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ONSOz

Ulkelerin geligsmislik diizeyini gdésteren 6nemli dlgitlerden biri o (lkede
yasayan insanlarin yeterli ve dengeli beslenme duzeyidir. Yeterli ve dengeli
beslenmede ise hayvansal kokenli besin maddelerinin yeri tartisiimayacak
kadar 6nemlidir. Hayvansal kaynakli besinlerin arttirilmasi, hayvan sayisinin
arttirlmasinin ~ yaninda  birim  basina dusen verim  &zelliklerinin

yukseltilmesiyle mimkunddar.

Hayvanlarin verim Ozelliklerinin arttirlmasi i¢in gunumuzde ¢ok sayida
yontem uygulanmaktadir. Bunlar bazi mineral veya vitaminlerin yemlere
ilavesi seklinde veya hayvan irklarinin genetik 1slahi geklinde genis bir
dagihm gostermektedir. Ote yandan hayvanlarin 6zellikle Greme ve gebelik
gibi 6zel dénemlerde ihtiya¢g duyduklari iz elementlerin rasyonlarina katiimasi

da ¢ok basvurulan yontemlerden bir tanesidir.

Onemli iz elementlerden biri olan ve organizmada cok énemli fonksiyonlari
bulunan c¢inko eksikliginde istah azalmasi, buyume, gelisme ve ureme
sisteminde olusan bozukluklara bagli olarak hayvansal Uretimde Onemli

Olgude ekonomik kayiplar meydana gelmektedir.

Gebelik suresince annenin ginko ihtiyacinin arttigi ve gebelik periyodunda
¢inko ilavesinin prematire dogum ve abort vakalarini azaltabilecegi cesitli
arastiricilar  tarafindan ortaya konulmustur. Cinkonun hayvanlarda
antioksidan sistemi glglendirdigi ve Greme fonksiyonlari ile ilgili bozukluklari

azalttig1 yapilan deneysel ¢aligsmalarda bildiriimektedir.

Gebelik, vicudun birgok fonksiyonlari icin yliksek enerji gerektiren fizyolojik
bir durumdur. Uterus kutlesi ve igerigindeki artisa paralel olarak serbest

radikal tdrlerinde de bir artig olur. Artan serbest radikaller lipit



VIl

peroksidasyonun bir belirteci olan malondialdehit (MDA) dizeyinde artisa
neden olurken antioksidan ozellige sahip redukte glutatyon (GSH) dizeyinde

bir azalmaya neden olur.

Gebelikte annenin artan metabolik fonksiyonlarindan dolayi fazlaca ihtiyag
duydugu ve antioksidan Ozellige sahip maddelerden bir tanesi de ¢inkodur.
Cinko antioksidan oOzellik gosteren ve metabolizmada 6nemli gorevleri

bulunan yuzlerce enzimin aktivitesi icin de gereklidir.

Bu bilgiler isiginda yapilan c¢alismada gebelik slresince ilave ¢inko
verilmesinin antioksidan 6zellik gosteren GSH ve lipid peroksidasyon (LPO)
urunlerinden biri olan MDA duzeyleri ile kuzularin dogum agirliklarinin nasil

etkilenecegini arastirmak amaglandi.

Son yillarda antioksidatif metabolizmalarla ilgili yapilan ¢alismalarda dikkat
ceken molekullerden bir tanesi de nitrik oksittir. Organizmada c¢ok fakh
gorevleri ve birkag farkli formu bulunan bu molekullin disi hayvanlarda Greme
Ozellikleri ile gebelik donemlerindeki etkileri konusunda arastirmalar
yapilmaktadir. Nitekim, NO’nun ovulasyon, implantasyon, gebelik, dogum
sancilari ve dogum gibi Ureme sureglerinde onemli bir duzenleyici oldugunu
ve NO metabolitlerinin gebelikte arttigini belirten bildirimler mevcuttur.
Bununla birlikte organizmada NO metallotiyoneinlerde bulunan metal
sulfhidril kompleksine etki ederek cinko ve bakir gibi ¢ift degerlikli metallerin
serbest birakilmasinda rol oynadigi bilinmesine ragmen c¢inkonun NO’ya
herhangi bir etkisinin olup olmadi§gi henlz tam olarak aydinliga

kavusturulamamigtir.

Bu nedenle yapilan arastirmanin diger bir amaci da, koyunlarda gebelikte
ilave olarak verilen cinkonun NO dizeyine herhangi bir etkisinin olup
olmadidi ve gebelikte yéremiz koyunlarindaki NO dizeylerinin aylara gore

nasil degisim gosterdigini arastirmaktir.
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1 GIRIi$ ve GENEL BILGILER

1.1 Cinko Hakkinda Genel Bilgi

Periyodik sistemin |l B grubunda bulunan ve Zn ile sembolize edilen ginko
metali mavimtirak beyaz, demire goére yumusak ve yogunlugu demirden
dusuk, ¢ift degerlikli bir katyondur. Atom numarasi 30, molekul agirhgi ise
65,37 g olan ¢inko dogada genellikle ¢inko sulfir (ZnS) olarak bulunmaktadir
(28, 80, 119).

Cinkonun onceleri sadece Aspergillus niger adli maya bakterisinin baylimesi
icin gerekli oldugu bilinmesine ragmen sonralari bircok bitki ve hayvan

dokusunda da bulundugu saptanmigtir (80, 98, 119).

Cinkonun canlilar igin gerekli bir madde oldugu 1934 yilinda Bertrand ve
Bhattacherjee tarafindan rapor edilmigtir. Keillin ve Mann 1940 yilinda
yapisinda % 0.33 oraninda ¢inko bulunan karbonik anhidraz enzimini izole
ederek saflastirmig, 1958 yilinda O’ Dell ve yardimcisi ise ¢inko eksikliginin
duzensiz kemik gelisimine ve buyume geriligine neden oldugu bildirmistir.
1960 yilinda da c¢inko eksikliginin ruminantlarda parakeratozise neden

oldugu tespit edilmistir (4, 80).

Cinko klguk ve hidrofilik yapiya sahip, biyolojik membranlari pasif
diffizyonla gegcemeyen ve bu nedenle de hem alinimi hem de salinimi igin
ozel mekanizmalara gereksinim duyan bir metaldir (81). insan ve
hayvanlarin bluyime, Greme, immun sistem ve antioksidan fonksiyonlarini da
iceren bircok fizyolojik olay icin gerekli bir madde oldugu ifade edilmektedir
(69, 136).



Biyolojik dnemi periyodik sistemdeki yerinden kaynaklanan ¢inko atomu, tam
dolmus bir d alt tabakasina ve s tabakasinda iki elektrona sahiptir (119).
Kimyasal elementler iginde en ¢ok bulunan 24. elementtir. Toprakta 10-300
ppm, kuru agirhga gore yiyeceklerde 17-60 ppm, tahillarda 20-30 ppm,
hayvansal protein kaynaklarinda 90-100 ppm ve icme sularinda ise standart
olarak 5 ppm oraninda ¢inko bulundugu kaydedilmistir (80). Insan
vicudunda yaklasik 2,2 g cinko bulundugu ve ¢ogu iz elementlerin aksine
cinkonun hayvansal organizmada homojen bir dagilim gosterdigi
bildirilmektedir (39). Memeli dokusunda ortalama 10-100 npg/g yas agirlik
(30-250 ug/g kuru agirlik) bulundugu ayrica deri, sag, tly ve yun gibi
epidermal dokularda da ylksek konsantrasyonda ¢inko bulundugu
kaydedilmektedir (80, 119). Tablo 1.1’de degisik hayvan turlerinin ¢inko
ihtiyaclar, Sekil 1.1’de ise ulkemizde gorilen g¢inko, bakir ve fosfor

eksikliklerinin bolgelere gore dagihmlari gosterilmektedir.

Tablo 1.1 Hayvan Tirlerine Gdre Cinko ihtiyaclari (80).

Tiir Ihtiyag (mg/kg)
Tavuk 40
Ordek (Pekin) 60
Bildircin 25
Sutcl inek 30
Etci inek 40
Hindi 40-75
Kegi 10
Koyun 20-33
At 40
Domuz 50-100
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1.1.1 Cinko Metabolizmasi

1.1.1.1 Emilimi

Cinkonun sindirim sisteminden emilim mekanizmasi tam olarak bilinmemekle
beraber tek mideli hayvanlarda ince barsaklardan, kanatlilarda kursaktan ve
ratlarda ise buyuk ¢ogunlugunun doudenumdan emildigi kaydedilmistir (80).
Koyunlarda diyetle alinan ¢inkonun az bir kisminin rumende, ¢gogunun ince
barsaktan, sigirlarda ise agiz yolu ile verilen c¢inkonun 1/3’UnUn
abamazumdan, geri kalaninin da ince barsaklardan emildigi kaydedilmistir
(47, 80).

Barsak mukoza hucresine ginkonun girisi karacigerde sentezlenen ve metal
baglayici bir protein olan metallotiyonein (MT) tarafindan duzenlenir. MT
sentezi hem besinlerle alinan hem de plazmada bulunan ¢inko miktariyla
dizenlenir ve bu ¢inko homeostazisin’de 6nemli bir rol oynar. Fitat, fibrin,
kalsiyum, fosfor, bakir, kadmiyum ve krom gibi maddelerin de ¢inkonun
emilimini azaltabilecegi bildiriimektedir (59, 80). Emilimi arttiran faktorlere ise
ornek olarak, kazein, karaciger ekstrakti, misir yagr ve kan unu gibi
maddeler ile selat yapici ajanlardan EDTA, sitrat, sistein, histidin, glutamik
asit ve besinsel D vitamini verilebilir. Diyetteki ¢inko iceriginin emilimi

etkileyen bir baska faktor oldugu ifade edilmektedir (38).

DuglUk oranda cinko iceren diyetle beslenen dana ve ineklerde emilim
oraninin % 47,2-53,4 arasinda oldugu, buzagi ve laktasyondaki ineklerde
cinko emiliminin fizyolojik gereksinimleriyle iligkili oldugu kaydedilmistir.
Cinko eksikligi bulunan hayvanlarda emilimin yliksek oranda oldugu, ¢inko
noksanligi olan danalarda emilimin % 80’e kadar ulasabildigi, yiksek oranda
¢inko bulunan diyette ise emilen miktarin azaldigi hatta % 10’a kadar
dusebildigi bildirilmistir (80).



1.1.1.2 Tagsinmasi ve Dokulara Alinmasi

Emilimden sonra plazmaya gegen g¢inkonun yaklasik Ugte ikisi albumine
gevsek olarak, geriye kalan kismi ise a-2 makroglobuline siki bir sekilde
baglanir. Amino asitlerle veya EDTA gibi maddelerle kompleks olusturan
cinkonun emiliminden sonraki metabolizmasini kompleks olusturucu
maddeler etkilemektedir. AlbUminle baglanan ¢inko dokular tarafindan
kolayca alinabilmektedir. Yaklasik % 30-40’1 karaciger tarafindan alinan ve
buradan kan dolasimina gegen ginko, cesitli oranlarda diger dokulara
gecgmektedir. Merkezi sinir sistemi ve kemiklere gecisi oldukga yavas
olmasina karsin baglanma siki ve uzun surelidir. Kemik dokusu ve kilda yer
alan g¢inkonun kullanimi s6z konusu degilken, en hizli toplandigi ve
donusime ugradigi organlar pankreas, karaciger, bobrek, dalak, hipofiz
bezi, testisler ve bdbrek Ustu bezleridir. Dokulardaki hicrelerde yer alan
cinkonun % 60-80’i hiicre organellerinde (% 10-20’si ¢ekirdekte az miktari da
mikrozom ve mitokondrilerde) bulunur. Organizmada c¢ok genis dagilimi
olmasina ragmen depolama kapasitesi sinirlidir ve kolayca mobilize olabilir.
Bu durum kisa sureli ginkodan fakir beslenmede eksiklik belirtilerini engeller.
Buna ragmen kisa zamanda yararlanilabilir duruma gegen ¢inko miktari
duser ve yetersiz beslenme devam ettigi surece 24 saat iginde plazmadaki

dizeyinde de dlisme gorullr (80, 118).

1.1.1.3 Depolanmasi ve Atilmasi

Cinko canli organizmada yaygin olarak bulunmaktadir. Yilksek
konsantrasyonlarda c¢inko iceren g6z (koroid ve iris) ve bazi cinsiyet
organlari (prostat bezi ve seminal sivi) hari¢ tutulursa organizmadaki
dagihmi olduk¢a homojendir. Sag, kemik, karaciger, bobrek, iskelet kasi,
pankreas, sindirim kanali, dalak ve kan gibi organ ve dokularda degisik
oranlarda bulundugu bildirilmektedir (39, 115).



Hayvansal organizma fazla miktarlarda kullanabilecegi c¢inko depolarina
sahip olmadigindan, ginkonun besinlerle surekli olarak yeterli miktarda
alinmasi gerekmektedir. Sadece karacigerdeki MT ve sUperoksit dismutaz
(SOD) c¢inko igceren depo bilesiklerdir ve gereksinim olunca buralardan

kolayca mobilize olabilmektedir (11, 80).

