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Onsoz

Plasenta anne ve fetiis arasindaki fizyolojik, hormonal ve kimyasal iletisimin
gerceklestigi gecici ve onemli bir organdir. Kalici organik kirleticiler (KOK’lar) ise
giinlik yasantimiz icerisinde kullandigimiz bir¢cok iiriinde bulunan c¢evresel
kirleticilerdir. Dogada uzun siire kalabilmeleri, biyolojik birikim potansiyeline ve
vahgi yasam ve insanlar iizerindeki toksik etkilerine iligkin bildirilen kanitlara
dayanarak, Diinya Saglik Orgiitii, Cevre Koruma Ajanslar1 gibi pek ¢ok kurum ve
kurulus tarafindan insan ve doga igin zararli olarak kabul edilmektedir. Insanlarin
KOK'lara maruz kalmasi, gelisimsel toksisite, kanser, diyabet ve endokrin
bozukluklar1 gibi olumsuz saglik etkilerine neden olabilmektedir. Genel
popiilasyonda bu kirletici maddelerin baglica maruz kalma kaynaklar1 beslenme, toz
gibi ¢evresel ortam ve KOK igeren iirlinlerdir. Bu kirleticiler bizlerin saghigim
olumsuz yonde etkilerken fetiis i¢in de tehlike arz etmektedir. Fetiis, anne tarafindan
hamilelik sirasinda ve hayati boyunca kimyasal maruziyetini yansitan bir ortam
olarak kabul edilen plasenta yoluyla toksik kontaminantlara maruz kalmaktadir. Bu
nedenle plasenta dokusu, annenin ve fetiisiin KOK'lara ayn1 anda maruz kalmasini
ve fetiislin yasam boyunca ilk maruziyetine neden olan bir organ olarak
degerlendirilir. Biiylik bir ¢cogunlugu endokrin bozucu etkinlik gosteren KOK’lar;
glic dogum, diisik dogum agirligi, anomali, hormonal bozukluklar, metabolik,
kardiyovaskiiler ve norodejeneratif hastaliklar ve daha bircok ters etki ile

iligkilendirilmistir.

Kolinerjik sistem, sinir sistemine ait 6nemli bir unsur olmasinin yani sira,
birgok doku ve organda bu 6zelligi disinda farkli fonksiyonlara sahiptir. Anne ve
fetlis arasinda Onemli bir bag olan gecici organ plasentada da bu fonkisyonlari
amaciyla 6zellesmis kolinerjik sistem unsurlar1 bulunmaktadir. Calismamiz, kalici
organik kirleticilerin plasentada var oldugunu bildigimiz kolinerjik sistem unsurlari
yoluyla bir¢ok fonksiyonu etkileyebilecegi ve plasentanin islevini bozarak fetiis

biiylime ve gelisimini olumsuz yonde etkileyecegi hipotezi ile gerceklestirilmistir.
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Calisma kapsaminda gerceklestirilen deneyler KOK’larin plasental kolinerjik sistem
vasitasiyla birden fazla hiicresel yolagi etkileyerek plasenta fonksiyonlarini etkiledigi
ortaya konmustur. Belirlenen kolinerjik sistem unsurlarindaki gen ifade degisiklikleri
ve etkilenen yolaklar ile bir¢ok ¢alismaya 151k tutacagi ve literatiire katki saglayacagi

distiniilmektedir.

Yiiksek Lisans egitimim boyunca bilgi ve deneyimlerinden yararlandigim,
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1. GIRIS

Dogum sonrast atilan plasenta, olduk¢a karmasik bir organdir. Gebelik
sirasinda fetiisiin akcigerleri, bagirsaklari, bobrekleri ve karacigeri gibi bircok
fonksiyonunu gergeklestiren Ozellesmis gecici bir organ olarak rol almaktadir.
Plasenta maternal fizyolojiyi ve metabolizmay1 diizenleyen ve fetiisiin gelisebilecegi
giivenli ve koruyucu bir ortam saglayan énemli endokrin etkilere sahiptir. Plasenta,
maternal ve fetal dolasimlarin birbirine yakinlastigi, maternal ve fetal kan arasinda
maddelerin transfer edilmesine izin veren genis bir degisim yiizeyi saglayan diskoid
yap1 olarak kolayca tanimlanabilir bir organ olmasina ragmen, aslinda biyolojik
olarak tanimlamak oldukc¢a zordur. Bagka bir organ veya sistem ile mukayese dahi
edilemeycek kadar goérev yiikiine sahip olan plasenta, memelilerde ve hatta
filogenetik siniflandirmada diisiik seviyelerde dahi goriilmekte ve tiirlere gore

tiplendirmede morfolojik cesitlilik saglamaktadir (Sartry, 1998).

Evrimin 6nemli bir 6zelligi, tiirlerin ¢esitliligindeki ve karmagikligindaki hig
bitmeyen yiikselistir; bu, dollenmis bir yumurtanin olgunlagmasinin daha karmasik
hale gelmesinin ve gevresel tehlikelere karsi da bu gelisimin korunabilir kilmasinin
gerekliligidir. Bu korunma, sicaklik, basing ve nem orani, yirtict hayvanlarin varlig
vb. tehditlere kars1 gelisimi tetikler. Bu gelisimlerle baglantili olarak plasenta, anne
organizmasi pahasina giivenli bir ortamda belirli bir siire i¢in déllenmis yumurtanin

bliylimesini ve olgunlagsmasini saglayan kilit diizenleyici organdir (Sartry, 1998).

Plasenta ve iligkili ekstraembriyonik membranlar, gebeligin baslangicinda
zigottan olusur ve bu nedenle fetiis ile ayn1 genetik bilesime sahiptir. Iki ana doku
kaynagi, blastosistin duvarini olusturan trofektoderm ve altta yatan ekstraembriyonik
mezodermdir. Trofektoderm, plasentanin epitelyal kismint olusturur ve ayrica

invaziv ekstravilloz trofoblast hiicrelerinin farkli alt popiilasyonunu saglayan
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trofoblasta farklilagir. Ekstraembriyonik mezoderm, plasentanin stromal ¢ekirdegini
olusturur. Bunlar, fibroblastlari, vaskiiler ag1 ve yerlesik makrofaj popiilasyonunu

meydana getirir (Graham ve Fowden 2015).

Plasentanin bazal plakasina yalnizca birka¢ desidual hiicre tabakasi dahil
olmasina ve genellikle dogumdan sonra maternal kontaminantlar olarak kabul
edilmelerine ragmen, plasenta gelisimi ve islevi normalde ayrilmaz bir sekilde
endometriyum ile baglantilidir. Plasentanin ¢esitli ektopik bolgelerde birkag ay
boyunca bir fetiise baglanabildigi ve onu koruyabildigi dogru olsa da trofoblast
dagilim1 genellikle diizensizdir. Bu diizensizlik maternal-plasental arayiiz intrauterin

ortamin disindaki bolgelerde ciddi sekilde fazladir (Graham ve Jauniaux 2015).

Plasentanin gelisimi oldukg¢a hizlidir; ¢linkii organin hazir olmasi ve fetiisii
destekleyebilmesi gerekir. Villoz olusumlar, gebeligi takiben {i¢iincii haftanin sonuna
dogru koryonik kesenin tiim yiizeyini kaplar. Insan gebeliliginin ilk ii¢ ayinda fetal
organ gelisimi ve biiylimesinin, besinler ve biliyiime faktorleri agisindan zengin
endometriyal bezlerden salgilarla uyarilan, fizyolojik olarak diisiik oksijenli bir

mikro ortamda meydana geldigi tespit edilmistir (Burton ve ark., 2010).

Kirlilik, sigara gibi aligkanliklar, cevresel kirleticiler, tibbi ve eglence amaclh
ilaglarin artan kullanimi sebebiyle insan c¢evre habitatlarinda son zamanlarda
meydana gelen degisiklikler, plasental bariyerin dogal koruyucu roliiniin sinirlarinin
oldugunu gostermistir. Talidomid ve dietilstilbestrol gibi ilaglar buna 06rnek
gosterilebilir. Buna karsilik, metagenomik dizilemeden elde edilen son veriler ilag ve
cevresel Kkirleticilerin plasentada metabolik, fizyolojik ve diger bir¢ok ydniiyle
fonksiyonlarini bozacak sekilde etkiledigini gostermektedir. Bu alanda daha fazla
bilgi, plasentalt memelilerin son 225 milyon yilda evrimlestigi karasal ¢evre ile

etkilesimimizi daha iyi anlamak i¢in ¢ok dnemlidir (Roberts ve ark., 2016).

[laglarin ve kimyasallarin anneden fetiise gecisi, maddelerin plasentadan

tasinmas1 ve metabolizmasindan etkilenir. Ayrica bu ilaglar ve kimyasallar,
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plasentadaki besin tasima sistemlerini etkiler. Kotiiye kullanilan ii¢ ana ilag olan
nikotin, morfin ve kokain, ilaglarin plasental kolinerjik ve opioid sistemleri
tizerindeki etkisinden dolay1 hem insan plasental villuslar tarafindan aktif amino asit
alimin1 hem de transplasental amino asit tasinmasini baskilamaktadir (Pastrakuljic,
Derewlany, and Koren 1999). Nikotin, kolinerjik reseptorii bloke eder ve bdylece
asetilkolin (ACh) ile kolaylagtiritlmis amino asit taginmasini engeller. Morfin, opiat
kappa reseptorlerini uyarir ve ACh salinimini baskilar. Kokain, Ca2+ akigini engeller
ve boylece ACh salinimini engeller. ACh, kan damarlarinin genislemesine neden olur
ve endotelyal muskarinik reseptorlerin aktivasyonu ile plasental kan akigini stirdiiriir
(Pastrakuljic, Derewlany, and Koren 1999). Buna benzer bir¢ok ila¢ ve kimyasalin
kullanimi veya maruziyeti de ayni sekilde ACh salinimi ve plasental kan akisini
etkileyerek amino asitlerin ve diger besinlerin trofoblasttan plasental dolagima

diflizyonunu baskilayabilir.

Kalic1 organik kirleticiler (KOK'lar) kiiresel 6l¢ekte her yerde bulunan ¢evresel
kirleticilerdir. Kaliciliklarina, biyolojik birikim potansiyeline ve vahsi yasam ve
insanlar lizerindeki toksik etkilerine iliskin kanitlara dayanarak, poliklorlu bifeniller
(PCB'ler), organoklorlu pestisitler (OCP'ler; 6rnegin DDT'ler) ve polibromlu difenil
eterler (PBDE'ler); Birlesmis Milletler (BM) Cevre Programi (UNEP) ve BM Cevre
Asamblesi (UNEA) tarafindan 2001'den beri KOK olarak tanimlanmaktadir (Rodan
ve ark., 1999). Insanlarin KOK'lara maruz kalmasi, gelisimsel toksisite, kanser,
diyabet ve endokrin bozukluklar1 gibi olumsuz saglik etkilerine neden olabilir (Jeong
ve ark., 2018). Genel popiilasyonda bu kirletici maddelerin bagslica maruz kalma
kaynaklar1 diyet, toz gibi ¢evredeki ortam ve KOK igeren liriinlerdir (Lee ve ark.,
2013; Yu ve ark., 2013). Fetiis, yalnizca annenin hamilelik sirasinda ve hayati
boyunca kimyasal maruziyetini yansitan bir ortam olarak kabul edilen plasenta
yoluyla toksik kontaminantlara maruz kalir (Vizcaino ve ark., 2014). Bu nedenle
plasental dokusu, annelerin ve fetiislerinin KOK'lara ayn1 anda maruz kalmasin1 ve

fetiisiin yagam boyunca ilk maruziyetini saglar (Ma ve ark., 2012).



Son 20 yil igerisinde, gebelik siirecinde anne tarafindan alinan ila¢ ve toksik
ajanlara olan maruziyetin fetal gelisime ve yavrunun sonraki hayatina olan etkileri
lizerine yapilan ¢alismalar giderek artmaktadir. Zayif fetal biiylime, bozulmus bir
intrauterin yapisinin en Onemli gostergelerinden biri olmakla birlikte, yetiskin
yasaminda koroner kalp hastaligi, diyabet ve kanser de dahil olmak iizere bir¢ok
yaygin kronik hastaligin risk artisi ile iliskilendirilmistir. ‘Fetal programlama’ olarak
da adlandirilan, anne-yavru arasindaki etkilesim ve sonuglari; plasentanin islevsel
fonksiyonlari, yapist ve meydana gelen problemlere yonelik ilgiyi arttirmaktadir.
Kalict organik kirleticilerin (KOK) plasentaya gectigine dair bazi ¢aligmalar
kanitlanmistir (Leino ve ark., 2013). KOK'lara dogum 6ncesi maruziyetin 6nemine
ragmen, KOK'larin plasenta yoluyla taginmasi siireci ve plasentaya olan etkileri
yeterince iyl anlasilmamistir. Bu kontaminantlarin tasima siireclerini ve plasental
yolla fetiise olan etkilerini arastirmak ve plasentanin invazif olmayan bir biyolojik
matris olarak uygulanabilirligini degerlendirmek icin, plasentada arastirmalara
ihtiyac vardir. Regresyon analizleri, anne kani, plasenta, kordon kani1 ve mekonyum
gibi coklu biyolojik matrislerdeki POP konsantrasyonlar: arasinda 6nemli iliskiler
oldugunu gostermistir. Bu iligkiler, plasentanin c¢esitli KOK'lara dogum Oncesi
maruziyetin biyolojik olarak izlenmesi i¢in invazif olmayan bir matriks olarak

kullanilabilecegini gostermektedir (Gupta, 2017).

1.1. Plasentanin Morfolojik Yapisi ve Gorevleri

1.1.1.  Plasentamin Morfolojik Yapis1

Plasenta, anne ve fetiis arasindaki fiziksel baglantiy1 saglayan disk seklinde bir
yapiya sahip gegici bir organdir. Hamilelik sirasinda plasenta, maternal-fetal degisim
icin daha genis bir yiizey alan1 saglamak icin biiyiir ve gelisir. Plasenta yapisi ve
gelisimi tiirlere gore yapisal farklilik gostermektedir (Sekil 1.1). insan plasentalari
implantasyonu takiben 3 ila 5 giin sonra gelisimine baslarken, yaklagik 500-600 g
agirhiginda, 15 ila 20 cm gapinda, 2-3 cm genisliginde ve yaklagik 15 m? yiizey

alanina sahiptir (Moore ve ark., 1988). Kopeklerde, implantasyon preoviilatér LH



dalgalanmasindan yaklasik 18 ila 20 giin sonra (yaklasik 8 ila 10 giin igerisinde
diestrus giinii) ger¢eklesmekte ve agirlig irklara gore farklilik gostermekle birlikte

20 ila 115 gr arasinda degisiklik gostermektedir (Anderson, 1969).

A.Difiiz

C.Zonar D .Diskoidal

Sekil 1.1. Koriyo-allantoik plasentanin bigimlerine ve endometriyumla iliskisine gore
siiflandirililmasi. Plasental morfoloji ve koriyon villuslarinin baglanma alanlar1 difiiz
(yaygin)-at,domuz (A), kotiledon (¢anak seklinde)-biiyiik ve kiigiik ruminant (B), zonar
(kusak seklinde)-kedi, kopek (C) ve diskoidal (disk seklinde)-rodent (D) olarak siniflandirilir
(Furukava ve ark., 2014).

Plasenta ve iligkili ekstraembriyonik membranlar, gebeligin baglangicinda
zigottan olusur ve bu nedenle fetiis ile ayn1 genetik bilesime sahiptir. Iki ana doku
kaynagi, blastosistin duvarini olusturan trofektoderm ve altta yatan ekstraembriyonik
mezodermdir. Trofektoderm, plasentanin epitelyal kaplamasini olusturur ve ayrica
invaziv ekstravilloz trofoblast hiicrelerinin farkli alt popiilasyonunu saglayan
trofoblasta farklilagir. Ekstraembriyonik mezoderm, plasentanin stromal ¢ekirdegini
olusturur. Bunlar, fibroblastlari, vaskiiler ag1 ve yerlesik makrofaj popiilasyonunu
olusturur (Burton ve Fowden, 2015). Kompleks bir yapiya sahip olan plasenta
hiicresel anlamda da heterojen bir hiicre popiilasyonu icermektedir. Epitelyal

nitelikteki ilk farklilagma ile meydana gelen trofoblast hiicreleri; plasentanin

5



koruyucu ve besleyici 6zel fonksiyonlarini gerceklestirilmesini saglamaktadir.
Anatomik olarak, plasenta genis oranda maternal-kan ve trofoblast arasindaki araya
giren katman sayisina gore li¢ farkli gruba ayrilabilir. Trofoblastin uterus ylizey
epiteline, uterin vaskiiler endoteline bitisik olmasina ya da dogrudan maternal kanla
temas halinde olup olmamasina bagli olarak, plasentalar sirasiyla epiteliorial (kobay
ve diger kemirgenlerde), endotelyorial (karnivorlar), veya hemokorial (insan ve
maymun) olarak siniflandirilir. Hemokorial yerlesim, ¢ogu kemirgende ve insanlar da
dahil olmak tizere daha yiiksek primatlarda ortaya ¢ikar. Bu plasenta ¢esidi, uterin
damar sisteminin yeniden sekillendirilebildigi yiliksek derecede eroziv bir trofoblast
ile karakterizedir, boylece maternal kanin trofoblast hiicrelerinin yiizeyine dogrudan

gecmesine izin verir.

Plasenta gelisimine gore tiirler arasinda farklilik gostermektedir. Kopeklerde
plasenta morfolojisi zonarli bir yapiya sahipken (Sekil 1.2a) insanlarda diskoid
yapidadir (Sekil 1.2b). Plasenta, gelisim farkliliklarina gére de tam ve yarim plasenta
olarak ikiye ayrilmaktadir. Uterus mukozasi ile koryon villuslar1 arasindaki bagin
gevsekligi ve desidua yapsinin olmamasi yarim plasenta yapisina 6zgiidiir. Yarim
plasenta uterus ve koryon iliskisine gore iki alt gruba ayrilmaktadir. Birincisi
epiteliokoryalisdir ve bu yapidaki plasentalara 6rnek olarak kisrak ve domuz
verilebilir. Tkincisi ise sindesmokoryalisdir ve bu plasenta yapisina drnek tiir de

ruminantlardir.




Sekil 1.2. Sezaryen Dogum Sonrasi Alinan plasenta drnekleri. a. Kopek b. insan (Begiim
Yurdakdk Dikmen ve Recep Uyar)

Tam plasenta yapisinda ise uterus ve koryon iliski derecesine gore plasenta
endoteliya-koryalis, haemo-endoteliyalis ve haemo-koryalis olmak {izere ii¢ alt gruba
ayrilir. Plasenta endoteliya koryalis yapisi karnivorlarda goriilmektedir. Kopekte
plasenta gebeligin 17. glinde goriilmeye baglar. Bu giinlerden sonra villuslarin
sayilar1 artar. Villuslar endometriyuma girerek, dallanmaya baglarlar. Bu uzantilar
komsu uzantilarin kollartyla birbirlerine sarilirlar ve labirent benzeri tertiplenme
gosterirler. Plasenta hemo-endotelialis plasenta yapisi kobay, rat ve maymun
plasentasina Ornektir. Genel villus yaplar1 (Sekil 1.3) koryon plakasinin derin
ylizeyine tutturulmus bir kok villiisiinden dogar ve c¢aplar1 1-3 cm caplarinda birer
kiiresel lob olusturmak igin tekrar tekrar dallanirlar. Lobiiliin merkezi, maternal spiral
arterin taban plakasi boyunca agilarak yerlesir. Bu agikliklarda salinan maternal kan,
uterus damarlarinin agikliklarina bosaltilmadan ve plasentadan ¢ikmadan 6nce villoz
dallar arasindan stiziiliir. Boylece, her lobiil bagimsiz bir maternal-fetal degisim icin

bir boliim olusturmus olur (Knobil ve Neill, 2006).

a b Anneden Fetusa

Oksijen, su + elektrolitler, besin maddeleri
(Karbonhidratlar, amino asitler, lipidler),
hormonlar, antikorlar, ilaglar, toksinler, alkoller
ve bazi viruslar

Uterus Spiral Arteri -
Uterus Veni
Decidua Basalis

Sitotrofoblastik
Yapisi

Fetal Mikro Damarlar
Hpfbauer Hiicresi

Fetal Mezenkim

Basal Tabaka
Sitotrofoblast Hucreleri
Sinkotrofoblast
Hiicreler!

Serbest Yuzicu
Villuslar

Kok Villusu

Fetusdan Anneye

Karbon Dioksit, su + elektrolitler, ire ve
arik asit, kreatin, billurbin, hormon ve
RBC antijenleri

Sekil 1.3.Insan maternal koryonik villus (a) ve villusun enine kesiti (Donnelly and
Campling 2019).

Plasentanin temel yapisal birimi olan koryonik villuslar, koryonla cevrili fetal
dokunun vaskiiler goriintigiidiir. Koryon iki hiicresel tabakadan olusur; bunlar,

intervillous alan i¢inde maternal kanla dogrudan temas halinde olan dis



sinsitiyotrofoblast hiicreleri ve i¢ sitotrofoblast hiicreleridir. intervilloz bosluk,
villusun ulastig1 genis bir kaverndz genisliktir. Villus olgunlastikca, sitotrofoblast
bileseninde belirgin bir azalma meydana gelir, bdylece sadece tek bir
sinsitiyotrofoblast tabakasi maternal kan ve fetal kapiller endotelyumunu ayirir.
Villus yapilarimin son dallanmalar1 terminal villuslar olarak adlandirilmaktadir.
Bunlar, 12-14 m*ik bir yiizey alanina sahiptir ve fetal kilcal bir ag tarafindan zengin
sekilde vaskiilarize edilir. Kilcal damarlar, endoteli trofoblast Ortiisiine yakin bir
yaklagima getiren siniizoidler olarak adlandirilan lokal genislemeler gosterir. Bu
geniglemeler, lokal olarak incelir; maternal ve fetal dolasimlar arasindaki difiizyonu
2-3 um'ye kadar azaltabilmektedir. Vaskiilarize 6zelligi tasiyan membranlar olarak
adlandirilan bu yapilarin akciger alveollerine olan morfolojik benzerlikleri, maternal-
fetal degisimin temel yapilar1 olduklar1 varsayimina yol agmustir. Insanda terminal
villiis, esas olarak 20 haftalik gebelik doneminden sonra olusmakta ve villoz yapilarin

gelismesi bu doneme kadar devam etmektedir (Simpson ve ark.,1992).

Vill6z uzantilar epitelyal yapida olup, hiicreler arasi1 bosluk yok denecek kadar
az sekilde siralanmis sinkotrofoblast hiicreleri tarafindan meydana gelmektedir. Bu
ozelligi sebebiyle maternal kandan gecebilecek herhangi bir patojenin dogrudan
fetiise gecisini engellemektedir (Robbins ve ark., 2010). Biitiin koruyucu 6zelliginin
yani sira sinkotrofoblast hiicreleri peptit ve steroid hormanlarin biiyiik bir boliimiiniin
salgilanmasi, ksenobiyotiklere kars1 koruma ve aktif tasima gibi bircok fonksiyonun
da gergeklesmesini saglamaktadir. Biitiin bu fonksiyonlardan otiirii fetal-plasental
oksijen tliketiminin %40’1 bu hiicreler tarafindan olmaktadir (Carter, 2000). 40
milyon yil1 asan evrimsel temellendirmelere dayanarak, sinkotrofoblast hiicrelerinin,
farklilagmis sitotrofoblast hiicrelerindenfiizyon mekanizmasi ile olustugu ifade

edilmektedir (Mess ve Carter, 2007)

1.1.2. Gorevleri

Plasenta, fetal gelisim ve korunmasi amaciyla bir¢ok fonksiyona sahiptir. Fetal
akciger (gaz degisimi), gastrointestinal kanal (besin alimi) ve bdbreklerin (sivi

hacminin diizenlenmesi ve atik metabolitlerinin giderilmesi) nihai iglevlerini asamali
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ve gecici olarak iistlenir. Ayni zamanda kendi basma bir endokrin organ gorevi
gorerek steroid ve peptid hormonlarini her iki dolagimda salgilar. Biitliin bunlarin
yaninda bir¢ok c¢evresel kirletici, patojen ve ilaglara kars1 da koruyucu bir gérev

tistlenmektedir (Donnelly ve Campling 2019).

