T.C.
HACETTEPE UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

KURSUN MARUZIYETI VE SELASYON TEDAVISi SONRASI
METABOLOMIK VE LIiPIDOMIK ANALIZLER

Ecz. Tugce CETIN

Farmasotik Toksikoloji Programi
YUKSEK LISANS TEZI

ANKARA
2021






T.C.
HACETTEPE UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

KURSUN MARUZIYETI VE SELASYON TEDAVIiSi SONRASI
METABOLOMIK VE LiPIDOMIiK ANALIZLER

Ecz. Tugce CETIN

Farmasotik Toksikoloji Programi
YUKSEK LISANS TEZI

TEZ DANISMANI
Doc. Dr. Suna SABUNCUOGLU

ANKARA
2021



ONAY SAYFASI

HACETTEPE UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERi ENSTITUSU
KURSUN MARUZIYETI VE SELASYON TEDAVIiSI SONRASI METABOLOMIK VE
LiPIDOMIK ANALIZLER
Ogrenci: Ecz. Tugce Cetin

Danisman: Dog. Dr. Suna Sabuncuoglu

Bu tez calismasi 15 Subat 2021 tarihinde jlarimiz tarafindan “Farmasotik Toksikoloji

Programi”nda yuksek lisans tezi olarak kabul edilmistir.

Juri Bagkant: Prof. Dr. Ulkii Undeger BUCURGAT
(Hacettepe Universitesi)

Tez Danismani: Dog. Dr. Suna SABUNCUOGLU
(Hacettepe Universitesi)

Uye: Prof. Dr. U. Pinar ERKEKOGLU
(Hacettepe Universitesi)

Uye: Dog. Dr. Gézde GIRGIN
(Hacettepe Universitesi)

Uye: Prof. Dr. Ayse EKEN
(Erciyes Universitesi)

Bu tez Hacettepe Universitesi Lisansiisti Egitim-Ogretim ve Sinav Yonetmeliginin ilgili

maddeleri uyarinca yukaridaki jiri tarafindan uygun bulunmustur.

Prof. Dr. Diclehan ORHAN

Enstiti Miidiri



YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstiti tarafindan onaylanan lisansisti tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir
kismini, basili (kagit) ve elektronik formatta arsivleme ve asagida verilen kosullarla kullanima
acma iznini Hacettepe Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen
kullanim haklari digindaki tim fikri mulkiyet haklarim bende kalacak, tezimin tamaminin ya da
bir boliminin gelecekteki calismalarda (makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklari
bana ait olacaktir.

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

Yiksekogretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda
Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Agilmasina lliskin Yénerge” kapsaminda tezim
asagida belirtilen kosullar haricince YOK Ulusal Tez Merkezi / H.U. Kiitiiphaneleri Agik Erisim
Sisteminde erisime agcllir.

o Enstitl / Fakllte yonetim kurulu karari ile tezimin erisime aciimasi mezuniyet
tarihimden itibaren 2 yil ertelenmistir. @

o Enstiti / Fakulte yénetim kurulunun gerekgeli karari ile tezimin erigsime
acilmasi mezuniyet tarihimden itibaren ... ay ertelenmistir. @

o Tezimle ilgili gizlilik karari verilmigtir. ®

17/02/2021

Tugge CETIN

“Lisanstistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Acilmasina lligkin Yénerge”

(1) Madde 6. 1. Lisanstistti tezle ilgili patent bagvurusu yapilmasi veya patent alma siirecinin devam etmesi
durumunda, tez danismaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gériisii lizerine enstitii veya
fakiilte yénetim kurulu iki yil siire ile tezin erisime agilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye déniismemis veya patent gibi
ybntemlerle korunmamis ve internetten paylasiimasi durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz kazang
imkani olusturabilecek bilgi ve bulgulari iceren tezler hakkinda tez damigmaninin énerisi ve enstitii
anabilim dalinin uygun goériisi (izerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile alti
ayl asmamak lizere tezin erisime agiimasi engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlari veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve glivenlik, saglik vb.
konulara iligkin lisansdstii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapildigi kurum tarafindan verilir *. Kurum ve
kuruluglarla yapilan isbirligi protokolii ¢cercevesinde hazirlanan lisansiistii tezlere iliskin gizlilik karari ise,
ilgili kurum ve kurulugun o6nerisi ile enstitii veya fakiiltenin uygun gériisi lzerine iiniversite yénetim
kurulu tarafindan verilir. Gizlilik karari verilen tezler Yiiksekégretim Kuruluna bildirilir.

Madde 7.2. Gizlilik karar verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallari
cercevesinde muhafaza edilir, gizlilik kararinin kaldirlmasi halinde Tez Otomasyon Sistemine yiiklenir

* Tez danismaninin 6nerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gériigii lizerine enstitii veya fakiilte

yénetim kurulu tarafindan karar verilir.



ETiK BEYAN

Bu caligmadaki biitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢ergevesinde elde ettigimi,
gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve sonuglar1 bilimsel ahlak kurallarina uygun olarak
sundugumu, kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi, yararlandigim
kaynaklara bilimsel normlara uygun olarak atifta bulundugumu, tezimin kaynak
gbsterilen durumlar disinda 6zgiin oldugunu, Dog¢. Dr. Suna SABUNCUOGLU
danismanhiginda tarafimdan iiretildigini ve Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri

Enstitiisii Tez Yazim Yonergesine gore yazildigini beyan ederim.

Ecz. Tugce CETIN



Vi

TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim boyunca destegini ve bilgisini benden esirgemeyen,
her daim yanimda oldugunu hissettigim ve birlikte ¢alisabilme firsati1 bulabildigim i¢in
gurur duydugum cok degerli danisman hocam Dog. Dr. Suna SABUNCUOGLU'a,

Farmasotik Toksikoloji’yi bana sevdiren, sabrini ve nazikligini her daim 6rnek
alacagim degerli hocam Prof. Dr. Hilal OZGUNES’e,

Deney calismalarim siiresince benden yardimlarini esirgemeyen Dog. Dr.
Go6zde GIRGIN’e,

Yiiksek Lisans tez ¢alismam i¢in numune toplanmasinda katkilar1 olan Uzm.
Dr. Tiirkan Nadir OZiS'e,

Deney calismalarimda bana yardimci olan Dr. Afsin SAMADI ve Burcu
ESER'e,

Deney siirecimdeki bilimsel destekleri i¢in Prof. Dr. Emirhan NEMUTLU’ya
ve hem bilimsel hem de manevi destegi i¢cin Dr. Kim. Tuba RECBER’e,

Tez calismalarim siiresince birlikte ¢alisma firsati buldugum ve manevi
destegini benden esirgemeyen degerli arkadasim Uzm. Ecz. Asli Karacan DINCER e,

Bu siirecte yanimdaki varligint her daim hissettigim giizel arkadasim Uzm.
Ecz. Biisra AYKANATa,

Egitim-6gretim hayatimin her aninda yanimda olan, bana benden ¢ok inanan
canim dostum Ecz. Fahriye DEMIR e,

Maddi ve manevi desteklerini her zaman yanimda hissettigim ¢ekirdek ailemin
giizel iiyeleri; ablam Selin CETIN, babam Mithat CETIN ve caliskanlig1 ile disiplinini
her zaman 6rnek aldigim bir tanecik annem Serpil CETIN'e,

Sonsuz tesekkiir ederim.



vii

OZET

Cetin, T., Kursun Maruziyeti ve Selasyon Tedavisi Sonras1 Metabolomik ve
Lipidomik Analizler, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Farmasotik Toksikoloji Program Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2021. Kursun,
kullanish fizikokimyasal 6zellikleri nedeniyle endiistride yaygin olarak kullanilan ve
onemli toksik etkileri bulunan bir agir metaldir. Tedavisinde selasyon ajanlar
uygulanmakta olup, intravendz sodyum kalsiyum edta tedavide kullanilan 6nemli
selasyon ajanlarindan biridir. Bu tez ¢alismasi ile kursuna maruz kalan iscilerde
selasyon tedavisi Oncesi ve sonrasinda metabolomik profilde olusan degisikliklerin
incelenmesi, oto-oksidasyon ile olusan oksisterol diizeylerinin degerlendirilmesi; bir
sfingolipit metaboliti olan sfingozin-1-fosfat (S1P) diizeylerinin  olgiimii
gerceklestirilmistir. Bu amagla, otooksidasyonla olusan oksisterol tlirevlerinden 7-
ketokolesterol (7-KC), 3B, Sa, 6B trihidroksi kolestan (triol) ve SIP diizeylerinin
belirlenmesi  LC-MS/MS ile, metabolomik analizler ise GC-MS/MS ile
gerceklestirilmistir. Deneyler sonunda, selasyon 6ncesinde 7-KC ve triol diizeyleri
sirastyla 37,35£2,53 ng/ml ve 41,81£2,54 ng/ml olarak Oolgiiliirken, selasyon
sonrasinda sirasiyla 22,91+4,49 ng/ml ve 17,64+3,42 ng/ml olarak Ol¢iilmiistiir
(p<0,001). S1P diizeyleri ise selasyon dncesi i¢in 60,76 = 15,03 ng/ml, sonrasi i¢in de
48,79 + 10,75 ng/ml olarak ol¢iilmiistiir. Ayrica yapilan metabolomik analizlerinde
belirlenen metabolitlerden yararlanilarak yolak analizi yapilmis, aspartat, glutamat,
homosistein metabolizmalari, mitokondriyal elektron transport zinciri gibi 6nemli
yolaklarin yani sira sfingolipit metabolizmasi ile linolenik ve linoleik asit metabolizma
yolaklarinin da etkilendigi belirlenmistir. Yapilan deneylerde, selasyon tedavisi 6ncesi
ve sonrasi kiyaslandiginda selasyon tedavisinin artmis kolesterol oto-oksidasyonunu
geri c¢evirdigi, SIP diizeylerinin ise selasyon uygulamasiyla azaldigi belirlenmistir.
Metabolomik analiz sonuclarinin gerceklestirilen hedefli lipidomik analizlerini
destekler nitelikte oldugu ongoriilmiistiir. Yapilan ¢alisma, kursun maruziyetinde lipit
metabolizmasinin etkilendigini ve olast hasarin geri dondiiriilmesinde selasyon

tedavisinin etkili oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Kursun, selasyon, oksisterol, lipidomik, metabolomik.



viii

ABSTRACT

Cetin, T., Metabolomic and Lipidomic Analysis After Lead Exposure and
Chelation Treatment, Hacettepe University Graduate School of Health Sciences
Pharmacy Department of Pharmaceutical Toxicology Master of Science Thesis,
Ankara, 2021. Lead is a widely preferred heavy metal in the industry due to its useful
physicochemical properties and it has important toxic effects. Chelation agents are
used in its treatment and intravenous sodium calcium edta is one of the important
chelation agents used in the treatment. With this thesis study, examining the changes
in the metabolomic profiles before and after chelation therapy, evaluating the oxysterol
levels formed by auto-oxidation; Sphingosine-1-phosphate (S1P) levels, a
sphingolipid metabolite, were performed. For this purpose, 7-ketocholesterol (7-KC),
3B, 5a, 6p trihydroxy cholestane (triol) and S1P levels of oxysterol derivatives formed
by autoxidation were analyzed by LC-MS/MS. Metabolomic analyzes were performed
with GC-MS/MS. 7-KC and triol levels before chelation were measured as 37.35 +
2.53 ng/ml and 41.81 £ 2.54 ng/ml while after chelation they were 22.91 + 4.49 ng/ml
and 17.64 + 3.42 ng / ml, respectively (p <0.001). S1P levels were measured as 60.76
+ 15.03 ng/ml before chelation and 48.79 £+ 10.75 ng/ml for afterwards. In addition,
pathway analysis was made using the metabolites determined in the metabolomic
studies. The results showed that important pathways such as aspartate, glutamate,
homocysteine metabolisms, mitochondrial electron transport chain, as well as
sphingolipid metabolism and linolenic and linoleic acid metabolism pathways were
affected. In the experiments, it was determined that the chelation treatment reversed
the increased cholesterol auto-oxidation when compared before and after chelation
treatment, and S1P levels decreased with chelation application. Metabolomic analysis
results were also predicted to support the targeted lipidomic analysis performed. The
study has shown that lipid metabolism is affected in lead exposure and chelation

therapy is effective in reversing possible damage.

Key Words: Lead, chelation, oxysterol, lipidomic, metabolomic.



ICINDEKILER

ONAY SAYFASI
YAYIMLAMA VE FIKRI MULKIYET HAKLARI BEYANI
ETIK BEYAN
TESEKKUR
OZET
ABSTRACT
ICINDEKILER
SIMGELER ve KISALTMALAR
SEKILLER
TABLOLAR
1. GIRIS
2. GENEL BILGILER
2.1. Kursunun Genel Ozellikleri ve Kullanim Alanlar1
2.2. Kursuna Maruziyet Yollari
2.2.1. Sindirim Yolu ile Maruziyet
2.2.2. Inhalasyon Yolu ile Maruziyet
2.2.3. Deriden Emilim Yolu ile Maruziyet
2.3. Kursunun Toksikokinetik Ozellikleri
2.3.1. Absorpsiyon
2.3.2. Dagilim
2.3.3. Metabolizma ve Itrah
2.4. Kursunun Toksik Etki Mekanizmalari
2.5. Kursunun Toksik Etkileri
2.5.1. Hematolojik Sistem Uzerindeki Toksik Etkiler
2.5.2. Sinir Sistemi Uzerindeki Toksik Etkiler
2.5.3. Renal Sistem Uzerindeki Toksik Etkiler
2.5.4. Kardiyovaskiiler Sistem Uzerindeki Toksik Etkiler
2.5.5. Immiin Sistem Uzerindeki Toksik Etkileri
2.5.6. Iskelet Sistemi Uzerindeki Toksik Etkileri
2.5.7. Ureme Sistemi Uzerindeki Toksik Etkileri

2.5.8. Karsinojenite

Vi
vii

viii

xii
Xiv

XV

11
13
14
14
14
15
17
17
21
23
25
28
29
31
31
32
33



2.5.9. Gastrointestinal Sistem Uzerine Etkileri
2.6. Kursun Zehirlenmesinde Kullanilan Selasyon Tedavisi
2.6.1. CaNa,EDTA ve Diger Selasyon Ajanlarinin Karsilastirilmasi
2.7. Lipitler, Kolesterol Metabolizmasi ve Oksisteroller
2.7.1. Oksisteroller
2.7.2. Sfingozin-1-Fosfat
2.8. Metabolomik Kavrami ve Kullanimi1
3. GEREC VE YONTEM
3.1. Kullanilan Kimyasallar Maddeler
3.2. Kullanilan Arag¢ ve Geregler
3.3. Hazirlanan Cozeltiler
3.3.1 LC-MS/MS ile Oksisterol Analizi Yonteminde Kullanilan Cozeltiler
3.3.2. Sfingozin-1-Fosfat Analizi Yonteminde Kullanilan Cozeltiler
3.3.3. Metabolomik Analizi Yonteminde Kullanilan Cozeltiler
3.4. Calisma Grubunun Se¢imi
3.5. Caligma Grubundan Biyolojik Orneklerin Toplanmasi
3.6. Calisma Grubunun Klinik Parametrelerinin Degerlendirilmesi
3.7. 7-Ketokolesterol ve 33, Sa, 6p Trihidroksi Kolestan Analizi
3.7.1. Kromatografik Analiz Kosullar
3.7.2. MS/MS Kaynak Ayarlariin Optimizasyonu
3.8. Sfingozin-1-Fosfat Analizi
3.9. Metabolomik Analizi
3.9.1. Numunelerin hazirlanmasi
3.9.2. GC-MS Parametreleri
3.9.3. Veri analizi
3.9.4. Metabolomik Yo6temlerin Validasyon Calismalari
4. BULGULAR
4.1. Calisma Grubuna Ait Demografik Bulgular
4.2. Calisma Grubuna Ait Klinik Bulgular
4.3. Plazma 7-Ketokolesterol ve 3, 5a, 6B Trihidroksi Kolestan Diizeyleri
4.4. Sfingozin-1-Fosfat LC-MS/MS Y 6ntemine Iliskin Bulgular
4.5. Metabolomik Analizine iliskin Bulgular

35
35
38
42
45
50
53
59
59
60
62
62
64
64
64
65
65
65
69
70
73
76
77
77
78
79
80
80
80
81
83
84



4.6. Yolak Analizleri

5. TARTISMA

6. SONUC VE ONERILER
7. KAYNAKCA

8. EKLER

EK-1: Etik Kurul izin Belgesi
EK-2: Dijital Makbuz

EK-3: Orijinallik Raporu

9. 0ZGECMIS

Xi

90
94
103
105



11p-HSD1
7-KC
ABD
ALA
ALAD
ALP
ALT
AST
ATPaz
BAL
BUN
Ca
CaNa2EDTA
CAT
CBC
CDC
cGMP
CYP
DKK
DMAP
DMG
DMSA
DNA
DSO
EGF
EPA
ESI
FDA
Fe
GSH
GST
H20:2
HCG
HDL
HMG-KoA
HPLC
IARC
Ig
KAL
KK

SIMGELER ve KISALTMALAR

11B-Hidroksisteroid Dehidrogenaz Tip 1
7-Ketokolesterol

Amerika Birlesik Devletleri
d-Aminolevulinik Asit
d-Aminolevulinik Asit Dehidrataz
Alkalen Fosfatazin

Alanin Aminotransferaz

Aspartat Aminotransferaz

Adenozin trifosfataz

Dimerkaprol

Kan Ure Nitrojeni

Kalsiyum

Kalsiyum Disodyum Etilendiamintetraasetik Asit
Katalaz

Kan Hiicre Saymmi

Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi
Siklik Guanozin Monofosfat

Sitokrom

Metallotionein

Yiiksek Kalite Kontrol
4-(Dimetilamino) piridin

Siiksimer

Deoksiribo Niikleik Asit

Diinya Saglik Orgiitii

Epidermal Biiylime Faktorii

Cevre Koruma Ajansi

Elektrosprey Iyonizasyon

Gida ve Ilag Dairesi

Demir

Glutatyon

Glutatyon-S-Transferaz

Hidrojen Peroksit

Insan Karyonik Gonadotropin

Yiiksek Dansiteli Lipoprotein
3-Hidroksi-3-Metil Glutaril Koenzim A
Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi
Uluslararas1 Kanser Aragtirma Ajansi
Immiinoglobulin

Kalibrasyon

Kalite Kontrol

Xii



KoA
LC-MS/MS
LDL
MO
m/z

Mg
MRM
MSTFA
MT

Na
NADPH
NP-C
02

OH
OHC
OSHA
Pb

PbS
PCA
PLS-DA
PUFA
PVC
QC
RNA
RNB
ROB
ROR
S1P
SIM
SOD
SphK
SPL
SREBP
SS
TCA
Th
TMCS
TMCS
Triol
VIP
YKK
ZnPP

Asetil Koenzim A

S1vi Kromotografisi-Kiitle Spektroskopisi
Diisiik Dansiteli Lipoproteinlerin
Milattan Once

kiitle/ytik

Magnezyum

N,N-Dimetilglisin hidroklorid
N-Metil-N- (Trimetilsilil) Mrifloroasetamid
Metallotionein

Sodyum

Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat
Niemann-Pick Tip C

Stiperoksit

Hidroksil

Hidroksi Kolesterol

Is Giivenligi ve Sagligi Idaresi

Kursun

Kursun Siilfiir

Temel Bilesenler Analizi

En Kiiciik Kareler Farklilastirma Analizi
Poliansatiire Yag Asitleri

Polivinil Kloriir

Kontrol Numuneleri

Riboniikleik asit

Reaktif Azot Bilesikleri

Reaktif Oksijen Bilesikleri

Retinoik asit reseptorii ile iligkili orfan reseptorleri
Sfingozin-1-Fosfat

Segici Iyon Izlemi

Siiperoksit Dismutaz

Sfingozin Kinaz

Sfingosin-1-Fosfat Liyaz

Sterol diizenleyici element baglayici protein
Standart Sapma

Trikarboksilik Asit (Sitrat)

T Yardime1 Hiicre

Coklu Reaksiyon izleme
Klorotrimetilsilan

3B, 5a, 6B Trihidroksi Kolestan

Projede Onemli Degisken

Diistik Kalite Kontrol

Alyuvar Protoporfirin

Xiii



SEKIiLLER

Sekil

2.1.
2.2.
2.3.
2.4.
2.5.
2.6.
2.7.
2.8.
2.9.
3.1
3.2.
3.3.
3.4.
4.1.

4.2.

4.3.

4.4,

4.5.
4.6.

Kursunun saglik iizerine etkileri.

Kursunun hem biyosentezini inhibe ettigi basamaklar.
CaNa2EDTA ve kursun ile olusturdugu selat kompleksi.
Kolesterol Sentezi.

Enzimatik ve non-enzimatik oksisterol sentezi.
Oksisterol tiirleri.

Toksikolojide omik teknolojilerinin kullanima.
Biyolojik sistemlerde omik teknolojilerine genel bakais.
Metabolomik analizlerde genel ¢alisma yaklagimlari.

LC-MS/MS cihazinin temel bilesenleri.

7-KC'nin DMG tiirevinin iiriin iyon spektrumu ve parcalanma modeli.

Triol'tin DMG tiirevinin iirlin iyon spektrumu ve pargalanma modeli.
Metabolomik analiz basamaklari.

Selasyon oncesi ve sonrasinda plazma 7-KC diizeylerinin (ng/ml)
karsilastirilmasi.

Selasyon Oncesi ve sonrasinda plazma triol diizeylerinin (ng/ml)
karsilastirilmasi.

Kursun isgilerine ait plazma S1P diizeylerinin (ng/ml) selasyon tedavisi

Oncesi ve sonrasinda karsilastirilmasi.

Selasyon tedavisi dncesi ve sonrasina ait metabolomik verilerine ait ¢ok

degiskenli veri analiz.
Selasyon tedavisi dncesi ve sonrasina ait genel degisen yolaklar.

Selasyon tedavisi 6ncesi ve sonrasina ait anlamli sekilde degisen bazi
belirgin yolaklar.

Xiv

Sayfa

21
24
38
44
45
47
53
55
57
67
72
73
76

82
83
84

85
91

92



TABLOLAR

Tablo

2.1.
2.2.
2.3.
2.4.
2.5.
2.6.
2.7.
2.8.

3.1
3.2.
3.3.
3.4.
3.5.
3.6.
4.1.
4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

Kursunun fizikokimyasal 6zellikleri.

Kursun ve bilesiklerinin kullanim alanlari.

Kursun maruziyet yollar1 ve meslek gruplari.

Kursun zehirlenmesindeki laboratuvar bulgulart.

Kursunun organizma iizerine etkileri.

Kursun zehirlenmesinin tedavisinde siklikla kullanilan ajanlar.
Farkli metallerin EDTA ile olusturdugu selatlarin k sabitleri.

Kursun zehirlenmesinin tedavisinde kullanilan selator ajanlarin
karsilastirilmasi.

Kalibrasyon standart ¢alisma ¢ozeltilerinin hazirlanmasi (1 L'de).
HPLC Parametreleri.

Kiitle Spektrometre Parametreleri.

7-KC ve triol'iin kiitle gegisleri.

Sfingozin-1-Fosfat deney yontemi.

GC-MS i¢in ¢alisma kosullari.

Kursun maruziyeti olan is¢ilerin ¢aligma alanlari.

(Calisma grubuna ait selasyon tedavisi dncesi ve sonrast klinik
parametrelerindeki degisimler.

Selasyon Oncesi ve sonrasinda plazma triol diizeylerinin (ng/ml)
karsilastirilmasi.

Kursun is¢ilerine ait plazma S1P diizeylerinin (ng/ml) selasyon tedavisi
oncesi ve sonrasinda karsilastirilmasi.

GC-MS analizi sonucunda selasyon tedavisi Oncesi ve sonrasinda
tanimlanan metabolitler ve bagil derisimleri.

Selasyon tedavisine bagli olarak istatistiksel olarak anlamli degisen
metabolitlerin yer aldiklar1 yolaklar.

XV

Sayfa

10
22
23
37
39

41
63
70
70
71
75
78
80

81
83
84
86

92



1. GIRIS

Kursun (Pb) insanlarin hayatina antik ¢aglarda girmis olan, elde edilmesi ve
tizerinde calisilmasi kolay, oldukg¢a yaygin olarak bulunan bir metaldir (1). Pb’nin
endiistriyel alanda kullaniminin yogun olmasi fizikokimyasal o6zelliklerine, diisiik
maliyetle elde edilebilmesine ve gozle goriiliir sekilde kolay islenebilirligine baglidir.
Pb bu 6zellikleri nedeniyle eritme, madencilik ve pil imalati dahil olmak tizere 900'den
fazla sektore dahil olmustur (2). Pb dogada daha ¢ok “galena” adli inorganik Pb siilfiir
(PbS) formunda veya demir, bakir, ¢inko, antimon ve giimiis metalleriyle birlesik
olarak inorganik formda bulunur. Daha az siklikta olmak {iizere organik Pb (IV)

formunda da bulunmaktadir (3, 4).

Kursun; yiyecek, su, toprak ve hava yoluyla insan viicuduna giris yapabilir.
Biyolojik olarak parcalanmadigi ve yavas bir eliminasyon hizina sahip oldugu icin
viicutta birikme egilimindedir (5). Kii¢iikk miktarlardaki Pb’nin bile kronik veya akut
birikimi, Pb zehirlenmesi ya da plumbizm olarak adlandirilan duruma yol agabilir (6).
Pb zehirlenmesi, diinya ¢capinda milyonlarca yetiskini ve cocugu etkileyen tehlikeli bir

mesleki ve ¢evresel hastaliktir (7).

Insan viicuduna giren Pb’nin %85-90’lik kismi kanda eritrositlerin zarina
baglanarak, %1’i serbest ve geri kalani ise alblimine bagl olarak taginir (8).
Eriskinlerde Pb’nin %95°1, ¢ocuklarda ise %74 kemiklerde depolanir. Cocuklarda
kemik dokudaki Pb olduk¢a hareketlidir (9). Kan ve yumusak dokulardaki Pb’nin
yarilanma 6mriiniin ¢ocuklarda 36 giine, eriskinlerde ise kemikte yarilanma omriiniin
20 yila kadar uzayabildigi bilinmektedir (10).

Kursun, biyomolekiiler diizeyde ii¢ ana toksisite mekanizmasi ile islev
gostermektedir (1). Ilk olarak, biyolojik fonksiyonlar1 cok énemli olan elektron verici
ligandlardan 6zellikle siilthidril gruplarina olan afinitesi yiiksektir ve dolayisiyla ¢ok
sayida enzim, reseptdr ve yapisal proteine baglanip toksik etki gosterebilir. Ikinci
olarak Pb, kalsiyuma (Ca) kimyasal olarak benzemektedir ve Ca yerine gecerek
ozellikle mitokondri icindeki c¢ok sayida metabolik yolagi ve hiicresel enerji
metabolizmasini diizenleyen ikincil hiicresel haberci sistemlerini engelleyebilir.

Ayrica reaktif oksijen bilesiklerinin (ROB) olusumunu tetikleyerek oksidatif stres



olusumuna neden olur. Ugiincii olarak ise, memeli hiicrelerinde mutajenik ve

mitojenik etkilerin olusumunu tetikleyebilir (11, 12).

Oksidatif stres, Pb zehirlenmesinin ana mekanizmasi olarak kabul edilmektedir
(3). Pb, kovalent bag olusumuna yardimci olan giiglii bir elektron paylagim 6zelligine
sahiptir. Antioksidan enzimlerdeki siilthidril gruplari ile Pb arasinda kovalent baglar
olusur ve sonugta Pb onlar etkisiz hale getirir (13). Pb; &-aminolevulinik asit
dehidrataz (ALAD), glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon-s-
transferaz (GST) enzimlerini inaktive eder ve glutatyon (GSH) seviyelerini azaltir
(14). Pb zehirlenmesine bagli olusan ROB, hiicre zarlarindan elektron alarak
eritrositlerin zarlarinda lipit peroksidasyonuna neden olur ve zari olusturan lipidi
denatiire ederek hiicreye zarar verir. Eritrositler, ROB'un etkisine kars1 koymak i¢in
sinirl1 antioksidan enzim rezervuarlarina sahiptirler ve graniiler endoplazmik

retikulumdan yoksun olduklari i¢in bu enzimleri kendileri olusturamazlar (3, 15).

Kursunun hayvan ve insanlarin organ sistemleri lizerinde 6nemli toksik etkileri
bulunur. Cocuklar eriskinlere goére merkezi sinir sisteminde olusabilecek toksik
etkilere kars1 en duyarli gruptur. Pb; oyun nedeniyle sokak ve ev tozlari ile daha fazla
temas etmeleri, Pb’nin daha fazla emilmesi ve viicuttan daha az atilmasi nedeniyle en
fazla 0-6 yas arasi gocuklart etkiler (6). Yetiskinlerde periferik néropati, kronik
nefropati ve hipertansiyon ortaya ¢ikan onemli patolojik durumlar arasinda yer
almaktadir (1, 6). Pb metaline mesleki veya ¢evresel maruziyet giiniimiizde 6zellikle

gelismekte olan tilkeler i¢in halen bir problem olmaya devam etmektedir (16).

Kursunun en 1yi bilinen toksik etkisi, hem biyosentez yolundaki ii¢ enzimin
etkilenmesine bagl olarak gdzlemlenen hematolojik degisikliklerdir (17). Pb, ALAD
ve ferroselatazin inhibisyonuna neden olur (11). Ayrica hiicre zarmin onarimini
bozdugu i¢in eritrositler savunmasiz bir hale gelmektedir. Bu iki siirecin birlesik etkisi
anemiye yol agmaktadir (11, 16). Pb’nin karaciger toksisitesi; karaciger enzimleri olan
aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT) ve alkalen fosfatazin
(ALP) serum diizeylerindeki yiikselme ve karaciger kolesterol metabolizmasindaki

degisiklikler ile ilgili bulunmustur (8).



Uluslararasi1 Kanser Arastirma Ajansi (IARC), inorganik Pb bilesiklerini insan
kanserine neden olmasi beklendiginden Grup 2A kanserojen olarak ve organik tetra

etil Pb’yi kategori 3 kanserojen olarak siniflandirmistir (18).

Agir metale akut ve kronik maruziyetlerde selasyon tedavisi uygulanmaktadir
ve tedavinin temeli metallerle ligantlar arasindaki selat olusumuna dayanmaktadir
(19). Kronik Pb maruziyeti olan bireylerde en fazla kullanilan selasyon ajani kalsiyum
disodyum etilendiamintetraasetik asit (CaNa:EDTA) ve D-penisillamindir. Bu
bilesikler ekstraseliiler sividaki Pb ile atilabilen kompleksler olusturarak Pb’nin kan

ve yumusak dokulardan uzaklagmasini saglarlar (20).

Cevresel Pb’ye maruz kalmayi takiben CaNa2EDTA ile tekrarlanan tedavilerin
kan Pb diizeyini basariyla diisiirerek kronik bobrek hastaliklarinin ilerlemesini
geciktirdigi ve CaNa,EDTA’nin nefropatiye neden olmadigina dair raporlamalar
mevcuttur (21). Selasyon tedavisi, hedeflenen boélgeden spesifik toksik metalin
baglanarak biyolojik sistemden uzaklastirilmasini amaclayan bir tedavi seklidir.

Boylece biyolojik sistemlerin tekrar normal fonksiyonlarina donmesi saglanmaktadir

(22).

Lipitler, hiicre zarlariin 6nemli bir pargas1 olan ve yapisal fonksiyonlarinin
disinda en 6nemli gorevlerinden biri organizmada karbonhidratlardan sonraki yakit
kaynagi olarak kullanimlari olan bilesiklerdir (23). Lipitlerin biiyik bir kismi
trigliseritler tarafindan olusturulmakta olup fosfolipidler ile serbest ve ester kolesterol

de dnemli bilesenleridir (24).

Memeli dokularinda hiicre membraninin énemli bir bileseni olan kolesterol,
yapist nedeniyle oksidasyon reaksiyonlarina duyarli bir molekiildiir. Kolesteroliin
oksidasyonu sonucunda olusan ana metabolitleri oksisteroller olarak bilinen
oksidasyon ftirtinleridir. Oksisteroller, kimyasal yapilari itibariyle kolesterole oldukca
benzemekle birlikte farkli olarak A veya B halkalar1 icerebilmektedir. Ayrica yan
zincirinde bir veya daha fazla oksijen igeren fonksiyonel grup da igermektedirler (25).
Oksisteroller enzimatik ve enzimatik olmayan yolla olmak {iizere iki farkli yolaktan
meydana gelebilmektedir. ROB ve reaktif azot bilesikleri (RNB) araciligi ile meydana

gelen oto-oksidasyon reaksiyonlar1 enzimatik olmayan (oto-oksidasyon) yolagi



olusturmaktadir. Enzimatik olan yolla ise biyolojik fonksiyonu olan oksisterol
tiirevleri olugmaktadir. Memeli dokularinda ¢ok diislik konsantrasyonlarda bulunan
oksisteroller, patolojik durumlarda dokularda yiiksek diizeylere ulasabilmektedir (26,
27). Ozellikle oto-oksidasyon yolu ile olusan oksisterollerin ateroskleroz, ndrolojik
hastaliklar ve kanser gibi hastaliklarin patogenezinde rol oynadiklar1 yapilan
calismalarla gosterilmistir. Oksisterol tiirevlerinin mesleki hastaliklar1 da igeren pek
cok inflamatuvar hastalikla iligkili olmasi, belli maruziyetler sonucunda olusabilecek
Pb zehirlenmelerinde biyobelirteg olarak da kullanilabilecegini diisiindiirmektedir

(28).

