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OZET

Normal, down sendromu ve noral tiip defekti oldugu tespit edilen gebelerden alinan
amniyon sivilar1 arasinda eser element, oksidadatif stres ve antioksidan parametreleri
arasindaki farkliliklar belirlenmeye ¢alisilmistir.

Bu ¢alismada normal oldugu tespit edilen 235 gebeden alinan amnniyon sivilari ile 9
down sendromlu ve 10 ndral tiip defektli gebeden alinan amniyon sivilar1 arasindaki
antioksidan enzim ve eser element diizeyleri karsilastirildi. Dokularda antioksidan enzim
diizeyleri spektrometrik yontemle, eser element diizeyleri atomik absorpsiyon

spektrometresiyle ( AAS) oksidatif stres ise HPLC ile ¢aligildi.

Amniyon sivilarindaki ortalama ¢inko, bakir ve selenyum diizeyleri kontrol grubunda
strastyla; 6,4 pg/dl, 7,2 pg/dl ve 13,4 pg/l bulunmus iken down sendromlu grupta sirasiyla;
5,9 pg/dl, 4,8 pg/dl ve 10,3 ng/L, nora tiip defektli grupta ise sirasiyla 6,1 pg/dl, 5,8 pg/dl
ve 11,2 pug/L olarak bulunmustur. MDA, CAT, GSH- Px ve SOD diizeyleri kontrol
grubunda sirasiyla; 0,84 nmol/ ml, 36 U/ml, 1,4 U/ml ve 1,4 U/ml, down sendromlu
grupta; 0,9 nmol/ml, 32 U/ ml, 2,7 U/ ml ve 1,4 U /ml, néral tiip defektli grupta ise
strastyla; 0,8 nmol/ ml, 28 U/ ml, 1,1 Uml ve 1,6 U/ml olarak tespit edilmistir. Gruplar
arasinda MDA, SOD ve CAT arasinda istatistiksel farklilik gézlenmemistir (p > 0,05) fakat
GSH-Px de gruplar arasi iligkinin p < 0,05 istatistiksel olarak anlamli oldugu gézlendi.
Hasta ve normal gruplar arasinda ¢inko, bakir ve selenyum arasinda istatistiksel olarak
herhangi bir fark tespit edilememistir (p > 0,05).

Sonug olarak amniyon sivilarinda ¢inko, bakir, selenyum diizeyleri ile ve MDA, SOD
ve CAT diizeyleri arasinda farklilik gézlenmemesi hasta gruplarinda sayinin az olmasiyla
iliskilendirilebilir.

Anahtar sozciikler: Amniyon sivisi, trizomi 21, noéral tiip defekti, ¢inko, bakir,

selenyum, SOD, GSH-Px, CAT, MDA.



ABSTRACT

Amniotic fluids taken pregnant women which identified as normal, Down syndrome
and neural tube defect were studied indicating differences between trace elements,

oksidadatif stress and antioxidant parameters.

In this study, amniotic fluids taken pregnant women that are 235 normal, 9 having
Down syndrome and 10 having neural tube defect were compared evaluating oxidative
stress, antioxidant parameters and trace elements. Antioxidant enzymes, MDA and trace
element levels in tissues were analysed using spectrophotometer and atomic spectrometry

instrument respectively.

While in amniotic fluids collected from the control group mean zinc, copper and

selenium levels were 8,30 ug/dl, 8,25 ng/dl and 18,9 ng/l respectively, they were found as
6,85 pg/dl, 5,81 pg/dl and 11,24 pg/l respectively in the down syndrome group; 5,87
ng/dl, 4,77 pg/dl and 13,14 pg/l respectively in the neural tube defects group.
MDA, CAT, GSH-Px and SOD levels were found as 0,84 nmol/ ml, 36 U/ml, 1,4 U/ml and
1,4 U/ml respectively in the control group; 0,9 nmol/ml, 32 U / ml, 2,7 U/ ml and 1,4 U
/ml respectively in the down syndrome group, 0,8 nmol/ ml, 28U / ml, 1,1 U/ml and 1,6
U/ml respectively in the neural tube defects group.

There is no statisticaly difference among the three groups MDA, SOD and CAT
levels(p > 0,05) but GSH-Px levels had difference among the groups (p<0.05). There were
no statistically difference for trace element levels among three groups.

As a result there were no statistically difference among three groups. It could be due to
insufficient numbers of patient.

Key words: Amniotic fluids, trisomi 21, neural tube defect, zinc, copper, selenium,

SOD, GSH-Px, CAT, MDA.
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1. GIRIS VE AMAC

Amniyotik keseyi dolduran ve kordon adi verilen bir zarla ¢evrili olan amniyon
stvisinin saglikli bir gebelik ve fetus gelisimi i¢in Onemi biiyiiktiir. Bu sivi fetusun
amniyon kesesi i¢inde rahat hareket etmesine, distan gelebilecek mekanik darbelere karsi
korunabilmesine, kas- iskelet sisteminin gelismesine, simetrik biiyiimesine olanak saglar,
onun i¢in yagam ortamidir ve havanin yerini tutmaktadir. Amniyon sivisi, fetusa sagladigi
yararlar kadar anne saglig1 icinde dnemlidir. Bu siv1 sayesinde agirlik kazanan fetus anne
rahmine baski yapmamig olur. Amniyon sivisinin fetusu olumsuz etkilerden korumasi ve
onun gelisimine yardimci olmasi yaninda, onu enfeksiyonlara karsi koruyabilecek
antimikrobiyal etkisi oldugu da ileri siiriilmektedir. Gebelikte karsilasilabilecek fetal
enfeksiyonlarin anne sagligi ve bebek gelisimi icin son derece 6nemli oldugu, hatta bu
enfeksiyonlarin fetusun intrauterin evrede bile 6liimiine neden olabilecegi bildirilmektedir

(Kiraz ve ark., 1993).

Insan sinir sisteminin embriyolojik baslangici néral tiip olusumudur. Bu yapi
gebeligin 30. giinlinden 6nce tliip formunu olusturur. Eger bas kismini olusturan béliimde
gelisim defekti olusursa anensefali, spinal kord boliimiinde sorun olursa spina bifida
gelisimi oldugu diisiiniiliir. Noral tlip defektlerinin (NTD) ortalama goriilme sikligi 1/1000

dogum olup, bu oran iilkeler arasinda farklilik gostermektedir (Kiraz ve ark., 1993).

Tiim andploidilerin %50 kadarii olusturmasi ve mental retardasyon insidansinda
arttirict etki gostermesi nedeniyle 6zel bir 6neme sahiptir. Trizomi 21°li bebekte zeka
geriligi vardir, 1Q genellikle 25-50 arasindadir. Kalbe ait yapisal bozukluklar bebeklerin
yaklasik %50’sini etkiledigi her dogan 660 bebekten biri Down sendromu olarak diinyaya
geldigi ¢ok iyi bakim sartlar1 altinda bile l16semi ve erken baglangi¢hi Alzheimer hastaligi
nedeniyle erken ¢ocukluk doneminde kayip oranlari oldukca fazla oldugu bildirilmektedir (

Lynch ve Berkovvitz, 1992).

Giliniimiizde baslica uygulama endikasyonlar1 trizomiler i¢in uygulanan tarama
testlerinde anormallik, ileri anne yasi, ultrasonografide yapisal anomaliler, kromozom

anomalili dogum Oykiisii ve ¢iftlerden birinde bilinen kromozom translokasyonlaridir.

Noral tiip defektlerinin kalitimi, birtakim genlerin yan1 sira ¢esitli dis etkenlerin de
birlikte rol oynadiklart multifaktoriyel kalitim sekline uymaktadir. Noral tiip defekti
anomalilerinin insidansi ¢esitli etnik gruplardaki hastalarda farkli olabilmektedir. Bir ¢iftin

onceden noral tiip defektli bebekleri varsa sonraki gebelikte tekrarlama riski yaklasik 1/30



kadardir. Noral tiip defektlerinin sikliginin anne yasinin ileri olmasi ile iliskisinin olmadig:

vurgulanmigtir (Wald ve ark., 1992).

Bu ¢alismada saglikli, noral tiip defekti ve Down sendromu oldugu fetal karyotip
sonucu belirlenen gebelerden alinan amniyon sivilarinin antioksidan ozellikleri ve eser
element diizeylerinin belirlenmesi amaglanmigtir. Antioksidan ozelliklerinin ve eser
element diizeylerinin arastirilmasi amaciyla Kahramanmaras Siit¢ii imam Universitesi
Aragtirma ve Uygulama Hastanesi, Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali Dogum
poliklinigine bagvuran 235 saglikli, 10 noral tiip defekti olan ve 9 trisomi 21°1i gebeden
amniyon sivist alindi. Hastalardan alinan amniyon sivilarinda katalaz (CAT), siiperoksit
dismutaz (SOD) spektrofotometrik olarak, oksidatif stresin gdstergesi olan malondialdehit
(MDA) diizeyleri ise HPLC metoduyla incelendi. Eser element ( Se, Zn, Cu) diizeyleri ise

atomik absorbsiyon spektrofotometresi (AAS) ile incelendi.

Sonug olarak gebeliginde amniyosentez sonucu normal, ndral tiip defekti ve trisomi
21 oldugu tespit edilen olgulardan alinan amniyon sivilarinda antioksidan ve oksidatif stres
parametrelerinin Ol¢ililmesiyle gebelerde cesitli kimyasal ve ¢evresel ajanlar tarafindan
olusan oksidatif stres faktorlerinin anne ve fetiis i¢in risk olusturup olusturulmadiginin

incelenmesi amaglanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Amniyon Sivisi

Amniyotik keseyi dolduran ve koryon adi verilen bir zarla ¢evrili olan amniyon
stvisinin saglikli bir gebelik ve fetiis gelisimi i¢in Onemi biiyiiktiir. Bu sivi fetusun
amniyon sivist i¢inde rahat hareket etmesine, distan gelebilecek mekanik darbelere karsi
korunmasina, kas- iskelet sisteminin gelismesine, simetrik biiyltimesine olanak saglar, onun
icin yasam ortamidir ve havanin yerini tutmaktadir. Amniyon sivis1 fetusa sagladigi
yararlar1 kadar anne saglig1 i¢cinde 6nemlidir. Bu siv1 sayesinde agirlik kazanan fetus anne

rahmine baski yapmamis olur (Akin ve Seyrekbasan, 2005).

Amniyon boslugu, kismen amniyon hiicreleri tarafindan olusturulan fakat esas
olarak anne kanindan gelen berrak bir sivi ile doludur. Amniyon sivisinin miktartr 10.
haftada ortalama 30 ml, 20. haftada 350 ml, 3007. haftada 800-1000 ml seklinde gebeligin
yasiyla birlikte artar. Amniyon s1visi i¢inde barindirdigi canliy1 distan gelen darbelere karsi
korur, embriyonun amniyon zarina yapigsmasini dnler ve fetusun hareket etmesine olanak

saglar. 38. gebelik haftasindan itibaren hafif bir azalma gosterir (Saragoglu, 2008).

“Dagdeviren ve arkadaglarina (1997) gbére” Amniyon sivisy; %99’u, inorganik
tuzlar, organik maddeler ve fetiisten dokiilen epitel hiicrelerden olusur. Organik
bilesiklerin yarist protein, diger yarist ise karbonhidrat, enzim, yag, hormon ve
pigmentlerden olusur. Amniyon sivisinin karakteri ve biyokimyasal igerigi, gebelik
boyunca degisime ugrar. Termde amniyon sivisinin 6zgiil agirligi 1.008, pH’s1 7,2°dir

(Coskun, 2008).

16 -18. gebelik haftalar1 arasinda amniyon sivilarin seliiler icerigi artmasina
ragmen, bu hiicrelerin ¢ogu canli olmadigi i¢in sividan elde edilen hiicrelerin % 20-35’1
laboratuvar analizi i¢in kullanilabilmektedir (ACOG Committee Opinion, 1994). Bu
hiicrelerin  yaklasik %70’inin fetal membranlar ve trofoblastlardan orjin aldig1
bilinmektedir. Geriye kalan canli hiicrelerin ise fetal cilt ve mesane, epiteloid hiicreler,
fibroz bag doku, damar fibroblastlan ve fibroblastik hiicrelerden orjin aldig:
diistiniilmektedir. Amniyon sivisinda sitogenetik analiz i¢in gerekli olan mitoz boliinme
gosteren hiicrelerin nadiren bulunmasi nedeni ile bu hiicrelerin elde edilebilmesi i¢in hiicre

kiiltiirti yapilmaktadir (Coskun, 2008).

Gebeligin erken aylarinda embriyo, kendisine koruyucu bir yastik gérevi yapan bu

siv1 i¢ginde gobek kordonu ile asili halde bulunur. Amniyon sivisindaki su her 3 saatte bir
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yenilenir. Bu yenilenme madde aligverisinin ne kadar fazla oldugunun gostergesidir

(Sadler, 1993).

2.2. Genetik ve Kromozomal Anomalilerin Prenatal Taranmasi

Anormal kromozom yapisi perinatal mortalite ve morbiditeye yol actig1 gibi 6nemli
oranda fetal kayipla sonuclanan gebeliklere de yol agabilir. Kromozom anomalilerinin
% 50’si spontan abortusla sonug¢lanirken bunlarin sadece % 5’1 28. gebelik haftasindan

sonra 0l olarak dogdugu vurgulanmistir (Hook, 1998).

Gebeligin 9 ile 14. haftalarinda yapilan fetal karyotiplemede Down sedromu siklig1
dogumdaki Down sendromu sikligindan % 48-50 daha fazla goriildiigii bildirilmistir
(Snijders ve ark., 1995).

Gebeligin ilerleyen donemlerinde belli bash olarak trizomi 13, 18, 21, cinsiyet
kromozomu anomalileri ve yapisal diizensizlikler goriiliir. Anoploidinin bebek ve ¢ocuk
Olimlerinin %5-7’sinin ve gelisim gecikmelerinin  %10’unun nedeni oldugu tahmin
edilmektedir. Bu tahminler gelismis tllkelerde 1970’11 yillarin ortalarinda toplanmis olan

verilerden elde edilmistir ( Hook, 1998).

Down sendromu, uzun donem morbidite riskiyle iliskili olan en yaygin kromozom
anomalisidir. Canli1 doganlarin 1.21/1000’inde goriilmektedir. Intrauterin ya da dogumdan
sonraki ilk bes yilda 6liimciil olabilen trizomi 18 (0.15/1000) ve trizomi 13 (0.08/1000)
ise daha az siklikla goriildiigii bildirilmistir (Hook, 1998).

Prenatal tarama programlarinin ¢ogu, Down sendromu tesbiti i¢in kullanilmaktadir.
Ancak bunun yaninda infertilite ile ve bazen gec¢ gelisimle de ilgili olabilen cinsiyet

kromozomlarindaki anomalileri de belirlemektedir.