Plasentanin birincil islevi fetal biiylimeyi ve canliligi destekleyerek onu
korumaktir. {1k olarak, plasenta, maternal ve fetal dolasimlarin birbirine yakinlastig
ve molekiillerin maternal ve fetal kan arasinda kimyasallarin transfer edilmesine izin
veren genis bir degisim ylizeyi saglar. Bu degisim, fetiis i¢in yeterli besin vb.
ihtiyaclarim saglamak icin hayati éneme sahiptir. Ikinci olarak, plasenta fetiisiin
korunmasinda gorevlidir. Plasenta degisim yiizeyi, maternal kan i¢indeki potansiyel
olarak teratojenik maddelerin fetal dolasima girmemesini saglayan bir ozellige
sahiptir. Bunun yanisira plasenta, parental antijenlerin ekspresyonuna ragmen, aktif
olarak maternal immiin kabuliinii (plasenta ve fetus) destekleyen benzersiz immiino-
modiile edici ajanlar iiretir. Uciinciisii ise, plasentanin, gebeligin korunmasimni ve
fetlisiin gelisimi i¢in maternal metabolizmanin degistirilmesini saglayan c¢esitli
hormonlar liretmesi ve gebelik i¢cin endokrin sistem agisindan da destek saglamasidir

(Abramovich ve Wade, 1969; Sandler ve ark., 1963; Werner, 1956).

1.2. Plasental Bariyer ve Fonksiyonu

Kan-beyin ve kan-testis bariyerleri disinda en gii¢lii biyolojik bariyerlerden biri
olarak bilinen plasenta, ayn1 zamanda fetal beslenmeyi ve gelisimi saglar. Gegmis
zamanlarda plasenta, fetlisii maternal toksinlere kars1 yalnizca pasif olarak koruyan
mekanik bir bariyer olarak tanimlanirdi. 1900’1 yillarin basina kadar bilim insanlari
tarafindan, plasentanin olaganiistii bir koruyuculuga sahip oldugu ve higbir ilag ve
toksik maddenin plasental bariyeri gegerek fetiise ulasamayacag: diisliniilmekteydi.
Ancak biitlin bu iyi bilinen koruyucu o6zelligine ragmen plasentanin her zaman
miitkemmel bir koruyuculuk saglayamadigi, 1904 yilinda, Edinburgh'da bir teratolog
olan JW. Ballantyne’nin yaptig1 alkolizm, kursun zehirlenmesi ve morfin

zehirlenmesi ¢aligsmalarinda gosterilmistir (Ballantyne, 1904). 1930'larin sonlarinda



ise siilfonamidlerin fetiise gegebildigi bildirilmistir (Maland, 1939). Bunu 1940'larda
ve 1950'lerde diger birgok ilacin transplasental transferini gosteren ¢aligmalar takip
etmistir (Ginsburg 1971). Maternal kizamik¢igin fetiis iizerindeki etkisi ise 1941'de
kanitlanmistir (Gregg, 1941). Ancak 1960'lara kadar plasentanin ¢evredeki zararl
etkilere karsi miikemmel bir bariyer oldugu inancindan hareketle ilaglar hamilelik
sirasinda serbestce regete edilebiliyordu. flerleyen yillarda teknolojinin gelismesiyle
birlikte, kadinlarda plasental hormon ve besin transferi lizerine yapilan ¢alismalarda
substrat olarak radyoaktif etiketli bilesikler kullanilmis ve daha detayl analizler
yapilabilmistir (Werner, 1956; Sandler ve ark., 1963). Bu gelismeleri takiben ise daha
bir ¢cok maddenin plasental yolla fetiise gecebildigi ortaya konmustur (Ginsburg,
1971).

e
—————
Koryonik villus ﬁ
idu
esidua e "
is
oryonil 7

Sekil 1.4. Plasental bariyerde bulunan trofoblast tabakasinin sematik gosterimi (Rubinchik-
Stern ve Eyal, 2012).

Plasentanin temel yapisal birimi koryon villustur. Villi, koryonla gevrili fetal
dokunun vaskiiler ¢ikintilaridir. Koryon; aralikli boslukta anne kaniyla dogrudan
temas halinde olan dis sinsityotrofoblast ve i¢ sitotrofoblast olmak tizere iki hiicresel
katmandan olusur (Kam ve Power 2020). Villi olgunlastik¢a, sitotrofoblast
bileseninde belirgin bir azalma olur, bdylece sadece tek bir sinsityotrofoblast

tabakas1 maternal kan1 ve fetal kapiller endotelyumu ayirir. Plasentanin bariyer
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fonksiyonlart bu tabakalara ait sitotrofoblast bilesiminde bulunan hiicrelerin
Ozellesmis tasiyict gorevleri sayesinde gerceklestirebilmektedir. Bu fonksiyonlar
baslica: maternal ve fetal plazma arasinda gaz degisimi ve besinlerin ve atik Giriinlerin
transferi; immiinoglobulinlerin anneden fetlise aktarilmasiyla bagisikligin
aktarilmasi; fetal biiyiime ve gelisme i¢in 6nemli olan hormonlarin salgilanmasi

seklindedir (Urquhart ve Kim, 2009).

Kimyasallarin plasental transferine iliskin kanitlar, ya plasenta, gébek kordonu
kan1 ve embriyo/fetiisteki bir kimyasal kalintinin veya metabolitinin dogrudan
saptanmasindan ya da plasenta/fetiiste kimyasal bir toksik maddenin neden oldugu
spesifik biyokimyasal ve morfolojik degisikliklerden kaynaklanmaktadir. Cogu
toksik madde/ilag (d-tubokiirarin, yiiksek iyonize salisilatlar, pestisitler, metaller,
mikotoksinler ve narkotikler gibi molekiiller de dahil) plasental bariyeri gecip fetiise
ulasabilir ve boylece cesitli toksikolojik ve teratojenik etkiler meydana getirerek
plasentanin koruyucu etkinligini asabilmektedir. Cesitli pestisit siniflarinin,
metallerin, mikotoksinlerin ve ilaglarin plasentadan transferine iliskin bilgiler bir ¢ok
calismada bildirilmistir (Gupta, 2017; Pelkonen ve ark., 2006). 1990'larin ortasindan
bu yana, plasental bariyerin fonksiyonel ve fizyolojik etkisi birgok bilimsel alan

acisindan ilgi ¢gekici bir konu haline gelmistir.

1.3. Plasental Toksisite

Plasenta, yapisi ve iglevi bakimindan karmasik bir organdir. Yapi, tiirden tiire
ve gelisim agamasina gore biiylik 6l¢iide degisir. Anne ve fetiis arasinda bir kimyasal
bilgi akis1 saglar. Plasental toksikoloji, ilaglarin, kimyasallarin ve biyotoksinlerin
anne, plasenta ve fetiis iizerindeki toksik etkileri ile ilgilendigi i¢in karmasik bir konu
olarak degerlendirilmektedir. Plasental toksisite, plasentanin ilag/kimyasalla
indiiklenen yapisal ve fonksiyonel degisikliklerin, plasentasyon, implantasyon,
embriyotoksisite, fetotoksisite, biiylime geriligi, teratojenez ve ndrokimyasal
degisiklikler gibi bircok probleme odaklanmaktadir. Bu ilginin birincil sebebi
kuskusuz plasenta ve fetiisiin kimyasal toksisiteye anneden daha duyarli olmasidir.

Plasentadaki kimyasallarin neden oldugu yapisal ve islevsel degisiklikler nedeniyle
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biyokimyasal, norokimyasal ve davranigsal sorunlar ortaya c¢ikabilmektedir. Bu
problemlerin bir kisminin dogum sonrasi asamada devam ettigi ve boylece fetiisii
belirli metabolik ve ndérodejeneratif hastaliklara yatkin hale getirdigi goriilmektedir

(Porpora ve ark., 2009).

Ksenobiyotiklerin plasental toksisitesi degerlendirilirken, toksikokinetik ve
toksikodinami temeline dayanarak: (1) plasentanin ksenobiyotiklere ne yaptigi ve (2)
ksenobiyotiklerin plasentaya ne yaptigi lizerinde durulur (Pelkonen ve ark., 2006;
Gupta, 2006). Toksikokinetik bakis agisiyla degerlendirilen ilk baslikta, maddelerin
plasental hiicrelere tasiyict ve pompa gibi aktif ve difiizyon gibi pasif transportu
iceren mekanizmalarla girisi; dagilimi, biyotransformasyonu, atilimi ve
depolanmasidir. Plasental enzimler tarafindan ksenobiyotiklerin metabolik
aktivasyonu ve reaktif ara T{riinlerin iiretimi yine toksikokinetik ile
iliskilendirilmektedir. Tkinci bashkta, bilesiklerin plasental kan akis1 ve vaskiilatiir
tizerindeki etkileri ve membran ve hiicre i¢i reseptorlerin, enzimlerin ve
ksenobiyotikler icin diger potansiyel hedeflerin varligi gibi toksikodinaminin ¢calisma
konusunu olusturan basliklar degerlendirilir. Plasentadaki toksikokinetik ve
toksikodinamik  etkilesimler = nedeniyle, kimyasallarin  fetal  toksisitesi
degisebilmektedir Plasentanin sagligi, annenin veya fetiisiin sagligi kadar onemli
goriinmektedir; ¢ilinkii plasentadaki kimyasallarin neden oldugu hasar muhtemelen

fetiisii etkileyebilmektedir (Pelkonen ve ark., 2006).

1.3.1. Kalier1 Organik Kirleticiler ve Plasental Toksisite

Insan ve gevre saghigmi korumak, maruziyeti azaltmak ig¢in 2004 yilinda
yiirlirliige giren Stockholm S6zlesmesi kapsaminda KOK’larin iiretim ve kullanim
siirlandirilip yasaklanmasina karsin (PCB’ler, diklorodifeniltrikloroetan-DDT ve
ana metaboliti diklorodifenil dikloretan-DDE, polibromludifenileterler-PBDE,
hekzaklorobenzen-HCB), bu maddelerin kaliciliklarina bagli olarak toplumda diisiik
dozda KOK maruziyeti goriilmektedir. Bu antropojenik bilesiklerden polibromlu

difenil eterler poliliretan kopiiklerin, mobilyalarin, insaat malzemelerinin, araba
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koltuklarinin ve elektronik ekipmanlarin (cep telefonu, televizyon kumandasi gibi)
imalatinda alev geciktirici katki maddesi olarak kullanilmigtir. Bu bilesikler {iriin
malzemelerine kovalent olarak baglanamazlar ve materyal ylizeyinden
ayrilabildikleri i¢in ¢evreye kolayca salinabilme 6zelligine sahiptirler (Siddiqi ve
ark., 2003). Klorlu hidrokarbon bilesiklerden PCB’lerin 209 ayr1 bilesigi (konjener)
bulunur. Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (IARC) tarafindan karsinojenenik
olarak (Smif 1) smiflandirilmis olup; reproduktif, gelisimsel ve endokrin bozucu
etkinlik olusturduklar1  bildirilmistir. Yasaklandigir 1977°den o6nce kapali
uygulamalarda (kapasitor ve transformatorler, 1s1 transfer ve hidrolik akiskanlar) ve
kolay ulagilabilir uygulamalarda (alev geciktiriciler, miirekkepler, yapistiricilar,
karbonsuz kopya kagidi, boya, bocek ilaci, boyalarin mikrokapsiillenmesi,
plastiklestiriciler, poliolefin katalizor tasiyicilari, mikroskoplar icin kaydirict
yerlestirme ortamlari, ylizey kaplamalari, tel izolatorleri ve metal kaplamalar) gibi
pek cok malzemenin iretiminde dielektrik yalitim malzemesi olarak
kullanilmiglardir. Ayrica belirtilen dogrudan iiretimin yaninda PVC iiretimi veya atik
yakma gibi liretim proseslerinin yan iiriinleri olarak da ortaya ¢ikabilmektedir
(Siddiqi ve ark., 2003). Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) yiyecek, su ve
havada bulunabilen, kovalent olarak DNA’ya baglanarak mutajenite ve karsinojenite
olusturan kirleticilerdendir. PAH’lar dogal ya da insan kullanim1 sebebiyle organik
bilesiklerin tam olarak yanmamasi sonucu olusurlar. Dogal sekilde, orman yanginlari
veya volkanik patlamalarla olusurlar. Insan kaynakli olusumlari ise endiistriyel
kaynaklar, konut 1s1tma, sivilagtirma tesisleri ve kdmiir gazlastirma, motorlu tasitlar,
komiir katram zifti ve asfalt iiretimi, aliiminyum tretimi, katalitik kirma kuleleri,
tiitstilenmis gidalar (peynir, et gibi) ve sigara dumani ile olmaktadir (Abdel-Shafy ve
Mansour, 2016). 100’{in {izerinde PAH bilesigi bulunmakla birlikte bunlar arasinda
Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi (USEPA) tarafindan 16 tanesi
birincil kirletici olarak degerlendirilmektedir (naftalin, asenaften, fenantren,
floranten, benzo[a]antrasen, krisen, benzo[b]floranten, benzo[a]piren, indeno[1,2,3-
cd]piren, antrasen, asenaftelen, floren, piren, benzo[k]floranten, dibenzo
[aih]antrasen, benzo[g,h,i]perilen) (Alver ve ark., 2012). Organoklorlu pestisidler
(OKP) ise 1940-1970 aras1 yaygin olarak kullanilan, ancak yar1 dmiirlerinin oldukca

uzun olmasi (20-30 yil) nedeniyle dogada pargalanmadan uzun yillar kalabilen ve

13



insan ve hayvanlarda biyoakiimiilasyon 6zelligi ile endokrin, reproduktif ve ndrolojik
sistem basta olmak tizere toksik etkileri nedeniyle kullanimi geligmis iilkelerde

yasaklanmis sentetik bilesiklerdendir (Jayaraj ve ark., 2016).

1.4. Plasental Kolinerjik Sistem ve Kalic1 Organik Kirleticiler

Kolinerjik  sistemin  bilesenleri; kolinasetiltransferaz, asetilkolin,
kolinesterazlar ve kolinerjik reseptorlerdir. Bu sistemin bilinen en klasik rolii sinir
sistemi hiicreleri arasindaki uyarilari tasimasidir. Hedef reseptorlerin bakis agisindan,
ACh norotransmisyonu, tamamen farkli iki reseptdr proteini tiirli ve molekiiler
mekanizmalar iizerinden islevselligini silirdiiriir. Bunlar metabotropik yedi
transmembran olan G-proteini yapisindaki muskarinik AChR'ler (M1, M2, M3, M4,
MS5) ve iyonotropik pentamerik nikotinik asetilkolin reseptorleridir (nAChR'ler,
cizgili kas tipi-Nm, gangliyon tipi-Ng ve noronal SSS). Bunlardan ilki, yedi
transmembran segmente sahip olan ve metabolik yolaklarla iligkili hiicre igci
sinyallere aracilik eden reseptorlerin G-proteinine bagl siiper ailesinin iiyeleridir.
Bununla birlikte nAChR'ler, ayn1 zamanda gama-amino biitirik asit (GABA-A,
GABA-C), glisin, serotonin (5-HT-3) gibi norotransmiter reseptorleri arasinda yer
alan pentamerik ligand kapili iyon kanallarinin siiper ailesinin {yeleridir.
Metabotropik muskarinik asetilkolin reseptorleri (mAChR'ler), farkli G protein
tiirlerine baglanabilir. Bunlar arasinda Gi/o tipi (mAChR'lerin M2 ve M4 alt tipleri)
gibi adenilat siklaza negatif olarak bagli olan ve Gq tipi (M1, M3 ve M5) gibi pozitif
bagli olan mAChR alt tipleri, kolinerjik sinyali metabolik yolaklara
doniistiirmektedir. Presinaptik mAChR'ler (M2, M4 alt tipleri) biiyiik 6l¢iide inhibe
edicidir. M2 alt tipi, hipokampusta ve serebral kortekste baskin otoreseptordiir, M4
ise striatumdaki ana alt tiptir. Dolayisiyla postsinaptik mAChR'ler inhibitér (M2,
M4) veya uyarict (M1, M3, M5) olabilmektedir. Iyonotropik, hizli sinyal veren
nAChR'ler ise, merkezi bir por etrafinda psddosimetrik olarak diizenlenmis bes
polipeptit alt biriminden olusur. Her alt birim, bir hiicre dis1 alan, gozenek ¢evresinde
tic esmerkezli halka seklinde diizenlenmis dort hidrofobik transmembran segment ve
kisa bir hiicre dis1 karboksi terminal igerir. nAChR'ler karakteristik olarak,

ndrotransmiterin kisa salimi1 / yiiksek lokal konsantrasyonu kosullar1 altinda ACh'nin
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hizli "fazik" etkilerine dahil olurlar, ancak ayn1 zamanda diisiik, tonik ACh salimi
altinda veya sistemik olarak uygulanan kolinerjik ilaglari taklit ederek ¢aligirlar. Bu
reseptorler striatumdaki kolinerjik nérotransmisyon ve / veya modiilasyonu ile
ozellikle ilgilidir. Kas tipi nAChR'ler, ¢evresel sinir sisteminde ve ndronal tip
nAChR'ler ise hem c¢evresel hem de merkezi sinir sistemi ve ndronal olmayan
bagisiklik hiicreleri, lenfositler, akciger epitelyumu ve diger dokularda ifade edilir.
Merkezi Sinir Sisteminde, nAChR c¢esitli alt birim kombinasyonlarinda mevcuttur
(04, a5, a6, a7, 09, al0 ve B2). Bunlar arasinda o4 ve B2 alt birimleri tarafindan
olusturulan heteropentamerik reseptdr ve yalmizca a7 alt birimleri tarafindan
olusturulan homopentamerik reseptor en yaygin goriilenleridir. a4p2 nAChR ayrica
striatal GABAerjik inhibitoér internéronlarda da bulunur. Embriyonal dénemde
kolinerjik sistemin bilesenleri, sinir iletiminden bagimsiz bir sekilde cesitli doku ve
hiicrelerde tespit edilmistir. Innerve edilmeyen bir organ olmasina ragmen ACh’in
plasentadaki varligi ilk defa 1933 yilinda Chang and Gaddum tarafindan rapor
edilmistir (Chang ve Gaddum, 1933). Sonraki calismalar kolinerjik sistem
enzimlerinin plasentadaki varligini ortaya koyarak yiiksek affiniteye sahip nikotinik
reseptorlerin de varligini bildirmistir (Chang ve Gaddum, 1933). Daha sonraki bir¢ok
calismada ise bu gecici organda bulunan kolinerjik sisteme ait tiim bilesenlerin
(muskarinik reseptorler de dahil olmak iizere) varligini orataya koymustur (Sanchez
ve ark., 2015). Kolinerjik sisteme ait bilesenlerin gebelik siiresince artarak 20-22.
haftalarda pik seviyelere ulastig1 bilinmektedir (Welsch, 1976). Bu degisim goz
oniline alindiginda kolinerjik sisteme ait bilesenlerdeki artis bu sistemin plasental
bliytime ve fetal gelisimle iliskilendirilebilecegini diisiindiirmiistiir. Bir ¢alismada
ACh agonisti oldugu bilinen karbamilkolin uygulanmis ve plasental trofoblast
hiicresel Ca™ alimini stimiile ettigi goriilmiistir (Welsch, 1976). Daha sonraki
calismalarda iste Nitrik oksit sentezini arttirdig1 ortaya konmustur (Lyall ve ark.,
1998). nAChR'nin ACh tarafindan aktivasyonu, Na® ve Ca?" 'min hizl1 akisma ve
ardindan hiicresel depolarizasyona yol acar. mAChR'lerin aktivasyonu nispeten
yavagtir (milisaniye ila saniye) ve mevcut alt tiplere (M 1-M5) bagli olarak, fosfolipaz
C, inositol trisfosfat, cAMP ve serbest kalsiyumun hiicresel homeostazint dogrudan
degistirirler (Jonkman ve ark., 1999). Bu etkilesimlerle birlikte bir takim ACh-

bagimli regiilatif etkilerin oldugu goriilmiistiir. Bu etkiler; hiicre i¢i amino asit alimu,
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plasental vezikiillerdeki kan akis hizi ve miktari, gebelik siliresince plasenta
tarafindan salinan koriyonik somatomammotropin ve prostaglandin hormonlarinin

iiretimidir (Sastry ve Janson, 1994).

kolin - asetat

Sekil 1.5. Noronal olmayan ACh'nin sentezi, salinimi, bozulmasi ve sinyalizasyonu. ACh:
Nikotinik Asetilkolin Reseptorii, BChE: Biitirilkolinesteraz, OCTs: Organik katyon tasiyici,
CTLs: Kolin Tastyici Benzeri Protein, VAChT: Vezikiiler Asetilkolin Tasiyicisi, ChAT:
Kolin Asetiltransferaz, CarAT: Kamitin Asetiltransferaz, CHT-1:yiiksek afiniteli Kolin
Tastyict Tip 1 (Backman ve ark., 2013).

Insan plasentasinin hem ACh hem de kolinasetiltransferaz igerdigi
bilinmektedir. Plasenta kolinerjik sistemin islevi heniiz acik¢a tanimlanmamustir,
ancak dogum sirasinda kolinerjik sistem ile ilgili bir cok degisiklik meydana gelir ve
bu degisimlerin plasental prostaglandin {retimi ile iligkili olabilecegi

diisiiniilmektedir (Sanchez ve ark., 2015)

Plasenta tarafindan amino asit alimi i¢in {i¢ diizenleyici sistem tanimlanmaistir:
plasental ACh, fosfolipid N-metiltransferaz ve gammaglutamil dongiisii. Bu

sistemler birbirleriyle uyum i¢inde calisir ve adenosin 5'-trifosfatin (ATP) hiicresel
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olusumuna baglidir. Annenin sigara ve uyusturucu kullanimi, amino asit taginmasi
icin plasental yetersizliklere neden olabilmekte ve bu maddelerin neden oldugu fetal
intrauterin biiytime geriliginin sebebi oldugu bilinmektedir (Sanchezve ark., 2015).
Amino asit eksikliklerinin bir kismi, yeni amino asit tasima sistemlerinin
indiiksiyonu ile telafi edilebilir. Kolinerjik sisteme ait unsurlar ise bu indiiksiyonun

saglanmasinin onciillerindendir (Sastry, 1997).

Tir ve irklar aras1 farkliliklar (temel olarak ksenobiyotiklerin emilme, dagilma,
metabolizma, atilma gibi toksikokinetik faktorlere, toksikodinamik faktorlere ve
toksikogenetik ozelliklere baglh farkliliklar) géz oniinde bulunduruldugunda, ayni
ortami paylagan canlilarda kolinerjik sistemlerin aragtirilmasi ileride bu sistemi hedef
alan uygulamalarin gelistirilebilmesi, yolak ve proteinlerin islevlerinin belirlenmesi
bakimindan Onem tasimaktadir. Cevresel unsurlarin hastaliklarin etiyoloji ve
patogenezinde tiirler arasinda ortak rol oynayabilecegi diistiniildiigiinde tiirler arasi
farkliliklarin, bu proteinlerin fonksiyonuna yonelik etkilerinin arastirilmasi ve
iliskilendirilebilmesi agisindan temel olusturabilecegi diistiniilmektedir. Bu bilgiler
15181nda, sunulan yiiksek lisans tezinin hipotezini, KOK’larin plasental kolinerjik
sistem substratlarina olan ilgisi oldugu ve bu kirleticilere diisiik dozlarda maruziyetin
kolinerjik sisteme ait gen yapilarinin ifadesinde degisiklikler olusturabilecegi

olusturmaktadir.