Bir hiicre veya canlidaki metabolizma elemanlarinin ve artiklarinin timii
metabolom olarak adlandirilir. Diger bir deyisle bir organizma igerisindeki kiigiik
molekiillii metabolitlerin tamami metabolomdur (29). Metabolitler, biyokimyasal
reaksiyonlarin ara iiriinleridir ve canli hiicre igerisinde gergeklesen ¢ok sayida farkli
metabolik kaskadlarda rol alan veya bu metabolik yollarin isleyisi sirasinda ortaya
cikan 6nemli kimyasal molekiillerdir. Molekiil agirliklar1 50-1500 Dalton arasinda
degismektedir (30). Metabolomik ise metabolomdaki kii¢iik molekiillii metabolitlerin
spektroskopi, kromatografi gibi yiiksek verimli teknolojiler kullanilarak saptanmasi,
miktarmin belirlenmesi ve tanimlanmasidir (31). Metabolomik ¢alismalarinda; belirli
bir zaman diliminde dokularda, hiicrelerde ve fizyolojik sivilarda lipid, karbohidratlar,
vitaminler, hormonlar ve diger hiicre bilesenlerinden ortaya ¢ikan kii¢iik molekiillii
metabolitlerin saptanmasi, miktarinin belirlenmesi ve tamimlanmasi miimkiin
olmaktadir. Metabolomik analiz, hastalik teshisi veya toksik ajanlarin fenotip

tizerindeki etkilerini aragtirmada en ideal yontemdir (32).

Bu tez ¢alismasi ile Pb zehirlenmesi goriilen hastalarda selasyon tedavisinin
metabolomik profilde olusturdugu degisikliklerin belirlenmesi, kolesteroliin oto-
oksidasyonu sonucunda olusan oksisterol diizeylerinin dl¢iilerek birlikte ele alinmast,
sfingolipitlerin metabolizmasi ile olusan ve polar bir metabolit olan, hiicre zarinin
akigkanliginin diizenlenmesinde yapisal olarak 6nemli rol oynayan sfingozin-1-fosfat
(S1P) diizeylerinin tespit edilerek selasyon tedavisinin etkinliginin incelenmesi
planlanmistir. Yapilan literatiir taramasinda daha Once bu hasta grubunda

metabolomik calismalarinin ve oksisterol diizeylerinin birlikte degerlendirildigi



bilimsel bir makaleye rastlanmamistir. Dolayisiyla, ¢aligmanin bir 6n ¢alisma olmasi

s0z konusudur.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Kursunun Genel Ozellikleri ve Kullanim Alanlar

Kursun, insanlar tarafindan 7000 yildan uzun siiredir bilinen, kullanimda olan,
eldesi ve islenmesi kolay, yaygmlig yiiksek bir metaldir. Olduk¢a yumusaktir,
iletkenligi zayiftir, kolay sekil alabilir ve kokusu hafiftir (33).

Kursun, periyodik cetvelin 4A grubunda yer almaktadir. Atom numarasi 82 ve
atom agirhigr 207,19 g/mol, 6zgiin agirlign 11.34 g/em® seklindedir. 500 °C’nin
tizerinde buharlagsarak duman haline doniisebilmektedir. Dogada, 204pp 206pp 207ppy
208pp olmak tizere 4 dayanikli ve 210pp 211pp 212ppy ye 214Ph olmak tizere 4 kisa omiirlii
izotopu bulunmaktadir (33, 34). Pb’ye ait temel bilgiler ve Pb’nin fizikokimyasal

Ozellikleri Tablo 2.1.’de 6zetlenmistir.

Tablo 2.1. Kursunun fizikokimyasal 6zellikleri (6, 33).

Isim Kursun

Sembol Pb

Atom Numarasi 82

Atom Agirhg 207,2 Atomik Kiitle Birimi (AKB)

Erime Noktasi

327,5 °C (600,65 °K, 621,5 °F)

Kaynama Noktasi

1740 °C (2013,15 °K, 3164 °F)

Proton ve Elektron Sayisi 82
Notron Sayis1 125
Siniflandirma Agir metal
Yogunluk (293 °K) 11.34 g/cm?®
Renk Mavimsi

Kursunun sembolii olan Pb, Latince ad1 olan Plumbum’un bir kisaltmasidir. Pb,
dogada daha c¢ok “galena” adli PbS formunda veya demir, bakir, ¢inko, antimon ve
giimiis metalleriyle birlesik olarak bulunmaktadir. Pb’nin dogada ii¢ formu

bulunmaktadir: Pb(0), Pb(II) ve Pb (IV) (3, 35).



Elementel form (Pb®) metal veya metal alasimlarinin oksitlenme veya diger
kimyasal etkilerle asinma durumuna (korozyon) karst dayaniklidir ve diger metallerle
alagimlar olusturmak i¢in uygun bir yapiya sahiptir. Bu sekilde levha, yapi
kaplamalari, tel ve kablo imalatinda kullanilmaktadir. Ayrica bataryalarda,
radyasyondan korunmada kalkan olarak, su borularinda ve mithimmat yapiminda da
yaygin sekilde yer almaktadir (3, 36). Pb, olusturdugu inorganik bilesiklerde ise esas
olarak iki degerli formda (Pb*?) bulunur. Inorganik Pb bilesikleri genellikle boya
sanayinde kullanilir (37). Organik Pb ilesiklerine ise genel olarak dort degerli form
(Pb*® hakimdir. Organik Pb bilesikleri ise bir donem benzin katki maddesi olarak
kullanilmistir. Pb kullaniminin benzin, boya, lehim ve su temin borularindan

cikarilmasi, genel popiilasyonda kan Pb diizeylerini 6nemli 6l¢iide diigiirmistiir (2,

18).

Kursunun insanoglunun kullanmay1 6grendigi ilk metallerden biri olmasi
nedeniyle mesleki veya cevresel Pb maruziyeti sonucu olusan toksisite tablosu
yiizyillardan beri bilinmektedir (38). Pb’nin kullanimi MO 4000 yillarma kadar
dayanmaktadir (3). En eski Pb madenlerinin Tiirkiye’de, Catalhdyiik yakinlarinda
bulundugu bildirilmistir. Bu ¢evrede yapilan kazilarda MO 6200 yillarindan kalma Pb
taki ve aksesuarlar bulunmustur. MO 3000 yillarinda Siimerler ilk Pb heykelini
yapmuglardir. Daha Onceki donemlerde ise inorganik Pb bilesiklerinin makyaj

malzemesi olarak kullanildig1 bilinmektedir (38, 39).

Kursunun endiistriyel alanda yaygin kullanimi; fizikokimyasal 6zelliklerine,
diisiik maliyetle elde edilebilmesine ve gozle goriiliir sekilde kolay islenebilirligine
baglidir. Bu 6zellikler eritme, madencilik ve pil imalati dahil 900'den fazla sektore
Pb’nin dahil edilmesine neden olmustur (2, 4). Tablo 2.2.°de Pb ve bilesiklerinin

sanayide en ¢ok kullanildig1 alanlar 6zetlenmistir.



Tablo 2.2. Kursun ve bilesiklerinin kullanim alanlar1 (34, 36).

Pb Bilesiklerinin Kullamim Alanlarn
Kullanim Sekli
Saf Metal Boru, levha, Pb iiretimi ve islemleri (eritme,

dokiim, oksitlenme vs.), cat1 malzemesi, tel ve
kablo yapimi, mermi, av sagmalari, X 1sinlari
ve radyoaktif maddeden korunma ekranlari,

reaksiyon kaplari, depolama tanklar1 yapiminda

Alasim ve inorganik Bilesikler
Pb ve antimon alagimi Akiimiilator levhalar1 yapiminda
Pb monoksit (PbO, Miirdesenk) | Metal dizi harfleri, lehimcilik, akiimiilator

yapimi1 ve bazi boyalarda

Kirmizi Pb (Pb3Os, Siilyen) Paslanmaya kars1 astar boya olarak

Pb Karbonat (PbCOs, Ustiibeg) | Boya islerinde

Pb silikat (PbSiO3z) Seramik sanayinde, toprak kaplarin
sirlanmasinda

Pb arsenat (PbHAsO4) Insektisit yapiminda

Pb siilfiir (PbS, Galena) Lastik sanayinde

Pb kromat (PbCrOa) Bazi boyalarin bilesiminde

Organik Pb Bilesikleri

Pb stearat (Pb(C17H35C0O0)z2) Plastik madde yapiminda

Pb tetraetil (Pb(C2Hs)a4) Motor benzini i¢ine oktani artirmak igin katki

Pb tetrametil (Pb(CHs)4) maddesi olarak

2.2. Kursuna Maruziyet Yollar1

Kursun, yiyecek, su, toprak ve hava yoluyla insan viicuduna giris yapabilir.
Esas olarak cevreyi kirleten bir madde olarak kabul edilmektedir. Benzinde Pb
tetraetilin oktan sayisini arttirict olarak kullanildigr 1970'lerde Pb kirliliginin zirvede
oldugu kabul edilmistir (7, 40). O dénemde diinya ¢apinda Pb tetraetil iiretimi 500.000
ton civarindayken benzinde Pb tetraetil kullaniminin yasaklanmasindan bu yana,
mevcut Pb tetraetil tiretimi 4500 tona kadar dismistiir (16). Uzmanlar, Amerika
Birlesik Devletleri (ABD) topraklarinda sadece Pb i¢eren benzin nedeniyle 4-5 milyon



tona yakin Pb biriktigini diisinmektedir (10). Ancak 2005’te diinyada kullanilan Pb
miktart 7,13 milyon ton civarina gerileyebilmistir (36). Tirkiye’de ise Pb metal
kullanim miktar1 35 bin ton/yil olarak verilmektedir. Elde edilmesi ise 10 bin tonu
hurdadan, 5-6 bin tonu da gegici olarak yurtdisina gonderilen cevherlerden

saglanmaktadir. Ayrica ithalat orani da 15-20 bin ton civarindadir (41).

Kursun biyolojik olarak par¢alanmadigi ve yavas bir eliminasyon hizina sahip
oldugu i¢in viicutta birikme egilimindedir. Kiigiik miktarlardaki Pb’nin bile kronik
veya akut birikimi, Pb zehirlenmesi ya da plumbizm olarak adlandirilan duruma yol
acabilir (5, 7). Plumbizm, Pb’nin viicutta neden oldugu bir tiir metal zehirlenmesidir.
Karin agrisi, kabizlik, bas agrisi, hafiza sorunlari, sinirlilik, kisirlik ve eller ile
ayaklarda karincalanma ile karakterizedir. Pb zehirlenmesi, diinya capinda
milyonlarca yetiskini ve ¢ocugu etkileyen tehlikeli bir mesleki ve ¢evresel hastaliktir

(7, 42).

Korozyonu 6nlemesi nedeniyle boyalarda eski zamanlarda Pb sikca kullanilmis
ve bu nedenle boyasi1 dokiilen veya tadilat altindaki eski binalar giinlimiize kadar
havadaki ve topraktaki Pb tozuna katkida bulunmuslardir (3). 1974’den beri i¢ cephe
boyalarinda zehirli etkileri nedeniyle artik Pb kullanilmamaktadir. Dis boyalarda da
titanyum ve ¢inko tercih edilmektedir (36, 37). insaat ve karayollarinda ise paslanma
ve korozyona kars1 dayanikliligi nedeniyle Pb boyalar1 temel malzeme olma 6zelligini
korumaktadir. Yiiksek korozyonun bir sorun olusturmadigi yeralti ve haberlesme
kablolarinda Pb yerine polietilen ve metalik veya organik malzemelerin bilesikleri

kullanilmaktadir (36, 43).

Sirlanmis seramik esyalarda ve Pb’lenmis kristallerde uzun siire bekletilen
zayif asidik sivilar, Pb’nin buralardan asidik sivilara gecerek maruz kalinmasina
olanak saglayabilmektedir (1, 36). Giiniimiizde asindirici kimyasal ortamlarda Pb
yerine, paslanmaz ¢elik, titanyum, plastikler ve ¢imento, kalafatlama ve eklemelerde
ise plastikler kullanilmaktadir. Tiip ve benzeri kaplarda, plastikler, aliminyum, kalay
ve cam tercih edilmektedir. Cephanelerde Pb’nin yerine demir ve ¢elik kullanimi 6nem

kazanmustir (18, 36).

Sanitasyonda ve igme suyu kaynaklarinin tasinmasinda kullanilmisg olan

polivinil kloriir (PVC) borular, yliksek miktarda Pb icerdiginden, sizint1 nedeniyle Pb
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zehirlenmesi tehdidi olusturmuslardir (44). Giiniimiizde plastik borular Pb borularinin
yerini almistir (36). Ayrica rafinasyon, eritme, akii imalati, geri doniislim ve araba

tamiri gibi islerde ¢alisanlarda mesleki Pb maruziyeti gortilmektedir (3).

Onemli diger Pb toksisitesi kaynaklar;; Ayurveda ve Cin Tibbi ilaglari,
kozmetikler ve boyali oyuncaklardir. Kianoush ve ark. (45) ¢evresel, mesleki ve diger
kaynaklar araciligiyla Pb’ye maruz kalma yollarim1 yaptiklar1 aragtirmalar sonucu

ortaya koymuslardir. Pb maruziyetinin yaygin kaynaklar1 Tablo 2.3.’de verilmistir.

Tablo 2.3. Kursun maruziyet yollar1 ve meslek gruplari (19).

Mesleki Maruziyet Pb madenciligi ve aritma, sihhi tesisat ve
boru tesisati, oto tamiri, cam imalati, pil
imalat1 ve geri doniislim, insaat isi, atig
poligon alani, plastik imalati ve benzin

istasyonu gorevlisi

Cevresel Maruziyet Pb igeren boyalar, yollarin veya Pb ile
boyanmis evlerin yakinindaki toprak,
plastik  pencere  panjurlari, sihhi
tesisattan sulara olan sizint1 (borulardan
veya lehimden), seramik {iriinler ve Pb

igerikli mum fitilleri

Diger Sirli  ¢anak c¢omlek yapimi, ates
sahalarinda hedef atisi, Pb lehimleme,
Pb sagma veya balikgilik platin
hazirlama, vitray yapimi, boyama ve
araba veya tekne onarimi, halk ilaglari,

benzin kokusu, takilar ve kozmetikler
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2.2.1. Sindirim Yolu ile Maruziyet

Kursun biyodegredasyona ugramadigi igin toprakta birikerek uzun siireli
maruziyet kaynagi olusturabilmektedir. Havadan topraga ulasan Pb, genellikle
topragin en st 2-5 cm’lik tabakasinda yer alir (46). Genel niifus i¢in ana maruziyet
yolunu yiyecek ve su olusturmaktadir (35). Pb toprakta bulunmasi nedeniyle meyve
ve sebzelerin yetismesi sirasinda su araciligiyla transfer olur. Kokler, gdvde ve
yapraklardan daha fazla Pb igerebilir. Havada bulunan Pb, yaprakli sebzeler tarafindan
almabilir. Sehir merkezi veya ¢ok yakin bolgelerde bulunan sebzelerde Pb
konsantrasyonu daha da artmaktadir. Pb’nin eser miktarlari bile sindirim sisteminden

absorbe edilerek kan yolu ile dokulara iletilebilir (43, 47).

Eski evlerdeki Pb igeren boyalar ve toprak, ¢ocuklar i¢in 6nemli bir maruziyet
kaynagidir (48). Toprak, oyuncaklar ve esyalarda bulunan Pb igeren boyalar, kiigiik
cocuklarda bunlar1 agizlarina alma ve yutma egilimi nedeniyle ciddi risk
olusturmaktadir (49). Dort yasina kadar olan bebekler ve kiigiik ¢ocuklar i¢in baslica
Pb maruziyet kaynagi, eski konutlarin zeminlerinden boya pargalarinin ya da tozlarinin
eller araciligr ile agiz yoluna tasinmasidir. Eriskin bireyler ise, genellikle ellerin
diizgiin yikanmamasi sonucu tiiketilen gidalar araciligi ile Pb’ye oral yoldan maruz

kalmaktadirlar (48, 50).

Insanlarda Pb’ye maruziyetin en azindan %20’si yiiksek Pb igerigine sahip olan
konserve gidalardan kaynaklanmaktadir. Pb; gidalar1 hasat, nakliye, islenme,
paketlenme veya hazirlanma asamalarindan herhangi birinde kontamine edebilir (38,
46). Yerlesim yerlerine yakin olan Pb isleme tesisleri ve madenler de Pb
konsantrasyonunu ve maruziyet kaynaklarini artiran etkenler arasinda bulunmaktadir.
Gidalarda bulunan Pb’nin baslica kaynaklari, bu islemlerden herhangi birinde ¢evrede
bulunan toz, Pb ile lehimlenmis konserve kutulari, bitkinin yetistigi toprak, hava ve
yagmur, gida islenmesi ve yapiminda Pb kontaminasyonu olabilmektedir (16, 34).

Diger kaynak ise Pb aerosolleri halinde araba egzozlarindan ¢ikan Pb alkil
tiirevleridir. Bu durum yol kenarmin metalle kontamine olmasina neden olur. Yol
kenarindaki toprak ve bitkiler genellikle Pb igerigince zengindirler (40, 43).

Kursun; Ca, fosfor, demir ve bakir gibi minerallerde oldugu gibi ince bagirsak

villuslarindan kana hizla emilir. Emilim sirasinda villuslar elementler arasinda bir



12

oncelik tanimadiklarindan, yeterince kalsiyum alamayan hamilelerin, gen¢ ve
cocuklarin Pb zehirlenmesine daha duyarli oldugu; dengeli mineral alan bireylerin ise,
Pb’ye karsi nispeten korunmus oldugu disiiniilmektedir (51, 52). Cocuklarin,
hipokalsemi durumunda, eriskinlerden %25-40 daha fazla Pb absorbe ettikleri
gosterilmistir (49).

Bitkisel ilaglar da potansiyel Pb maruziyet kaynaklari olabilir (48). Bazi
Ayurveda bitkisel iiriinlerinin 37 mg/g'a kadar Pb icerdigi tespit edilmis ve 55'in
tizerinde Pb zehirlenmesi vakasi bitkisel ilaglarin yutulmasiyla iligskilendirilmistir (40,
53). Geleneksel Cin tibbinda deri problemlerini, karin agrisini, epilepsi veya “gézleri
giiclendirmeyi” tedavi etmek i¢in halk ilaglarina bagli Pb zehirlenmesi vakalari
bildirilmistir. Tarihsel gelisim siirecinde Cin’de kullanilan halk ilaglarinin bilesimleri
ve bu ilaglarin konuldugu kaplar tescillense de Ying ve ark.’nin (54) ¢alismalarinda
isaret ettikleri gibi sifacilarin hazirladiklar: ilaglara tedavi edecegine inandiklari i¢in

bilingli olarak Pb katmalar1 da s6z konusu olabilmektedir.

Yeralt1 ve yiizey sular1 Pb icermemesine veya Pb diizeyleri kismen diisiik
olmasina ragmen, su dagitim sistemine girdikten sonra Pb’den yapilmis borular,
borularin baglant1 yerlerinde Pb ile kaynak veya kaplama yapilmasi, su
sogutucularinin Pb icermesi veya musluk gibi tesisat aksesuarlarinda Pb bulunmasi
nedeniyle ozellikle gelismemis iilkelerde Pb diizeyi artmaktadir (38, 55). i¢me
suyundaki Pb’nin diyetteki Pb’den daha iyi absorbe edildigi diisiiniilmektedir.
Niceliksel agidan gida tiiketiminin, suda ¢6ziinilir olan Pb’nin inorganik formlarinin
emilimini azalttigi ve niteliksel agidan ise diyetteki diger Ogelerle etkilesimler
nedeniyle igme suyundaki Pb’nin daha iyi absorbe oldugu savunulmaktadir (56). Suda
¢Oziiniir Pb’nin gastrointestinal absorpsiyon etkinliginin yasa bagli oldugu ve
cocuklarda yetiskinlere gére 6nemli 6l¢iide daha yiiksek oldugu da iyi bilinmektedir.
Yetigkinler, icecekler yoluyla aldiklart Pb’nin %35-50’sini absorbe ederken ¢ocuklar
icin absorpsiyon orant %50’den daha fazla olabilir (33, 56).

ABD Cevre Koruma Ajansi (EPA) tarafindan 2004 yilinda yapilan bir
inceleme, ABD’deki su sistemlerinin %71'inde Pb seviyelerinin 5 pg/L altinda
oldugunu gostermistir (33). Tiirkiye’de ise Tiirk Standartlar1 Enstitiisii tarafindan
belirlenen i¢gme sularinda bulanabilecek Pb’nin iist sinir degeri, Diinya Saglik Orgiitii

(DSO) niin belirlemis oldugu iist sinir degeri ile uyumlu olup 10 pg/L’dir (57).
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2.2.2. inhalasyon Yolu ile Maruziyet

Hava, cevresel Pb dongiisiiniin 6nemli bileseni ve maruziyet yoludur.
Endiistriyel islemler sirasinda olusan tozlar ve Pb iceren yakit dumanlar1 havadaki

Pb’nin 6nemli kaynaklaridir (58).

Havada yogun olarak bulunmasina ragmen duyularla hissedilemeyen Pb,
canlilar tarafindan solunum yoluyla viicuda alinir. Cok kiigiik olan partikiiler yapist,
burun ve solunum yollarindaki bariyerlere takilmadan alveoler ortama ulagmasini
saglamaktadir. Alveoler yiizeyler, oksijene gecirgen oldugu kadar diger
kontaminantlara da gegirgen olmasi nedeniyle bir risk kapisidir (1). Solunum yoluyla
Pb alinmasi, Pb konsantrasyonunun yiiksek oldugu algak kesimlerde; hava solumalari
ve birim viicut agirligi basina diisen solunum hizlarinin daha yiiksek olmasi nedeniyle,
cocuklarda yetiskinlere gore daha yaygindir. Dolayisiyla, ¢ocuklar yetiskinlere gore
daha fazla tehlike altindadir ve Pb’ye solunum yolu ile 1,6 ila 2,7 kat daha duyarl
olduklari bildirilmistir (59-61).

Kentsel havadaki Pb genellikle kirsal havadakinden daha yiiksektir. Pb’nin
endiistriyel {irlinlerin liretiminde sik¢a kullanilmasi kentsel havadaki Pb oraninin
ylksek olmasinin nedenlerinden biridir. Ev tozu i¢indeki Pb ise hem yasanilan
semtteki Pb kaynaklari ile hem de ev igi sigara igiciligi ile ilgili olabilir. (36, 37).
ABD'in dogusundaki kirsal alanlarda havadaki Pb diizeyleri 6 ila 10 ng/m? arasinda
degismektedir. Sadece %3,6’lik kisimda EPA tarafindan belirlenen 15 ppb'lik izin

verilen iist sinirin agildigi bildirilmektedir (33).

Sigara kullaniminin da solunum yoluyla Pb maruziyeti i¢in bir kaynak
olabilecegi belirtilmistir (34). Sigara igme aligkanliginin kan Pb diizeyine olan etkisine
yonelik ¢esitli arastirmalar yapilmis ve farkli sonuglar bulunmustur. Sigaranin kan Pb
diizeyini arttirict etkisinin sigaranin i¢inde pestisit olarak kullanilan Pb arsenat
bulunmasi ve bunun sigara dumaniyla viicuda girisi sebebiyle oldugu
diisiiniilmektedir. Ayrica is¢ilerin parmaklarinda bulunan Pb’nin agiz yolu ile viicuda
girme olasilig1 da onemli bir faktor olarak One siiriilmektedir (36). Sigara dumant,

diger toksik maddelerin yan1 sira radyoaktif 2'°Pb igerir (42).
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Is Giivenligi ve Saghgi Idaresi (OSHA), isyeri havasindaki Pb
maruziyeti i¢in 50 pg/m3 (8 saatlik zaman agirlikli ortalama) bir izin verilebilir maruz

kalma sinir1 belirlemistir (33).
2.2.3. Deriden Emilim Yolu ile Maruziyet

Deriden emilim yoluyla maruziyet daha ¢ok organik Pb bilesikleri i¢in etkin
bir maruziyet yoludur. Dermal yolla maruziyetin diger yollara nazaran daha az 6nemli

bir maruziyet yolu oldugu diistiniilmektedir (16, 38).

Organik bilesiklerin hiicre zarmin lipit iceriginde ¢dzlinebilmesi deriden
emilimde biiyiik bir rol oynamaktadir (56). Inorganik Pb bilesiklerinin deriden
emilmedigi ileri siirlilmesine ragmen boyalara katilan Pb oksit ve Pb karbonat
bilesiklerinin, temas yoluyla iscilere gectigi gosterilmistir. Bununla birlikte, ¢alisma
kosullar1 saglikli olmayan kisilerin giyecekleri ya da isyerlerinden getirdikleri
malzemeler aileler, 6zellikle de ¢ocuklar i¢in kontaminasyon kaynagi olusturmaktadir
(62).

Kozmetik amacl olarak kullanilan geleneksel iiriinler de Pb maruziyet kaynagi
olabilirler. G6z makyaj1 i¢in kullanilan “siirme” veya “kohl” adi verilen geleneksel
rtinler %16-80 arasi oranda Pb igerebilirler (55). Rujlarda bulunan Pb igerigi de
onemli bir endise kaynagidir. 2010 yilinda, ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA) 400 ruj

Ornegini test etmis ve maksimum 7,19 ppm Pb konsantrasyonu bulmustur (63).
2.3. Kursunun Toksikokinetik Ozellikleri
2.3.1. Absorpsiyon

Kursun maruziyetinde viicuda giris igin gastroinstestinal kanal ana yoldur (3).
Kiicilik ¢ocuklar (9 aydan 3 yasa kadar), 5-10 kat daha hizli emilim mekanizmalar
nedeniyle en riskli gubu olusturmaktadir (49). Yetiskinler s6z konusu oldugunda, oral
yoldan maruz kalinan Pb’nin %20-70'i kana girmektedir. Verilen araligin genis
olmasmin nedeni a¢ veya tok karna olan absorpsiyonun farklilik gdstermesidir.
Yetigkinlerde tipik bir yemekten sonra sindirilen inorganik Pb %20'ye kadar emilirken

ac karnima sindirilen Pb %60-80'e kadar emilebilir. Cocuklarda ise yemek sonrasi
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Pb’nin yaklasik %50'si, a¢ karna ise %100'e kadar1 emilebilmektedir. Yutulan organik
Pb’nin ise tamamina yakiin absorplandigi bilinmektedir (33). Solunum yoluyla

maruz kalinan Pb’nin neredeyse %100'iniin absorplandig1 gosterilmistir (1).

Kursun emilimi, 6zellikle ¢ocuklarda diyette diisiik icerikli ¢inko, mangan,
demir ve Ca ile artig gostermektedir (64). Pb tuzlari ile es zamanli olarak D vitamini
aliminin absorpsiyonu artirdigi bildirilmistir. Diyetle yeterli Ca alinmasi ile 6zellikle
hamile ve postmenapozal kadinlarda gastrointestinal kanal Pb absorpsiyonunun ve
kemik demineralizasyonunun azaldig1 goriilmiis ve viicut Pb yiikiiniin diistiigline dair

sonuglar elde edilmistir (65).

Mesleki maruziyette havadaki Pb’nin solunum sistemi araciligi ile alinmasi
absorpsiyon ag¢isindan birincil derecede 6neme sahiptir (16). Akcigerlerden Pb’nin
absorpsiyonu parcacik biiyiikliigline ve konsantrasyona baglidir. Solunan ortam
havasinda bulunan Pb parcaciklarinin yaklasik %901 alveollere gegebilecek kadar

kiigiiktiir. Dolayistyla, Pb’nin inhalasyon yoluyla absorpsiyonu olduk¢a énemlidir

(33).

Kursun plasentadan gecebilir. Bu nedenle kordon kani genellikle hamilelik
donemi (maternal) kan Pb diizeyi ile dogrusal olarak iliskilidir ancak genellikle biraz
daha diisiiktiir. Beyin dahil fetiisiin diger dokularinda Pb birikimi maternal kan Pb
diizeyi ile paralel diizeydedir. (66). Ren ve ark.’nin (67) 60 anne ve bebeginde yapmis
oldugu randomize c¢alismada annelerin kordon kani Pb konsantrasyonlar1 ile

bebeklerin néro-davranigsal gelisimleri arasinda kuvvetli korelasyon bulunmustur.
2.3.2. Dagilim

Organizmada Pb homojen olarak dagilmamaktadir. Kana gegen Pb’nin %99’u
eritrositlerle molekiiler bag kurarak tutunmaktadir. %1°lik kisitm Pb ise, plazma

proteinlerine baglanir veya serbest halde kan sivisinda dolasir (1) .

Tam kan ve plazmadaki Pb arasindaki oran 50 pg/dl’ye kadar sabittir ve iliski
neredeyse dogrusaldir (1). Bu konsantrasyondan sonra plazma Pb diizeyi artmaktadr.
Pb’nin serum ve eritrositler arasindaki dagiliminin incelendigi kinetik ¢aligmalarda

elde edilen sonuglar, kan Pb diizeyleri ¢ok yiliksek konsantrasyonlara ulastiginda
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eritrositlerin Pb baglama yeteneklerinin doygunluga ulagsmasi nedeniyle serum Pb
diizeylerinde goreceli bir artis oldugu seklinde yorumlanmaktadir (11, 68). Kandaki
Pb’nin yarilanma Omrii yaklasitk 30 giindiir. Beyin dokusunda ise kan-beyin
bariyerinin zor ge¢ilmesi nedeniyle yarilanma 6mrii 1 yildan fazladir (69).

Dolagima giren Pb, dncelikle dalak, kemik iligi ve bobrekler gibi organlar
icinde hiicreler arasi s1vi da dahil retikiiloendotelyal sistem ortamlarina dagilir. Daha
sonra kemikler, iskelet ve kalp kasi, merkezi sinir sistemi, sa¢ ve killar ile tirnaklara
gecerek birikmektedir (17).

Erigkinlerde Pb’nin %95’i, ¢ocuklarda ise %74", kemiklerde depolanir (9).
Ancak kronik hastaliklar, menopoz, gebelik ve bobrek yetmezligi gibi olgularda,
Pb’nin kemiklerden tekrar kan dolasimina gectigi bilinmektedir (70).

Eriskinlerde Pb’nin yarilanma Omriiniin kemikte yaklasik 20 yil oldugu
bilinmektedir. Cocuklarda ise kemik dokudaki Pb oldukga hareketlidir. Basta idrar
olmak iizere ter ve digki ile atilim plazma Pb diizeyini azalttik¢a, depo Pb miktari
diismektedir (10, 71). Kemiklerden salinan Pb, kandaki Pb’nin hemen hemen %50'sini
olusturmaktadir ve endojen maruz kalmanin 6nemli bir kaynagidir. Pb’ye maruz kalan
eriskinlerde (o6zellikle kadinlarda); hamilelik, emzirme ve menopoza bagh
osteoporozdan dolayr kemikten Pb salinimi 6nemli diizeylerde olabilmektedir.
Emzirme kemik yikimi i¢in giiclii bir uyarandir. Emzirme dénemi boyunca kemik
agirhginin %4’iiniin mobilize oldugu tahmin edilmektedir. Bu nedenle ge¢misteki
maruziyetler sonucunda kemikte biriken Pb, kan dolagimina ve siite gecerek laktasyon
doneminde bebek i¢in dnemli bir maruziyet kaynagi olusturmaktadir (72, 73). Buna
ilaveten menapoz ve ilerleyen yillarda azalan Ostrojen liretimi ile meydana gelen
artmis kemik kaybi, kadinlarda ileri yaslarda potansiyel bir Pb toksisitesi riski
olusturmaktadir (38, 65).

Kan Pb diizeyi, Pb zehirlenmesinin boyutunu oOlgmek i¢in en oOnemli
kriterlerden biri olsa da Pb’nin toksisitesini en dogru sekilde tanimlamak icin viicuttaki
Pb’nin yiikii yani viicudun yumusak dokularinda ve kemiklerinde biriken Pb

miktarinin da tanimlanmasi gerekmektedir (33).
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2.3.3. Metabolizma ve itrah

Organik Pb bilesiklerinin yag ve sinir dokusuna afinitesi oldukg¢a fazladir (1).
Sitokrom P450 enzim sistemi ile indirgenen organik Pb bilesikleri daha sonrasinda
ikinci bir iiriin olarak inorganik Pb’ye déniistiiriilmektedir (33, 38). Inorganik Pb
bilesikleri metabolize olmayip %90 gibi biiyiik bir oranda kemiklerde birikir (74).

Viicuttaki Pb’nin atilmasinin ana yolu bébreklerdir (75). Pb’nin renal itrahi,
genellikle bir miktar tiibiiler reabsorpsiyon ile birlikte glomertler filtrasyonla
olmaktadir. Artmis kan Pb diizeylerinde atilim transtiibiiler taginma ile artabilir (16).