2.2.1. Down Sendromu

Otozomal andploidi sendromlarinin en yaygin goriileni olan Down sendromu (DS)
klinik olarak ilk kez 1866 yilinda J.Langdon Down tarafindan tanimlanmig, kromozomal
temeli oldugu ise 1959 yilinda Lejeune ve arkadaslarinca rapor edilmistir (Young, 2005).

Trizomiler gametogenez sirasinda olusan "meiotic nondisjunction" (kromozom
ayrilamamasi) kaynaklanan 21. kromozomun trizomisi seklindedir (regiiler tip DS). Zigot
olustuktan sonra mitotik boliinmenin erken bir asamasinda nondisjunction gerceklesirse
mozaisizm ortaya c¢ikmaktadir. Trizomiden sorumlu mayotik hata olgularin %90’1inda

maternal mayoz I evresinde olugsmaktadir. %1-2 siklikta goriilen mozaik tipi postzigotik



mitotik hatalarla olusurken, hastalarin %3-4’{inii olusturan translokasyon tipi de novo ya da
ailevi tastyiciliklar sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Basaran, 1999).

Insanlarda en sik goriilen ve en iyi bilinen trizomi grubu, trizomi 21 veya Down
sendromudur. Trizomi 21, insanlardaki mental retardasyon dil ve hafiza problemleri gibi
karakteristik fiziksel ve noro-psikolojik bulgular eslik eden en yaygmn kromozom
anormalliklerinden biridir (Hall, 2000). Down sendromu, orta diizeyde mental retardasyon
(MR) ve multipl organ sistemlerinin degisik anomalileri ile karakterize genetik bir
bozukluk oldugu belirtilmistir (Gékgora ve ark., 1999). Zigotlarda DS'nun insidansi, canl
dogumlarda goriilenden iki kat fazladir. Trizomi 21 gebeliklerinin yaridan fazlasi gebeligin
erken doneminde spontan abortus ile sonlanmakta ve olgularin yaklasik %20'si ise Ol
dogum sonucu kaybedilmektedir (Forrester ve Merz, 2002; Hook, 1983). Yenidogan canli
bebeklerde down sendromu goriilme sikligr 1/600 ile 1/800 arasinda degismektedir (Balci,
1986).

En sik gozlenen kromozomal anomali olan Down sendromu insidansinin ileri anne
yas1 ile birlikte artmasi nedeni ile ileri anne yasi, prenatal sitogenetik tani i¢in geleneksel
bir endikasyon olmustur. Ancak Down sendromlu bebeklerin % 80’1 35 yasin altindaki
annelerden dogdugu belirtilmistir. (Youngs ve ark. 1991). 1984 yilinda anne serumunda
diisiik Alfa Feto Protein (AFP) diizeyleri ile fetal Down sendromu arasindaki iliskinin
gosterilmesi geng anne (<35) popiilasyonunda Down sendromu tarama protokollerinin

olusturulmasina bir baslangi¢ oldugu belirtilmistir (Coskun, 2008).

Mayoz sirasinda olusan nondisjunction ihtimalinin 35 yasin iistiindeki annelerde
arttiginin belirlenmesi ileri anne yasinin, dogum 6ncesi sitogenetik tan1 icin geleneksel ve
vazgecilemez bir kriter olmasii saglamistir. Amniyosentez sonunda igleme baglh fetal
kay1p ihtimali (1/200) bu yas grubundaki Down sendromu riskine esit ya da daha az olmas1
nedeni ile amniyosentez 35 yasin lizerindeki tiim gebelere uygulanmaktadir (Coskun,

2008).

Down sendromu (DS) tanist konan bir bebege sahip ebeveynlere bu durumun
tekrarlama olasilig1 olasiligi %1'dir. Bununla birlikte, translokasyon tasiyicist anne-
babanin translokasyon tip down sendrom'lu bir ¢ocugu belirlendigi zaman, rekiirrens igin
kismen yiiksek riske sahip olduklar1 sdylenebilir (Levanda ve Jabs, 1999). 30 yas altindaki
anneden dogan DS’ lu bir hastanin anne-babasinin translokasyon tasiyicist olma olasilig1 %
2, 30 yas iizerinde % 0,3 olarak tahmin edilmektedir. Mozaik tipteki DS' lu ¢ocuklarda

postzigotik bdoliinme hatast sonucu normal ve trizomik hiicre dizileri bir arada



bulunmaktadir (Bordson ve Leonardo, 1991). Mozaisizm, genellikle daha az ciddiyette bir
fenotipe yol agar ve ortaya konmasi siklikla kolay degildir. Entellektiiel yeterlilik, normal

veya normale yakin durumdan agir gerilige kadar degiskenlik gosterebilir (Jones, 1997).

Down sendromu riski, maternal yas dagilimi, prenatal tan1 kullanimi, gebeligin
elektif sonlandirilmasi ve sitogenetik analizler gibi faktorlere bagli olarak ik ve etnik

gruplar arasinda farkliliklar gosterebilir (Sava ve ark., 2006).

Down sendromlu tiim bireyler kromozom 21’in bir parcasi veya tamaminin iig¢
kopyasina sahiptirler. Klinik olarak benzer bulgular gostermekle birlikte, sitogenetik
incelemeler vakalarin %95’inin klasik, %4’iinlin Robertsonian ve %]1’inin ise mozaik
oldugunu gostermektedir (Jyothy, 2001). Robertsonian tip translokasyonlar translokasyon
tip DS nun en sik nedenlerindendir. En sik 14q ile 21q arasindaki translokasyona [t(14q
21q)] rastlanmaktadir (Mokhtar, 2003). Translokasyonlarin yaridan fazlasi gametogenez
sirasinda "de novo" olustugu bildirilmistir. Bu durumda anne-babanin karyotipi normal
oldugundan yineleme riski 6nemli oranda artmamaktadir. Diger durumda ise anne-babadan
biri dengeli translokasyon tasiyicisidir ve yineleme riski 6nemli oranda artmaktadir.
Translokasyon DS’nun, otuz yasindan kiiclik annelerin bebeklerinde daha sik gorildiigii
bildirilmistir (Jyothy, 2002).

Stene ve arkadaslar1 (1977) yaptiklar1 bir arastirmada, anne yasindan bagimsiz
olarak baba yasinin ileri olmastyla DS arasinda da bir iliski oldugunu 6ne siirmiis, 55 yas1
baba i¢in kritik yas kabul etmis ve bu yas sonrasi olusan gebeliklerde DS sikliinda
anlaml bir artma oldugunu sdylemislerdir (Stene ve Fischer, 1977). Buna karsilik Cross
ve arkadaglar1 15 yillik calisma sonuglarinin DS sikligima baba yasinin bir etkisinin

bulundugunu goéstermekten uzak oldugunu rapor etmislerdir (Cross ve Hook, 1987).

Yapilan tespitlerde down sendromunun fenotipinin ¢oguna sebep olan defektin 21
nolu kromozom bdlgelerinin uzun kolun distal bdliimiinde q21.1, q22.2 ve q22.3
bantlarinda oldugu tespit edilmistir. Bu bdlgeler sendromun yiiz 6zellikleri, kalp defektleri
ve zeka geriligi ile iliskilidir. 2122 bandi tizerinde DSCAM ( Down Syndrome Cell
Adhesion Molekule) izole edilen bu molekiill immumglobilin siiperailesinin bir iiyesidir.
Ayrica immunsistem ve ndrolojik sistem i¢in 6nemli olan Cu-Zn siiperoksit dismutaz
(SOD-1), interferon reseptorleri, protein s-100 gibi protinler 21. kromozom tarafindan
kodlanmaktadir. Bu molekiiliin asir1 ekspresyonu ritmik diizensizlige, bu durum T

hiicresinde fonksiyonel yetersizlige yol agar. Boylece DS’ nda enfeksiyonlara yatkinlik,



yiiksek oranda malignit ve otoimmiin olaylara rastlanir (Yamakawa ve ark., 1998; Sustrova

ve Sarkova, 1997).

Down sendromlu c¢ocuklarda sik goriilen otoimmun durumlardan bir taneside
hipotroittir. Bu hastalarda normal troid fonksiyonlu hastalara gore gelisim geriliginin fazla
oldugu tespit edilmistir. Colyak hastalifininda down sendromlu hastalarda sik goriildigt
ve onemli bir gelisme geriligi sebebi oldugu bilinmektedir. Bu hastalarda ayrica diabet,
hemolitik anemi, hipoparatroidizim, adrenal disfonksiyon, pemisiyoz anemi, kronik aktif

hepatit ve vitiligo gibi hastaliklarda sik gozlenmektedir (Balci, 1997).

Ayrica down sendromlu bireyler erken yaglanmaktadir. Alzheimer tipi bu erken
yaslanmanin gelisiminin 21 nolu kromozom iizerindeki amiloid prekiirsdr proteininin
varhig ile ilgili oldugu ileri siiriilmektedir. Erken yaslanmanin delilininde artritin sik ve

erken gelismesidir (Adams ve Victor, 1997; Hates ve Batshaw, 1993).

2.2.2. Noral Tiip Defekti

Beyin ve omuriligin gelistigi noral tiip, fetal yasamin ilk dort haftasinda olusur.
Henliz tam olarak nedeni bilinmeyen ancak genetik ve g¢evresel etmenlerin birlikte rol
oynadig1 diisiiniilen baz1 durumlarda ndral tiip, olusumunu tamamlayamaz ve anensefali,
ensefalosel, meningosel, miyelosel, spina bifida, gibi noral tiip defektleri (NTD) olarak
adlandirilan ciddi dogumsal anomaliler olusur. Anensefalili bebekler dogumdan kisa bir
siire sonra Oliirler. Diger NTD’liler, yasam boyu siirecek ciddi sakatliklarin nedenidir.
Getirdigi manevi ylikiin yanisira, NTD’li bir ¢ocugun tiim yasam boyu bakiminin topluma
maliyetinin ABD'de yaklagik 532.000 dolar oldugu hesaplanmistir (Demir, 2008).

Von Recklinghausen (1886)’a gore agik NTD’nin mekanizmasi embriyonik ndral
tiip kapanmasindaki durmadir. Morgagni (1769), ise artmig serebrospinal sivi yapimina
bagli olarak gelisen artmis inraventrikiiler basincin kapanmis ndral tiipiin tekrar agilmasina
neden olabilecegine inanmistir (Padmanabhan, 2006).

Noral tiip defekti, gestasyon siiresince degisik zamanlarda olusan beyin ve spinal
kordun konjenital malformasyonlaridir. Insanda néral doku, embriyonal dénemde 20. giin
civarinda embriyonun dorsal ekdoderminden gelisen noral oluk ve ardindan ndral tlip
seklinde bigimlenmeye basladig1 bu siirece norulasyon denir. Noral tiip gelisimi sirasinda
olusan kapanma defektleri norolasyon defektleri, daha sonra olusanlar ise postnérulasyon

defektleri olarak siniflandirilirlar (Demir, 2008).

Noral tip defekti gelisimde tek gen anomalisi ya da kromozom sayisinda

anormallikten ziyade multifaktoriyel bir genetik altyapir daha onemli goziikmektedir.
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Bir¢cok genetik ve cevresel faktdr kranial ya da spinal disrafizm gelisiminde ortak rol

alirlar.

Noral tiip defekti riski genel toplumdan fazla olan hastalar:

1.Daha 6nceden bir ya da daha ¢ok noral tiip defektli cocuk sahibi olan anneler,
2.Daha onceki evliliginden noral tiip defektli cocuk sahibi olan babalar,

3. Kendilerinde spina bifida olan ebeveynler,

4.Akrabalarinda spina bifida olan ebeveynler seklinde siralanabilir.

Noral tiip defektine neden olan sebepler farkli mekanizmalar ile etki gosterilebilir.
Ornegin gelismede duraklama olusturarak, yapisi ya da fonksiyonu bozuk gelismeye neden
olarak ya da olusan yapilarin yikilmasim1 engelleyerek bu hastaligi olusturdugu

bildirilmistir (Lemire, 1974).

Noral tiip defektinin cografi bolgeye, ebeveynin sosyoekonomik durumuna,
mevsimsel degisikliklere gore farkli insidans gosterdigi agiklamigtir. Noral tiip gelisiminin
kritik asamalarinda gen-cevre etkilesimi rol oynayabilmektedir. NTD iizerinde yapilan
epidemiyolojik ve deneysel ¢alismalarda X-1sm1, stres gibi fiziksel ajanlarin; alkol gibi
madde bagimliliginin; civa ve kursun gibi kimyasal ajanlarin, fenilketoniiri, diabet ve
kretinizm gibi maternal metabolik durumlarin merkezi sinir sisteminde konjenital
malformasyonlara neden olabilecegi saptanmigtir (Committee on Developmental

Toxicology, 2000; Shepard ve ark., 2002; Ray ve ark., 2004).

Ebeveyni hemsire, icki ve gida liretimi calisani, ciftci, tekstil boyama ve deri
enddistrisi calisani, tarim ilac1 uygulayicist olanlar; organik solventler, anestezik ajanlar,
sterilizan maddeler, viruslar, pestisidler, boyalar ve X-ray nedeniyle NTD agisindan

ylksek riskli olarak bildirilmislerdir (Shaw ve ark., 2002; Blanco ve ark., 2005).

Erken gebelikte alkol aliminin NTD ile iligkisi oldugu bilinmektedir. Alkoliin fetus
tizerine dogrudan sitotoksik etkisi vardir, dolayli olarak kotii beslenmeye de yol acar,
boylece bazi vitamin ve mineral eksikliklerine zemin hazirlar. Kronik alkol alanlarda
kanda, karaciger ve eritrositlerde ¢inko diizeyi diisiik bulunurken; tiamin, folik asit, B12

vitamini eksikliklerinin de sik oldugu bildirilmistir (Sencer, 1987).

Sosyoekonomik diizeyi diisiik gruptan gelen kadinlarda NTD insidansinin daha
yiiksek olmasi, olanaklar1 daha az olan kadinlarin muhtemelen daha yetersiz beslendigini

diistindiirmektedir. Alim giiclinlin azalmasinin secilen besinin kalite ve kantitesini



etkileyecegine siiphe yoktur. Smithells ile Laurence (1985) yaptiklari pek ¢ok ¢alismada
yetersiz beslenme ile NTD arasinda bir iliski oldugunu, ayni zamanda diyetsel
aligkanliklarin diizeltilmesi halinde NTD rekiirrens riskinin azaldigin1 gostermislerdir

(Laurence, 1985).

Retrospektif pek ¢ok ¢alisma, etkilenen bebeklerin annelerinin daha diisiik kaliteli
diyetle beslendiklerini gostermistir. Ayrica konsepsiyon zamani kis veya erken ilkbahar
aylarina tesadiif eden bayanlarda NTD’nin daha sik goriilmesi, bu mevsim taze
yiyeceklerdeki dengesizligi ve turfanda yiyeceklerin pahaliligini akla getirdiginden, sosyo-
ekonomik diizey (SED) ile beslenmenin iligkisini tekrar ortaya koymaktadir (Lemire ve
Siebert, 1996). Son yillarda baz1 vitamin eksikliklerinin iizerinde durulmakta, 6zellikle
folik asit eksikligi vurgulanmaktadir. Eser elementlerden iyot eksikligi, ¢inko ve
kadmiyum eksikligi veya fazlaligi, demir ve manganez eksikligi, bakir ve krom fazlalig
iizerinde durulmustur. Ozellikle ¢inko eksikliginin rolii olabilecegi ileri siiriilmiistiir

(Kurdoglu, 1989).

