emilimi kursun

emilimini 6nleyen ikili bir fonksiyon olarak diisiiniilebilir (Bannon ve ark., 2002).

Oncelikle, duedonumdaki DMT1 geni diizenleme mekanizmasi demir
diizeyine karsi hassas oldugundan demir alimi bagirsaktaki kursun tasiyicilarin
sayisin1 azaltir (Tallkvist ve ark., 2000; Morgan ve Oates, 2002). ikinci olarak,
DMT]1 proteini demire karsi kursundan daha fazla affiniteye sahiptir. Bagirsakta
demirin var olmasi yarigmali olarak kursun alimini engeller. Demirin DMT]I
tarafindan tamamen kursun alimini inhibe etme yetenegi gosterilmistir (Bannon ve
ark., 2002). Demirin kursun alimmi yarigmali olarak engelleyebilmesine karsin
kursunun demir alimina kars1 ayni etkiyi yapabildigi konusu acik degildir (Ituri ve

Nuez, 1998).

Eritropoezis hizi da demir emilimininde rol oynar (Brittenham, 2000).
Eritropoezin efektif veya ineffektif olmasi eritroid regiilator olarak adlandirilir ve

kirmizi hiicre yapimi arttiginda bagirsaktan demir emilimi de artar (Ganong, 1991,
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Beutler ve ark., 2000 ve 2006). Hemoglobin sentezi i¢in demir olmadigindan,
eritrosit protoporfirini (EP) olarak adlandirilan Hem prekiirsorlerinde artis goriiliir
(Agaoglu, 2002).

Calismalarin ¢ogunda, Gergek-Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-
Time (RT)-PCR) yontemi kullanilarak DMT]1 proteininin hiicre ve dokulardaki gen
ekspresyonlar1 arastirllmistir (Gunshin ve ark., 1997; Tallkvist ve ark., 2000;
Tallkvist ve ark., 2001; Morgan ve Oates, 2002; Bannon ve ark., 2002; Bannon ve
ark., 2003; West ve ark., 2008). Ancak DMT1 genindeki polimorfizm ve bu
polimorfizmin DMT1 sentezi iizerine etkisi ile ilgili ¢aligmalar son birkag yildir
arastirilmakta olup olduk¢a az sayidadir (Kelleher ve ark., 2004, Kayaalti ve ark.,
2011).

Calismamizin ilk asamasinda toplumumuzda metal maruziyeti oldugu bilinen
82 bireyin DMT1 gen 1VVS4+44 bolgesinde bulunan C/A SNP’si arastirilmis, ikinci
asamasinda ise polimorfizmi belirlenmis 82 tam kan Orneginde Pb, Fe ve EP
konsantrasyonlar: ile idrarda ALA ve Total Porfirin diizeyleri de belirlenerek

aralarindaki olasi iliski arastirilmistir.

Calismamizda Pb maruziyeti olan bireylerden alinan kan 6rneklerinde DMT1
geni IVS4+44 bolgesinde bulunan C/A polimorfizmi ile tam kanda Pb
konsantrasyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski oldugu tespit edildi
(p<0,005). Ancak DMT1 geni IVS4+44 pozisyonunda bulunan C/A polimorfizmi ile
Fe konsantrayonu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunamadi. Pb ve
Fe konsantrasyonlar:1 ve DMT1 geni IVS4+44 bolgesi polimorfizmi arasindaki iligki;
homozigot atipik (AA) bireylerde, heterezigot (CA) ve homozigot tipik (CC)
bireylere gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Elde edilen bu verilere gére DMT]1
atipik polimorfik bir genotipe sahip bireyde ince bagirsaktan kursun ve demir
emilimi artmaktadir. Boylece, homozigot tipik ve heterezigot genotiplere sahip olan
bireyler, homozigot atipik genotipli bireylere gére Pb konsantrasyonunun az olmasi