Total atilimin tigte biri kadar safra sistemi aracilig1 ile fegesle, daha az oranda

ise; tiikiirtik, safra, sa¢ ve tirnak ile olur. Siit ve diger viicut sivilart ile de atilimin

oldugu bildirilmektedir (33, 76).
2.4. Kursunun Toksik Etki Mekanizmalari

Oksidatif stres, Pb zehirlenmesinin ana toksiste mekanizmasi olarak kabul

edilmektedir (3).

Oksidatif stres; kisaca oksidanlar ile antioksidanlar arasindaki dengenin
oksidanlar lehine kaymasi olarak tanimlanmaktadir. Bu duruma neden olan serbest
radikaller yani ROB oksijen metabolizmas1 sonucu olusan bir veya daha fazla
eslesmemis elektrona sahip, molekiil agirlig: diisiik, kisa 6miirlii, kararsiz, etkin, aktif
ara bilesikler olarak nitelendirilmektedir (14). Bu radikaller; metal-katalizorli
reaksiyonlarin iirlinii olarak, ultraviyole, Xve gama 1sinlarinin radyasyonu sirasinda,
atmosferde mevcut olan kirletici maddeler nedeniyle, biyolojik sistemde enfeksiyon
sirasinda noétrofiller ve makrofajlar tarafindan ya da mitokondri katalizli elektron
tasima zinciri reaksiyonlar1 veya diger mekanizmalarin iriinleri olarak meydana
gelebilmektedirler. Hidroksil (OH) radikali, siiperoksit (O2) radikali ve hidrojen
peroksit (H202) en 6nemli serbest radikallerdendir (77, 78).

OH radikali, reaktif oksijen tiirlerinin en gii¢liistidiir. Olustugu yerde tiyoller
ve yag asitleri gibi ¢esitli molekiillerden bir proton kopararak tiyol radikalleri, karbon
merkezli organik radikaller, organik peroksitler gibi yeni radikallerin olugmasina ve

sonugta biiyiilk bir hasara neden olur. Oz radikali ise kendisi direkt olarak zarar
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veremez. Asil onemi, H2O2 kaynag1 olmas1 ve gecis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi
olmasidir. H>O2 bir serbest radikal olmadigi halde ROB kapsamina girer ve serbest
radikal biyokimyasinda 6nemli bir rol oynar ¢iinkii en reaktif ve zarar verici ROB olan

OH radikali olusumuna neden olur (79-81).

ROB hiicrelerin lipit, protein, deoksiriboniikleik asit (DNA), karbonhidrat ve
enzim gibi tim Onemli bilesiklerine etki eder. O2 ve OH radikali, sitoplazma,
mitokondri, niikleus ve endoplazmik retikulum membranlarinda lipid
peroksidasyonunu baglatir (78). Membranlarda lipid peroksidasyonu meydana gelmesi
sonucu membran gegirgenligi artar. Serbest radikallerin etkisiyle proteinlerdeki sistein
stilthidril gruplar1 ve diger amino asit kalintilar1 okside olarak yikilir, niikleer ve
mitokondriyal DNA okside olur. ROB’un tiim bu etkilerinin sonucunda hiicre hasari

olusur (81).

Lipid peroksidasyonu serbest oksijen radikalleri araciligiyla meydana gelen
tepkimelerin yani sira kendisi de ROB iiretimine neden olan bir olaydir. Lipid
peroksidasyonu hakkinda iyi bilinen iki durum vardir. Bunlardan ilki; hiicre zar1 ve
organellerinde oldukga fazla bulunan poliansatiire yag asitlerinin (PUFA) serbest
oksijen radikallerine duyarli olmasi, digeri ise lipid peroksidasyonunun zincir
tepkimelerle yiiriidiigii gergegidir (82). ROB, PUFA ile etkilestiginde bir hidrojen
kopartarak bir lipid radikalinin olusumuna neden olur, PUFA bag diizenlenmesi ile bir
dien konjugatina (lipid peroksidasyon iirlinii) doniisiir, buna bir oksijenin eklenmesiyle
de lipid peroksil radikali meydana gelir. Oldukga reaktif olan peroksil radikali komsu
yag asidinden bir hidrojen alarak lipid hidroperoksidi ve yeni bir lipid radikali
olusturur. Bdylece peroksidasyon zinciri ilerlemeye devam eder. Nihayetinde
malondialdehit (MDA) veya 4-hidroksinoneal (4-HNE) gibi ikincil {irlinlere
ayrigabilen lipid peroksitleri olusur (82, 83).

Hiicre zarmin akigkanligini degistiren lipid peroksidasyonu, bir veya iki
degerlikli iyonlara gecirgenligi arttirir ve membrana bagli enzimler ile reseptorlerin
inaktivasyonuna neden olur. Peroksidasyon tiim membran lipidlerinin yikimia yol
acabilir. Lizozomlarda membran yikimiyla proteolitik enzimler hiicre i¢ine birakilir ve
bu enzimlerin aktivasyonu ile hiicresel hasarlar artar. Bu yiizden membranlarda olusan
lipid peroksidasyonun engellenememesi ile membranlarin yap1 ve islevlerinde dnemli

degisiklikler olur. Bu siire¢ hiicre 6liimii ile sonuglanir (84, 85).
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Lipid peroksidasyonun artmasi sonucu GSH konjuge bilesiklerinin olugmasi ve
glutatyon rediiktaz aktivitesinin engellenmesi dokularda GSH diizeylerinin azalmasina
sebep olabilir (86). Diger yandan ksenobiyotikler ve diger toksik maddelerin
olusturduklar1 oksidatif hasarlarda olusan doku GSH seviyeleri ve antioksidan enzim
aktivitelerindeki degisiklikler halen tartisilan bir problemdir. Bazi aragtiricilar
oksidatif strese bagli olarak dokularda GSH diizeylerinde azalma gozlemlerken, bazi
arastiricilar ise olusan hasarin GSH diizeylerini degistirmedigini ve hatta
arttirabilecegini belirlemislerdir (87). Genel olarak lipid peroksidasyonunun etkileri
membran akigkanliginin azalmasi, normal olarak membran1 gecemeyecek maddelere
kars1 (Ca*? gibi) gegirgenligin artmas1 ve membrana bagli enzimlerin inaktivasyonu

seklindedir (88).

Hiicre zar lipitlerinin zarar gdrmesi, biyolojik fonksiyonlari ve hiicrelerin
stabilitesini biiylik 6lciide etkiler. Bu nedenle, oksidasyon firiinleri, oksidatif stresin
belirtegleri olarak kullanilabilir. Yag asitleri ve esterleri {i¢ farkli mekanizma ile
ayristirilir: (a) enzimatik oksidasyon, (b) serbest radikal oksidasyonu ve (c) enzimatik
olmayan ve radikal icermeyen oksidasyon. Her bir oksidasyon yolu ile farkli tipte
maddeler iretilmektedir (13). ®-6 ve ®-3 doymamis yag asitleri, konjuge dienler,
alkanlar, aldehitler, doymus ve doymamis ketonlar yag asitlerinin oksidasyonu ile
olusur. Yag asidi oksidasyonu sonucu olusan bazi iriinler yiiksek reaktiviteleriyle
sitotoksisite ve genotoksisite gostermektedir (82).

Kursunun toksisite mekanizmasi incelendiginde ilk olarak, biyolojik elektron-
verici ligandlar 6zellikle stilfhidril gruplar1 i¢in olan afinitesi ¢ok sayida enzimatik
reseptOr ve yapisal proteine baglanip etkilemesine olanak saglar. Bunun sonucunda Pb
cok sayida enzimatik siireci bozabilmektedir (1). Ikinci olarak Pb, kalsiyuma kimyasal
olarak benzemektedir ve 6zellikle mitokondri i¢indeki ¢ok sayida metabolik yolagi ve
hiicresel enerji metabolizmasini diizenleyen ikincil haberci sistemlerini engelleyebilir.
Ugiincii olarak ise, Pb’nin in vitro olarak memeli hiicrelerine mutajenik ve mitojenik

etkiler sergiledigi gosterilmistir (1, 12, 89).

Kursun, kovalent bag olusumuna yardimci olan giiclii bir elektron paylagim
ozelligine sahiptir. Kovalent baglar, antioksidan enzimlerdeki siilfhidril gruplari ile Pb
arasinda olusur ve sonugta onlari etkisiz hale getirir (3). Pb ayrica indirgenmis

glutatyonun siilthidril gruplari ile de baglanarak onu da inaktif hale getirir (86). Ayrica
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Pb; ALAD, glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidaz ve GST enzimlerini inaktive eder
ve GSH seviyelerini daha da azaltir (14). Pb tarafindan etkisiz hale getirilen diger
antioksidan enzimler, siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalazdir (CAT). Pb, bu
enzimlerin siilthidril gruplarini da hedef alir. Bu enzimlerin aktivitelerinin azalmasiyla
H20, siipiiriilerek uzaklastirilamaz (90). Pb; OH ve O radikali seviyelerini de
arttirarak ROB tiretimini tegvik eder (91).

Kursun zehirlenmesine bagli olusan ROB, hiicre zarlarindan elektron alarak
eritrosit zarlarinda lipit peroksidasyonun indiiklenmesine neden olur ve zar1 olusturan
lipidi denatiire ederek hiicreye zarar verir. Eritrositler, ROB'un etkisine kars1 koymak
icin ¢ok siirli antioksidan enzim rezervuarlarina sahiptirler ve graniiler endoplazmik
retikulumdan yoksun olduklari i¢in bu enzimleri geri takviye edemezler (15).

Asirt ROB firetimi, Pb’nin neden oldugu ilireme toksisitesinin arkasindaki bir
nedendir. Erkek iireme sistemi iizerine yapilan bir ¢alisma, seminal plazma Pb ve
spermatozoa ROB seviyeleri arasinda pozitif korelasyon oldugunu ortaya koymustur
(92, 93). Uzun siireli Pb maruziyeti olan kisilerde, Pb’ye maruz kalmaya bagl artan
ROB iiretiminin yiikiinii temizleme 6zelliginden kaynaklanabilecek SOD aktivitesinin
arttig1 tespit edilmistir (94).

Oksidatif stres ayn1 zamanda c¢evresel Pb maruziyetinin neden oldugu renal
toksisitenin gelisiminde de 6nemli rol oynamaktadir (95). ROB ayrica niikleik asitlere
zarar verir ve DNA onarimini engeller (91). Birgok ¢alisma, Pb kaynakli patolojilerin
oksidatif strese baglanabilecegini bildirmistir (13).

Plumbizm sirasinda biriken &-aminolevulinik asit (ALA), oto-oksidasyona
ugrar ve bir ROB kaynagi oldugu bilinmektedir. Ek olarak, Pb antioksidan savunmay1
zayiflatir (13). ROB tiim hiicresel yapilara saldirir. Fosfolipitlerin ¢oklu doymamis yag
asidi kalintilari, hiicresel ve mitokondriyal membran biitlinliigliniin kaybiyla
sonuglanan yogun bir lipit peroksidasyonu iglemine tabi tutulur (82). Bununla birlikte,
ROB'un neden oldugu protein modifikasyonlari, proteinlerin lizin, arginin, prolin ve
histidin yan zincirleri oksitlendiginde olusan protein karbonil tlirevlerinin {iretimini de
indiiklemektedir. Okside proteinler ve lipit molekiilleri biyolojik makromolekiillerle
capraz bagl agregatlar olusturabilir. Ayrica, Pb adenozin trifosfatazlar1 (ATPazlar),
sodyum potasyum-ATP pompalarin1 ve mitokondriyal oksidatif fosforilasyonu etkiler.

Pb; Ca, demir ve ¢inko gibi iki degerli minerallerle etkilesime girer (78, 96, 97).



21

Kursunun en iyi bilinen toksik etkisi ALAD ve ferroselatazin inhibisyonudur
ve hematolojik sistem tizerindeki toksisitenin temelini olusturur (1). ALAD'nin Pb
tarafindan inhibe edilmesine bagli olarak kanda artan ALA, H20; ve Oz radikali iiretir;
bu da oksihemoglobin ile etkilesime girerek eritrositleri oksidatif strese karst oldukca

savunmasiz hale getiren OH radikali olusumuna neden olur ve sonugta hemoliz goriiliir
(97, 98).

2.5. Kursunun Toksik Etkileri

Kursun toksisitesine ilk olarak, MO 370'de Hipokrat'in raporlarindan birinde
rastlanmistir. Hipokrat’in Pb madeninde ve sanayisinde calisan iscilerde Pb koligini
tespit etmesiyle Pb toksisitesi ilk defa dile getirilmistir (15, 16). Hipokrat’tan sonra
Nicander, Dioscorides ve Pliniy de Pb toksisitesi ile ilgili tespitlerde bulunmuslarsa da
16. Yiizyilda Paracelsus’un Pb zehirlenmesini tip literatiiriine “Madenci Hastalig1”

olarak bildirmesine kadar Pb zehirlenmesi ile ilgili ¢alismalar yetersizdir (35).

Giinlik Pb maruziyet diizeyi 1 mg/kg’t gecerse bir miiddet sonra kronik
zehirlenme baslamaktadir. Pb, maruz kalma dozu ve siiresine bagli olarak insanlarda

pek ¢ok toksik etkiye neden olabilir (33). Kan Pb diizeylerine gore Pb’nin saglik iizerine
olan Sekil 2.1.’de gosterilmistir.

KANDA KURSUN DERISiMI

COCUKLARDA pg/dL YETISKINLERDE oL
i

Olim =130
Sinir Sistemi: Ensefalopati 100-120

ng/dL

80-120 Bébrek: Atrofi ve interstisyel
nefrit

Bibrek: Atrofi ve mterstisyel — 40_100

£0-100 Sinir Sistemi: Ensefalopati ot

60-100 Gastrointestinal: Kolik Gastrointestinal: Kolik 40-60
Hematolojik Sistem: Anemi 50

20-40 Hematolojik Sistem: Anemi .
Ureme Sistemi: Testikuler 40-30

10> Sinir Sistemi: Duyusal Defisit, Atrofi. Hipospermi
IQ ve Ogrenme borkhizn Sinir Sistemi: Duyusal Defisit, 40

IQ ve Ogrenme bozukhigu
Kalp ve Damar =7
Sistemi:
Hipertansivon

Sekil 2.1. Kursunun saglik tizerine etkileri (99).
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Toksik etkiler; Pb’nin 6zellikle siilthidril gruplarina olan afinitesi nedeniyle
bozulan enzimatik siiregler ve metabolik yolaklardan, agir patoloji olusumu ve 6liime
kadar uzanir (3). Hem biyosentezi lizerindeki etkiler diger tespit edilebilir etkilerin
yoklugunda bile hassas bir biyokimyasal gosterge saglar. Pb zehirlenmesindeki

laboratuvar bulgular1 Tablo 2.4.’de gosterilmistir.

Tablo 2.4. Kursun zehirlenmesindeki laboratuvar bulgulari (100).

Bulgular Ozellikler

Akut Pb zehirlenmesi 1 BUN (kan iire nitrojeni), serum
kreatinin, serum irik asit ve idrarda

aminoasit, glukoz ve fosfat miktarlar

| Eritrosit ALAD >3 pg/dl (Kan Pb diizeyi ile ters
orantil1)
1 Idrar ALA Cocuklarda 25 pg/dl, erigkin

kadinlarda 35 pg/dl ve eriskin
erkeklerde 45 ng/dl kan Pb

diizeyinden sonra artis gosterir.

1 Alyuvar protoporfirin (ZnPP) Yetiskinlerde 30 pg/dl ve ¢cocuklarda

seviyesi artar ise 15 pg/dl kan Pb diizeyi altinda
duyarlhilig: duigiiktiir.

CBC (kan hiicreleri sayimi) Bazofilik cisimciklerle karakterize

normokromik veya hipokromik anemi,
retikiilosit miktarinda yiikselme (tiim
degerler 50 pg/dl ve lizerindeki kan Pb

diizeyinde gortiliir)

Kursunun hayvan ve insanlarin organ sistemleri lizerinde 6nemli toksik etkileri
bulunur. Cocuklar eriskinlere gore merkezi sinir sisteminde olusabilecek toksik
etkilere karsi en duyarli gruptur. Oyun nedeniyle sokak ve ev tozlari ile daha fazla
temas etmeleri, Pb’nin daha fazla emilmesi ve viicuttan daha az atilmasi1 nedeniyle en
fazla 0-6 yas arasi ¢ocuklar etkiler (6, 49). Yetiskinlerde periferik néropati, kronik
nefropati ve hipertansiyon endise vericidir (1). Pb’nin fizyolojik sistem ve organlar

tizerine olan etkileri Tablo 2.5.’de 6zetlenmistir.
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Tablo 2.5. Kursunun organizma iizerine etkileri (6, 100).

Organ-Sistem Etkiler

Sinir sistemi Ozellikle  ¢ocuklarda akut  maruziyette
ensefalopati ve genel olarak nefropati, noropati,
kafa i¢i basing artisi, konviilsiyon ve olim;
noro-elektrofizyolojik testlerde periferik sinir
ileti hizinda azalma; subklinik olarak zayif
akademik basari, davranis bozukluklari, isitme

azlig1 ve zeka kaybi

Kalp-damar sistemi Yetigkinlerde hipertansiyon ve sigara igenlerde

Pb maruziyeti sonucunda akciger kanseri

Ureme sistemi Kadinlarda spontan abortus, 6li dogum ve
disik dogum agirligt frekansinda artis;
erkeklerde sperm ve testisler lizerine toksik etki,
hiperspermi, teratospermi, astenospermi ve

hipogonadizm

Hematolojik sistem “Hem” sentezinin ¢esitli basamaklarinda rol
alan enzimlerin inhibe edilmesi sonucu
hemoglobin sentezinin azalmasi (mikrositer

anemi)

Karaciger Akut Pb maruziyetinde geri doniisiimlii olarak

fonksiyonlarda bozukluk (AST ve ALT de artis)

Bobrekler Kronik maruziyette hiperiirisemi ve Kreatin
klerensinde azalma, bobrek yetmezligi, renal

kanser olusumu

2.5.1. Hematolojik Sistem Uzerindeki Toksik Etkiler

Kursun maruziyetinde, en ¢ok etkilenen sistemlerden biri hematolojik sistem
olup hem biyosentez yolundaki ii¢ enzimin inhibisyonuna bagli olarak hematolojik
toksik etkiler gozlemlenir. Bu enzimler: ALAD, ferroselataz ve ALA sentetaz’dur.

Ayrica, Pb hiicre zarinin onarimini bozdugu igin, eritrositleri savunmasiz bir hale
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getirmektedir. Bu iki siirecin birlesik etkisi anemiye yol agar (11, 16). Hem biyosentez

yolagi ve Pb baglanma bolgeleri Sekil 2.2.’de gosterilmektedir.

Mitokondri

Ferroselataz Demir

Hem g pp = [Frotoporfirin

el
- ALA-sentetaz
Glisin + i
i - il I . R -
Hen oksidag Koproporfirinoien Siksinil-KoA——="p = > ALA . AL
(mikrozom S P,

\\\\\\\\\\\\\\\\\ oksidaz a4
j“\‘ L \\\\\\\\\\\ ) ‘\.\.Nf\//l_,.f
= Pb £ Demir < pp 5
= T = q—.r-é w1l
Mé cooronarfii S Pb s
Y2 Koproporfirinojen Z
S < Pb £ ALA
Bilirubin Al
/ dehidrogenaz
Demir J

Sekil 2.2. Kursunun hem biyosentezini inhibe ettigi basamaklar: ALA ve 6-
aminolevulinat, kursun i¢in baglanma noktalaridir. Kursunun baslica
baglandig1 ve inhibe ettigi enzimler ALAD ve ferroselataz'dir (1).

ALAD, porfobilinojen olusturmak icin iki birim ALA'nin kiimelenmesini
katalize eder. ALAD'In inhibisyonu, ALA birikimine neden olur. Pb’ye bagl toksik
etkiler ALAD ve ferroselatazin inhibisyonu ile karakterizedir (1, 3). Ferroselataz, hem
olusturmak i¢in protoporfirin halkasina demir eklenmesini katalize eden enzimdir.
Ferroselatazin inhibisyonu; hemoglobin molekiiliinde hem yerini alan protoporfirin
IX'in biritkmesiyle sonug¢lanir ve protoporfirin IX iceren eritrositler dolagimda bu sefer
¢inko ile selat olustururlar (101). Cinko protoporfirin (ZnPP) igeren eritrositler yiiksek
diizeyde floresandir ve Pb maruziyetini teshis etmek icin kullanilabilir. Kisinin
beslenme sekli de hem oksidaz aktivitesini yiikseltip sonugta bilirubin olusumunda

artisa neden olabilir (1, 102).

Kursun zehirlenmesi iki tiir anemi ile sonuglanmaktadir. Bunlar: sadece kronik
Pb zehirlenmesinde goriilen (a) Frank anemi (hipokromik ve normositik veya
retikiilositozlu mikrositik) veya (b) akut yiiksek seviyelerde Pb maruziyeti ile iligkili

hemolitik anemidir (103).
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Kursun tarafindan ALAD inhibisyonu 10-20 pg/dl kan Pb diizeyinde
gerceklesir. Hem biyosentezi, kan Pb diizeyi yaklasik 50 pg/dl'ye ulasana kadar
azalmaz clinkii bu kadar yiiksek seviyelerde bile ALAD'1n etkisi %80-90 ile sinirhidir.
Sadece 50ug/dl'lik yiiksek kan Pb diizeyi, daha diisiik konsantrasyonlarda hematolojik
toksik etkilerin sonucunda aneminin olusumuna neden olur (1, 15). Plazmada ALA
olusumu ve idrarla atilmasi, kan Pb diizeyi 10pg/dl civarindayken goriillmeye baslar.
Bu nedenle idrarda ALA atilimi, kan Pb diizeyi ile iliskilidir ve Pb maruziyetinin erken

biyokimyasal gostergesi olarak islev gérmektedir (60).

Kursun toksikokinetigini etkileyebilecek ALAD geninin alelleri i¢in genetik
polimorfizmler tanimlanmistir. Bu polimorfizmin molekiiler dogasinin, 177.
niikleotitteki guaninin sitozine olan doniisiimiinden kaynaklandig1 gosterilmistir ve
bunun sonucunda 177. niikleotitte asparjin aminoasidi yerine lizin aminoasidi
kodlanmaktadir (104). Varyant enzimler ALAD-1 ve ALAD-2 olarak kategorize
edilmistir. Bergdahl ve ark. (105) tarafindan yapilan bir ¢alismada ALAD-2’nin Pb’ye
ALAD-1’e gore daha siki ve efektif baglandigi kanitlanmistir. Epidemiyolojik
caligmalarda Pb maruziyeti olan ve ALAD-2 genotipine sahip bireylerin kan Pb
diizeylerinin ALAD-1 genotipine sahip kisilerden daha yiiksek oldugu belirtilmistir.
Smith ve ark.’nin (106) ¢alismasinda ise bu polimorfizmin diisiik kan Pb seviyelerine
sahip bireylerde bariz bir dneminin olmadig1 iddia edilmistir. Bu nedenle kesin
sonuclar elde etmek amaciyla daha ¢cok ALAD polimorfizmi 6zelinde populasyon

testlerine ihtiyag duyulmaktadir (101).
2.5.2. Sinir Sistemi Uzerindeki Toksik Etkiler

Beyin Pb maruziyeti acisindan oldukca hassas bir organ olup bir¢ok farkli
mekanizma ile toksik etkiler ortaya ¢ikabilmektedir (33, 107). Pb, Ca’nin yerine
gecerek Ca homeostazini bozabilir. Protein kinaz C'nin uyarilmasi, kan-beyin
bariyerinin degismesine ve glutamat ile iligkili sinaptik yolaklarin inhibisyonuna
neden olabilir. Pb; beyindeki glutamaterjik, dopaminerjik ve kolinerjik sistemler dahil,
neredeyse her ndrotransmitter sistemi etkileyebilmektedir. Noronlar, ayrica, Pb’nin
ALAD iizerindeki etkisine bagli olarak ALA gibi hem onciillerinin birikmesi ile
dogrudan veya dolayli olarak zarar gorebilmektedir (108).
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Kursunun; Ca*2, magnezyum (Mg*?), demir (Fe*?) gibi iki degerli katyonlar ve
sodyum (Na") gibi tek degerlikli katyonlar yerine gegerek iyonik mekanizmalara
miidehale etmesi nedeniyle hiicre i¢i ve hiicreler aras1 haberlesme, hiicre yapigmasi,
protein katlanmasi ve olgunlagsmasi, apoptoz, iyonik taginim, enzim regiilasyonu ve
norotransmiterlerin  salinimi  gibi  temel hiicresel siiregler Onemli oOlgiide

etkilenmektedir (5, 109).

Kursun, astroglial hiicrelerde birikir ve bu hiicrelere zarar vererek miyelin kilifi
olusumunu bloke eder (110). Miyelin kilif, sinir hiicrelerinde impuls hizini artiran,
impuls esigini diisliren ve bunlar sinir hiicresinin ¢apiyla dogru orantili olarak yapan,

lipit ve proteinden olusan énemli bir dokudur (111).

Kursun, norotransmiter salinimi {izerinde ikili bir etkiye sahiptir: uyarilmig
salinim inhibe edilirken, spontan norotransmiter salmimi artirilir (112). Ogrenme gibi
islevler icin 6nemli olan ndrotransmiterlerin (glutamat gibi) salinimi engellenir. Pb
toksisitesinin ana hedefinin, Pb onlar1 bloke ederek ¢alistigi igin N-metil-D-aspartat
reseptorleri oldugu varsayilir ve Pb maruziyeti, bu reseptdr proteinlerinin

ekspresyonunu da azaltir (113).

Klinikte Pb ensefalopatisi, Pb’ye maruz kalan ¢ocuklarda kan Pb diizeyi 80-
100 pg/dl ve yetiskinlerde 100-120 pg/dl oldugunda ortaya ¢ikabilmektedir (3, 114).
Pb ensefalopatisinin semptomlari; uyusukluk, kusma, sinirlilik, istahsizlik, bas
donmesi ve bariz ataksiyle baglamaktadir (5). Bilincin azalmasi sonucunda da koma
ve 6liim goriilebilir. Oliim sonrasi otopsideki patolojik bulgular, beyin kapillerindeki
stvinin ekstravazasyonu nedeniyle beyinde ciddi 6dem olusumunu gostermis, ndronal

hiicrelerde kayip ve glial hiicrelerde artis belirlenmistir (5, 12).

Kursuna dogum oOncesi ve erken cocukluk doneminde maruz kalmanin
yetiskinlikte siddet iceren suglarla iliskili oldugu gosterilmistir (3, 58). Tedavi
sonrasinda epilepsi, zihinsel gerilik ve bazi durumlarda optik noéropati ve korliik de
dahil olmak tizere farkli sekeller goriilebilir (115, 116). Yetiskinlerde 50ug/dl'den
yaklasik 100ug/dl'ye kadar olan kronik Pb maruziyetinin merkezi sinir sisteminde

olusan kalic1 toksik etkiler ile iliskili oldugu bulunmustur (3).
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Hem periferik hem de merkezi sinir sistemi Pb’ye maruz kalmadan
etkilenmektedir. Cocuklarda merkezi sinir sistemi, yetiskinlerde ise periferik sinir
sistemi daha fazla etkilenmektedir (16, 117). Kronik olarak yiiksek diizeyde Pb
maruziyeti, periferik motor noropatiye neden olur. 30ug/dl kadar diisiik kan pb
diizeyinde periferik sinir iletim hizinda azalma olduguna dair kanitlar varken, diger

calismalarda 70pg/dI'nin altinda bu etkiler goriilmemistir (118, 119).

Mesleki maruziyeti olan yetiskinlerde, kan pb diizeyi 40ug/dl ve daha fazla ise
kiimiilatif maruz kalmalarda noro-davranigsal bir dizi anormallikler goriilebilmektedir
(1, 120). Periferik noropati, yetiskinlerde Pb toksisitesinin klasik bir gostergesi olup
segmental demiyelinizasyon ve muhtemelen aksonal dejenerasyon ile karakterizedir.
Bu nedenle, sinir impuls transdiiksiyonu tamamen bozularak 6zellikle dis kaslarda
azalmig kas koordinasyonu, yorgunluk ve kas gii¢siizligii gozlemlenir (121). Klinik
olarak sinir iletim hizlarinin elektrofizyolojik dl¢iimii ile degerlendirilen motor sinir

fonksiyonu bozuklugu, kan pb diizeyi 40 pg/dl oldugunda ortaya ¢ikmaktadir (115).

Olumsuz noérolojik sonuglarin en hassas gostergeleri psikomotor testler ve IQ
Olgtimleridir. Cogu ¢alismada, kan pb diizeyinde 5 ila 35 pg/dl araligindaki her
pg/dI’lik artig i¢in 2-4 puanlik bir 1Q eksikligi oldugu bildirilmistir. Winneke ve ark.
(122) galismalarinda, kandaki her 10pg/dl artig igin 4-7 1Q puani kaybi oldugunu

belirlemistir.

ABD Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (CDC), 2010 yilinda ¢ocuklarda
kan Pb diizeylerinin 10 pg/dI’nin altina diistiriilmesini hedeflemistir (35). Ancak,
Pb’nin IQ tiizerindeki etkileri bu seviyenin altinda da gergeklesebilmektedir (123).
Yakin ge¢miste yapilan ¢alismalar bilissel ve akademik becerilerdeki eksikliklerin kan
Pb diizeyi 5ug/dI’nin altinda oldugunda da ortaya ¢ikabilecegini kanitlamistir (124).
Bu nedenle, tedavide Pb maruziyetinin giivenli olarak degerlendirildigi doz-yanit

iliskisi i¢in farkli bir esik ayarlanmasi uygun bulunmamstir (125).

Cocuklarin anne karnindaki donemden 10 yasina kadar izlendigi bir kohort
caligmada, 28 haftalik gebelikte Pb maruziyetinin ¢ocuklarin sonraki entelektiiel
gelisimi i¢in kritik bir donem oldugu ve Pb’nin 1Q iizerindeki etkisinin, ilk birkag

mikrogram kan Pb diizeyi ile bile goriilebildigini gostermistir (126). Bilim insanlari



28

ise, ndro-gelisim konusunda c¢ocuklarda hi¢bir Pb maruziyet seviyesinin “gilivenli”

olmadigini diistinmektedir (124).

Cocukluklarinda artan Pb diizeylerine maruz kalan yetiskinlerin manyetik
rezonans goriintiilemesi oOzellikle prefrontal kortekste azalmis beyin hacmini
gostermektedir (107). Pb asetatin serebellumda depolanmasi, beyin fizyolojisini
bozdugu i¢in ndrotoksisiteye, hiicresel bozulmaya ve muhtemelen hiicre Sliimiine
neden olabilir (3). Pb zehirlenmesi ayrica noron sayisini ve néron biiytimesini azaltir.
Baker ve ark. (127), kan Pb diizeyindeki azalmadan sonra, gerilim, 6fke, depresyon,
yorgunluk ve kafa karisikliginda bireysel iyilesme gozlemlendigini ancak detayl

norofizyolojik test sonuglarinda 6nemli bir iyilesme goriilmedigini gostermistir.
2.5.3. Renal Sistem Uzerindeki Toksik Etkiler

Bobrek, 6zellikle inorganik Pb basta olmak {izere Pb toksisitesinin gorildiigii
onemli hedef organlardandir (1). Diisiik seviyelerde bile ¢evresel Pb’ye maruz kalma,
kronik bobrek yetmezliginin ilerlemesi ile iligkilidir (128). Yiiksek diizeyde Pb’ye
maruz kalmanin bir sonucu olarak renal tiibiiler hasar1 takiben glikoziiri, aminoasidiiri
ve fosfatiiri ile karakterize Fanconi sendromu ortaya ¢ikabilir (129). Pb mitokondride

birikebildigi i¢in tiibiiler tasima gibi enerji bagimli siirecler bozulabilir (16).

Kursun toksisitesinin neden oldugu akut ve kronik olmak tizere iki tiir nefropati
bulunmaktadir. Akut nefropatide goriilen morfolojik degisiklikler; tiibiiler epiteldeki
dejenerasyon, inkliizyon cisimciklerinin varligi ve bozulmus tiibiiler tasinma
seklindedir. Inkliizyon cisimcikleri, agrezom ad1 verilen nispeten inert, toksik olmayan
ve biiylik miktarlarda Pb biriktiren bir formdan kéken alir. Bozulmus tiibiiler taginim
selasyon tedavisi ile genelikle tersine g¢evrilebilir. Kronik Pb nefrotoksisitesi ise;
fibrozis ve progresif nefron kaybi, azotemi ve bobrek yetmezligi ile karakterizedir (1,
130). Pb nefropatisi varliginda hiperiirisemi daha sik goriliir (131). Pb nefropatisi,
hipertansiyon nedenlerinden biri olabilir (132).