Organizmadan ¢inkonun énemli bir kismi digki ile, az miktari da idrarla atilir.
Digki ile atilan ginkonun ¢ogunu besinlerle alinan ve emilmeyen ¢inko
olustururken az bir kismini da pankreas sivisiyla ince barsaga ve safra
salgisiyla sekum ve kolona gelen endojen kaynakli ¢inko olusturur. Mineral
ilavesi ile birlikte EDTA verildiginde idrarla atihmi artmaktadir (47, 72, 80).

1.1.2 Cinkonun Fizyolojik Fonksiyonlari

Cesitli enzimlerin aktivasyonunda rol alan g¢inko; protein, karbonhidrat ve
nikleik asit metabolizmalarini gesitli dizeyde etkilemektedir. Cinko protein
sentezi icin gerekli olan timidin kinaz ile DNA ve RNA polimerazin
aktivitesinde gerekli oldugundan hicre c¢ogalmasinda 6nemli rol oynar.
Ayrica DNA sentezi ve hatta gen aktivasyonunda etkili oldugu ve ¢inkodan
yoksun beslenen hayvanlarin derilerinde kollajen ve DNA sentezinin
yavasladigi bildiriimektedir (57, 71, 92, 103, 119, 124).

1.1.2.1 Cinkonun Enzimlerdeki Roli

Cinko birgok proteinin yapisinda yer aldigi gibi 300'den fazla enzimin
aktivitesi icin gereklidir (136). Enzimlerin bir pargasi veya aktivatori olarak
rol oynar. Enzimlerin doérdincil yapilari ile hicrede DNA, RNA ve

ribozomlara sikica baglanarak bunlarin kararliliklarini saglar (38, 57).



Cinkonun  organizmadaki iglevleri yapilarina girdikleri  enzimlerin
metabolizmadaki rolleriyle iligkilidir. Eritrositlerde, midede, tukruk bezlerinde,
beyinde, bobrek ve pankreas gibi cesitli doku ve organlarda yaygin olarak
bulunan karbonik anhidraz enziminin aktivitesi, c¢inko yetmezIigi
durumlarinda azalir. Karbonik anhidraz aktivitelerindeki azalmanin dokularin
yetmezlik sdresince c¢inko tutma yetenegine ve enzim sentezinin

degismesine bagh oldugu kaydedilmistir (4, 119).

Cinko eksikliginde karbonik anhidraz, pankreatik karboksipeptidaz, triptofan
desmolaz, malat ve glutamat dehidrogenaz, alkali fosfataz, asit fosfataz,
laktat dehidrogenaz, akrozin, ksantin oksidaz ve NADPH oksidaz gibi
enzimlerin aktivitelerinde degisimlerin meydana geldigi bildiriimektedir (2, 60,
65, 98, 134, 136). Karbonik anhidraz enziminin ¢inko ile baglanmis yapisi
Sekil 1.2’de gosterilmektedir
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Sekil 1.2 Karbonik Anhidraz Enziminin Cinko ile Baglanmis Yapisi (50).

Siddetli ¢cinko noksanhiginda plazma alkali fosfataz, karaciger retinal ve alkol
dehidrogenaz, bag doku ve fétal timidin kinaz, pankreatik karboksi—peptidaz
A ve karacigerde cekirdege bagimli RNA polimeraz aktivitelerinin dustugu

kaydedilmistir (119). Enzim sisteminde bulunan ¢inko cogunlukla nikleik



asit, karbonhidrat metabolizmasi ve protein sentezinde rol oynar. Cinko
noksanliginda DNA, RNA ve protein sentezi yavaslamakta, hicre bolunmesi

ve yara iyilesmesi gibi fonksiyonlar bozulmaktadir (38, 119).

1.1.2.2 Cinkonun Hormonlardaki Rolu

Cinkonun hormon sentezi, depolanmasi, salgilanmasinin yani sira reseptor
bolgelere ve hedef organlara etkinliginde de rolu vardir. Erkeklerde ginko
noksanliginda birincil ve ikincil seks organlarin gelisimi ve disilerde ise tim
ureme islevleri olumsuz etkilenir. Erkeklerde eksikliginde spermatogenesis
ve leyding hacreleri tarafindan Uretilen testosteron hormonu seviyesinde
disme gozlenir. Ayrica ginkoya bagimli bir hormon olan adrenokortikotropik
hormon (ACTH)’nun kortikosteriod sentezini uyaramadigi bildiriimektedir (63,
80).

Pankreasin [ hucrelerinin yuksek dizeyde c¢inko icerdigi ve buradaki
¢inkonun insulin  hekzamerine baglanarak insllin sentezine katildigi,
eksikliginde hem pankreatik insulin saliniminda hem de plazma insulin

dizeyinde disme gozlendigi kaydedilmistir (63, 114).

1.1.2.3 Cinkonun Bagisiklik Sistemindeki Rolu

Bagisiklik sisteminin butunlugunun saglanmasinda ayri bir yeri olan
¢inkonun noksanhginda timusta kugulme, gammaglobulin ve kan
dolasimindaki lenfositlerde azalma go6zlenir. Noksanliginda antikor
sekillenmesi duser ve T hucrelerinin iglevleri azalir. Dogum oncesi donemde
meydana gelen c¢inko noksanliginin yavruda bagisikligin zayiflamasina,
antikor olusumu ile lenfositlerin Greme ve olgunlagsmasinin yavaslanmasina
neden oldugu ve bu durumun dogum sonrasi verilen ginko ile duzeltilemedigi
kaydedilmistir (38, 106, 118).



1.1.2.4 Ginkonun Gérme ve A Vitamini ile iligkisi

A vitamininin plazmada normal konsantrasyonda bulunmasi, organ ve
dokulara dagilimi ile ovaryum epitellerinin normal fonksiyonu igin de ginko
gereklidir (80). Cinko yonunden zengin bir doku olan g6z korneasindaki
ginkonun, ¢inko sisteanat monohidrat olarak bulundugu bildiriimektedir (39).
Cinko eksikliginde retinol baglayici protein sentezi yavasladigindan, A
vitamini karacigerden mobilize olamaz ve ¢inko eksikligi bulunan kuzularda
gece korlugu sekillenir. Alkol dehidrogenaz enziminin aktivasyonu igin
gerekli olan ¢inkonun retinolin retinale donisumunde rol oynamasindan
dolayl normal gérme fonksiyonu igin ¢ok énemli oldugu belirtiimektedir (80,
119).

1.1.2.5 Ginkonun iskelet Gelisimindeki Fonksiyonu

Cinkonun insan ve hayvanlarin normal iskelet gelisiminde dnemli rolindn
oldugu, kemik dokusundaki ¢inko konsantrasyonunun diger dokulardan
yuksek oldugu kaydedilmektedir (91). Kemiklerde kalsiyum depolanmasinda
onemli roli olan alkali fosfataz enziminin yapisinda bulundugundan,

eksikliginde bu enzimin aktivitesinin dustligu bildiriimektedir (28).

Ma ve ark. (77), ratlarda yaptiklari bir ¢calismada izoflavin ve ¢inko igeren
mineral karisimi ile 45 hafta boyunca beslemenin anabolik etki gosterdigini

ve yaglanmayla artan osteoporosis olusumunu onledigini bildirmislerdir.
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1.1.2.6 Cinkonun Derideki Fonksiyonu

Deri ve kendisine bagh olugumlar cinko yoninden zengin dokulardir.
Derideki ¢inko nukleik asit ve kollajen sentezinde gorev alir ve baglayici
destek dokunun biyosenteziyle butinliginin korunmasinda onemli roller
ustlenir. Azot ve kukurt kullanimi ¢inko gerektirdigi igin gebelikte, blUyumede,
yun ve siUtin olugsmasinda, yumurta Uretiminde onemli roller oynar.
Yetersizliginde yun dokulmesi, ondulasyon ve parlaklik kaybi olur. Yunlerin
dokulduagu kisimlarda deride kalinlasma, tirnak ve boynuzda yumugama,
siglikler ve lezyonlar gsekillenir. Hayvanlarda ileri durumlarda derinin
parakeratozisi klinik olarak belirgindir. Yara iyilesmesi yavaslar kanama

suresi uzar ve nonspesifik enfeksiyonlara karsi duyarlilik artar (80, 91).

1.1.2.7 Cinkonun Antioksidan Etkisi

Yuksek reaksiyon yetenegine sahip molekulller olan serbest radikaller
organizmada, basta lipitler olmak Gzere, protein, DNA, enzim, karbonhidrat

ve bunlarin 6nemli bilesiklerini etkilemektedir (3).

Serbest radikallerin organizmadaki etkisini en aza indirmek ya da ortadan
kaldirmak icin antioksidan maddelere gereksinim vardir. Glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), SOD, katalaz (CAT), glutatyon rediktaz (GSH-R) gibi
enzimler, ¢inko, bakir, selenyum gibi bazi iz elementler ile vitamin A, E ve C
gibi antioksidan vitaminlerin hicreleri oksidatif hasara karsi korudugu
bilinmektedir (93, 110, 137).

Biyolojik olaylarda genis rolu olan c¢inkonun eksikliginde normal hucre
metabolizmasinda degisimler ve doku bozukluklarinin meydana geldigi
bildiriimektedir (136). Cinkonun énemli fonksiyonlarindan birinin de membran

stabilizasyonu oldugu kaydedilmistir (57, 67). insan, hayvan ve hiicre kltiiri
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modellerinde yapilan ¢alismalar sonucunda, c¢inko eksikliginin oksidatif

hasara neden oldugu gosterilmigtir (124, 137).

Besinsel c¢inko eksikliginin karaciger mikrozomlarinin LPO’na karsi
duyarhhgini arttirdigi ve artan serbest radikallerin ise karacigerdeki
mikrozomal sit-p450’ye fonksiyonel ve yapisal olarak zarar verdigi
bildirilmigtir (124).

Serbest radikallerin karaciger hasarina ve siroza neden oldugu ayrica
insanlarda yapilan arastirmalarda ginkonun oksidatif strese ve serbest radikal
hasarina karsi koruyucu etki gosterdigi bildiriimektedir. Sirozlu hastalarda
yapilan ¢alismada ginko duzeyinin azaldidi ve okside olmus lipit dizeyinin ise
arttig bildirilmigtir (101, 119).

Yapisinda cinko ve bakir bulunduran ve bir metalloprotein olan SOD'in,
superoksit anyonunun katalizlenmesini saglayarak hulcrelerin korunmasina
katkida bulundugu bilinmektedir (55).

Cinkonun, DNA, protein ve lipitlerdeki demir ve bakir bagl bélimleri isgal
ederek antioksidan etkisini direkt gosterebilecedi kaydedilmistir. Bu nedenle
DNA’nin oksidatif hasara karsi korunmasinda ¢inkonun katkisi bayuktar (90,
137). Hucre igerisinde demir birikmesi, oksidan turlerin artmasi ve MT
duzeyinin azalmasinin sekonder ¢inko eksikligi ile iligkili oldugu bildirilmistir
(137).

MT ler yalnizca metal homeostazisini kontrol etmezler bunun yaninda serbest
radikal temizleyici olarak etki gosterirler. Yapisinda 60-68 amino asit bulunan
ve % 25-30 oraninda sistein igeren MT’lerin glukokortikoid hormonlar,
lipopolisakkaritler (LPS), interleukin-1 ve 6, timor nekroz faktor ve oksidatif

stres tarafindan da kolayca uyarilabilecegi kaydedilmistir (57).
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Buzadzich ve ark. (14), rat dokularindaki antioksidan enzim aktivitesi Uzerine
bakir ve ginkonun etkisini arastirdiklari galismalarinda, kalp ve karaciger
dokularinda CuZnSOD aktivitesinin arttigini ve g¢inkonun MT’ nin sentezi
Uzerinden serbest radikallerin baskilanmasinda o6nemli rol oynadigini

bildirmislerdir.

MT izoformlari hicre ve noéronlarda c¢inko ile aktive olan, disuk molekul
agirligina sahip, yapisinda ¢inko bulunan molekullerdir (15, 59, 103). MT’deki
nukleofilik sdlfidril gruplarinin elektrofilik toksinlerle reaksiyona girerek,
intraselltler redoks potansiyelini dizenleyerek, serbest radikal temizleyicisi

gibi gorev yapabilecegi bildirilmistir (31, 103).

MT’lerin sadece agir metalleri detoksifiye etmedigi bunun yaninda hicre ve
organlari da oksidatif hasara kargi korudugu bu nedenle de MT’lerin serbest

radikal temizleyicisi olarak bilindigi kaydedilmigtir (15).

MT | ve MT Il genleri eksik olan fareler tUzerinde yapilan bir arastirmada bu
farelerin oksidatif strese karsi duyarliliginin daha fazla oldugu bildiriimigtir
(70).

Aerobik nitrik oksit (NO)in MT’ lerde bulunan sulfidril gruplariyla kompleks
bilesikler olusturabilecegi ve metalsiz sulfidril gruplarinin da kolayca
oksitlenebilecegdi bildiriimektedir. NO genel olarak MT’lerde bulunan metal
sulfidril kompleksine etki ederek ¢inko ve bakir gibi ¢ift degerlikli metallerin

serbest birakilmasinda bir roltinin olabilecegi ifade edilmektedir (59).

UVA-1 ile olusturulan radyasyonla yapilan bir galismada ¢inko klorirun

LPO’nu ve nekroz sitotoksisitesini azalttigi bildirilmistir (71).
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Cinko organizmada ayrica;

e Membranlardaki sulfhidril gruplarinin korunmasinda,
e Prostaglandin metabolizmasinda,

e Hayvanlarda glukozun yag asitlerine dontigumunde,
¢ Rumendeki mikrobiyal floranin olusmasinda,

e Beyin ve 6grenme kabiliyetinin gelisiminde énemli roller alir (69, 80).