Yapilan arastirmalarin ¢ogunlugu, plasentadaki kirletici miktarmin tespiti,
kirleticilerin fetiis {izerine etkilerinin farkli yonleriyle arastirilmasina yonelik olup,
ozellikle karisim ve diisiik doz maruziyeti degerlendirildiginde, kolinerjik sistem ile
kirleticiler arasindaki iligkiyi gosteren bir ¢alismanin bulunmamasi, bu aragtirmalarin
gercek yasam maruziyet senaryolar1 temelinde olmamasi, kimyasallarin etkilerinin
ayr1 ayr1 degerlendirilmis olmasi; dnerilen ¢alismanin 6zgilinligiinii olusturmaktadir.
Kopek plasentalarinda kolinerjik sisteme ait unsurlarin bulunduguna dair
arastirmalar bulunmakla birlikte plasentanin fonksiyonel yapisindaki etkinligi ve
KOK larla iligkili olarak degerlendirilebilecek herhangi bir ¢alisma yapilmamis olup

plasental gelisimini ne dl¢iide etkiledigi dahi bilinmemektedir.
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Bu bilgiler 1s18inda, bu tezin hipotezi, insan ve kdpek plasentasinda
kirleticilerin, kolinerjik sisteme yonelik etkisi oldugu iizerindedir. Hipotezi test
etmek lizere; tezin amacini, insan ve kopek plasentasinda bazi KOK’larin (PCB28,
PCBS52, PCBI101, PCB 118, PCBI138, PCB153, PCB180; PBDE28, PBDE47,
PBDE66, PBDE100, PBDE99, PBDESS, PBDE154, PBDE153 ve PBDEI183; o-
HCH, B-HCH, y-HCH, HCB, 4,4’-DDE, 2,4’-DDD, 4,4’-DDT, HEP; benzo(a)piren,
benz(a)antrasen, benzo(b)fluoranten ve krizen) varliginin arastirilmasi, plasental gen
ifadesinin  degerlendirilmesi  ve  kirletici-kolinerjik  reseptdrler  protein

etkilesimlerinin aragtirilmasi olusturmaktadir.

Bu amaca ulasabilmek i¢in asagidaki hedefler dogrultusunda tez ¢alismasi

tasarlanmistir;

Plasenta numunelerinin molekiiler analizler ile kirletici analizlerine uygun

olarak toplanmasi

- Plasenta numunelerinde kirleticilerin GC-MS ile tespiti

- Plasenta numunelerinde Mikrodizin ve RNAseq sistemleri ile tiim genom
analizi i¢in optimizasyon ve biyoinformatik degerlendirmesinin yapilmasi

- Insiliko analizler ile kolinerjik sistemde gorev alan ana protein ve kirletici

analizinde tespit edilen kirleticilerin etkilesimlerinin yapilmasi

2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec

Tez caligmalar1 kapsaminda gercgeklestirilen deneylerde kullanilan kimyasal ve
sarf malzemeleri; tez damismani Do¢.Dr. Begiim YURDAKOK-DIKMEN’in
yiriitiiciisii oldugu 119S702 no’lu “Cevresel Kirleticiler ve Plasental Transport

Proteinleri” baslikli TUBITAK 1001 Proje biitgesinden karsilanmustir.
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2.1.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Tez calismasinda kullanilan kimyasal malzemeler Cizelge 2.1°de
gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Calismada kullanilan kimyasal malzemeler

Kimyasal Madde Ad1 Uretici Firma Katolog Numarasi
Koépek GENOM Mikrodizin Gen | Thermofisher/Affymetrix 901926
Cipi WT Plus Reaktif Kiti
Mikrodizin hibridizasyon yikama | Thermofisher/affymetrix 902281
ve boyama kiti
Clariom™ D Testi, insan Thermofisher/affymetrix 902922
mikrodizin
Affymetrix genechip® Thermofisher/Affymetrix 900720
Hibridizasyon Yikama ve
Boyama Kiti
Aset?nitril (Likit kromatografi Merck M100030.2500
safliginda)
Aset?nitril (Likit kromatografi Merck SB-M100020.2500
safliginda)
Etil zj&setat (Likit kromatografi Merck SB-M100868.2500
safliginda)
Pastor pipeti, hacim 3 ml, uzunluk | Merck SB-E940050
150 mm
Magnezyum sfilfat (anhidr6z) Merck SB-M106067.1000
1000 g analiz i¢in
Falkon tiipii, pp, spinwin™, 50 Merck SB-E546041

ml, steril, DNAz, RNAz ve
pirojenden ari

Izoolftan (Likit kromatografi Merck SB-M104717.2500
safliginda)

PCB n0.28 10 pg/ml (Izooktan) Dr. Ehrenstorfer 7012-37-5
PCB no. 52 10 pg/ml (Izooktan) Dr. Ehrenstorfer 35693-92-6
PCB no. 101 10 pg/ml (izooktan) | Dr. Ehrenstorfer 35693-99-3

19



PCB no. 118 10 pg/ml (izooktan) | Dr. Ehrenstorfer 37680-73-2
PCB no. 138 10 pg/ml (izooktan) | Dr. Ehrenstorfer 31508-00-6
PCB no. 153 10 pg/ml (izooktan) | Dr. Ehrenstorfer 35065-28-2
PCB no. 180 10 pg/ml (izooktan) | Dr. Ehrenstorfer 35065-27-1
Benzo(a)piren 19 pg/ml Dr. Ehrenstorfer 50-32-8
(Asetonitril)

Benzo(a)piren 19 pg/ml Dr. Ehrenstorfer 56-55-3
(Asetonitril) (Izotop)

Benzo(b)fluranten 10 pg/ml Dr. Ehrenstorfer 205-99-2
(Asetonitril)

Krizen 10 pg/ml (Asetonitril) Dr. Ehrenstorfer 205-99-3
Hibrid-R mini ekstraksiyon kiti GeneAll 305-101

2.1.2 Kullanilan Sarf Malzemeler

Tez ¢alismasinda kullanilan sarf malzemeler ¢izelge 2.2.’de yer almaktadir.

Cizelge 2.2. Calismada kullanilan sarf malzemeler

Sarf Malzeme Ad1 Uretici Firma Katolog Numarasi
Liner bolmesi Thermo SB-0076
Filament Thermo SB-119701-60287-H
Septum (50/pkg) Agilent SB-31303211
Mikrolitre enjektor 6/pk Thermo Finnigan OM-5221010
DB-5MS 30m, 0,25mm, Agllent SB-AGT-122-5532
0,25u kolon
C18, 40um, 100gm Sigma SB-AGT-12213012
250ul cam insort 100/pk | Agilent SB-AGT-5181-8872
GC lgln cam Vial, Vida Agllent SB-AGT-8010-0542
kapakli, 100pk




1000 ul filtreli pipet ucu | Sarstedt

200 ul filtreli pipet ucu | Sarstedt

10 ul filtreli pipet ucu Sarstedt

1000 ul filtreli pipet ucu | Sarstedt

2 ml kriyotiip Sarstedt

Steril falkon tiipler 15ml | Sarstedt

Steril falkon tiipler 50ml | Sarstedt

Steril 2ml ependrof Sarstedt
Maske Yerli
Nitril eldiven Yerli

2.1.3 Kullanilan Cihazlar

Tez calismasinda kullanilan cihazlar Cizelge 2.3.’de yer almaktadir.

Cizelge 2.3. Calismada Kullanilan Cihazlar

Cihaz Ad1 Uretici Firma
Laminar akimli kabin | Telestar
-80 derin dondurucu Panasonic
Sterilizator Yerli
Su aritma cihazi Millpock
Yatay elektroforez Biorad
tanki
Mikrodalga firin Yerli
Pipet 1000 ul Gilson
Pipet 100 ul Gilson
Pipet 10 ul Gilson
Kirik buz makinesi Yerli
Santrifiij Thermo Scientific
Gli¢ kaynagi Biorad
Vorteks
UV jel goriintiileme Kodak
Hassas Terazi Yerli
Azot Tanki
Ceker ocak laminar
kabin
Azotlu evaporator VLM, Bielefeld
Microarray Affymetrix, Thermo
Fischer
GC-MS Thermo Finnigan
Homojenizatdr Bandelin hd2200




2.1.4 Kullamlan Programlar ve Yazilimlar

Tez caligmasinda kullanilan program ve yazilimlar Cizelge 2.4.’de yer
almaktadir.

Cizelge. 2.4 Kullanilan Programlar ve Yazilimlar

Yazilim/Program Adi

Autodock Vina Acik erigim
Gromacs 2019-1 Acik erigim
Pymol-20 Acik erisim

2.2. Yontem

Calismada uygulanan analiz yOntemleri ve prosediirleri bu bdliimde
anlatilmistir.

2.2.1. Plasenta Orneklerinin Alinmasi

Arastirmanin evrenini, Hacettepe Universitesi Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve
Dogum Servisinde canli dogum yapan anneler ile Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Hastanesi Dogum ve Jinekoloji Klinigi’nde miyadinda (58-63 giin) canli

dogum yapan (1-6 yas) disi kopekler olusturmaktadir.

Cogul gebelikler, erken dogumlar, sistemik hastaligi olanlar, gebelik
toksikozu, preeklampsi, erken membran riiptiirii, gebelikte hipertansif durumlar,
hiperemezis gravidarum gibi gebelik komplikasyonlar1 ile gebelik dncesinde var
olan bazi saglik durumlartyla (kronik sistemik hastaliklar- kalp, bobrek gibi,
diyabet) karsilasilan anneler ¢calisma kapsamina alinmadi. Ornekleme alinan kadin
hastalar i¢in gebelik siiresince diizenli olarak ultrasonik muayenesinin yapilmasi
ve eylemsiz sezaryen ile dogum yapma sarti arandi. Kopeklerde ise gebelik

komplikasyonu, erken dogum, sistemik hastaliklar ve diizenli asilamasi
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yapilmayan hayvanlar ¢aligma kapsamina alinmayarak; sezaryen ile dogum yapan

hastalar ¢alismaya dahil edildi.

N

Sekil 2.1. Hacettepe Universitesi insan plasentasi toplanmasi.

Arastirma; Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu (Etik Kurul Onay1: 07.03.1019 tarih ve 2020/06-01 sayili karar) ve
Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun (Etik Kurul Onay1:
19.02.2020 tarih ve 2020-4-30 sayili karar) belirlemis oldugu etik ve Helsinki
Bildirgesi prensipleri goz oniinde bulundurularak yapildi. Ornekleme dahil edilecek
annelerden “Aydinlanmis Onam Formu” almmacak ve annelere maruziyet
kaynaklarii belirlemeye yonelik 25 soruluk bir anket uygulandi (anket formu Etik
Kurul Onay Belgesi igerisinde ekte sunulmus ve ilgili etik kurul tarafindan
onaylanmigtir). Anket uygulamasi Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Neonatoloji
Anabilim Dali 6gretim iiyesi Dr. Ogr. Uyesi H. Tolga Celik tarafindan yapilds.
Patolojik numunelerin ayirt edilmesi islemi Hacettepe Universitesi Pediatrik Patoloji
Anabilim Dali’nda Prof.Dr. Diclehan Orhan gézetiminde yapildi ve bu numuneler
aragtirmaya alinmadi. Benzer sekilde hayvan sahiplerinden “Aydinlanmig Onam
Formu” alinacak ve hasta anamnez kart1 (anamnez kart1 Etik Kurul Onay Belgesi
icerisinde ekte sunulmustur) ilgili veteriner hekim (Dog¢.Dr. Halit Kanca veya Dr.
Kiibra Karakas) tarafindan dolduruldu. Hacettepe Universitesi’nden 6rnek alimi

sirasinda alinan gorsel Sekil 2.2.°de gdsterilmistir.
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Sekil 2.2. insan plasentas1 drnek alim1

Plasenta ornekleri; ilgili dogum uzmani tarafindan dogumu takiben hemen
(10 dk igerisinde) ayrildi. Alinan 6rneklerin genel morfolojik 6zellikleri, biiytikliik
ve sekli; kayit altina alindi. Biiylikliik ve seklin plasental fonksiyon 6zelliklerini
degistirebilecegi (kord giris yerine gore sup-optimal vaskiiler dallanma ve azalan
transport etkinligi) goz Oniinde bulundurularak plasentalardan alinan ornekler;
merkezi ve periferal kisimlarinin ayni1 orantida olacak bdlgeden alindi (Burton ve
ark., 2014). Plasental 6rneklemelerde yapilan ¢alismalara gére membran ve kord
kisimlar1 ayrildiktan sonra plasentanin tiim kesimlerinden homojen 06rnek
alinabilmesi amaciyla basit randomize Orneklem yerine sistematik uniform
ornekleme tercih edildi ve 6rneklem vertikal kesitler iizerinden yapildi (Mayhew,
2008). Kopek plasentasi, insanlardaki hemokoriyal yapidan farkli olarak;
endoteliyokoryal yapida olup villi chorial dagilim tipi zonaryadir; kemer (bant)
seklinde fetiisiin etrafin1 sarmaktadir (Mayhew, 2008). Yaklasik 1,5 cm ¢apli olacak
sekilde, steril bistliri ve makas yardimiyla Olciilen oranlara bagl olarak ilgili
kisimlardan alinarak ornekler toplandi; mikrodizin ve kalint1 analizleri i¢in ayrildi
(Sekil 2.3). Orneklemin igerisinden mikrodizin analizi i¢in ayrilan kisim, yiiksek
kalitede RNA ekstraksiyonu i¢in RNA-stabilizasyon saglamak amaciyla azot tankina
konularak saklandi. GC-MS analizi i¢in alinan kisim ise steril kaplara (steril patoloji

kab1) alindi. Ornekler laboratuvara soguk zincir altinda getirildi. Mikrodizin i¢in
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ayrilan 6rnekler Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii’ne, kirletici analizi i¢in
ayrilan drnekler Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji

Anabilim Dali1 Laboratuvari’na gotiirtildii.

Tez asamasinin yaklagik tamamini kapsayan donem igerisinde Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hastanesi Dogum ve Jinekoloji Klinigi’ne gelen
sezaryen sayisindaki diisiis sebebiyle ¢alismaya dahil edilebilen kopek sayis1 16°dur.
Orneklem biiyiikliigiiniin segilmesinde gii¢ analizi (power analysis) yapildi. Buna
gore, Literatiir degerlendirmelerine gore ve tip 1 hata olasilig1 (o) = 0.05, gii¢ (1-p)
= (.80 kriterleri kullanilarak plasentalarda arastirilacak kalic1 organik kirleticilerin
maddesinin bulunma prevalansinin belirlenecegi arastirma diizeninde (tespit edilen
kirletici miktarina gore), tahmini prevalans en yiiksek %10 olmak iizere, toplamda
minimum 6 Ornegin calismada yer almasimin uygun olacagi hesaplandi. Giig

analizinin yapilmasinda G*Power Version 3.1.9.2 hesaplama aracindan ve evren

oranini tahmin etmek i¢in kullanilan yontemden yararlanildi (Erdfelder ve ark.,

2009).

L. Plasenta Dokusi Yakan
2. Yazik seklindeki plasenta kesilersk ic yiizi disan bakacak hale genrilic.

Q - l l
nabus

3. Ug farkh balzeden ayn axm
tanes: kadar parca alnarak RNA later
oulunan ependarilara kooulus:

Qda sicakbiginda saklansr.

4 Kibeit kususunun yans kadac doku passas,
Alnacak icezisinde. 1x PBS soliisrony bulunan,
kanulus.

Sekil 2.3. Kopek plasentalarinin 6rnek alimi i¢in hazirlanan kitler ve agiklamasi

2.2.2. Kirletici Analizi
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Dokularda kalintilar1 arastirilan analitler 6 indikator poliklorlu bifenil
(PCB28, PCB52, PCB101, PCB138, PCB153, PCB180) ve dioksin benzeri PCB
olan PCB118 ile, 9 polibromlu difenileter (PBDE28, PBDE47, PBDE66, PBDE100,
PBDE99, PBDESS, PBDE154, PBDE153 ve PBDE183), 8 organik klorlu pestisit (-
HCH, B-HCH, y-HCH, HCB, 4,4’-DDE, 2,4’-DDD, 4,4’-DDT, HEP) ve 16 PAH
[benzo(a)piren, benz(a)antrasen, benzo(b)fluoranten, krizen, naftalin, asenaftelen,
asenaften, floren, fenantren, antrasen, floranten, piren, indeno (1,2,3,c,d)piren,
dibenzo(a,h)antrasen, benzo(g,h,i)perilen) olmak {iizere toplam 40 kirleticidir.
Plasenta dokularindan kirletici analizi i¢in ekstraksiyon islemi; Ankara Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda
yapildi. Analitlerin ayrimi ve kantitatif belirleme islemi de yine ayn1 birimde bulunan
GC-MS cihazi (Thermo Finnigan Trace GC Polaris Q, San Jose, CA, Amerika
Birlesik Devletleri) ile gerceklestirildi. Kullanilan biitiin kimyasallar analitik saflikta
tercih edildi.

GC-MS analizi i¢in ayrilan numuneler, laboratuvara getirilmelerini takiben
homojenizator kullanilarak homojenize edildi. Ornekler toplandiklar1 giin veya en
fazla 2 giin i¢inde analize alindi, analize alinana kadar -20 °C’de buzdolabinda
bekletildi. Analitlerin ekstraksiyonunda Kuzukiran ve arkadaslart (2018) ve
Vizcaino (2014) yontemleri laboratuvar kosullarinda uyarlandi (Kuzukiran ve ark.,
2018; Vizcaino ve ark., 2014). Yontem laboratuvara uyarlandiktan sonra valide
edildi. Yontem validasyonu i¢in plasentaya 5 farkli konsantrasyonda standart
cozeltiler ilave edilerek ekstraksiyonun tamamlanmasi ve GC-MS’de
degerlendirilmesini takiben hesaplanacak spike geri kazanim, standartlara gore
karsilastirildi. Standart egrinin ¢izilmesini takiben, spike standart egrisi ¢izildi ve
lineer aralik belirlendi. Giin i¢i ve giinler aras1 degerlendirme doku spike igleminin
ticerli tekrar1 halinde ve ii¢ farkli giinde degerlendirmesine gore yapildi. Yontem tam

olarak gelistirilip laboratuvara valide edildikten sonra, 6rnek analizine baslandi.

Bunun i¢in homojenize edilmis olan dokulardan 1 g tartilarak cam santrifij
tiipiine aktarilarak, iizerine 5 mL aseton:etil asetat:izooktan (2:2:1), h/h) karigimi

eklenerek, 20 dk vorteksle karigtirildiktan sonra 6°C’de 5 dk 4500 g’da santrifiij
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(Hettich, universal 320R, Almanya) edilerek, supernatant kismi bagka bir cam tiipe
alind1. Uzerine 0,4 g NaCl ilave edilerek 30 s vorteksle karistirtlip 6°C’de 5 dk 4500
g’da santrifiij edildi. Supernatant kismi1 baska bir cam tiipe alind1. Uzerine 2 g MgSOs
ilave edilerek 30 s vorteksle karistirilip 6°C’de 5 dk 4500 g’da santriflij edildi.
Stipernatant alinarak 35 °C’de azot evaporatorii (VLM, Bielefeld, Almanya) altinda
1 mL kalana kadar uguruldu. Kalan bu sivi kisim 6nceden hazirlanan ve 3 mL
asetonitril ile sartlandirilan, cam pamugu, 0,2 g PSA, 0,5 g C18 ile 0,2 g MgSO4
iceren cam kolondan geg¢irildi. Bu islemin ardindan 3x1 ml asetonitril ile yapilan
toplama islemini takiben tiim ¢oziicli ugana kadar 35 °C’de azot altinda ugurma
islemi uygulandi. Kuru kalinti 100 pL izooktan ile toplanarak GC-MS cihazina
uygulandi. Cihazda kullanilmis olan silica-kapillar kolon (DB-5MS; 30 m x 0.25 mm

cap; 0.25 pm film kalinlig1) olup, analitler, segilen iyon izleme (SIM) moduna gore

belirlendi.

Sekil 2.4. Tez ¢alismalarinin gergeklestirildigi GC-MS cihazi

Cihazda organik klorlu pestisitler ile PCB’ler i¢in ayri, PAH’lar i¢in ayr1
metot gelistirildi, optimize ve EUROCHEM’e gore valide edildi. Bunlar i¢in

belirlenen cihaz metotlan ¢izelge 2.5.,2.6.,2.7.,2.8.’da sunulmustur.
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Cizelge 2.5. Organik klorlu pestisitler ve PCBler i¢in GC-MS metodu

METOT-1
Alikonulma Iyonlar
Zaman Aralig1 (dk) Analit za;réllf)nl o1 | Q2| o3
Alfa HCH 12,17 181 | 183 | 219
Hekzaklorobenzen 12,31 284 | 286 | 282
11,00-14,25 Gamma HCH 13,00 183 | 181 | 219
PCB30** 13,12 186 | 258 | 256
Beta HCH 13,24 183 [ 181 ] 219
14.25-16,15 PCB28 15,43 186 | 258 | 256
Heptaklor 15,76 272 1270 | 274
PCB52 16,64 220 | 257 | 292
16,15-20,40 Aldrin 17,58 263 | 293 | -
Alfa-endo 20,16 251 [ 253 | 183
PCBI101 21,36 254 | 326 | 328
20,40-23,50 Dieldrin 22,45 239 237 | 235
4'4-DDE 23,04 246 248 | 318
PCBI118 24,82 326 | 256 | 254
PBDE28 25,17 246 | 248 | 406
23:90-2350 4’4 DDD 2520 | 235 | 165 | 237
2’4 DDT 25,47 235 | 165 | 237
25.50-26,50 PCBI153 25,84 290 | 360 | 288
PCB153-C13* 25,84 372 {302 | 374
PCB138 27,01 290 | 360 | 288
26,50-30,30 4’4 DDT 27,34 235 | 165 | 237
Metoksiklor 29,68 227 | 274
PCB180 30,13 324 1396 | 394
30,30-33,10 PBDE47 30,36 486 | 488 | 484
PBDE66 31,11 326 | 486 | 484
PBDE100 33,58 404 | 406 | 566
PBDE99 34,67 404 | 406 | 566
PCB209* 36,10 498 [ 428 | 500
33,10-45,20 PBDES5 36,63 404 | 406 | 566
PBDE154 37,26 484 | 486 | 482
PBDE153 38,52 484 | 486 | 482
PBDE183 42,95 564 | 562 | 566

Internal standart
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‘**

Enjeksiyon internal standard1

Cizelge 2.6. Organik klorlu pestisitler ve PCBler i¢in GC firin programi

Hiz (C/dK) Is1 (C) Bekle‘zr(;llf)surem
70 2
25 150 0
Firin Programi 5 200 5
5 270 2
25 290 5
Toplam stire 44
Cizelge 2.7. PAH’lar i¢in cihaz metodu
METOT-2
Zaman Analit Alikonulma zamani 1y0nlar
Aralig1 (dk) (dk) Ql | Q2 Q3
Naftalen D8* 5,92 108 [ 136
Naftalen 5,97 128|129 102
5,00-9,70 | Asenaftilen 8,64 150|153 152
Asenaftilen d10* 9,02 164|162
Asenaftilen 9,07 1541153
Floren 10,58 166 | 165 163
Fenantren d10* 13,75 188|189
2701700 e antren 13,85 178152 176
Antrasen 14,07 178 1176 152
Fluoranten 19,86 2021200 203
Piren 21,38 202 (200 201
17,00-32,00 | Benzo(a)antrasen 29,34 2281226 229
Krizen d12* 29,19 240|236
Krizen 29,34 228 (226
Benzo(b)fluoranten 34,44 252 (253
Benzo(k) fluoranten 34,60 252 (253
Benzo(a)piren 35,96 252 (253
32,00-45,20 | Perilen d12* 36,24 264 (260
Indeno(1,2,3-cd)piren 41,20 276|277
Dibenz(a,h)antrasen 41,47 278279
Benzo(g,h,i)perilen 42,29 276|277
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Cizelge 2.8. PAH’lar i¢in GC firin programi

Hiz (C/dK) Is1 (C) sﬁil;;ft(‘(‘i‘lf)
70 2
25 150 0
Firin program 5 200 5
5 270 2
5 290 5
Toplam zaman 45,2

2.2.2. In Siliko Analiz

Plasental proteinlerin kirleticilerle etkilesimi kapsaminda; kirleticilerin hangi
afiniteyle bu proteinlere baglandigmin belirlenmesi amaglandi. Ozellikle maruziyet
esnasindaki karisim halindeki kirleticilerin, hangi protein ekspresyonunu nasil
degistirebileceginin  bilinebilmesi, c¢oklu maruziyete bagli olarak protein
fonksiyonunu degistirmesi (azaltmasi/arttirmasi/fonksiyonunu etkilemesi) sonucu
hangi kimyasallarin plasental kolinerjik sisteme ait bilesenleri etkileyebilecegi
bakimindan 6nem tasimaktadir. Bu sebeple mikrodizin-GC/MS sonuglarindan elde
edilen veriler (biyoinformatik ve istatistik sonuglar) ve literatiir bilgisiyle
(ksenobiyotiklerle indiiklenen kolinerjik sisteme ait proteinler) segilerek proteinin,
kirleticilerle iliskisi in siliko olarak molekiil hesabi, molekiiler dinamik, molekiiler

docking metodlar1 kullanilarak degerlendirildi.