Metallotionein (MT) icermeyen farelerde, Pb maruziyetinin ardindan
inkiiliizyon cisimciklerinin olusmadigi goriilmiistiir. Bu durum Pb kaynakh

cisimciklerin olugsumunda katilimci olarak MT gerektirdigini gostermektedir. MT,
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inkliizyon cisimciklerinin dis yiizeyinde bulunarak Pb’yi inkliizyon cisimciklerinin

olusumu asamasinda igeriye tasir (133).

Kursun nefrotoksisitesi, bobrekteki hem iceren enzimlerin renal sentezini bozar
(134). Eritrositler i¢in sitokin gdrevi goren eritropoetin iiretimi azalir ve sonugta Pb

toksisitesi kaynakli anemi tablosu kotiilesir (135).

Carmignani ve ark. (136) Pb’ye maruz kalmanin hem erkek hem de
hayvanlarin bobrek sisteminde patolojik degisikliklere neden oldugunu, bunun
sebebinin de Pb’nin neden oldugu oksidatif stres olabilecegini belirtmislerdir. Ancak
bazi calismalar, bobreklerde klinik olarak Onemli hasarin ancak uzun siireli
maruziyetten sonra meydana geldigini ve Onemli bobrek hasarinin genellikle

asemptomatik/akut vakalarda meydana gelmedigini ileri stirmiistiir (137).

Farkli bir ¢alisma, 60pg/dl ve daha yiiksek kan Pb diizeylerinin renal fonksiyon
bozukluguna neden olabilecegini, ancak diisiik kan Pb diizeylerinde (10ug/dl gibi) bile
renal disfonksiyonun goriilebilecegini ileri siirmektedir (4). Giiney Afrika'da yapilan
bir ¢caligmada ise 40 pg/dl’den kiigiik ve 70ug/dl’den biiyiik kan Pb diizeyi ile bobrek
fonksiyon bozukluklari1 arasinda dogrusal bir korelasyon goriilmiistiir ancak dékiim
iscilerinde yapilan genis bir calismada kan Pb diizeyi ile tiibiiler ve glomeriiler hasar
gibi  hassas gostergelerle maruziyet diizeyleri arasinda higbir korelasyon
goriilememistir (138, 139). Pb’nin bobrek fonksiyonu iizerinde olumsuz bir etkiye

sahip oldugu en diisiik seviye bu nedenle tam olarak bilinememektedir (140).

Yapilan kesitsel bir analiz, kan Pb diizeyinde 10pg/dl'lik bir artisin, kreatin
klerensinde %9'luk bir diisiis ile iliskili oldugunu ve baska bir calisma, kan Pb
diizeyinde on kat artis i¢in serum kreatinin diizeylerinde 0.08 mg/dl'lik bir artis

ongorildigiini gostermistir (141, 142).
2.5.4. Kardiyovaskiiler Sistem Uzerindeki Toksik Etkiler

Kursunun hedef sistemlerinden biri de kardiyovaskiiler sistem olup, 6zellikle
kan basincinin dengesi lizerine etkileri bildirilmistir. Nitekim, Pb’ye maruz kalma ve

hipertansiyon arasinda nedensel bir iligki olduguna dair kanitlar mevcuttur (128, 132).
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Kursun kaynakli hipertansiyonun patogenezi pek ¢ok faktdrden
etkilenmektedir (3):

e Pb kaynakli oksidatif stres nedeniyle endojen nitrik oksit ve siklik guanozin
monofosfatin (cGMP) etkisizlestirilmesi.

e Renin-anjiyotensin-aldosteron sistemindeki degisiklikler ve
hipertansiyonun Onemli humoral bilesenleri olan sempatik aktivitede
artiglar.

e Na'/K*-ATPaz aktivitesinde ve Na*/Ca*?> degisim pompasinin
stimiilasyonundaki azalma sonucunda; kasilma dahil olmak iizere vaskiiler
diiz kas hiicrelerinin fonksiyonlarindaki degisiklikler.

e Endotelin ve tromboksanda muhtemel bir artig (132, 143).

Iki yiiz yirmi Pb pil fabrikasi iscisi iizerinde yapilan bir calisma, belirli bir
ATP1A2 geni tipine sahip ¢alisma popiilasyonunun %30'unda kan Pb ve hipertansiyon
arasinda gii¢lii bir iligki oldugunu gostermistir (144). ATP1A2, Na'/K*-ATPaz
kodlanmasinda gorev alan bir gendir. Bu gen mutasyonunun hemiplejik migren ve

epilepsi ile ilgisi oldugu gosterilmistir (145).

Hem genel popiilasyondan hem de mesleki olarak maruz kalan gruplardan
1980'den 2001'e kadar 58.518 kisinin meta-analizi kullanilarak yapilan bir ¢alismada,
kan Pb diizeyi ile kan basinci arasinda zayif, ancak anlamli bir iliski oldugu 6ne

stirtilmiisttir (146).

Insan verilerinin sistematik olarak gozden gecirilmesi, Pb ve hipertansiyon
arasindaki nedensel iligskiyi gosterse de kan Pb diizeyi 40pg/dI'nin altinda olan
calisanlar iizerinde ortaya ¢ikan olumsuz etkiye dair net bir gdsterge yoktur. Bu
nedenle Pb’ye maruz kalmanin kan basinci tizerindeki etkisi tartismali olmaya devam
etmektedir (1). Bildirilen ¢aligmalar nispeten daha kiiciik popiilasyonlar {izerinde
yapilmistir ve elde edilen bulgular1 daha biiyiikk popiilasyonlar ile yapilacak
caligmalarla desteklemek gerekmektedir (1, 147). Arastirmacilarin ¢ogu, kan basinci
tizerinde ¢cok daha biiyiik bir etkisi olan alkol alimi, hemoglobin, obezite ve sigara gibi
degiskenleri hesaba katmamisglardir (148). Irklar arasinda Pb’nin hipertansif etkisinin

arastirildigi bir calismada siyahi erkekler ve kadinlarda kan Pb diizeyi ile sistolik kan
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basinci arasinda bir korelasyon oldugu belirlenirken bu durum beyaz irkta

gozlenmemistir (149).
2.5.5. immiin Sistem Uzerindeki Toksik Etkileri

Kursun immiin sistem lizerinde de toksik etkilere neden olmaktadir. Pb
kaynakli immiinotoksisitenin en Onemli Ozelligi T yardimc1 hiicre (Th)
fonksiyonundaki dengenin, Th2 yanitlarina dogru belirgin bir sekilde kaymasi ve
immunoglobulin (Ig) E seviyelerinin yiikselmesidir (16). Th2 yaniti, B hiicrelerinin
antikorlar1 6ldlirmesi (notralize etmesi) i¢in etkinlestirilmesiyle sonuglanan, interlokin
4 salimimiyla karakterize edilir. Genellikle, Th2 yanitlar1 hiicre dis1 bakteriler,
parazitler ve toksinler karsisinda etkilidir (3, 150). Deney hayvanlarinda, Pb’nin
makrofajlar1 ve T hiicrelerini, 6zellikle Th’leri hedef aldig1 gosterilmistir. Mesleki
maruziyette Pb ile iliskili degisiklikler arasinda; degismis T hiicre alt popiilasyonlari,
diisiik Ig seviyeleri ve diisiik polimorfoniikleer 16kosit kemotaktik aktivitesi bulunur

(150, 151).

Gelismekte olan bagisiklik sistemi Pb’nin toksik etkilerine karsi duyarlhidir
(150). Pb’ye maruz kalan neonatal kemirgenlerde artmig IgE seviyeleri ve enflamatuar
sitokinler goriilmiis ve cocuklarda da kan Pb diizeyi ile yliksek IgE seviyeleri arasinda
bir iliski bulunmustur (151, 152). Bu nedenle Pb immiinotoksisitesi, ¢ocukluk ¢agi
astimi i¢in bir risk faktorii olabilir (150).

2.5.6. iskelet Sistemi Uzerindeki Toksik Etkileri

Kemikler, viicudumuzda Pb’nin biriktigi birincil yerdir (153). Pb’nin
kemiklerin iki segmentinde de birikebildigi diisiiniilmektedir. Degistirilemeyen
havuzun biriktirildigi yer olan korteks, kemigin derinliklerinde bulunur.
Degistirilebilir havuz ise kemik yiizeyindedir. Degistirilebilir havuzdan Pb aktif olarak
kolayca yeniden emilir ve plazmaya erisebilir. Bu mobilizasyondan sonra,
degistirilemez havuzdan gelen Pb yiizeye kaydirilir (97). Pb kemikte olduk¢a uzun bir
yart Odmre sahiptir, yetigkinlerde viicut Pb yiikiiniin %90'indan fazlas1 kemiklerde

bulunur (4).
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Kursun, paratiroid hormonu, Kalsitonin, D vitamini ve Kkalsiyum
metabolizmasini etkileyen diger hormonlar da dahil olmak iizere metabolik ve

homeostatik mekanizmalara miidahale edebilir. Kemikte kalsiyum yerine geger (154).

Kursunun, osteoblastlari, osteoklastlart ve kondrositleri etkiledigi
bilinmektedir. Pb, osteoporoz ve kirik onariminda gecikmelerle iliskilendirilmistir
(155). Pb’ye maruz kalan c¢ocuklarda daha yiiksek kemik mineral yogunlugu
gozlemlenmistir. Bu durum, peptit iligkili paratiroid hormonu inhibisyonu nedeniyle
hizlandirilmis kemik olgunlasmasindan kaynaklanabilir. Sonucta geng erigkinlikte
disik kemik mineral yogunlugu ile sonuglanir ve kisiler daha sonraki yasamda
osteoporoza yakalanabilir (156). Yapilan arastirmalar, Pb’nin kemik dongiisiine
dogrudan ve dolayl yollarla etki edebilecegini gostermektedir. Pb’nin dolayl: etkileri
renal disfonksiyon ve 1,25-dihidroksivitamin D3 aktivitesi inhibisyonu iken, dogrudan
etkileri de osteoblast ve osteoklastlarin hormonal diizene cevap yeteneklerini

bozmasidir (157).

Bazi ¢aligmalarda Pb maruziyeti ile cocuklarda dis ¢iiriigli arasinda pozitif bir
iligki oldugu gosterilmistir. Pb, dislerde biriktirilir, mine ve dentin mineralizasyonunu

inhibe ederek dis 6zlindeki hiicrelerin metabolizmasini bozar (33).

Kemigin i¢indeki Pb; hamilelik sirasinda oldugu gibi, kemik mobilize
edildiginde de diger dokularin maruziyeti agisindan potansiyel bir kaynak olarak kabul
edilir (158). Yetiskinlerde, kandaki reabsorbe edilen Pb’nin yaklasik %40-70'inin
kemiklerden geldigi gdsterilmistir. Pb mobilizasyonu ve kemiklerde depolanmasi yas,

doz, gebelik donemi, Pb’ye maruz kalma, irk ve gebelik gibi faktorlere baglidir (110).

Insanlarda kan Pb yarilanma &mrii yaklasik 30 giindiir ve hamileler ve
kemikleri gelisme asamasinda olan ¢ocuklar s6z konusu oldugunda yarilanma 6mrii
uzamaktadir. Bliylime ¢agindaki ¢ocuklarda gelismekte olan kemikler, Pb’nin siirekli

olarak kan dolagimina girmesine izin verir (53).
2.5.7. Ureme Sistemi Uzerindeki Toksik Etkileri

Yapilan galismalarda Pb’nin iireme sistemi iizerine toksisite potansiyeline

sahip oldugu fark edilmistir. Pb toksisitesinin erkeklerde iireme sistemi ilizerindeki
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genel etkileri; anormal spermatogenez (azalmis sayr ve motilite), azalmis libido,
anormal prostatik fonksiyon, kromozomal hasar, serum testosteronunda degisiklikler
ve kisirlik seklinde siralanabilir (110). Ayrica,artmis kan Pb diizeyi, kiz ¢ocuklarinda
gecikmis ergenlik ile iligskilendirilmistir (159). Kan Pb diizeyi 10ug/dl’den biiyiik
oldugunda spontan diisiik, erken dogum ve diisik dogum agirlig: riskinde artis
gozlemlenmistir (16). Baska bir caligmada, gebelikte 5-9 pg/dl'lik kan Pb diizeyi

spontan abortus riskini iki katina ¢ikarmistir (160).

Zhang ve ark. (161), insan koryonik gonadotropin (HCG) ile Pb etkilesimini
arastirmig ve Pb asetatin, HCG iskeletini gevseterek veya yok ederek, ayn1 zamanda
hidrofobikligi artirarak HCG'nin ikincil yapisini degistirdigini ve bunun da HCG'nin
biyoaktivitesinin azalmasina neden oldugunu gdstermislerdir. Bu durumun Pb’nin

neden oldugu lireme toksisitesinin olast bir mekanizmasi oldugu diisiiniilmektedir.

Dogum oncesi 14pug/dl'lik maternal kan Pb diizeyine sahip olan fetiiste, azalmis
dogum agirlig1 ve erken dogum olasilig1 ortaya ¢ikabilmektedir. 50 y1l 6nce cocukken
Pb ile zehirlenen biyolojik ebeveynleri olan okul ¢ocuklarinda yapilan bir calismada

ogrenme giicliigii ve gelisimsel anormallikler oldugu goriilmistiir (58, 162).

Ureme kapasitesi iizerindeki énemli etkilerin 50 pg/dl kan Pb diizeyinin altinda
goriilmesi olast degildir, ancak 40pg/dl’den daha biiyiik kan Pb diizeyleri kandaki
sperm morfolojisini ve fonksiyonunu etkileyebilir (16). Pil tretim fabrikasi
iscilerinden alinan semen ve kan Ornekleri lizerinde yapilan bir ¢alismada, sperm
konsantrasyonu ve hacmi ile kan Pb diizeyi arasinda ters bir iliski oldugu goézlenmistir
(93). Pb dogrudan testis spermatogenezini ve ayrica epididimisteki spermleri hedef

alabilir (93, 134).

2.5.8. Karsinojenite

Epidemiyolojik ¢alismalar insanlarda Pb bilesiklerine olan maruziyetin artmig
renal timor, akciger ve mide kanseri insidansi ile iligkili oldugunu gostermistir. Pb in
vivo veya in vitro olarak dogrudan genotoksik olmamakla birlikte; kimyasal
karsinojenezi kolaylastirmak i¢in diger toksik maddeler ile etkilesime girebilir (163).
Pb yetiskin kemirgenlerde bir nefrokarsinojendir (18). Hayvan ¢aligmalari, esas olarak

Pb asetata maruz kalma ile bobrek tiimorlerine dair iyi kanitlar gostermistir (16). Pb
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kaynakli bobrek timorleri, kapsamli kronik nefropatinin yoklugunda bile perinatal

maruziyetten sonra ortaya ¢ikabilir (164).

IARC, inorganik Pb bilesiklerini insan kanserine neden olmasi beklendiginden
Grup 2A yani insanlar i¢in muhtemel karsinojen olarak ve tetraetil Pb’yi (organik Pb)
ise kategori 3 yani insanlar i¢in karsinojen olarak siniflandirilmayan, daha fazla
caligmayla desteklenmeye ihtiya¢ duyulan kategorisine dahil etmistir (18, 165).
Organik Pb’nin karsinojen olarak smiflandirilmasini desteklemek i¢in simdiye kadar
yayinlanan sinirli sayida ¢alisma vardir ve bu ¢alismalar iiretim iscilerinde fazlaca
goriilen rektal kanserlere isaret etmektedir (166). Organik Pb bilesiklerinin karsinojen
durumunu dogrulamak i¢in, bu bilesiklerin viicutta, idrarla atilmadan 6nce inorganik

Pb dahil olmak iizere bir dizi metabolit olusturdugu unutulmamalidir (18).

Kursun kaynakli karsinojenezin bir¢ok mekanizmasi vardir. Bunlar; DNA
sentezinin veya onariminin inhibisyonu, DNA'daki oksidatif hasar sonucunda ROB
olusumu, transkripsiyonel regiilatorlerde ¢inko yerine Pb’nin gegmesi, DNA baglayici
proteinler ile etkilesim ve anormal gen kodlanmasi seklinde siniflandirilabilir (163,

167, 168).

Kursuna ve egzoz gazina maruz kalan 20.700 calisandan olusan bir kohort
calismada; kan Pb diizeyi artmis olanlarda genel kanser insidansinda 1,4 kat artis
gozlenirken akciger kanserinde ise 1,8 kat artig gosterilmistir (169). ABD’de 1984’ten
1992°ye kadar 27.060 beyin kanseri vakasi ve malign olmayan hastaliktan 6len
108.240 kontroliin incelendigi bir baska epidemiyolojik ¢alismada, Pb’ye mesleki
maruz kalma ile beyin kanseri arasinda potansiyel bir baglanti bulunmustur (111).
Pb’ye maruz kalan ¢esitli endiistrilerdeki is¢iler arasindaki kanser insidansi ile ilgili
yayinlanmis verilerin meta-analizinde ise; mide, akciger ve mesane kanserinden
kaynaklanan 6liimler oldugu goriilmiistiir (170). Bununla birlikte, iscilerin tek bagina
Pb’ye maruz kalmadigi, sigara, arsenik, kadmiyum ve motor egzozlar1 gibi diger
potansiyel karsinojenlere de maruz kaldiklar1 ifade edildiginden tek etkenin Pb
olmayabilecegi belirtilmektedir (171). Ayn1 zamanda yine Helicobacter pylori gibi
bakteriler de bu ¢alismalarda dikkate alinmamustir (33, 172).
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2.5.9. Gastrointestinal Sistem Uzerine Etkileri

Akut Pb maruziyetine bagl olarak karin agrisi, bulanti, kusma, kabizlik ve
kramplarla karakterize bir gastrointestinal semptom olan “Pb  koligi”
goriilebilmektedir (18, 33). Pb koligine genellikle solgun deri rengi eslik etmektedir.
Bununla birlikte dis etlerinde PBS ¢okmesine bagli olarak dis etinden 1 mm uzaklikta
olusan koyu gri mavi renkte Burton ¢izgisi goriilebilir fakat bu ¢izgi daha ¢ok kronik
zehirlenmelerde belirgindir (36, 173).

2.6. Kursun Zehirlenmesinde Kullanilan Selasyon Tedavisi

Agir metal maruziyeti genel olarak sadece is yerlerinde degil, giinliik hayatin
icinde de sik rastlanan bir durumdur (1). Pb zehirlenmesinin tedavi protokolleri,
destekleyici tedavi ve selatdr ajanlarin kullanilmasini igermektedir. Oncelikle kisinin
maruziyet kaynagindan uzaklastirilmasi ve ardindan hastanin klinik parametrelerinin

incelenmesini takiben uygun selator ajanla tedaviye baslanmasi esastir (3, 174).

Akut maruziyetlerde selasyon tedavisi, tedavinin temelini olusturmaktadir ve
metallerle ligantlar arasindaki selat olusumuna dayanmaktadir (1). Metal atomlarini
baglayan molekiillere ligand adi verilmektedir. Ligandin iki ya da daha fazla dondr

atomuna, metal atomunun baglanmasi sonucu selat halkasi olusur (19).

[lag olarak kullanilacak ideal selasyon ajaninin suda ¢oziinmesi,
biyotransformasyona ugramamasi, organizmada metal depolarna ulasabilmesi,
metallerle toksik olmayan kompleksler yaparak organizmadan kolaylikla atilabilmesi
ve esansiyel elementlere 6zellikle Ca ve ¢inkoya afinitesinin diisiik olmas1 beklenir

(175, 176).

Biyolojik sistemlerde ¢esitli dokularin ve sentetik ligandlarin ana dondr
atomlar1 azot (N), oksijen (O), kiikiirt (S) ve fosfor (P)’dur. Metal atomlarinin cogu bu
atomlar ile etkilesmeleri yoniinden iki grupta toplanabilir. Birinci grup, “A smifi
metaller” diye adlandirilir ve en stabil kompleksleri N ve O dondr atomlari ile yaparlar
(Ca, baryum gibi). Aralarinda civa, altin ve glimiis gibi metallerin de bulundugu “B

sinifi metaller” ise en dayanikli komplekslerini S ve P atomlar ile yaparlar. Pb bu
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metallerden farkli olarak hem “A smifi” hem de “B smifi” metal 06zelligi

gosterebilmektedir (20, 38).

Kursun, CaNa,EDTA selatinda N ve O atomlarina, dimerkaprol (BAL) ve
siiksimer (DMSA) ile olan selatinda S atomuna, D-penisilamin selatinda ise S ve N
atomlarina baglanir (177). Sonug olarak selator ajanlarla metaller arasinda olusan bu
kompleksler, metallerin viicuttaki reaktif biyolojik gruplara baglanmasini o6nler ya da

baglanmay1 geri ¢evirir ve metalin idrarla viicuttan atilimini hizlandirir (178).

Tablo 2.6.’da Pb zehirlenmesinin tedavisinde kullanilan selasyon ajanlar1 ve

uygulama prosediirleri kisaca 6zetlenmistir.
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Tablo 2.6. Kursun zehirlenmesinin tedavisinde siklikla kullanilan ajanlar (45).

Selasyon Ajan

Gosterge

Dozaj

BAL

Kan Pb Diizeyi > 70pg/dl
(Eger Kan Pb Diizeyi
>100pg/dl ise ek olarak
CaNa,EDTA)

3-5 giin boyunca her 4 saatte bir

4-5 mg/kg

CaNa2 EDTA

Kan Pb Diizeyi > 45pg/dl
veya Pb ensefalopatisi varsa

5 giin siireyle 1000 mg/m?/giin
veya 50 mg/kg (maksimum
1g/giin)

IV (normal salin veya %5°lik
dekstroz ¢ozeltisi i¢inde) 8-12
saatten fazla

IM Her 8-12 saatte bir

2-4 glinliik dinlenme siiresinden

sonra tekrar edilebilir

D-Penisilamin

Kan Pb Diizeyi 45-69 pg/dl

Yetigkinler: 6 saatte bir 250 mg
6 aydan biiytlik ¢cocuklar: 4-12
hafta boyunca 10-15 mg/kg

DMSA

Kan Pb Diizeyi 45-69ug/dl

5 glin boyunca 8 saatte bir
10mg/kg veya 350mg/m?; daha
sonra 14 giin boyunca 12 saatte
bir. 2 haftalik dinlenme
doneminden sonra tekrar
edilebilir.

En az 5 giin boyunca en az 1
hafta dinlenme siiresi ile
30mg/kg/giin.

12 aydan kiigiik ¢cocuklar i¢in

tavsiye edilmez
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Selasyon tedavisinin, kan Pb diizeyi 60 pg/dl’den fazla olan isgilerde etkinligi
kanitlanmistir. Kiginin maruziyet siiresi ve miktari, kisisel aligkanliklari, genel saglik
durumu ve klinik semptomler1 tedavi yaklasiminda degisikliklere neden olsa da
Ulkemizde genellikle kan Pb diizeyi 35 ug/dl’nin iizerinde olan kisilerde CaNa,EDTA
ile selasyon tedavisine Dbaglanmaktadir. Cocuklar i¢in, bireysel vaka

degerlendirmelerinde yardimci olabilecek kilavuzlar belirlenmistir (116).
2.6.1. CaNa2EDTA ve Diger Selasyon Ajanlarinin Karsilastirilmasi

CaNa;EDTA, ilk kez II. Diinya Savasi'ndan sonra, deniz kuvvetleri
personelinde toplu Pb zehirlenmesi vakalarinin goriilmeye baslanmast ve bu
maruziyetin gemilerin govdesinin yeniden boyanma islemi sirasinda gergeklestiginin
tespit edilmesi {izerine kullanilmaya baslanan bir selasyon maddesidir (178, 179).
1950'lerden beri ¢ocukluk cagi Pb zehirlenmesinin tedavisinde de tercih edilmektedir
(180). Sekil 2.3°de CaNa2EDTA ve Pb ile olusturdugu selat kompleksi

gosterilmektedir.

NaOOC——CH; CH;

| / CH.- CHz\ l

COONa NaOOC——CH; CH; —_ COONa

| / CH,-CH; |

(:|-|2 \\ / CHz c|-|2 \ / cn-l2
coo/ \ ooc coo/ \ ooc
CaNa,EDTA Pb-CaNa-EDTA

Sekil 2.3. CaNa2EDTA ve kursun ile olusturdugu selat kompleksi (19).

CaNa2EDTA’nin 1955'ten beri vaskiiler hastaliklarda faydali oldugu da iddia
edilmistir. Selasyon tedavisinin plak morfolojisini ve hacmini degistirdigine ve

endotel fonksiyonunu iyilestirdigine inanilmaktadir (181) .

Metal-selator kompleksinin kararlilik sabiti (k), olusan selatin kararlihigi ve
tedavinin basaris1 i¢in 6nemli bir gostergedir. Tablo 2.7°de EDTA'I farkli metaller igin
kararlilik sabitleri verilmistir (182). Daha yiiksek k sabitine sahip bir metal, daha disiik

kararlilik degerine sahip bir metal ile selasyon maddesi i¢in yarisarak nihai olarak
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sonraki metali baglanma yerinden kovabilir. Pb ile EDTA arasinda olusan selatin

kararlilik sabitinin yiiksekligi dikkat ¢ekmektedir (183, 184).

Tablo 2.7. Farkli metallerin EDTA ile olusturdugu selatlarin k sabitleri.

Metal k (log)
Sodyum (Na) 1,7
Lityum (Li) 2,8
Baryum (Ba) 7,8

Stronsiyum (Sr) 8,6

Magnezyum (Mg) | 8,7

Calsiyum (Ca) 10,6

Manganez (Mn) 13,4

Demir (Fe) 14,4
Kobalt (Co) 16,1
Cinko (Zn) 16,1

Kadminyum (Cd) | 16,4

Kursun (Pb) 18,3

Nikel (Ni) 18,4

Kronik Pb maruziyeti olan bireylerde en fazla kullanilan selasyon ajani
CaNa2EDTA ve D-penisilamindir. Bu bilesikler ekstraseliiler sividaki Pb ile
kompleksler olusturarak Pb’nin kan ve yumusak dokulardan uzaklagmasini saglar.
CaNa2EDTA, D-penisilaminden daha giiclii bir selatdor olmakla birlikte sadece
parenteral uygulanabilirken, D-penisilamin oral yoldan da verilebilmektedir (20, 175).
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Oral selasyon ajanlarindan biri olan DMSA, EDTA'ya gore oral olarak
verilebilmesi ve gecici olarak kan pb diizeyini diisiirmede daha etkili olmasi
bakimindan avantajlara sahiptir. Bununla birlikte, DMSA cocuklarda uzun vadeli kan
Pb diizey'ni diisiirmede ve beyin Pb seviyelerini azaltmada EDTA’ya kiyasla basarisiz
bulunmustur (185, 186). Son yillarda yapilan bir ¢galisma DMSA'nin ¢ocuklarda kan
Pb diizeyini diisiirdiigiinii ancak 6grenme ve davranis degisikligi konusunda belirgin
bir yarar1 olmadigini1 géstermektedir (187, 188). Bu nedenle ensefalopatinin gelistigi
durumlarda CaNa2EDTA’nin tercih edilmesinin daha uygun olacagi sonucuna
varilmigtir. Ayn1 c¢alismada CaNa;EDTA metabolize olmazken, DMSA’nin
metabolize oldugu, her iki antidotun da kan beyin bariyerini biiyiik oranda gegemedigi,
CaNa2EDTA kemikteki Pb’ye da etkili olurken DMSA’nin yumusak dokuda 6zellikle
bobrekte etkili oldugu ileri siiriilmiistiir (175, 187, 188).

Kursun maruziyeti olan 34 isci ile yapilan bagka bir ¢calismada ise, isciler iki
gruba boliinerek CaNaEDTA ile DMSA etkinligi karsilastirilmig, iki selasyon
ajaninin birbirini takip ederek uygulanmasinin daha etkili bir tedavi saglayacag: ileri

stiriilmiisttir (189).

Yapilan caligmalarda, kronik Pb maruziyeti sonunda CaNa;EDTA tedavisi
uygulanan deney hayvanlarinda kemiklerdeki Pb diizeyinin diismemesine karsin beyin
ve bobrek gibi kritik organlarda Pb diizeyinin azaldig1 gosterilmistir (190-192).

CaNa:EDTA selasyon tedavisinin etkilerinin Pb maruziyeti olan ¢ocuklarda
incelendigi ¢ok sayida galisma bulunmaktadir. Bir ¢alismada kan Pb diizeyi 25-55
ng/dl olan ¢ocuklarin selasyon tedavisi sonunda Fe*? diizeylerinde diisme olabilecegi
ileri strtilmistiir (193). Bir baska c¢alismada ise ¢ocuklarda kan Pb diizeylerini
diistirmek amaciyla CaNa2EDTA ile DMSA veya BAL kombinasyonundan olumlu
sonug alindig1 tespit edilmistir (194).

Tekrarlanan selasyon tedavilerinin, esansiyel element diizeylerinde kayba yol
acacagi goz Oniine alinarak, tedavi sonrasinda hastalarin bu yonden desteklenmesinin
gerekliligi unutulmamalidir (195). Cocuklarda yapilan tedavilerde CaNa;EDTA
yerine Na2EDTA verilmesi sonucunda kalsiyum eksikligi nedeniyle goriilen dliimler

Na,EDTA uygulamasint sonlandirmistir (134, 196). CaNa:EDTA’nin ise viicut
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depolarindaki Pb’nin mobilize olmasina neden olarak beyinde Pb diizeyini ve
gastrointestinal kanaldan Pb absorbsiyonunu artirdigi unutulmamalidir (22, 191).

Tim bu bilgiler dogrultusunda Tablo 2.8.’de Pb zehirlenmesi tedavisinde
kullanilan selatér ajanlarin verilis yolu, doz, tedavi siiresi ve kontrendikasyonlari
kisaca 6zetlenmistir.

Tablo 2.8. Kursun zehirlenmesinin tedavisinde kullanilan selator ajanlarin
karsilagtirilmasi (181, 197).

Selator Verilis Doz Tedavi | Kontrendikasyonlar
Yolu Siiresi
BAL M 75 mg/m? 3-5 giin | G6PD eksikligi
Fistik alerjisi
Aynt  anda  demir
tedavisi
CaNa;EDTA | IM/IV | 1000-1500 Sgin | Bobrek yetmezligi
mg/m? Dehidretasyon
D-Penisilamin | ORAL | 10 mg/kg 1 hf 6-20 hf | Penisilin alerjisi
20-30 mg/kg 2-4 Aynm1  anda  demir
hf tedavisi
Bobrek yetmezligi
DMSA ORAL |30 mg/kg 5 giin | 19 giin | Yiksek ALT, AST
20 mg/kg 2 hf G6PD eksikligi

CaNa2EDTA hastane ortaminda tercihen yavas intravendz infiizyon ile nadiren
de kas icine enjeksiyon seklinde uygulanir. Hastanin renal fonksiyonlar1 normal
olmalidir (19, 175). CaNa2EDTA kullanim1 sirasinda kan iire nitrojeni (BUN),
kreatinin ve idrar analizleri giinliik olarak yapilmalidir. Tedavi sirasinda itrah edilen
Pb diizeyini 6l¢mek iizere 24 saatlik idrar toplanmalidir. Renal fonksiyon bozuklugu
durumunda tedavi kesilmelidir. Tedavinin baglangicinda ve 5 giinliik tedaviden sonra
kan Pb diizeyi Olglilmelidir. Semptomlarin devam etmesi veya tekrarlanmasi

durumunda tedavinin 3-4 haftalik periyodlarla tekranlanmas1 gerekebilir (179, 195).

Kursun zehirlenmesinin tedavisinde kullanilan EDTA, genellikle vitamin B,

C, magnezyum ve c¢inko ile birlikte verilmelidir. Cocuklarda, tetani ve olas1 fatal
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hipokalsemiye neden olabilecegi i¢in kullanilmamalidir (181, 198). Hipokalsemi
riskine karsi CaNa,EDTA formu tercih edilmelidir. Gebelikte ve laktasyonda
uygulanmas1 tavsiye edilmez. Selasyon tedavisi sirasinda kardiyovaskiiler yan
etkilerin goriilmemesi i¢in magnezyum takviyesi onem tasimaktadir. Gerekirse

heparin takviyesi yapilabilir (199).
EDTA tedavisinin olas1 yan etkileri asagidaki siralanmistir (199, 200):

e Bulanti, kusma, dispepsi, diyare

e Bas agrisi, yorgunluk hissi

e Lokal cilt irritasyonu, venlerde inflamasyon

e Vitamin B, C ve ¢inko eksikligi

e Hipotansiyon

e Hipertermi

e Hipomagnezemi ve hipokalsemi (kramp, konviilsiyon)
e Grip benzeri semptomlar (eklem agrisi, miyalji)
e Bobrek ve karaciger toksisitesi

e Hipoglisemi

o Konjestif kalp yetmezligi

e Immiin sistem hasar

e Kanama bozukluklari

2.7. Lipitler, Kolesterol Metabolizmasi ve Oksisteroller

Karbonhidrat ve proteinlerle birlikte organizmanin organik maddelerini
olusturan lipitlerin hiicre zarlarinda yer almak gibi yapisal fonksiyonlarinin disinda
organizmadaki en 6nemli gérevlerinden biri de karbonhidratlardan sonra yakit kaynagi
olmalaridir (23). Alinan besin maddeleri igerisinde lipitlerin bulunmasi yagda eriyen

vitaminler i¢in ve belirli doymamis yag asitleri yoniinden énemlidir (201).