1.1.3 Cinko Noksanliginin Neden Oldugu Bozukluklar

Cinko eksikliginin ortaya ¢ikmasinda en 6nemli faktor diyetle alinan miktarin
disuk olmasidir. Noksanligi erkeklerde primer ve sekonder cinsiyet
organlarinin geligimini ve spermatogenesisi olumsuz etkilerken, digilerde
kizginliktan dogum ve laktasyona kadar tim Ureme islemleri olumsuz yonde
etkilenmektedir. Erkek danalarda, oglaklarda ve kuzularda ise hipogonadizm
sekillenmektedir. iran ve Misir gibi Ulkelerin insanlarinda ¢inko
noksanligindan dolayi hipogonadizm ile birlikte seyreden ikincil seksuel
bozukluklar fazlaca goérulmektedir. Cinko ilavesi normal seksuel gelismeyi,
testosteron seviyesinin yukselmesini ve sperma sayisinin artmasini

saglamaktadir (38).

Cinko noksanhginin bagka bir sebebi ise absorbsiyonu ile kalsiyum, demir
ve bakir arasinda antagonist bir etkilesim bulunmasidir (4). Protein sentezi
ve hucre bolinmesi gibi reaksiyonlarda gorev alan c¢inko, birgok enzimin
yapisina katildigi i¢cin immun sistemin glclenmesi ve enfeksiy6z hastaliklara
karsi dayaniklihk dolayisiyla immunoglobulin  proteinlerinin  sentezi,
polimorfmononuklear (PMN) |6kositler ile lenfositlerin Uretim ve aktivitesiyle
yakindan ilgilidir. Diger taraftan cinko noksanliinda deri hucrelerinde
yenilenme durur, yangi, dermatitis ve arka bacaklar ile memelerde kolayca
Ulserlesen yaralar olusur. Hicre bolinmesinin ve protein sentezinin durmasi

buyume ve gelismeyi etkilemekte ve verim dusuklugune yol agmaktadir. Bu
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durumdan oOzellikle iskelet sistemi etkilenmekte, yassi ve uzun kemiklerin

gelismesi durmaktadir (28,38).

1.1.4 Ginkonun Ureme ve Gebelikteki Fonksiyonu

insan dahil birgok hayvan turiiniin Greme fonksiyonunda cok 6zel bir yeri
olan c¢inkonun yetersizliginin cinsel gelisim bozukluklarina neden oldugu
bildiriimektedir (109). Ozellikle gebelikteki eksikliginin normal embriyonal
gelisimi, fetal blyumeyi ve gebelik suresini etkiledigi kaydedilmigtir (21).

Testislerin olgunlagsmasi ve fertilite ile ilgili metalloenzim olan ‘Angiotensin —
Converting-Enzyme’ (ACE)'nin yapisinda da ¢inko bulundugu, bu enzimin
hayvanin ergenlik ¢gagina ulasincaya kadar bulunmadigi ve cinsel olgunluga

ulastikgca aktivitesinin artmaya basladigi bildiriimektedir (109).

Reeves ve O’Dell (99) dusuk ¢inko iceren diyetle 26 gln besledikleri ratlarda
yaptiklari bir calismada testislerdeki ACE enzim aktivitesinin azaldigini

gozlemlemislerdir.

Organizmaya alinan minerallerin fetus ve yavrunun saglikli gelismesi verim
ve dayanikliliklarinin arttiriimasi, uremenin devam edebilmesi icin gerekli

olan birgok metabolik fonksiyonda gorevli oldugu kaydedilmektedir (67).

A vitamininin normal kemik gelisimi, Ureme, embriyonik gelisim, immun
sistemin gelisimi, epitel hicrelerinin gogalmasi ve farklilasmasi igin gerekli
oldugu rapor edilmektedir (89). Cinko, A vitaminin plazmada normal
konsantrasyonda bulunmasi igin gerekli oldugundan eksikliginde A

vitaminine bagh fonksiyonlar etkilenmektedir (80).



15

Hayvansal protein igeriginin dusuk oldugu ayrica besinlerin yiksek miktarda
fiber ve fitat icerdigi durumlarda insanlarda g¢inko eksikligi ortaya
cikmaktadir. Cinko takviyesinin buyuimeyi artirdigi, hastaliklara yakalanma
oranini azalttigi ayrica gebelikte annenin fizyolojik gereksinimlerin
artmasindan dolayl eksikliginin ylksek bir risk olugsturabilecegi ileri
surtlmektedir (46).

Normal gebelik suresinde plazma ve l6kosit ¢inko duzeyinin azaldigi, gebe
olmayanlar ile kiyaslandiginda ise en fazla dususun gebeligin son

donemlerinde oldugu bildiriimektedir (36).

Halas ve ark. (45)nin ratlarda yaptiklari bir ¢alismada, gebelik boyunca

siddetli ¢ginko eksikliginin beyin gelisimini azalttigini rapor etmiglerdir.

Gebelikteki ¢inko eksikligi hayvanlarda agir sonuglara neden olur. Konuyla
ilgili olarak domuzlarda yapilan bir arastirmada gebeligin 30. glininde ¢inko
alimi azaldiginda daha fazla prematire dogum ve abort géruldigu tespit
edilmistir (7).

Castillo-Duran ve ark. (21), yaptiklari bir arastirmada prematire ve dusuk
agirhkh dogan yavrularin sayisinin ginko takviyesi ile azaltilabilecegini

gozlemlemiglerdir.

Gebelikte kecilere yeterli miktarda c¢inko verilmedigi zaman, laktasyon
periyodunda ihtiya¢ artisindan dolayi ciddi eksiklik belirtileri gozlendigi, 6-7
ppm c¢inko igceren diyet verildiginde ise laktasyona girinceye kadar eksiklik
belirtilerinin gorulmedigi ileri surtlmustur. Ayrica ¢inko eksikligi bulunan
hayvanlarda gebelik slresinin uzamasi ve gu¢ dogum gibi olaylarin fazla
goérulduglu bununla birlikte yavrudaki c¢inko emiliminin anneye ait ¢inko

dizeyinin azalmasindan etkilenmedigi de bildirilmistir (1).
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1.2 Serbest Radikaller

1.2.1 Serbest Radikallerin Tanimi

Serbest radikaller; son yoéringesinde bir veya daha fazla ortaklanmamis
elektron ihtiva eden ylUksek reaksiyon yetenegine sahip atom veya
molekullerdir. Ortaklanmamis elektron genel olarak ust kisma yazilan bir

nokta ile gosterilir (3).

Serbest radikallerin yaklasik 50 yil dnce biyolojik materyallerde kesfedildigi
bildiriimektedir  (29). Organizmanin  oksijen ihtiyacinin  artmasiyla
mitokondriyal elektron transport zincirindeki ortaklanmamig elektron giftlerinin
artisina bagh olarak reaktif oksijen turleri (ROT) meydana gelir. Bunlar;
superoksit (‘O7p), hidroksil (‘OH), alkoksil (RO’), alkil peroksi (ROy),
hidroperoksi (HO2) hidrojen peroksit (H202) ve hipoklorit (CIO’) gibi reaktif
molekullerdir (55, 123). Organizmada bulunan énemli bir radikal grubu da
reaktif nitrojen tdrlerinden (RNT) biri olan NO ve peroksinitrittir. Bu tip
maddeler hem normal metabolizmanin yan Urunu olarak hem de ilaglar ve

diger kimyasal maddelerin etkisiyle olugsabilmektedir (3, 29).

Biyolojik sistemlerde elektron transferi sonucu meydana gelen serbest
radikaller, elektriksel olarak pozitif yukld, negatif yakli veya nétr olup, organik

ya da inorganik molekliller seklinde bulunabilirler (3).

Oksijen kaynakli serbest radikaller aerobik organizmalarda en ¢ok solunum
reaksiyonlari sonucu meydana gelir. Solunum zincirindeki oksijenin % 95'i 4
e  alarak suya donusirken (ayni sirada hicre kendisi icin gerekli enerijiyi
sentezler), % 4-5'i ardisik olarak elektron kazanarak kismi indirgenme ile
ROT' a donusulr. Bu toksik trlnler hlicreye zarar vermeden antioksidanlarca
mitokondrilerde metabolize edilirler (3, 58, 110, 123).
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Solunum zincirindeki normal ve ROT olugturan reaksiyonlar asagidaki gibidir.

a- Normal Fizyolojik Reaksiyon

Sitokrom oksidaz

O, + 4e + 4H" >  2H,0
b- Reaktif Oksijen Turlerinin Olusumu
e e+2H" e+H" e+H"

o, — 0, —» H,0,—> OH —> H,0

Oksidatif, ksenobiyotik, enzimatik ve nonenzimatik reaksiyonlar sonucu
olusan serbest radikaller, antioksidan enzimler tarafindan substrat olarak
kullanihirlar. ROT’nin basta lipit, protein ve nukleik asitler olmak Uzere
yukseltgenebilen tim hlcre elemanlari ile reaksiyona girebilecegi ve 6zellikle

lipit ve proteinler Uzerinde yikici etki gdsterebilecegi bildiriimistir (3, 58).

Olum riskini arttiran ve yaslanmayi hizlandiran immun sistemin ¢cdkmesinde,
merkezi sinir sisteminin dejeneratif bozukluklarinda, kardiyovaskduler, diyabet
ve kanser gibi hastaliklarin gelisiminde serbest radikallerin énemli bir rol
oynadigi ve serbest radikalleri yok eden veya etkisini azaltan antioksidanlarin

kullanilmasinin yasam slresini uzatabileceg@i ortaya konulmustur (3, 29, 58 ).

Serbest radikaller baglica 3 temel mekanizma ile olusurlar;

1. Kovalent baglarin homolitik kirilmasi: Yuksek enerijili elektromanyetik
dalgalar veya ylksek sicaklik (500-600 °C) kovalent bagli bilesiklerdeki
kimyasal baglarin kiriimasina neden olur. Kirilma sirasinda bag yapisindaki
iki elektronun her biri farkli atomlar Uzerinde kalirsa, bu tir kirimaya
homolitik kirllma denir ve her iki atom Uzerinde de paylagsilmamis elektron
bulunur. Organik molekillerdeki baglarin heterolitik kirllmasi durumunda ise

reaktif 6zellik gosteren zit yuklu iyon ciftleri olusur (3, 64, 135).
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RO-OR >~ 2RO.

2. Normal bir molekiile elektron transferi: Radikal 6zelligi tagimayan bir
molekille tek elektron transferi ile dis orbitalinde paylasilmamis elektron
bulunmasi radikal olusumuna neden olabilir. Ornegin oksijen molekilinin
tek elektron ile indirgenmesi sonucunda radikal formu olan O,-. meydana
gelir. Biyolojik sistemlerde bu mekanizma yolu ile radikal olusumu yaygin
olarak gercgeklestiginden canlilar igin oldukga onemlidir. Canlilarda ¢ok
saylda enzimatik ve enzimatik olmayan tepkimelerle .O," radikalinin Uretildigi
bildiriimektedir (3, 64).

A +e - A

3. Normal bir molekiilin elektron kaybetmesi: Radikal o6zelligi
bulunmayan bir molekulin elektron kaybi sirasinda dis orbitalinde

paylasiimamigs elektron kalmasina bagli radikal formu olusur (64, 135).

R_m/\ RH+ .~ >~
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1.2.2 Serbest Radikallerin Kaynaklari

Biyolojik Kaynaklar: Aktive olmus fagositler (makrofajlar vb.), antineoplastik
ajanlar (doxorubicine vb.), radyasyon, aliskanlik yapan maddeler (alkol ve
uyusturucular), cevresel ajanlar (hava Kkirliligi yapan fotokimyasal ajanlar,

sigara dumani, solventler, aromatik hidrokarbonlar) ve stres.

intraselliiler Kaynaklar: Kiigik maddelerin otooksidasyonu (tioller,
hidrokinonler, katekolaminler, flavinler, tetrahidropterinler ve antibiyotikler),
enzimler ve proteinler (ksantin oksidaz, triptofandioksijenaz ve hemoglobin),
mitokondrial elektron transportu, endoplazmik retikulum ve nuklear membran
elektron transport sistemleri (sitokrom p-450, sitokrom bs), peroksizomlar
(oksidazlar ve flavoproteinler), plazma membrani (lipoksijenaz, prostaglandin
sentetaz, fagositlerde NADPH oksidaz ve lipit peroksidasyonu), oksidatif

stres yapici durumlar (iskemi, travma ve intoksikasyon) (3).

1.2.3 Serbest Radikallerin Biyomolekiiller Uzerine Etkileri

Organizmada savunma mekanizmalarinin kapasitesini asacak sekilde
serbest radikallerin Uretilmesinin bagta lipitler olmak Uzere, protein, DNA,
enzim, karbonhidrat veya bunlarin 6nemli bilesiklerini etkilemesine bagh

olarak cesitli bozukluklara yol a¢tigi bildirilmistir (3, 29, 93, 110).