Analizler igin Ankara Universitesi biinyesinde hali hazirda bulunan 3 adet HP
7820 is istasyonu (Workstation) kullanildi. Yapilan 6n deneme hesaplar ile is
istasyonlariin hesap giicii Cizelge 2.9°da verilmistir. Hesaplama testi i¢cin demo
olarak kullanilan 1 adet NVIDIA TESLA GPU ile de elde edilen veriler aym
cizelgede paylasildi. Bu veriler 15181inda hesaplama sunucularma 1 adet GPU kart1

destegiyle birlikte yapildi.
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Cizelge 2.9. Yapilan 6n deneme hesaplari ile is istasyonlarinin hesap giicii

Gaussian 09 Gromacs Autodo
2019-1 ck Vina
HP Z820 |3 gin (Sozkonusu kirleticiler | 15 ns/giin 8 saat
(GPU’suz) icerisinden en biiyiik molekiil
denenmistir.)
HP 7820 (Elimizde bulunan lisansli Gaussian | 4 ns/giin 3.5 saat
(GPU’lu) stiriimiiniin GPU destegi yoktur.)

2.2.2.1. Molekiil Hesabi

Bu yontem kirleticilerin 3 boyutlu uzaydaki konformasyonlarini hesaplamak

icin kullanildi. Bununla birlikte, protein-ligand etkilesimlerinde biiylik 6neme sahip

humo-lumo enerjileri ve tiim molekiiliin elektrostatik yiik yogunluklar1 hesaplandi.

Bu asamada, hesaplamalar i¢cin Gaussian09 programi, hesap sonuglarini goriintiileme

ve molekiil ¢izimi i¢in Gaussview 09 programi (Ankara Universitesi lisansli)

kullanildi (Carpenter ve ark., 1988; Foster ve ark., 1980; Naaman ve ark., 1988; Reed

ve ark., 1988).

Hesaplama basamaklari1 ve parametreleri su sekildedir:

2.2.2.3. Molekiiler Dinamik

a. DFT hesabi i¢in; Basis set: B3LYP/6-31G (d orbitali i¢in)
b. Frekans kontrolii i¢in; Basis set: 6-311 (2d, 2p orbitali i¢in)

Bu hesaplar sonucunda her bir amino asidin proteinin yapisindaki roliinti, diger

amino asitlerle iliskisini, proteinin yapisal kararliligini, ikincil yapidaki olusumlari

(alfa helix, beta sheet) gibi bir¢ok degiskenin analizi yapilabilir (Jensen, 2001;
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Seminario, 2007). Tez calismasinda kullanilan analizlerden birisi, proteinin ligandla
etkilestigi aktif bolgesini olusturan amino asitlerin analizidir. Bu analiz, protein-
ligand etkilesimi iizerine kurulan hipotezimizi desteklemek icin kritik 6nemdedir.
Analiz sonuglarindan, hangi amino asitlerin ligand etkilesiminde kritik rol oynadigi
ve hangi amino asitlerin proteinin yapisal kararliligini sagladigr gibi olaylar
aydinlatmay1 hedeflemekteyiz. En yiiksek afiniteye sahip molekiiller i¢in Molekiiler
Dinamik Simiilasyon islemleri Gromacs 2019-1’de (program iicretsizdir)
yiriitiilecektir (Abraham ve ark., 2015; Pall ve ark., 2015; Van Der Spoel ve ark.,
2005). Serbest enerji hesaplamalari ise G* MM/PBSA araci ile Molekiiler Mekanik
Poisson Boltzmann Yiizey Alanti MM/PBSA metoduna goére hesaplanacaktir.
Docking analizinden sonra elde edilecek yiiksek afiniteli ligandlar icin MM/PBSA

(Poisson—Boltzmann surface area) serbest enerji hesaplamalar1 kullanilacaktir.

Hesaplama basamaklar1 ve parametreleri su sekildedir:

a. Tim simiilasyonlar 300 Kelvin’de, amber99SB-ildn gii¢ alan1 (Kresten
Lindorft-Larsen, 2010), TIP3P (Jorgensen ve ark., 1983) su modeli ve LINCS (Hess
ve ark., 1997) algoritmasiyla yapilacaktir. Nose-hoover thermostat (tc=1.0 ps),
Parrinello-Rahman (Shamriz ve ark., 2016) barostat (tp=2.0 ps ve sikistirilabilirlik=
4.5x10-5 bar), Coulobm etkilesimleri i¢in paritcle mesh Ewald algoritmas1 (cut-off =
1.0 nm), Van der Waals etkilesimleri i¢in Lennard Jones fonksiyonu (cut-off = 1.0
nm) kullanilacaktir.

b. NPT ve NVT i¢in siire 10 ns MD i¢in 200 ns olacaktir.

2.2.2.4. Molekiiler Kenetleme (Docking)

Docking analizi, birbirine ilgisi olan molekiillerin (6nerilen ¢alismada,
kirleticiler ve kolinerjik sisteme ait bilesenler) etkilesim siireglerinin
aydimnlatilmasinda kullanildi. 1. ve 2. adimlar sonucunda elimizde iki tane kararl
yapida ve 3 boyutlu uzaydaki konformasyonu belli olan molekiil elde edildi. Docking
analizinde bu iki molekiiliin (protein-ligand etkilesimi) birbirleriyle olan iliskisi

incelendi (Yu ve ark.,, 2017). Bu analiz sonrasinda ligandin proteinin hangi
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epitoplarina hangi enerji degerleriyle baglandigi degerlendirildi. Bu asamada
Swissdock (Grosdidier ve ark., 2011) (licretsiz) ve Autodock Vina (iicretsiz)
programlar1 kullanildi. Protein-ligand etkilesimleri ise enerji degerleri ilizerinden

degerlendirildi.

2.2.3. Mikrodizin Analizleri ve Biyoinformatik Analiz

Mikrodizin verileri kimyasallarin plasentanin fonksiyonel yapisin1 ve
fizlyolojisini etkileyerek molekiillerin fetiisiin saghg ve gelisiminde rol
oynayabilecek farkli gen bolgeleri (sitokrom p450 enzimleri, aril hidrokarbon
reseptorleri, muskarinik ve nikotinik kolinerjik reseptorler, dstrojen ve androjen
reseptorleri gibi ksenobiyotiklerle etkisim igerisinde olan), genel metilasyon
bolgelerinin saptanmasi gibi ayni anda farkli pek ¢ok genin analiz edilmesini
saglamaktadir. Arastirmanin bu adimi Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Molekiiler Labaratuvari’nda Prof. Dr. Hilal Ozdag’nin degerlendirme ve
gozetiminde gerceklestirildi. Kopek ifade analizi ise Epigen Biyoteknoloji

firmasindan hizmet alimi1 seklinde gergeklestirildi.

Sekil 2.5. Deneyin gercgeklestirildigi mikrodizin iinitesi

2.2.3.1. RNA Izolasyonu

RNA-stabilizasyonu saglanmast amaciyla azot tankinda saklanan

orneklerden RNA izolasyonu, tamamen RNAaz ari sartlarda GeneAll Hybrd-R hazir
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kiti (GeneAll, Gliney Kore) kullanilarak yapildi. RNA konsantrasyonu NanoDrop
ND-1000 Spektrometre (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA) ile tayin
edildi. RNA orneklerinin kalitesi, %1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek degerlendirildi.
Jel goriintiilerinde 28S/18S orani1 yaklagik 2 olanlar ile absorbans 260/280 orani 2.0-
2,2 arasi olan drnekler calismaya dahil edildi. Ornek kalitesi calismaya devam

edecek diizeyde degil ise hastanin yedek O6rnegine doniildii ve izolasyon islemi
tekrarlandi.

TP O
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Sekil 2.6. RNA ekstraksiyonu ve sonrasinda jel yiiriitilmesi

2.2.3.2.Transkriptom Profilleme Analizleri

2.2.3.2.1. cRNA ve ss-cDNA Sentezi, Fragmentasyon ve Isaretleme

Bu islemler iiretici protokoliinde belirtildigi gibi (Clarium D assay human,
Affymetrix) cRNA sentezi doku orneklerinden izolasyonu yapilarak elde edilen
amplifiye RNA orneklerinden “GeneChip Expression 3’ IVT kullanilarak biotin ile
isaretli cCRNA sentezi gerceklestirildi. Bu islem sirasinda ilk iplik cDNA sentezi
gerceklestirilmesini takiben ikinci iplik cDNA iiretimi gerceklestirildi. Daha sonra
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16 saatlik in vitro transkripsiyon sentezi ile cCRNA {iretimi ger¢eklestirildi. Bu islem
sonrasinda cRNA purifikasyonu saglanarak cRNA konsanstrasyonu NanoDrop ND-
1000 Spektrometre (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA) ile 6l¢tilerek
bir sonraki asamaya gecilebilmesi igin yeterli olarak belirtilen 15 pg’a ulasilip
ulagilmadig tespit edildi. Edilemeyen ornekler i¢in basa doniilerek yeniden cRNA

sentezi tekrarlandi.

«

Sekil 2.7. Fragmentasyon asamasi.

cRNA miktarlar1 15 pg’dan fazla olan 6rnekler ile ¢calismaya devam edildi.
Orneklerden elde edilen konsantrasyonlara gére hesaplanarak biitiin 6rneklerden
625ng/ul olacak sekilde hazirlandi. Daha sonra Ornekler ikinci dongii ss-cDNA
sentezi gerceklestirilerek RNA hidroliz asamasina gecildi. Elde edilen ikinci dongii
ss-cDNA’larinin purifikasyonu gerceklestirildi. Purifikasyonu takiben elde edilen
ss-cDNA  orneklerinin  konsanstrasyonu NanoDrop ND-1000 Spektrometre
(NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA) ile 6l¢iildii. Elde edilen ss-cDNA
miktarlar1 4,4 pg’dan biiyiik olanlar ile ¢alismaya devam edildi. Toplamda 176 ng/ul
olacak sekilde tiim Ornekler hesaplanip diliisyonlar1 yapilarak fragmentasyon

asamasina gecildi.

Fragmente edilen oOrneklerin ayni Ol¢iide fragmente olup olmadigini
degerlendirmek amaciyla elde edilen Ornekler %4’lik agaroz jelde yiiriitiildii.

Fragmentasyon asamasi basariyla gerceklesen drneklere isaretleme yapldi.
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Sekil 2.8. Orneklerin mikrodizin ¢iplerine yiiklenmesi ve hibridizasyon asamasi.

2.2.3.2.2. Hibridizasyon, Yikama-Boyama ve Okuma

Isaretleme asamasini takiben hibridizasyon asamasma gecilerek ciplerin 16
saat boyunca 45 °C, 60 rpm’de inkiibasyonu saglandi. Isaretli cRNA &rnekleri
Affymetrix Clariom D Plus GeneChip mikrodizinlerine hibridize edilmis 6rnekler
ylklendi. Yikama ve boyama islemlerini takiben Affymetrix GeneChip Scanner

3000’de tarandi.

—_—
[Clariom_D_Human).DAT | T TR

E Dl 4 ULLIW _M_I  afets |

Filter by Date Scanned

Sekil 2.9. Yikama-boyama islemi sirasinda ¢ekilen goriintli ve okuma sonrasi alinan ham
veri gorlintisii
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2.2.3.3. Kopek RNA Dizileme Analizi

RNA dizileme(transkriptom analizi), transkripsiyon sonras1 modifikasyonlar,
gen flizyonu, mutasyon/SNP (Tek niikleotit polimorfizmi), belirli bir andaki gen
ifadesi ve farkli gruplar veya tedavilerde gen ifadesi farkliliklarini incelemek
amaciyla kullanilmaktadir. Toplanan kopek plasenta Orneklerinin transkriptom
analizi BGI Genomics sirketi tarafindan DNA Nanoball (DNA nanotop) dizileme
teknolojisi kullanilarak DNBseq™ dizileme platformunda yapildi. Gonderilen total
RNA izolatlarindan mRNA izolasyonu ve fragmentasyonu yapilmis ardindan cDNA
senteziyle birlikte PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) adaptorlerinin 3’
adenilizasyonu tamamlandi. Adenilizasyonu saglanan cDNA parcalar1 PZR ile
amplifiye edilmis ve Ampure XP Beads (AGENCOURT) ile saflagtirilmigtir.
Kitaplik kalite kontrolii Agilent Technologies 2100 biyoanalizdriinde dogrulandi.

Elde edilen ¢ift sarmalli PZR firiinleri 1s1 ile denatiire edilip tek sarmalli
sirkiiler DNA (ssCir DNA) haline getirilerek kiitiiphaneye eklendi. Kiitiiphane igerigi
®29 DNA polimeraz ile DNA nanotop (DNB) dizilemesi i¢in 300’den fazla kopyaya
amplifiye edild1. Olusturulan DNA nanotoplar1 yeni nesil yiiksek verimli nano-

dizileme platformunda, sentezleme yoluyla dizileme teknigi kullanilarak dizilendi.

2.2.3.4. Biyoinformatik Analizler

Mikrodizin sonuglarina iligkin biyoinformatik analizler (farkli ifade edilen gen
setlerinin belirlenmesi, ontoloji ve yolak analizleri) BRB Array Tools, TAC,
DAVID, platformlarinda Prof. Dr. Hilal Ozdag gdzetim ve kontroliinde Ankara

Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii’de gergeklestirildi.

Affymetrix GeneChip Komuta Konsolu (AGCC) yaziliminda ¢iplerin 6nce
goriintii dosyas1 olan DAT uzantili dosya elde edildi. Bu ham veri dosyas1 ardindan

cihaz yazilimiyla numerik veri dosyasina doniistiiriildii. Mikrodizin verilerinin

37



biyoinformatik analizler ile islenmesi i¢in CEL uzantili dosya kullanilmaktadir.
Dolayistyla numerik verileri iceren dosya CEL uzantili olarak kaydedildi.
Biyoinformatik analizler, ¢iplerin 6n analizleri, normalizasyon, filtreleme, farkli

ifade edilen genlerin bulunmasi ve kiimeleme analizlerini igermektedir.

Ciplerin birbirleriyle en dogru sekilde kiyaslanabilmesi i¢in, ¢alisma sirasinda
deneysel kaynakli teknik farkliliklar nedeniyle olusabilecek arka plan giiriiltiistiniin
giderilmesi gerekmektedir. Normalizasyon islemiyle bu farkliliklar elimine edilip
cipler karsilagtirilabilir hale getirildi. Normalizasyon isleminde farkli algoritmalar
kullanildi. Affymetrix ¢iplerinin analizinde RMA (Robust Multiarray Average) bir
normalizasyon algoritmasi kullanildi. Ciplerin 6n analizleri tamamlandiktan sonra
kalite kontrolleri yapildi. Ardindan verinin ileri analizler asamasina gecildi. Bu
analizler sirasinda anlamhi diizeyde farkliliga sahip olmayan problar ¢ikarilir. Bu
islem varyans filtrelemedir. Bu wuygulamadan sonra gruplar birbirleri ile
karsilagtirilarak anlaml sekilde ifade diizeyi farklilik gosteren gen listeleri ileri
analizler ile elde edilir. Bu listeler olusturulurken p anlamlilik degeri ve genler
arasindaki artan ve azalan genlerin degisimlerini saptamak i¢in kat degisimi filtreleri
kullanilir. Elde edilen farkli ifade gen listeleri degerlendirilmek iizere yolak

analizleri degerlendirildi.

Calisma ile ilgili aday genlerin, biyobelirteclerin tanimlanmasi, gen ontolojisi
ve yolak analizleri ile miimkiin olmaktadir. Bu islem i¢in bir¢cok veri tabam
bulunmaktadir. DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated
Discovery), WEBGESTALT (Web-Based Gene Set Analysis Toolkit) gibi veri
tabanlari; KEGG (Kyoto Encylopedia of Gene and Genom) veya BIOCARTA gibi
programlar iizerinden yolak analizleri yapilmaktadir. Bu veri tabanlar igerisinden
KEGG biyolojik sistemlerde ¢alisilmis yiiksek islem hacimli teknolojilerin verilerini
iceren biiylik bir veri tabanidir; arastirmamizda da bu nedenle tercih edilmistir.

Biyoinformatik analizlere ait sematik gorsel Sekil 2.10°da verilmistir.

38



Biyoinformatik  analizlerinden elde edilecek sonuglarin  kirletici
konsantrasyonuyla iliskilendirilmesi; in siliko sonuglardan alinacak verilere gore
(kirleticilerin farkli afinitelerde reseptdr, enzim ve proteinlere baglanmasi goz
onilinde bulundurularak) ekspresyon-kirletici konsantrasyonu ile iligskilendirme ve
farkl1 kirleticilerin ayn1 kolinerjik sisteme ait proteinlere afinitelerinin

degerlendirilmesi gerceklestirilmistir.

Sekil 2.10. Biyoinformatik analiz semasi.

2.2.4. istatistik Analizleri

Kirletici verilerine iligkin tanimlayici istatistikler hesaplanarak Medyan
(Minimum- Maksimum) seklinde o6zetlendi. Hipotez testlerine gecilmeden Once
veriler normal dagilima uygunluk yoniinden Shapiro Wilk testi ile incelendi. Veriler
normal dagilima uygunluk géstermedigi i¢in iki grup arasi dnem kontrolleri Mann
Whitney U testi ile yapildi. Tiim istatistik degerlendirmeler i¢in p<0.05 kriterinden
yararlanildi. Analizler i¢in SPSS 21 paket programi kullanildi. Array analizlerinde,
¢iplerin taranmasindan sonra, her bir prob seti i¢in floresans yogunluklar1 Affymetrix
GeneChip Yazilimi kullanilarak belirlendi ve yogunluk verileri, GeneSpring yazilim

paketindeki (Silicon Genetics) Robust Multi-Array Analysis (RMA) algoritmasi
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kullanilarak dogrusallig1 en iist diizeye ¢ikarmak i¢in dnceden islendi. GeneSpring
kullanilarak, her prob seti i¢in ifade degerleri ilk olarak ham sinyal (en az dort
ornekte> 250) ve varyasyon (en az dort 6rnekte deney ortalamasindan 1.2 kat sapma)
ve genler (prob setleri) i¢in filtrelendi. Bu kriterleri gegen, IUGR ve IUGR olmayan
plasentalar arasinda ekspresyonlar1 farklt olan gen kiimelerini elde etmek igin
GeneSpring'in Genler Arast Hata Modeli kullanilarak ANOVA'ya ve c¢oklu
karsilastirmalar i¢in Benjamini-Hochberg diizeltmesine tabi tutuldu. Dendrogramlar,
GeneSpring'in GeneTree islevi kullanilarak olusturuldu. RNA dizileme analizlerinde
ise Kaplan-Meier metotu ve ¢cok degiskenli regresyon analizi yontemi ile istatistiksel
degerlendirmeler yapildi. Ornekler, kirletici tespit edilen ve edilmeyen &rnekler
olarak iki gruba ayrildi. Anlamlilik belirletci olarak P degeri kullanildi. Tim
anlamlilik seviyesi (DFR) <0,05 olarak belirlendi. P degerlerinin bulunmasi sirasinda

R3.1.1. yazilim programi kullanildi.

3. BULGULAR

3.1. Plasenta Orneklerine Ait Istatistiksel Bulgular

Annelerin gebelik Oncesi viicut kitle indeksi %5’ 18,5’un altinda (zayif),
%55°1 18,5-24,9 araliginda (normal/saglikli), %20’s1 25-29,9 araliginda (kilolu),
%20’s1 ise 30 ve istii (obez) bulunmustur. Gebelik siiresince alinan ortalama kg
12,5+5,38°dir. Plasenta numunesi toplanan annelerin %50’sinde anomalili dogum
ve/veya diisiik gegmisi tespit edildi. Plasenta Ornekleri toplanan annelerin %90°1
gebeliklerini trafo, ¢copliik, sanayi gibi kirleticilere maruz kalabilecekleri ortamlarin

yakinlarinda gecirmistir.

Annelerin yag ortalamast 32,63+5,01°dir. Bunlarin %25°1 gebelik siiresince
sigara kullanmistir, %65°1 sigara i¢ilen ortama maruz kalmigtir. Numunelerin %45°1
ilk dogumunu yapan, %55°1 iki ve isti dogum yapmus annelerden alinmistir.

Numune alinan Orneklerin gestasyon ortalamast 38,36+1,22 olarak bulundu.
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Dogumlarin %5°1 37 haftaliktan oncedir. Anket sonuglarinda annelerin beslenme
aligkanliklarina bakildiginda %73,5 oraninda ambalaj, katki maddesi, pisirilme
yontemleri gibi kirleticiye maruz kalabilecekleri aligkanliklara sahip olduklari
goriilmiistiir. Annelerin gebelik siiresince tiikettikleri yiyecek aligkanliklart Sekil

3.1°de gosterilmistir.

a. Teneke kutuda yiyecek b. Teneke kutudan icecek (Gazlh ¢ Haar, plastik ambalajl, 1sitilarab d. Kabuklu meyvenin kabuguyla
(Konserve, Ton balifi vb) icecek, meyve suyu) tiiketilen gidalar (soymadan) yenmesi

e. Mangal ya da barbekii f.  Ewvdeki yemek pisirirken musluk g- Etve riinlerini haglayarak h. Haftada en az 1 defa balik
suyu kullanimi tiiketimi tiiketimi
i.  Giinde en az bir bardak siit j-  Hergiin en az bir yumurta
icilmesi tiiketimi
N e =20
e

Sekil 3.1. Annelerin gebelik siiresince tiikettikleri yiyecek aliskanliklari

Bebeklerin dogum agirhigr ortalama 3118,42+517,39 g olarak bulundu.
Bunlarin %21,052’si diisiik dogum agirligt kabul edilen 2500 g’in altindadir.
Bebeklerin bas ¢evresi ortalamasi 33,42+2,57 cm olarak bulundu. Bas ¢evresi dlgiilen
10 erkek bebekten 3 tanesi, 10 kiz bebekten 4 tanesi CDC’nin bildirdigi %10’luk
dilimin (%10’luk dilimde erkek bebek bas ¢evresi; 33,08 cm, kiz bebek bas ¢evresi;
32,75 cm olarak verilmistir.) altinda bulunmustur. Plasenta agirligi ortalama
630,65+111,73 olarak bulundu. Bunlarin %55’ 600-700 g araliginda, %30’u 600
g’1n altinda, %15°1 700 g’1n iistiinde bulundu.

Caligmamizda ilk dogumunu yapan ve %45°lik kismuni olusturan 9 annenin

7’sinde kirletici tespit edildi. Kirletici ortlamas1 874,5 ng/g olarak hesaplandi. Geriye
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kalan iki ve tlistii dogum yapmis 11 anneden alinan drneklerden 7’°sinde ise ortalama
355,8 ng/g kirletici tespit edildi. Bu bulgular 1s1ginda ilk dogumunu yapan annelere
ait plasenta 6rneklerinde kirletici yiikii iki ve lizeri dogum yapan annelere kiyasla

yaklasik 2,5 kat fazla bulundu.