Folik asit niikleik asit sentezinde 6nemli bir role sahiptir. Folat homosisteinin
metiyonine doniiflmesin-deki ko-faktorlerden biridir. Metiyonin; gen regiilasyonu,doku
geliflim ve biiyiimesi i¢in gerekli olan metil grubunu saglar. Ayrca niikleik asit yap>m»
i¢cin gereklidir. Folat eksikliinin metabolik sonucu olarak kan homosistein diizeyi artar ve
metiyonin seviyesi azalir. Daha onceki gebeliginde NTD ile komplike olmus gebe
bayanlarda konsepsiyondan dnceki ay ve birinci trimester boyunca 4 mg folik asit alimi, %

3 olan NTD rekiirrens riskini %72 azaltir.

Solunan havadaki polivinil kloriir (Padmanabhan, 2006) ve atik ¢op sahalarina
Ozellikle 3 km’den daha yakin olan yerlesim alanlarindaki kirli hava ve suya maruz
kalmanin olumsuz sonuglar1 bildirilmistir (Vrijheid ve ark., 2002; Morris ve ark., 2003).
Ayrica karbon tetra klortir, trikloretilen ve benzenle kontamine igme sularina maternal
maruziyet ile NTD ve major kardiak defekt riskinin arttigr bildirilmistir (Padmanabhan,

2006).

Radyasyon, hiicre oliimii ve mitotik gecikmeye yol acar. Gebelikte radyasyona
maruz kalan kadmlarin bebeklerinde biiyiime geriligi ve santral sinir sistemi
malformasyonlar1  bildirilmistir. Hirosima’da radyasyondan etkilenen fetuslarda
mikrosefali, biiytime geriligi ve mental retardasyon goriilmiistiir (Beckman ve Brent,1986).

Bursa’da yapilan bir arastirmada, 1987 yilinin ilk ayinda NTD insidansinda 20/1000° ye



cikan bir artis saptanmistir. Bu artista muhtemelen 1986 Mayis ayinda gerceklesen
Cernobil Faciasinin etkili oldugu diistintilmektedir (Akar ve Cavdar, 1988).

Artmig viicut 1sisinin proliferasyon, migrasyon, differansiyasyon ve apopitoz gibi
pek cok kritik hiicresel gelisim evresini etkiledigi gozlenmektedir (Edwards ve ark., 2003).
Insan embriyosunda da noral tiipiin 1s1ya kars1 hassas oldugu da bildirilmistir (Moretti ve

ark., 2005).

NTD gelisiminde etkili olan g¢evresel faktorlerden en ¢ok iizerinde durulanlar;
beslenme yetersizligi, ¢inko eksikligi, vitaminler 6zellikle folik asit eksikligidir (Demir,

2008).

NTD olusumunda anne yasinin ¢ok kii¢iik bir risk teskil ettigi diisliniilmektedir. Bu
riskin ¢ok gen¢ ve yasli annelerde daha fazla oldugu goriilmiistiir. Annenin gebelik
sayisininda NTD olusumunda etkili olabilecegi, 3 ya da daha fazla gebeligi olanlarin ve
pirimiparlarin NTD’ne hafif bir yatkinliklar1 oldugu belirlenmistir (Frey, 2003). Siyah
irkta beyazlara gore daha az goriiliir ve kiz bebeklerde erkeklere gore iki kat daha fazla

rastlanir (Brocklehurst, 1976; Thompson ve Rudd, 1976 ).

Ulkemizde her yil yaklasik 5000 ¢ocuk bu hastalikla dogmaktadir (Tungbilek ve
ark., 1999).

NTD’nin epidemiyolojisi degisik iilkelerde, degisik cografi bolgelerde ve farkli
irklarda farkli oldugu bildirilmistir. Daha 6nce NTD’li ¢ocugu olan ¢iftlerin ikinci
cocuklarinda NTD goriilme olasiligt %2-3 olarak belirtilmektedir (Turan ve ark., 2000).
Diinya genelinde ortaya konan ¢aligmalara gére NTD siklig1 %0.57 ile %13.87 arasinda
bulunmustur (Nikkila ve ark., 2003; Li ve ark., 2006). Amerika birlesik devletleri’ndeki
Ispanyollarda diger Ispanyol olmayan beyazlara ve zencilere gére NTD daha sik
goriilmektedir. Diinyada insidansin en yiiksek oldugu boélgeler, Cin’in kuzey bolgesi
%13.87 (Li ve ark., 2006), Hindistan %6.5-8.21 (Cherian ve ark., 2005) olarak dikkati
cekmistir. Komsularimizdan Iran’da  %2.87 (Golalipour ve ark., 2007), Yunanistan’da
%1.45 olarak verilmistir (Lekea ve ark., 1988). Amerika Birlesik Devletleri’nde beyazlar
arasinda %1.48 siyahlarda 9%0.87 (Stevenson ve ark., 2000), Birlesik Arap Emirlikleri’nde
%1.23 (Samson, 2003), Avustralya yerlilerinde %?2.56, Avustralya’ya sonradan yerlesen
gocmenlerde %1.29 olarak bulunmustur. Avustralya yerlilerinde gé¢menlere gore iki kat
daha fazla NTD goriilmesi yerlilerin prekonsepsiyonel donemde folik asit destegine ve
folik asitle takviye edilmis yiyeceklere daha az ulasmalaria baglanmistir (Bower ve ark.,

2004). Diger Avrupa iilkelerine gére NTD sikligi ¢ok yiiksek olan Ingiltere ve Kuzey
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Irlanda’da 1980 lerde %4,5 olan néral tiip defekti siklig1 yillar icinde azalmis, 2000 yilinda
%1’e yakin olarak bulunmustur (Busby ve ark., 2005). En diisiik NTD siklig1 bildiren iilke
%0.58 Isvigre olmustur (Nikkila ve ark., 2006). Diinyanmn gesitli bolgelerindeki NTD

siklig1 tablo 2.3. de verilmistir (Botto ve ark., 1999).
ABD

Avustralys

Mek=ika
Yenezusla
Arjantin
Sil
Drezilva
Uruguay

Initere
[spanya
Maorveg
Fransa

Irlanda ve Kuzev irlanda
ek cumhuriyeti

Belcika
talva

Hollanda
Danimarka

lswicre
Japonya
Huzey Cin
Finey ¢in

T T T T T T

0 qp 20 30 40 50 ED
Onkin canll dodumds

Tablo 2.3: Diinyanin ¢esitli bolgelerindeki NTD siklig1 (Botto ve ark., 1999)

2.3. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, dig yoriingelerinde bir veya birden fazla paylasiimamis
(eslesmemis) elektron tasiyan atom veya molekiillerdir. Paylasilmamis elektrondan dolay1
stabil olmayan, olduk¢a reaktif, ¢ok kisa yar1 Omiirlii maddelerdir. Hiicrenin tiim

bilesenleri ile kolayca etkilesebilme 6zelligine sahiptirler (Halliwell ve Gutteridge, 2001).

Serbest radikallerin biyolojik ortamlardaki tiirleri Reaktif Oksijen Tiirleri (Reactive
Oxygene species - ROS) ve Reaktif Nitrojen Tiirleri (Reactive Nitrogene Species - RNS)’
dir. Bunlardan ROS; oksijen radikallerini ve radikal olmayan reaktif oksijen tiirevlerini
kapsayan genel bir terimdir. Aynmi sekilde RNS’ler de, fizyolojik 6nemi olan serbest
radikal tiirleridir (Darley ve ark., 1995). Yiiksek konsantrasyonlarda serbest radikaller ve
radikal tlirevi, radikal olmayan reaktif tiirler; canli organizmalar i¢in tehlikelidir ve tiim
hiicre yapilarina hasar verir. Bununla birlikte, diisitk konsantrasyonlarda nitrik oksit,

stiperoksit anyonu ve reaktif oksijen tiirleri sinyal iletiminde diizenleyici medyator olarak
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onemli rol oynarlar. ROS’nin aracilik yaptigi bir¢cok cevap, aslinda hiicreleri oksidatif

strese kars1 korur, redoks homeostazini yeniden olustururlar (Droge, 2002).

2.3.1. Reaktif Oksijen Tiirleri

Oksijen, insan yasami i¢in hem temel hem de toksik bir elementtir. Serbest
radikallerin temel kaynagi molekiiler oksijendir. Oksijen molekiilii reaktif olmamasina
ragmen diger radikallerle reaksiyona girme 6zelligine sahiptir. Baska molekiiller ile ¢ok
kolayca elektron aligverisine giren bu molekiillere “oksidan molekiiller” veya reaktif
oksijen tiirleri (ROS) denir. Molekiiler oksijenin indirgenmesi sonucunda siiperoksit,
hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen tiirleri olusur. Serbest oksijen
radikalleri endojen olarak viicutta sentezlenen metabolik yan {iriinlerdir. Viicutta normal
veya patolojik olarak serbest radikaller iiretilir. Bu iirlinler hemen sentez edildikleri yerde

detoksifiye edilmezler ise zararli etkilerini olustururlar (Halliwell ve ark., 1992).

Serbest oksijen radikalleri veya ROS bir¢cok kompleks hastaligin (ateroskleroz,
metabolik sendrom gibi) patogenezinde yer aldig1 bildirilmistir (Halliwell ve ark., 1992;
Cheeseman ve Slater, 1993). Serbest radikaller membran enzimlerine ve reseptorlerine
kovalent baglanarak onlarin antijenik Ozelligini ve tasima fonksiyonunu bozar,
poliansatiire yag asidi/protein oranmi degistirirler.  Serbest radikal olusumu lipid
peroksidasyonu ile baslar ve zar yapisinda yer alan doymamis yag asitlerinin
oksidasyonuna neden olur. Lipid peroksidasyonuna bagli olarak organellerde fonksiyon
bozuklugu olusur, lizozomal fragilite artis1 ile mikrozomal enzimlerde degisiklikler olusur
ve sonugta hiicre oliimii gerceklesir. Serbest oksijen radikalleri 6zellikle hiicre zarinda
hasara yol acgarak lipid gecirgenligini arttirir ve lipoproteinlerin kana gec¢isine neden olur.
Bu durum monosit ve makrofajlarin damar duvarina gegisini arttirarak aterogenezi
hizlandirir. Serbest oksijen radikalleri damar diiz kas hiicrelerinin biiylime ve ¢ogalmasini
uyarir, kovalent baglar1 etkileyerek protein, niikleik asit ve lipidlerin yap1 ve
fonksiyonlarii bozar ve organizmada pek ¢ok tiirde ROS olusabilir (Cheeseman ve Slater,

1993; Cheeseman, 1992; Basaga, 1997).

ROS’larin diizeyi, yaslanma siireci ile paralel bir artis gosterir. Glukoz gibi
maddeler ROS’ni olusturacak sekilde proteinlerle reaksiyona girerler. Diabetik hastalarda
uzun siire yliksek kan glukozuna maruziyet yan etkileri kolaylastirict "oksidatif stress"
olusumuyla sonuglanir (Gutteridge, 1995).

Radikal olan ve olmayan reaktif tiirleri tablo 2. 1’ de 6zetlenmistir (Yeum ve ark.,
2004).
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Tablo 2. 1: Reaktif oksijen Tiirleri.

Reaktif Tiirleri

Radikal Non-Radikal

Hidroksil ("OH) Peroksinitrit (ONOQO")
Alkoksil (L(R)O) Hipoklorit (OCl)
Hidroperoksil (HOO") Hidroperoksit (L(R)OOH)
Peroksil (L(R)O0O") Singlet oksijen ('O;)
Nitrik oksit (NO") Hidrojen peroksit (H,0,)
Stiperoksit (0°;) Ozon (03)

Canli organizma i¢in 6nemli olan yapilari, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, hiicresel
kaynaklari, rol oynadiklar1 tepkimeler ve etkileri 1ile ¢esitli klinik durumlarin
patogenezinde rol oynayan serbest radikaller, atomik yoriingelerinde eslesmemis elektron
bulundurarak,  bagimsiz olarak varolabilen molekiillerdir. Eslesmemis elektronun
kazandirdigi en Onemli Ozellik bircok radikal ile bu elektronun paylasilabilmesidir

(Dormandy, 1983; Kaynak, 2002; Halliwell ve Gutteridge, 1989 ).

Serbest radikallerin en onemli tepkimeleri, molekiiler oksijen ve onun reaktif
tirlerinin oldugu tepkimelerdir. Sekil 2.1°de oksijenin orbital yapisi ve olusan reaktif

tiirleri belirtilmistir (Zwart ve ark., 1999).

@ 2nil @) @i @ @, (&)
72 DO DO DO B®»® ® ®
=2p () G Gy @ @

c2p a an

c 25 @ @ @ @ @
Eaillell sl o ®
ci1s QY ap ap Ay av
cis @ ap (D) v aw

Ground Stete O; Singiet O; Siperoksi Peroksi ivoru  Singlet O;
Sekil 2.1. Oksijen molekiiliiniin orbital yapis1 (Zwart ve ark., 1999).

Demir, bakir, mangan, molibten gibi ge¢is metalleri de dis yoriingelerinde birer

elektron tasimalara ragmen radikal karakter gostermezler. Serbest radikal kabul edilen
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atom ve molekiiller elektron dagilimlarinin yani sira termodinamik yapilar1 ve lokal kinetik

reaktiviteleri ile degerlendirildigi belirtilmistir (Aslan ve ark., 1995; Byung, 1994).

Antioksidan ise; okside olabilen substrata gore ortamda daha az derisimde bulunan
ve bu substratin oksidasyonunu belirgin sekilde geciktiren veya engelleyen madde olarak
tanimlanabilir. Bu tanima gore antioksidanlarin fizyolojik rolii, serbest radikalleri iceren
kimyasal tepkimelerin sonucunda hiicresel bilesenlere gelebilecek zarari Onlemektir

(Young ve Woodside, 2001 ).

2.3.2. Siiperoksit Radikali (Oy)

Oksijenli ortamda yasam, oksidatif fosforilasyon ile ATP {iretimi agisindan 6nemli
Olclide yarar saglarken bazi tehlikeleri de beraberinde getirir. Oksidatif fosforilasyonun ana
bileseni olan oksijene bir elektron eklenmesi ile siiperoksit radikali olusur (Kurutas ve ark.,

2004).

Stiperoksit radikali serbest radikal olmasma karsin reaktifligi yiiksek degildir.
Kendiliginden, 6zellikle elektronca zengin bir ortam olan i¢ mitokondri zarinda solunum
zinciriyle birlikte olusur. Siiperoksit ayrica iskemi-reperfiisyonda aktive olan ksantin
oksidaz gibi flavoenzimlerce endojen olarak da olusturulur. Lipooksijenaz ve
siklooksijenaz ise diger siiperoksit olusturan enzimlerdir (Zimmerman ve Granger, 1994;

Kontos ve ark., 1985; Mclntyre ve ark., 1999).