ile daha avantajli durumdadirlar.
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DMT1 geni 1VS4+44 C/A bolgesinindeki polimorfizmle ilgili populasyon
calismas1 toplumuzda (Kayaalti ve ark., 2011) ve irlanda’da hemokromatozis
hastalarinda ve kontrollerinde (Kelleher ve ark., 2004) yapilmis ve alel frekanslari
sirast ile; C alel frekansi %65,5 ve % 74, A alel frekans1 %32,5 ve %26 olarak
bulunmustur. Yapilan bu calismada da benzer olarak C alel frekansi %65,24 ve A
alel frekanst %34,76 olarak bulunmustur. Homozigot tipik %42,68, heterozigot
%45,12, homozigot atipik genotip de %12,20 olarak hesaplanmistir. Yapilan
istatistiksel analizler sonucunda ¢alistigitmiz populasyonun Hardy-Weinberg
dengesinde oldugu saptanmis, beklenen ve gozlenen degerler arasinda fark
bulunmamustir (x°=0,002, p>0,05). Toplumumuzdaki DMT1 geni 1VS4+44C/A
bolgesindeki polimorfizm sonuglari, bu polimorfizmin ¢alisildigr tek toplum olan

Irlanda populasyonuna gére biraz daha diisiik bulunmustur (Kelleher ve ark., 2004).

Calismamizin ikinci bolimiinde, 82 tam kan Orneginin Pb ve Fe
konsantrasyonlart  belirlenerek  DMT1  geni  IVS4+44C/A  bolgesindeki
polimorfizmin, metal birikimine olan etkisi arastirllmistir. Sonug olarak; DMT1 geni
IVS4+44C/A bolgesindeki polimorfizm ile tam kan Pb konsantrasyonu arasinda
istatistiksel olarak oldukca anlamli bir iliksi oldugu tespit edilmistir (p=0,005), ancak
DMT1 geni IVS4+44C/A bolgesindeki polimorfizm ile tam kan Ornegindeki Fe
konsantrasyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamamistir
(p=0,213).

Calismizda, toplumumuzdaki 82 bireye ait tam kan o6rnegindeki ortalama Pb
konsantrasyonlari; 372,37+£145,20 ppb iken, homozigot tipik bireylerde; 317,02+122,39
ppb, heterozigot bireylerde; 399,22+121,85 ppb ve homozigot atipik bireyde ise
466,79+221,34 ppb olarak belirlenmistir. Alel frekanslarina gore degerlendirildiginde;
A(+)(AC+AA) bireylerde (n=47) 413,60+148,28 ppb ve A(-)(CC) bireylerde (n=35)
317,02+£122,39 ppb olarak belirlenmistir. Tam kan Pb ve idrar ALA diizeyi arasinda
beklendigi gibi pozitif korelasyon bulunmus olup istatistiksel olarak anlamlidir
(r=O,264*; p=0,043) ve Pb maruziyetinin belirlenmesinde indirekt gdsterge olarak
kullanilabilecegi sonucuna varilmistir. Tam kan Pb ve EP diizeyi arasinda korelasyon

bulunamamustir (r=0,205).



107

5. SONUC ve ONERILER

Calismamizda toplumumuzun Pb maruziyeti oldugu bilinen 82 bireyinde DMT1 geni
IVS4+44C/A bolgesindeki polimorfizm arastirilmis ve bu bireylerin tam kan Pb ve
Fe konsantrasyonlar1 ile EP diizeyi ve idrar ALA ve Total Porfirin diizeyleri
Olciilerek aralarindaki iliski belirlenmistir. Toplumumuz bireylerinin (n:82) %42,68’1
homozigot tipik (n:35), %45,12’°si heterozigot (n:37) ve %12,20’si ise homozigot
atipik (n:10) genotipik 6zellik gdstermistir. Ortalama tam kan Pb konsantrasyonu
(n:82) 372,37+145,20 ppb iken; homozigot tipik bireylerde (n:35) 317,02+122,39
ppb; heterozigot bireylerde (n:37) 399,22+121,85 ppb ve homozigot atipik bireyde
(n:10) ise 466,79+221,34 ppb olarak Olglilmistiir. Bu sonuglara gére DMT1 geni
IVS4+44C/A bolgesindeki polimorfizm ile tam kan Pb konsantrayonu arasinda
istatistiksel olarak oldukg¢a anlamli bir iliski oldugu tespit edilmistir (p=0,005). 82
bireyin DMT1 geni IVS4+44C/A bolgesindeki polimorfizm ile tam kan Fe ve EP
diizeyleri; idrar ALA ile Total Porfirin diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir iliski bulunamamustir.