Arastirmaya dahil edilen kopeklerin %20’sinin gebelik Oncesi hastalik
gecmisine sahip oldugu; yas ortalamalarinin ise 2,84+0,74 yil oldugu tespit edildi.
Numuneler %20’si ilk dogumunu yapan, %80’1 ikinci ve {istii dogumlarin1 yapan
kopeklerden alindi. Kopeklerin %60°1 gebelikleri siiresince sigara icilen ortama
maruz kalmistir. Képeklerin %30’unda gebelikleri siiresince ¢esitli kozmetik tiriinler
kullanilmistir. Kopeklerin %40°1 ¢is pedi kullanmaktadir. Kopeklerin %20’sinde
gebelikleri siiresince ¢esitli sebeplerle ilag kullanimi mevcuttur. Kopeklerin gebelik

stiresince tlikettikleri yiyecek aliskanliklar1 Sekil 3.2°de gosterilmistir.

a. Teneke kutuda yiyecek b. Teneke kutudan igecek c. Haazr, plastik ambalajli, d. Kabuldu meyvenin
(Konserve, ton bahg vb.) (Gazli igecek, meyve suyu) isitilarak tiiketilen gidalar kabuguyla (soymadan)
yenmesi

a0%
60%
e. Mangal ya da barbekii f. Musluk suyu kullamimi g. Cevrede birikmis sulari h.  Balik titketimi
igme
20%
0%
0% 60%
i. Siit tiiketimi j.  Kurumama tiiketimi k. Yas mama tiiketimi I. Baska bir gida maddesi

g
§
i
E
§
§

B ever
B uavir
n=15

Sekil 3.2. Kopeklerin gebelik siiresince tiikettikleri yiyecek aligkanliklar

3.2. Kirletici Analizi

Gelistirilen metod EUROCHEM’e gore valide edildi. Validasyon

parametrelerinden dogrusallik, power (r2), tespit limiti (limit of detection-LOD),
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Ol¢iim limiti (limit of quantification-LOQ), Cizelge 3.1°de.; geri kazanim, ortalama
geri kazanim, kesinlik, tekrarlanabilirlik Cizelge 3.2.’de gosterildi. Organoklorlu
kirleticilerin 5-100 ng/g doz araliginda linearite sonuglarinda power (r2) tamaminda
0,990 iizerinde bulundu. LOD ve LOQ ise sirasiyla 0,27-0,77 ve 0,82-2,30 ng/g
olarak tespit edildi. PCB kirleticilerin 5-100 ng/g doz araliginda linearite
sonuclarinda power (r2) tamaminda 0,990 iizerinde bulundu. LOD ve LOQ ise
sirastyla 0,34-0,66 ve 1,01-1,98 ng/g olarak tespit edildi, PBDE kirleticilerin 5-100
ng/g doz araliginda linearite sonuglarinda power (r2) tamaminda 0,990 {izerinde
bulundu. LOD ve LOQ ise sirasiyla 0,12-0,31 ve 0.37-0,61 ng/g olarak tespit edildi,
PAH’larin 5-100 ng/g doz araliginda linearite sonu¢larinda power (r2) tamaminda
0,988 iizerinde bulundu. LOD ve LOQ ise sirasiyla 0,39-1,04 ve 1,17-3,12 ng/g
olarak tespit edildi.

Cizelge 3.1. Kirletici analizleri validasyon sonuglari. 1. kisim (Linearite, r2, LOD ve DOQ)

Analit Do(%;ﬁga)lhk 2 LOD ng/g LOQ ng/g

Alfa HCH 5-100 0,990 0,73 2,20
Hekzaklorobenzen 5-100 0,995 0,51 1,54
Gamma HCH 5-100 0,991 0,68 2,05
Beta HCH 5-100 0,992 0,63 1,89
Heptaklor 5-100 0,995 0,45 1,36
Aldrin 5-100 0,991 0,77 2,30
Alfa-endosiilfan 3-100 0,992 0,51 1,53
Dieldrin 5-100 0,992 0,76 2,28
4’4 DDE 5-100 0,996 0,31 0,94
4’4 DDD 5-100 0,993 0,43 1,29
2’4DDT 5-100 0,993 0,43 1,30
4'4DDT 5-100 0,997 0,27 0,82
Metoksiklor 5-100 0,996 0,54 1,62
Max 0,997 0,77 2,30
Min 0,990 0,27 0,82
ORT 0,993 0,54 1,63
PCB30**

PCB28 5-100 0,993 0,44 1,33
PCB52 5-100 0,992 0,43 1,28
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PCBI01 5-100 0,994 0,48 1,45
PCBI18 5-100 0,993 0,49 1,47
PCB153 5-100 0,997 0,34 1,01
PCBI153-C13* B B ) B

PCBI38 5-100 0,995 0,36 1,07
PCB180 5-100 0,991 0,66 1,98
PCB209* - - 3 -

Max 0,66 1,98
Min 0,34 1,01
ORT 0,994 0,46 1,37
PBDE 28 5-100 0,993 0,12 0,37
PBDE 47 5-100 0,997 0,18 0,53
PBDE 66 5-100 0,994 0,20 0,61
PBDE 99 5-100 0,995 0,20 0,59
PBDE 85 5-100 0,993 0,16 0,47
PBDE 100 5-100 0,994 0,16 0,49
PBDE 154 5-100 0,991 0,17 0,52
PBDE 153 5-100 0,992 0,30 0,89
PBDE 183 5-100 0,990 0,31 0,92
Max 0,31 0,61
Min 0,12 0,37
ORT 0,994 0,17 0,51
1- Naftalin 5-100 0,988 0,78 2,33
2- Asenaftelen 5-100 0,992 045 1,35
3- Asenaften 5-100 0,991 0,58 1,73
4- Floren 5-100 0,995 0,73 2,19
5- Fenantren 5-100 0,995 0,55 1,65
6- Antrasen 5-100 0,994 0,61 1,82
7- Floranten 5-100 0,996 041 1,23
8- Piren 5-100 0,996 0,39 1,17
9- Benzo (a) antrasen 5-100 0,994 0.44 1,32
10- Krizen 5-100 0,993 048 1,43
11- Benzo (b) floranten 5-100 0,996 1,04 3,12
12- Benzo (k) floranten 5-100 0,997 0,53 1,59
13- Benzo (a) piren 5-100 0,997 0,51 1,56
14- Indeno (1,2,3, c, d) piren 5-100 0,994 0,65 1,85
15- Dibenz (a, h) antrasen 5-100 0,992 0,67 2,00
16- Benzo (g, h, i) perilen 5-100 0,994 0,55 1,64
Maksimum 0,997 1,04 3,12
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Minimum

‘ 0,988 ‘

0,39

1,17

Ortalama

0,994

0,58

1,75

*Internal STD
**Enjeksiyon Int-STD

Cizelge 3.2. Kirletici analizleri validasyon sonuglari. 2. kisim (Geri kazanim, ortalama geri
kazanim, kesinlik, tekrarlanabilirlik)

Analit Geri kazanim (1=6) | piatama geri | Kesinlik (RSD %) Tekmﬂa“alj:)“rhk (RSD
10 ng/g 75 ng/g kazanim (%) 10 ng/g 75 ng/g 10 ng/g 75 ng/g

Alfa HCH 92,41 91,04 91,73 8,90 8,40 9,98 8,69
Hekzaklorobenzen 93,49 92,22 92,86 731 5,88 8,19 8,48
Gamma HCH 98,07 103,11 100,59 8,06 6,51 8,82 7,74
Beta HCH 10022 | 97,73 98,98 9,22 8,72 9,77 8,27
Heptaklor 94,28 92,51 93,39 6,57 6,20 7,88 7,63
e 92,61 90,45 91,53 11,34 10,82 12,29 11,02
Alfa-end N 91,24 87.81 89,52 10,28 9,45 10,08 11,34
Dieldrin 88,95 83,52 86,23 10,49 8,43 11,97 10,71
4’4 DDE 100,55 | 95,75 98,15 721 6,72 6,62 5,94
4’4 DDD 98,49 90,45 94,47 10,07 9,66 8,93 7,63
2°4 DDT 99,08 88,59 93,84 9,22 8,61 935 7,95
4’4 DDT 10039 | 101,77 101,08 721 5,25 6,41 6,15
Metoksiklor 97,61 92,90 95,26 8,37 7,46 8,72 8,48
Maksimum 100,55 | 103,11 101,08 1134 | 10,82 12,29 11,34
Minimum 88,95 83,52 86,23 6,57 525 6,41 5,94
ORT 95,95 92,91 94,43 8,79 7,85 9,15 8,46
PCB30** - - . . - - -
— 101,14 | 102,92 102,03 413 3,89 4,52 435
PCRS2 99,37 105,06 102,21 477 4,41 4,94 445
PCBIO] 98,51 97,32 97,91 6,68 5,67 5,78 5,09
PCBI1S 97,22 98,01 97,61 5,51 5,15 5,88 5,41
PCR1S3 99,86 95,55 97,71 3,82 347 3,26 3,07
PCB153-C13* - - - - - - -
PCBI3S 99,76 95,94 97,85 4,03 3,36 441 3,92
o 97,80 92,41 95,11 5,62 5,78 7,14 6,68
PCB209* - - - - - - -
Max 101,14 | 105,06 102,21 6,68 5,78 7,14 6,68
Min 97,22 92,41 95,11 3,82 3,36 3,26 3,07
ORT 99,09 98,17 98,63 4,94 4,53 513 4,71
PBDE 28 92,37 ‘ 92,76 92,57 ‘ 8.58 | 5,57 9.66 ‘ 912
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PBDE 47 91,77 93,66 92,71 6.73 4,83 821 775
PBDE 66 94,74 94,35 94,55 10,30 3,67 12,10 11,19
PBDE 99 93,95 95,54 94,74 10,14 8,93 10,58 9,79
PBDE 85 92,86 93,66 93,26 8.36 7,46 8.51 787
PBDE 100 89,30 90,98 90,14 5,43 3,36 5,90 5,81
PBDE 154 olas | o187 01,68 6.26 578 5.86 5.42
PBDE 153 8,79 | 9078 90,29 3.8 378 3.70 3.51
PBDE 183 86,03 88,11 87,07 10,68 6,51 14,36 13,29
Maksimum 94,74 95,54 94,74 10,30 8,93 12,10 11,19
Minimum 89,30 90,98 90,14 543 4,83 5,90 5,81
ORT 92,50 93,49 93,00 8,26 6,30 9,16 8,59
1- Naftalin 88,69 89,47 89,08 3,17 2,91 2,29 3,64
2- Asenaftilen 91,43 92,22 91,83 10,00 9,17 10,84 10,09
3- Asenaften 91,63 92,41 92,02 8,20 9,52 10,19 9,77
4- Floren 94,12 94,95 94,54 2,48 2,91 4,99 5,30
5- Fenantren 93,85 94,15 94,00 10,68 12,52 14,85 10,82
6- Antrasen 94,25 95,24 94,74 11,45 13,42 15,09 9,26
7- Floranten 97,14 97,86 97,50 8,01 9,39 10,62 8,11
8- Piren 95,07 95,95 95,51 11,62 10,90 13,59 9,67
9- Benzo (a) antrasen 94,47 95,55 95,01 8,78 8,05 7,99 8,53
10- Krizen 95,58 96,00 95,79 2,19 2,01 3,39 2,70
11- Benzo (b) floranten 93,70 94,43 94,07 7,06 8,27 9,82 7,28
12- Benzo (k) floranten 96,62 97,54 97,08 7,63 8,94 11,05 9,88
13- Benzo (a) piren 98,79 100,06 99,43 10,49 12,30 12,89 9,98
llgfr'erll“de“" (1,23, ¢,d) 98,49 99,32 98,90 2,48 2,91 3,93 333
15- Dibenz (a, h) antrasen 94,12 95,47 94,80 5,55 6,74 6,50 4,89
16- Benzo (g, h, i) perilen 94,66 95,38 95,02 5,15 6,04 6,10 5,41
Maksimum 98,79 | 100,06 99,43 11,62 13,42 15,09 10,82
Minimum 88,69 89,47 89,08 2,19 2,01 2,29 2,70
ORT 94,54 95,38 94,96 7,18 7,87 9,01 7,42

Aragstirilan orneklerden 10 tanesinde OK’lerden 44-DDE tespit edildi, tespit
edilen orneklerin i¢cinde en diisitk HS (32,94 ng/g), en yiliksek H2 (157,99 ng/g)
numarali 6rneklerde bulundu. Ayrica 4’4 DDD de H2’de 206,03 ng/g miktarinda
tespit edildi. Orneklerin %25’inde 4’4 DDD ve 2’4 DDT tespit edildi. Toplanan 20

ornekten 2 tanesinde PCB tespit edildi. PCB tespit edilen bu 6rneklerin her birinde
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PCB153 ve PCB180 bulundu. Orneklerin %25’inde PBDE28 tespit edildi ve en

diisik 44,537 ng/g, en yiksek 164,321 ng/g miktarinda bulundu. Toplanan

orneklerden H7°de 6 farkli PAH tespit edildi. Krizen 6rneklerin %50’sinde tespit

edildi ve PAH’lar arasinda en cok tespit edilen kirletici oldugu goriildii. Krizenin

ardindan en ¢ok tespit edilen PAH’lar arasinda naftalin, asenaftelen ve fenantren,

floren, asenaften gelmektedir. Ornekler arasinda toplam PAH tespiti en diisiik

H17°de 39,43 ng/g, en yiiksek H5 de 15469,853 ng/g miktarlarinda bulundu. Insan

plasenta drnekleri iizerinde yapilan kirletici analiz sonuglar1 Cizelge 3.3 de verildi.

Cizelge 3.3. Insan plasenta rneklerinde kirletici analizleri

ANALITLER HI |H2 |H3 |H4 |H5 |H6 |H7 |H8 | HO9 ;{1
_— TE | TE| TE| TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE
HCB TE | TE | TE| TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE
JHCH TE| TE | TE| TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE
B-HCH TE | TE| TE| TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE
HEP TE | TE| TE| TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE
ALD TE| TE| TE| TE | TE | TE | TE| TE | TE | TE
WEND TE | TE| TE| TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE
DIELD TE| TE| TE| TE | TE | TE | TE| TE | TE | TE
B.END TE | TE| TE| TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE

157, 32,9 354

44-DDE TE | 90" | 452|495 | 4 | TE | 303 | TB | 3384 3
, 206, | 77.1 | 64.7 | 22.7 172,

4’4 DDD TE |0y |5 | Ce [  TE | S| TE | TE | TE
, 56,2 211 479

2°4DDT TE |75 | g06 | s |s3s| TE| 4 | TE | TE | TE

4’4 DDT TE|TE | TE | TE | TE| TE | TE| TE | TE | TE

MET TE| TE| TE| TE | TE | TE | TE| TE | TE | TE

0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00

Toplam HCH 0 0 0 0 0 0 0 0,000 1 0,000 0

0,00 | 420, | 130, | 135, 61,0 [ 0,00 259, | "I 33,84 [ 354

Toplam DDT 0 | 300| 600|400 40 | 0o | 800 |" 0 | 30

0,00 | 206, | 77,1 | 64,7 [ 32,9 [ 0,00 [ 172, | " '33,84 [ 354

Max 0 |030| 40 | 50 | 40 | 0 | 560 | 0 | 30

0,00 | 56,2 | 8,26 | 21,1 [ 5,38 [ 0,00 (39,3 | (o "1'33,84 [ 354

Min 0o | 80| o |s50] o | o o0 |? 0 | 30

0,00 | 140, | 43,5 | 45,1 [ 20,3 [ 0,00 [ 86,6 | o 7| 33,84 [ 354

ORT 0 |100] 33|33 |47 0 |00 |? 0 | 30

0,00 | 420, | 130, | 135, 61,0 [ 0,00 [259, | o "1'33,84 [ 354

Toplam OCP 0 | 300|600 | 400 | 40 | o |00 | 0 | 30
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PCB28 TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE
PCBS2 TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE
PCB101 TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE
PCB118 TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE
11,43
PCB153 TE TE TE TE TE TE TE 3 TE TE
PCB138 TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE
194,1
PCB180 TE TE TE TE TE TE TE ’1 TE TE
PCB209* B ) ) B B B B B ) )
0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 194,1 0.000 0,00
Max 0 0 0 0 0 0 0 81 ’ 0
0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 11,43 0.000 0,00
Min 0 0 0 0 0 0 0 3 ’ 0
0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 102,8 | 67,68 | 70,8
ORT 0 0 0 0 0 0 0 07 0 60
Toplam DL-PCB TE | TE | TE | TE [ TE | TE | TE | TE | TE | TE
0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 11,43 0.000 0,00
Toplam NDL-PCB 0 0 0 0 0 0 0 3 ’ 0
0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 205,6 0.000 0,00
TOP-PCB 0 0 0 0 0 0 0 14 ’ 0
83,6 1643 | 69,6
PBDE 28 65 TE TE TE TE TE TE TE 21 0
PBDE 47 TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE
PRDE 66 TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE
PBDE 99 TE | TE | TE | TE | TE | TE [ TE | TE | TE | TE
PBDE 85 TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE
PBDE 100 TE | TE | TE | TE | TE | TE [ TE | TE | TE | TE
PEDE 154 TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE
PBDE 153 TE | TE | TE | TE | TE | TE [ TE | TE | TE | TE
PBDE 183 TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE
83,6 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0.000 164,3 | 69,6
Maksimum 65 0 0 0 0 0 0 i 21 02
83,6 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0.000 164,3 | 69,6
Minimum 65 0 0 0 0 0 0 i 21 02
83,6 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0.000 164,3 | 69,6
ORT 65 0 0 0 0 0 0 i 21 02
83,6 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0.000 164,3 | 69,6
Toplam PBDE 65 0 0 0 0 0 0 ’ 21 02
83,6 | 420, | 130, | 135, | 61,0 | 0,00 | 259, | 205,6 | 198,1 | 105,
Toplam POP 65 | 300 | 600 | 400 | 40 0 800 14 61 032
. 36,7 167, 8365,
1-Naftalin TE 1 TE TE TE TE 48 TE 168 TE
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2-Asenaftelen TE | TE | TE | TE | TE | TE 24,6 TE 191,41 58,8
9 34 62
3-Asenaften TE TE TE TE TE TE 1£§ ’ TE TE TE
4-Floren TE TE TE TE TE TE ! 31 76 ’ TE TE TE
5-Fenantren TE 275’4 TE | TE | TE | TE 7:;’2 TE TE TE
6-Antrasen TE | TE | TE | TE 330, TE | TE 3516 TE TE
915 70
7-Floranten TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE TE TE TE
8-Piren TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE TE TE TE
9-Benzo(a)antrasen TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE TE TE TE
151 138 174
. 598, | 419, | 341, 2069, | 1687,
10-Krizen TE 612 | 822 | 392 18,9 | TE | 5,86 372 446 2,85
38 4 4
11-Benzo(b)floranten TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE TE TE TE
12-Benzo(k)floranten TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE TE TE TE
13-Benzo(a)piren TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE TE TE TE
14-
indeno(1,2,3.c.d)piren TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE TE TE TE
15-
Dibenzo(a,h)antrasen TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE
16-Benzo(g,h,i)perilen | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE TE TE TE
0,00 | 598, | 419, | 341, 1151, 0,00 51?; 2069, | 8365, 212;;
9 9 9
Max 0 612 | 822 | 892 38 0 4 872 168 4
0,00 | 27,4 | 419, | 341, | 350, | 0,00 | 24,6 | 551,6 | 191,4 | 58,8
Min 0 50 | 822 892 915 | O 90 70 34 62
0,00 | 220, | 419, | 341, Z‘;‘; 0,00 | 311, | 1310, | 3414, | 900,
0 | 924 | 822 | 892 | 0 686 | 771 683 | 858
Ortalama 7
0.00 | 662, | 419, | 341, | (> | 000 [ 1% | 2621, | 1024 | [
Toplam PAH 0 | 772 | 822 | 892 53 0 4 542 | 4,048 6
ANALITLER H13 H14 H15 | H16 | H17 | H18 | H19 | H20 | H26 | H30
a-HCH TE TE TE | TE TE TE | TE TE TE TE
HCB TE TE TE | TE TE TE | TE | TE | TE TE
y-HCH TE TE TE | TE TE TE | TE TE TE TE
B-HCH TE TE TE | TE TE TE | TE TE TE TE
HEP TE TE TE | TE TE TE | TE | TE | TE TE
ALD TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE
o-END TE TE TE | TE TE TE | TE TE TE TE
DIELD TE TE TE | TE TE TE | TE TE TE TE
B-END TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE
45,9
44-DDE 6592 | 3673 | 0| TE| 5 [ TETE TR AR TE
4’4 DDD TE TE TE | TE TE TE | TE TE TE TE
2’4 DDT TE TE TE | TE TE TE | TE TE TE TE
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44 DDT TE e |TE| T | TE | TE|TE| TE| TE| TE

MET TE TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE
0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

ToplamuacH | 000 | 0000 17571 5% 1 o | o | o | o | o | %00
0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

ToplamDDT | 83920 | 0000 1 7m0 " | 0 | o | o | o | %000
0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

Max 65,920 | 0,000 | %00 | H00 | 000 1 0007104011 040110801 g 999
0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

Min 65,920 | 0,000 | %00 | H00 | 000 1 00071 04011 04010801 g 999
0,00 | 0,00 | 459 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

ORT 65,920 | 36,730 | V00 | 000 4591 00011 00011 000110801 g 999
0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

Toplamocp | 83920 | 0000 17571 5071 % | o | o | o | o | %000

PCB28 TE TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE

PCB52 TE TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE

PCB101 TE TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE

PCB118 TE TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE

11.43

PCBLS3 TE TE | TE|TE | TE | TE | TE | TE | TE | '

PCB138 TE TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE

194.1

PCBISO TE TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | o}

PCB209* - -

0,00 ] 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 194.1

Maksimum 0,000 0,000 0 0 1] 1] 0 0 0 81

0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 11,43

Minimum 0,000 10000 | "5 1 o o | o | 0 | 0| o 3

131,84 | o 7] 0,00 | 0,00 | 459 [ 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 102,8

ORT 0 ’ o | o |3 | oo o] o]l o

1T>(();I])31am DL- TE TE | TE | TE| TE | TE | TE | TE | TE | TE

Toplam NDL- 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 102.8

PCB 0,000 1 0,000 | 5" 1 | o | o | o | o | 0 | 07

0,00 | 0,00 | 153 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 102,8

TOP-PCB 0,000 1 0,000 | 5" | 50 | 0 | 0 | 0o | 0 | 07

PBDE 28 84308 | 44537 | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE

PBDE 47 TE TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE

PBDE 66 TE TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE

PBDE 99 TE TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE

PBDE 85 TE TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE

PBDE 100 TE TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE

PBDE 154 TE TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE

PBDE 153 TE TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE

PBDE 183 TE TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE | TE
0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

Maksimum 84,308 | 44,537 | 0 0 | o | o | o | o | o | 9000
0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

Minimum 84,308 | 0,000 |\ om0 | o | o | o | o | 9000
0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

ORT 84,308 | 0,000 | V00| OO 000 | 00071 00071 04010801 g 999
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0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
Toplam PBDE | 54308 | 0000 1751 %% 1 o | 0 | o | o | o | %000
150,22 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
Toplam POP 8 |31 % o] ool o | o | o %00
. 32243 38,5
1-Naftalin 44,62 17 TE | TE 60 TE | TE | TE | TE TE
2-Asenaftelen TE TE TE | TE TE TE | TE | TE | TE TE
3-Asenaften TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE
4-Floren 75,28 TE TE | TE TE TE | TE | TE | TE TE
5-Fenantren TE TE TE | TE 3?? (’)4 TE | TE | TE | TE TE
6-Antrasen TE TE TE | TE TE TE | TE | TE | TE TE
7-Floranten TE TE TE | TE TE TE | TE | TE | TE TE
8-Piren TE TE TE | TE TE TE | TE | TE | TE TE
- TE TE TE | TE TE TE | TE | TE | TE TE
Benzo(a)antrasen
10-Krizen ! IS ,? Al 63 g A TE | TE TE TE | TE | TE | TE TE
11-
Benzo(b)florante TE TE TE | TE TE TE | TE | TE | TE TE
n
12-
Benzo(k)florante TE TE TE | TE TE TE | TE | TE | TE TE
n
13-Benzo(a)piren TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE
14-
indeno(1,2,3,c.d) | TE TE | TE| TE| TE | TE | TE | TE | TE | TE
piren
15-
Dibenzo(a,h)antr TE TE TE | TE TE TE | TE | TE | TE TE
asen
16-
Benzo(g,h,i)peril TE TE TE | TE TE TE | TE | TE | TE TE
en
11394 | 3224,3 | 0,00 | 0,00 | 39,4 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0.000
Maksimum 87 17 0 0 30 0 0 0 0 i
1627,4 | 0,00 | 0,00 | 39,4 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
Minimum 44,620 00 0 0 30 0 0 0 0 0,000
419,79 | 2425,8 | 0,00 | 0,00 | 39,4 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0.000
Ortalama 6 59 0 0 30 0 0 0 0 i
1259,3 | 4851,7 | 0,00 | 0,00 | 39,4 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0.000
Toplam PAH 87 17 0 0 30 0 0 0 0 i

TE: Tespit Edilemedi
*Internal STD
**Enjeksiyon Int STD

Kopeklerden toplanan plasenta 6rneklerinde organoklorlu kirleticilerden 44-
DDE,4’4 DDD ve 2’4 DDT tespit edildi. PCB’lerden 15 6rnekten iiglinde PCB28
birinde PCB118 tespit edildi. PBDE’lerden sadece %6,6 oraninda PBDE2S tespit
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edilmistir Analizi yapilan 15 kopek plasenta 6rneginden 4 ornekte ¢esitli PAH lar
tespit edildi. En ¢ok sayida drnekten tespit edilen PAH floren, En yiliksek miktarda
tespit edilen ise fenantren olmustur. Kopeklerden toplanan plasenta 6rnekleri

izerinde yapilan kirletici analizlerinin sonuglar1 Cizelge 3.4’de verildi.