Stiperoksit ayrica yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalar gibi fiziksel ve kimyasal
ajanlar ile baz1 bilesiklerin otooksidasyonunda ve fagositozda olusur (Orug, 1998). Siiper
oksit kimyas1 ¢ozelti ortamina bagl olarak farkliliklar gosterir. Siiperoksit sulu ¢ozeltide
askorbik asit, tiyol gibi molekiilleri oksitleyebilen zayif bir oksitleyici ajandir. Bunun
yaninda siiperoksit gii¢lii bir indirgeyici ajan olup sitokrom-C ve ferrik-EDTA gibi ¢esitli
demir komplekslerini indirgeyebilir (Gutteridge, 1995).

Stiperoksit, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijenin olustugu dismutasyon
tepkimesinden dolay1 sulu ortamda hizlica kaybolur. Diger taraftan SOD enzimiyle
katalizlenen dismutasyon tepkimesi ise spontan dismutasyondan 10° kat daha hizli oldugu

vurgulanmistir (Hinder ve Stein, 1991).

20, " +2H" — H,0, + 0,

Oksijen molekiilii, orbitalinde ¢iftlenmemis elektron tasiyorsa siiperoksit radikali

olarak adlandirilir. Normal oksijenden ¢ok daha hizli bir biyolojik molekiil olan singlet
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oksijen molekiilii yapisinda iki adet ¢iftlenmemis elektron tasir.  Singlet oksijen hiicre
membranindaki poliansatiire yag asidleriyle dogrudan reaksiyona girerek lipid peroksitlerin
olusumuna yol acar. Serbest radikallerin yol agtig1 hiicre hasarinin derecesi hiicre i¢gindeki
koruyucu sistemlerin etkinlik derecelerine baghdir (Gutteridge, 1995; Garg ve ark., 2000;
McCord, 1993). Iskemi, hemoraji, travma ve radyoaktivite gibi durumlarda
mitokondrilerdeki aerobik oksidatif fosforilasyon dengesi etkilenir ve elektron tasima
sisteminden elektron kagaklar1 daha fazla olur ve ROS diizeyi artar. O, noétrofillerin
bakterisidal aktivitesi, apopitozis, inflamasyon ve vaskiiler fonksiyonlarin regiilasyonu

gibi yararl etkilere sahiptir (Sorescu, 2002; Kalinowski ve Malinski, 2004).

2.3.3. Hidrojen Peroksit (H;O;)

Hidrojen peroksit, membranlardan kolaylikla ge¢ip hiicreler {lizerinde bazi
fizyolojik rollere sahip olabilir, fakat ¢iftlenmemis elektrona sahip olmadigindan radikal
olarak adlandirilamaz. Hidrojen peroksit serbest radikal olmamasina karsin biyolojik
zarlara niifuz edebilmesi ve daha reaktif oksijen tiirlerinin yapim asamasinda aldig: rolden
dolay1r 6nemlidir. Diger bir 6nemli islevi ise hiicre i¢i sinyal molekiilii olarak gorev

yapmasidir (Nordberg ve Arner, 2001).

Hidrojen peroksit; siiperoksit radikalinin dismutasyon tepkimesi sonucu olusur.
Urat oksidaz, glukoz oksidaz, d-aminoasit oksidaz gibi birgok enzim oksijene iki elektron

transfer ederek direk hidrojen peroksit olusturabilirler (Halliwell ve Gutteridge, 1984).

Hidrojen peroksitin redoks 6zelligi ve gecis metalleri varliginda yiiksek reaktif
serbest radikalleri olusturmasina karsi viicut, savunma sistemi gelistirmistir. Istenmeyen
hidrojen peroksit, katalaz, glutatyon peroksidaz ve diger oksidazlar ile hiicreden

uzaklastirilir (Gutteridge, 1995 ).

2.3.4. Hidroksil Radikali (OH)

Hidroksil iyonu, bilinen en reaktif radikaldir. Amino asitler, niikleik asitler,
organik asitler ile reaksiyona girebilir. Tek atom halinde ve bir elektronu eksik olan oksijen
ile H” in birlesmesinden olusur (Sydow ve Miinzel, 2003).

Hidroksil radikalinin major olusumu suyun yiiksek enerji ile iyonizasyonudur.
Hzo —'OH+H" + eaq' — H202

Hidrojen peroksit ise siiperoksit ile tepkimeye girerek en reaktif ve zarar verici

serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali olusturmak tizere kolaylikla yikilabilir.
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H,O0, +O," ->"OH + OH- + O,

Bu tepkimeye Haber-Weiss tepkimesi denir ve tepkime katalizorsiiz ortamda

oldukca yavasken, demirin katalizorliigiinde ¢ok hizlidir.
0, +F¢" -0, +Fe"

Fe’" +H,0, — Fe’" + OH + OH-

O, + H,O, —'OH + OH" + O,

Katalizorlii tepkimede demir 6nce ferrik formdan (Fe™)  siiperoksit ile ferrdz
forma (Fe™) indirgenir. Ferroz form Fenton tepkimesi ile ferrik forma tekrar

yiikseltgenirken OH ve OH iiretilir (Akkus, 1994; Gutteridge, 1995).
2.3.5. Singlet Oksijen (O,1])

Oksijenin uyarilmig sekline ‘singlet oksijen’ denir. Reaktivitesi ¢cok yiiksek bir
oksijen tilirtidiir. Doymamuis yag asitleri ile dogrudan tepkimeye girerek peroksil radikalini
olusturmakta ve hidroksil radikali kadar etkin bir sekilde lipid peroksidasyonunu
baslatabilmektedir. Bilirubin, karotenler, histidin, metionin ve bazi kimyasal bilesikler
singlet oksijeni temizleyerek ona bagl tepkimeleri inhibe edebilmektedir (Raha, 2000).

Singlet oksijen eslesmemis elektron icermedigi icin serbest radikal degildir.
Bununla birlikte donme ydnlerinin farkliligindan dolay1 oksijenin yiiksek reaktif formudur

(Sekil 2.1) (Gutteridge, 1995 ).

Molekiiler oksijende paylasilmamis iki dis elektron ayn1 yonde, ayr
yoriingelerdedir. Singlet oksijende ise elektron donme yonleri birbirine zittir ve
olusturduklar delta veya sigma formuna goére ayni veya ayri yoriingelerde bulunurlar. Ayni
yoriingede ise delta singlet oksijen, ayr1 yoriingelerde iseler sigma singlet oksijen formu
olusur. Sigma formu delta formuna gore daha enerjetik olup kolayca delta formuna

doniisebilir (Halliwell ve Gutteridge, 1989; Unal, 1999).

2.4. Hiicrelerde Serbest Oksijen Radikallerinin Etkileri
Serbest radikal reaksiyonlari, normal kosullarda bagisiklik sistemi hiicrelerinden
notrofil, makrofaj gibi hiicrelerin savunma mekanizmasi i¢in gerekli olsa da, serbest

radikallerin fazla tiretimi doku hasar1 ve hiicre 6liimii ile sonu¢lanmaktadir.
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Serbest radikaller hiicre i¢inde antioksidan kapasiteyi asan yiiksek
konsantrasyonlarda olustuklari zaman; basta lipitler olmak iizere, protein, DNA,
karbonhidratlar ve enzimler olmak iizere bir¢ok molekiille reaksiyona girdikleri
belirtilmistir (Bonnefoy ve ark., 2002). Bu reaksiyonlar sonucunda enzimlerin normal
fonksiyonlarini, aerobik solunumu, kapiller permeabiliteyi bozup hiicrenin potasyum
kaybimi artirirlar. Hiicre icindeki birgok litik enzimi aktif hale getirirler, baz1 savunma
sistemlerini inaktive ederler. Trombosit agregasyonunu artirirlar, dokularda fagosit
toplanmasini kolaylastirirlar (Iuliano ve ark., 1997). Son yillarda yapilan c¢alismalar,
serbest oksijen radikallerinin ve lipit peroksidasyonunun artmasinin bir¢ok hastaligin
patogenezinde rol oynadigim1 gostermektedir. Serbest radikallerin damar endotel
hiicrelerinde hasar yaparak vaskiiler hastaliklara neden oldugu da vurgulanmaktadir

(Halliwell, 1993).
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Lipit peroksldasyenn
Sekil 2.2: Lipit peroksidasyonu.

Esansiyel hipertansiyonun patofizyolojisinde bazi oksidatif stres parametrelerinin
yiiksek oldugu ve kan basinci yiiksekligi ile kuvvetli bir iligkisi oldugunu gosteren

caligmalar bulunmaktadir (Rodrigo ve ark., 2007; Kashyap ve ark., 2005).

Miyokard enfarktiisii, bazi nérolojik hastaliklar, astim, romatoid artrit, kanser ve
obezite dahil bir¢ok hastaligin oksidatif stres ile iliskisi gosterilmistir (Droge, 2002).
Ayrica, hiperglisemi nedeniyle meydana gelen oksidatif stres retinopatiye neden olabilir
(Yilek ve ark., 2007). Serbest radikallerin ayrica yaslanmada da rolii vardir (Burgak ve
Andican, 2004).
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Serbest oksijen radikallerinin sinyal transdiiksiyonuna etkileri sonucunda;
apopitosis, proliferasyon, transformasyon ve farklilagma gibi ¢esitli hiicresel olaylar

etkilenmektedir (Rahman, 2003).

2.4.1. Serbest Radikallerin Lipit Yapilara Etkileri
Serbest radikallerin biyolojik dokulardaki doymamis yag asitlerine etkileri lipit

peroksidasyonu olarak bilinir. Biyolojik zarlarin yapisi lipit ve proteinden olusmaktadir.

Lipit peroksidasyonu lipitlere oldugu kadar zar proteinlerine de zarar verebilir.
(Halliwell ve Gutteridge, 1989). Lipit peroksidasyonu, ¢oklu doymamis yag asitlerinin
(PUFA) reaktif oksijen tiirleri tarafindan peroksitler, alkoller, malondialdehit, etan ve
pentan gibi iirlinlere yikilma tepkimelerine denilmektedir. Yag asitlerinin peroksidasyonu
sonrasinda agiga c¢ikan Uriinler zar gecirgenligini ve akiskanlhiginmi ciddi sekilde etkileyip
hiicre ve organel igeriklerinin ayrilmasina neden olan kopma ve kirilmalara yol acar. Lipit
peroksidasyonu ile meydana gelen zar hasarmin geri doniisiimsiiz oldugu belirtilmistir
(Kurutas ve ark., 2004; Gutteridge, 1995).

Zincir reaksiyonu seklinde olan lipit peroksidasyonu, organizmada olusan radikal
etkisiyle ¢oklu doymamis yag asitleri lizerindeki metilen grubundan bir hidrojen atomu
uzaklagtirllmas1 ile baglar. Bu reaksiyon baslangic reaksiyonu olarak isimlendirilir.
Hidrojen atomu uzaklasmasi ile karbon atomu {izerinde eslesmemis elektron kalir ve bunun

sonucu yag asidi zinciri bir lipit radikali (L-) niteligi kazanir.

LH+R-— L-+RH
Olusan lipit radikalinin molekiil i¢i ¢ift baglarinin pozisyonunun degismesiyle
konjuge dienler olusur. Bir alkenin iki ¢ift bag1 arasinda bir tane tekli bag varsa bu yap1
konjuge dien olarak isimlendirilir. Bu sekilde molekiiler diizenleme saglanmis olur. Lipit

radikalinin molekiiler oksijen ile etkilesmesi sonucu lipit peroksil radikali (LOO-) olusur.

L-+0, —LOO:

Peroksil radikali diger komsu yag asitlerini etkileyerek yeni lipit radikallerinin
olusmasina neden olurken kendisi de aciga ¢ikan hidrojen atomunu alarak lipit
hidroperoksitlerine (LOOH) doniisiir. Bdylece peroksidasyon bagladiktan sonra kendi
kendine yayilabilmekte ve c¢ok sayida yag asidi zinciri lipit hidroperoksitlerine
dontisebilmektedir. Bu tepkime ilerleme reaksiyonu olarak isimlendirilir (Kurutas ve ark.,

2004; Gutteridge, 1995; Ozkan ve Fiskin, 2004; Sodergen, 2000; Abuja, 2001).

LH+ LOO- — L- +LOOH
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Oldukga kararli olan lipit hidroperoksitleri lipit peroksidasyonunun ilk iiriiniidiir.
Lipit peroksidasyonunun siirekli olarak devam ettigi durumlarda E vitamini gibi zincirleme
tepkimeyi sonlandirici bir antioksidan ile lipit peroksidasyonu sonlanabilir (Thomas,

2000).

L' +EVit—>LH+E Vit
EVit+L — LH + Okside E Vitamini

Gegis metalleri varliginda lipit hidroperoksitleri bu metallerin redoks dongiisiiyle
birlikte lipit peroksidasyonunu baglatabilecek radikallerin olusumuna neden olabilirler.

Lipitlerden arasidonik asit metabolizmas1 sonucu serbest radikal iiretimine
“enzimatik lipit peroksidasyonu”, diger radikallerin sebep oldugu lipit peroksidasyonuna
ise “non-enzimatik lipit peroksidasyonu” denir (Akkus, 1995).

Lipit proksidasyonunun son bileseni olan malondialdehit (MDA) peroksidasyona
ugramis ¢oklu doymamis yag asitlerinin boliinmesiyle olusan ii¢ karbonlu bir dialdehidtir
ve oksidatif durumun gostergesi olarak yaygin kullanilir. Bu dialdehid biyolojik ortamda
makromolekiillerin NH, ve/veya SH gruplarina bagli veya serbest olarak bulunur. Olusan
MDA; deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre ylizey bilesenlerinin
agregasyonu gibi zar 6zelliklerinin de§ismesine yol agtig1 vurgulanmistir (Kurutas ve ark.,
2004; Cighetti ve ark., 2007). Tim biyomolekiiller i¢cinde serbest radikallerden en fazla
etkilenen yapu, lipitlerdir. Membranlarda bulunan kolesterol ve yag asitlerinin doymamis
baglar1 serbest radikallerle ¢ok cabuk reaksiyona girerler. Doymamis yag asitlerinin
oksidatif yikimi lipit peroksidasyonu olarak bilinir. Lipit peroksidasyonu ¢ok zararli bir
reaksiyondur; ¢iinkii kendi kendini devam ettiren bir zincir reaksiyonu seklinde devam
eder. Lipit peroksidasyonu sirasinda, karbon baglarmin kopmasi ile aldehid yapisinda

yikim iiriinleri ortaya ¢ikarmaktadir.