Hucre zarindaki yag asitleri ve kolesteroldeki doymamis baglar serbest
radikallerle reaksiyona girerek peroksidasyon durtnlerini olusturur. LPO
fosfolipit, glukolipit, gliserit ve steroitlerin yapisinda bulunan doymamis yag
asitlerinin oksidan maddeler araciligiyla alkol, aldehit, hidroksi asit, etan,
pentan gibi Urunlere yikilmasini kapsar. LPO olaylarinin potansiyel olarak
yikici etkileri olan zincir reaksiyonlari oldugu, daha ileri peroksidayon

olaylarini baslatan serbest radikaller igin devamli bir kaynak sagladigi ve
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hicre zarinda geriye donugumsuz hasarlar meydana getirdigi bildirilmigtir (3,
58). Serbest radikallerin lipidlerle peroksidasyon reaksiyonu Sekil 1.3’ de

gOsterilmistir.

roro Y ey
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Sekil 1.3 Serbest Radikallerin Lipitlerle Reaksiyonu (49).

Oksidan maddeler, proteinlerde dekarboksilasyona, peptid baglarinin
hidrolizine, disulfit baglari ve ¢apraz badlar olusturarak hicre igin esansiyel
olan Ca-ATPaz, Na/K ATPaz gibi enzimlerde fonksiyon kaybi sonucu hlcre

ici ve digl iyon dagihiminin bozulmasina neden olmaktadir (3, 130).

Proteinlerin serbest radikal hasarindan etkilenme dereceleri amino asit
dizilimine baglidir. Doymamis bag ve sulfur ihtiva eden molekiillerin serbest
radikallere affinitesi yiuksek oldugundan, triptofan, tirozin, fenil alanin gibi
aromatik yapili amino asitler ile metiyonin, sistin, sistein gibi kikurtli amino
asitlere sahip proteinler serbest radikallerden ¢ok ¢abuk etkilenirler. Sonugta
Ozellikle sulfir ve karbon merkezli radikaller meydana gelir. Radikalleri
olusturan reaksiyonlar sonucu immunglobin G (IgG) ve albuminin ¢ boyutlu
yapisi bozuldugundan normal fonksiyonlarini yerine getiremezler. Yangisal

eklem hastaligi olan kisilerin serum proteinlerinde ve sinoviyal sivilarinda
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bulunan IgG'lerinde serbest radikal olusumuna bagl hasarlarin olugabilecegi
bildirilmigtir (3, 58).

Iyonize edici radyasyonlarla olugsan serbest radikaller DNA'y1 etkileyerek
hicrede mutasyona ve ardindan 6lime yol acar. Sitotoksite buyuk 6l¢ude
ndkleik asit baz modifikasyonlarindan dogan kromozom degisikliklerine veya
DNA'daki diger bozukluklara baglidir. Hidroksil radikali, deoksiriboz ve
bazlarla kolayca reaksiyona girerek DNA zincirinde kirilmalarin yanisira DNA
polimerazin inhibisyonuna neden olur. Aktive olmus noétrofillerden
kaynaklanan hidrojen peroksit, membranlardan kolayca gecer ve hucre
cekirdegine ulasarak DNA hasarina, hucrede fonksiyon kaybina ve 6liumine
yol acar. Bu yuzden DNA, serbest radikal hasarindan kolayca zarar gorebilen
onemli bir hedeftir (3).

Arastirmacilar DNA, protein ve lipitlerdeki demir ve bakir bagli bolimleri isgal
ederek antioksidan etkisini direkt gosterebildiginden dolayr DNA'nin oksidatif
hasara karsi korunmasinda g¢inkonun 6nemli bir role sahip oldugunu ileri
surmasglerdir (90, 137).

Hicre kultiri ortaminda ultraviyole radyasyon isini ile oksidatif stres
olusturulurak vyapilan bir c¢alismada c¢inko kloririn LPO ve nekroz

sitotoksitesini azalttigi ve DNA molekulint korudugu bildirilmistir (71).

Serbest radikallerin protein metabolizmasi Uzerinde olumsuz etkilerinin
bulunmasi yaninda karbonhidrat metabolizmasi Uzerinde de glikolitik, ATP
sentezini azalticc ve ATP kullanimini artirici  yonde etkileri vardir.
Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve
okzoaldehitler gibi meydana gelen radikaller diyabet ve sigara i¢imi ile iligkili
kronik hastaliklarda 6nemli rol oynarlar. Okzoaldehitler DNA, RNA ve
proteinlere baglanabilme ve kendi aralarinda capraz baglar olusturma
Ozelliklerinden dolayr antimitotik etki gostererek kanser ve yaslanma

olaylarinda rol oynarlar (3, 29, 130).
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1.2.4 Serbest Radikaller ve Gebelik

Serbest radikallerin organizmadaki etkisini en aza indirmek ya da ortadan
kaldirmak igin antioksidan maddelere gereksinim vardir. GSH-Px, SOD,
CAT, bazi iz elementler (Zn, Cu gibi) ile vitamin A, E ve C gibi antioksidan
maddelerin hicreleri oksidatif hasara kargi korudugu bildiriimektedir (93,
110). Cinko eksikligininin hicre bilesenlerinde oksidatif hasara neden oldugu
rapor edilmigtir (137). Yapisinda ¢inko bulunduran bir metalloprotein olan
SOD’un, superoksit anyonunun katalize edilmesini saglayarak hucrelerin

korunmasina katki sagladigi belirtiimigtir (55).

Klaguk molekul agirlikli suda eriyebilir bir molekul olan GSH, genetik bilgiye
ihtiyag olmaksizin karacigerde sentezlenebilen ve yapisinda y-glutamin,
sistein ve glisin amino asitlerini bulunduran bir tripeptitdir. Antioksidan
Ozelliginin yaninda GSH’in énemli bagka bir fonksiyonu da detoksifikasyon

reaksiyonlarinda rol oynamasidir (74, 122).

Cesitli arastiricilar tarafindan yapilan galismalarda ilave olarak kullanilan A,
E ve C gibi vitaminlerin laboratuar ve c¢iftlik hayvanlarinda treme fonksiyonu

Uzerinde etkileri oldugu bildirilmistir (22, 54).

Gebe kadinlarda gebeligin serbest radikal ve antioksidan sistem Uzerindeki
etkilerinin arastirildigi c¢alismalarda perokside olmus lipitlerin genellikle
plasenta kaynakli oldugu, peroksidaz aktivitesindeki artis ile progesteron gibi
ureme hormonlarin sentez yollari arasinda bir iligki oldugu ortaya
konulmustur (53, 84).

Gebe kisraklar Uzerinde yapilan bir arastirmada, gebeligin 6. ayi, dogumdan
2 hafta 6nce ve dogumdan bir ay sonrasi karsilastirildiginda total antioksidan

kapasitesi ve SOD aktivitesinin arttigi, GSH-Px aktivitesinin distigu ve bu
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durumun perinatal periyotta antioksidan sistemde meydana gelen buyuk

degisikliklerden kaynaklanabilecegi ileri sUrulmustar (37).

Ratlarda gebeligin 18, 20 ve 21. gunlerinde karaciger dokusunda GSH
dlzeylerinin arastinldigi bir calismada, gebeligin 20 ve 21. gunlerinde
gebeligin 18. gunune gore bir azalma tespit edilirken, en fazla azalmanin
kaydedildigi 20. gununde 18. gundekinin % 50’si kadar azalma oldugu
bildirilmigtir (104).

Ovaryum dokularinda asiri udretilen ROT'un luteal hucrelerin plazma
membranindaki LPO’nu artirdigi ve gonadotropin reseptoérlerinde kayiplar
meydana getirdigi ayrica regresyon fazinda korpus luteumun steroid hormon
uretme kabiliyetinde de azalmalarin meydana geldigi bildiriimektedir (116).
ROT hasarina kargl olduk¢a hassas olan embriyo ve gamet hucrelerinin
antioksidanlarca korunmasinin gerekli oldugu (116) ve Zn-CuSOD’un da

embriyolari serbest radikal hasarina karsl korudugu ortaya konulmustur (44).
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1.3 Nitrik Oksit

Nitrik oksit (NO) renksiz, kucuk molekulll, yagda ¢ozunen, yari omrl
oldukca kisa olan ve hulcre zarlarindan kolaylikla gecebilen reaksiyon
yetenegi oldukga yuksek olan toksik etkili ndrotransmitter bir maddedir (35,
117).

Nitrik oksitin fonksiyonlari ve biyolojisi Uzerine yapilan ¢alismalar 1988-1992
yillarn arasinda hiz kazanmistir. 1992 yilinda yilin molekullu olarak secilen
NO, 1998 yilinda Furchgott ve arkadaslarina Nobel 6dulu kazandirmigtir. Bu
konu ile ilgili galismalar ginimuzde de yogun bir sekilde devam etmektedir
(6, 100, 121).

Nitrik oksitin kimyasal 6zelliklerine iliskin ilk ¢alismanin 1772 ylinda Josef
Priestly tarafindan yapildigi bildirilmis (42) ve in vivo olarak varligi 1914
yilinda Sir Henry Dale tarafindan rapor edilmistir. Sir Henry, intravendz
olarak uyguladigi asetilkolin (Ach) in tavsan kulaginda kan akimini
artirdiqini gostermistir. Daha sonraki yillarda yapilan c¢alismalar in vitro
olarak Ach'in etkisini gdzlemeye yodnelmis, ancak bir sonug alinamamistir.
Cunkl damar in vitro kosullarda gevseme yerine kasiima ile yanit vermistir.
1962 yilinda ilk kez Jeliffe tarafindan yapilan bir ¢alismada aortun gevseme

ile yanit verdigi belirtilmistir (32).

Furchgott ve arkadagi 1980'de ayni deneyi yaparak elde ettikleri bir birine zit
sonuglari degerlendirdiklerinde birisinin kan damarlarina Ach uygulandiginda
gevseme vyaniti elde ettigini, digerinin ise dikkatsizlik sonucu endotel
tabakasinin siyrilmasina ve damarin kasiimasina neden oldugunu tespit
etmiglerdir. Boylece Furchgott, endotelde Ach etkisi ile gevseme yaniti

olusturan bir maddenin varligina isaret etmis ve bu maddeye endotel kokenli
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gevseme faktort (EDRF; endothelyum-derived relaxing factor) adini
vermigtir (100, 128, 131, 132).

llag olarak kullanilan nitrogliserin, sodyum nitroprussid ve diger nitratlarin
organizmada kendi molekilerinden NO salivermek suretiyle antiagregant

(yatistirici) ve vazodilator etki gosterdigi bildiriimigtir (30, 35, 121).

Nitrik oksitin en gu¢ll vazodilator olarak bilinen EDREF ile ayni madde oldugu
1987 yilindan itibaren anlasiimig (94), Moncada ve ark. 1989 yilinda EDRF

adi verilen maddenin NO oldugunu kanitlamiglardir (117).

Alfred Nobel iskemik kalp hastaligina yakalandiginda kendi buldugu
dinamitin ana maddesi olan nitrogliserini tedavi i¢in kullanmigtir. Aradan 100
yil gectikten sonra nitrogliserinin  NO gazina donuserek etki ettigi

anlasilabilmigtir (128).

1.3.1 Nitrik Oksitin Enzimatik Olarak Sentezi

Vucuttan atilan nitratlarin kaynagi uzun sure diyet olarak kabul edilmesine
ragmen; yapilan bir ¢alismada, nitrattan yoksun diyetle beslenen siganlarda
nitrat atiliminin devam ettigi ortaya konulunca tek kaynagin diyet olmadigi

endojen olarak da sentez edilebilecegi anlasiimistir (132).

Paramagnetik bir serbest radikal olan NO, nitrik oksit sentetaz enziminin
(NOS) (EC: 1. 14. 13. 39) L-arjinini okside ederek sitrullin olusturmasi
esnasinda sentez edilir. Bu reaksiyon molekiler oksijen ve kofaktor olarak
NADPH gerektirir. NO sentez edildikten ve islevini yerine getirdikten sonra
hizla metilen mavisi, hemoglobin ve slperoksit anyonu tarafindan nétralize
edilir ya da 10 saniye icerisinde nitrit ve nitratlara cevrilir (24, 42, 96, 111,
127).
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Birgok NOS izoformu tanimlanmig olmakla birlikte U¢ tanesi hakkinda (sekil
1.4) daha ¢ok bilgi bulunmaktadir. Bunlar; uyarilabilen NOS (iNOS), endotel
NOS (eNOS) ve ndronal NOS (nNOS)'tur (34, 41, 88, 111, 121).

i
nNOS
i L ¥4

NADPH— =~ INOS — " NADP
%

“1 L-Sitrallin

Sekil 1.4 L-Arjininden Nitrik Oksit Sentezi (51).

1.3.1.1 Uyarnilabilen NOS (iNOS)

Uyarilabilen NOS kalsiyumdan bagimsiz sitokinler ve endotoksinler
tarafindan uyarilan ve makrofajlarda bulunan uyarilabilir NOS'dur (iNOS
veya NOS Il). Bu izoformunun digerlerinden 1000 kat daha fazla NO Ureten
sistem oldugu belirtiimektedir (24,131).