Cizelge 3.4. Kopek plasenta drneklerinde kirletici analizleri

Analitler D1 _|D2 D3 D4 D5 | D6 D7 |D8
o-HCH TE |TE__|TE | TE TE | TE TE | TE
HCB TE |TE__|TE | TE TE | TE TE | TE
y-HCH TE |TE__|TE | TE TE | TE TE | TE
B-HCH TE |TE__|TE | TE TE | TE TE | TE
HEP TE |TE__|TE | TE TE | TE TE | TE
ALD TE |TE___|TE | TE TE | TE TE | TE
-END TE |TE__|TE | TE TE | TE TE | TE
DIELD TE |TE__|TE | TE TE | TE TE | TE
B-END TE |TE_|TE | TE TE | TE TE | TE
44-DDE TE |TE_|TE__ |29.150 |TE _ |99.580 |TE | 37.540
4°4DDD TE |TE |TE  |407,790 |TE  |647380 |TE 363’93
24 DDT TE |TE _|TE | 254.180 |TE _ |209.160 |TE | 86,810
44 DDT TE |TE__|TE | TE TE | TE TE | TE
MET TE |TE__|TE__|TE TE | TE TE | TE
0,00
" - o0 [0.000 0,000 0,000 |0,000 0,000 0,000 |0,000
0,00 388,28
Toplam DDT o0 [0.000 | 0,000 |691,120 {0,000 |956,120 |0.000 |
Max 8’00 0,000 | 0,000 |407,790 | 0,000 |647,380 |0,000 (2)63’93
Min 8’00 0,000 | 0,000 |29,150 |0,000 |99,580 |0,000 |37.540
ORT 8’00 0,000 | 0,000 |230373 | 0,000 |0,000 |0,000 |0,000
0,00 388,28
Toplam OCP 0 [0.000 | 0,000 |691,120 0,000 |956,120 |0,000 |
PCB28 TE |TE _|TE __|TE TE | 846660 |TE | TE
PCB52 TE |TE__|TE __|TE TE | TE TE | TE
PCB10] TE |TE__|TE | TE TE | TE TE | TE
PCBI18 TE |TE__|TE | TE TE | TE TE | TE
PCB153 TE |TE__|TE | TE TE | TE TE | TE
PCB138 TE |TE__|TE | TE TE | TE TE | TE
PCBI80 TE |TE__|TE | TE TE | TE TE | TE
PCB209* - - 3 3 3 3 3 3
. 0,00 15000 0,000 |0,000 |0,000 |846,660 |0,000 |0,000
Maksimum 0
. 0,00 15000 0,000 |0,000 |0,000 |846,660 |0,000 |0,000
Minimum 0
0,00
ORT o0 10,000 0,000 {0,000 |0,000 846,660 0,000 |0,000
Toplam DL-PCB TE |TE _|TE | TE TE | TE TE |TE
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0,00
Toplam NDL-PCB 0 0,000 (0,000 |0,000 0,000 | 846,660 | 0,000 |0,000
0,00
TOP-PCB 0 0,000 (0,000 |0,000 0,000 | 846,660 | 0,000 |0,000
PBDE 28 TE |TE TE 168,960 | TE TE TE TE
PBDE 47 TE |TE TE TE TE TE TE TE
PBDE 66 TE |TE TE TE TE TE TE TE
PBDE 99 TE |TE TE TE TE TE TE TE
PBDE 85 TE |TE TE TE TE TE TE TE
PBDE 100 TE |TE TE TE TE TE TE TE
PBDE 154 TE |TE TE TE TE TE TE TE
PBDE 153 TE |TE TE TE TE TE TE TE
PBDE 183 TE |TE TE TE TE TE TE TE
. 0,00 0,000 |0,000 |168,960 | 0,000 |0,000 0,000 | 0,000
Maksimum 0
- 0,00 0,000 |0,000 |168,960 | 0,000 |0,000 0,000 | 0,000
Minimum 0
. o [0.000 |0,000 0000 |0,000 |0.000 |0.000 |0,000
0,00
Toplam PBDE 0 0,000 |0,000 |168,960 (0,000 0,000 0,000 | 0,000
0,00 1802,78 388,28
Toplam POP 0 0,000 |0,000 |860,080 (0,000 0 0,000 0
1-Naphthalene TE |TE TE 132,760 | TE 92,430 |TE TE
2-Acenaphthylene TE |TE TE 87,340 |TE 87,320 |TE TE
3-Acenaphtene TE |TE TE 72,750 |TE 64,870 |TE TE
4-Fluorene TE |TE TE 295,320 |TE 147,260 | TE TE
5-Phenanthrene TE |TE TE 645,880 | TE 302,570 | TE TE
6-Anthracene TE |TE TE TE TE TE TE TE
7-Fluoranthene TE |TE TE TE TE TE TE TE
8-Pyrene TE |TE TE TE TE TE TE TE
9-Benzo(a)anthracene TE |TE TE TE TE TE TE TE
10-Chrysene TE |TE TE TE TE TE TE TE
11-
Benzo(b)fluoranthene TE | TE TE TE TE TE TE TE
12-
Benzo(k)fluoranthene TE | TE TE TE TE TE TE TE
13-Benzo(a)pyrene TE |TE TE TE TE TE TE TE
14-
Indeno(1 2.3.c.d)pyrene TE |TE |TE TE TE TE TE TE
15-
Dibenz(a,h)anthracene TE | TE TE TE TE TE TE TE
16-Benzo(g,h,i)perylene |TE |TE TE TE TE TE TE TE
. 0,00 0,000 |0,000 645,880 |0,000 |302,570 |0,000 |0,000
Maksimum 0
. . 0,00 0,000 (0,000 (72,750 |0,000 |64,870 |0,000 |0,000
Minimum 0
0,00 0,000 (0,000 |246,810 | 0,000 |138,890 |0,000 |0,000
Ortalama 0
0,00 1234,05
Toplam PAH 0 0,000 |0,000 0 0,000 | 694,450 | 0,000 |0,000
ANALITLER D9 D101 D102 D103 D104 D105 D106
a-HCH TE TE TE TE TE TE TE
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HCB TE TE TE TE TE TE TE
y-HCH TE TE TE TE TE TE TE
B-HCH TE TE TE TE TE TE TE
HEP TE TE TE TE TE TE TE
ALD TE TE TE TE TE TE TE
o-END TE TE TE TE TE TE TE
DIELD TE TE TE TE TE TE TE
B-END TE TE TE TE TE TE TE
44-DDE 43,610 TE TE TE TE TE 40,310
4’4 DDD 27%’56 TE TE TE TE TE TE
2’4 DDT 78,420 TE TE TE TE TE TE
4’4 DDT TE TE TE TE TE TE TE
MET TE TE TE TE TE TE TE
Toplam HCH 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
397,59
Toplam DDT 0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
275,56
Maksimum 0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Minimum 43,610 | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
132,53
ORT 0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
397,59
Toplam OCP 0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
1014,43
PCB2S 82,640 TE 0 TE TE TE TE
PCB52 TE TE TE TE TE TE TE
PCB101 TE TE TE TE TE TE TE
PCB118 TE TE TE 27,200 TE TE TE
PCB153 TE TE TE TE TE TE TE
PCB138 TE TE TE TE TE TE TE
PCB180 TE TE TE TE TE TE TE
PCB209* - - - -
. 82,640 | 0,000 1014,43 27,200 | 0,000 0,000 0,000
Maksimum 0
. . 82,640 | 0,000 1014,43 27,200 | 0,000 0,000 0,000
Minimum 0
612,76 1014,43
ORT 0 0,000 0 27,200 | 0,000 0,000 0,000
Toplam DL-PCB TE TE TE 27,200 TE TE TE
1014,43
Toplam NDL-PCB 82,640 | 0,000 0 27,200 | 0,000 0,000 0,000
1014,43
TOP-PCB 82,640 | 0,000 0 27,200 | 0,000 0,000 0,000
PBDE 28 TE TE TE TE TE TE TE
PBDE 47 TE TE TE TE TE TE TE
PBDE 66 TE TE TE TE TE TE TE
PBDE 99 TE TE TE TE TE TE TE
PBDE 85 TE TE TE TE TE TE TE
PBDE 100 TE TE TE TE TE TE TE
PBDE 154 TE TE TE TE TE TE TE
PBDE 153 TE TE TE TE TE TE TE
PBDE 183 TE TE TE TE TE TE TE
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Maksimum 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Minimum 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
ORT 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Toplam PBDE 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
480,23 1014,43
Toplam POP 0 0,000 0 0,000 0,000 0,000 0,000
1-Naftalin 78,550 TE TE TE TE TE TE
2-Asenaftelen 69,540 TE TE TE TE TE TE
3-Asenaften 43910 TE TE TE TE TE TE
4-Floren ! 8%34 TE 365,400 TE TE TE TE
5-Fenantren 54%’27 TE TE TE TE TE TE
6-Antrasen TE TE TE TE TE TE TE
7-Floranten TE TE TE TE TE TE TE
8-Piren TE TE TE TE TE TE TE
9-Benzo(a)antrasen TE TE TE TE TE TE TE
10-Krizen TE TE TE TE TE TE TE
11-Benzo(b)floranten TE TE TE TE TE TE TE
12-Benzo(k)floranten TE TE TE TE TE TE TE
13-Benzo(a)piren TE TE TE TE TE TE TE
14-
Indeno(1,2,3,c,d)piren TE TE Pe - TE TE TE
15-
Dibenzo(a,h)antrasen e 18 T8 ‘G S TE TE
16-Benzo(g,h,i)perilen TE TE TE TE TE TE TE
. 549,27 0,000 | 365,400 | 0,000 0,000 0,000 0,000
Maksimum 0
Minimum 43,910 | 0,000 | 365,400 | 0,000 0,000 0,000 0,000
185,52
Ortalama ) 0,000 | 365,400 | 0,000 0,000 0,000 0,000
927,61 | 4000 | 365400 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
Toplam PAH 0 i i i i i i

*Internal STD
**Enjeksiyon Int. STD
**TE tespit edilemedi

Anket igerisinde sorulan sorular ile kirletici bulgular1 arasinda, genel olarak
orneklem sayisina bagl olarak anlamli bir iliski bulunmadi (p>0.05). Ornegin sigara
kullanan annelerin plasenta 6rneklerinde toplam PAH diizeylerinde 2.43 kat, toplam
PBDE yiikiinde 2.07 kat, PCB yiikiinde ise 60.47 kat artis goriiliirken, toplam kirletici
yukiinde 2.35 kat artis goriildii. Cizelge 3.5’te de gosterildigi iizere bu fark anlamli
bulunmadi. Benzer sekilde sigara i¢gilen evde yasayan kopeklerden alinan plasenta
orneklerinde toplam PAH yiikiinde 1,8, fenantren yiikiinde 1,5, floren ylikiinde 3,4
ve asenaftilen ylikiinde 1,1 kat artis bulundu (p>0,05; Cizelge 3.6). Gebelik siiresince

diyetlerinde mangal ile pisirilmis gida tiiketen annelerde tiiketmeyenlere oranla
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toplam organoklorlu pestisit yiikiinde 3,13 kat artis gozlenmistir. Bu annelerin
bebeklerinin dogum agirliginda %1 azalma gozlendi. Mangal yapilan evlerde
bulunan annelerden alinan plasenta 6rneklerinde kirletici yiikiiniin arasinda anlaml

iliski bulunmadi (p>0,05, Cizelge 3.7).

[k dogumunu yapan ve %45°lik kismini1 olusturan 9 annenin 7’sinde kirletici
tespit dildi. Kirletici ortlamasi 874,5 ng/g olarak hesaplandi. Geriye kalan iki ve tistii
dogum yapmis 11 anneden alinan Orneklerden 7’sinde ise ortalama 355,8 ng/g
kirletici tespit edildi. Ik dogumunu yapan annelere ait plasenta drneklerinde kirletici
yiikii iki ve lizeri dogum yapan annelere kiyasla yaklagik 2,5 kat fazla bulundu

(p>0,05).

Cizelge 3.5. insan plasenta 6rneklerinde kirletici yiikiiniin sigara kullanan ve kullanmayan
annelere gore degerlendirilmesi ve bebek bas ¢evresi, dogum agirlig: arasindaki iliski

Sigara kullanmayan anne Sigara kullanan anne
Arit. Ort = Std. Medyan (Min- | Arit. Ort = Std. Medyan p
Sapma Maks) Sapma (Min-Maks)
Bebelgp? 33,00£2,78  [3325(25-36) |3563=1,97 |2>G% [o07
gevresi 38,5)
- S 3205 (2100 - 3590 (2440
Dogum agirligi | 3047,5 £ 501,76 3650) 3430 +710,4 - 4100) 0,125
Toplam NDL 0 (0 -
PCB 0£0 0(0-0) 2,29 £5,11 11.43) 0,25
0(0-
Toplam PCB 1,02 +3,95 0(0-15,31) 61,68 £91,95 205.61) 0,053
Toplam 0(0-
organoklorlu 73,9 £ 121,58 0 (0 -420,3) 6,77 £ 15,13 33.84) 0,186
Toplam PBDE | 15,84 32,94 0(0-84,31) 32,86 + 73,49 (1)6(4(1) ;2) 0,765
1457,67 + 39,43 (0 - 354346 + 2621,54 (0 -
Toplam PAH 3935’54 15469.85) 4259.45 10244,05) | %3
Toplam 1548,42 + 83,67 (0 - 3647,06 + 2838,59 (0 - 0.188
kirletici 3938,07 15530,89) 4305,28 10442,21) ’
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Cizelge 3.6. Kopek plasenta 6rneklerinde PAH yiikii ve evde sigara kullanimi arasindaki

iligki
Evde Sigara I¢ilen Kopek Evde Sigara igilen Kopek
Plasentasi Plasentasi P
Arit. Ort + Medyan Arit. Ort + Std. Medyan
Std. Sapma | (Min-Maks) Sapma (Min-Maks)
0(0-
Naftalen 20,47 £ 46,43 132.76) 19,64 £ 39,28 0(0-78,55) |0,926
0(0-
Asenaftalen 15,88 £35,33 87.34) 17,38 £ 34,77 0(0-69,54) |0,926
0(0-
Asenaften 12,51 £ 27,89 72.75) 10,98 £ 21,96 0(0-43,91) |0,949
0(0- 93,17 (0 -
Floren 40,23 £ 95,44 295.32) 137,94 £ 175,25 365.4) 0,355
86,22 + 0(0-
Penantren 206.62 645.88) 137,32 £274,64 |0 (0-549,27) | 0,839
175,32 + 0(0- 182,7 (0 -
Toplam PAH | 408,29 1234,05) |32 EBI8 195051 0,476

Cizelge 3.7. Mangal yapilan evlerde bulunan annelerden alinan plasenta Grneklerinde
kirletici yiikiinlin degerlendirilmesi ve bebek bas ¢evresi, dogum agirlig1 arasindaki iligki.

Haftada en az bir kere

Haftada en az bir kere mangal

mangal yapilmayan yapilan
Arit. Ort + Medyan | Arit. Ort = Std. | Medyan (Min- P
Std. Sapma | (Min-Maks) Sapma Maks)
Bebek bag 30£7,07 |3025-35)| 3426+1,63 | SH03(323- 0.625
cevresi 38,5)
Dogum 3555+ 3555 (3460 3084,29 + 3205 (2100 - 0.183
agirligi 134,35 - 3650) 576,23 4100) ’
gg%lam NDL | 649 000-0) | 0672277 | 0(0-1143) 0,998
0(0-
Toplam PCB 34,27 £ 59,36 102.81) 13+49,77 0(0-205,61) 0,284
Toplam 0(0-
organoklorlu 20,35+ 35,24 61,04) 63,61 £116,59 0(0-420,3) 0,689
Toplam
PBDE 0+0 0(0-0) 23,64 £47,73 0(0-164,32) 0,579
5156,62 + 0(0- 1418,38 + 341,89 (0 - 0.945
Toplam PAH 8931,52 15469,85) 2624,58 10244,05) ’
Toplam 5211,23 £ 102,81 (0 - 1519,29 + 477,29 (0 - 0.842
kirletici 8937,24 15530,89) 2660,7 10442,21) ’

3.3. In Siliko Bulgular

CHRM1 ile CID-BAP molekiiliiniin etkilesiminin skorlar1 Cizelge 3.8.’de; 2 ve

3 boyutlu olarak etkilesimleri ise Sekil 3.3.’de gosterilmistir.
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Ligand Baglanma rmsd/ub rmsd/lb
Afinitesi
CHRMI1 BAP -8,8 0 0
CHRMI1 DDT -6,7 0 0
CHRMI1 PCBS52 -6,6 0 0
CHRMI1 DDE -6,3 0 0
CHRMI1 PBDEI153 -6,3 0 0
CHRM1 PBDE99 -5,3 0 0
CHRMI1 PCB153 -6,7 0 0
CHRMI1 PCBI180 -6,8 0 0

Cizelge 3.8. Tiim Ligandlarin CHRMI ile etkilesim skorlari

Sekil 3.3. CHRM1 ile CID-4-4 BAP molekiiliiniin etkilesiminin 2 ve 3 boyutlu gosterimi

BAP bilesiginin CHRM1 proteinine kars1 yiiksek bir ilgisi oldugu docking
skorundan anlasilmaktadir. Molekiiliin, proteinin 109, 110, 111, 113, 184, 185, 186
ve 187. rezidiiler ile pi-pi etkilesimleri ile etkilestigi goriilmektedir. Bununla birlikte,
reseptor-ligand etkilesiminin oldugu bolgenin hidrofobik 6zellik gdstermesi baglarin
kalic1 olmas1 yoniinden 6nemlidir. Solvent erisim yiizeyi analiz edildiginde etkilesim
bolgesine solvent erigiminin yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu sonuglara gore bir

reseptor-ligand etkilesimi bulunmaktadir; ancak bagin kalicilig1 tartismalidir.
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Ligand Baglanma | rmsd/ub
Afinitesi rmsd/lb

CHRM3 BAP -10,7 0 0
CHRM3 DDT -7,5 0 0
CHRM3 PCB52 -7,1 0 0
CHRM3 DDE -8 0 0
CHRM3 PBDEIS53 -8 0 0
CHRM3 PBDE99 -7,5 0 0
CHRM3 PCBI153 -8 0 0
CHRM3 PCBI180 -8,4 0 0

Cizelge 3.9. Tiim Ligandlarin CHRM3 ile etkilesim skorlari

BAP ve PCB 180 bilesiklerinin CHRM3 reseptoriine karsi yiiksek ilgilisinin
oldugu docking skorundan anlasilmaktadir (Cizelge 3.9). BAP ile CHRM3’iin
Reseptor-ligand etkilesimleri, 80, 83, 177, 178, 181, 419, 422, 426 rezidiiler ile pi-pi
etkilesimleri araciligiyla olmaktadir. Etkilesim bdlgesinin hidrofobisitesi diisiik
olmakla beraber solvent etkilesim yilizeyi olduk¢a biiyliktir. BAP ile CHRM3

etkisimlerine ait 2 ve 3 boyutlu olarak etkilesimleri ise Sekil 3.4.’de gosterilmistir.

Rt

Sekil 3.4. CHRM3 ile CID-4-4 BAP molekiiliiniin etkilesiminin 2 ve 3 boyutlu gosterimi
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BAP ve DTT molekiillerinin CHRMS reseptdriine ilgisi yliksektir (Cizelge
3.10.) BAP ile CHRMS5’in Reseptor-ligand etkilesimleri, 458, 465, 470, 474, 477,

478 ve 481 numarali rezidiiler ile olmaktadir. Pi etkilesimleri mevcuttur. Reseptor-

ligand etkilesim bolgesi hidorofobisitesi diisiik ancak solvent erisimi yiiksek

ozelliktedir. Bu nedenle etkilesimlerin kaliciligi ve etkisi tartigmalidir. BAP ile

CHRMS etkisimlerine ait 2 ve 3 boyutlu olarak etkilesimleri ise Sekil 3.5.’de

gosterilmistir.

Cizelge 3.10. Tiim ligandlarin CHRMS ile etkilesim skorlar

Ligand Baglanma rmsd/ub rmsd/lb
Afinitesi
CHRMS5 BAP -11,3 0 0
CHRMS5 DDT -9 0 0
CHRMS5 PCB52 -8,9 0 0
CHRMS5 DDE -7,6 0 0
CHRMS5 PBDEIS3 -7,6 0 0
CHRMS5 PBDE99 -1,1 0 0
CHRMS PCBI153 -7,6 0 0
CHRMS5 PCBI180 -8,1 0 0

Sekil 3.5. CHRMS ile CID-4-4 BAP molekiiliiniin etkilesiminin 2 ve 3 boyutlu gosterimi

VAL
s
A4 a0

BAP molekiiliiniin ASGP reseptoriine ilgisi yiiksektir (Cizelge 3.11.) Reseptor-
ligand etkilesimleri, 458, 465, 470, 474, 477, 478 ve 481 numarali rezidiiler ile
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olmaktadir. Pi etkilesimleri mevcuttur. Reseptor-ligand etkilesim bdolgesi
hidorofobisitesi diisiik ancak solvent erisimi yiiksek Ozelliktedir. Bu nedenle

etkilesimlerin kalicilig1 ve etkisi tartismalidir.

Cizelge 3.11. Tiim ligandlarm ASGP ile etkilesim skorlar1

Ligand Baglanma rmsd/ub rmsd/lb
Afinitesi
ASGP BAP -11,2 0 0
ASGP _DDT -7 0 0
ASGP PCB52 -6,9 0 0
ASGP DDE -6,4 0 0
ASGP PBDEI153 -6 0 0
ASGP PBDE99 -6,3 0 0
ASGP PCB153 -6,3 0 0
ASGP PCB180 -6,5 0 0

BAP molekiiliiniin Adonelin Siklaz G protein reseptdriine ilgisi yliksektir
(Cizelge 3.11.) Reseptor-ligand etkilesimleri, 458, 465, 470, 474, 477, 478 ve 481
numarali rezidiiler ile olmaktadir. Pi etkilesimleri mevcuttur. Reseptor-ligand
etkilesim bolgesi hidorofobisitesi diisiik ancak solvent erisimi yiiksek 6zelliktedir.

Bu nedenle etkilesimlerin kalicilig1 ve etkisi tartismalidir.