2.4.2. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Proteinler; oksidan veya diger serbest radikallerin 6zellikle daha hassas olan amino
asitlerle etkilesime girmesi sonucunda dogrudan zarar gorebilirler. Protein fonksiyonu
icin kritik olan yapisal bazi amino asitler, radikal hasarma kars1 olduk¢a duyarlidir.
Peroksil radikalleri ve hidroksil radikalleri gibi serbest radikal tiirleri veya hipoklorit ve
hidrojen peroksit gibi aktif oksijen tiirlerinin yol agtigi protein hasari; amino asit
oksidasyonu, deaminasyon ve dekarboksilasyon gibi mekanizmalarla meydana gelir. Baz1
aminoasit rezidiileri oxidatif saldirtya karst daha hassastir, proteinlerin serbest

radikal lireten sistemlere maruz kaldiginda, amino asit yan zincirlerinin degisiklige
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ugramast sonucunda tersiyer yapisal degisiklikler meydana geldigi bildirilmistir (Rice,

1995).

2.4.3. Serbest Radikallerin Niikleik Asitlere Etkileri

Hiicre ic¢inde hidroksil radikali deoksiriboz ve bazlarla reaksiyona girerek
degisikliklere neden olur. Hidrojen peroksitte membranlari kolayca gecerek hiicre
cekirdeginde DNA hasarina, sonugta hiicre disfonksiyonu ve hiicre 6liimiine neden oldugu

vurgulanmistir (Sheldon, 2006).

2.4.4. Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkileri

Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve
okzoaldehitler meydana gelmektedir. Enflamatuar eklem hastaliklarinda sinovial siviya
gecen lokositlerden ekstraselliiler siviya salinan H,O, ve O, buradaki mukopalisakkarit
olan hyaliironik asidi par¢calamaktadir. Goziin vitrdz sivisinda bol miktarda hyaliironik asit
bulundugundan, bunun oksidatif hasar1 katarakt olusumuna katkida bulunmaktadir (Raha

ve Robinson, 2000).

2.5. Antioksidan Sistem

2.5.1. Antioksidan Enzimler

Canli hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbonhidrat ve DNA gibi okside
olabilecek maddelerin oksidasyonunu Onleyen veya geciktirebilen maddelere
antioksidanlar ve bu olaya antioksidan savunma denir. Oksidanlar1 tutarak daha zayif bir
molekiile doniistiirmektedirler. Antioksidan savunma elemanlar1 hiicre i¢i ve hiicre disi
ortamda farklidirlar. Insanda belli bash hiicre i¢i antioksidanlar siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimleridir. SOD’un yapisinda
bakir, ¢inko ve manganez; GSH-Px’de ise selenyum iyonu bulundugundan bu enzimler
‘metaloenzim’ olarak da adlandirilirlar. Hiicre i¢i ortamin aksine hiicre disi ortamda
antioksidan savunmadan E ve C vitamini, transferrin, haptoglobin, seruloplazmin,
albumin, bilirubin, B- karoten ve a-1 antitripsin sorumludur (Bayraktar ve ark., 2005).

Antioksidanlar 4 farkli mekanizma ile oksidanlar etkisizlestirirler:

1. Scavenging (Temizleme) Etkisi: Oksidanlar1 zayif bir molekiile ¢evirme seklinde
olan bu etki enzimler tarafindan yapilir.
2. Quencher (Baskilama) Etkisi: Oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz hale

getirme seklinde olan bu etki vitaminler ve flavonoidler tarafindan yapilir.
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3. Onarma Etkisi (Repair Etki): Onarici etki iizerinde g¢aligmalar devam
etmektedir. Oksidatif hasar gérmiis DNA molekiiliinii tamir eden enzimler bu guruba 6rnek
olarak verilebilir (Cros ve ark., 1987).

4. Zincir Koparma Etkisi: Oksidanlar1 baglayarak fonksiyonlarini engelleyen agir
metaller seklinde olan bu etki hemoglobin, seruloplazmin ve E vitamini tarafindan yapilir
(Cavdar ve ark., 1997).

Tablo 2.2: Endojen ve Eksojen Antioksidanlar.

Eksojen Antioksidanlar Endojen Antioksidanlar

Trolox-c -Enzimler;

Folik asit Stiperoksitdismutaz (SOD)

Anestezikler Katalaz (CAT)

Mannitol Gulutatyon peroksidaz (GSHPx)
Barbitiiratlar Glutatyon-S-Transferazlar (GST) Mitokondriyal
Demir selatorleri Sitokrom oksidaz sistemi Hidroperoksidaz.
Biitillenmi Hidroksi Toluen -Enzim olmayanlar;

Melatonin

Seruloplazmin

Transferrin

Miyoglobin

Hemoglobin

Ferritin

Bilirubin

Glutatyon

Sistein

Metiyonin

Urat

Laktoferrin

Albumin

2.5.1.1. Siiperoksid Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz 1968 yilinda Mc Cord ve Fridovich tarafindan tanimlanmustir.
Bu enzim; siiperoksitin, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizler.
Hidrojen peroksit daha sonra glutatyon peroksidaz ve katalaz enzimi aracilif ile etkisiz

hale getirilmektedir (Fridovich, 1983).
20y + 2H — H;0; +0,

Insanda SOD’m iki tipi bulunmaktadir. Bunlar, sitozolde bulunan dimerik, Cu ve
Zn ihtiva eden izomer (Cu-Zn SOD) ile mitokondride bulunan tetramerik Mn ihtiva eden
izomerlerdir (Mn SOD). Genel olarak hiicrede bol bulunan izomer sitozolik Cu-Zn SOD’

dir, Cu-Zn SOD 21. kromozomda, Mn SOD ise 6. kromozomda lokalizedir (Giilcii, 2010).
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Enzimin fizyolojik fonksiyonu; Oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit
radikallerinin zararli etkilerine kars1 korumaktir. Bdylece lipid peroksidasyonunu inhibe
eder. SOD aktivitesi, yliksek oksijen kullanimi olan dokularda fazladir ve doku pO, artis
ile artar. Normal metabolizma sirasinda hiicreler tarafindan yiiksek oranda siiperoksit
iretimi olmasima ragmen bu enzim sayesinde hiicre i¢i siiperoksit diizeyi diisiik tutulur.
SOD’nin hiicre dis1 aktivitesi ¢ok diisiiktiir (Giilcti, 2010).

SOD fagosite edilmis bakterilerin hiicre i¢inde etkisiz hale getirilmesinde de rol
oynar. Bu ylizden SOD, graniilosit fonksiyonu i¢in ¢ok Onemlidir. Lenfositlerde de
graniilositlerden daha fazla miktarda SOD bulunmaktadir. SOD enziminin yiiksek katalitik
aktivitesi nedeniyle hiicrelerde siiperoksit birikimine izin verilmez. Ancak c¢esitli patolojik
durumlarda siliperoksit yapimimin artmasi durumunda, siliperoksite 6zgli tepkimeler
goriilmeye baglar (Gtilcii, 2010).

Stiperoksit metal iyonlarimi indirgeyerek bagli olduklari proteinlerden salinimina
neden olur, kofaktorlerin oksidasyon diizeylerini bozar, metal iyonlarinin katildig
hidroksil radikali yapim tepkimelerini hizlandirir. Diger radikallere gore daha az reaktif
olsa da, siiperoksit, indirgenmis niikleotidleri, baz1 amino grup asitleri ve antioksidan
bilesikleri (glutatyon, askorbik asit, tokoferol) oksitler (Giilcii, 2010).

Stiperoksit, hiicre zarlarinin hidrofobik ortamlarinda daha uzun Omiirli ve
¢Oziinlirligl daha fazladir. Zar fosfolipidleri nedeniyle hiicre zar1 yiizeyleri daha asidiktir
ve siiperoksit burada daha kolayca bir proton alarak hidroperoksit radikalini (HOO)
olugturur. Bu radikal de c¢ok reaktif olup,hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonunu
baslatabilir ve tokoferol gibi antioksidanlar1 oksitleyebilir (Nozik ve ark., 2005; McCord
ve Edeas 2005; Gutteridge, 1994).

2.5.1.2. Glutatyon Peroksidaz ( GSH- Px)

Glutatyon Peroksidaz enzimi hidrojen peroksit ve lipit hidroperoksitlerinin
bozunumunu (lipit peroksidasyonunda zincir kirict etki) katalizler. Glutatyon peroksidaz
enzimi reaksiyon esnasinda rediikte glutatyonu (GSH) elektron akseptorii olarak kullanir
ve sonugta olusan okside glutatyon (GSSG) NADPH bagiml glutatyon rediiktaz enzimi
tarafindan rejenere edilir (Giilcti, 2010).

GEH-Px
Hztes + 2 GSH

2 Halh + GS8G

GESH-Px
RA{MIH + 2 GEH—» ROH + GES40 + Hx0O
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Glutatyon Peroksidaz enzimi iki gruba ayrilabilir: selenyum bagh ve selenyum
bagli olmayan. Selenyum bagli grupta hidrojen peroksit ve diger organik peroksitleri
indirgeyen bes iiye vardir, selenyum bagimsiz Glutatyon Peroksidaz ise hidrojen peroksit
ile ihmal edilebilir bir aktiflige sahip olup sadece organik hidroperoksitleri rediikler.

Selenyum bagimli iiyelerden, GSH-Px 1 veya hiicresel GSH-Px biitlin hiicrelerde
eksprese edilen, tetramerik yapida, sitozolik bir enzimdir. Eritrosit, bobrek ve karacigerde
yliksek miktarda bulunur. GSH-Px 2 veya gastrointestinal GSH-Px insanlarda karaciger ve
gastrointestinal kanalda eksprese edilir; bobrek, kalp, akciger, plasenta ve uterusta
bulunmaz. GSH-Px 3 veya plazma GSH-Px plazmanin lipit kismindan izole edilmis bir
glikoproteindir, akciger, plazma ve diger ekstraselliiler sivilarda bulunur. GSH-Px 4 veya
fosfolipit GSH-Px sitozolde, mitokondri ve hiicre zarinda bulunur. GSH-Px 5 veya
epididimal GSH-Px selenyum bagl degildir ve yalniz epididimiste eksprese edilir (Knapen
ve ark., 1999; Hall ve ark., 1998; Haan ve ark., 1998).

Glutatyon (yglutamil sisteinil glisin, GSH); serbest siilfidril gruplu tripeptitdir.
Glutatyon peroksidazin katalizledigi reaksiyonla, membran lipitlerinin ve hemoglobinin
peroksitlerle oksidasyonuna karsi koyulur. Bu reaksiyon hemoglobinin methemoglobine

oksidasyon oranini azaltarak eritrositin 6mriinii uzatir (Halliwell, 1996; Yalcin, 1998).

2.5.1.3. Katalaz

Katalaz 4 tane hem grubu bulunduran hemoproteindir. Her alt birim ayrica bir
molekiill NADPH igerir. Bu molekiil enzimin kararliliginda rol oynamaktadir. Enzim
sitokrom sistemi igeren tiim oksijenli solunum yapan hiicrelerde mevcuttur. Katalaz esas
olarak peroksizomlarda olmak iizere endoplazmik retikulum ve sitozolde yogundur.
Aktivitesi; karaciger, bobrek, miyokard, ¢izgili kaslar ve eritrositlerde yiiksektir.
Gorevi, hidrojen peroksiti oksijen ve suya par¢alamaktir. Peroksidaz aktivitesine sahip
olusuna ek olarak; bu enzim bir molekiil hidrojen peroksiti elektron verici bir substrat
olarak, digerini de oksidan veya elektron alicisi olarak kullanabilir (Akkus, 1995).

Katalaz
2HO —— 2HO + O
Katalazin indirgeyici aktivitesi hidrojen peroksit ve metil, etil hidroperoksitleri gibi

kiiciik molekiillere karsidir.  Biiyiilk molekdillii lipid hidroperoksitlerine etki etmez

(Gutteridge, 1994).
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2.6. Eser Elementler
Mineraller, yasam icin nispeten kii¢iik miktarlarda gerekli mikrobesinlerdir.
Minerallerin kaynag1 toprakta bulunan ve besinlerin bir bileseni haline gelmis olan
mineral tuzlar1 ya da deniz sularinda ¢dziinerek deniz canlilarinin yapisina katilan dogal

elementlerdir.

Makroelementler, giinde 100 mg’dan fazla miktarda gerekli olan ve dokularda g/kg
diizeylerinde bulunan elementlerdir. Karbon (C), hidrojen (H), oksijen (O) ve azot (N);
karbonhidratlar, lipitler, proteinler ve niikleik asitlerin yap1 tas1 olan makroelementlerdir.
Sodyum (Na), potasyum (K), klor (Cl), kalsiyum (Ca), fosfor (P), magnezyum (Mg) ve
kiikiirt (S) insan viicudunda bulunan makrominerallerdir. Eser elementler, giinde 100
mg’dan daha az miktarda gerekli olan ve dokularda mg/kg doku diizeylerinde bulunan
elementlerdir. Demir (Fe), bakir (Cu), ¢inko (Zn), kobalt (Co), mangan (Mn), krom

(Cr), molibden (Mo), selenyum (Se), veiyot (I) eser elementlerdir.

Ultra eser elementler, giinde 100 pg kadar1 gerekli olan ve dokularda pg/kg doku
diizeylerinde bulunan elementlerdir. Arsenik (As), bor (B), brom (Br), kadmiyum
(Cd), kursun (Pb), lityum (Li), nikel (Ni), silisyum (Si), kalay (Sn), vanadyum (V) ve

stronsiyum (Sr) ultra eser elementlerdir.

Bir element, yeterli miktarda alinmadiginda organizmada bir fonksiyon bozuklugu
goriiliirse ve sadece o elementin fizyolojik miktarlart bu bozuklugu oOnler veya ortadan

kaldirirsa esansiyel element olarak adlandirilir.

Fonksiyonlar1 ve eksiklik belirtileri tanimlandigi i¢in demir, bakir, ¢inko, kobalt,
molibden, selenyum ve iyot esansiyel oldugu kesin olarak gosterilmis eser elementlerdir.
Bor ve kromun eksiklik belirtileri tanimlanmis, fakat fonksiyonlar1 belirlenememistir.
Manganin fonksiyonlar1 belirlenmis fakat eksiklik belirtileri tanimlanamamistir.  Nikel,
vanadyum, silisyum ve arsenigin deneysel caligmalara dayanilarak esansiyel olduklar
diistiniiliir. Brom, kadmiyum, kursun, stronsiyum ve kalay ile ilgili bilgiler ise ¢eligkilidir

(Ademoglu, 2006; Giil, 2008 ).