Besinlerle alinan lipitlerin biiylik bir kismini trigliseritler olusturmaktadir.

Daha azini ise fosfolipitler ile serbest ve ester kolesterol olusturur (24).

Lipit sindirimi ince bagirsaklarda ve ester baglarmin hidrolitik olarak

parg¢alanmasi seklinde gergeklesir. Bu hidrolitik parcalanma lipaz enziminin katalitik
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etkisi ile gerceklesir. Yaglarin hidrolizi sonucunda trigliseritler, 3-monogliseritler ve

serbest yag asitleri olusur (202).

Bagirsak kanalindaki kolesterol esterleri, kolesterol esteraz enzimi araciligi ile
kolesterol ve serbest yag asitlerine, fosfolipitler de lipaz katalizorliigiinde fosfogliserit
ve serbest yag asitlerine ayrilirlar. Lipitler suda ¢6ziinen maddeler olmadiklari i¢in kan
yolu ile tagiabilmeleri ancak suda ¢6ziiniir duruma gelmeleri ile miimkiin olur. Bunun
i¢in de lipitler 6zel proteinlere baglanarak lipoproteinleri olusturur ve ¢oziiniir duruma
gelirler. Serbest yag asitleri albiimine baglanarak tasinirlar. Albumin diizeylerinde

olas1 bir azlik tasinmay1 aksatabilir (203).

Kan lipitleri baslica trigliseritler, lipoproteinler, fosfolipitler, kolesterol ve
serbest yag asitlerinden olusur. Total lipidin 1/4’{inii trigliseritler olusturur. Yine total

lipidin 1/3’linii kolesterol meydana getirir (204).

Kolesterol, serbest olarak yiiksek konsantrasyonlarda beyinde bulunur,

karaciger ve plazmada ise hem serbest hem de ester kolesterol seklinde yer alir (201).
Kolesteroliin sentezi baslica 3 sathada gergeklesir (205).

Birinci safha, alti karbonlu mevalonik asit’in meydana gelmesi sathasidir.
Kolesterol sentez reaksiyonlari, iki molekiil asetil koenzim A (KoA)’ nin, iki molekiil
asetoasetil KoA’y1 olusturmasi ile baslamaktadir. Bu molekiile ii¢lincii bir asetil KoA
daha eklenir ve 3-hidroksi 3-metil glutaril koenzim A (HMG-Ko0A) sentetaz enzimi
aracihigryla HMG-KoA olusur. Iki molekiil nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
(NADPH) kullanilarak HGM-KoA rediiktaz enzimi katalizorliiglinde endoplazmik
retikulumda HMG KoA’dan mevalonik asit olusur. Bu basamak, kolesterol sentezinin

sinirlayict basamagidir ve geri doniisiimli degildir (206-208).

Ikinci satha, halka yapisina gegis olan squalen’in olugmasi safhasidir. Squalen
kolesteroliin 6n maddesi olarak da kabul edilir. Mevalonik asit bir dizi reaksiyona

ugratilarak 30 karbonlu doymamuis bir hidrokarbon olan squalen’e doniisiir (205).

Ucgiincii safhada meydana gelen squalen, squalen epoksidaz enzimi araciligiyla
squalen 2,3-oksid’e doniisiir. Bu madde squalen oksid siklaz enzimi tarafindan halka
olusumu yolu ile lanosterolii olusturur. Lanosterol’iin kolesterole doniisiimii i¢in 3. ve

14. karbon atomlarina bagli ii¢ metil grubunun uzaklastirilmasi, yan zincirdeki ¢ift
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bagin doyurulmasi ve p halkasinda 8-9. karbon atomlar1 arasinda yer alan ¢ift bagin 5-
6. karbon atomlar1 arasina kaydirilmasi gerekmektedir. Lanosterolden, kolesteroliin
olusumu ya zimosterol ve desmosterol iizerinden veya 24-25-dihidrolanosterol,
metilkolestenol, kolestenol ve 7-dehidrokolesterol {iizerinden olmaktadir (206).

Kolesterol sentezi Sekil 2.4.”de 6zetlenmistir (208).

Karacigerdeki endojen kolesterol sentezi gida maddeleri ile alinan eksojen
kolesterol miktar1 ile ters orantilidir. Disaridan ¢ok miktarda kolesterol alinirsa
endojen kolesterol sentezi yavaslar. Bu olayin diizenlenmesinde en dnemli noktayzi,
HMG-KoA’nin, mevalonik aside doniisiim basamagi teskil eder. Besinsel kolesterol

bu doniisiim basamagini inhibe eder ve bu sekilde endojen kolesterol sentezi durur (24,

206).

[ 2 Asetil KoA ]
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{ 2 Asetoaseti]l KoA ]
Asetil KoA
HMG-KoA
senteteaz

[ HMG-EoA ]
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Sekil 2.4. Kolesterol Sentezi (208).
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Kolesterol, hiicre membrani1 ve lipoprotein yapilarina katilan 6nemli bir
molekiildiir. Safra asitleri, steroid hormonlar ve vitamin D igin 0nciil madde gorevi

gbriir (207).

Kolesterol organizmayi safra asitleri ve steroid hormonlarla birlikte safranin

bagirsaklara bosalmasi sonucunda digki ile terk eder (209).
2.7.1. Oksisteroller

Oksisteroller, kolesteroliin 27 karbonlu oksidasyon firiinleridir. Viicutta iki
farkli mekanizma ile olusturulabilirler. Bunlar; oto-oksidasyon yoluyla, enzimatik
olarak veya her iki islemle birden olusmalaridir (143). Kolesteroliin enzimatik
oksidasyonu bir¢cogu sitokrom (CYP) P450 ailesine ait olan enzimler tarafindan
gerceklestirilir (210). Sekil 2.5.’de oksisterollerin non-enzimatik ve enzimatik

olusumu gosterilmistir.
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Sekil 2.5. Enzimatik ve non-enzimatik oksisterol sentezi (211).

Bir bagka ifade ile oksisteroller; kolesteroliin yan zincirine bir veya iki oksijen
atomunun OH, keto, epoksit veya peroksit gruplar1 olusturacak sekilde eklenmesiyle

meydana gelirler. (212, 213). Kolesteroliin atilim yolundaki son iiriinler ya da ara
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tiriinler olan 6nemli oksijenli tiirevleridir (26). Oksisteroller; kolesterol yikimina
aracilik etmenin yani sira, birgok 6nemli biyokimyasal aktiviteye sahip oldugu

gosterilmis olan diizenleyici biiyiik molekiiller sinifindadir (214).

Birkag istisna disinda, oksisteroller kolesterol molekiiliiniin yar1 dmriinii biiyiik
Olciide azaltir. Bu sayede kolesteroliin atilim1 artar ya da suda ¢oziinen safra asitleri
daha fazla oksidasyona yonlendirilir. Molekiiliin, lipofilik membranlari ge¢mesi
kolaylasir (215). Kolesteroliin okside hali molekiiliin hiicre i¢inde dagiliminin daha
hizli oranda gergeklesmesini saglar. Eser miktarda biyolojik membranlarda ve li-
poproteinlerde oksisterol bulunur. Farkli kimyasal yapilara sahip ¢ok sayida oksisterol
tiirevi vardir ve viicutta biyolojik olaylarin diizenlenmesinde énemli gorevler iistlenen

molekiillerdir (216, 217). Sekil 2.6.’da 6nemli baz1 oksisterol tiirevleri gosterilmistir.
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Sekil 2.6. Oksisterol tiirleri. 1. kolesterol, 2. 7-hidroksikolesterol, 3. 7a-
hidroksikolesterol, 4. 7p-hidroksikolesterol, 5. 7-oksokolesterol, 6.
kolesterol-5a,60.  -epoksit, 7. kolesterol-58,63-epoksit, 8. 4pB-
hidroksikolesterol, 9. kolestan-3,5a,6a-triol, 10. 24-hidroksikolesterol,
11. 25-hidroksikolesterol, 12. 27-hidroksikolesterol, 13. 24,25-
epoksikolesterol (26).

CYP450 enzimi ile olusan oksisterol tiirevleri, digerlerine oranla dolagimda
daha fazla bulunmaktadir. Enzimatik olmayan yolla olusan oksisterol tiirevleri ise
kolesteroliin ROB ve RNB aracilif1 ile oto-oksidasyona ugramasiyla olugmaktadir

(207, 218).

Oto-oksidasyon yoluyla iiretilen oksisterol tiirevleri; 7-ketokolesterol (7-KC),
7B-hidroksi kolesterol (7p-OHC), kolestan-5a,60-epoksi-3B-ol ve kolestan-5p,6p-
epoksi-3B-ol’diir (219, 220). Oto-oksidasyon yoluyla en ¢ok iiretilen oksisteroller
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kolesteroliin B halkasinin yedinci pozisyonunun degismesi ile olusur. Bunlar belirgin
sitotoksik ve pro-apoptotik 6zelliklere sahip 7-KC ve 7B-OHCyi igerir (216). Olusan

oksisterollerin biyolojik fonksiyonlari, asagida verildigi gibi siralanabilir (207):

e Lipit metabolizmasinin transkripsiyonel kontrolii,

e Sterol diizenleyici element baglayici protein (SREBP) diizenlenmesi,

e Retinoik asit reseptorii ile iligkili orfan reseptdrleri (ROR) aktivitesininin
modiile edilmesi,

e Hiicre 6liimiinde rolii (apoptoz),

e inflamasyon siirecini baslatmak ve inflamasyondaki rolii.

Endojen olarak olusan oksisteroller, onemli sitotoksik Ozelliklere sahiptir.
Hiicre oliimiine neden olabilecek mitokondri, lizozomlar ve peroksizomlar gibi
organellerin islev bozukluguna neden olan giiglii oksidatif stres indiikleyicileridirler
(221). Bu molekiiller genellikle kardiyovaskiiler hastaliklar, belirli g6z rahatsizliklari,
norodejeneratif bozukluklar ve iltihapli bagirsak hastaliklar1 gibi yaygin patolojik
durumlarda artan miktarlarda tanimlanir. Bu molekiillerin sitotoksik etkilerine karsi
koymak igin, biyolojik aktivitelerini ve etkiledikleri sinyal yollarini bilmek énemlidir

(221, 222).

Serbest radikallerin ve yiiksek reaktif tiirlerin yar1 dmriiniin kisa olmasi
sistemlerdeki olgiimlerini zorlastirmaktadir. Bu nedende ge¢mis yillarda amino asit,
karbonhidrat, niikleik asit gibi bilesenlerin oksidasyon f{irlinleri oksidatif stres
gostergesi olarak kullanilmistir (14). Enzimatik reaksiyonlar ile olusan iriinlerin in
vivo oksidatif stresin giivenilir bir gostergesi olamayacagi goz 6niinde bulundurularak
kolesteroliin non-enzimatik yolaklarla olusan oksidasyon iiriinlerinin bu amagla
kullanilabilecegi  disiiniilmiistiir.  Kolesteroliin ~ non-enzimatik  oksidasyon
basamaklarina bakildiginda 7B-OHC, 7-KC, epoksikolesterol ve 3f, 5a, 6p Trihidroksi
Kolestan (triol) zincir reaksiyonunun son iiriinleri olmalar1 nedeniyle in vivo oksidatif

stresin giivenilir non-invaziv biyobelirtecleri olarak kullanilabilirler (210, 223).

7-Ketokolesterol

Oto-oksidasyon yoluyla en c¢ok firetilen oksisteroller, kolesteroliin B

halkasinin 7. pozisyonunun degismesi ile olusmaktadir. Bu grubun 6nemli {iyeleri
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arasinda belirgin sitotoksik ve pro-apoptotik 6zelliklere sahip olan 7-KC yer alir. 7-
KC oksitlenmis diisiik dansiteli lipoproteinlerin (LDL) ana bilesenlerindendir (224,
225).

7-KC, 6zellikle yaslanma ile birlikte goriilen bir¢ok pataloji ve hastalikla ilgisi
oldugu diisiiniilen toksik bir oksisteroldiir. Kolesterol ve oksijen radikalleri arasindaki
reaksiyonun en yaygin iriiniidiir ve koroner arter hastalarinin kanda ve arteriyel
plaklarinda bulunan en konsantre oksisteroldiir. Yapilan baz1 hayvan c¢alismalarinda

kolesterolden daha aterojenik oldugu gosterilmistir (225).

Kolesteroliin aksine, 7-KC devamli olarak sitotoksik etki gosterir ve vaskiiler
hiicrelerde apoptozisi indiikleyebilir (226). 7-KC, kolesterol biyosentezinde hiz
kisitlayict enzim olan HMG-KoA rediiktazi inhibe edebildigi gibi safra asidi
biyosentezinde hiz kisitlayici enzim olan 7-alfa-hidroksilazi da inhibe edebilmektedir

(226).

7-KC, karacigerde 11p-hidroksisteroid dehidrogenaz tip 1 (11B-HSD1) gibi
enzimler tarafindan metabolize edilebilir. 113-HSD1 gibi indirgeyici enzimler 7KC'yi
indirgeyerek 7f- ve 7a- OHC’ye doniistiiriirken, sterol siilfotransferazlarin 7-KC gibi
oksisterolleri stilfonatladiklar1 gosterilmistir bu da 7-KC'ye gore daha kolay elimine

edilebilen suda ¢dzliniir metabolitlerin olusmasini saglamaktadir (224, 227).

7-KC’nin pro-inflamatuvar sinyaller olusturdugu ve makrofajlar ve diger hiicre
tipleri tarafindan interlokin-8 ve monosit kemoatraktan protein-1 gibi inflamatuvar
mediatdrlerin ekspresyonunu artirdigr bildirilmistir (82, 227). inflamasyondaki bu

artig, aterosklerotik plaklarin daha da genislemesiyle sonuglanir (224).
3B, Sa, 6B Trihidroksi Kolestan

Birgok dokuda, kolesterol hizla kolesterol-5,6-epoksite oksitlenir, ardindan
kolesterol-5,6-epoksit-hidrolaz ile triole doniisiir. Triol en bol bulunan
oksisterollerden biridir (228, 229). Trioliin, insanlarda kolesteroliin 6nemli bir
metaboliti oldugu kanitlanmistir. Hiperkolesterolemik tavsanlarda ve insanlarda triol

plazma seviyelerinin yiikselmis oldugu gosterilmistir (230).
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Yakin zamanda yapilan arastirmalar farkli oksisterollerin belirli bolgeler veya
organlardaki patolojik siirecleri yansitabilecegini gostermektedir. Niemann-Pick tip C
(NP-C) hastaliginda iki spesifik oksisterol triol ve 7-KC teshis biyobelirtegleri olarak
kullanilmaktadir. NP-C, NPC1 (%95 vaka) veya NPC2 genindeki (yaklasik %5 vaka)
mutasyonlarin neden oldugu, hiicre i¢i lipid trafi§inin bozulmasina yol agan ve
kolesterol ve glikolipidlerin birikimiyle sonuglanan nadir bir otozomal resesif
norovaskiiler bozukluktur (229, 230). Birgok ¢alisma ile, kardiyovaskiiler hastaliklar,
norolojik hastaliklar ve kanser dahil ¢esitli hastaliklarda, 7-KC ve triol gibi
oksisterollerin patolojiye katkilart oldugu gosterilmistir (229, 231).

2.7.2. Sfingozin-1-Fosfat

Fosfolipitler ve steroller biyolojik membranlarin yapi taslaridir. Fosfolipitler,
yag asitleri ve alkole ek olarak bir fosforik asit iceren lipit tlirevleridir (24).
Fosfolipitlerin yapilarindaki alkol, bazi fosfolipitlerde gliserol, bazi fosfolipidlerde ise
sfingozindir. Fosfotidilkolin, fosfotidiletanolamin, fosfotidilserin ve sfingomiyelin
yapilarinda tasidiklart alkol kisminda bulunan molekiillere gore isimlendirilen 6nemli

fosfolipitlerden bazilaridir (232).

Sfingomiyelin, seramid, sfingozin ve S1P ise hiicre zarinin akigkanliginin
diizenlenmesinde onemli yapisal rol oynayan sfingolipitlerdir (233). Sfingolipitler
biitiin 6karyotik plazma zarlarinin yapisinda bulunmaktadir. Lipit tabakanin mekanik
olarak stabil ve kimyasal olarak direncli bir dis yap1 olusturmasini saglayarak hiicre
yiizeyini koruduklar1 disiiniilir (234). Sfingolipitler, membran bilesimindeki
intraseliiler (hiicre ici) ikincil haberci ve ekstraseliiler (hiicre dis1) mediyator gibi
cesitli fonksiyonlara sahiptir. Hizli bir sekilde {iretilebilir veya birbirlerine
doniistiiriilebilirler. inflamasyon ve apoptoz ile bilyiik oranda iliskili olan gesitli
hiicresel siireclerde 6nemli rol oynarlar. Sayisiz sfingolipit arasinda seramid ve S1P en
cok dikkati ¢ekenlerdir. Seramid, kistik fibroz ve kronik obstriiktif akciger hastaligi
olan hastalarin akcigerlerinde artan bir hidrofobik molekiildiir. Bu nedenle, son

donemde yeni farmakolojik hedef olarak kabul edilmektedir (235).

S1P, bir sinyal sfingolipitidir. Ayn1 zamanda biyoaktif bir lipit mediyatorii

olarak da adlandirilir. S1P, sfingozinin amino azotuna bir yag asidinin baglanmasi ile
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olusan seramidden meydana gelir (236). Plazma zarinda bulunan bir enzim olan
seramidaz, seramidi sfingozine doniistlirlir. Sfingozin ise daha sonra sfingozin kinaz
(SphK) izoenzimleri tarafindan fosforile edilir (237). Tamimlanmis iki izoenzim
bulunmaktadir. Bunlar: SphK-1 ve SphK-2’dir. SphK-1, dalak, akciger ve
l6kositlerde; SphK-2 ise karaciger ve bobrekte yiiksek oranda eksprese edilir. SphK-2
esas olarak mitokondri, ¢ekirdek ve endoplazmik retikulumda bulunurken SphK-1
daha ¢ok sitoplazma ve hiicre zarinda bulunur. SphK1’in timér ilerlemesinde

fonksiyonlar1 tanimlanmustir (232, 238).

S1P, sfingosin fosfatazlar tarafindan sfingozine defosforile edilebilir ve
sfingozin fosfat liyaz tarafindan geri dondiiriilemez sekilde indirgenebilir. S1P, yiiksek
dansiteli lipoprotein (HDL) gibi lipoproteinler araciligiyla kanla tasinir. Doku

stvilarinda daha az bulunur (239).

S1P’nin 1998'de G protein-bagli bes hiicre yiizey reseptorlerinden biri olan
S1PR1 ig¢in hiicre dis1 bir ligand oldugu kesfedilmistir. S1P'in biyolojik etkilerinin
coguna, hiicre yiizeyi reseptOrleri aracilifiyla sinyal verme aracilik eder. S1P
reseptorleri hiicre ylizeyinde, sitoplazmada ve g¢ekirdekte bulunur (234). S1P
reseptOrlerine baglanarak biiyiime, hiicre yasaminin devamu, hiicre iskeleti ve hareketi
gibi 6nemli hiicresel fonksiyonlar iizerindeki etkileri nedeniyle S1P’nin kanser

patogenezinde de rolii oldugu disiiniilmektedir (240).

Epidermal biiyiime faktorii (EGF), insan meme kanserinin invazyonu ve timor
gelisimin ilerlemesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. EGF, meme kanseri hiicrelerinin
plazma membraninda SphK-1 translokasyonunu ve aktivasyonunu indiiklemektedir
(241). S1P’nin hiicre i¢indeki miktar1 iki enzim tarafindan kontrol edilmektedir.
Bunlar: SpHK’ler ve sfingosin-1-fosfat liyaz (SPL)’dir. Bu iki enzim hiicre i¢i S1P
miktarmi belirleyerek hiicrenin yasammin devamim etkiler. Ozellikle hiicre
stresteyken bu iki enzimin ekspresyonun artmast hiicrenin ¢ogalmasini ve apoptozunu
etkileyebilir. SPL’nin asir1 ekspresyonu hiicre i¢i S1P ve sfingozin seviyelerini azaltir

ve seramid diizeylerini yiikselterek apoptoza neden olur (242).

S1P, vaskiiler ve bagisiklik sistemlerinin 6nemli bir diizenleyicisidir. Vaskiiler
sistemde S1P, anjiyogenez, vaskiiler stabilite ve gegirgenligi diizenler (243).

Bagisiklik sisteminde, T ve B hiicrelerinin hareketliliginin ana diizenleyicisi olarak
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kabul edilmektedir. S1P'nin S1PR1 ile etkilesimi, bagisiklik hiicrelerinin lenfoid
organlardan (timus ve lenf diiglimleri gibi) lenfatik damarlara ¢ikis1 i¢in gereklidir

(244).

Yapilan ¢aligmalar, yeni kan damarlarinin olusumundaki S1P'nin roliiniin insan
sagligi icin hayati 6nem tasidigini ve kanser gibi bazi hastaliklarda biiyiik bir 6neminin
oldugunu gostermistir. Yumurtalik kanseri hastalarinda S1P seviyelerinin 5-10 kat
daha fazla oldugu tespit edilmistir. SI1P, epitelyal yumurtalik kanseri hiicrelerinin
migrasyonunu ve invazyonunu uyarir ancak normal yumurtalik ylizey epitel
hiicrelerinin gogiinii engellemektedir (245). Yumurtalik kanserlerinin ¢ogu (%90'dan
fazlas1) yumurtalik epitelinden kaynaklanir. Bu nedenle hiicre dis1 S1P, epitelyal
yumurtalik kanseri hiicrelerinin gogiinii tesvik ederek kanserin ilerlemesinde énemli
bir role sahiptir. S1P ayrica cilt hiicrelerinin ¢ogalmasini da diizenler. Bu durum
ozellikle keratinositler i¢in gegerlidir (233, 238). Bunun yaninda, artan S1P {iretimi
coklu skleroz, alerji, ateroskleroz ve otoimmiin hastaliklar gibi ¢esitli patofizyolojik
stireclerle de iligkilidir (238). Son zamanlarda, S1P'nin Alzheimer hastaliginda 6nemli

hiicre i¢i hedefleri oldugu gosterilmistir (237).

Sfingolipidler hiicrelerin ¢ogalmasi ve hayatta kalmasi gibi genis bir hiicresel
siireci kontrol ederken sfingolipid metabolitleri, ©6zellikle S1P, ndrotransmiter
salimiminin diizenlenmesi ve noronal proliferasyon gibi Onemli ndrona 0Ozgii

fonksiyonlar1 da kontrol etmektedir (246).

S1P; adenilat siklaz, fosfolipaz C ve D, fosfoinositid 3-kinaz, c-Jun N-terminal
kinaz, p38, kii¢lik guanozin trifosfatazlar (Rac ve Rho) gibi G reseptor bagimli sinyal
yolaklari ile reseptorden bagimsiz protein-tirozin kinazlar ve tirozin fosfatazlar igeren
farkli sinyal yolaklarii uyarir (247). S1P sinyali 6zellikle prenatal ve neonatal
donemlerde Onemlidir ve herhangi bir rahatsizlik ciddi sonuglar dogurabilir.
Embriyonik S1P eksikligi, kan damarlarinin gelisim bozukluklarina ve dolayisiyla
embriyonik 6liime neden olur. S1P, beynin ve damar yapisinin gelisimi i¢in dnemlidir.
Olgun farklilagsmis néronlarda artan S1P seviyeleri 6liimciil olabilir ve 6liime yol

acabilir (246).
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2.8. Metabolomik Kavrami ve Kullanimi

“Omik” teknolojileri, bir hiicre, doku veya organizmayi olusturan, tiim
evrelerin biitiinsel bir gorlntiisiinii ortaya ¢ikarmay1 hedeflemektedir. Bu teknoloji
oncelikle, spesifik olarak genlerin (genomik), m riboniikleik asit (RNA)’larin
(transkriptomik), proteinlerin (proteomik) ve metabolitlerin (metabolomik) bir biitiin
olarak yorumlanmasini amaglamaktadir (248, 249). Klasik molekiiler biyolojinin
aksine, farkli kimyasallara ve toksisite tiplerine verilen hiicresel cevabin tespit
edilmesinde ve hipotez olusturulamayan, herhangi bir hipotezin bilinmedigi ancak tiim
verileri elde ettikten sonra daha fazla teste tabi olabilecek bir hipotezi tanimlamak igin

kullanilan yontemsel yaklasimlardir (250).

Omik teknolojileri, coklu molekiillerin es zamanl olarak biyobelirteg kesifleri
icin arastirilmalar1 sayesinde ortaya g¢ikmistir. Omik arastirmalar, ila¢ kesfinde,
toksisitenin ve etkinligin degerlendirilmesinde giderek artan bir sekilde
kullanilmaktadir (251). Omik teknolojileri altinda genomik, proteomik ve
metabolomik teknolojilerinden s6z edilmektedir. Tiim bu yeni yaklasimlar toksisitenin
ongoriilmesinde, toksisite olusumunun altinda yatan molekiiler olaylarin
anlasilmasinda biiyiik 6nem tagimaktadir (248). Toksikolojide omik teknolojilerinin
kullanimi Sekil 2.7.”de 6zetlenmistir (252).

/ Gen Ekspresyonu (Toksikogenomik)

Toksikolojik Son Nokta e Protein Sentezi (Proteomik)

\ Biyokimyasal Degisiklikler .
organ) (Metabolomik)

(Biyolojik sivi, hiicre,

Sekil 2.7. Toksikolojide omik teknolojilerinin kullanimi.

Genom, bir hiicre veya organizmanin toplam DNA’sidir. Genomikler ise bir
organizmanin genomunun sistematik bir sekilde calisilmasidir. Insan genomu 3,2

milyar temel ve tahmini 30.000—40.000 protein kodlayici gen igerir (253).
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Transkriptomik ise, bir hiicre veya organizmadaki toplam mRNA ve
translasyon olarak adlandirilan islemde protein sentezi icin olusturulan sablondur.
Genomik ve transkriptomikte herhangi bir gen grubu sinirlamasina gerek kalmadan
gen toplulugunun davranisi biitiin bir halde sorgulanabilmistir (253, 254).

Proteomik, bir hiicre, doku veya organizmadaki tiim eksprese proteinlerin
kiimesi olarak tanimlanmaktadir. Proteomigin biyobelirte¢ kesfi icin 6zel bir vaat
oldugu distiniilmektedir ¢linkli proteinler, hastalik siirecinde biiyiik oranda
etkilenmektedirler (255).

Metabolomik kavramimin onemli bir alt grubu da lipidomiklerdir.
Lipidomikler, biyolojik sistemlerdeki hiicresel lipit yolaklarinda ve aglarinda rol lipit
bilesiklerinin genis dl¢ekli caligmalari olarak tanimlanmistir. Cok karmasik bir yapiya
sahip olan lipit tiirleri belirgin kimyasal 6zellikleri ve dnemli biyolojik aktiviteleri
dolayistyla lipidomikler pekgok arastirmaya konu olmaktadir. Lipidomlarin
aydinlatilmast patofizyolojik siireclerdeki rollerinin anlasilabilmesine katkida
bulunabilecektir (256).

Metabolomik, genel olarak binlerce kii¢iik molekiiliin ayni anda izlenmesini
ele alir ve genomik ile proteomiklere tamamlayici bir teknik haline gelerek yeni kanser
biyobelirteglerini tanimlamada hizli ve etkili bir yontem olarak ortaya ¢ikmustir (251,
257).

“Insan Genom Projesi” sayesinde hastalik genleri kesfedilerek hastaliklarin
kisiler arasinda neden farklilik gosterdigi, kisilerin tasidigi hastalik riskleri ve yine
bazi kisilerin neden ilag tedavisine daha iyi yanitlar verdigi gibi karmasik konular
aydinlatilmaya baslanmistir. Bunun goriilmesi iizerine, proteomik ve transkriptomik
calismalarina da agirlik verilmis ve bu veriler elektronik ortama aktarilmistir fakat bu
arastirmalar genotip-fenotip ve genotip-cevre arasindaki iliskileri aydinlatmada yeterli
olamamistir. Bu bilgileri belirleyen biyobelirteclerin hiicrede olusan metabolitlerde
saklt oldugu gorilmiistir (253, 258). Omik teknolojilerinin gelisimi Sekil 2.8.’de

gosterilmektedir.
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Sekil 2.8. Biyolojik sistemlerde omik teknolojilerine genel bakis (259).

Metabolomik, metabolomdaki kii¢lik molekiillii metabolitlerin yiliksek verimli
tanimlanmasi, nicellestirilmesi ve karakterizasyonu ile ilgili ortaya ¢ikan bir “bilim”
arastirmasidir. Metabolom, belirli bir hiicre, organ veya organizmada bulunan tiim
kiigiik molekiillii (<1500 Dalton) metabolitlerin tamamlayicisi olarak tanimlanabilir
(248). Metabolom, bir biyolojik sistemin fizyolojik, gelisimsel ve patolojik durumu ile
ilgili bilgileri gosterebilen bir resim olarak diisiiniilebilir. Metabolitler, canh
viicutlarindaki tepkimeler sonucunda olusan kiiciik molekiillii (<1500 Dalton) ara ve
son drinlerdir (253). Metabolomikte incelenen kiigiik molekiiller; peptitler,
oligoniikleotidler, lipitler, aminler, aminoasitler, streoidler, alkaloidler, ketonlar,
niikleozidler, organik asitler, sekerler ve ilaglardir. Insandaki metabolitlerin say1s1 tam

olarak bilinmemekle birlikte 200.000°1 astig1 tahmin edilmektedir (253, 260).

Metabolitler, bir hiicrenin biiylimesi ve normal c¢alismasi i¢in gereklidir ve
hiicre igerisinde bir¢ok farkli yolaga etki edebildikleri i¢in metabolomik profili 6nem
kazanir. Belirli bir hastalik durumu i¢in, kii¢lik bir genomik degisim metabolit

seviyesinde bir¢ok kez ¢ogaltilabilir ve niceliksel olarak olgiilebilir (261).
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Dokular, idrar, tiikiiriik, beyin omurilik sivist ve kan plazmasi gibi biyolojik
orneklerde bulunan metabolitler Olgiilebilir ve bu da arastirmacilarin spesifik
metabolik yolaklar1 tanimlamasina izin verir. Idrar, kan plazmas: ve tiikiiriik gibi akici
maddeler, minimal invazif yollarla elde edilebildikleri i¢in, ¢alismak i¢in en uygun
orneklerdir (30, 255).

“Metabolom” terimi ilk olarak Olivier ve ark. tarafindan 1998 yilinda genom
ve proteoma benzer bir sekilde tarif edilmistir fakat bu tanim “belirli bir fizyolojik
veya gelisimsel durumdaki hiicrelerde bulunan diisiik molekiiler agirlikli molekiillerin
tiimiiniin kantitatif tamamlayicis1” olarak sinirlandirilmistir. Daha sonra metabolomik,
Fiehn tarafindan bir biyolojik sistemin tiim metabolitlerinin tanimlandig1 ve
nicellestirildigi kapsamli bir analiz olarak ifade edilmistir (255, 261). Bununla birlikte,
metabolik yolaklarin tek baslarina degil, genis bir agin pargasi olarak hareket ettiginin
fark edilmesi, metabolit analizinde daha biitiinsel bir yaklagima duyulan ihtiyaci
dogurmustur (253, 262).

Metabolomik analizler, kimyasal belirteglerin taranmasinda 6nemli bir role
sahiptir. Metabolomik metodlar hedeflenmis ve hedeflenmemis olarak iki alt gruba
ayrilir (263).

Hedeflenmis metabolomik analizlerde, sadece belirli bir metabolit veya
metabolitlerin niteliksel ve niceliksel analizi s6z konusudur. Genel olarak spesifik bir
yol veya biyolojik bir aktivite ile iligkili olan bir dizi bilinen nicel metabolitlerin
degisikliklerine odaklanilir. Sonu¢ olarak, metabolomun sadece cok kiicliik bir
kismiyla ilgilenilir ve diger tiim bilesenlerden gelen sinyaller géz ard1 edilir. Boylece
metabolitin tam olarak Sl¢lilmesi saglanir (253, 257).

Hedeflenmemis metabolomik analizlerinde ise, metabolitler hakkinda dnceden
bir bilgi sahibi olmadan, belirli bir 6rnek grubunda yani hasta ve saglikli gruplar veya
ayn1 hastaligin farkli derecelerinde olan iki grubun karsilastirilmasi gibi mevcut olan
tlim olas1 metabolitlerin veriye dayali, yliksek verimli ve hizli analizi hedeflenir (264).
Farkl1 istatistiksel yontemler kullanilarak, bireysel metabolitler ayirt edilmeden veya
nicellestirilmeden, c¢ok sayida Ornegin hizla smiflandirilmast  amaglanir.
Hedeflenmemis metabolomik analiz, biyolojik sistemler arasinda karsilastirmalar

yapmak i¢in yararlidir. Tespit edilen metabolitlerin konsantrasyonlarindaki varlik,
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yokluk veya fark, deney gruplar1 arasinda karsilastirma yapilabilmesini saglar (248,
253).