Yiriittiiglimiiz calisma, daha Once baska toplumlarda yapilmamis olmasi
nedeniyle 6nemli olup toplumumuzdaki bireylerin metallere maruz kalmasi
sonucunda ortaya c¢ikabilecek saglik sorunlarina dikkat ¢ekilebilecegi
diistiniilmektedir. Calisma grubumuzla ileride yapilacak c¢aligmalarda, bireylerin
DMT1 geni 1IVS4+44 C/A bolgesindeki polimorfizmin ve metal diizeylerinin
belirlenmesinin yani1 sira DMT1 proteininin ekspresyon hizi belirlenerek aralarinda

iligki olup olmadiginin saptanmasi planlanmaktadir.
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OZET
Divalan Metal Tasiyicis1 Gen Polimorfizminin Metal Maruziyetinde Kursun ve

Demir Diizeylerine Etkisi

Bu ¢alisgmanin amaci, biyolojik 6rneklerde metal diizeylerine ¢evresel faktorler kadar genetik yapinin
da etkili olabilecegi diisiincesi ile toplumumuz bireylerinde divalan metal tasiyict (DMT1) geni
IVS4+44C/A Tek Niikleotid Polimorfizmini (SNP) belirlemek ve bu polimorfizmin tam kan Fe, Pb ve

EP ile idrar ALA ve Total Porfirin diizeyleri ile iligkiSinin olup olmadigini tespit etmektir.

Caligmanin ilk boliimiinde, Pb maruziyeti oldugu bilinen 82 erkek bireyde DMT1 geni 1VS4+44C/A
SNP’si arastirildi. izole edilen DNA’larin DMT1 gen bélgesi, PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
teknigi ile 351 bp uzunlugundaki oligoniikleotid ¢ogaltildi. PCR iiriinii RFLP (Restriksiyon Parga
Uzunluk Polimorfizmi) teknigi ve Mnll restriksiyon enzimi kullanilarak kesildi. Calisilan grupta
IVS4+44 C/A SNP’sinin genotip frekanslari; %42,68 homozigot tipik (CC), %45,12 heterozigot (CA),
%12,20 homozigot atipik (AA) genotip olarak belirlendi. Alel frekanslar1 ise A aleline sahip
bireylerde A(+) (AC+AA) %65,24; A aleline sahip olmayan bireylerde A(-) (CC) %34,76 olarak
belirlendi.

Ikinci boliimde ise; DMT1 geni 1VS4+44C/A SNP’si belirlenmis olan 82 bireyin tam kan Fe, Pb ve
EP konsantrasyonlar1 ile idrar ALA ve Total Porfirin diizeyleri 6lgiilerek polimorfik 6zellik ile
belirlenen parametreler arasinda iliski olup olmadigi arastirildi. Tam kan Fe analizi i¢in Flame Atomik
Absorpsiyon Spektrometresi (FAAS) kullanilirken Pb konsantrasyonunun tespiti i¢in grafit firinh
AAS (GFAAS) sistemi kullanildi. Tam kan EP diizeyi molekiiler florimetri ve idrar ALA ile Total
Porfirin diizeyleri ise spektrofotometrik olarak belirlendi. Sonu¢ olarak; ortalama metal
konsantrasyonlar1, (n=82) Pb=372,37+145,20 ppb; Fe=463,91+83,45 ppm ve ilgili para metre
diizeyleri (n=59) ALA=2,63+1,48 umol ALA/mmol kreatinin; (n=59) Total Porfirin=12,70+10,98
nmol/mmol kreatinin ve (n=81) EP=4,74+3,98 umol/l olarak belirlendi. Tam kan Pb konsantrasyonu
gruplara gore degerlendirildiginde homozigot tipik (CC) bireylerde (n:35) 317,02+122,39 ppb;
heterozigot (CA) bireylerde (n:37) 399,22+121,85 ppb ve homozigot atipik (AA) bireyde ise (n:10);
466,79+221,34 ppb olarak 6lgiildii. Pb  konsantrasyonu A(+)(AC+AA)bireylerde (n:47)
413,60+148,28 ppb ve A(-)(CC) bireylerde (n:35) 317,02+122,39 ppb olarak belirlendi. DMT1 geni
IVS4+44 pozisyonundaki C/A SNP’si ile Pb konsantrasyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
iliski oldugu tespit edildi (p<0,005). Ancak DMT1 geni I\VS4+44 pozisyonundaki C/A SNP’si ile Fe,