Cizelge 3.12. Tiim ligandlarin CHRNAZ3 ile etkilesim skorlar1

Ligand Baglanma rmsd/ub rmsd/lb
Afinitesi
CHRNA3 BAP -9,2 0 0
CHRNA3 DDT -7,4 0 0
CHRNA3 PCB52 -6,5 0 0
CHRNA3 DDE -6,6 0 0
CHRNA3 PCBIS53 -6,9 0 0
CHRNA3 PCBI180 -7,3 0 0
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BAP molekiiliiniin alfa3beta4 nikotinik asetil kolin (CHRNAZ3) reseptdriine
ilgisi yiiksektir (Cizelge 3.12.) Reseptor-ligand etkilesimleri, 458, 465, 470, 474,
477, 478 ve 481 numarali rezidiiler ile olmaktadir. Pi etkilesimleri mevcuttur.
Reseptor-ligand etkilesim bolgesi hidorofobisitesi diisiik ancak solvent erisimi
yiiksek oOzelliktedir. Bu nedenle etkilesimlerin kaliciligr ve etkisi tartigmalidir.
CHRNA3 ve BAP etkisimlerine ait 2 ve 3 boyutlu olarak etkilesimleri ise Sekil
3.6.de gosterilmistir.

my
o=
o3

3.4. Mikrodizin Analizleri ve Biyoinformatik Analiz

3.4.1.RNA Ekstraksiyon

RNA’nin frajil yapisi ve plasenta dokusunda RNase miktarimin diger
dokulara oranla ¢ok daha yiiksek olmas1 (Fajardy ve ark., 2009) sebebiyle yiiksek
kalitede RNA elde edilmesi olduk¢a zordur. Alinan oOrneklerden elde edilen
RNA’larin  konsantrasyonu NanoDrop ND-1000 Spektrometre (NanoDrop
Technologies, Wilmington, DE, USA) ile tayin edilmistir. NanoDrop sonuglari
cizelge 3.13.’de sunulmustur. Absorbans 260/280 orani 2.0-2,3 arasi olan drnekler

calismaya dahil edilerek bir sonraki agamaya gecildi.
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Cizelge 3.13. RNA NanoDrop sonuglari

Ornek Kodu | RNA Konsantrasyonu 260/280 | 260/280
H1 338,78 2,12 2,20
H2 379,70 2,18 2,10
H3 340,00 2,20 2,21
H4 388,70 2,11 2,15
H5 389,50 2,09 2,18
H6 184,80 2,17 2,10
H7 338,80 2,15 2,16
H9 353,00 2,14 2,17
H12 238,60 2,15 2,21
HI13 280,10 2,10 2,17
H14 378,50 2,20 2,21
H15 275,90 2,13 2,20
H17 147,50 2,17 2,12
H26 290,20 2,12 2,21
H30 328,50 2,12 2,24
D1 92,00 2,01 2,11
D2 120,10 2,10 2,16
D3 154,00 2,14 2,18
D4 128,00 2,08 2,21
D5 87,90 2,11 2,17
D6 210,00 2,01 2,08
D102 110,00 2,06 2,14
D103 107,00 2,10 2,12
D104 165,00 2,18 2,21
D105 142,00 2,04 2,16

RNA biitiinliigiinii degerlendirmek {izere %1’°lik agaroz jelde yiiriitiilen

orneklere ait goriintiiler Sekil 3.7.’de gosterilmistir.
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Sekil 3.7. RNA agaroz jel goriintiileri.

3.4.2. cRNA ve ss-cDNA Sentezi ve Fragmentasyon Bulgular:

Yapilan cRNA sentezi sonrasi ¢aligmaya devam edilmesi i¢in uygun goriilen

orneklere ait cRNA NanoDrop sonuglar1 Cizelge 3.14’de gosterilmistir.

Cizelge 3.14. cRNA NanoDrop sonuglari

Ornek Kodu RNA Konsantrasyonu | 260/280 260/280
H1 44153 1,77 1,81
H4 4219,5 1,87 1,93
H5 4047,6 1,89 1,94
H6 4173,0 1,87 1,93
H7 2953,6 2,12 2,15
H12 4065,8 1,92 1,98
H13 4222 .4 1,86 1,91
H14 3798,3 2,03 2,09
H15 2379,5 2,15 2,19
H17 3817,6 2,04 2,13

Elde edilen ss-cDNA sentezi sonrasi ¢aligmaya devam edilmesi i¢in uygun

goriilen 6rneklere ait ss-cDNA NanoDrop sonuglar1 Cizelge 3.13’de gosterildi.

Cizelge 3.15. ss-cDNA NanoDrop sonuglari
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Ornek Kodu RNA Konsantrasyonu | 260/280 260/230
H1 445,2 2,10 2,14
H4 414,2 2,12 2,14
HS5 407,8 2,04 2,10
H6 403,0 2,14 2,22
H7 382,7 2,17 2,25
H12 365,8 2,14 2,10
H13 412,4 2,04 2,10
H14 398,7 2,06 2,10
H15 402,3 2,13 2,22
H17 385,8 2,05 2,14

ss-cRNA eldesini takiben fragmentasyon asamasi gerceklestirilmistir. Ampfiliye edilen ss-
cRNA’larin hibridize edilmeli ¢ok zordur. Bu yiizden 35-200 bg¢ uzunlugunda fragmentlere
ayrilmasi gerekmektedir. Takip edilen IVT protokoliine uygun olarak ragmentasyon islemini
takiben orneklerin %4’liikk agaroz jelde yiiriitilerek fragment boylati kontrol edildi.

Fragmentasyon kontoliine ait jel goriintiisii Sekil 3.8’de paylagilmigtir.

Sekil 3.8. Fragmentasyon sonrasi jel goriintiisii
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3.4.3.Biyoinformatik Bulgular

3.4.3.1. Kopek RNAsek Bulgulari

Kopek plasenta 6rneklerine ait RNA sekans islemleri Epigen Biyoteknoloji
firmasindan hizmet alimi olarak gergeklestirildi. Gergeklestirilen hizmet aliminda D1,
D2, D6, D7, D8, D9, D12, D101, D102, D103, D104, D105, D106, D107 6rnekleri
incelendi. Orneklere ait okuma kalitesi ve karekterizasyonu ile ilgili bilgiler Cizelge

3.15°de paylasildi.

Cizelge 3.15. Okuma kalite ve karekterizasyonu

Ornek Temiz Temiz Bazlar Okuma | Q20 (%) GC (%)
Okuma Uzunlugu
(bp)

D1 97,630,0 9,763,008,800 100 06.84 51.21
88

D2 97,956,5 9,795,654,200 100 07.28 52.34
42

D7 97,627,5 9,762,755,600 100 07.08 51.01
56

D8 100,686, 10,068,671,200 {100 97.20 50.46
712

D9 93,255,2 9,325,525,800 100 07.24 52.62
58

D12 103,688, 10,368,830,400 {100 07.22 52.35
304

D101 117,669, 11,766,932,600 {100 96.65 51.51
326

D102 139,570, 13,957086,200 100 96.78 50.30
862

D103 93,2934 9,329,349,800 100 96.90 51.57
98

D104 97,701,8 9,770,181,400 100 96.93 51.50
14

D105 100,345, 10,034,599,600 {100 06.88 52.24
996

D106 94,875,4 9,487,544,800 100 97.02 52.16
48
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RNA sekanslama isleminde numune filtrelenmesi sonrasinda okuma boyunca
gerceklestirilen ylizde dagilmlari ve nitelik dagilimlarina ait verilere gore 6rneklere ait
sonuglarin kalite kontrolleri degerlendirildi. Bu degerlendirmeler kapsaminda D105 ve
D106 orneklerine ait yiizde dagilim ve nitelik dagilim grafikleri 6rnek olarak Sekil

3.9’da paylagilmitir. Diger 6rneklere ait veriler de ekler kisminda sunuldu.

Quality control ofsample D105

Base percentage composition along reads Distribution of qualities
45

35 F

25

Quality
8

15 -
10 -

o 50 100 150 200 0 50 100 150 200
Position along reads Position along reads

Quality control ofsample D106

Base percentage composition along reads Distribution of qualities
45

a5 F

25

Quality
8

15 -
10 -

o 50 100 150 200 0 50 100 150 200

Pasition alana wads Pasitinn alann reads

Sekil 3.9. Okuma boyunca gergeklestirilen yiizde dagilimlar1 ve nitelik dagilimlarina ait
grafik

Kirletici tespit edilen D8, D9, D102, D103 ve D106 ornekleri ile kirletici
tespit edilemeyen D1, D2, D7, D101, D104 ve D105 6rneklerinin karsilastirilmasi
amaciyla iki farkli grup i¢in ifade farkliliklar1 incelendi. Bu iki grup arasinda 426
genin farkli ifade edildigi tespit edildi. ifade farkliligim1 gosteren gorsel Sekil
3.10.’da gosterilmistir.
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P-val vs Fold Change
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Sekil 3.10. Gruplar arasi gen ifade farkliligini gosteren grafik

Belirlenen bu gen setleri ile Gene Ontology ve KEGG yolak analizi
gerceklestirildi. KEGG yolak analizi sonrasinda elde edilen yolaklar arasinda
kolinerjik sisteme ile iliskili olan ilk 8 yolak Cizelge 3.17’de gosterilmistir.

Cizelge 3.17. KEGG yolak analizinde en iistteki 8 yolak

KEGG Yolaklarn Say1 P Degeri
1 | Kalsiyum Sinyalizasyon Yolag: 8 0.0005
2 | Hiicre Iskeleti Diizenleme 6 0.008
3 | PI3K-Akt Sinyalizasyon Yolagi 5 0.002
4 | Karbonhidrat Karsilikli Doniisiimii 4 0.002
5 | cAMP Sinyalizasyon Yolagi 2 0.002
6 | Siilfiir Metabolizmasi 3 0.002
7 | Kanserde Cholinerjik Metabolizma 2 0.002
8 | Amino Asit Transport 3 0.002
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Karsilastirma gruplar1 arasinda yapilan Gene Ontology analizi sonucunda
farkli ifade edilen 426 genden ifade farkliliklarina gore siralama yapildi. Bu
siralamada kolinerjik sistemle iligkili olanlar filtreleme yontemiyle segilerek 18 gen
diisiiriildii. Bu 18 genin kat degisimleri ve ilgili yolaklarini belirten Cizelge 3.18.’de

gosterilmistir.

Cizelge 3.18. Kolinerjik sistemle iligkili secilen 18 genin gruplar arasi karsilagtiritlmast

Gene
GENE ID | Sembol Kat Degisimi Yolaklar
28312 H19 1.6
9518 SLC2A1 1.7 Kalsiyum Sinyalizasyon Yolag1
4557 PLCy 2.1 Kalsiyum Sinyalizasyon Yolagi
9566 SLC24A5 2.0 Kalsiyum Sinyalizasyon Yolagi
8876 PLCBI 1.4 Kanserde Kolin Metabolizmasi
8878 PLCB3 1.7 Kanserde Kolin Metabolizmasi
6540 CHRMI1 1.6 Cholinergic System Receptor
Cholinergic System Receptor
6542 CHRM3 1.8 Kalsiyum Sinyalizasyon Yolagi
6544 CHRM5 2.1 Cholinergic System Receptor
3446 PFN 2.14 Hiicre Iskeleti Regiilasyonu
4557 CAMK 2.16 Kalsiyum Sinyalizasyon Yolag1
6599 AKT 2.21 cAMP Sinyalizasyon Yolagi
cAMP Sinyalizasyon Yolagi
7756 RAS 2.36 Kanserde Kolin Metabolizmasi
3257 Rac 2.14 Hiicre Iskeleti Regiilasyonu
3240 PI3K 2.32 PI3K-Akt Sinyalizasyon Yolagi
Choline Transporter-Like Protein
9584 SLC44A1 2.04 Amino Asit Taginmasi
1014 gbsB 1.86 Amino Asit Taginmasi

3.4.3.2. Mikrodizin Analiz Bulgulari

Orneklerin taranmasindan sonra ham verinin olusturulma islemleri cihazin
yaziliminda gergeklestirildi ve her bir 6rnek i¢in CEL dosyalar1 elde edildi. Elde
edilen CEL dosyalar1 TAC (Trankriptom Analiz Konsolu) ile ilk analizleri yapildi.
Bu raporun sonucuna gore Orneklerlerimiz kontrol esik degerlerini gegerek
biyoinformatik analizler i¢in uygun bulundu ve ileri analizlere tabi tutuldu.

Orneklerin CEL dosyalar1 dCHIP programina yiiklendi ve ilk olarak on isleme
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analizleri yapildi. On isleme analizlerini takiben normalizasyon islemleri
tamamlandi. TAC’a yiiklenen Orneklerin ilk analizlerine ait raporlar ve

normalizasyon grafigi Sekil 3.11 ve 3.11°da gosterilmistir.

applied

Summary View  Gene View  Alt-Splice View

7 Sample Table

Apply\u’iew|v| |Filters|V| | ShowiHide Calumns | |Export|7| | Add Colurmn | |Reana|yze Samples|'|
il (i Condition
count: 10
H1.sst-rma-combined-dabg.chp Pass Pass Pass 1
H4.sst-rma-combined-dabg.chp Pass Pass Pass 2
Hi.sst-rma-combined-dabg.chp Pass Pass Pass 2
He.sst-rma-combined-dabg.chp Pass Pass Pass 1
H7.sst-rma-combined-dabg.chp Pass Pass Pass 2
H12.s5st-rma-cormbined-dabg.chp Pass Pass Pass 2
H13.s55t-rma-cormbined-dabg.chp Pass Pass Pass 2
H14.5st-rma-combined-dabg.chp Pass Pass Pass 2
H15.s5t-rma-cormbined-dabg.chp Pass Pass Pass 2
H17.s5t-rma-cormbined-dabg.chp Pass Pass Pass 1

Sekil 3.11. TAC’a yiiklenen 6rneklerin ilk analiz sonuglari

CJceLm cHPm
Signal Box Plot

JII

Sekil 3.12. TAC Normalizasyon analiz sonucuna ait gorsel

Signal fLog2|
|4 ~
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Daha sonra orneklere varyans filtreleme uygulanmis ve sonrasinda farkl ifade
edilen genleri belirlemek amaciyla 6rnek gruplart olusturuldu. Ornek gruplari
kirletici tespit edilen insan plasenta 6rneklerinden H4, H5, H7, H12, H13, H14, H15
ve kirletici tespit edilemeyen H1, H6 ve H17 ornekleri olmak iizere iki grup
olusturuldu. Bu islem sonucunda ikili grup arasinda ifade diizeyleri farklilik gosteren
genler belirlendi. Toplamda 851 gende artis, 581 gende azalma olmak tizere 1432
gen belirlendi ve bu asamada <0.05 P anlamlilik degeri baz alinarak en az 1.6 kat
ifade degisigimi olacak sekilde filtreleme yapildi. Toplamda Elde edilen gen sayist
ve ifade analiz ayarlarina ait bilgiler Sekil 3.10°de paylasildi. Toplamda taranan 135

750 adet gene ait ayrintili bilgi ve istatistiksel verilere ait gorsel Ek 4.’de sunuldu.

appliedbiosystems
Sample QC Yiew Summary View  Gene View  Alt-Splice View

" Analysis Sum mary

Analysis 4

Data Created: 1/16/2021 8:12:15 PM

Array Type: Clariom_D_Human

Analysis Type: Expression (Gene + Exon)

Analysis Version: version 2

Surnmarization Method: Gene + Exon - 35T-RWA
Pos vz Meg AUC Threshold: 0.7

Genome Version: hg38 (Homo sapiens)
Annotation: Clariom_D_Human.r1.nadé.hg3a.altranscript.csy
Map File: Clariom_D_Human.rl.map

Ceondition (Comparison): 1; 2

Expression Analysis Settings:
= Gene-Level Fold Change < -1.6 or » 1.6

= Gene-Level P-value < Q.05

= Splicing Index < -2 or » 2

= Exon-Level P-Value < 0.05

= Anova Method: ebayes

= A Probeset (Gene/Exon) is considered expressed if = 50% samples have DABG values below DABG Thresl
- DABG < 0.05

= Event Algorithm Method: Both

= Event Pointer P-Value < 0.1

= Event Score » 0.2

Comparison | Group 1 Group 2 Count 1 Count 2 Up Down
Tws 2 1 2 3 7 251 581

Differential Expressed Genes

1432]

Tvs2 551]

G 1
i} 315 030 45 1260 1575
[ Total E Up-Regulated [ Down-Regulated

Sources of Variation

Condition ’:I0.0? |

Q [ o4 0.6 o8 1
[H Comparison

Sekil 3.13. ifade farklilig1 goriilen gen sayisi ve analiz ayarlar
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Iki grup arasindaki gen ifade farklilhigim gosteren Sekil 3.14’deki hiyerarsik

kiimeleme analizi grafiginde 6rnek gruplari arasindaki ayrim goriildii. Elde edilen bu

sonuglardan sonra ileri biyoinformatik analizlere gecilerek yolak tespitine gecildi. Bu

islem icin DAVID veri tabanit kullanildi. DAVID veri tabani bu genler ile

zenginlestirilmis veri analizi yaparak zenginlestirme skoru olusturur (Huang ve ark.,

2009). Bu zenginlestirme skorularina gore 23 farkli kiimeleme ile 234 yolak tespit

edildi. Bu yolaklar igerisinde kolinerjik sistemle iligkili olarak; 1.3 zenginlestime

skorunun {izerinde olan toplamda 16 yolak tespit edildi. Bu yolaklarin bazilarina ait

Cizelge 3.19°da paylagilmistir. Ayrica detaylt DAVID yolak analizi sonucu Ek. 5.’de

sunuldu.

HTAZ-pos-3581329_st
HTAZ-p0s-3670175_st
HTAZ-neg-47420010_st
TC1100011487.hg.1
TCO0700008340.hg.1
TC0200010403.ha.1
TCO0800009899.ha.1
TCO100009875.hg.1
TC0800011179.ha 1
TCO0600012930.ha.1
TC020001023%.ha.1
TCO0800011716.hg.1
TC1100010384.hg 1
TC0200009412.hg.1

TC0200009831.ha.1

TC1400008245.hg.1
TC1400008248.hg.1
TC1000007716.hg.1

TC0800010681.ha.1

TC1800008431.hg.1

TC2100007881.hg 1

Sekil 3.14. Kiimeleme analizleri sonucunda elde edilen gorseller a. TAC yaziliminda elde

edilen, b. BRB yaziliminda elde edilen.

Cizelge 3.19. Kolinerjik sistem ile ilisikili bulunan yolak listesi

Zenginlestirme Skoru Yolak
1 1.35 Muskarinik asetilkolin reseptor ailesi
2 1.35 Adenilat Siklaz-inhibisyon G-protein

asetilkolin reseptor sinyalizasyon yolagi

3 1.35 G-protein asetilkolin reseptor aktivasyonu
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4 1.35 Fosfolipaz C-aktivasyon G-protein asetilkolin
reseptOr sinyalizasyonu

5 1.35 Kolinerjik sistem sinapsis gegis

6 1.35 Hiicre proliferasyonu

7 1.35 Kalsiyum sinyalizasyon yolagi

8 1.35 Hiicre iskeleti regiilasyonu

9 1.35 Amino asit transport

10 1.35 Hiicre enerji metabolizmasi

Insan plasenta orneklerinden elde edilen transkriptom verilerinde kirletici

maruziyetine bagli olarak degisen yolaklar arasinda kdpek plasenta orneklerinden

farkli olarak hiicresel enerji metabolizmasi, adenilat siklaz-inhibisyon G-protein

asetilkolin reseptor sinyalizasyon yolagi ve hiicre proliferasyonu ile ilgili genlerin

ifade farkliliklar1 oldugu goriildii. Kalsiyum sinyalizasyon yolagi, muskarinik

reseptorler, hiicre iskeleti regiilasyonu, amino asit transferi ve G-protein asetilkolin

reseptor aktivasyonu gibi yolaklar ise ortak olarak degisim gosterdigi goriildii. Kopek

verilerinde ise insan Orneklerinden farkli olarak kanserde kolin metabolizmasina ait

genlerde belirgin bir farklilik goriildii.

73



4. TARTISMA

Cevresel kirleticiler arasinda antropojenik kaynakli kalict organik kirleticiler
(KOK) uzun mesafelere tasinabilmeleri, ¢evrede kalici olmalari, ekosistemde
biyoakiimiile ve biyomagnifiye olmalar1 nedeniyle kiiresel olarak endise olusturan
kimyasallardir. Yasaklanmalarina karsin bu maddeler ¢cevremizde bulunmakta ve
popiilasyonda diisiik konsantrasyonda ve karisim halinde maruziyet yaratmaktadir.
Bu maruziyet fetiiste teratojenite, karsinojenite postnatal metabolik ve nodrolojik
kompleks hastaliklara predispozisyon; erken dogum, diisik dogum agirligs,
preeklampsi gibi cesitli etkiler olusturabilmektedir (Padula ve ark., 2018). KOK
maruziyetine bagli, ksenobiyotiklerin plasental kolinerjik sisteme olan etkileri ve bu
etkilerin fetiisiin gelisimi ve sagligin1 olumsuz olarak etkilemesi bu sisteme ait
protein yapilarinin ekspresyon seviyesindeki artis ya da azalisi ile meydana
gelmektedir. Fetiisiin kirleticilerin bu sistem vasitasiyla etkilenmesine karsi
korunmasinda ekspresyondaki degisiklikler biiylik Oneme sahiptir. Yapilan
arastirmalar plasentada kirletici miktarinin tespitine veya plasental kolinerjik sistem
unsurlarinin deneysel kosullarda bir veya birkacinin maruziyetine bagli ifadesinin
aragtirtlmasina yonelik olup, ger¢ek maruziyet kosullarinda etkilesimi ve bu

etkilesimin yolaklarin1 kapsayan detayl1 bir arastirma bulunmamaktadir.

Kalic1 organik kirleticilerin analizi 6ncesinde kullanilan bir¢ok ekstraksiyon
yontemi bulunmaktadir. Bu yontemler analizi yapilacak matrikse gore
degismektedir. Calismamizda kullanilan ekstraksiyon metotu Kuzukiran ve
arkadaslarinin 2018 yilinda gelistirdigi metotlara gore uyarlandi (Kuzukiran ve ark.,
2018). Dokuya uyarlanan ve kirletici analizi amaciyla gelistirilen bu metot 2014
yilinda Vizcaino ve arkadaslarinin yaptigt metotlar ile tutarlilik gdstermektedir

(Vizcaino ve ark.,2014).

Cevresel kirleticilerden bagta OP’ler olmak {izere OK, PCB ve PBDE ve

PAH’larin kolinerjik sisteme olan etkileri bir¢ok ¢alisma ile ortaya konmustur (Gill
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ve ark., 2013; Kodavanti, 2005). Norolojik etkilerin yani sira, néronal olmayan
kolinerjik sisteme ait unsurlarin bir¢cok fizyolojik fonksiyonlar1 yerine getirdigi
bilinmektedir (Welsch, 1976; Lyall ve ark., 1998). Plasenta bu fonksiyonu ile fetiisiin

biiylime ve gelisimini etkileyebilmekte ve saglik problemlerine yol acabilmektedir.

Ren ve arkadaslar tarafindan 2011 yilinda plasenta ile yapilan bir ¢alismada,
bazi PAH ve DDT kirleticileri tespit edilmis ve bu kirleticiler ile ndronal tiip
defektleri arasindaki iliski incelenmistir (Ren ve ark., 2011). Bu ¢alismada toplam
PAH yiikii ortalama 597 ng/g bulunurken tez ¢alismamizda ortalama PAH yiikii 877
ng/g olarak bulunmustur. DDT Kkirletici yiikii ise ortalama 60 ng/g bulunurken
calismamizda 54,82 ng/g olarak tespit edilmistir. Calismamizdaki kopek
orneklerinde ise bu degerler sirasiyla 160 ng/g ve 156 ng/g olarak bulunmustur. 2018
yilinda yapilan bir ¢caligmada ise farkli sayida PCB, PBDE ve OK’larin plasentadaki
varlig1 ortaya konmustur (Jeong ve ark., 2018). Bu ¢alismada ortalama toplam 5,83
ng/g PCB yiikii, 63,5 ng/g PBDE yiikii, 11,2 ng/g OK yiikii tespit edildi. Bizim
calismamizda elde edilen ortalama toplam PCB yiikii 16,6 ng/g, PBDE yiikii ise
89,71 ng/g olarak bulunmustur. Bu degerler kdpek plasenta 6rnekleri igin ise sirastyla
133 ng/g PCB, 488 ng/g PBDE yiikii seklindedir. Insan plasentalarinda yapilan bu
calismalarin aksine, bilgilerimize gore kopek plasentasinda kalict organik kirletici

tespitine ait bir calisma bulunmamaktadir.