Uyarilabilen NOS izoformu NO Uretimi icin tetrahidrobiopterin'e (THB)
gereksinim duyar. Bu sistemde sitokinler (IL-1, TNF, IF-y) ve endotoksinler
tarafindan olusturulan uyarilar sonucu birka¢ saat icerisinde baslayan ve
gunler boyu sliren nanomol dizeyde NO sentezi gergeklestiriimis olur. Bazi
hicrelerde NO sentezi IL-8, IL-10 ve TGF-B gibi maddelerle
yavaslatilabilirken glukokortikoidlerle de iINOS sentezinin o6nlenebilecegi
bildiriimektedir (41, 111, 133). iINOS normalde hucre iginde yapisal olarak
sentezlenmez, uygun bir immun uyari aracihigi ile sentezi baslar. Diger NOS
izoformlarindan farkli olarak ortamda bulundugu strece NO sentezler.

Sitotoksik ve zararli etkilere karsi INOS tarafindan sentezlenen NO miktari
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yiksektir. Ozellikle bakteri LPS, interferon-y veya yiiksek konsantrasyonda
LPS uyarilari ile makrofajlar tarafindan asiri miktarda tretilen NO’un, bakteri,
parazit ve tumor gibi yabanci hidcrelerde sitostatik veya sitotoksik etki

meydana getirdigi gosterilmistir (18, 111).

1.3.1.2 Endotel NOS (eNOS veya NOS III)

Endotel NOS sinir ve endotel hucreleri ile endokard, miyokard ve
trombositlerde surekli bulunur ve aralikli olarak kuguk miktarlarda NO dretir.
Bu enzimin kofaktorleri kalsiyum ve kalmodulindir. Ortamdaki kalsiyumun
artisi kalmodulinin eNOS'a baglanmasini uyarir ve pikomol duzeyinde NO
sentezine neden olur. eNOS tarafindan sentezlenen NO hicre igi ve
hlcreler arasi iletisimde fizyolojik olarak aracilik yapar. NO Uretimi kalsiyum
baglayan maddeler veya kalmodulin inhibitorleri ile inhibe edilebilir. Endotel
hicrelerinde NO Uretimi TNF-a ile uzun sireli uyarilabilirken kalsiyum

antagonisti olan bradikinin ile daha kisa sureli uyarilir (34, 41, 48, 111).

Asetilkolin, histamin, serotonin, vazopressin, bradikinin, prostasiklin,
vazoaktif intestinal peptid, P maddesi, kalsitonin geni ile iligkili peptid, instlin
ve katekolaminler gibi vazoaktif maddeler ve ilaglar NO salinimina neden
olur. Trombosit agregasyonu sirasinda aktive edilen trombositlerin
salgiladigi ATP ve ADP ile pihtilagsma sirasinda olusan trombin de EDRF
+25

salgilanmasina neden olur. NO, endotelde Ca
edilip salinir (18, 88, 131).

a bagiml bir sekilde sentez

Serebrovaskiler dokudaki Ostrojen reseptoriinin aktive edilmesi eNOS
aktivitesi ve protein dizeyinin artmasiyla sonuglanir. Bdylece eNOS
tarafindan NO Uretiminin artmasinin 6strojenin néroprotektif etkileriyle ilgili

olabilecegi belirtilmistir (82).
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Yapilan bir ¢alismada gebelik boyunca NO ve NO metabolitlerinin (NOx)
arttigl ve gebelikte artan NOx duzeylerinin hem eNOS hem de mRNA ile
kontrol edildigi bildiriimigtir (78).

1.3.1.3 Noronal NOS (nNOS)

Nitrik oksit serebellum ve 6n beyindeki néronlarda ve bazi otonom sinirlerin
uglarinda da nNOS tarafindan sentez edilip salinir. NOS’in farkh bir izoformu
olan bu enzim noéronlarda bulundugu icin nNOS veya NOS | olarak
adlandirnimaktadir. Yapisal olarak endotelde bulunan eNOS veya NOS i
gibi kalsiyum-kalmoduline bagimli oldugu bildiriimektedir (35).

Noéronal NOS tarafindan sentezlenen NO’in merkezi sinir sisteminde hafiza
olusumu, denge, uyari gegisi, koku alma gibi fonksiyonlarda nérotransmitter

olarak gorev aldigi1 kaydedilmektedir (34, 41).

Endotel NOS ve nNOS enzimlerinde katalitik mekanizma ayni oldugu halde
fonksiyon acgisindan 6nemli olan bazi farkliliklar oldugu belirtiimektedir.
Genel olarak katalitik mekanizma; NADPH kaynakl elektronlarin FAD ve
FMN araciligi ile iNOS igeren enzimin demir igeren hem grubuna aktariimasi
seklinde igler. Bu aktarim genellikle kalsiyum-kalmodulin kompleksinin
ortamda bulunmasi ile mimkinddr. Aktarilan bu elektronlar L-arjinine

verilirlerek (sekil 1.5), NO ve sitrullin sentezi gergeklesmis olur (18, 111).
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Sekil 1.5 L- Arjininden Nitrik Oksit Sentezinin Basamaklari (132).

Enzimin ana substrati olan L-arjininin konsantrasyonu az ve hiz sinirlayici
faktor olarak bulundugu durumlarda yukarida bahsedilen elektron aktarimi
NO uretiminden bagimsiz olarak cereyan etmeye baslar. Elektronlar normal
seyirlerini izlemelerine ragmen NO Uretimi olusmaz. Aksine slperoksit
anyonu ve NO olusumunun etkisiyle peroksinitrit (OONQO") olusur. Oldukga
aktif bir oksijen radikali olan OONO"’in dncelikle hlcre zarindaki lipitleri

oksitleyerek hicre 6limine neden oldugu belirtiimigtir (6, 111, 121).

NOS kofaktér olarak THB molekilline ihtiyag duyar. THB eksikliginde
hidrojen peroksit ve superoksit radikali meydana gelir. Bu radikaller ortadan
kaldiriimadiklari takdirde ¢ok hizli bir sekilde hucre ve doku hasarina neden
olurlar. eNOS ve nNOS, hicre igerisinde surekli bulunurlar ve yapisal olarak
sentezlenirler. Bunlarin aktiviteleri hicre ici kalsiyum artisina baghdir ve bu
artis kalmodulin araciligi ile NO sentezini uyarir. Bu enzimler tarafindan
uretilen NO miktari duzenli ve dusuk salinimlar sergiler. Hucreler arasi
haberci 6zelligine sahip bu tir salinmanin NO’nun bir transmitter oldugu

yonundeki bilgilerle uyum gdsterdigi belirtiimektedir (18, 88, 111).
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1. 3. 2 Nitrik Oksitin Nonenzimatik Uretimi

Nitrik oksit ve diger azot oksitleri ¢gevredeki nitritterden olusmaktadir. Duguk
pH'da nitrit iyonu (NO7,) nitrdz asite (HNO,, pKa: 3.2-3.4) ve daha sonra nitrik

oksit igeren birtakim azot oksitlerine dontismektedir.

NO,+H" HNO,
2HNO; < N2O3z + H,0
N,O3 o NO+NO;
2NO+ 0, < 2NO;

Yukaridaki reaksiyonun yonu pO,, pH, hem igeren protein varligina ve redoks
durumuna bagh olarak degisir. indirgenmis ajanlar kimyasal olarak NO
uretimini arttirirlar. Askorbik asit ve askorbat anyonunun sulu ortamda ve
genis pH araliginda HNO2'nin indirgenmesini saglayarak dehidroaskorbik asit

ve NO Uretimine neden oldugu kaydedilmektedir (125).

Askorbik Asit + 2HNO, —_, Dehidroaskorbik Asit + 2NO + 2H,0

Tukrukte hem nitrit hem de nitrat bulunmaktadir. Agiz boslugundaki bakteriler
nitratin bir kismini nitrite indirgeme yetenegine sahiptir. Midede nitritin
indirgenmesini takiben NO olustudu ve midedeki asit Uretiminin bloke

edilmesi ile NO Uretiminin genis 6l¢ide bozuldugu ortaya konulmustur (125).

Asirl miktarda nitrat alinmasi durumunda nitrit olusum hizi nitrit yikimindan
fazla olabilmekte ve sonugta sindirim kanalindaki nitrit yogunlugu
artmaktadir. Et Grdnlerine nitrit ilave edildiginde, nitritlerin miyoglobin ve
hemoglobin gibi renkli pigmentlerle birleserek nitrozo-bilesikleri olusturdugu

ve bdylece dogal rengin korundugu bildirilmistir (17, 125).
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Nitrat ve nitrit sebzeler araciligi ile de organizmaya alinmaktadir (sekil 1.6).
Ornegin yesil yaprakli sebzelerde 1000 mg/kg, salatada ise 200 mg/kg nitrat
bulundugu kaydedilmistir (17).

Tarimda azotlu gubrelerin fazla miktarda ve kontrolstuz olarak kullaniminin
toprak ve sudaki azot duzeyinin surekli olarak artmasina neden olacag ve
canlilar Uzerinde olumsuz etkiler meydana getirebilecegi bildirilmektedir (61,
62).

Yogun trafik ve sigara yuksek miktarda nitrit solunmasina neden olur.
Yuksek oranda NO,'ye maruz kalmanin akciger kanserine neden olabilecedi
bildiriimesine ragmen, gevredeki miktarin insan sagligini tehdit edebilecek

kadar fazla oldugu dusunulmemektedir (125).

Nitral ¢—— Besinsel
.. Kaynallar
alkftenl

irit LoArfinin

Askorbat, dsiik pH 1 oS
NO.

Sekil 1.6 Nitrik Oksitin in Vivo Olarak Olusum Mekanizmasi (125).
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Nitritin toksik etkisi, hemoglobinin oksitlenmesini saglayarak methemoglobine
donugtirmesi suretiyle olur. Bir molekul nitrit iki molekil hemoglobin ile
birlesirse hemoglobindeki Fe*? yi Fe* e déniiserek methemoglobin veya
oksihemoglobin olugturur (13, 17, 121, 125).

Methemoglobin olusumu igin direkt veya indirekt iki mekanizma ileri
surdlmastur. Bunlardan birincisi indirekt methemoglobin baglanmasi ve nitrit
oksidasyonu, digeri ise direkt hemoglobin baglanmasi ve nitrit

reduksiyonudur.

1-indirekt methemoglobin baglanmasi ve nitrit (NO ;) oksidasyonu;

NO’5 + O, + H,O
HbFe*? + 2H,0, + 4H"

NO3 + H>0,
HbFe*+ 4H,0

v

v

2-Direkt hemoglobin baglanmasi ve nitrit (NO*,) rediiksiyonu;

v

NO, + 6e + 7H"
HbFe*? + NO, + 14H"

NHsz; + H,O
HbFe** + NH3 + H,O

v

Hemoglobinin % 20-40’1 methemoglobin’e dénustiglinde klinik olarak anoksi
belirtilerinin gelistigi ve methemoglobin dizeyi yukseldikge bu belirtilerin
arttigi bildirilmistir (13).

Ozellikle yeni dogan gocuklarda methemoglobin indirgenme kapasitesi diisiik
oldugundan ‘blue baby syndrome’ olarak adlandirilan sendrom ortaya
cilkmakta ve methemoglobin dizeyi % 50'yi astiginda gerekli tedavisi

yapillmazsa koma ve 6lime neden olabilmektedir (10).
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Ratlarda yapilan galismada nitritin, intestinal emilimi inhibe ettigi bildirilmistir
(17). Nitrit ile kanser arasinda olasi bir baglanti Uzerine kesin bir kanit
bulunamamasina ragmen, yuksek doz nitritin kanserin olusmasinda onculik
edebilecedi, ayrica besinsel nitrit ve nitrat dizeyi ile kanserin insidansi
arasinda bir korelasyon oldugu arastiricilar tarafindan rapor edilmigtir (17, 19,
43, 105).

Kaya (62)nin yaptigi bir ¢alismada rasyona deneysel olarak katilan bol
miktardaki nitrit ve nitratin dreme bozukluguna, yavru atma ve OlU dogum

olaylarinda da artiglara neden oldugu bildirilmigtir.
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1.3.3 Nitrik Oksit Vericileri

Nitrik oksit vericilerine; L-arjinin, molsidomin, dephostatin, 3, 4 dephostatin,
S, S’nitrozoditiyol, gliko-SNAP-1, gliko-SNAP-2, NG-hidroksiI-L-arjinin mono
asetat tuzu, SNAP, S-nitrozokaptopril, SNOG, S-nitrozoglutatyon monoetil
esteri, sodyum nitropurissid, streptozotosin, NOC-5, NOC-7, NOC-9, NOC-
12, organik nitratlar, organik nitritler, metal-NO-kompleksleri, N-nitrozaminler,
N-hidroksil nitrozaminler, nitrozoiminler, nitrozotiyoller, C-nitrozo bilesikleri,
diazitin dioksitler, furoksan, benzofuroksan, oksimler, hidroksilaminler, N-
hidroksiguanidinler érnek olarak verilebilir (6, 16, 121, 127).

Asahi ve ark. (8) yaptiklari bir calismada U937 hucrelerini NO vericisi olan
SNAP’la inklbe ettikleri zaman GSH-Px aktivitesinde 6nemli derecede
azalma oldugunu tesbit etmigler ve bu aktivite kaybinin endojen NO

tarafindan da olabilecegini bildirmislerdir.

Bazi NO vericileri Tablo 1.2°de sunulmustur .



Tablo 1.2 Bazi NO Vericilerinin Molekul Yapisi ve NO Salinim Yollari (121).