Hedeflenmemis metabolomik analizlerde fazla sayida degiskene bagli olarak
nicellestirilme miimkiin degildir ve metabolitlerin kimligi genellikle bilinmemektedir
ve bu da yeni metabolizma alanlarinin ortaya ¢ikmasini miimkiin kilmaktadir (31).
Yani hedeflenmemis metabolomik calismalar1 yeni biyobelirte¢ tespiti yapilmasini,
farkli metabolomik yolak analizlerini, ilag aktivite ¢alismalarini aydinlatmada oldukc¢a
iyidir (264, 265).

Metabolomik analizlerde genel c¢alisma yaklasimlart Sekil 2.9.°da

gosterilmistir.

Metabolik Parmak izi
Metabolik Ayak izi

Aki analizi

Hedef analizi

Sekil 2.9. Metabolomik analizlerde genel ¢alisma yaklagimlart (255).

Metabolik parmak izi yaklagimi, sistem igerisindeki tiim saptanabilir
metabolitlerin genis bir yelpazede taranmasini igerir. Hedeflenmemis analiz

yaklagimlarinda yaygin olarak kullanilir (250, 264).

Metabolik ayak izi yaklasimi, hiicreler tarafindan metabolit atilimi veya

almmminin bir yansimas: olan hiicre kiiltiir ortamlarinda metabolitlerin tabaka

analizidir (250, 264).
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Metabolik profilleme, spesifik bir metabolik yola ya da bir bilesik sinifina bagh
bir grup metabolitin analizine odaklanir. Analiz i¢cin metabolit yollar1 se¢ilmistir ve
belirleyicileri icin spesifik analitik yontemler gelistirilmistir. Bu yaklasim
metabolizmanin kisitlayici olmayan kapsamli bir goriintimiinii saglar. Metabolit profili
en eski ve en koklii yaklagimlardan biridir ve metabolomik i¢in 6ncii bir analiz yontemi
olarak kabul edilebilir. Metabolik profilin sonuglari kantitatiftir (29, 255).

Aki analiz ise, genellikle bir izotop isaretli karbon i¢eren bir bilesigin, akibetini
belirlemek igin belirli bir yol veya yollar dizisinin takiben niceliksel veri yorumunun

yapilmasidir (266).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasallar Maddeler

Kullanilan Kimyasal Maddeler

3B-hidroksi-5-kolesten-7-on-d7 (7
ketokolesterol-D7)

3B-hidroksi-5-kolesten-7-on (7
ketokolesterol)

3B,5a,6B-Trihidroksikolestan

3B,5a,6B-Trihidroksikolestan, D7

N-(3-Dimetil Amino Propil)-N*-Etil
Karbodiimid Hidroklorid (EDC)

N,N-Dimetilglisin hidroklorid (DMG)

4-(Dimetilamino) piridin, Reaktif Ekli,
(DMAP)

Kloroform, Chromasolv® Ekli, HPLC icin,
>=94,99.9, Stabilizan olarak %0,5-1,0 Etanol

igerir

Heksan Chromasolv® HPLC igin >%97,0

Metanol Chromasolv®, Gradyan Sinifi,

HPLC i¢in >%99,9

Firma Adi

Avanti

Avanti

Toronto

Toronto

Sigma

Sigma

Sigma

Merck

Merck

Merck



Aktif karbon ve dextran ile muamele edilmis
insan plazmasi antikoagiilan1 (ACD, EDTA,
Heparin)-UNIT, Steril Filtreli

Formik asit LC-MC Ultra, UHPLC-MS igin

eluent katki maddesi

Amonyum format HPLC igin, >%99,0
Asetonitril, LC-MS Ultra Chromasolv®
Metoksiamin hidrokloriir. Metabolomik i¢in
MSTFA (N-metil-N- (trimetilsilil)

trifloroasetamid)

Miristik asit-d27 (IS), metabolomik i¢in

Zenbio

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma-Aldrich

Thermo Scientific

Thermo Scientific

Amonyum Asetat, HPLC i¢in Sigma
Distile su
3.2. Kullanilan Arag ve Gerecler
Kullanilan Arag¢ ve Gerecler Firma Adi, Modeli

LC-MS/MS (Tandem-Kiitle
Spektrometresi)

GC-MS/MS

GC- MS/MS Kolon

Shimadzu model 8040

Shimadzu GCMS-QP2010 Ultra

DB5-MS kolon (30 m +10 m 6n

kolon; 0.25 mm i¢ ¢ap ve 0.25 pm

film kalinlig1)

15 ml ve 50ml’lik konik tabanl
kapakl tiip

BD Biosciences Discovery Labware

60
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Ependorf santrifiiji Abott

Su banyosu Nuve B5

HPLC Cam insert Sigma, Hettich Universal 30 RF
Santrifiij Lanofuge 200 Heraeus
Evaporator Univapo 150 H

Vakum firmi Kendro B6420

Cam test tlipleri (10 ml) Fisher Scientific

Orbital calkalayict Heidolph tetramax 101

LC-MS/MS Kolon, Simetri C18 (3-5  WAT 200650
pm, 21*50 mm)

LC-MS/MS Kolon, ACE C18 (50 mm

x 4,6 mm x 5 um) kolonu

Hassas terazi Shimadzu ATX 224
37°C inkiibator Eastbiopharm ELISA Kit
Hassas otomatik pipetler ve pipet Gilson, Mettler Toledo
uclari

Buz kirma makinast Skotsman

Buzdolabi Beko BK 3531 T
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Deiyonize su cihazi Baunstead

Derin dondurucu (-20°C) Argelik

Derin dondurucu (-80°C) AS-Polar 530 V

Distile su cihazi Mes

Etliv Dedeoglu

Vorteks Janke & Kunkel VF 2
Terazi Schimadzu Libror EB-330D
Ultrasonik Banyo Transsonic 460/H
Spektrofotometre Shimadzu UV 1600

3.3. Hazirlanan Cozeltiler

3.3.1 LC-MS/MS ile Oksisterol Analizi Yonteminde Kullanilan Cozeltiler

7-Ketokolesterol ve 3B, Sa, 6p Trihidroksi Kolestan Stok Cozeltisinin

Hazirlanmasi:

7-KC ve triol stok ¢ozeltileri, 1 mg/ml konsantrasyonda olacak sekilde, toz
halindeki maddelerin yiiksek performansli sivi kromatografisi (High Performance
Liquid Chromatography, HPLC) kalitesindeki metanolde ¢6ziilmesi ile hazirlanmistir.
Ayrica, 5 mg/ml konsantrasyonda bir ara stok hazirlamak i¢in HPLC kalitesindeki
metanol ve deiyonize distile su kullanilarak 7-KC ve triolun stok ¢ozeltisi 1:200

oraninda seyreltilmistir. Cozeltiler -20°C'de analize kadar saklanmistir.
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7- Ketokolesterol ve Triol Calisma Standart Cozeltisinin Hazirlanmasi:

Cozeltiler doteryum igeren internal standartlar kullanilarak hazirlanmustir. internal
standardin ¢alisma ¢ozeltisi ara stoktan metanol ile seyreltilerek 10 ug/ml triol ve 10

ug/ml 7-KC hazirlanmistir.
Kalibrasyon Standart Calisma Cozeltisi:

Ticari insan plazma kalibrasyon (KAL) standartlarinin hazirlanmasi i¢in fibrin
ve lipidden arindirilmis tani amagh plazma kullanilmistir. 7-KC ve triol igin
kalibrasyon dogrusu olusturulmustur. Kalibrasyon araligi, normal saglikli bir insanda
oksisterollerin yaklasik biyolojik seviyelerine ve oksisterollerin ¢ok yiiksek oldugu
patolojik seviyelere dayanilarak kararlastirilmistir. Sekiz kalibrasyon standardinin
karisimi Tablo 3.1.'de gosterilen standartlarin stok ¢ozeltilerinden hazirlanmistir. Bu
standart kalibratorler, ara stok cozeltilerinin tek tek ilaveleri ile elde edilmistir.

Standartlar hazirlandiktan sonra kiigiik pargalara ayrilmis ve -80°C'de saklanmugtir.

Tim kalibrasyon egrileri, x ekseni {izerindeki kalibratér analit

konsantrasyonuna kars1 y-ekseni tizerindeki analit alani/IS alani oraninin ¢izilmesiyle
olusturulmustur. Kalibrasyon noktalari, 8 kalibratdr seviyesi kullanilarak elde

edilmistir (r* = 0.997) (227).

Tablo 3.1. Kalibrasyon standart ¢alisma ¢ozeltilerinin hazirlanmasi (1 L'de) (227).

Kalibratorler | 7KC ve Triol | 7KC ve Triol | 7KC ve Triol 7KC ve Triol
5000 ng/mi 500 ng/ml 50 ng/ml
KAL 1 3,125 ng/mi - - 62,5 ml
KAL 2 6,25 ng/ml - 12,5 ml -
KAL 3 12,5 ng/ml - 25 ml -
KAL 4 25 ng/ml - 50 mi -
KALS 50 ng/ml - 100 ml -
KAL 6 100 ng/ml 20 ml - -
KAL 7 200 ng/ml 40 ml - -
KAL 8 400 ng/ml 80 ml - -
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3.3.2. Sfingozin-1-Fosfat Analizi Yonteminde Kullanilan Cozeltiler

internal standartin hazirlanmasi:

Ticari olarak satin alinan 1 pg/ml’lik déteryumlu S1P stok ¢6zeltisi, HPLC
kalitesinde metanol ile 7,5 ng/ml’ye dilue edilmelidir. Bu amagla, hazir stok
icerisinden 375 pl alinmis ve yaklasik 30 ml metanol bulunan meziiriin iizerine
eklenmistir. 50 ml’ye yine metanol ile tamamlanarak istenen ara stok hazirlanmistir.
0,312 - 40 ng/ml konsantrasyon araliginda standart ¢dzeltileri bu ara stoktan HPLC

kalitesinde metanol ile dilue edilerek hazirlanmistir.

3.3.3. Metabolomik Analizi Yonteminde Kullanilan Cozeltiler

Internal standartin hazirlanmasi:

Ticari olarak satin alinan ve +4°C’de muhafaza edilen miristik asit D27’den 10
mg tartilmis ve bir miktar metanol ile ¢6ziildiikten sonra 10 ml’ye tamamlanmistir.
Elde edilen 1000 ppm’lik internal standart ¢ozeltisi analizlere kadar -20°C’de

saklanmistir.
Metanol-su (8:1 h/h) Karisiminin Hazirlanmasi:

Metanol ve distile su oran1 8:1 (h/h) olacak sekilde 160 ml metanol ile 20 ml

distile suyun karistirilmasi ile hazirlanmistir.

3.4. Calisma Grubunun Secimi

Bu tez calismasinin gerceklestirilebilmesi i¢in ¢alisma protokolii Hacettepe
Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulunca, Helsinki
Bildirgesi'ne uygun olarak 01.10.2019 tarih ve 2019/23-02 karar numaras: ile
onaylanmistir (Bkz. EK 1).

Ankara Kecioren Mesleki ve Cevresel Hastaliklar Hastanesi dahiliye boliimiine
basvurmus 42 Pb zehirlenmesi goriilen hasta calismada yer almistir. Calisma grubu
igerisinde bulunan hastalar hastanede yatan ve kan kursun diizeyi 35 pg/dl lizerinde
olan 18 yas iizeri yetiskin hasta grubundan segilmistir. ilgili hekim tarafindan mesleki
Oykiisli, maruziyetleri ve sigara Oykiisii alindiktan sonra klinik parametreleri

degerlendirilmistir. Pb zehirlenmesinin tedavisinde toplam giinlilk CaNa;EDTA dozu,
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kursun zehirlenmesinin derecesine, hastanin ilaca kars1 yanitina ve toleransina baglh

olarak hekim tarafindan belirlenmektedir.

Kronik hastaliga sahip, kemoterapi/radyoterapi tedavisi almis, viral enfeksiyon
gecirmis olan ve selasyon tedavisi almasi gerekmeyen (<35 pg/dl kan Pb diizeyine

sahip olan) Pb is¢ileri arastirmaya dahil edilmemistir.

3.5. Cahsma Grubundan Biyolojik Orneklerin Toplanmasi

Kan ornekleri Pb zehirlenmesi tanisi konan 42 hastadan ve yine ayni hasta
grubunun selasyon tedavisi almasi sonrasindaki periyodik muayenelerinde
toplanmistir. Her bir kisi i¢cin 5 ml kadar heparinize kan 6rnegi a¢ karna ve sabah
saatlerinde hastanede bulunan uzman hekimin kontroliinde alinmistir. Alinan
numuneler kisa siirede hastaneden Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Farmasotik Toksikoloji Boliimiine soguk zincir kurallarina uygun sekilde transfer
edilmistir. Kan 6rnekleri 2500 rmp'de 15 dakika santrifiij edilmis ve elde edilen plazma
ornekleri ependorflara aktarilarak porsiyonlanmis, planlanan deneylere kadar -80°C'de

saklanmak tlizere kaldirilmistir.

3.6. Calisma Grubunun Klinik Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Biyokimyasal olarak klinik parametrelerin analizi Ankara Ke¢ioren Mesleki ve
Cevresel Hastaliklar Hastanesi Biyokimya laboratuvarinda gergeklestirilmis olup
bireylerin klinik verileri dahiliye bdliimiinde bulunan uzman hekim tarafindan

saglanmgtir. Tlgili veriler bulgular béliimiinde sunulmustur.

3.7. 7-Ketokolesterol ve 3B, Sa, 6 Trihidroksi Kolestan Analizi

Oto-oksidasyon yoluyla iiretilen oksisterollerden olan 7-KC'lerin sitotoksik ve
pro-apoptotik Ozelliklerinin oldugu ve viicutta enflamasyon siirecine etki ettikleri
savunulmaktadir (267). 7-KC, oto-oksidasyonun iyi bir gostergesidir. Hem 7-KC hem
de triol otooksidasyonla olusan oksisteroller arasinda biyobelirtec olarak kullanilan ve
bu ¢alismada da degerlendirilen 6nemli molekiillerdir (28, 268). Analizler, Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Biyokimya Laboratuvari’nda bulunan Sivi

kromotografisi-kiitle spektroskopisi (LC-MS/MS) cihazi ile gergeklestirilmistir.
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LC-MS/MS; bir numunedeki farkli bilesiklerin ayrilmasi, taninmasi ve
miktarinin belirlenmesi i¢in kullanilan hassas bir analitik tekniktir. Bu teknik, gii¢lii
bir ayirma yontemi olan HPLC ve MS/MS’i bir arada i¢ermektedir (227, 269). LC’nin
¢cOziintirliik giicii ile MS/MS’in hassas 6l¢tiim kombinasyonu bu teknikte bir aradadir.
LC, kanisimdaki bilesenleri ayirirken MS/MS, her bir bilesenin yapisal olarak

tanimlanmasinda yardimeci olur (270).

Yiiksek oOzgiillik ve duyarlilik saglayan karmasik yapilar1 ve karigimlarin
icerigini tespit edebilme 6zelligi LC-MS/MS’in, laboratuvarlarda protein, peptid ve
oligoniikleotid analizi, ila¢ kesfi ve klinik ilag testleri gibi farkli islemlerde kesin bir

sonug i¢in tercih edilen bir yontem olmasini saglamistir (271).

LC sistemi sayesinde ayrigma ger¢eklesmektedir. MS/MS’de ise, bir iyon
kaynagi tarafindan analit molekiilleri iyonlagmis bir duruma donistiiriilmektedir.
Iyonlar kiitle analizdriindeki kiitle/yiik (m/z) oranina gére ayrilarak analiz edilmektedir
ve daha sonra detektor tarafindan nicellestirilmektedir. Veriler, m/z oraninin bir
fonksiyonu olarak firetilen iyonlarin kiitle spektrumu seklinde verilmektedir (227,

272). Sekil 3.1.’de LC-MS/MS’in temel bilesenleri sematize edilmistir.
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Sekil 3.1. LC-MS/MS cihazinin temel bilesenleri (270).

Calismamizda oksisterol analizi, LC-MS/MS sistemi ile gergeklestirilmistir.
Plazmada bulunan triol ve 7-KC diizeyleri 6l¢iilmiistiir. LC sistemi, yiiksek basingli
bir karistirma borusu, bir DGU 14A ¢d6ziicli gaz giderme birimi, bir SIL 20A otomatik
ornekleyicisi, bir CTO kolon firmi1 ve bir seri SPDM10A fotodiyot dizisi (PDA
dedektorii) ile birlestirilmis iki adet ¢ift kafali LC10 ADVp yliksek basingh ¢6ziicii
pompadan olusmaktadir. Kiitle spektrometreleri, degistirilebilir elektrosprey
iyonizasyona (ESI) sahip olup, 2010A tek kuadropol (doért kutuplu) dedektér ile seri
olarak baglanmistir. Sistem, kayitlarin tutuldugu ve sistem programini igeren bir
bilgisayar ile kontrol edilmektedir. MS detektorii ig¢in gerekli azot, siv1 azot tankindan

diizenlenen bir havalandirma sistemi ile saglanmaktadir (227).
Kalite Kontrol Orneklerinin Hazirlanmasi:

Kalite kontrol (KK) ornekleri, toplanmis plazma oOrneklerinden, sivi

kromatografisi-elektrosprey iyonizasyon-kiitle spektrometresi/kiitle spektrometresi
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(LC-ESI-MS/MS) yontemi ile endojen triol ve 7-KC'nin ortalama konsantrasyonunun
belirlenmesi ile hazirlanmistir. Diisiik ve yiiksek plazma kalite kontrolii (DKK, YKK)
ornekleri, bilinen standart miktarlarinda triol ve 7-KC'ye eklenerek sirasiyla 40/40
ng/ml'lik ve 150/150 ng/ml endojen seviyelerinde hazirlanmistir. Primer 2 KK karisim
ornekleri ayni sekilde hazirlanmig olup standartlarin stok ¢dzeltilerinden bagimsiz
olarak hazirlanmistir. KK 6rnekleri, hazirlamadan sonra ependorf tiiplere boliinmiis ve

-80°C'de saklanmustir.
Orneklerin Hazirlanmasi:

Ornekler ii¢ asamada hazirlanmistir: 1. Asama, ii¢ adim i¢ermektedir; protein
coktiirme, ayirma ve kurutma. 2. asama, tlirevlendirme fazi ve 3. agsama, numune
temizleme islemidir. Calisma 6rnekleri, KK'ler ve standartlar 2 ml'lik ependorf tiiplere
ayrilmistir. LC-MS/MS tayini, sadece serbest veya esterlesmemis oksisterolleri
Olcmek i¢in tasarlanmustir, toplam oksisterol tiirlerinin 6l¢limii i¢in numune hazirlama
esnasinda gerekli olan plazma Orneklerinin esterlestirilmesine gerek kalmamistir. Bu
adimin kaldirilmasi, yontemdeki hata olasiligini azaltmistir. Bu ¢alismada Xuntian

Jiang ve ark. (273) tarafindan gelistirilen protokol kullanilmistir.

1. Asama: Kalibrasyon standartlari, KK numuneleri ve hasta plazma
numuneleri i¢in, 50 pl plazma, 2 mI'lik ependorf tiipiine eklenmistir. Internal standart
calisma ¢ozeltisi (300 pl, 20 ng/ml), kér matris haricinde tiim numunelere ilave
edilmistir. Ependorf tiipleri 30 saniye vortekslenmis ve sonra oda sicakliginda 13000
rpm'de 10 dakika santrifiijlenmistir. Stipernatanlar temiz 2 ml'lik ependorf tiiplerine
aktarilmis ve daha sonra organik tabaka 35°C'de Coklu Kuyu Buharlagma Sistemleri
(Univapo 150) i¢inde kuruyana kadar buharlastiriimistir.

2. Asama: Bu agama tiirevlendirme fazidir. Kloroformda 20 ul 0,5 M DMG/2M
DMAP ve kloroformda 20 ul IM EDC, ugurulan Orneklere ilave edilmistir.
Karigimlarin agzi kapatilmis ve vortekslenmistir. Daha sonra bir su banyosu iginde
45°C'de 1 saat sitilmistir. Inkiibasyon sonunda ependorflarin rengi koyu sari
olmalidir. Bu renk iyi tiirevlendirilmis oldugunu gostermektedir. 250 uLL H20 ve 500
ul heksan, tiirevlendirilmis numunelere ilave edilmis ve bir orbital ¢alkalayic1 iizerinde
1000 rpm'de 5 dakika calkalanmalar1 saglanmistir. Numuneler 10 dakika stireyle

13000 rpm'de santrifiijlenmistir. Siipernatan {izerine 500 pl heksan eklenmistir.
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Numuneler bir orbital calkalayict iizerinde 1000 rpm'de 5 dakika calkalanmistir.
Tekrar 10 dakika siireyle 13000 rpm'de numuneler santrifiijje tabi tutulmustur.
Stipernatanlar (heksan) buharlastirilmistir. Buharlastirmadan sonra 300 pl %80
metanol ilave edilmistir. Numuneler, 20 saniye vortekslenmis ve 0,25 ml'lik konik
viyal ekleme ile 1,5 ml HPLC otomatik numune alma cihaz1 viyallerine aktarilmis ve

LC-MS/MS ile analize edilmistir.

3. Asama: LC ile 6rnek temizleme fazidir. Bu adim kaynak koni iizerindeki

Kirli maddeleri azaltmakta ve MS/MS'de sinyali artirmamaktadir.

3.7.1. Kromatografik Analiz Kosullar

Kullanilan oksisterol analiz yonteminde bir ters faz kolonu, Symmetry C18 (3-
5 um, 21*50mm) (C/N 5020-01742) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) kullanilmistir.
Kolon firm sicakligi, analiz boyunca 45°C'de tutulmustur. Ornek enjeksiyon hacmi 7,5

pl ve analiz siiresi, her 6rnek i¢in 7 dakikadir.
Mobil faz ¢oziicli A ve B olmak tizere iki ¢ozeltiden olusmustur:

e (ozici A: (1 mM amonyum format, pH=3)

e (oziicii B: Asetonitril (ACN): 1 mM amonyum format (95:5), pH=3.

Mobil faz A’nin hazirlanmasi i¢in 1 mM amonyum format hazirlanmistir. Bu
amagla, 63 mg amonyum format, 1 L su i¢inde ¢oziilmiis ve pH, formik asit ile 3'e
ayarlanmistir. Mobil faz B'nin hazirlanmasi i¢in ise, 50 ml mobil faz A, 950 ml ACN
ile karistirilmis ve daha sonra pH, formik asit ile 3'e ayarlanmistir. Mobil faz, Coziicli
A ve Coziicli B'den olugsmaktadir ve gradient sistemle verilmistir. Optimize edilmis

HPLC parametreleri Tablo 3.2.'de gosterilmektedir.



Tablo 3.2. HPLC Parametreleri.

Parametre Deger Ayar-Ortam Birim
Toplam Akis Ikili gradyen Ikili gradiyent | ml/dk
Pompa A basinci 115 - Bar
Pompa B basinct 112 - Bar
Pompa A Gazdan -94 - kPa
Arindirma
Firin Sicakligt 45 45 C
Nebiilize Gaz Akisi 3,0 3,0 L/dk
Kurutma Gaz Akisi 15,0 15,0 L/dk
DL Sicaklik 250 250 C
Is1 Blogu Sicakligi 450 450 C
CID Gaz 230 230 kPa
Oda Sicaklig 29 - C
IG Vakum 7,4¢ - 003 Pa
PG Vakum 7,3¢ + 001 Pa

3.7.2. MS/MS Kaynak Ayarlariin Optimizasyonu
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MS/MS, pozitif iyon modunda ESI ara yiiziinii ve segici iyon izlemini (SIM)

igerir. Optimize edilmis parametre 6zetleri Tablo 3.3.'te verilmistir.

Tablo 3.3. Kiitle Spektrometre Parametreleri.

Parametre Optimize Edilmis Ayar Degeri
1G vakum 1,4¢ -

Dedektor voltaji 0,0 kV

Sicaklik limiti 85°C

DL sicaklik 250°C

Nebiilize gaz akisi 3,0 L/min

Is1 blogu 450°C
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MS/MS’de triol ve 7-KC'nin saptanmasini kolaylagtirmak igin, oksisteroller
DMG esterlerine doniistiiriilmiistiir. Bu sekilde oksisterollerin cevabinin artmasi ve
carpisma hiicresinde etkin bir sekilde ayrilmalar1 s6z konusu olmustur. 7-KC ve K-
trioliin ¢oklu reaksiyon izleme (The multiple reaction monitoring, MRM) Kkiitle

gecisleri Tablo 3.4.'de gosterilmistir.

7-KC i¢in ana iyon 486,0 (m/z)'dir ve 7-KC-D7 i¢in ana iyon 493,0 (m/z)'dir.
Triol ve triol-D7 i¢in ana iyon sirasiyla 591,5 (m/z) ve 598,5 (m/z)'dir.
Uriin iyonlar1 asagidaki gibidir:
- m/z 104: protonlanmis DMG

- m/z 383: DMG'nin kaybindan kaynaklanan oksisterol pargasi
- m/z 488,5: DMG'nin kaybindan kaynaklanan oksisterol pargasi

Tablo 3.4. 7-KC ve triol'iin kiitle gegisleri.

DMG tiirevlendirmeler Ana iyon Uriin iyon
7-KC 486,0 104
486,0 383
7-KC D7 493,0 104
Triol 591.,5 104
591,5 488,5
Triol D7 598,5 104

Oksisterol-DMG tiirevleri igin MRM kiitle gegisleri m/z 591,5 — 104
(nicelikgi) ve triol igin m/z 486 i¢in 591,5 — 488,5 (niteleyici) ve 7-KC i¢in m/z 486—
383 (nicelikg¢i) ve 486 — 104 (niteleyici) olarak belirlenmistir. Sekil 3.2. ¢arpismayla
olusan 7-KC'nin DMG tiirevlerinin iirlin iyon spektrumlarin1 ve parcalanma paternini
gostermektedir. Tiim plazma Orneklerinin analizleri, standartlarla ayni1 retansiyon

stiresinde yapilmis ve 7-KC ile triol piklerini vermistir.
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Sekil 3.2. 7-KC'nin DMG tiirevinin iiriin iyon spektrumu ve par¢alanma modeli (273).

Sekil 3.3.’de triol'lin ¢arpisma tiirevleri DMG'nin iirlin iyon spektrumlar ve

parcalanma modeli gosterilmektedir.
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Sekil 3.3. Triol'iin DMG tiirevinin iiriin iyon spektrumu ve parcalanma modeli (273).

3.8. Sfingozin-1-Fosfat Analizi

S1P, plazma zarinin olusumundaki roliiniin yani sira sayisiz fizyolojik ve
hiicresel siiregte rol oynayan 6nemli bir sfingolipid metabolitidir. Vaskiiler gelisim,
hiicre biiylimesi, apoptozis, adezyon, migrasyon, invazyon, enflamasyon ve bagisiklik

tizerine etkilerinin oldugu bilinmektedir (238).

S1P’nin hiicre biiyiimesini diizenlemesi ve apoptozisi indiiklemesi ile
hastaliklarin yol agtig1 sinyal yollar1 ve fizyolojik proseslerde rol oynadiginin
kesfedilmesi, arastirmacilar1 S1P’1 biyoaktif lipid mediyator olarak arastirmaya sevk

etmektedir (236, 237).
Numunelerin Hazirlanmasi

Temiz ependorflara 100 pl hasta ve kontrol plazmalarindan alinmis ve
tizerlerine 500 ul hazirlanan internal standarttan eklenmistir. 1 dakika vortekslendikten
sonra 5 dakika 5000 rpm’de santrifiijlenmistir. Santrifiigat viallere aktarilarak

kullanilmistir.
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Miktar Tayini Prosediirii

Ekstraksiyon i¢in 100 upl plazma igerisine 500 pl metanol eklenerek

vortekslenmistir. Ardindan 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmis ve daha sonra

stipernatandan 20 pl cihaza enjekte edilmistir. S1P 6lgtimii Agilent 6420 LC-MS/MS

cihaz1 kullanilarak, protein ve peptit karisimlarini iyonlastirmak i¢in tercih edilen

iyonlastirma sistemi olan ESI metodu ve pozitif iyon modu ile gergeklestirilmistir.

v

Calismada ACE C18 (50 mm x 4.6 mm x 5 pm) kolonu kullanilmistir. Kolon
firin sicaklig1 30°C’ye ayarlanmistir.

Mobil faz olarak ¢oziicli A distile su iginde 10 mM Amonyum Asetat + %0,01
Formik Asit ¢ozeltisi, ¢oziicii B olarak metanol i¢inde %0,01 Formik Asit
¢ozeltisi kullanilmstr.

Calismada gradient metod kullanilmistir. 0,5 dakika %60, 1, 1-2, 9 dakika aras1
%90, ve 4-8 dakika aras1 %60 olacak sekilde diizenlenmis ve akis 0,5 ml/dk
olacak sekilde kullanilmistir. S1P deney yontemi 6zet olarak Tablo 3.5.'de
gosterilmektedir.

S1P ana m/z degeri 380,2, bundan elde edilen Q3 m/z degeri ise 264,3 olarak
bulunmustur. Fragmentor voltaj 90 V olarak uygulanmuistir.

S1P standartt metanol igerisinde seri diliisyonlar1 ile sekiz seviyeli 0,312 -
0,625 - 1,25- 2,5 -5 - 10 - 20 - 40 ng/ml kalibrasyonu yapilmistir. r2 degeri
0,999 olarak saptanmugtir.



Tablo 3.5. Sfingozin-1-Fosfat deney yontemi.

Cihaz Agilent 6420 LCMS/MS
Kolon ACE CI18 (50 mm x 4,6 mm X Sum)
Kolon Sicakhig: 30°C
Mobil Faz Coziici A (distile su iginde 10 mM
Amonyum Asetat + %0,01 Formik Asit
¢Ozeltisi)
Cozici B (metanol icinde %0,01
Formik Asit ¢ozeltisi)
Gradiyent Tablosu Zaman Coziicii A | Coziici B
(dk)
0 % 40 %60
0,5 % 40 %60
1,1 %10 %90
2,9 %10 %90
4 %40 %60
8 %40 %60
Akis Hiza 0,5 ml/dk
Enjeksiyon Hacmi 20 ul
Siire 8 dk
Istatiksel Analiz
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Istatistiksel analizler Windows Siiriim 22.0 igin paket program IBM SPSS'de

gerceklestirilmistir. Degiskenlerin normal dagilima sahip olup olmadigini incelemek

icin Kolmogorov Smirnov testi kullanilmistir. Gruplar arasinda sayisal degiskenler

arasinda fark olup olmadig belirlemek i¢in Bagimli Orneklerde T Test (paired samples

T test) kullanilmastir.

Tim veriler ortalama + standart sapma (SS) olarak ifade edilmistir. Biitiin

karsilastirmalarda, p degerlerinin 0,05'ten kii¢iik olmas1 anlamli kabul edilmistir.
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3.9. Metabolomik Analizi

Metabolomik analiz, metabolomdaki kiigiik molekiilli metabolitlerin
spektroskopi, kromatografi gibi yiiksek verimli teknolojiler kullanilarak saptanmasi,

miktarinin belirlenmesi ve tanimlanmasidir (31).

Organizmanin genetik degisiklik, hastalik ve ¢evresel degisikliklere verdigi en
son yanit metabolomdaki degisikliklerdir. Bunun sonucu olarak hiicrenin veya
dokunun fenotipi tanimlanabilir (32). Metabolomik c¢alismalar bu 6zelligi ile

kisisellestirilmis ve ongiiriilebilir canli sagligina olanak saglamaktadir (263).

Metabolomik analizler Sekil 3.4.’de gosterildigi gibi numune hazirlama,
metabolitlerin analizi ve elde edilen verilerin analizleri olmak tiizere baslica ii¢

asamadan olusmaktadir.

Numune Hazirlama Metabolomik Analiz Veri Analizi

!

4 I ' -
. | : .!l .
" Cok degiskenli analizler
T,

GC/MS = :
— el el

IH NMRE PCA,PL5-DA
Smv1, doku, hiicre dziitii HPLC Tek deg’ﬁ:‘f::: analizler

Sekil 3.4. Metabolomik analiz basamaklar1 (255).
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3.9.1. Numunelerin hazirlanmasi

Tiirevlendirme Oncesi

-80°C’de saklanan 100 pL’lik plazma numuneleri, analizden hemen 6nce derin
dondurucudan ¢ikarilmis ve buz tizerinde ¢Oziilmiistiir. Ardindan iizerlerine 6nceden
hazirlanan miristik asit-D27 i¢ standartindan 5 pl eklenmistir. Numunelerin iizerine
900 pL soguk metanol:su karisimi (8:1, h/h) da eklenerek proteinlerin ¢okmesi
saglanmis ve 1 dakika vortekslendikten sonra buz lizerinde 10 dakika bekletilmistir.
Bekletilen numuneler daha sonrasinda 10000 rpm’de 10 dk santrifiijlenmis ve 400 puL
supernatant her bir numune i¢in ayri ependorflara alinarak vakumlu santrifiijde

kuruluga kadar ugurulmustur.
Tiirevlendirme

Numunelerdeki ¢ozeltilerin tamamen uguruldugundan emin olunduktan sonra
N-metil-N-(trimetilsilil) trifluoroasetamid + %31 Klorotrimetilsilan (MSTFA + %1
TMCY) ile tiirevlendirme islemine geg¢ilmistir.