Calismamiz kapsaminda dogum yapmis annelerden ve dogum yapmis kdpek
sahiplerinden alinan anket verilerine gore degerlendirmeler yapilmistir. Fisher ve
arkadaslarinin 2016 yilinda yaptigi ¢alismaya gore annenin gebelik yast ile kalici
organic kirleticilere maruziyet arasinda anlamli bir korelasyon oldugu bildirilmistir
(Fisher ve ark., 2016). Calismamizda da dogum yapmis annelerin yas ortalamasi
32,63+£5,01°dir. Yaslari, drneklemin yas ortalamasinin iistiinde olan 10 anneden

7’sinde yliksek oranda kirleticiye rastlandu.

Sigara gibi bir¢ok tiitiin ve tiitlin tiriinlerinden dumani son derece karmasik bir

kimyasal bilesimdir ve bircok polisiklik aromatik hidrokarbon (PAH) dahil olmak
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tizere ¢ok sayida toksik ve kanserojen madde igerir. PAH'lar, kanserojen ve
mutajenik ozellikleriyle bilinen iki veya daha fazla kaynagmis benzenoid halkadan
olusan bir bilesikler sinifidir ve tiitiin dumaninda bes ylizden fazla farkli PAH vardir
(Rodgman ve Perfetti, 2016). Yapilan bir¢ok ¢alismada, gebelik siiresince sigara i¢cen
ya da sigara i¢ilen ortama maruz kalan annelerin plasenta ve kord kaninda yiiksek
oranda PAH degerleri ile karsilagildi (Jedrychowski ve ark., 2013). Calismamizda
annelerin %25°1 gebelik siiresince sigara kullandigini ve %65°1 sigara icilen ortama
maruz kaldigini beyan etmistir. Alinan plasenta drneklerinin %70’inde en az bir adet
PAH’a rastlandig1 goriildii. Bu bulgular sigara i¢en ya da sigara i¢ilen ortama maruz
kalan annelerden alinan plasenta 6rnekleri ile plasentada PAH varlig1 arasinda pozitif
bir korelasyon oldugunu gostermektedir. Kopek plasenta 6rneklerinden elde edilen
PAH analiz sonuclarinda ise yasadigi evde sigara icilen ortama maruz kalan 6

kopekten 4’linde yiiksek oranda PAH degerleri saptand.

Plasentada yapilan kirletici taramalarina ait ¢aligmalarda, kacinci gebelige ait
plasenta olduguna dair bir bilgi bulunmamaktadir. Calismamizda ilk dogumunu
yapan ve %45°lik kismini olusturan 9 annenin 7’sinde kirletici tespit edildi. Kirletici
ortlamas1 874,5 ng/g olarak hesaplandi. Geriye kalan iki ve iistii dogum yapmis 11
anneden alinan 6rneklerden 7’sinde ise ortalama 355,8 ng/g kirletici tespit edildi. Bu
bulgular 1s181nda ilk dogumunu yapan annelere ait plasenta 6rneklerinde kirletici
yiikii iki ve iizeri dogum yapan annelere kiyasla yaklasik 2,5 kat fazla bulundu. Bu
durumun ilk dogumunu yapanlarin o zamana kadar almis olduklar kirtleticilerin ilk
plasentayla atilmasi ve diger dogumlarda plasentaya aktarilan kirletici miktarinin bu
sebeple diismiis olabilecegi ile iligkilendirilebilir. Bu anlamda birinci doguma ait
plasenta Orneklerindeki kirletici yiikiiniin belirgin bir sekilde fazla olmasi yeni

caligsmalara 151k tutacaktir.

Insan plasentas: ile yapilan arastirmalara yonelik, drnek alimi ve metot
gelistirilmesi ile ilgili simirhi sayida yaym bulunmaktadir (Burton ve ark., 2014;
Roberts ve ark., 2019). Calismamizda bulunan insan plasenta 6rnekleri bu ¢aligmalari
referans alarak toplanmistir. Bununla beraber calismamizin kopek plasenta

orneklerini de kapsamasi sebebiyle, kopek plasenta Orneklerinin hem genomik
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arastirmalar hem de analitik arastirmalar i¢in insan Ornekelerindeki atimlar takip

edilirek; materyal metot kisminda belirtilen asamalar optimize edildi.

Vafeiadi ve arkadaglarinin 2014 yilinda yaptig1 ¢calismada kirletici tespit edilen
ornekler ile diisiik plasenta agirligi ve diisiik dogum agirligl arasinda 6nemli bir
korelasyon bulunmustur (Vafeiadi ve ark., 2014). Calismamiz kapsaminda kdpek ve
annelerden elde edilen plasentalardaki kirletici seviyeleriyle plasenta ya da dogum

agirhig ile elde edilen 6rneklem sayisiyla iliskilendirildi.

In siliko yontemler biyoinformatik sistemlerin gelismesi ile birlikte toksikoloji
alani i¢cinde 6nemli bir yere sahip olmaktadir. Kalic1 organik kirleticilerin organik
molekiillere olan ilgisi ve biyolojik etkileri hakkinda bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir.
Jin Xu ve arkadaslarinin 2013 yilinda yaptig1 bir ¢calismada basta DDE ve bazi
PCB’ler olmak iizere, bu kirleticiler ile androjen reseptorler arasindaki molekiiler
dinamik ve baglanma affiniteleri {izerinde durulmustur (Jin Xu ve ark., 2013).
Calismamizda da diger kirletici matrikslerine kiyasla ¢ok daha fazla yogunlukta
tespit edilen DDE, PCB153, PBDE28 ve krizen’nin, ¢calismamizin temelini olusturan
kolinerjik sisteme ait reseptorler (CHRMI1, CHRM3, CHRMS) ile arasindaki
molekiiler dinamik ve baglanma affiniteleri hesaplanarak, bu kirleticilerin bu
reseptorlere olan ilgisini in siliko yontemlerle ortaya konmustur. Ozellikle DDE ve
PCB153’in bu reseptorlere olan baglanma affinitelerinin yiliksek oldugu

goriilmiistiir.

Insan plasenta 6rneklerinde kalic1 organik kirletici tespiti ile ilgili bir smnirlt
sayida calisma bulunmaktadir. Ancak bu kirleticilerin tespiti ile birlikte transkriptom
analizleri ve ifade farkliliklarina ait calismalar bulunmamaktadir. Ouidir ve
arkadaslarinin 2020 yilinda gerceklestirdigi calismada ise epigenom analizi yapilarak
tespit edilen Kkirleticilerin DNA metilasyonu ile epigenetik etkileri {izerinde
durulmustur (Ouidir ve ark., 2020). Calismamizda ise plasenta drneklerinde kirletici

tespiti ile birlikte transkriptom profilleme ve ifade farkliliklar1 degerlendirildi.
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Noronal olmayan kolinerjik sistem; bir ¢ok fizyolojik fonksiyon, patolojik ve
enfeksiyoz hastaliklarin gelisiminde 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir (Beckman
ve Lips, 2013). Noronal olmayan asetilkolin, mitoz, trofik fonksiyonlar, siliyer
aktivite, hiicre-hiicre temasi, hiicre iskeleti ve ayrica bariyer ve bagisiklik
fonksiyonlar1 gibi 6nemli hiicre fonksiyonlarinin diizenlenmesinde rol oynamaktadir
(Wessler ve ark., 2016). Calismamiz kapsaminda kalic1 organik kirletici tespit edilen
ve tespit edilemeyen plasenta ornekleri ile karsilastirmali olarak gerceklestirilen
transkriptom analizleri sonucunda hiicre iskeleti, hiicresel kalsiyum metabolizmasi
ve bagisiklik fonksiyonlarindan sorumlu yolaklar ile ilgili gen ifade degisikliklerine
ait bulgular bulunmustur. Bu baglamda 6zellikle trofoblast hiicrelerinin iskelet
yapilarin etkilenmesi ve yapisinda meydana gelebilecek degisiklikler plasental
bariyer 0zelligini bozarak koruyuculugunu azaltabilir. Gebelikte kalsiyum
metabolizmasi, kalsiyum, fosfor, D vitamini, paratiroid hormon ve kalsitonun igeren
karmasik bir stirectir (Pitkin, 1983). Bu sebeple hiicresel kalsiyum metabolizmasinda
meydana gelebilecek degisiklikler Onemli problemlere sebep olabilecegi
diistintilebilir. Adenilat siklaz-inhibisyonu G-protein (cAMP) asetilkolin reseptor
sinyalizasyon yolagi, AMP'ye bagimli ve birgok canli organizma ve yasam siireci
i¢cin gereklidir ve birgok farkli hiicre tepkisine cAMP aracilik eder (Sassone-Corsi,
2012). Bu yolak vasitasiyla, bir ¢ok hiicresel enzimin aktive edilmesi ve gen
ekspresyonu diizenlenmesinde rol alabilmektedir. Onceden var olan enzimlerin
aktivasyonu ¢ok daha hizli bir siirecken, gen ifadesinin diizenlenmesi ¢ok daha
uzundur ve saatler siirebilir. CAMP yolu, cAMP'nin fonksiyon kaybi (inhibisyon) ve

fonksiyon kazanimi (artisi) yoluyla incelenir.

ACh'nin plasental amino asit taginmasini ve kan akisini diizenleyebildigi 6n
goriilmektedir. Bilateral perflize plasental lobiillerin fetal damarlarindan ACh
saliminin preeklampsi sirasinda azaldigi, ancak metabolize edilemeyen amino asit
alfa-aminoizobutirik asidin perfiizyon basincinda veya materno-fetal transferinde
herhangi bir degisiklik ile ilintili olmadigi bulunmustur (Sanchezve ark., 2015).
Bununla birlikte, insan plasental ACh eksplantlarindan ((2-benzoiletil)

trimetilamonyum veya vezamikol tarafindan inhibe edildiginde) ve prostaglandin E2
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ve F2alfa'nin salimlar1 arasinda bir iligski bulunmustur. Bu nedenle, plasental amino
asit transferinin veya vaskiiler igleyisinin kontroliinde ACh'nin roliine iligkin kanitlar
kesin olmamakla birlikte var oldugu diisiiniilmektedir (King ve ark., 2008).
Calismamiz kapsaminda kdpek ve insan plasenta 6rneklerinden yapilan transkriptom
analizleri sonucunda, kirletici tespit edilen ve edilemeyen gruplar arasinda amino asit
transportuna ait gen ifade degisikligini gosteren bir yolak saptanmigtir. Bu da dnceki
caligmalarda On goriilen; noronal olmayan kolinerjik sistemlerin amino asit

taginmasinda rolii oldugu 6n goriisiinii destekleyen bir bulgudur.

Ilaglarin ve kimyasallarin anneden fetiise gegisi, maddelerin plasentadan
tasinmas1 ve metabolizmasindan etkilenir. Ayrica bu ilaglar ve kimyasallar,
plasentadaki besin tagima sistemlerini etkiler (Pastrakuljic, Derewlany, and Koren
1999). Kolinerjik reseptoriin negatif etkilenmesi ile asetilkolin (ACh) ile
kolaylastirilmis amino asit tasinmasini engeller. Yine Ca2+ metabolizmasindaki
degisimler de amino asit akisini etkiler ve boylece ACh salinimin1 engeller. ACh,
kan damarlarinin genislemesine neden olur ve endotelyal muskarinik reseptorlerin
aktivasyonu ile plasental kan akisini siirdiiriir (Pastrakuljic, Derewlany, and Koren
1999). Calismamiz bulgularinda hem insan hem de kopek transkriptom profilleme

analizlerinde amino asit transportunun etkilendigi goriildii.

Insan profilleme analizi sonucunda, kalici organik kirleticiler ve plasental
kolinerjik sistem ile ilgili 12 farkli yolak iizerinden degisiklik oldugu goriilmektedir.
Kopek ve insan plasentasinda yapilan bu calismada iki farkl tiirde de ortak olan
hiicre iskeleti, amino asit transportu, kalsiyum sinyalizasyonu, PI3K-Akt
sinyalizasyonu ve kolinerjik reseptor sistemi gibi hiicre metabolizmasina etkileyen
onemli yolaklar1 benzer sekilde etkileyebilecegi goriilmiistiir. Kopek transkriptom
profillemesiyle kiyaslandiginda hiicresel enerji metabolizmasi, adenilat siklaz-
inhibisyon G-protein asetilkolin reseptdr sinyalizasyon yolagi ve hiicre

proliferasyonu ile ilgili genlerin ifade farkliliklar1 oldugu goriildii.
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5. SONUC VE ONERILER

Antropojenik kaynakli kalici organik kirleticiler (KOK); uzun mesafelere
taginabilmeleri, ¢cevrede kalici olmalari, ekosistemde biyoakiimiile ve biyomagnifiye
olmalar1 nedeniyle kiiresel olarak endise olusturan kimyasallar olarak
degerlendirilmektedir. Kalic1 organik kirleticilerin insanlar, hayvanlar ve dogaya
olan zararlari, etki mekanizmalar1 ve bunlarin 6nlenebilmesi amaciyla birgok bilim
insan1 calismalar yapmaktadir. Bugiine kadar yapilan calismalara ragmen bu

kirleticilerin biyolojik etkileri hala bilim insanlar1 i¢in merak konusu olmaktadir.

Bugiin diinyada insan ve g¢evre sagligini korumak, maruziyeti azaltmak igin
2004 yilinda yiirtirliige giren Stockholm Sézlesmesi kapsaminda KOK’larin iiretim
ve kullanimi sinirlandirilip yasaklanmasina karar verilmistir. Biitlin bu kisitlamalara
ragmen bu maddelerin kaliciliklarina bagli olarak toplumda diisiik dozda KOK

maruziyeti goriilmektedir.

Kalic1 organik kirleticiler birgok doku, organ ve sistemle iligkilendirilirken
gecici ve 6nemli bir organ olan plasenta da bunlardan biridir. Anne tarafindan maruz
kalinan bu kirleticilerin plasental yolla fetiise gegerek dogrudan bebekte birgok saglik
problemine yol acarken dolayli olarak plasental fonksiyonlari etkileyerek de fetiise
zarar verebilmektedir. Plasentanin bir¢ok fonksiyonunda 6nemli bir rolii olan néronal
olmayan kolinerjik sistem unsurlar1 ve bu sisteme bagli yolaklar, bu cevresel

kirleticiler ile etkilesim gosterebilmektedir.

Calismamizda KOK’larin plasentada varliginin analitik yontemlerle ortaya
konularak cevresel etkilenim anketleri ile birlikte bu kirleticilere maruziyetin hangi
cevresel sartlar altinda artip azalabilecegine dair bulgular sunulmustur. Bu
kirleticilerin bazilarinin kolinerjik sistemin en 6nemli unsurlarindan olan muskarinik

reseptorlere ilgisi, in siliko yontemlerle ortaya konarak KOK’larin biyolojik etkileri
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tizerine gelistirilebilecek calismalara in siliko yontemlerle yaklasimin Onemini

gostermistir.

Tez ¢alismamizda kalic1 organik kirletici tespit edilen plasenta ornekleri ile
edilemeyen Ornekler arasinda tiim genom transkripsyonunda meydana gelen
farklilikarin incelenmesi amaglanmistir. Bu kapsamda gergeklestirilen kopek
plasenta Orneklerinde RNA dizileme ve insan plasenta Orneklerinde mikrodizin
analizleri gercgeklestirilmistir. Bu analizler sonucunda hiicre metabolizmasini
etkileyebilecek yolaklar ve reseptore ait genlerde degisiklikler meydana gelebilecegi
goriilmiistiir. Ozellikle insan &rneklerinde hiicre proliferasyonu, kalsiyum
sinyalizasyonu, asetilkolin reseptor sinyalizasyonu, hiicre iskeleti ve amino asit
transferi gibi ndéronal olmayan kolinerjik sisteme ait fonksiyonlarin etkilendigi

goriilmiistiir.

Calismamizda elde edilen veriler 15181nda, plasental fonksiyonun etkilenimine
bagli olarak hiicre biitlinliigli ve metabolizmasinin etkilenmesi ile birlikte fetiis i¢in
bir bariyer oOzelligi tasiyan plasentanin koruyuculugunun azalmasina sebep
olabilecegi bilinmektedir. Bunun yani sira fetiisiin biiylime ve gelisimi i¢in 6nemli
bir rol oynayan plasental hiicre fonksiyonlarindaki problemler; preklampsi, erken
dogum, diisiik dogum agirlig1 ve daha bir¢ok kronik problemlere davetiye agtigi

goriisii onem kazanmaktadir.

Kalict organik kirletici tespit edilen gruplara ait insan ve kopek transkriptom
sonuclarinda benzer etkilenimler oldugu goriilmiistiir. Arastirmamizda 6rnek sayisi
arttirtlarak, kirletici analizleri ve bununla iligkili gruplandirmaya bagli olarak
KOK’lara biitiinsel bir yaklagimin yani sira taranan KOK’larin her biri i¢in etkilesim
analizleri gercgeklestirilebilir. Bu dogrultuda KOK’larin hiicresel ve molekiiler etki

mekanizmalar1 hakkinda detayli bilgi edilenebilecegi 6n goriilebilirdir.
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OZET

Baz Kalie1 Organik Kirleticilerin Kopek ve Insan Plasental Kolinerjik Sistem
Uzerine Etkisinin Arastirillmas:

Plasental kolinerjik sistem ndronal sinirsel iletimi diginda bir¢ok hiicre i¢i metobolik
faaliyetlerde ve plasental gelisimde de Onemli bir faktér oldugu bilinmektedir. Bu
fonksiyonlar g6z Oniine alindiginda; birgok ¢evresel kirleticinin bu mekanizmalari
etkileyerek fetiiste yapisal anomaliler, fonksiyonel bozukluklar, konjenital neoplazi, bityiime
geriligi, erken dogum, vitamin D yetersizligi, sistemik inflamasyon, diisiik dogum agirlig1,
preterm dogum, eriskin koroner arter ve diyabet hastaliklarina temel olusturacak epigenetik
ve glukoz metabolizmasinda degisiklikler, gestasyonel hipertansiyon, preeklampsi, abortus
ve fetlis Oliimiine neden olabilmektedir. Calismada ¢evresel kirleticiler ve plasental
kolinerjik sistem arasindaki iligkinin arastirilmasi amaglanmigtir. Bu amagla, ¢alismanin ilk
asamasinda hemokoryal yapiya sahip insan ve endotelyokoryal yapiya sahip kopek
plasentasinda; bazi KOK’larin analizi GC-MS ile yapildi (PCB, PBDE, PAH ve
Organoklorlu pestisitler). Yapilan kirletici taramasinda 20 insan plasentasindan 13 6rnekte
kirletici tespit edildi. Kirletici tespiti ile annelerin sigara icme/maruziyeti arasinda yakin bir
iligki bulundu. Tarama yapilan 15 kopek plasentasinda ise 7 Ornekte kirletici tespit
edilebilmistir. Calisma kapsaminda ortalama PAH yiikii 877 ng/g DDT kirletici yiiki ise
ortalama 54,82 ng/g olarak tespit edilmistir. Calismamizdaki kdpek orneklerinde ise bu
degerler sirasiyla 160 ng/g ve 156 ng/g olarak bulunmustur. Elde edilen ortalama toplam
PCB yiikii 16,6 ng/g, PBDE yiikii ise 89,71ng/g olarak bulunmustur. Bu degerler kdpek
plasenta 6rnekleri igin ise sirasiyla 133 ng/g PCB, 488 ng/g PBDE yiikii seklindedir. Tespit
edilen kirleticiler ile kolinerjik sistemin dnemli bilesenlerinden olan muskarinik, nikotinik
reseptorler ve asetilkolinesteraz enzimleri ile yapilan in siliko taramada ozellikle 4-4
DDE’nin ve PCB153’1in baz1 muskarinik reseptorlere olan ilgisinin olduk¢a yiiksek oldugu
saptandi. RNA-Sekans ve Mikrodizin testleri ile yapilan transkriptom analizleri sonucunda
hiicre proliferasyonu, kalsiyum sinyalizasyonu, asetilkolin reseptor sinyalizasyonu, hiicre
iskeleti ve amino asit transferi gibi néronal olmayan kolinerjik sistem ile iligkilendirilecek
hiicresel fonksiyonlarin etkilendigi goriildii. Gen ifade farkliligi goriilen bu fonksiyonlardan
birgogunun kdpek ve insan tiirleri i¢in ortak oldugu saptandi. Bu hiicresel fonksiyonlara bagh
olarak hiicre biitiinliigii ve metabolizmasiin etkilenmesi ile birlikte fetiis i¢in bir bariyer
Ozelligi tasiyan plasentanin koruyuculugunun azalmasina sebep olabilecegi bilinmektedir.
Bunun yani sira fetiisiin bliylime ve gelisimi i¢in énemli bir rol oynayan plasental hiicre
fonksiyonlarindaki problemler; preklampsi, erken dogum, diisiik dogum agirligi ve daha
bir¢ok kronik problemlere neden olabilmektedir, dolayistyla sunulan tez; gelisimsel toksisite
aragtirmalari i¢in Onemli bir alt yap1 olusturmaktadir.

Anahtar Sézciikler: Biyoinformatik, GC/MS, In Siliko, Kalic1 Organik Kirleticiler,
Kolinerjik Sistem, Mikrodizin, Plasenta
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SUMMARY

Investigation of Selected Persistent Organic Pollutants (POP) on Human
Human and Dog Placental Cholinergic System

Placental cholinergic system is known to be an important factor in many intracellular
metabolic activities and placental development besides neuronal neural transmission.
Considering these functions; Changes in epigenetic and glucose metabolism that will form
the basis for structural anomalies, functional disorders, congenital neoplasia, growth
retardation, preterm birth, vitamin D deficiency, systemic inflammation, low birth weight,
preterm birth, adult coronary artery and diabetes diseases by affecting these mechanisms. It
can cause gestational hypertension, preeclampsia, abortion and fetal death. The aim of this
study is to investigate the relationship between environmental pollutants and placental
cholinergic system. For this purpose, in the first stage of the study, in the human placenta
with hemocorial structure and the dog placenta with endotheliocrial structure; Analysis of
some POPs was made by GC-MS (PCB, PBDE, PAH and Organochlorine pesticides). In the
pollutant screening, 13 pollutants were detected from 20 human placenta. A close correlation
was found between pollutant detection and mothers' smoking/exposure. Pollutants were
detected in 7 samples in 15 dog placenta that were screened. Within the scope of the study,
the average PAH load was 877 ng / g DDT pollutant load was determined as 54.82 ng/g. In
the dog samples in our study, these values were found to be 160 ng/g and 156 ng/g,
respectively. The average total PCB load obtained was 16.6 ng / g, and the PBDE load was
89.71 ng/g. These values are 133 ng/g PCB and 488 ng/g PBDE load for canine placenta
samples, respectively. In silico screening performed with the detected pollutants and
muscarinic, nicotinic receptors and acetylcholinesterase enzymes, which are important
components of the cholinergic system, it was found that especially 4-4 DDEs and PCB153
have a high interest in some muscarinic receptors. As a result of the transcriptome analysis,
it was observed that cellular functions that could be associated with the non-neuronal
cholinergic system such as cell proliferation, calcium signaling, acetylcholine receptor
signaling, cytoskeleton and amino acid transfer were affected. It has been found that many
of these functions with gene expression differences are common for canine and human
species. It is known that due to these cellular functions, cell integrity and metabolism
are affected, and the protection of the placenta, which is a barrier for the fetus, may
decrease. In addition, problems in placental cell functions that play an important role
in the growth and development of the fetus; It can cause preeclampsia, preterm birth,
low birth weight and many other chronic problems, so the thesis presented; It
constitutes an important infrastructure for developmental toxicity research.

Keywords: Bioinformatics, Cholinergic System, GC / MS, In Silico,
Microarray, Persistent Organic Pollutants, Placenta
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