NO’nun Olusum Yolu

Adi Molekul Yapisi Non-enzimatik Enzimatik
ONO,
Organik Nitratlar ONO, Tiyol SiT-P450, GST ve
ONO, Membrana bagl enzimler
H,C
Organik Nitritler HSCWO\NO Hidroliz, transnitrozasyon, Sitozolik ve mikrozomal
HsC tiyol, i1s1 ve 1g1k enzimler ksantin oksidaz

Metal-NO-

kompleksleri

Na,[Fe (CN)s(NO)].2H,0

Isik, tiyol, indirgen

maddeler ve nukleodfiller

Sit-P450 ile ilgili enzimler

N- Nitrozaminler

HO
NO

/N

Me

OH

OH, 1s1k

Peroksidazlar

Ge



/0' NH,"
N-Hidroksil N Isik, 1sI ?
Nitrozaminler \N:O

Nitrozotiyoller ACNH>>< /N:O Spontan, isl, 11k Bilinmeyen enzimler
S

9¢

HO,C
C-Nitrozobilesikleri Is1, 151k ?
NOZ};N—O
Diazitin Dioksitler Ry ) Spontan ?
+-0
R,n—N
R3~)—N
\O'




Furoksan, R R Tiyoller Bilinmeyen enzimler
benzofuroksan m
N\ N+\
o~ ©
R, Ry
: NOH +3 o
Oksimler NO, \ Vi Spontan O,/Fe™, :
porfirin
CONH,
H\N—OH
Hidroksilaminler e Metal iyonlarinin Katalaz /H20;
H
otooksidasyonu
NH
CO,H . .
HO\N)KN/W ? Oksidanlar NOS, Sit-P450
H H NH,

N-Hidroksiguanidinler

LE
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1.3.4 Nitrik Oksitin Etkisini inhibe Eden Maddeler

Patolojik durumlarda makrofajlarda meydana gelen yuksek duzeydeki
NO’nun programlanmis hicre olumund (apoptosisi) uyardigi, sinir
sisteminde hasara ve septik soka neden oldugu kaydedilmistir (133). Ayrica
INOS'un inhibisyonunun NO'nun toksik etkisini dnemli derecede azalttigi
bunun yaninda makrofajlarda bulunan TGF-a, IL-4 ve IL-11 gibi sitokinlerin
ise iINOS'un olusumunu inhibe ettigi bildiriimektedir (126, 133).

In vitro olarak sentezlenen NO ¢ok hizli bir sekilde hedef hiicrelere diffiize
olur. Serbest NO bazi molekuller tarafindan etkisiz hale getirilir ve iglev
goérmeden bloke edilir. Metilen mavisi, hemoglobin, fusidik asit ve karboksi-2-
fenil-4,4,5,5-tetrametilimidazolin-1-oksil (Karboksi-PTO) gibi molekuller érnek
olarak gosterilebilir (117, 132).

Sakaguchi ve ark. (103) hicre kultirinde yaptiklari bir ¢alismada ¢inkonun
da endotoksinler tarafindan Uretilen NO sentezini inhibe ettigini rapor

etmislerdir.

Son yillarda yapilan arastirmalar sonucunda bir proteinin (macrophage-
stimulating protein; MSP) makrofajlari uyardigi bulunmus ve bu proteinin LPS
ve IFN-y gibi uyarilarla olusan iINOS’u endojen olarak inhibe ettigi bildirilmistir
(133).

1.3.4.1 Nitrik Oksit Sentataz inhibitorleri

Arjinin analoglari ve azot igeren bilesikler NOS'u inhibe ederler. Ginimuzde
yaygin olarak kullanilan arjinin analogu N-monometil L-arjinin (L-NMMA)'dir.
L-NMMA NOS'u geriye dontsumsliz olarak inhibe eder. NOS inhibitori

olarak yaygin kullanima sahip diger maddeler ise N-nitro-L-arjinin (L-NA),



39

bunun metil tdrevi olan N-nitro-L-arjinin metil ester (L-NAME) ve N-
iminometil-L-ornitin (L-NIO)’dir. Bunlarin in vivo ve in vitro olarak etkilerinin
ayni olmasina ragmen kantitatif olarak farkliliklar gosterdigi bildiriimistir (24,
117, 126).

Bu maddelerin emilimi, dagilimi ve metabolizmalari arasinda gesitli farkhliklar
oldugundan NOS inhibisyonundaki etki glicleri de degismektedir. Ornegin; L-
NIO'nun NOS'u inhibe etme glcu digerlerinin yaklasik 5 katidir. L-NMMA ve
L-NAME oral yolla etki gosterememektedirler. Bu maddelerin NO'nun
biyolojik rolinu agiklamaya yonelik ¢alismalarda anahtar rol oynayabilecegi
bildirilmektedir (117, 126).

Azot iceren bilesikler nNOS ve iNOS'u inhibe ederler. Bu bilegiklerden en
fazla kullanima sahip olan 7-nitroindazol'dur ve nNOS i¢in hem segici hem de
yarigsmall bir inhibitérdir. Bu bilesik kardiyovaskuler komplikasyonlara yol
acmaksizin makrofajlarin asirt  NO Uretiminden kaynaklanan patolojik
durumlarla kullanilabilir. Difeniliodiniumklorir gibi inhibitérler de, FAD ve
FMN'ye gereksinim duyan nNOS ve iNOS'un inhibisyonunda kullanilirlar
(132).
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1.3.5 Nitrik Oksitin Organizmadaki Gorevleri

NO'nun memeli organizmasindaki batin organ ve dokulari Gzerinde, dzellikle
sinir sistemi ve 0oOgrenme vyetenegi (35), kalp damar sistemi (66),
gastrointestinal sistem ve bobrek (40, 87), deri (125) ve Ureme
fonksiyonlarinda (100) énemli biyolojik etkilere sahip oldugunu ortaya koyan
bir cok calisma yapilmigtir. Sekil 1.7°de bazi NO vericilerinin organizmadaki

fonksiyonlari gosterilmistir.

Organik Nitritler
— Nitratlar Nitrik Oleit Amin
+ Kompleksleri (No¢)

S~ Nitrozotiyoller
NOS :
*NO

{ Nérona
Etki

. DNA
Sinaptik Hasari
plastisitiy

Sinir iletimi

y 4 y. _ L
Krazodilesyl Guanilat Antimikrobal Etk
Ogrenme ve Hafiza 4 Siklazi A 5 .
P4ARS Aletivacyol Sitoksik Etki

Aktivesyonu

Enerji Azalmes: Kan Besincimin Dilsmesi COMP

f Y * ¢-GMP'nin Cegti

Siddetli Hipotansiyon PKC fyon Kanallarnin
Hiicre Oliimii + Aktivasyonu Agilmasi
W Sinaptik plastisitiy: sinapslarin Septik ok

uyan olabilme yetenegi

Sekil 1.7 Nitrik Oksitin Salinimi ve Organizmadaki Gorevleri (52).
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1.3.5.1 Nitrik Oksitin Ureme ve Gebelik Uzerine Etkisi

Nitrik oksit organizmada fibroblast, epitel, diz kas, noéron, trombosit,
hepatosit ve makrofaj gibi bir ¢ok hlcre tarafindan Uretilerek diz kas
hiUcrelerinin  tonusunu, apoptozisi, trombositlerin kimelesmesi ve
yapismasini dizenler. Damar endotel hicrelerine noétrofil veya trombositlerin
yapismasini engelleyerek endotel hicre bariyerini ve fonksiyonunu korur.
Noéronlar, kan damarlari ve immun sistem hicreleri Ureme organlarinin
onemli birer parcalari oldugu icin ndronlar tarafindan dretilen ve bir
norotransmitter gibi rol oynayan NO’nun uUreme sistemin fizyolojisi ve
biyolojisinin dizenlenmesinde 6nemli oldugu bildirilmistir (100). Sekil 1.8'de

NO’nun Ureme Uzerindeki fonksiyonlari gosterilmigtir.

Yumurtalik Fonksiyonu

Sekstiel Davranig

Il“. “Isll - KISIMIK

Gebelik

Ereksiyon um

Dog
Spermeafiogenezis

Sekil 1. 8 NO’nun Ureme Uzerindeki Fonksiyonlari (100).
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Folikiler gelisme ve ovulasyon sirasinda Ostrojen hormonunun artisi ile
dogru orantili olarak ovaryum fonksiyonlarinin duzenlenmesinde gorev alan

NO’nun sentezinin de arttig1 kaydedilmistir (100).

Ratlarda yapilan bir ¢alismada NOS inhibitorlerinin periton igi verilmesi
sonucu ovulasyonun inhibe edildigi gozlenmis ve elde edilen bulgular
sonucunda NO’nun ovaryum hacreleri ve damarlarinda Uuretildigi  ve

ovulasyonu diuzenlendigi ortaya konulmustur (107).

Van Voorhis ve ark. (120)’'nin yaptigi bir calismada, olgun rat ovaryumlarinda
iINOS ve eNOS bulundugunu rapor etmislerdir. eNOS’un ovaryumun kan
damarlarinda, iINOS’un birinci derecede granuloza hucrelerinde, ikinci
derecede ovaryumun antral folikillerinde bulundugunu, gonadotropin ile
ovaryumun uyariimasi sonucu hem eNOS hem de iNOS‘un aktivitesinin

arttigini bildirmiglerdir.

Uterus, mensturasyonda oldugu gibi gebelikte de dnemli yapisal degisimlere
ugrar. CUnki NO diz kas hucrelerinin kasilmasini dizenler ve gebelikte

uterusun konraksiyonuna ve distensiyonuna neden olur (100).

Luo ve ark. (76), koyun fetuslarinda gebeligin 60, 90 ve 120. gunlerinde NOS
aktivitesini arastirdiklari  bir ¢alismada gebeligin 60. gununde NOS
aktivitesinde artis (p<0,005) saptadiklarini bildirmislerdir.

Normal gebelikte, uterustaki kan akimi artar ve vaskuler direng azalir.
Gebeligin neden oldugu uterus vazodilatasyonunda NO’nun &énemli rol

oynadigina dair bilgiler giderek artmaktadir (75, 88).

Gebelikte endojen NO Uretiminde bir artis oldugundan, cesitli memeli
tirlerinde kan dolasimindaki NO metabolitlerinin arttigi, arastiricilar
tarafindan bildiriimektedir (23, 27, 78).
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Gebelikte NO’'nun endojen metabolizmasinin plazma ve idrardaki NO, ve
NO;z duzeylerini arttirdigi, kandaki bazal NO, duzeyinin NOs; duzeyinden en
az 100 kat daha duguk oldugu bildirilmigtir. Bunun nedeninin ise dogum
periyodunda artan serbest oksijen radikalleri ve oksidatif stresin dogum
sirasinda degisik mekanizmalarla kontrol altina alinmasi  oldugu
kaydedilmistir (27).

NOS enziminin insan miyometriumunda, trofoblastlarda ve fetal
membranlarda bulundugu gosterilmigtir. NO sentezinin gebeligin donemlerine
bagli olarak degisiklik gosterdigi, gebelik esnasinda uterusun kasiimadan
sakin bir durumda kalmasi igin NO sentezi arttinilirken, dogum baglarken
uterus kontraksiyonun gerceklesebilmesi igin sentezin azaltildigi bildirilmigtir
(27).

Sonug olarak, gebelik vicudun birgok fonksiyonlari igin yuksek eneriji
gerektiren fizyolojik bir durumdur. Uterus kuitlesi ve icerigindeki artisa paralel
olarak serbest radikal tlrlerinde de bir artis olur. Artan serbest radikaller
LPO’nun bir belirteci olan MDA dizeyinde artisa neden olurken, antioksidan

0zellige sahip GSH dlzeyinde bir azalmaya neden olur.

Gebelikte organizmada asiri derecede Uretilen serbest radikaller anne ve
Ozellikle de yavruyu olumsuz yonde etkiler. Serbest radikallerin olusumunu
azaltmak ve =zararli etkilerini ortadan kaldirmak icin c¢esitli antioksidan
maddeler kullanilir. Gebelikte annenin artan metabolik fonksiyonlarindan
dolayi fazlaca ihtiya¢ duydugu ve antioksidan 6zellie sahip maddelerden bir
tanesi de cinkodur. Cinko antioksidan oOzellik gosteren ve metabolizmada

onemli gorevleri bulunan yuzlerce enzimin aktivitesi i¢in de gereklidir.

Bu bilgiler 1siginda yapilan c¢alismada gebelik suresince ilave ¢inko
verilmesinin antioksidan 6zellik gosteren GSH ve LPO Urlnlerinden biri olan
MDA duzeyleri ile kuzularin dogum agirliklarinin nasil etkilenecegini

arastirmak amaclandi.
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Son yillarda antioksidatif metabolizmalarla ilgili yapilan ¢alismalarda dikkat
ceken molekulllerden bir tanesi de nitrik oksittir. Organizmada c¢ok fakl
gorevleri ve birkag¢ farkl formu bulunan bu molekulin disi hayvanlarda Greme
Ozellikleri ile gebelik donemlerindeki etkileri konusunda arastirmalar
yapilmaktadir. Nitekim, NO’nun ovulasyon, implantasyon, gebelik, dogum
sancilari ve dogum gibi Greme sureclerinde 6nemli bir dizenleyici oldugu ve
NO metabolitlerinin gebelikte arttigini belirten bildirimler mevcuttur. Bununla
birlikte organizmadaki NO’nun metallotiyoneinlerde bulunan metal sulfidril
kompleksine etki ederek ginko ve bakir gibi ¢ift degerlikli metallerin serbest
birakilmasinda rol oynadigi bilinmesine ragmen, ¢ginkonun NO’ya herhangi bir

etkisinin olup olmadigi henlz tam olarak aydinliga kavusturulamamistir.