Numuneler oda sicakligina ulastiktan sonra metoksimasyon reaksiyonu i¢in
tizerlerine 20 pl metoksiamin (20 mg/ml piridinde) ¢ozeltisi eklenerek 30°C’lik etlivde
90 dakika inkiibe edilmistir. Stire sonunda oda sicakligina gelmeleri beklenmis ve
sililasyon reaksiyonu i¢in 80 ul MSTFA + 1% TMCS eklenerek 37°C’lik etiivde 30
dakika inkiibe edilmistir. Siire sonunda reaksiyon karigtmindan alinarak 50 pl analiz

i¢in GS-MS viallerine transfer edilmistir.
3.9.2. GC-MS Parametreleri

Tiirevlendirilen numunelerin analizi Shimadzu GC-MS-QP2010 cihaziyla
gerceklestirilmistir. Tasiyic1 gaz olarak Helium 1 ml/dak kullanilmistir. Analizler
DB5-MS (95% dimetil / 5% dimetil polisioksan) kolon (30 m uzunligunda; 0.25 mm
I.d.; 0.25 um film kalinliginda, Agilent) ile firin1 sicaklik programlanmasi (1 dakika
60 °C’de tutulduktan sonra dakikada 10°C artarak 325 °C’ye yiikselmis ve 10 dakika
bu sicaklikta kaldiktan sonra 60 °C’ye sogutulmustur) kullanilarak gerceklestirilmistir.

Cihazin toplam c¢alisma siiresi 37,5 dakikadir. Kiitle analizleri tarama modunda
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gerceklestirilmistir. Tarama modu i¢in MS parametreleri: MSD transfer hatti sicakligi:
290°C, Elektron impact iyonizasyon 70 eV, Filament sicakligi 230 °C, Kuadrupol
sicaklignt 150 °C, tarama araligi 50-600 dalton ve 2 spektra/s, analizde solevent

gecikme zamani 5.90 dakikadir. GC-MS i¢in ¢alisma kosullar1 Tablo 3.6’da ayrica

Ozetlenmistir.

Tablo 3.6. GC-MS i¢in ¢alisma kosullari.

Cihaz

Shimadzu GCMS-QP2010 Ultra

Kolon

DB5-MS kolon (30 m +10 m 6n kolon; 0,25
mm i¢ ¢ap ve 0,25 pm film kalinlig)

Firin sicaklik program

60 °C (1 dk), 10 °C/dk ile 325 °C ulasilir. 10
dk beklenir ve 60 °C’ye sogutulur.

Analiz siiresi

37,5 dk

Enjeksiyon hacmi

1 pl (1:10 bolmeli)

Tasiyic1 gaz Helyum 1 mL/dk
MSD transfer bolmesi | 290°C

sicakhigi

Coziicii delay siiresi 5,90 dk

Kiitle arahg:

50-650 dalton

3.9.3. Veri analizi

Veri toplama Shimadzu LabSolution yazilimi kullanilarak yapilmistir. Elde
edilen kompleks kromatogramlar MS-DIAL programi ile ayristirilmis ve piklerin
alikonma zamanlar1 diizeltilmis ve veri matriksleri olusturulmustur. Elde edilen
metabolit pikleri alikonma indeksli kiitliphaneler kullanilarak (Fiehn ve Golm

Database kiitiiphaneleri) aydinlatilmistir.

GC-MS temelli metabolomik analizler sonucunda elde edilen veri matrisi i¢
standarta gore normalize edilmistir. Data verilerindeki eksik degerler, metabolit grubu
icindeki en kiiclik derisimin yar1 degeri ile doldurulmustur. Daha sonra bu veri

matriksleri SIMCA-P+ 13 (Isvigre) programina aktarilarak temel bilesenler analizi
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(PCA) ve en kiigiik kareler farklilagtirma analizi (PLS-DA) yontemleri ile gruplarin

ayrilmasinda 6nemli olan metabolitler ve regresyon katsayilart bulunmustur.

PCA analizler veri setinde herhangi bir sistemik hata ve aykir1 bir veri olup
olmadigini gorsellestirmek i¢in kullanilmigtir. Eger veride herhangi bir problem yoksa
PLS-DA analizlerle veri gruplar1 birbirinden ayrilarak veriler hakkinda daha detayli
bilgiler alinmistir. PLS-DA analizlerindeki farklilastirmaya neden olan metabolitlerin
bulunmasi i¢in VIP (variable important in project) grafiklerinden yararlanilmistir. En
yiiksek VIP degerine sahip metabolit ayrimda en biiyiik etkiye sahip metabolittir.
Dolayisiyla belirlenen gruplar arasinda istatiksel olarak en farklilik gosteren
metabolittir ve bu metabolitler belirte¢ olarak degerlendirilmistir. VIP grafiklerinden
onemli olan metabolitler bulunmasina ragmen hangi grup i¢inde hangi metabolitin
derisiminin arttig1 veya azaldig1 regresyon analizi sonucunda elde edilen katsayilarla

verilmigtir.

Farkli bulunan metabolit konsantrasyonlarinin istatistiksel karsilastirmasinda
parametrik bagimli t test kullanilmistir. Elde edilen metabolitler ile en son olarak

Metaboanalyst 3.0 analiz programi1 kullanilarak yolak analizleri yapilmustir.

3.9.4. Metabolomik Yotemlerin Validasyon Calismalari

Hedeflenmemis metabolomik analizlerde validasyon c¢alismalari tim
metabolitler i¢in standart bulunamadigindan kalite kontrol numuneleri (QC)
kullanilarak gergeklestirilmistir. Tiim plazma 6rnekleri kullanilarak numune havuzu

olusturulmus, bu numune havuzu esit pargalara boliinerek QC olarak kullanilmistir.

Bu calismamizda kullanilan tiim plazma 6rneklerinin hepsinden 100 pl alinarak
bir havuz olusturulmus ve bu havuzdan toplamda 10 tane QC numunesi hazirlanmistir.
Deney prosediirii aynen bu numunelere de uygulanmis ve elde edilen QC
numunelerinin ayni giin ve farkli giinlerde analizleri yapilarak yontemlerin giinler i¢i
ve glinler aras1 dogruluk ve tekrarlanabilirlik ¢aligsmalart degerlendirilmistir. Boylece
QC temelli validasyon c¢aligmalar1 ile analiz sirasinda meydana gelebilecek olasi

hatalarda en aza indirilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Calisma Grubuna Ait Demografik Bulgular

Calismamizda yer alan Pb is¢ilerinden olusan hasta grubunun tamami Ankara
ve ¢evresinde yasayan, benzer is kollarinda ¢alisan ve yasam standartlar1 birbirine
benzeyen kisiler arasindan secilmistir. Calisma grubumuzun tamami erkeklerden
olusmaktadir. Calismada yer alan hasta grubu akii iretimi, metal endiistrisi,
madencilik ve PVC boru iiretim alanlar1 gibi Pb maruziyeti agisindan risk olusturan is

sektorlerinde ¢alisan bireylerden olusmaktadir.

Calisma grubunun yas ortalamasi 36+7,6 yil olarak belirlenmistir. Hasta
grubunun %59,5’1 (25 kisi) sigara kullanmakta ve 9%40,5’1 (17 kisi) sigara
icmemektedir. Bu grupta bulunan bireyler ¢alisma siiresine gore siniflandirildiginda
%48,9’unun 16 yil veya daha fazla, %23,4’tintin 11-15 yil, %12,8’inin 6-10 yil ve
%14,9’unun 1-5 y1l siireyle calistig1 gortiilmektedir.

Calisma grubunun %52,4°1 akii sanayisinde, %15°1 metal iiretim endiistrisinde,
%7,1°’1 PVC fabrikasinda ve %#4,8’1 ise madende ¢alismaktadir. Caligmamizda yer alan

bireylerin ¢caligma alanlarina ait bulgular Tablo 4.1.’de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Kursun maruziyeti olan isgilerin ¢aligma alanlari.

Calisma Alanlar
Pb Iscisi
(n=42)
Akii Uretim Tesisi 22 (%52,4)
Metal Uretim Endiistrisi 15 (%35,7)
PVC Boru Fabrikasi 3 (%7,1)
Madencilik 3 (%4,8)

4.2. Cahsma Grubuna Ait Klinik Bulgular

Kursun maruziyeti olan iscilerden selasyon Oncesi ve sonrasinda toplanan
plazma orneklerinde 6lgiilen kan Pb diizeyleri ve idrar Pb diizeyleri ortalama + standart

sapma seklinde verilmis olup selasyon tedavisi Oncesinde kan Pb diizeyleri
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60,7+28,1ug/dl sonrasinda ise 24,5t11,4ug/dl olarak; idrar Pb diizeyleri selasyon
tedavisi Oncesinde 208,3+247,5ug/dl sonrasinda ise 113,02+85,9*ug/dl olarak
Olclilmiistiir. Ayrica ALT ve AST diizeylerinin de selasyon sonrasinda ytikseldigi
goriilmiistiir. S6z konusu farklarin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir
(*p<0,05). Ayn1 zamanda bobrek parametreleri de degerlendirilmis, selasyon tedavisi
uygulanmasi ile bir degisiklik saptanmamistir. S6z konusu klinik parametreler Tablo

4.2.°de gosterilmistir.

Tablo 4.2. Calisma grubuna ait selasyon tedavisi Oncesi ve sonrasi klinik
parametrelerindeki degisimler

Klinik Parametre Oncesi Sonrasi
Glomertiler Filtrasyon Hiz1
) 115,0+£9,6 114,4+10,1
(ml/min)
Kan Ure Azotu (mg/dl) 12.84+3.9 11,243,2
Urik Asit (mg/dl) 5,1+1,0 51+1,1
Kreatinin (mg/dl) 0,8+0,1 0,8+0,1
Hemoglobin Diizeyi (g/dl) 15,7+1,2 15,6+0,9
Aspartat Aminotransferaz
18,5+4.3 22,8+11,3*
(AST, U/L)
Alanin Aminotransferaz
24+10.1 33.0+£21,9*
(ALT, U/L)
Idrar Pb Diizeyi (ng/dl) 208,3+247,5 113,02+85,9*
Kan Pb Diizeyi (ng/dl) 60,7+28,1 24,5+11,4%*
*p<0.05

4.3. Plazma 7-Ketokolesterol ve 3, 5a, 6§ Trihidroksi Kolestan Diizeyleri

Kursun maruziyeti olan iscilerden selasyon Oncesi ve sonrasinda toplanan
plazma orneklerinde LC-MS/MS ile 7-KC ve triol diizeyleri dl¢iilmiis ve istatistiksel
olarak karsilastirllmistir. Pb zehirlenmesi goriilen hastalarin plazma 7-KC diizeyleri
ortalama + standart sapma seklinde verilmis olup selasyon tedavisi 6ncesinde 37,35 +
2,53 ng/ml sonrasinda ise 22,91 + 4,49 ng/ml olarak dl¢lilmiistiir. Hastalarin plazma
triol diizeyleri de ortalama =+ standart sapma seklinde verilmis olup selasyon tedavisi

oncesinde 41,81 + 2,54 ng/ml sonrasinda ise 17,64 = 3,42 ng/ml seklinde 6l¢iilmiistiir.
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Elde edilen sonuglar, oto-oksidasyonla olusan her iki oksisterol tiirevinin de
diizeylerinin selasyon tedavisi alan Pb is¢ilerinde istatistiksel olarak anlamli sekilde
azaldigim gostermektedir (p<0,001). Sonuglar, Sekil 4.1., Sekil 4.2. ve Tablo 4.3.'de

Ozetlenmistir.

7-KC diizeyleri (ng/ml)

50,00

40,00

30,00

20,00

10,00

0,00
oncesi sonrasi

Sekil 4.1. Selasyon oOncesi ve sonrasinda plazma 7-KC diizeylerinin (ng/ml)
karsilastirilmast (*p<0,001).
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Triol duzeyleri (ng/ml)

50
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30

20

10

oncesi sonrasi

Sekil 4.2. Selasyon Oncesi ve sonrasinda plazma triol diizeylerinin (ng/ml)
karsilastirilmasi (*p<0,001).

Tablo 4.3. Selasyon Oncesi ve sonrasinda plazma triol diizeylerinin (ng/ml)
karsilastirilmasi (*p<0,001).

Oncesi Sonrasi
7-KC (ng/ml) 37,35 £2,53 *22,91+ 4,49
Triol (ng/ml) 41,81 +£2,54 *17,64 +£3,42

" p<0,001 (Degiskenler, Ortalama + SS ile belirtilmistir).

4.4. Sfingozin-1-Fosfat LC-MS/MS Yoéntemine iliskin Bulgular

Hiicre zarmin akigkanliginin diizenlenmesinde 6nemli yapisal rol oynayan
sfingolipidlerden biri olan S1P parametresi de bu tez kapsaminda degerlendirilmistir.
Pb zehirlenmesi goriilen hastalarin plazma S1P diizeyleri ortalama + standart sapma
seklinde verilmis olup selasyon tedavisi dncesinde 60,76 + 15,03 ng/ml sonrasinda ise
48,79 £ 10,75 ng/ml olarak 6l¢iilmiistiir. S6z konusu farkin istatistiksel olarak anlamli

oldugu belirlenmistir. (*p<0,001) Sonugclar Sekil 4.3 ve Tablo 4.4'de 6zetlenmistir.
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S1P diizeyleri (ng/ml)
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40

20

oncesi sonrasl

Sekil 4.3. Kursun isgilerine ait plazma S1P diizeylerinin (ng/ml) selasyon tedavisi
Oncesi ve sonrasinda karsilastirilmasi, *p<0,001.

Tablo 4.4. Kursun is¢ilerine ait plazma S1P diizeylerinin (ng/ml) selasyon tedavisi
Oncesi ve sonrasinda karsilagtirilmasi, *p<0,001.

Oncesi Sonrasi

S1P (NG/ML) 60,76 + 15,03 *48,79 £ 10,75

" p<0,001 (Degiskenler, Ortalama + SS ile belirtilmistir).

4.5. Metabolomik Analizine iliskin Bulgular

Kursun maruziyeti olan 42 is¢iden olusan calisma grubuna ait selasyon tedavisi
uygulamasi oncesi ve sonrasina bagli olarak degisen metabolomik profilleri GC-MS
yontemi ile incelenmistir. Elde edilen metabolomik veriler birlestirilerek biitiinlesik
omik (entegre omiks) verisi elde edilmis ve bu veri matrisi ¢ok degiskenli veri
analizleri ile incelenmistir. Aykir1 degerler uzaklastirildiktan sonra PLS-DA analizleri
her iki hiicre hattina ait biitlinlesik omik verisinde bir arada ve ayr1 ayri
gerceklestirilmistir. PLS- DA analizlerindeki farklilagsmaya neden olan metabolitlerin
belirlenmesi i¢in VIP (projede dnemli degisken) grafiklerinden yararlanilmistir (Sekil

4.4.A,B,C). Elde edilen bulgular selasyon tedavisinin dncesi ve sonrasinda bazi
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metabolik profillerin degistigini ortaya koymustur. Bunlar arasinda, VIP grafiginde
baslica bu metabolitlerin 20 tanesi siralanmistir. Bunlar arasinda linoleik asit,

heptadekanoik asit, oleik asit gibi dnemli yag asitlerinin de bulundugu metabolitler yer

almaktadir.
A Sonrasi C o
' Benzoic acid Q
» Glycerol 1-phosphate :‘;
©1  Oncesi Linoleic acid '%
s ic acid T
Oxalic acid 3
go ine-
Serine c
o Fumaric acid+ g
[
0 Oleic acid ©
15 PLS-DA Homoserine] &
2 . - Heptadecanoic acid
» a5 A0 3 o s 1 15
- Glycolic acid
- =
Quinic acid ©
- £
2-hydroxybutyric acid+ ©
28 Inorganic phosphate - g
20, Glucoheptonic acid- ‘B
&1.5 . s ';
S, Glucose-6-phosphoric acid+ ©
: T
05 Ribulose-5-phosphate 4 3
00 L Glycerol c
TP Die e 8T e s D WD G T e DY o
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Varyasyon

Sekil 4.4. Selasyon tedavisi Oncesi ve sonrasina ait metabolomik verilerine ait ¢ok
degiskenli veri analiz. A) PLS-DA skor grafigi B) Veri analizinde
farklilasmaya neden olan metabolitlere ait VIP grafigi C) Selasyon tedavisi
ile artan veya azalan metabolitlerin degisim yoniinii gdsteren regresyon
katsayis1 grafigi; PLS-DA: Kismi En Kii¢iik Kareler Farklilagtirma Analizi,
VIP: Projede 6nemli degisken.

GC-MS yontemi ile veri tabaninda yer alan toplam 152 metabolit
tanimlanmistir. Bu metabolitlerden 17 tanesinin iki grup arasinda anlamli olarak farkl

oldugu goriilmiistiir (p<0.05) (Tablo 4.5.). Bu metabolitler asagida verilmistir:

o Alfa ketoglutarik asit e Miyo-inositol

e Benzoik asit e N-asetil-D-triptofan

e Sitrik asit e N-asetil-L-glutamik asit
e Kreatinin e Oleik asit

e Fukoz e O-fosfokolamin

e Fumarik asit ¢ Ribitol

e Glukoz-6-fosforik asit e Ribuloz-5-fosfat

e Heptadekanoik asit e Serin

e Linoleik asit
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Tablo 4.5. GC-MS analizi sonucunda selasyon tedavisi Oncesi ve sonrasinda

tanimlanan metabolitler ve bagil derisimleri.

Metabolit Oncesi Sonrasi P
(Ortalama*+£SS) (Ortalama*+£SS) degeri**
1 1-heksadekanol 0,066 | + 0,001 | 0,070 |+ 0,003 | 0,194
2 2-amino-1-feniletanol 0,719 | + 0,041 | 0,651 | £ 0,044 | 0,197
3 2-biitin-1,4-diol 0,058 | + 0,004 | 0,058 | + 0,003 | 0,992
4 2-hidroksibiitirik asit 0,476 | + 0,025 | 0,408 | £ 0,030 | 0,054
5 2-ketobiitirik asit 0,053 | + 0,004 | 0,051 |+ 0,003 | 0,695
6 2-ketokaproik asit 0,032 | + 0,005 | 0,059 | =+ 0,022 | 0,247
7 2-ketoizokaproik asit 0,090 | + 0,008 | 0,090 | + 0,007 | 0,989
8 2-keto-L-gulonik asit 0,104 | + 0,018 | 0,104 | + 0,013 | 0,986
9 3-aminopropiyonitril 0,406 | + 0,011 | 0,374 | £ 0,014 | 0,079
10 3-hidroksipropanoik asit | 0,170 | + 0,011 | 0,188 | + 0,015 | 0,059
11 3-indolasetik asit 0,197 | £ 0,038 | 0,182 | + 0,017 | 0,618
12 3-indolelaktik asit 0,098 | + 0,005 | 0,092 | + 0,006 | 0,278
13 3-metil-2-oksobutanoik | 0,044 | £ 0,002 | 0,041 | + 0,002 | 0,208
14 g?:;etil—L-histidin 0,013 | £ 0,001 | 0,023 | £ 0,010 | 0,315
15 3-metiloksiindol 0,038 | + 0,001 | 0,038 |+ 0,002 | 0,896
16 3-fenillaktik asit 0,009 | + 0,001 | 0,009 | =+ 0,001 | 0,320
17 3-fosfogliserik asit 0,011 | + 0,002 | 0,010 | =+ 0,002 | 0,557
18 4-hidroksi-L-prolin 0,230 | + 0,012 | 0,252 | + 0,026 | 0,408
19 4-hidroksifenilasetik asit | 0,026 | + 0,001 | 0,025 |+ 0,001 | 0,653
20 4-piridoksik asit 0,004 | + 0,000 | 0,012 |+ 0,005 | 0,164
21 6-deoksi-D-glikoz 0,065 | + 0,005 | 0,062 |+ 0,004 | 0,490
22 6-hidroksiheksanoik asit | 0,037 | + 0,005 | 0,029 | + 0,002 | 0,114
23 6-fosfoglukonik asit 0,077 | + 0,004 | 0,081 | + 0,004 | 0,459
24 Alanin 0,805 | + 0,064 | 0,765 | £ 0,056 | 0,499
25 Alloz 0,617 | + 0,008 | 0,615 |+ 0,017 | 0,898
26 Alfa ketoglutarik asit 0,114 | + 0,008 | 0,123 | + 0,010 | 0,045
27 Alfa tokoferol 0,582 | + 0,029 | 0,592 | + 0,028 | 0,728
28 Alfa-glukozamin 1- 0,741 | + 0,034 | 0,704 | + 0,039 | 0,058
fosfat

29 Altroz 0,343 | £ 0,004 | 0,347 | = 0,010 | 0,575
30 Avrabitol 0,028 | 0,001 | 0,029 |+ 0,001 | 0,477
31 Arasidik asit 0,029 | £ 0,001 | 0,028 |+ 0,001 | 0,222
32 Arbutin 0,003 | £ 0,001 | 0,002 |+ 0,000 | 0,513
33 Aspartik asit 0,106 | + 0,006 | 0,093 | £ 0,006 | 0,093
34 Behenik asit 0,012 | £ 0,000 | 0,011 |+ 0,001 | 0,111




Tablo 4.5. (Devam) GC-MS analizi sonucunda selasyon tedavisi Oncesi ve
sonrasinda tanimlanan metabolitler ve bagil derisimleri.

35 Benzoik asit 0,063 | + 0,001 | 0,056 |+ 0,002 | 0,003
36 Beta-alanin 0,053 | + 0,007 | 0,055 | + 0,006 | 0,837
37 Beta-gliserofosfat 0,155 | + 0,004 | 0,145 | = 0,005 | 0,206
38 Kaprik asit 0,056 | + 0,003 | 0,058 |+ 0,004 | 0,564
39 Kaprilik asit 0,048 | + 0,002 | 0,049 | + 0,003 | 0,726
40 Selobiyoz 0,018 | + 0,001 | 0,017 | £ 0,001 | 0,619
41 Kolesterol 0,879 | + 0,012 | 0,860 | + 0,023 | 0,339
42 Kolik asit 0,001 | £ 0,000 | 0,001 |+ 0,000 | 0,968
43 Sitrakonik asit 0,034 | + 0,001 | 0,032 | + 0,002 | 0,584
44 Sitrik asit 0,401 | £ 0,015 | 0,355 | + 0,018 | 0,036
45 Sitriilin 0,013 | £ 0,003 | 0,023 | £ 0,006 | 0,131
46 Kreatinin 0,462 | + 0,028 | 0,542 | + 0,046 | 0,038
47 Sistin 0,032 | 0,003 | 0,036 |+ 0,002 | 0,283
48 Sitidin 0,048 | = 0,003 | 0,044 | £ 0,002 | 0,184
49 Dehidroaskorbik asit 0,546 | + 0,033 | 0,548 | = 0,055 | 0,980
50 Epsilon-kaprolaktam 0,201 | + 0,012 | 0,200 | + 0,014 | 0,924
51 Fukoz 0,037 | 0,002 | 0,032 | £ 0,002 | 0,038
52 Fumarik asit 0,111 | + 0,005 | 0,094 | + 0,005 | 0,014
53 Galakturonik asit 0,188 | + 0,016 | 0,197 | + 0,016 | 0,538
54 Glukoheptonik asit 0,239 | + 0,010 | 0,266 | + 0,013 | 0,057
55 Glukonik asit 0,112 | + 0,012 | 0,098 | + 0,007 | 0,152
56 Glukonik asit lakton 0,190 | + 0,007 | 0,176 | + 0,009 | 0,177
57 Glukozaminik asit 0,103 | + 0,015 | 0,098 | + 0,010 | 0,625
58 Glukoz 0,341 | + 0,005 | 0,345 | £ 0,011 | 0,665
59 Glukoz-6-fosforik asit | 0,013 | + 0,001 | 0,016 | + 0,001 | 0,031
60 Glutamik asit 0,528 | + 0,031 | 0,472 | + 0,030 | 0,109
61 Gliseraldehit 0,123 | + 0,004 | 0,139 | + 0,012 | 0,199
62 Gliserik asit 0,065 | + 0,002 | 0,065 | + 0,004 | 0,949
63 Gliserol 0,376 | + 0,008 | 0,377 | = 0,013 | 0,946
64 Gliserol 1-fosfat 0,019 | + 0,002 | 0,016 | + 0,000 | 0,077
65 Glisin 0,954 | + 0,039 | 0,891 | + 0,044 | 0,160
66 Glikolik asit 0,030 | £ 0,001 | 0,031 | £ 0,001 | 0,364
67 Heptadekanoik asit 0,028 | + 0,001 | 0,024 | + 0,001 | 0,003
68 Homoserin 0,120 | + 0,005 | 0,132 | + 0,006 | 0,139
69 Hidrokinon 0,006 | + 0,001 | 0,006 | =+ 0,001 | 0,882
70 Hipotaurin 0,010 | £ 0,001 | 0,009 | =+ 0,001 | 0,392
71 1n0rganik fosfat 0,055 | + 0,003 | 0,062 | = 0,003 | 0,090




Tablo 4.5. (Devam) GC-MS analizi sonucunda selasyon tedavisi 6ncesi ve
sonrasinda tanimlanan metabolitler ve bagil derisimleri.

72 Inosin 0,022 | 0,008 | 0,011 | £ 0,004 | 0,272
73 1zol6sin 0,801 | + 0,036 | 0,783 | + 0,037 | 0,712
74 Izomaltoz 0,010 | + 0,006 | 0,009 | + 0,003 | 0,835
75 Itakonik asit 0,032 | + 0,001 | 0,032 | + 0,002 | 0,800
76 Kiniirenin 0,004 | + 0,001 | 0,004 | + 0,001 | 0,610
77 Laktamid 0,115 | + 0,023 | 0,310 | + 0,156 | 0,219
78 Laktik asit 0,512 | + 0,020 | 0,483 | + 0,025 | 0,300
79 Laktobionik asit 0,029 | + 0,002 | 0,030 | + 0,001 | 0,633
80 Laktoz 0,030 | + 0,004 | 0,032 | + 0,005 | 0,670
81 Laktuloz 0,012 | £ 0,000 | 0,011 | + 0,001 | 0,110
82 Laurik asit 0,046 | + 0,002 | 0,051 | + 0,006 | 0,417
83 Losin 0611 | + 0,070 | 0,599 | + 0,057 | 0,864
84 Linoleik asit 0,221 | + 0,010 | 0,171 | £ 0,008 | 0,000
85 Lizin 0,857 | 0,034 | 0,852 | + 0,042 | 0,930
86 Liksoz 0,033 | 0,004 | 0,024 | £ 0,004 | 0,091
87 Maleik asit 0,059 | £ 0,001 | 0,059 |+ 0,002 | 0,940
88 Malik asit 0,060 | + 0,003 | 0,061 |+ 0,003 | 0,705
89 Malonamid 0,051 | + 0,004 | 0,053 | + 0,003 | 0,470
90 Maltitol 0,016 | + 0,001 | 0,015 | £ 0,001 | 0,317
91 Maltoz 0,210 | £ 0,018 | 0,194 | £ 0,013 | 0,436
92 Maltotrioz 0,004 | £ 0,001 | 0,005 |+ 0,001 | 0,529
93 Mannitol 0,089 | £ 0,036 | 0,086 |+ 0,016 | 0,949
94 Mannoz 0,207 | £+ 0,012 | 0,307 | = 0,104 | 0,358
95 Metionin 0,230 | + 0,009 | 0,219 | + 0,011 | 0,377
96 Metil kaprilat 0,003 | + 0,002 | 0,006 | + 0,003 | 0,490
97 Metil linolenat 0,350 | + 0,013 | 0,358 | + 0,016 | 0,698
98 Metil oleat 0,009 | + 0,004 | 0,005 | + 0,000 | 0,305
99 Metil palmitat 0,023 | + 0,005 | 0,035 | + 0,007 | 0,116
100 | Metil stearat 0,088 | + 0,037 | 0,049 | + 0,003 | 0,310
101 | Metilmalonik asit 0,099 | + 0,004 | 0,101 | + 0,005 | 0,738
102 | Mimozin 0,064 | + 0,003 | 0,059 |+ 0,003 | 0,390
103 | Miyo-inositol 0,722 | + 0,032 | 0,784 | = 0,034 | 0,042
104 | N-asetil-D-mannozamin | 0,015 | + 0,001 | 0,014 | £ 0,001 | 0,355
105 | N-asetil-D-triptofan 0,126 | + 0,015 | 0,103 | + 0,011 | 0,036
106 N-.asetiI—L-qutamik 0,390 | + 0,023 | 0,328 | + 0,021 | 0,028
107 ils-l:lsetil-ornitin 0,043 | + 0,004 | 0,035 | + 0,003 | 0,051




Tablo 4.5. (Devam) GC-MS analizi sonucunda selasyon tedavisi 6ncesi ve
sonrasinda tanimlanan metabolitler ve bagil derisimleri.

108 | N-etilglisin 0,016 | + 0,001 | 0,015 | £ 0,001 | 0,407
109 | N-metilalanin 0,109 | + 0,008 | 0,096 |+ 0,008 | 0,113
110 | Oleik asit 0,263 | + 0,017 | 0,194 | = 0,013 | 0,006
111 | O-fosfokolamin 0,051 | + 0,003 | 0,060 |+ 0,004 | 0,035
112 | O-fosfo-L-serin 0,175 | + 0,009 | 0,168 | + 0,010 | 0,562
113 | Oksaloasetik asit 0,060 | + 0,007 | 0,066 | + 0,005 | 0,446
114 | Oksalik asit 0,186 | + 0,012 | 0,198 | + 0,010 | 0,390
115 | Palatinitol 0,000 | + 0,000 | 0,000 |+ 0,000 | 0,594
116 | Palmitik asit 0,788 | + 0,018 | 0,735 | + 0,022 | 0,103
117 | Palmitoleik asit 0,094 | + 0,010 | 0,110 | + 0,011 | 0,068
118 | P-kresol 0,031 | + 0,003 | 0,032 | £ 0,003 | 0,674
119 | Fenilalanin 0,699 | + 0,021 | 0,695 | + 0,028 | 0,916
120 | Fosforik asit 1,054 | + 0,009 | 1,037 |+ 0,033 | 0,595
121 | Porfin 0,343 | 0,015 | 0,344 | = 0,019 | 0,940
122 | Prolin 0,686 | + 0,065 | 0,672 | + 0,048 | 0,845
123 | Piirin ribozid 0,065 | £ 0,003 | 0,060 |+ 0,003 | 0,179
124 | Piroglutamik asit 0,995 | + 0,045 | 0,901 | + 0,056 | 0,087
125 | Piriivik asit 0,131 | £ 0,011 | 0,123 | £ 0,012 | 0,583
126 | Kinik asit 0,034 | 0,004 | 0,046 |+ 0,005 | 0,096
127 | Ribitol 0,015 | £ 0,001 | 0,018 | £ 0,002 | 0,049
128 | Riboz 0,021 | £ 0,002 | 0,017 | £ 0,002 | 0,107
129 | Ribuloz-5-fosfat 0,002 | £ 0,000 | 0,003 | £ 0,001 | 0,010
130 | Sakkarik asit 0,019 | £ 0,001 | 0,020 |+ 0,001 | 0,260
131 | S-karboksimetil sistein 0,006 | + 0,000 | 0,006 | =+ 0,000 | 0,262
132 | Sedoheptuloz 0,626 | + 0,008 | 0,598 | + 0,027 | 0,284
133 | Serin 0,770 | + 0,035 | 0,647 | = 0,046 | 0,001
134 | Sorbitol 0,011 | + 0,001 | 0,010 | + 0,001 | 0,675
135 | Sorboz 0,197 | + 0,018 | 0,275 | + 0,072 | 0,312
136 | Skualen 0,003 | + 0,000 | 0,003 |+ 0,000 | 0,823
137 | Stearik asit 0,787 | + 0,018 | 0,764 | + 0,026 | 0,484
138 | Siiksinik asit 0,142 | + 0,004 | 0,138 | + 0,006 | 0,351
139 | Siikroz 0,275 | + 0,103 | 0,273 | + 0,064 | 0,990
140 | Tagatoz 0,386 | + 0,070 | 0,576 | + 0,093 | 0,100
141 | Tartarik acit 0,046 | + 0,002 | 0,048 | + 0,002 | 0,342
142 | Tartronik asit 0,021 | + 0,001 | 0,023 | + 0,001 | 0,373
143 | Treitol 0,038 | + 0,001 | 0,038 | + 0,002 | 0,926
144 | Treonin 0,131 | + 0,010 | 0,121 | £ 0,008 | 0,345
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Tablo 4.5. (Devam) GC-MS analizi sonucunda selasyon tedavisi 6ncesi ve
sonrasinda tanimlanan metabolitler ve bagil derisimleri.