2.6.1. Cinko

Insanlarin ve hayvanlarm biiyiimeleri ve saglikli olmalar1 i¢in demirden sonra en
biiyik 6neme sahip biyoelementtir. Biyolojik sistemlerde sadece 2" degerlikte
bulundugundan demir, bakir gibi diger gecis metallerinin katildigr oksidorediiksiyon

reaksiyonlarma katilmaz. Cinko, et, siit ve siit irilinleri gibi proteinlerden zengin
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besinlerde bol bulunur. Cinko bitkisel besinlerde de bulunmakla birlikte, bitki ve tahillarin
yapisinda bulunan fitatlar (inozitol polifosfatlar), seliiloz ve diger lifler emilimini azalttig1
icin biyoyararlanimi diigiiktiir. Giinliik ¢inko gereksinimi 15 mg kadardir. Besinlerle
alman c¢inkonun biiylik kismi ¢inko tasiyan ligandlar araciligiyla aktif transportla
duodenum ve jejunumun proksimal kismindan emilir. Kalsiyum, fosfor, demir ve bakir
icerigi yliksek besinler ¢inko emilimini azaltir, proteinden zengin besinler emilimini

arttirdig1 vurgulanmistir (Gtl, 2008).

Dolasimda ¢inkonun % 60’1 albiimine, % 40 kadar1 a,. makroglobuline, ¢ok az bir
kismi1 da transferin ve serbest amino asitlere baglanarak tasinir. Cinko viicuttan baslica
diskiyla (pankreas salgilart nedeniyle), daha az miktarda da safra ve idrarla atilir. insan
viicudunda, basta prostat bezi, semen, karaciger ve sindirim kanali, sa¢, deri, retina,
bobrek, kas ve kemiklerde olmak {izere toplam 1,4-2,3 g kadar ¢inko bulunur. Viicut
cinkosunun %70 kadar1 kolaylikla mobilize edilemeyen ¢inko havuzu (sabit fraksiyon)
halinde deri, kas ve kemiklerde bulunur. Eritrositlerde, karbonik anhidraz ve siiperoksit
dismutaz (SOD) gibi ¢inko i¢eren enzimlerin miktar1 fazla oldugundan, eritrositlerin ¢inko

konsantrasyonu da nispeten yiiksek oldugu bildirilmistir ( Giil, 2008).

2.6.2. Selenyum

Deniz iirlinleri ve tahillarda yiiksek, ette nispeten diisiik konsantrasyonda, proteine
bagl selenosistein, selenometyonin gibi seleno- aminoasitler, selenosiilfit ve civaya bagh
selenyum halinde bulunur. Erigkinler i¢in giinliik alinmasi 6nerilen selenyum miktar1 50—
200 pg’dir. Besinlerle alinan selenyum miktar1, besinlerin protein ve topragin selenyum
igerigiyle orantili oldugundan giinlik alinmasi gereken miktar, o cografi bolgedeki
topragin selenyum igerigine gore ayarlanmalidir. Besinlerle alinan selenyumun % 40
kadar1 bagirsaklardan emilir, fazlasi viicuttan idrarla uzaklastirildig:r bildirilistir (Gil,
2008).

Selenyum, selenosistein halinde glutatyon peroksidaz (GSH-Px), iyodotironin
deiyodinaz ve tiyoredoksin rediiktaz enzimlerinin yapisinda bulunur. Selenosistein bir
amino asittir, yapica sisteine benzer, tek fark siilfiir yerine selenyum igermesidir.
Selenosisteinin bir genetik kodu olmadigindan biyolojik sistemlerdeki diger amino asitler
gibi kodlanmaz. Selenosistein normalde bitis kodonu olan UGA kodonu tarafindan
kodlanir. Yapisinda selenosistein igeren enzimleri sentezi sirasinda selenosisteine 6zgl
tRNA araciligiyla mRNA’daki kodon modifikasyona ugratilarak selenosistein kodonu
olarak kullanilmakta ve sentezler ger¢eklesmektedir ( Giil, 2008).
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2.6.3. Bakir

Bakir bir eser element olarak kabul edilir ve ¢esitli oksidazlarin yapilarini
tamamlayici 6zelligi nedeni ile yagam i¢in zorunludur. Cesitli besinlerde ¢ok yaygin olarak
bulunur ve en ¢ok karaciger, kuru baklagiller, ceviz ve findik gibi kuru yemisler, daha
az miktarda yesil sebzeler ve siit gibi besinlerde yer almaktadir. Agizdan kalsiyum ihtiva
eden maddelerin alimi, uzun siire oral ¢inko tedavisi bakir eksikligine yol agabilmektedir.
Viicutta en ¢ok bakir iceren dokular sirasiyla; karaciger, kalp, beyin ve bobrektir. Giinliik
gereksinim 0,6-2 mg kadardir ve dengeli beslenme ile kolayca saglanmaktadir. Besinlerle
sindirim kanalina alinan bakir ince barsak iist kismindan emilmektedir ve emilimi askorbik
asit, divalen katyonlar, kalsiyum, ¢inko ve fitatlar ile engellenir. Plazmada bulunan bakirin
%10 u dengeli bakir boliimiinii, geri kalan % 90 1 ise karacigerde sentezlenen ve 6zel bir
metalloprotein olan seruloplazmin yapisin1 olusturmaktadir. Molibdat, siilfat, fitat,

askorbik asit, ¢cinko ve kadmiyumun fazlas1 diyetteki bakirin emilimini azaltir.

Demir metabolizmasinda bakir énemli bir rol oynar. Eksikligi demir emilimini
azaltir ve anemi siddetli bakir eksikligine eslik eder. Ferrooksidaz aktivitesine sahip olan
ve bakir igeren seruloplazmin, demir transferine baglanmadan énce ferrodemiri  (Fe'™)
ferik demire (Fe' ) oksitler. Bu nedenle demirin hemoglobin yapisina katilabilmesi icin

gereklidir.

Eksikliginde demir eksikligine bagli hipokrom mikrositer anemiye benzer bir tablo
ortaya cikmaktadir. Olusan anemi demir eksikliginden farkli olarak demir verilerek

diizeltilememektedir (Hoffman, 1988).

Bakir metabolizmasinin en Onemli kalitsal hastaliklarindan olan Wilson
hastaliginda viicudun ¢esitli doku ve organlarinda bakir birikmesi ile olusan bir hastalik

tablosu gozlenir.

Bakir eksikligi ile giden, bakirin barsaktan emiliminde hata sonucu olusan X
kromozomuna bagli kalitsal hastalik olan Menkes hastaligi ise daha nadir goriiliir.
Sitokrom-c oksidaz ve siliperoksit dismiitaz gibi enzimlerin aktif bir komponenti olan bakir,
l6kopeni olusumunda O©nemlidir. Olagan kosullarda serum bakir1 akut ve kronik
enfeksiyonlarda artmaktadir. Bu artisin  genellikle enfeksiyon sirasinda degisen
seruloplazmin sentezi nedeni ile oldugu diisiiniilmektedir. Bakirin biiylime ve gelisme
tizerine etkisi vardir. Finlandiya’da yapilan bir ¢alismada serum bakir ile agirlik arasinda

pozitif, boy ile negatif korelasyon saptanmistir (Laitinen ve ark., 1989).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. BIYOKIMYASAL ANALIiZLER

3.1.1. Materyal

Bu calismada kullanilan materyaller; Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi

Aragtirma ve Uygulama Hastanesi, kadin dogum poliklinigine bagvuran gebelerden, 16-20.

gebelik haftalar1 arasinda amniyosentez ile alinan amniyon sivilarindan olusmaktadir.

NTD’li ve DS’lu hasta gruplar ise ultrason esliginde yapilan ikili ve iicli testlerde risk

tasiyan gebelerin amniyon sivilarinin alinarak karyotip analizi sonucu hasta olduklarmin

belirlenmesiyle olusturulmustur.

3.1.2. Calismada Kullanilan Cihazlar

1. Derin Dondurucu (Ornek Saklamak i¢in)

2. PHmetre (Tamponlarin pH’1in1 ayarlamak igin)
3. Terazi (Kimyasallar1 tartmak igin)

4. UV Spektrofotometre  (fotometrik 6l¢iimler igin)
5. Benmari

6. Otomatik pipetler

7. Buz Makinesi

8. Distile su cihazi

9. Manyetik Karistiric1 (Kimyasal hazirlamak i¢in)
10. AAS

11. HPLC

3.1.3. Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler

1,1,3,3 tetrametoksipropan

Bakar sulfat CuS0O,4 .5H,0
2-[2-Tiyobarbitiirik asit] TBA
Etilendiamin tetraasetik asit EDTA
Disodyum hidrojen fosfat Na,HPO,4.12H O
Dipotasyum hidrojen fosfat K>HPO4
Folin-Ciocalteu fenol ayiraci

Glutatyon rediiktaz GR

Glutatyon GSH

Hidrojen peroksit H>0,
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HANNA
OHAUS(PA214C)
SHIMADZU UV 180
MEMMERT
Eppendorf, Isolab
Scotsman AF 10
MILLIPURE

IKA

PERKIN ELMER
SHIMADZU

Sigma
Sigma
Merck
Sigma
Merck
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
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Lauril stilfat SDS Sigma

n-Butanol Merck
Piridin Merck
Potasyum dihidrojen fosfat KH,PO4 Merck
Sodyum dihidrojen fosfat NaH,PO, .2H,0 Merck
Sodyum hidroksit NaOH Merck
Sodyum karbonat Na,COs Merck
Sodyum kloriir NacCl Merck
Sodyum potasyum tartarat Sigma
t-Butil hidroperoksit Sigma
Tris baz Sigma
Tris hidroklorit Tris HCI1 Sigma
B-Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat B-NADPH Sigma

3.2. Analiz Yontemleri

3.2.1. Katalaz Aktivite Tayini
CAT, H,O,'nin yikimini katalize eder. HO,'nin CAT tarafinda yikim hizi, H;O;'nin

230 nm'de 15181 absorbe etmesinden yararlanilarak spektrofotometrik olarak olgiilebilir

(Beutler, 1975).

CAT

TH0: — % 2H,0 + 04

Ayrraglar

I. 1 M Tris-HCI, 5 mM Na, EDTA tamponu, pH 8.0
Tris- Baz 5358 g
Tris-HCI 8.787 g
Na, EDTA 0.1461 g

Saf su ile 100 ml'ye tamamlanir.
2. 1 M Fosfat tamponu, pH 7.0
KoHPO4 6.723 g
KH,PO,4 8344 ¢
Saf su ile 100 ml’ye tamamlanir.
3. 10 mM H,0,

% 30'luk peroksit'den 10 pl alinir ve 9.990 ml saf suya tamamlanir.
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Yontem

Tablo 3.1. Eritrositte CAT aktivite tayini i¢in kuvars kiivetlerinin hazirlanigi

Kor (pul) Numune (pl)
1 M Tris HCI, 5 mM Na,, EDTA , 50 50
pH 8.0
10 mM H,0, - 900
Saf Su 930 30
37°C’de 10 dakika inkiibe edilir
Hemolizat | 20 | 20

Olusan tepkime 1 cm 151k yolu kuvars kiivetlerde, 37°C'de 230 nm'de 0., 2.5., 5.

dakikalardaki absorbans degerleri Olgiilerek izlenir. Dogrusal artis gosteren zaman

araligindaki optik dansite (OD) degerleri kullanilarak CAT enzim aktivitesi ol¢iiliir.

Hesaplama

CAT Aktivitesi ((/ml) = AOD x Vp (1.0ml)

0.071 x Vi (0.02 ml)

AOD: Dakikadaki optik dansite degisimi
Vomek: Ornek hacmi

Vr  :Toplam hacim

0.071 : 10 mM H,0, yikim hizinin verdigi OD degeridir.

3.2.2. Siiperoksit Dismutaz AktiviteTayini

SOD, oksidatif enerji iiretimi sirasinda olusan toksik siiperoksit radikallerinin (O;’)

hidrojen peroksit ve molekiiller oksijene dismutasyonunu hizlandirir. Bu yontem, ksantin

ve ksantin oksidaz (XOD) kullanilarak olusturulan siiperoksit radikallerinin, 2-[4-

iyodofenil]-3-[4-nitrofenol]-5-feniltetrazoliyum klorid (p-iyodonitrotetrazoliyum viyolet:

INT) ile meydana getirdigi kirmizi renkli formazan boyasinin 505 nm dalga boyunda

verdigi optik dansitenin (OD) okunmasi esasina dayanmaktadir. Ornekte bulunan SOD,

stiperoksit radikallerini ortamdan uzaklastirarak 2 numarali formazan reaksiyonunu inhibe

eder. Sonugta olusan kirmizi rengin OD'si SOD yoklugunda olusan renge gore azalir. Bu

aradaki farkin belirlenmesiyle SOD aktivitesi dlgiiliir ( Fitzgerald ve ark. 1992).

Ayraclar

1. CAPS (3-(sikloheksilamino)-1-propan siilfonik asit) Tamponu pH 10.2

50.00 mM CAPS 1,1065 g
0.94 mM EDTA 0.035¢
Doymus NaOH 11,1ul

Saf su ile 100 ml'ye tamamlanir.
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2. Substrat karigimi
0.05 mM Ksantin 0.00152 g
0.025 mM INT 0,00253 g
CAPS Tamponuyla 10 ml'ye tamamlanir.
3. 80 U/L Ksantin oksidaz
50 U Ksantin oksidaz 3.04 pl
Saf su ile 1 ml'ye tamamlanur.
4. 0.01 M Fosfat tamponu pH 7,0
Na,PO4 5491 mg
NaH,PO,4 3.58 mg
Saf su ile 100 ml'ye tamamlanir.
5. Standart (S6): 5,6 U/ml SOD igeren Ransod kitinin standartidir.
Standart Egrinin Cizimi:
Liyofilize olarak hazirlanmig SOD standarti 10 ml bidistile su ile sulandirilir.
Standart egri ¢iziminde kullanilacak olan diger SOD derisimleri fosfat tamponuyla

asagidaki tabloda verildigi sekilde hazirlanir. 2-8 °C'de saklandiginda 2 hafta siireyle

dayaniklidir.
Tablo 3. 2. SOD standart egri ¢izimi i¢in tliplerin hazirlanis.
Kullanilacak Standart Soliisyonun 0.01 M Fosfat SOD
Standartlar Hacmi Tamponunun Hacmi Derigimi
(U/ml)

S5 6 ml S6 5 ml 2.8
S4 Sml S5 5 ml 1.4
S3 Sml S4 5 ml 0.7
S2 3ml S3 6 ml 0.23

* S1: Kor (fosfat tamponu)

Yontem

SOD aktivite tayini i¢in, eritrosit pelleti 1: 3 oraninda soguk su ile hemoliz edilir ve
bu hemolizatta hemoglobin tayini yapilir. Daha sonra, bu hemolizat 1:25 oraninda 0.01 M
fosfat tamponu ile sulandirilir ve aktivite tayini yapilir. Ayiraclar asagidaki gibi konur.

Tablo 3. 3. SOD standart egri ¢izimi i¢in kuvars kiivetlerinin hazirlanisi.

Kor (ul) Standart (ul)
Standart - 25
0.01 M Fosfat Tamponu 25 -
Substrat Karigimi 850 850
Kiivetler iyice karistirilir
Ksantin oksidaz | 25 25
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Tekrar karigtirildiktan 30 saniye sonra ¢alisma koriiniin ve standartin 37°C'de, 505
nm dalga boyunda havaya karsi baslangic absorbanslari (A;) okunur. Ayni anda
kronometre ¢alistirilarak 3 dakika sonra son absorbanslar1 (A;) tekrar okunur.