Bu nedenle yapilan arastirmanin diger bir amaci da, koyunlara gebelikte ilave
olarak verilen ¢cinkonun NO duzeyine herhangi bir etkisinin olup olmadigini ve
gebelikte yoremiz koyunlarindaki NO duzeylerinin aylara gore nasil degisim

gOsterdigini aragtirmaktir.
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2 MATERYAL ve METOT

2.1 Materyal

Arastirma materyalini Kars’'in Arpacgay ilgesi civar kdylerinden satin alinan ve
Kirag kdylinde beslenen hayvanlar olusturmustur. Calismada canli agirlik
ortalamasi 47,64 + 2,84 kg, yaklasik 3 yasli 25 adet koyun kullaniidi.
Calismaya baglamadan once koyunlara kulak numarasi verilerek kayit altina
alindi. Calismada koyunlarin toplu bir sekilde dstris gostermelerini saglamak
icin vajinal sungerler kullanildi. Bu amacla koyunlarin vajinasina 40 mg
florogeston asetat (FGA) iceren vajinal stiingerler 6zel aparatlarla yerlestirildi.
Sungerler 14. gunde cikartilarak her koyuna 400 IU gonadotropin (PMSG)
kas ici enjekte edildi. Enjeksiyondan 24 saat sonra Ostris gosteren koyunlari
saptamak igin arama kogu kondu. Ostriis gésteren 20 adet koyun deneme ve

kontrol olmak tzere 10’arli iki gruba ayrildi.

Deneme grubundaki hayvanlara gebelik periyodu slresince (ortalama 150
gun) gunlik 30 mg ¢inko (% 2,64’luk ZnSO4.7H,O’dan 5 ml/koyun/gln) oral
yolla verildi. Kontrol grubundaki hayvanlar ise deneme siresince ad libitum
olarak beslendi. Deneme ve kontrol grubundaki kuzularin dogum agirliklari

tartilarak kayit altina alindi.

2.1.1 Kan Orneklerinin Toplanmasi ve islenmesi

Koyunlardan senkronizasyondan once, tohumlandiktan otuz gliin sonra ve
ayda bir olmak Uzere dogum yapincaya kadar toplam alti kez kan numuneleri
alindi. EDTA’l tlplere alinan kan numunelerinden GSH tayini yapmak icin bir
miktari ayrildi. Geriye kalan numuneler 3000 rpm'de 10 dakika santrif(j

edilerek, plazmalari ayrildi. Analizler yapilincaya kadar plazmalar -50 °C’de
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saklandi. GSH Beutler (12), MDA Yoshioka ve ark. (134), NO duzeyleri ise
Miranda ve ark. (83)'nin bildirdikleri yonteme gore spektrofotometrik olarak

Blgild.

2.2 Metot

2.2.1 Analizler igin kullanilan cihazlar

Mikroplak okuyucu (Molecular Devices)
Spektrofotometre (UV-1201, Shimadzu)

Santrifij (Heraeus christ)

Etav (Nuve)

Su banyosu (SB100, Nlve)

Otomatik pipet (Eppendorf)

Hassas terazi (Scaltec)

Vorteks (Labinco)

Derin dondurucu (So-low Environmental Equip.Co.)
Distile su cihazi (Heidolpph, type-mono, Dest -3000)
Manyetik karistirici (Labinco-532)

pH metre (Consort C 732)

2.2.2 Analizler igin kullanilan kimyasal maddeler

1- Metafosforik asit (Merck)

2- Etilendiamin tetra asetik asit (EDTA) (Merck)

3- Sodyum klorlr (NaCl) (Merck)

4- Sodyum hidrojen fosfat (Na;HPO4.2H,0) (Merck)
5- 5,5’-(2-ditoyobis nitrobenzoik asit) (DTNB) (Sigma)
6- Sodyum sitrat (Merck)

7- Redukte glutatyon (GSH) (Merck)
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8- Tiyobarbutirik asit (TBA) (Merck)

9- Triklor asetik asit (TCAA) (Merck)

10-Vanadyum (lll) klortr (VCls) (Merck)
11-N-(1-Naftil)etilendiamin dihidroklorur (NEDD) (Merck)
12-Sulfanilamid (SULF) (Lancaster)

13-Sodyum hidroksit (NaOH) (Merck)

14-Cinko sulfat (ZnSO4) (Merck)
15-1,1,3,3-tetraetoksipropan (TEP) (Sigma)

16-n- Butanol (Merck)

17-Hidroklorik asit (HCI) (Merck)

2.2.3 Tum Kanda GSH Tayini

Tum kandaki GSH analizi Beutler metoduna (12) gore yapildi.

2.2.3.1 Deneyin Prensibi

EDTA'll kanin distile su ile hazirlanan hemolizatinda, sulfidril (-SH) gruplari

tasimayan tim proteinler ¢oktlricu ¢odzeltiyle ¢okturalir ve berrak sivida SH

gruplarinin DTNB (5,5'-(2-ditiobis nitrobenzoik asit ) ile olusturdugu sari renkli

kompleks, 412 nm dalga boyunda spektrofotometrede olgulur.

2.2.3.2 Deneyde Kullanilan Cozeltiler

Cokturiucu Cozelti: 1,67 g metafosforik asit, 0,2 g EDTA, 30 g NaCl

alinarak, bir miktar distile suda ¢6ztldu ve hacim 100 ml’ ye tamamlandi.

Fosfat Cozeltisi (0,3 M Na,HPO,): 53,4 g Na;HPO,2H,0 distile suda

¢ozulerek, hacim litreye tamamlandi.
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DTNB (Ellman's ¢ozeltisi): 40 mg DTNB alindi ve % 1' lik sodyum sitrat ile

hacim 100 ml' ye tamamlandi.

Sodyum Sitrat ¢ozeltisi (%1): 1g sodyum sitrat alinarak hacim distile su ile

100 ml’'ye tamamlandi.

Standart GSH Cozeltisi: 20 mg GSH distile suda ¢6zuldu ve hacim 100

ml'ye tamamlandi.

2.2.3.3 Deneyin Yapiligi

Kor, standart ve test olarak isaretlenen tlplerden test tUpune, EDTA'l
kandan 200 pl, standart tiipine standart ¢oézeltisinden 200 ul alindi. Uzerine
1,8 ml distile su (kanin hemoliz olmasi igin) ve 3 ml ¢oktlrtcu ¢odzelti eklendi.
Kor olarak isaretlenen tipe 800 ul distile su Uzerine 1,2 ml ¢oktlricu ¢ozelti
pipetlendi. Tupler karistirildi ve buzlu suda 5 dakika bekletilip, 3000 devirde
10' santriflj edildi. Kor tipl aynen alindi, standart ve test olarak isaretlenen
yeni tlplere 2'ser ml sipernatant alindi. Batin tiplere 8'er ml fosfat ¢ozeltisi
ilave edilip karistirildi. 1 ml DTNB eklenerek 412 nm dalga boyunda koére

karsi standart ve testin optik dansitesi okundu.

Kor Standart Test
EDTA'll Kan - - 200 pl
Standart 200 pl -
Distile Su 2ml 1,800 ml 1,800 ml
Coktiirucii Gozelti 3 ml 3 ml 3ml

Buzlu suda 5 dakika bekletildi. Ardindan 3000 devirde 10 dakika

santriflj edildi ve baska tliplere stipernatantdan 2 ml aktarildi.

Fosfat Cozeltisi 8 ml 8 ml 8 ml
Karigtirildi
DTNB 1mi 1ml 1ml

412 nm'de tuplerin optik dansitleri kore karsl okundu.
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2.2.3.4 Sonuglarin Hesaplanmasi

Tdm kan GSH konsantrasyonu mg/dl olarak asagidaki formulden

yararlanilarak hesaplandi.

GSH (mg/dl)= (Testin Optik Dansitesi / Standardin Optik Dansitesi) x
Standardin konsantrasyonu (20 mg/dl).

2.2.4 Plazmada MDA Tayini

Plazmada MDA analizi Yoshioka ve ark.’nin (134) bildirdigi ydontemle yapildi.

2.2.4.1 Deneyin Prensibi

Tiyobarbutirik asit (TBA) tepkimesinde lipit icerik, disiuk pH ve TBA
varliginda isitildiginda 535 nm'de minimum pik olusturan stabil kirmizi-
pembe renk meydana gelir. Kirmizi-pembe renk, MDA molekilu ile iki TBA
molekulinun birlesmesi sonucu olusan kromojenden dolayidir. MDA'nin bir
kismi peroksidasyon sirasinda, buyUk c¢ogunlugu ortam asitlestirildikten

sonra uygulanan isitma asamasinda LPO’nun yikilmasi sonucu olusur.

2.2.4.2 Deneyde Kullanilan Cozeltiler

Triklorasetik asit (% 20): 20 g triklorasetik asit (TCAA) distile suda ¢dzuldu

ve hacim 100 ml'ye tamamlandi.

Tiyobarbiitirik asit (% 0,67): 1,675 g tiyobarbutirik asit (TBA) distile suda

¢ozuldu ve hacim 250 ml'ye tamamlandi.
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Standart Cozelti: 0,494 ml 1,1,3,3-tetraetoksipropan (d: 0,92; % 97; MA:
220,3) 100 ml alkolde c¢ozulerek, 20 mmol/L'lik stok standart cozelti
hazirlandi. Bundan 0,1 ml alinarak hacmi 100 ml'ye tamamlandi ve 20
umol/L'lik standart ¢ozelti elde edildi. Bu c¢ozelti ile 2,5-5-10 pmol/L'lik
dilisyonlar hazirlanarak asagida acgiklandigi sekilde calisildi. 535 nm'de kore

kargi optik dansiteleri okundu ve kalibrasyon egrisi gizildi.

2.2.4.3 Deneyin Yapihigl

Test ve kor olarak isaretlenen cam deney tupleri alindi ve test tiptne 0.5 ml
plazma pipetlendi. Kor tipine 3 ml ve test tipline 2,5 ml % 20'lik TCAA ilave
edildi. Daha sonra her iki tipe 1 ml TBA alindi ve tupler 90°C'lik su
banyosunda 30 dakika inkube edildi, sogutuldu ve Uzerine 4 ml n-bitanol
pipetlenerek 3000 devirde 10 dakika santriflij edildi. Daha sonra n-buitanol
tabakasi baska bir tupe aktarilarak 535 nm'de kore karsi testin absorbansi

spektrofotometrede okundu.

Kor Test
Plazma - 500 pl
TCA 3 ml 2.5 ml
TBA 1 mi 1 ml

90 °C'de 30 dakika inklibe edildikten sonra tipler su altinda sogutuldu.

n-Butanol 4 ml 4 mi
3000 devirde 10 dakika santriftij edildi.

Olusan tabaka ayrilarak 535 nm'de kore karsi optik dansiteler okundu.
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2.2.4.4 Sonuglarin Hesaplanmasi

Sonuglar kalibrasyon egrisinden bakilarak bulundu.

25
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Grafik 2.1 MDA Duzeyinin Saptanmasinda Kullanilan Kalibrasyon Egrisi

2.2.5 Plazmada Nitrik Oksit Tayini

Nitrik oksit dizeyleri Miranda ve ark.’nin (83) bildirdikleri yontemle tayin

edildi.

2.2.5.1 Deneyin Prensibi

Nitrat, vanadyum (lll) klortr ile nitrite donustartllar. Nitritle sUlfanilamidin

asidik ortamda N-(1-Naftil) etilendiamine dihidroklorir ile reaksiyonu sonucu

kompleks diazonyum bilesigi olusur (Sekil 2.1). Olusan bu renkli kompleks

540 nm’ de Olguldr.
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/—NH2

HN
/_NHz
NH; +N=N HN
NO,
E + —>» 0
H* N
SONH; SO,NH,
SO,NH,

Diazonyum Uruni

Sekil 2.1 Nitritten Renkli Diazonyum Uriiniin Olusum Reaksiyonu (83).

2.2.5.2 Deneyde Kullanilan Cozeltiler

Cinko Sulfat (% 10): 10 g cinko sulfat distile suda ¢ozulerek hacim 100 ml’ye

tamamlandi.

Sodyum Hidroksit (0,3 M): 1,2 g sodyum hidroksit distile suda ¢ozllerek

hacim 100 ml’ye tamamlandi.

Vanadyum (lll) Klorur (% 0,8): 800 mg vanadyum (lll) klorir 1 M HCl'de

¢ozllerek hacim 100 ml’'ye tamamlandi.

1 M HCI: 8,29 ml HCI (d: 1,19; %37; MA: 36,46) icinde bir miktar distile su

bulunan bolonda ¢dzilerek hacim 100 ml’'ye tamamlandi.

Silfanilamid (% 2): 2 g sulfanilamid % 5’lik HCI'de ¢dzllerek hacim 100

ml’ye tamamlandi.
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NEDD (% 0,1): 100 mg N-(1-Naftil)etilendiamine dihidroklorur distile suda

cozulerek hacim 100 ml’ye tamamlandi.

Griess Ayiraci: 50 ml % 0,1 NEDD ve 50 ml % 2 sulfanilamid esit miktarda
karigtirildi.