EP, ALA ve Total Porfirin diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunamadi.

Anahtar Kelimeler: Atomik Absorpsiyon Spektrometresi, Divalan metal tasiyici protein, Eritrosit

protoporfirin, Gen polimorfizmi, Metal diizeyleri
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SUMMARY

Effect of Divalent Metal Transporter Gene Polymorphism on Lead and Iron Levels in

Individuals Exposed to Metals

The aim of this study; in comtemplation of the metal levels in biological samples genetic carasteristics
are effective as much as environmental factors, is to determine the polymorphism of divalent metal
transporter (DMT1) IVS4+44C/A SNP in our population and investigate whether this polymorphism

has an effect on whole blood Fe, Pb and EP levels and urine ALA and total porfirin levels.

In the first part of this study; the SNP of the DMT1 gene IVS4+44C/A were analyzed in 82 subjects
who are known as exposed to Pb. The DMT1 1VVS4+44 region of the isolated DNAs were amplified
with the PCR (Polymerase Chain Reaction) technique and 351 bp oligonucleotides were produced.
The amplified products were cut with RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) technique
by Mnll restriction enzyme. The genotype frequencies of the SNP in our societies’ DMT1
IVS4+44C/A region were determined as follows; 42,68% homozygote typical, 45,12% heterozygote
and 12,20% homozygote atypical genotype. The alelle frequencies of individuals who have A alelle
A(+)(AC+AA) 65,24%, and individuals who have no A alelle A(-)(CC) 34,76% were determined.

In the second part of the study; determined DMT1 1\VVS4+44C/A SNP’s of 82 individuals’ whole blood
Pb, Fe, EP and urine ALA and Total Porfirin levels were measured and the association between the
polymorphic characteristics and these parameters were investigated. Flame Atomik Absorption
Spektrometer (FAAS) was used for whole blood Fe and grafit oven AAS (GFAAS) system was used
for Pb analyze. Whole blood EP levels were measured with molecular fluorimeter, and urine ALA and
Total Porfirin levels were measured with spectrofotometer. As a result; mean metal levels were
measured as; (n=82) Pb=372,37+£145,20 ppb; Fe=463,91+£83,45 ppm, and related parameter levels
were measured as (n=59) ALA=2,63+1,48 umol ALA/mmol kreatinin; (n=59) Total
Porfirin=12,70+10,98 nmol/mmol kreatinin and (n=81) EP=4,74+3,98 umol/l. When whole blood Pb
levels were evaluated with groups homozygote typical individuals (CC) (n:35) 317,02+122,39 ppb;
heterozygote individuals (CA) (n:37) 399,22+121,85 ppb and homozygote atypical individuals (AA)
(n:10) 466,79+221,34 ppb were measured. Whole blood Pb levels were measured in individuals who
have A alelle A(+)(AC+AA) (n:47) 413,60+148,28 ppb and individuals who haven’t A alelle A(-
)(CC) (n:35) 317,02+122,39 ppb. Statistically significant association (p<0,005) was found between
the C/A SNP in the DMT1 gene 1VS4+44 region and whole blood Pb levels, but statistically no
association were found between the C/A SNP in the DMT1 gene 1VVS4+44 region and whole blood Fe,

EP levels, and urine ALA and Total Porfirin levels.

Key words; Atomic Absorption Spectrometry, Divalent metal transporter, Erythrocyte

protoporphyrin, Gene polymorphism, Metal levels
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