Hesaplama
Calisma korli SOD igermedigi i¢in inhibisyona ugramamis reaksiyon olarak kabul

edilir ve degeri %100 olarak alinir. Tiim standartlar i¢in % inhibisyon degeri bunlara ait

calisma koriiyle oranlanarak 100'den ¢ikarilmasi sonucu hesaplanir.

AA/dak. standart = A,-A;/ 3 dakika

% inhibisyon standart = 100- AA/dak standart x 100
A calisma korii

Hesaplama yapildiktan sonra x yatay eksenine SOD derisimlerinin (U/ml)
logaritmik doniistim degerleri, Y (dikey) eksenine standartlara ait % inhisyon degeri

yazdirilarak standart egri elde edilir. Sekil 10'da SOD standart egrisi verilmistir.

% inhibisyon

-0,5 -0,25 0 0,25 0,5 0,75

log U/mL

Sekil 3.1. Siiperoksit dismutaz standart egrisi.
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Ornek Cahsmasi

Tablo 3.4. SOD aktivite tayini i¢in kuvars kiivetlerinin hazirlanisi.

Kor (ul) Numune (pl)
Hemolizat - 25
0.01 M Fosfat Tamponu 25 -
Substrat Karisimi 850 850
Kiivetler iyice karistirilir
Ksantin oksidaz | 25 | 25

Tekrar karistirildiktan 30 saniye sonra 37°C'de, 505 nm dalga boyunda havaya kars1
baslangic absorbans (A;) okunur. 3 dakika sonra absorbans (A;) tekrar okunur.
Hesaplama:
AA/dak ornek = A,-A,/ 3 dakika

% inhibisyon 6rnek = 100- AA/dak 6rnek x 100
A calisma korti
Ornege ait hesaplanan yiizde inhibisyon degerine karsilik gelen SOD degeri

standart egri kullanarak bulunur.

3.2.3. GSH-Px Ol¢iimii

GPx, hidrojen peroksit tarafindan rediikte glutatyonun (GSH) okside glutatyona
(GSSQG) yiikseltgenmesini kataliz eder. Hidrojen peroksit t-butil hidroperoksitin ortamda
GPx’in olusturdugu GSSG, glutatyon rediiktaz (GR) ve NADPH yardimiyla GSH’ye
indirgenir. GPx aktivitesi, NADPH’in NADP ye yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans
farkinin 340 nm’de okunmasiyla Olg¢iiliir (Beutler E., 1975)

GEH-Px
205H + R0O-0-H ——— G550 + H:0 + ROH
o -__GR 1 I
G550 = NADPH + W =——————— 2 GSH + NADF

Ayraclar:
1. 1 M Tris Tamponu (pH: 8,0)
Tris asit 8,8¢g
Tris baz 54¢g
EDTA 0,14 ¢

Saf su ile 100 ml’ye tamamlanir.
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2. 0,1 M GSH
GSH 31 mg
Saf su ile 1 ml’ye tamamlanir.
Gerekli miktarda giinliik olarak hazirlanir.
3. 10 U/ml Glutatyon Rediiktaz
Kullanilan glutatyon rediiktazin U/ml’si lizerinden hesaplanir.
4. 7 mM t-butil hidroperoksit
%70’lik t-butil hidroperoksit 1:1000 saf su ile sulandirilir.
5. 2 mM NADPH
NADPH 17 mg
Saf su ile 10 mI’ye tamamlanir.
Gerekli miktar giinliik olarak hazirlanir.
Tablo 3.5. GSH-Px aktivite tayini i¢in kuvars kiivetlerinin hazirlanisi.

Ydintem:

Awiraglar | ml’lik kitvetlere tabloda belirtilen oranlarda ilave edilir.

Kiér (ul) Ornek (ul
| M Tris Tamponu 100 100
0,1 M GSH 20 20
10 O/ml Glutatyon Redilkiaz 100 100
2 mM NADPH 100 100
Hemaolizar 10 10
Saf Ju 670 B[
37 "C’de 10 dakika inkubasyon
1-Btil hidroperoksit = 10
Hesaplama:

1 cm 151k yollu kuvartz kiivetlerde, 37 °C’de, 340 nm dalga boyunda olusan
tepkimenin absorbans degisikligi farkli zaman araliklarinda izlenir.

ADDY dak '\.T;F:ar

GSH-Px Aktivitesi (U/ml) - X
E"]E "".-.":-.'::-\
AOD = Optik Dansite Degisimi
6,22 =1 mM NADPH’nin 1 cm’lik 151k yolunda verdigi OD degeri
V1oplam = Toplam hacim

Vomek = Ornek hacmi
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3.2.4. MDA Olciimii

0.3 mL serum 6rnegi iizerine 0.5 M HCIO4’den 0.2 mL ilave edildi. Proteinlerin
coktiirilmesinden sonra saf su ilave edilerek toplam hacim 1 mL’ye tamamlandi. Karigim
4500 devirde 5 dakika santrifiijlendikten sonra berrak kismindan 20 pl dikkatlice alinarak
HPLC’de analizlendi. Technopak 10U C18 ters faz kolon (25 cm, 4.6 mm ID; Sum
particles) kullanildi. Mobil faz 30 mmol KH,PO4 ve metanol karisimi (%65-%35, H3PO4
ile pH=4) olan ve akis hiz1 1.5 ml/dk’ya ayarlanarak 254 nm‘de HPLC’ye enjekte edildi.
Degisik konsantrasyonlarda hazirlanmis olan stok 1,1,3,3- tetractoksipropan (TEP)
cozeltilerinin pik yiikseklikleri dlgtilerek calisma grafigi ¢izildi. Calisma grafiginin dogru
denklemi yardimiyla MDA miktarlar1 belirlendi ( Karatas ve ark., 2002).

3.2.5. Eser Element Analizleri
3.2.5.1. Amniyon Sivilarinda Selenyum Tayini

200 pl siipernatant 400 pl % 0.05 triton X soliisyonu ile sulandirildi. Daha sonra
Perkin Elmer marka atomik spektrometre cihazinda grafit yontemi kullanilarak calisildi.
Sonuglar pg/l olarak hesaplandi.
3.2.5.2. Amniyon Sivilarinda Cinko Tayini

200 pl siipernatant 600 pl % 5 gliserol ile sulandirildi. Daha sonra Perkin Elmer
marka atomik spektrometre cihazinda alev spektrofotometri yontemiyle ¢alisildi. Sonuclar
ng/dl olarak hesaplandi.
3.2.5.3. Amniyon Sivilarinda Bakir Tayini

Bakir 200 pl siipernatant 200 pl % 10 gliserol ile sulandirildi. Daha sonra Perkin
Elmer marka atomik spektrometre cihazinda alev spektrofotometri yontemiyle calisildi.

Sonuglar pg/dl olarak hesaplandi.
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4. BULGULAR

4.1. Verilerin Istatistiki Degerlendirilmesi

Ticari bir program olan SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 15.0
kullanilarak gerekli istatistiksel analizler ve sekiller yapildi. p<0.05 olmasi1 anlamli olarak
kabul edildi. Trizomili ve Noral Tiip Defekti olan oldugu tespit edilen gebelerden alinan

amniyon sivilar1 saglikli gebelerden alinan amniyon sivilartyla Mann Whitney U ve

Kruskal-Wallis H Testi kullanilarak karsilastirild.

4.2. Gruplar Arasi Antioksidan Sonuclarinin Karsilastirilmasi

Tablo 4.1. Gruplar arasinda antioksidan ve MDA bulgulari.

MDA CAT (U/ | GSH-Px (U/ | SOD (U/

(nmol/ml) ml) ml) ml))

NORMAL OLGULAR n: 235 n: 235 n: 235 n: 235

X+£SD 0,84 +0,5 36 +25 1,4+0.,8 1,4+03

TRiZOMIi OLGULARI n:9 n:9 n:9 n:9
X+SD 0,9+0,5 32+22 2,7+22 1,4+0,1

NTD OLGULARI n:10 n:10 n:10 n:10
X+SD 0,8+ 0,4 28 + 24 1,1+1,1 1,6 £0,1

Gruplar arasinda MDA, SOD ve CAT arasinda farklilik gézlenmemistir. ( p >
0,05). GSH-Px de gruplar arasi iligkinin istatistiksel olarak anlamli (p < 0,05) oldugu

bulunmustur.
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MDA

1,6 «

1,4 -

1,2 <

0,8

nmol/ml

0,6 4

0,4 <

0,2 4

NORMAL TRIZOMI NTD
GROUP

Sekil 4. 1: Gruplar arasinda MDA (nmol/ml) degerlerinin karsilagtirilmasi.

CAT

70 <

60 4

50 4

40 4

U/ ml

30 «

20 4

10 4

NORMAL TRIZOMi
GROUP

Sekil 4. 2: Gruplar arasinda CAT (U/ml) degerlerinin karsilastiriimast.
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U/ mi

NORMAL

GSH-Px

TRiZOMI NTD
GROUP

Sekil 4. 3: Gruplar arasinda GSH-Px (U/ml) degerlerinin karsilastiriimast.

1,8 -
1,6 1
1,4 «
1,2 «

U/ ml

0,8 1
0,6 1
0,4 1
0.2 1

NORMAL

SOD

TRIZOMI
GROUP

Sekil 4. 4: Gruplar arasinda SOD (U/ml) degerlerinin karsilastiriimasi.

Gruplar arasi farkliliklar grafiksel olarak yukaridaki gibi gosterilmistir. MDA ve

GSH-Px diizeyleri trizomili hastalarda kontrol grubuna goére daha yiiksek oldugu, SOD
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degerlerinin NTD olan hastalarda kontrol grubundan yiiksek oldugu, CAT degerlerinin ise

kontrol grubunda yiiksek oldugu goriilmektedir.( Grup 1: Trizomi 21, Grup 2 : NTD, Grup
3 : Normal )

4.2. Gruplar Arasi Eser Element Sonuclarinin Karsilastirilmasi

Tablo 4.2. Gruplar arasinda eser element bulgulari.

Zn (ng/dl) Cu (pg/ dl) Se (ug/l)
NORMAL OLGULAR n:179 n:95 n:120
X+SD 8,30 + 8,41 8,25+ 6,72 17,30 + 14,97
(min-max) (0,94-52,06) (1,01-46,20) (2,06-69,92)
TRiZOMi OLGULARI n:7 n:4 n:4
X+SD 6,85 + 4,98 5,81 +4,53 11,24 + 12,77
(min-max) (1,09-13,00) (2,48-12,28) (1,17-27,81)
NTD OLGULARI n:5 n:3 n::8
X+SD 5,87 +3,53 4,77 £4,51 13,14 £ 3,98
(min-max) (1,21-9,45) (0,94-52,06) (13,14-3,98)

Hasta ve normal gruplar arasinda istatistiksel olarak herhangi bir fark tespit

edilememistir ( p > 0,05).

14 1
12 4

10 4

g/ di

NORMAL TRIZOMI

GROUP

Sekil 4. 5: Gruplar arasinda Zn (pg/dl) degerlerinin karsilastirilmasi.
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Cu

14 4

12 4

10 4

Mg/ dl

NORMAL TRIZOMi
GROUP

Sekil 4. 6: Gruplar arasinda Cu (pg/dl) degerlerinin karsilastirilmasi.

Se

30 -
25 4

20 <

Hg/L

15 <

10 <

NORMAL TRizOMI NTD
GROUP

Sekil 4. 7: Gruplar arasinda Se (pg/l) degerlerinin karsilastirilmasi.
*( Grup 1: Trizomi 21, Grup 2: NTD Grup 3: Normal)

Zn, Cu ve Selenyum diizeyleri kontrol grubunda NTD ve down sendromlu gruplara

gore yiiksek bulunmustur.
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5. TARTISMA
Amniyon sivisinin sagliklt bir gebelik i¢in ve fetiis i¢in 6nemi biiyliktlir. Amniyotik

stv1 bilesenleri gergek fetal sartlarin bir markiri oldugu i¢in, ¢alismalar noéral tiip defektinin
patogenezi ve gelecekte onlenmesindeki roliinii agiklamak i¢in bu bilesenlerin doku ve
hiicresel seviyede metabolizmasina odaklanmistir. Bu nedenle Pascal ve arkadaslar1 (2002)
calismalarinda ¢inko ve glikoz taransfer veya metabolizmasindaki bozuklugunun NTD ile
ilgili olabilecegini ileri siirmiiglerdir (Pascal ve ark., 2002). Cinko enzim, hormon ve
noropeptitlerin bir bileseni oldugu icin hiicre ¢ogalamas1 ve farklilasmasinda etkilidir
(Vallee ve Falchuk, 1993). Insan ve hayvan ¢alismalar1 annede ¢inko eksikliginin NTD’li
cocuga sahip olmada risk faktorii oldugunu ortaya koymaktadir. NTD fetiislerle
annelerinin saglarindaki ¢inko konsantrasyonlarint kontrol grubun gore daha diisiik
bulduklarini rapor etmislerdir (Bergmann ve ark., 1980; Srinivas ve ark., 2001). Diyabetli
Sprague Dawley siganlarda yapilan ¢calismada gebelik boyunca annenin ¢inko eksikliginin
teratojenik etkisinin arttig1 gozlenmistir (Uriu ve ark., 1989). Cinko ve diyabet kaynakli
hiperglisemi arasinda bir etkilesim olabilecegi de diisiiniilmektedir Leushner ve arkadaslari
(1986) gelismekte olan fetiis i¢in ¢inko gibi besinlerin transferinin azalmasinin bir sonucu
olarak diyabetik hastalarda troblastik bazal membranin kalinlastigini gostermektedir
(Leushner ve ark., 1986). Ancak bunun mekanizmasi tam olarak aydinlatilmis degildir.
Pascal ve arkadaglari (2002 ) 15. gebelik haftasinda amniyotik sivida yapmis olduklar
calismada NTD li grupla kontrol grubu arasinda Cinko seviyelerinde belirgin bir farklilik
bulmalarina ragmen (15. gebelik haftasi; NTDgz,: 2,62 + 0,29 umol/l ; Kontrol grubuy,
:1.42 £ 0.11 umol/l) 38. gebelik haftasinda kontrol grubu ve NTD li grup arasinda fark
olmadigin1 vurgulamiglardir (Pascal ve ark., 2002; Brandes ve ark., 1980; Laitinen ve ark.,

1985; Weekes ve ark., 1992).

12-24 haftalik gebelerde kontrol grubunda ve NTD li grupta yapilan calismada
Weekes ve ark. ( 1992) Zn, Cu, Fe degerlerini dlgmiisler ve kontrol grubunda sirasiyla 1,7,
1,9, 9,9 umol/l bulmuslar ve istatistiksel olarak gruplar arasindaki element diizeyleri
acisindan bir fark gozlemlemislerdir (Weekes ve ark., 1992). Ayrica amniyotik sividaki
eser element diizeyleri saglikli bireylerin plazma seviyelerinde bulunan eser element
diizeylerinin % 10 ile 30’u arasinda oldugu rapor edilmistir (Hambidge ve ark., 1986;
Olson ve Hamlin, 1969; Anastasiadis ve ark., 1981).