145 | Timin 0,027 | + 0,001 | 0,024 | + 0,001 | 0,130
146 | Trehaloz 0,092 | + 0,006 | 0,095 |+ 0,005 | 0,531
147 | Triptofan 0,602 | + 0,077 | 0,593 | + 0,074 | 0,881
148 | Tirozin 0,803 | 0,036 | 0,787 | + 0,043 | 0,710
149 | Urasil 0,018 | + 0,001 | 0,018 | + 0,002 | 0,843
150 | Ure 0,957 | £ 0,016 | 0,888 | + 0,036 | 0,072
151 | Valin 0,861 | + 0,082 | 0,858 | + 0,072 | 0,975
152 | Kiilitol 0,096 | + 0,004 | 0,094 | + 0,004 | 0,657

*%*: [nternal standarda gore normalizasyondan sonraki degerlerdir.
*p <0.05 istatistiksel olarak farkin anlamli oldugunu gosterir.

4.6. Yolak Analizleri

Kursuna maruz kalan ve selasyon tedavisi alan ig¢ilerden alinan 6rneklerde yapilan
metabolomik analiz istatistiksel olarak karsilagtirilmis (Tablo 4.6.) ve anlamli degisen
metabolitler kullanilarak  (p<0.05) yolak analizleri (MetaboAnalyst, Kanada)

gerceklestirilmistir. Yolak analizlerinin sonuglart Sekil 4.5. ve Sekil 4.6.’da sunulmustur.
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Sekil 4.5. Selasyon tedavisi 6ncesi ve sonrasina ait genel degisen yolaklar (A) ve
istatistiksel olarak onemli degisen metabolitlerin zenginlestirici yolak
analizlerinden elde edilen yolaklar (B).
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Sekil 4.6. Selasyon tedavisi Oncesi ve sonrasina ait anlamli sekilde degisen bazi

belirgin yolaklar.

Tablo 4.6. Selasyon tedavisine bagli olarak istatistiksel olarak anlamli degisen

metabolitlerin yer aldiklar1 yolaklar.

Yolak adx Eslesme p degeri Etki

Alanin, aspartat ve glutamat

4/28 1.3388E-4 0.05048
metabolizmasi
Arjinin_biyosentezi 3/14 3.0695E-4 0.0
Sitrat (TCA) dongiisii 3/20 9.255E-4 0.17875
Sfingolipit metabolizmasi 2/21 0.018719 0.0142
Glikoksilat ve dikarboksilat

2/32 0.041386 0.07408
metabolizmasi



https://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/Secure/pathway/ResultView.xhtml
https://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/Secure/pathway/ResultView.xhtml
https://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/Secure/pathway/ResultView.xhtml
https://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/Secure/pathway/ResultView.xhtml
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Selasyon tedavisi ile istatistiksel olarak anlamli sekilde etkilenen (p<0,05)
yolaklar Tablo 4.6.’da verildigi sekilde alanin, aspartat ve glutamat metabolizmasi,
arjininin biyosentezi, sitrat (TCA) dongiisii, sfingolipit metabolizmasi ve glikoksilat
ve dikarboksilat metabolizmasidir. Bunlardan o6zellikle lipit yolaklarinin 6nemli
bileseni olan ve biyolojik fonksiyonlar1 dolayisiyla pek¢ok farkli molekiiliin de dahil
oldugu sfingolipit metabolizmasinda bulunan 32 metabolitten 2 tanesinin selasyon

tedavisi Oncesi ve sonrasinda anlamli sekilde degistigi goriilmiistiir.
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5. TARTISMA

Bu tez calismasi ile Pb zehirlenmesi goriilen hastalarda selasyon tedavisinin
metabolomik profilde olusturdugu degisikliklerin belirlenmesi, kolesteroliin oto-
oksidasyonu sonucunda olusan oksisterol diizeylerinin Ol¢iilerek birlikte ele alinmasi,
sfingolipitlerin metabolizmasi ile olusan ve polar bir metabolit olan, hiicre zarinin
akigkanliginin diizenlenmesinde yapisal olarak dnemli rol oynayan S1P diizeylerinin

tespit edilerek selasyon tedavisinin etkinliginin incelenmesi amaclanmustir.

Kursun cevrede yaygin olarak bulunan bir agir metaldir. Insanoglunun
kullanmay1 6grendigi ilk metallerden birisi olan Pb’nin toksisitesi antik ¢caglardan beri

bilinmektedir (274, 275).

Kursuna g¢evresel maruziyet esas olarak kursunla kontamine toprak, kir, igme
suyu ve Pb bazli zararli boyalar ile temas halinde meydana gelir (274, 276). Pb, 500-
600°C’nin tizerindeki sicakliklarda buharlasabilen bir metal oldugundan cevresel
dagilim1 ¢cogunlukla havaya yayilan endiistriyel bacalardan ¢ikan gazlar ve Pb ilave
edilmis petrol ile fosil yakitlarin yanma iiriinleri aracilig1 ile olmaktadir. Bu yanma
tirlinlerinin icerisinde mikrometre diizeyinde Pb partikiilleri bulunmaktadir. Daha az
miktarda Pb maruziyeti gastrointestinal sistem yolu ile olmaktadir. Ozellikle sanayi
bolgelerine yakin alanlardaki sebzelerde Pb konsantrasyonu yiikselmektedir (100,

277).

Mesleki Pb maruziyetine sebep olan yaygin aktiviteler ve endiistrilere;
akiimiilatdr yapim ve tamiri, matbaacilik, pil tiretimi, kaynakcilik ve boyacilik 6rnek

olarak verilebilir (278).

DSO ile FDA tarafindan yapilan ¢alismalar sonucunda gidalarla bireylerin
maruz kalabilecegi izin verilen giinliik Pb miktar1 25 ng/kg olarak belirlenmistir. Suyla
alman giinliik Pb’nin %40°’1 absorbe olup kan dolasimina katilirken, sindirim
kanalindan alinan Pb’nin ancak %10-15’1 absorbe edilmektedir. Organik Pb bilesikleri
deri yolu ile de absorbe edilebilir. Insan viicuduna giren Pb’nin %85-90’lik kismi
kanda eritrositlerin zarina baglanarak, %1°1 serbest ve geri kalan1 ise albumine bagh
olarak taginmaktadir. Pb parankimal organlarda dagilim gostermektedir ve ayrica,

kemiklerde Ca’nin yerini alarak depolanmaktadir (100, 279, 280).
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Uretimde yaygin olarak Pb kullanilmas1 sonucu mesleki Pb maruziyeti diinya
genelinde siirekli olarak meydana gelmektedir. Pb maruziyetinin toksik etkileri insan

ve hayvan modellerinde gosterilmistir (281).

Kursuna yiiksek diizeylerde maruziyet hematopoetik, gastrointestinal, iiriner,
kardiyovaskiiler ve sinir sisteminde advers etkilere yol agmaktadir (278). Diisiik
dozlarda ise kronik Pb maruziyeti ¢ocuklarda anormal kognitif gelisim, anemi,
hipertansiyon ve nérolojik bozukluk gelisimi ile iliskilendirilmistir (279). Bebekler ve
cocuklar, Pb toksisitesi yoniinden daha fazla risk altindadir. Beslenme de Pb

toksisitesini etkilemektedir (274, 275).

Oksidatif stres, Pb zehirlenmesinin en temel mekanizmalardan Dbiridir.
Dolayisiyla Pb’ye bagli olarak ROB iiretimi gergeklesmekte ve oksidatif
makromolekiil hasarina neden olmaktadir (3). Redoks reaksiyonlar1 nedeniyle ortaya
cikabilen lipit oksidasyon irilinlerinin de oksidatif stresi ve hiicre 6limiini
indiikleyebildigi gosterilmistir. Bu baglamda oksisteroller, lipitlerin biyoaktivitesi
yiiksek Onemli bir grubunu olusturmaktadir (282). Pb, kovalent bag olusumuna
yardimct olan giiclii bir elektron paylasim 06zelligine sahiptir. Antioksidan
enzimlerdeki stilfhidril gruplar1 ile Pb arasinda kovalent baglar olugabilmektedir ve
sonucta Pb enzimlerin aktivitelerini engellemektedir (13). Benzer sekilde Pb
toksisitesinin kritik toksisite mekanizmalarindan birisi “hem” biyosentetik yolagi
icindeki temel enzimleri inhibe etmesidir (85). Pb, ALAD ‘in da aralarinda bulundugu
bir¢ok enzimin aktivitesini inhibe edebilir. ALAD ile etkilesim “hem” biyosentezinin
inhibe olmasina ve ALA birikimine neden olur. Bu nedenle, Pb maruziyetinin

biyobelirteci olarak kan ALA diizeyleri kullanilmaktadir (283).

Kronik Pb maruziyetinin karakteristik klinik belirtileri arasinda karin agrist,
bulanti, kisa stireli hafiza kaybi, depresyon, koordinasyon kaybi, ekstremitelerde

uyusma ve karincalanma, kabizlik, konsantre olamama ve impotens sayilabilir (283).

Selasyon, Pb de dahil pekcok agir metal zehirlenmesinin tedavisinde
uygulanmakta olup hedeflenen bolgeden spesifik toksik metali tamamen
uzaklastirmay1 amaglamaktadir. Selasyon ajanlari, metal iyonlarim1 “selat” olarak
adlandirilan kompleks halka benzeri yapi olusturarak baglayabilen organik veya

inorganik bilesiklerdir (284). CaNa;EDTA, Ca’dan daha yiiksek afiniteye sahip olan
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metaller ile zehirlenmelerin tedavisinde etkilidir. Pb-EDTA kompleksi yiiksek
stabiliteye sahiptir ve bu nedenle CaNa;EDTA, Pb zehirlenmelerinde genellikle tercih
edilen bir selator ajandir (200). Pb’nin karaciger toksisitesinin arastirildigi bir
caligmada, karaciger enzimleri arasinda yer alan AST, ALT ve ALP serum
diizeylerinde yiikselis ve karaciger kolesterol metabolizmasinda degisiklikler tespit
edilmistir (8). Aralarinda EDTA’nin da bulundugu farkli selasyon ajanlarinin
biyokimyasal parametreler iizerine etkisinin arastirildigi bir ¢calismada ise, karaciger
enzimleri de dahil biyokimyasal analitlerde degisiklikler oldugu belirlenmistir (285,
286). Yaptigimiz ¢alismada literatiir verileriyle uyumlu olarak selasyon tedavisi
sonrasinda ¢aligma grubunda yer alan kisilerin karaciger enzimlerinde gegici bir artig
oldugu gozlenmis, bu duruma hastanin genel durumuna uygun olarak verilen ilaglarin

da katkida bulunmus olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Oksisteroller, kolesteroliin halkalar1 veya yan zincirine oksijen atomunun OH,
keto, epoksit veya peroksit gruplart olusturacak sekilde eklenmesiyle meydana gelen,
kolesterol metabolizmasindaki 6nemli oksidasyon iiriinleridir. Farkli kimyasal
yapilara sahip ¢ok sayida oksisterol tiirevi bulunmaktadir (282, 287). Oksisteroller,
enzimatik ve enzimatik olmayan yolak olmak tizere iki farkli sekilde meydana gelebilir
(282). Enzimatik yolla yani CYP450 ailesine ait enzimler ile olusan oksijenasyon
iriinleri, digerlerine oranla dolasimda daha fazla bulunmaktadir ve normal hiicresel
slireglerde bu tiirlerin ¢esitli diizenleyici rolleri vardir (223). Enzimatik olmayan (oto-
oksidasyon) yolla olusan oksisterol tiirevleri ise kolesteroliin ROB ve RNS araciligi

ile oto-oksidasyona ugramasi sonucunda olugmaktadir (231).

Oksisteroller, viicutta 6nemli biyolojik faaliyetlerin regiilasyonunda gorev
alirlar ve ¢esitli tiirleri farkli biyolojik fonksiyonlara sahiptir (287). Lipid
metabolizmasinin transkripsiyonel kontroliinde, SREBP diizenlenmesinde, ROR
aktivitesininin modiile edilmesinde, hiicre 6liimiinde (apoptoz), enflamasyon siirecinin
baslamasinda ve enflamasyonda oksisterollerin roliiniin oldugu bilinmektedir (267).
Oksisteroller, memeli dokularinda ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bulunur (282).
Oksisterollerin diizeyleri, makrofaj kopiik hiicreleri, aterosklerotik lezyonlar, katarakt
ve safra taslar1 gibi dokularda gelisebilen ¢esitli patolojik durumlarda ¢ok
artabilmektedir (267). Oto-oksidasyon ile olusan oksisterollerin ateroskleroz,

norolojik hastaliklar ve kanserle olan iliskisi yapilan pekgok ¢alisma ile gosterilmistir.
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Ozellikle kronik seyir gosteren hastaliklarda inflamasyon siirecini baslattiklari
belirtilmistir (287). Son birkag¢ yilda, gelisen LC-MS/MS teknolojisi ile oksisterol
tirlerinin miktarlarinin saptanabilir hale gelmesi, oksisterollerin oksidatif stresin de
icinde bulundupu pekcok lipit iligkili silire¢ i¢in biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi
konusunu giindeme getirmistir. Bu nedenle lipidomik arastirmalarinin 6nemli bir
parcast olan okisterollerin biyobelirte¢ olarak hastaliklarin teshisinde, tedavi
yaklasimlarinin gelistirilmesinde ve hastaliklarin prognozunun takibinde 6nemli

oldugu diisiiniilmektedir (287).

Kanser arastirmalarinda, oksisterollerin kansere katkida bulunan pro-oksidatif
ve pro-inflamatuar ozelliklere sahip oldugu belirlenmistir. ilk olarak ROB/RNS
{iretimini arttirarak tiimoér olusmasini baslatir. ikinci olarak hiicresel fenotiplerin
degisimini tetikleyen siklooksijenaz (COX) 2 gibi upregiile proteinler araciligi ile
timor gelisimini tetikleyebilir. Yapilan bir ¢alismada 20 tane akciger kanseri
hastasinin plazmasinda oksisteroller 6l¢iilmiistiir. 78-OHC seviyesi ile akciger kanseri
arasinda bir iliski bulunmustur. Akciger kanseri riskinde bu molekiil biyobelirteg

olarak bilinmektedir (231).

NP-C1 genetik bir hastalik olup hastalarin lipit metabolizmasinda bozukluk
bulunmaktadir. Yapilan c¢aligmalar, hastalikta kolesterol oksidasyonunun
indiiklendigini, triol ve 7-KC'in NP-C'nin teshisi igin spesifik biyobelirtegler
olabilecegini ortaya koymustur. Elde edilen sonuglara gore oksisteroller NP-C'nin

giivenilir ve duyarli biyobelirtegleridir (273).

Safra taglarmin ve 6zellikle bakteriyel enfeksiyonun eslik ettigi safra yolu
iltihabinin varliginda ¢esitli oksisterollerin diizeylerinin arttig1 tespit edilmistir. Bu
durum safrada oksisterol olusumunun l6kosit aracili ROB {iretimi yoluyla
gerceklestigini diisiindiirmektedir. Biliyer oksisteroller, safra epitel hiicreleri ile
etkilesime girerek mitokondriyal yolla apoptozu indiikleyip epitel hiicre
fonksiyonlarini modiile edebilir. Safra yolu oksisterolleri ayrica kolanjiyo karsinom
ile iligkili bulunmustur. O. viverrini ile indiiklenen kolanjiyo karsinomlu hamster

karacigerlerinde triol dnemli 6l¢iide daha yiiksek seviyelerde bulunmustur (288).

Ateroskleroz, oksisterollerle ilgili oldugu bilinen kardiyovaskiiler bir

hastaliktir.  Aterosklerotik ~ lezyonlarda ~ bulunan  kolesterol =~ LDL’den
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kaynaklanmaktadir (289). Bu patolojik durumda oksisterollerden; 7-KC, 27-OHC ve
70/B-OHC diizeylerinin plazmada belirgin sekilde arttig1 caligmalarla gosterilmistir.
Aym zamanda, aterosklerotik plagin igeriginin %75-80’1 oto oksidasyonla olusan

oksisterollerden olugmaktadir. Plak gelisiminde bu oksisterollerin aktif rol aldig:

belirlenmistir (217).

Silikozis hastalari ile yapilan bir calismada oto-oksidasyon ile olusan oksisterol
diizeylerinin degerlendirilmesi; bir sfingolipit metaboliti olan S1P diizeylerinin tespit
edilmesi; s6z konusu parametrelerin  yanmisira indiiklenmesi olast  lipit
peroksidasyonunun da farkli parametrelerle belirlenmesi amaglanmistir. Bu
amagla, oto-oksidasyonla olugsan oksisterol tiirevlerinden 7-KC, triol, lipid
peroksidasyonunun 6nemli belirtegleri olan MDA, F2-izoprostan (F2-iP) ve 4-HNE
ile S1P diizeyleri Ol¢ililmiistiir. Kontrol grubunda 7-KC ve triol diizeyleri sirasiyla
20,26+1,38 ng/ml ve 13,83+1,75 ng/ml olarak ol¢iiliirken, hasta grubunda sirasiyla
40,614+2,07 ng/ml ve 16,15+£2,22 ng/ml olarak ol¢iilmiistiir (p<0,001). Hasta grubu
plazma 4-HNE, F2-iP ve MDA diizeylerinin hem idrar hem de plazmada kontrol
grubuna kiyasla anlamli sekilde daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Caligsma
sonucunda, silikoziste lipit metabolizmasinin etkilendigi ve oksidatif lipit hasarinin
tetiklendigi, kolesterol oksidasyonunun bu maruziyet grubunda da énemli bir belirteg

olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (290).

Kursuna maruz kalan is¢ilerle yapilan bir calismada 137 hasta ile calisilmis ve
Pb maruziyet diizeyine gore iki grup olusturulmustur. Bu gruplarda kolesterol
oksidasyonu 7-KC diizeyleri ve oksidatif lipit hasar1 ise MDA diizeyleri 6lgiilerek
degerlendirilmistir. Calisma sonucunda, 7-KC diizeylerinde anlamli bir degisiklik

gozlenmezken, lipit peroksidasyonunun indiiklendigi belirlenmistir (291).

Yapmis oldugumuz tez ¢aligmasinda, Pb’ye maruz kalan bireylerde triol ve 7-
KC diizeylerinin, selasyon tedavisi ile azaldig1 gosterilmistir (p<0,001). Dolayisiyla,
kolesterol oksidasyonunun da bu maruziyet grubu i¢in ayirt edici bir belirteg olarak
kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica toksisitenin patofizyolojisinin anlasilarak,

farkli tedavi hedeflerinin belirlenmesine de katkida bulunabilecegi anlasilmaktadir.

S1P, hiicrenin biiylimesi, hayatta kalmasi, hareketinin diizenlenmesi gibi

faaliyetlerinin yaninda invazyon, anjiyogenez, vaskiiler olgunlasma, lenfosit
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hareketleri ve bagisiklik diizenlenmesi gibi dnemli biyolojik foksiyonlarin devamini
saglayan molekiillerden biridir. Sfingolipit metabolizmasindaki 6nemli biyoaktif
metabolitlerden biri olan S1P’nin kanser, ateroskleroz, diyabet ve osteoporoz gibi
bircok hastaligin gelisimiyle iliskili oldugu bilinmektedir. Yapilan ¢alismalarda, S1P,
pekcok patolojik durumla ilgili arastirmada hiicre i¢i hedeflerden biri olarak
gosterilmistir (237). Kanser olusumunda, SI1P olusumunu indiikkleyen SphKl1
aktivasyonu ile S1P’nin artmasi, kanser hiicrelerinin apoptozunu engellerken,
cogalmalarini, anjiyogenez ve metastaza yonelmelerini kolaylastirir. Ayrica, meme,
kolon, akciger, yumurtalik, mide, uterus, bobrek ve rektum gibi pek¢ok kanser tlirtinde

SphK 1 diizeylerinin agir1 arttig1 bildirilmistir (232).

Sfingolipid metabolizmas:1 farkli nodrolojik hastaliklarla iliskilendirilmis,
Alzheimer hastalarinda da etkilendigi bildirilmistir. Bu hastalarda beyin S1P
seviyelerinde diisiis olmast hiicre oliimiinii tetiklemekte ve beyin hiicrelerinde
kayiplarin ger¢eklesmesine neden olmaktadir. Ayrica, Alzheimer hastalarinda S1P’nin
geri doniislimsiiz olarak etanolamin ve heksadesanole doniisiimiinii katalizleyen SPL
ekspresyonu artmig ve bu durum klinik demans progresyonu ile korelasyon
gostermistir. Bu  bulgular, S1P metabolizmasinin Alzheimer hastaligi gibi
norodejeneratif hastaliklarin ilerlemesinde rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir
(292).

Yapmis oldugumuz ¢alisma ile uygulanan selasyon tedavisi sonrasi S1P’nin
diizeylerinin azalmis oldugu gosterilmistir. Bu durum literatiirde patolojik durumlarda
artig gosterebilen S1P’nin Pb maruziyeti olan grupta selasyon tedavisi ile geri
cevrilebildigini kanitlamaktadir. Sfingolipit metabolizmas1 iizerinde genis ¢aph
analizlerin bu maruziyet grubu i¢in degerli olabilecegi ortaya konulmustur. Ayrica
metabolomik yolak analizlerinde de sfingolipit metabolizmasinin etkilendigi ve olasi

toksisitenin patofizyolojisinde roliiniin olabilecegi gosterilmistir.

Insan Genom Projesi’nin, 2003 yilinda tamamlanmasiyla insan viicudundaki
genlerin, tiim bireylerde biiylik oranda ayni1 olup sadece % 0.1 inin farkli oldugu ortaya
cikarilmistir. Insanlar arasindaki hastaliklara karst olan bireysel farkliliklar klinik
fenotipi belirleyen tiim bilgilerin hiicrede olusan metabolitler diizeyinde sakli olmasi
ile agciklanmaktadir (31). Metabolitler, biyokimyasal reaksiyonlarin ara iiriinleridir ve

canli hiicre icerisinde gerceklesen cok sayida farkli metabolik kaskadlarda rol alan
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veya bu metabolik yollarin isleyisi sirasinda ortaya c¢ikan Onemli kimyasal
molekillerdir (293).

Metabolomik ise metabolomdaki kiigiik molekiilli  metabolitlerin
spektroskopi, kromatografi gibi yiiksek verimli teknolojiler kullanilarak saptanmasi,
miktariin belirlenmesi ve tanimlanmasidir (31). Geleneksel yontemlerin aksine
metebolomik caligma; bir biyolojik numune i¢indeki binlerce kii¢iik molekiiliin
Olctilebilmesini saglayabilir. Milyonlarca veri pargalar1 arasindan bir molekiil sinyali
belirlenerek matematiksel hesap ile sayisal bir sonuca ulasilabilmektedir (294).

Kursun maruziyetinde plazma metabolomik profilinin arastirildigt bir
calismada, calisma grubundan toplanan ayak tirnagi ve kan Orneklerinde analizler
yapilmistir. Pb maruziyeti ile iligkili metabolitleri tanimlamak i¢in ¢ok degiskenli
dogrusal regresyon modelleri, diizlestirici egriler ve yol analizleri kullanilmistir.
Toplam 399 kisiden toplanan 6rneklerde 858 metabolit 6l¢iilmiis ve 154 tanesinin kan
kursunu ile anlamli sekilde iligkili oldugu belirlenmistir. Caligma sonunda, Pb
maruziyetinin oksidatif stres ve immiin fonksiyon bozuklugu ile iliskili metabolitler
ve metabolomik yolaklarda etkili oldugu belirlenmistir (295).

Bir metabolomik c¢alismasinda, ¢esitli kaynaklar aracilig1 ile gergeklesen Pb
maruziyetinin idrar metabolomik profillerini degistirebilecegi ve bu degisikliklerin
biyolojik o0zelliklerle baglantili olabilecegi Ongoriilmistiir. Calisma sonunda
tanimlanan on aday biyobelirte¢, muhtemelen bobrekte amino asit, porfirin ve klorofil
metabolizmas1 ve hem biyosentetik yolak dahil kiiciik molekiil tasimniminin
bozulmasiyla ilgili olan ATP baglayici kaset (ABC) tasiyicilariyla iligkilendirilmistir.
Ozetle, sonuglar Pb'nin bu biyolojik yollarin degistirilmesi yoluyla bireylerdeki saglik
etkileriyle iligkili oldugunu gdstermistir. Calismada bu maruziyet grubu ic¢in kohort

calismalar 6nerilmistir (29).

Agir metallere maruz kalmanin metabolik enzimlerin normal aktivitesini
etkiledigi bulunmustur. Ornegin, civa kloriir (HgCly), enzimlerin aktivitesini
diislirerek kirmizi kan hiicrelerinde yalnizca iki metabolik yolu, glikoliz yolunu ve
heksoz-fosfat liziz yolunu inhibe edebilmektedir. Glikolizin ilk basamagindaki enzim
heksokinaz ve glikoliz isleminin son enzimi olan piruvat kinazin aktivitesinin de
maruziyetle onemli dl¢lide azaldigi bulunmustur. Dolayisiyla Pb maruziyetiyle de

glikolitik yolaklarda metabolik diizeyde belirgin degisimler goézlenebilmektedir.
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Ozellikle biyolojik sistemlerde redoks reaksiyonlar1 yoluyla Pb de dahil agir metallerle
indiiklenen ROB pekgok patolojik durumun ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir
(296).

Yapmis oldugumuz metabolomik ¢alismasinda 6ne ¢ikan aday metabolitlerin
karbonhidrat, protein metabolizmas: yanisira dolayli olarak lipit metabolizmasi ile
iliskili oldugu ve literatiirdeki sinirli veri ile de paralellik gosterdigi goriilmiistiir.
Anlamli olarak degisen metabolitler arasinda benzer olanlarin da oldugu
belirlenmistir. Caligmamizda, anlamli bulunan metabolitler alfa ketoglutarik asit,
benzoik asit, sitrik asit, kreatinin, fukoz, fumarik asit, glukoz-6-fosforik asit,
heptadekanoik asit, miyo-inositol, linoleik asit, N-asetil-D-triptofan, N-asetil-L-
glutamik asit, oleik asit, O-fosfokolamin, ribitol, ribuloz-5-fosfat ve serin seklinde
siralanmistir. Yapilan yolak analizleri sonucunda ise s6z konusu metabolitlerin aktif
rol aldig1 yolaklar arasinda alanin, aspartat ve glutamat metabolizmasi, arjinin
biyosentezi, TCA, sfingolipit metabolizmasi, glikoksilat ve dikarboksilat

metabolizmasinin yer aldig1 belirlenmistir.

Genel olarak ¢alisma sonuglarimiz 6zetlendiginde, Pb maruziyetinin kolesterol
oto-oksidasyonunu indiikleyebilecegi, toksisitenin patogenezinde oksisterollerin de
katkisinin olabilecegi ve selasyon tedavisinin bu oksidasyonun geri dondiiriilmesinde
etkili oldugu gosterilmistir. Oksisterollerin biyobelirtec olarak hastaliklarin teshisinde,
tedavi yaklasimlari gelistirilmesinde ve hastaliklarin prognozunun takibinde
onemli lipidomik parametreler olabilecegi ve farkli tiirevlerinin de ¢alisilmasinin
yararli olabilecegi ongoriilmektedir. Diger oksisterol tiirlerinin de Pb maruziyetindeki
degisimi, patogeneze katkisi ve selasyon tedavisi ile degisiminin degerlendirilmesinin
degerli olabilecegi ongoriilmiistiir. Ayrica S1P diizeylerindeki degisimin de selasyonla
azaldigr belirlenmistir. Bu maruziyet grubunda sfingolipit metabolizmast ve
seramidlerin degerlendirilmesi, toplumsal bir problem olan hastaligin patogenezinin
tam olarak anlasilmasi ve olasi hedef tedavilerde lipitlerin yerinin ortaya konmasi

acisindan dnemli goriilmektedir.

Agir metal maruziyetlerinde olas1 hasarin patogenezinin anlasilmasi, erken
donem biyobelirteglerinin belirlenerek toksisitenin tespiti ve tedavisine katki

sunulmas1 6nem tagimaktadir. Dolayisiyla, etkilenen ve degisen metabolik yollar
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aciklamak bu tiir maruziyetlerde yeni terapotik hedefler belirlemek i¢in yararli olabilir.
Ayrica selasyon tedavisi ¢alismamizdaki metabolomik verilerinde de goriildiigi gibi
Pb, maruziyet doneminde metabolik profilde degisikliklere neden olmaktadir. Ayrica
lipit iligkili yolaklarin Pb maruziyetinde etkilendigi ve selasyon tedavisinin bu profilde
degisikliklere neden oldugu belirlenmistir. Ozetle, elde edilen metabolomik verileri de
lipit yolaklarinin iligkili oldugu pek¢ok metabolit profilinde degisikligi ortaya koymus,
gelecekte hasta sayisinin da artirilarak genis ¢apli lipidomik ¢alismalarin yapilmasinin

anlamli oldugu sonucuna varilmistir.

Temel toksisite mekanizmasi oksidatif stres olarak verilen Pb’ye bagh
degerlendirilen parametrelerde selasyona bagl geri doniisler, antioksidan takviyesinin

de bu hasta grubu i¢in degerli olabilecegini 6ngérmemize neden olmaktadir.

Yapilan literatiir taramasinda daha 6nce bu hasta grubunda metabolomik
calismalarinin ve oksisterol diizeylerinin birlikte degerlendirildigi bilimsel bir
makaleye rastlanmamistir. Dolayisiyla, calismanin bir 6n c¢alisma olmast s6z
konusudur. Ozellikle, uygulanan selasyon tedavisinin Pb toksisitesi iizerine etkisinin

tiim parametrelerle birlikte degerlendirildigi ilk pilot ¢calisma olma niteligindedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasi ile Pb zehirlenmesi goriilen hastalarda selasyon tedavisinin

metabolomik profilde olusturdugu degisikliklerin belirlenmesi, kolesteroliin oto-

oksidasyonu sonucunda olusan oksisterol diizeylerinin Ol¢iilerek birlikte ele alinmasi,

sfingolipitlerin metabolizmasi ile olusan ve polar bir metabolit olan, hiicre zarinin

akigkanliginin diizenlenmesinde yapisal olarak énemli rol oynayan S1P diizeylerinin

tespit edilerek selasyon tedavisinin etkinliginin incelenmesi planlanmustir.

Elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir:

Kolesterol oksidasyonunun belirlenebilmesi amaciyla, kolesterol
oto-oksidasyonunun belirteclerinden olan 7-KC ve triol diizeyleri
Ol¢iilmiis, Pb maruziyetinde meydana gelen artigin selasyonla geri
cevrildigi saptanmistir. Dolayisiyla bu hasta grubunda kolesterol
oksidasyonunun da toksisitenin patogenezinde rol alabilecegi
diistintilmektedir. Farkli oksisterol tiirlerinin de Pb maruziyetindeki
durumu ve selasyonla degisiminin degerlendirilmesinin degerli
olabilecegi ongoriilmiistiir.

Oksisteroller biyobelirteg olarak hastaliklarin teshisinde, tedavi
yaklagimlarinin gelistirilmesinde ve hastaliklarin prognozunun
takibinde 6nemli lipidomik parametrelerdir.  Dolayisiyla
toksikolojik c¢alismalarda da farkli maruziyetlerin mekanistik
caligmalarinda kullanilabilir.

Bu hastalarda, ayrica S1P diizeyleri de Olgiilmiis ve selasyon
tedavisi sonrasinda anlamli sekilde azaldig1 belirlenmistir.
Sonuglarimiz ¢alismanin gergeklestirilmesi i¢in  kurdugumuz
hipoteze uygun olarak Pb maruziyetinde lipit metabolizmasinin
etkilendigini ve kolesterol oksidasyonunun bu maruziyet grubunda
da 6nemli bir belirte¢ olarak kullanilabilecegini gdstermistir ve
uygulanan selasyon tedavisi ile s6z konusu kolesterol oto-
oksidasyonunun geri cevrilebildigi belirlenmistir. Ayrica ana
mekanizmas1 oksidatif stres olan Pb toksisitesinde selasyon

tedavisinin yanisira dilizenli olarak kullanilacak antioksidan
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takviyelerinin serbest radikal reaksiyonlarimi ve oksidatif lipit
hasarini azaltabilecegi diistiniilmiistiir. Ayrica, selasyon tedavisinin
parametreler lizerindeki etkisi géz oniine alindiginda, kullanilacak
antioksidan takviyelerinin oksidatif stres mekanizmasi iizerinden
olusan Pb toksisitesinin azalmasina ve oksidatif lipit hasarinin da
onlenmesine yardimci olabilecegi sonucuna varilabilir.

Elde edilen bulgularda, Pb maruziyetinde selasyon tedavisi dncesi
ile sonrasi kiyaslandiginda metabolik diizeyde degisiklikler oldugu,
olanlarin da yer aldig1 belirlenmistir. Dolayisiyla, gelecekte hasta
sayisinin da artirllarak genis c¢apli lipidomik ¢aligsmalarin
yapilmasinin anlamli oldugu sonucuna varilmistir.

Yapilan literatiir taramasinda daha o6nce bu hasta grubunda
metabolomik analizlerinin, oksisterol ve S1P diizeylerinin birlikte
degerlendirildigi bilimsel bir makaleye rastlanmamistir. Ayrica,
selasyon tedavisinin etkisinin uygulama oncesi ve sonrast seklinde
tiim parametrelerle birlikte degerlendirildigi ilk pilot ¢alisma olma
niteligindedir. Dolayisiyla, ¢alismanin 6zgiin bir 6n ¢alisma olmasi

s0z konusudur.
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