Rosick ve arkadaslar1 (1983)° da kapsamli olarak yaptiklar1 ¢alismada gebelikteki
Zn seviyelerinin 0,2-2,2 pmol/l olarak rapor etmislerdir ( Rosick ve ark., 1983). Normal ve

yiiksek risk tasiyan gebelerde Cu konsantrasyonunda belirgin bir farklilik gézlenmemistir
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(Shearer ve ark., 1979). Zn, Cu diizeylerinde NTD’li ve normal gebelerle kiyaslandiginda
bir farklilik gézlenmemistir (Nevin, 1983; Zimmerman, 1984). Weekes ( 1992) tarafindan
yapilan caligmalarla tutarli degildir ancak; bunun nedeni 6rneklerin elde edilisindeki
farkliliktan kaynaklaniyor olabilir. Nevin (1983 ) yaptig1 calismada NTD li hastalarda Zn
ve Cu diizeylerinin artmasini bu gerekli minerallerin metabolizmasinin uyarilmasiyla ya da
actk NTD lerinden minerallerin akmasiyla agiklamaktadir. Zimmerman (1984 ) NTD li
bebeklerde genetik Zn metabolizma defektleri nedeniyle idrarla atilmasindan
kaynaklandigin1 ileri strmektedir (Weekes, 1992). Ratlarda ve insanlarda yapilan
caligmalarda Zn eksikliginin ndrolojik ve konjenital malformasyonlarla, anormal fetal
gelisimine ve biiyiik dl¢lide azalmis dogum agirligiyla iligkili oldugu ileri siirtilmektedir
(Hurley ve Gowan, 1971; Warkany ve Petering 1972).

Laitinen ve Wood (1985) AFP nin fetal malformasyonlarin belirlenmesinde Zn den
daha iyi bir markir olugunu ileri stirmiislerdir. Gebe olan kadinlarda gebe olmayanlara gore

daha diisiik Zn seviyesi gozlemlenlemislerdir (Wood ve ark., 1985; Laitinen ve ark., 1985).

Cinko igeren polipeptitlerin amniyon sivisi igerisinde bulundugu belirlenmistir.
(Sachs and Stern, 1979). Amniyotik sivinin intrauterdeki enfeksiyonlar1 énemli 6l¢iide
inhibe ettigi rapor edilmistir (Blanco, Gibbs ve ark., 1982). Amniyotik siv1 igerisinde;
fosfat- ¢inko oranlarmmin bakteri biiyiime inhibisyonuyla dogru orantili oldugu rapor
edilmistir. (Schlievert, Johnson ve ark., 1976). Ancak bazi ¢alismalar da bu korelasyon
gbézlenmemistir (Appelbaum, Shulman ve ark., 1980; Gibbs, Blanco ve ark., 1982; Scane
and Hawkins 1984). Eser elementlerin amniyotik sividaki antibakteriyel etkisini incelemek
lizere yapilan ¢aligsmalar da Schlievert ve arkadaglar1 (Schlievert, Johnson ve ark., 1976)
650- 750 dalton molekiil agirligina ulasan amniyotik sivinin antibakteriyel etkisinin ¢inko
miktarina bagimli oldugunu gdstermistir. Yine ayni ¢alismada belirtilen ¢inko miktar
0,08-0,44 mg/1 olarak rapor edilmistir (Durd Travé, da Cunha Ferreira ve ark., 1984). 29-
42. gebelik haftalarinda ¢inko konsantrasyonlarini1 0,15-0,30 mg/I olarak rapor etmislerdir.
(Brandes, Lightman ve ark., 1980). 22-36. haftalarda ¢inko konsantrasyonlarini 0,09-0,20
mg/1 olarak rapor etmislerdir. Erki ve arkadaslar1 (1986) gebelik boyunca amniyotik sivida
antibakteriyal etki ve ¢inko seviyesi arasinda herhangi bir korelasyon saptamadiklarini
rapor etmiglerdir (Honkonen, Nénto ve ark., 1986). Bizim olgularimizda da karyotip
analizi normal bulunanlarin Zn diizeylerinin NTD ve Trisomi 21 olguya sahip gebelerin
amniyon sivi ¢inko diizeylerinden niimerik olarak yiiksek bulunmasina ragmen istatistiki
olarak anlamli bulunamamistir, bunun da hasta sayisinin az olmasindan kaynaklandig:
diistiniilebilir.
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Bakir birgok enzim ve kofaktoriin yapisinda bulunmaktadir. Erki ve arkadaslar
(1986) bakir ile antibakteriyal etki arasinda bir korelasyon bulamamislardir.(Honkonen,
Nanto ve ark., 1986)

Karunanithy ve arkadaslar1 (1989) hamileligin devami siiresince Se miktarini

kademeli olarak azaldigini rapor etmislerdir ( Karunanithy ve ark., 1989)

Mihailovic ve arkadaslar1 (1998) farkli yas gruplarinda ve farkli trimestirlarda
gebe olmayan ve rastgele segilen gebelerde yaptiklari ¢alismada gebe olmayan kadinlarda
kan ve plazma selenyum bilesenlerinin yeterli oldugu diistiniilenden daha diisiik ¢ikmasin
diisiik Se alimiyla alakali oldugunu bildirmislerdir. Gebe olmayan kadinlara kiyasla gebe
kadinlarin tam kan ve plazma Se seviyelerinin ikinci, {i¢lincii trimestirda ve dogumda
onemli 6l¢iide azaldigini bildirmislerdir.

Insan viicudunda olusan biyolojik islemler i¢in énemli bircok enzimde bulunan eser
elementlerin hem eksikligi hem de fazlali§i normal viicut metabolizmasinda bozulmalara
yol acar. Eser elementlerden bakir, ¢inko ve selenyum immiin sistem fonksiyonlarinda
Onemli bir etkiye sahiptir (Srinivas ve ark., 1988; Hawkes ve ark., 2001).

Serbest oksijen radikalleri normal immiin savunma ve metabolik aktivitede gerekli
trtinlerdir. Ancak asir1 iiretildiklerinde ve kontrol edilmediklerinde doku hasarina yol
acmakta, akut ve kronik enflamasyonda rol oynamaktadir. Serbest oksijen radikalleri
hiicresel protein, karbonhidrat, niikleotit ve lipitlerin kimyasal modifikasyonu ile doku

hasarina sebep olabilecegi bildirilmektedir (Shukla ve ark., 1996; Delibas ve ark., 1996).

Diger bir c¢alismada genel olarak SOR’un indiikledigi doku hasariin
enflamasyonla yakin iliskili oldugu vurgulanmistir (Babior ve ark., 1973). Serbest
radikallerin yaptig1 hasarlar en c¢ok hiicre zarlarinin lipit ve proteinlerinde olur.
Poliansatiire yag asitleri oksidatif hasara 6zellikle duyarlidir. MDA, hiicresel lipitlerin
serbest radikal hasar1 sonucu iiretilir. MDA seviyeleri, insan dokularinda serbest radikal
tiretiminin varligina katkida bulundugu bildirilmistir (Norlander ve ark., 1996).

Normal sartlarda, viicuttaki antioksidanlar serbest radikallerin potansiyel hasarini
sinirlandirir. Viicutta bulunan antioksidanlar SOD, GSH-Px ve CAT gibi antioksidan
enzimler yaninda a-tokoferol, B -karoten, retinol, askorbik asit gibi non-enzimatik
antioksidanlart igerir (Besler ve Comoglu, 2003).

Reaktif oksijen tiirleri aerobik solunumun yan {irlinleri ve diger metabolik
irlinlerin yan iirtinleri olarak siirekli olusturulurlar (Januniaux ve ark., 2004). ROS yiiksek

reaktivite ve onlarin zararlarii engellemek i¢in olusan bir dizi antioksidan sistem ile
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karakterizedir (Kambayashi ve ark., 2003). ROS miktar1 onlar1 inhibe etmek i¢in kullanilan
antioksidan miktarindan fazla oldugu zaman hiicresel oksidatif stres olusur. Bazi
caligmalar gebelik boyunca ortaya c¢ikan komplikasyonlar ile oksidatif stres arasinda
baglanti oldugunu ortaya koymuslardir (Chamy ve ark., 2006; Perrone ve ark., 2007;
Halliwell ve Whiteman, 2004; Palmieri ve Sblendorio, 2007).

Bogavac ve arkadaslar1 (2012)’ na goére amniyotik sivilarda total protein miktarini
oldukea diisiik ve genis varyasyon araliginda bulmuslardir. (0.41-19.19 pg/ml ) pregnancy-
induced hypertensionlu gebeleri ¢aligma grubu ve saglikli olan gebelerinde kontrol grubu
olarak belirlendigi calismada MDA diizeyleri ¢alisma grubunda 0,49-20,01 nmol/l, kontrol
grubunda ise 1,67-22,43 nmol/l arasinda bulundugu rapor edilmistir. GSH-Px ve SOD
aktivitesi her iki gruptada tespit edilebilmis ve sirasiyla ¢calisma grubunda GSH-Px : 2.60 -
168.20 mIU/ml; SOD: 4.40- 18.10 U/mgprotein; kontrol grubunda: GSH-Px: 13.40-
117.70 mIU/ml SOD: 4.40- 23.20 U/mg protein olarak bulunmus ve istatistiksel olarak
anlaml fark bulunamadigi rapor edilmistir (Bogavac ve ark., 2012). Calismamizda normal,
NTD ve trisomi 21 olgulara sahip annelerin amnion sivisinda elde edilen 6rneklerde MDA,

CAT ve SOD diizeylerinde anlamli bir fark olmadig: ortaya konmustur.

Gebelerde ilk trimesterde alinan amnion sivisinda diisikk c¢ikan GSH-Px
aktivitesinin doguma kadar diislik seyrettigi buna karsin gébek kordon kaninda GSH- Px
diizeylerinin aym diizeylerde kaldigi izlenmistir (Mihailovi¢, Cvetkovi¢ ve ark., 2000;
Korpela ve ark., 1984). Calismamizda trisomi 21 olgularimizin GSH-Px diizeylerinin
kontrol ve NTD olgularindan anlamli sekilde ytliksek oldugu tespit edilmistir.

Normal gebelerde artan MDA diizeylerinin toplam serum lipit diizeylerinin
artmasiyla iligkili oldugunu 6ne siiriilmektedir. MDA lipit peroksidasyonunun dolayli
markir1 olarak kabul edildiginden (Wang ve Walsh, 1996; Ishihara, 1978) gebelik boyunca
plesenta dokularinda artan lipit proksidasyonunun bir sonucu olarak MDA diizeylerinde
artigin goriildiigi bildirilmistir (Maseki ve ark., 1998) .

Trisomi 21 ndrolojik olarak ve biiyiime geriligiyle tanimlanan en yaygin kromozom
anormaliklerinden biridir. DS’nun patolojik mekanizmasi net degildir fakat kromozom 21
gen ekspresyonuyla fenotipi belirlenebilmektedir (Wessels ve ark., 2003). SOD-1 DS’ nun
gelisiminde kritik bir bdlge olan 21. kromozomun uzun kolunda haritalanmistir (Lieman ve
ark., 1982). DS’ lu hastalarda bu ilaveden SOD-1 geninin sorumlu olabilecegi ileri
stiriilmektedir (Ognibene ve ark.,1999). DS’ lu gebelerde amniyotik sividaki SOD

aktivitesi normal olanlara gore daha ytiksek oldugu bildirilmistir (Baeteman ve ark., 1985;
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Netto ve ark., 2004). Brooksbank ve Balazs (1984) DS’lu, fetuslarin serebral korteksinde
in-vitro lipoperoksidasyonda MDA tarafindan oldugu tahmin edilen O6nemli bir artis
oldugunu rapor etmislerdir. Pecheur ve arkadaslar1 (2005) DS’lu fetiislerin beyinlerindeki
oksidatif stresin artiginin kanit1 olarak in vitro deneylerde lipit peroksidasyonunun artmast
ve serbest oksijen radikallerinin metabolizmasinin bozulmus olmasindan ( 6zellikle artan
SOD-1 aktivitesinin glutatyon peroksidaz enziminin artmasina ragmen kompanse
edilememesi) kaynaklandigini ileri siirmektedirler (Pecheur, Bourdon ve ark., 2005).
Oksidatif stres hamileligin ilk donemlerinde ortaya cikabilir ve bu durum fetal biiylime
geriligine yol acabilir. Fetal biiylime geriliginin bir amniyotik sividaki izoprostan
konsantrasyonun markir olabilecegi one siiriilmiistiir (Longini, Perrone ve ark., 2005).
SOD siiperoksit anyonlarini hidrojen peroksite doniistiirerek memeli dokularinda toksik
oksijen tiirevlerinden hiicreleri korumada rol alan metaloproteinaz ailesine bagli bir

enzimdir.

Bizim ¢alismamizda normal, trizomi 21 ve noral tiip defekti oldugu tespit edilen
gebelerden aliman amniyon sivilarinda MDA ve antioksidan sistem parametreleri
incelenmis istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamasina ragmen NTD’ li hastalarda
kontrol grubuna ve trizomi 21 grubuna goére SOD daha yiiksek bulunmustur. Normal ve
NTD’ li grupta MDA diizeyleri Trizomi 21 grubuna goére daha diisiiktiir. Ancak istatistiki
olarak anlamlilik bulunamamistir. GSH- Px diizeyi trizomili grupta digerlerine gore
istatistiksel olarak farkli bulunmustur. Eser element diizeyleri incelendiginde Zn, Cu, ve Se
kontrol grubunda daha yiliksek bulunmustur. Buna karsin element eksikliginin anlaml
farkliligindan veya etyolojide rol oynayabilecegi diisiincesinin ileri siirtilmesi i¢in olgu
sayisinin artttrilmasi gerekliligine inanilmaktadir. Bu ¢alismada normal karyotip analizine
sahip olgularimizin eser element ve MDA, antioksidan enzim diizeylerinin olgu sayisinin
fazla olmasi1 nedeniyle referans sonug¢ olarak degerlendirilmesinin uygun olacagi

diistiniilebilir.
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6. SONUC

Zn, Cu ve Se diizeyleri kontrol grubunda NTD ve down sendromlu gruplara gore
ylksek bulunmustur. Fakat istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmemistir. Gruplar
arasinda MDA, SOD VE CAT arasinda istatistiksel olarak farklilik gézlenmedi ( p > 0,05).
GSH-Px de gruplar arasi iliskinin p < 0,05 istatistiksel olarak anlamli oldugu gdzlendi.
Kontrol ve hasta gruplarina dahil olan gebelerden aliman amniyon sivilarinda eser element
ve antioksidan sistemdeki degisiklikleri anlamak i¢in hasta gruplarinin sayisinin
arttirtlmasinin  gerektigine ve daha ileri ¢alismalarin yapilmasmna ihtiyag oldugu

distiniilmektedir.
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