Stok Nitrit Cozeltisi (1 mM): 6,9 mg NaNO; distile suda ¢dzulerek hacim

100 ml’'ye tamamlandi.

Stok Nitrat Cozeltisi (1 mM): 8,5 mg NaNO; distile suda ¢ozulerek hacim

100ml’ye tamamlandi.

Calisma Standartlarinin Hazirlanmasi: 1 mMhik stok nitrit ve nitrat
¢ozeltilerinden 200 — 100 — 50 — 25 - 12,5 - 6,25 - 3,125 uM’lik galisma
standartlari hazirlanarak nitrat ve nitrit analizlerindeki iglemler gergeklestirildi.

540 nm’'de kore karsi optik dansiteleri okundu ve kalibrasyon egrisi gizildi.

2.2.5.3 Numunelerin Deproteinize Edilmesi

400 pl serumun Uzerine 200 ul 0,3 M NaOH ilave edilerek vortekslendi ve 5
dakika beklendikten sonra 200 ul % 10'luk ZnSO, eklenerek tekrar
vortekslendi. Numuneler 14000 rpm'de 10 dakika santrifij edildikten sonra

ustteki berrak sivi analiz igin ayrildi.

2.2.5.4 Nitrat Analizinin Yapilisi

Mikroplak kuyucuklarina 100 ul numune pipetlendi. Tim kuyucuklara 100 pl
VaCl; konuldu. Hemen arkasindan da 100 ul griess ayiraci pipetlendi. 30
dakika 37°C’ de etlivde inklibe edildikten sonra absorbanslar 540 nm dalga

boyunda okundu.



54

Kor Test

Distile Su 100 pl -
Numune - 100 pl
Vanadyum (lll) Klortr 100 pl 100 pl
Griess Ayraci 100 ul 100 pl

Nitrat Standart Grafigi
250
R? = 0,9984

200 »
150 /
100 /

. /

0 /

0 0,5 1 15 2 2,5
Absorbans

Konsantrasyon
(uM)

Grafik 2.2 Nitrat Dlzeyinin Saptanmasinda Kullanilan Kalibrasyon Egrisi

2.2.5.5 Nitrit Analizinin Yapihigi

Mikroplak kuyucuklarina 100 ul numune pipetlendi. Hemen arkasindan da
100 ul griess ayiraci pipetlendi. 30 dakika 37 °C‘de etlivde inklbe edildikten

sonra absorbanslar 540 nm dalga boyunda okundu.
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Kor Test
Distile Su 100 pl -
Numune - 100 pl
Griess Ayraci 100 ul 100 pl
Nitrit Standart Grafigi

200 /
160 ,
/ R®= 0,999
120 /

0 / ‘ ‘ ‘ ‘

0 0,5 1 15 2

(o0}
o
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Grafik 2.3 Nitrit Dlzeyinin Saptanmasinda Kullanilan Kalibrasyon Egrisi

2.2.5.6 Sonuglarin Hesaplanmasi

Kalibrasyon egrisine bakilarak bulunan nitrat ve nitrit konsantrasyonlari

toplandi ve nitrik oksit konsantrasyonu bulundu.

Nitrik Oksit (uM) = Nitrat (uM) + Nitrit (uM)
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2.3 istatistiksel Analizler

Calismadan elde edilen verilerin istatistiksel analizinde bilgisayar paket
programindan faydalanildi. Gruplar arasindaki ortalama degerler tek yonlu
varyans analizi (ANOVA) ve gruplar arasi farkhliklar duncan testi ile

belirlendi. Sonugclar; ortalama (£) ve standart hata (x = Sx) olarak verildi.



S7

3 BULGULAR

Calismada kullanilan koyunlardan gebe kalmadan 6nce ve gebe kaldiktan
sonra ayda bir olmak Uzere dogum yapincaya kadar kan numuneleri alindi.
Her bir parametre icin istatistiksel analizler hem gruplar arasi hem de grup igi

aylara ve gebelik dncesine gore yapildi.

Calismadan elde edilen plazma MDA tam kan GSH, ve NO duzeylerine ait
bulgular ve istatistiksel 6nemi sirasi ile Tablo 3.1, 3.2 ve 3.3’ de, bulgularin

grafiksel degerlendiriimesi ise sirasi ile Grafik 3.1, 3.2 ve 3.3’ de gosterildi.

Deneme ve kontrol grubuna ait kuzularin dogum agirhiklari ile MDA/GSH
oranlari sirasiyla, Tablo 3.4 ve 3.5'de verildi. Elde edilen bu bulgularin
grafiksel olarak degerlendiriimesi Grafik 3.4 ve 3.5de, GSH ile MDA

arasindaki regrasyon ise Grafik 3.6’da gosterildi.

Kontrol grubu plazma MDA dlzeyleri gebelik 6ncesi, gebeligin 1, 2, 3, 4 ve 5.
aylarinda sirasiyla 7.07 £ 0.30, 11.55 £ 0.25, 12.66 + 0.39, 11.67 + 0.29, 8.84
+0.18, 12.0 £ 0.41, deneme grubunda ise sirasiyla 6.93 + 0.31, 10.44 + 0.46,
10.25 + 0.34,9.53 £ 0.24, 7.63 + 0.30, 9.39 £ 0.61 umol/L olarak belirlendi.

Kontrol grubu MDA dulzeyi gebelik dncesi doneme goére gebelik periyodu
boyunca Onemli derecede artis (p< 0,001) gdsterdi. Kontrol grubunda
gebeligin 1, 2, 3, 4 ve 5. aylarinda elde edilen MDA duzeyleri gebelik
oncesine goére yuksek (p< 0,001) bulundu. Deneme grubundaki MDA
duzeyleri ise 1, 2, 3 ve 5. aylarinda gebelik oncesi doneme ve gebeligin 4.

ayina gore yuksek (p< 0,001) saptandi.
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Kontrol ve deneme gruplarindan elde edilen MDA duzeyleri gebelik periyodu
boyunca her iki grup aylara gore karsilastirildiginda gebeligin 2. ayindan

itibaren deneme grubunda istatistiksel olarak azalma (p< 0,01) tespit edildi.

Kontrol grubunda tam kan GSH dlzeyleri gebelik dncesi, gebeligin 1, 2, 3, 4
ve 5. ayinda sirasiyla 18.14 + 0.92, 8.84 + 0.34, 7.17 + 0.45, 8.25 + 0.42,
10.70 + 0.38, 10.02 + 0.66, deneme grubunda ise sirasiyla 18.08 + 0.89,
10.21 + 0.40, 9.35 + 0.43,10.06 + 0.38, 13.26 + 0.57, 12.76 + 0.52 mg/dl

olarak tespit edildi.

Kontrol grubundaki GSH duzeylerinde gebelik periyodu boyunca gebelik
oncesi doneme gore azalma (p<0,001) gozlendi. Kontrol grubunda gebeligin
1, 2, 3, 4 ve 5. aylarinda elde edilen GSH duzeylerinin gebelik 6ncesi
doneme gore azaldigi (p<0,001) tespit edildi. Deneme grubundaki GSH
dizeyleri gebeligin ilk G¢ ayinda hem gebelik dncesi doneme gore hem de

diger aylara goére p<0,001 diuzeyinde bir azalma gosterdi.

Kontrol ve deneme gruplarindan elde edilen GSH duzeyleri gebelik periyodu
boyunca her iki grup aylara gére karsilastirildiginda gebeligin 2. ayindan

itibaren deneme grubunda istatistiksel olarak artis (p< 0,01) tespit edildi.

Kontrol grubunda plazma NO duzeyleri gebelik dncesi, gebeligin 1, 2, 3, 4 ve
5. ayinda sirasiyla 12.33 + 0.52, 16.72 £ 1.05, 25.08 £+ 1.4, 44,75 + 4.27,
18.56 + 1.35, 25.39 £+ 1.70, deneme grubunda ise sirasiyla 12.12 + 0.64,
16.84 + 0.88, 22.50 + 0.98, 38.13 + 2.94, 16.28 + 0.99, 20.44 + 1.20 uM

olarak tespit edildi.

Kontrol grubundaki NO dizeyleri gebeligin 2, 3 ve 5. ayinda, gebelik 6ncesi
déneme ve gebeligin diger aylarina goére artis (p<0,001) gdsterdi. Deneme
grubunda ise gebeligin 1, 2, 3 ve 5. ayinda elde edilen NO dlzeylerinde

gebelik dncesine gore artis (p<0,001) tespit edildi.
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Deneme ve kontrol grubundan elde edilen NO duzeyleri kargilastirildiginda
sadece gebeligin 5. ayinda deneme grubunda p<0,05 duzeyinde bir azalma

saptanirken, diger aylarda istatistiksel olarak herhangi bir fark bulunamadi.

Deneme ve kontrol grubundaki kuzularin dogum agirliklari sirasiyla 4,32 +
0,19; 3,34 + 0,29 kg saptandi. Deneme grubundaki kuzularin dogum

agirliklarinin kontrol grubuna gore daha yuksek oldugu belirlendi (p<0,05).

Deneme ve kontrol grubu gebelik 6ncesi donemin MDA/GSH oranlarinin
gebelik donemine gore dusuk oldugu belirlendi (p<0,001). Gebelik donemi
MDA/GSH oranlari kargilastirildiinda ise deneme grubundaki degerlerin
kontrole gore dusuk oldugu saptandi (p<0,001). Ayrica gebelik donemi
ortalama GSH ve MDA duzeyleri arasinda linear negatif bir iligki oldugu
gozlendi (R? = 0,4062, p<0,001).



Tablo 3.1 MDA Duzeyleri (umol/L

Gebelik 6ncesi 1. Ay 2. Ay 3. Ay 4. Ay 5. Ay
(x £ Sx) (x £ Sx) (x £ Sx) (x £ Sx) (x £ Sx) (x £ Sx)
Kontrol 7.07 +0.30¢ 11.55 + 0.25° A12.66+0.39% | A11.67+0.29° | #8.84+0.18° | #12.0+0.41%
(n =10)
Deneme 6.93 + 0.31° 10.44 + 0.46° B10.25+0.34% | B953+0.242 | B7.63+0.30° | B9.39+0.612
(n=10)
Tablo 3.2 GSH Duzeyleri (mg/dl)
Gebelik 6ncesi 1. Ay 2. Ay 3. Ay 4. Ay 5. Ay
(x+Sx) (x+ Sx) (x £ Sx) (x £ Sx) (x £ Sx) (x+ Sx)
Kontrol 18.14 + 0.92% 8.84 + 0.34% B7.17 + 0.45° B8.25+0.42% | B10.70 +0.38° | B10.02 + 0.66"
(n=10)
Deneme 18.08 + 0.89% 10.21 + 0.40° A9.35+0.43° | #10.06 +0.38° | #13.26 + 0.57° | #12.76 + 0.52°
(n=10)
Tablo 3.3 NO Duzeyleri (uM)
Gebelik oncesi 1. Ay 2. Ay 3. Ay 4. Ay 5. Ay
(X £ Sx) (X £ Sx) (X £ Sx) (X £ Sx) (X £ Sx) (X £ Sx)
Kontrol 12.33 +0.52° 16.72 + 1.05° 25.08 +1.4° 4475 +4.27% | 18.56 +1.35° | *25.39 +1.70°
(n=10)
Deneme 12.12 + 0.64¢ 16.84 + 0.88° 22.50 + 0.98° 38.13+2.94% | 16.28 +0.99% | Y20.44 + 1.20"°
(n=10)

a,b,c,d :Ayni satirda farkli harf tasiyan gruplar arasi farklihk énemlidir (p<0,001)
A, B : Ayni suitunda farkli harf tasiyan gruplar arasi farklilik 6nemlidir (p<0,01)
X, Y : Ayni sttunda farkl harf tasiyan gruplar arasi farkhlik dnemlidir (p<0,05)
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Tablo 3.4 Kuzularin Dogum Agirliklari (kg)

Gruplar Agirlik (kg) (x £ Sx)
Kontrol (n=10) 3.34 +0.29°
Deneme (n=9) 4.32 +0.19%

a,b: P <0,05

Tablo 3.5 Gruplarda Saptanan MDA/GSH Oranlari

Gruplar Dénemler MDA/GSH Orani (x £ Sx)
Kontrol Gebelik Oncesi (n=10) 0.40 + 0.085%
Gebelik (n=10) 1.27 £ 0.045°
Deneme Gebelik Oncesi (n= 10) 0.40 +0.085%
Gebelik (n= 10) 0.86 + 0.06"
a,b,c: P<0,001
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Grafik 3.1 Gebelik Boyunca MDA Duzeyinin Degisimi
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Grafik 3.4 Kuzularin Dogum Agirhklari (kg)
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Grafik 3.6 Gebelikteki Ortalama GSH ile MDA Arasindaki Regrasyon
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4 TARTISMA ve SONUC

Bu calismada gebelik periyodu boyunca agiz yoluyla verilen g¢inkonun
antioksidan sistemi guclendirerek LPO drunlerini ve NO duzeyini azalttig
gOzlendi. Calismada gebelik periyodu boyunca LPO drunlerinden biri olan
MDA dizeyinde istatistiksel olarak dnemli artislarin oldugu goruldu. Gebelik
boyunca LPO’'nun artis nedeninin tam olarak bilinmemesine ragmen (86),

olasi nedenler agsagida aciklanmigtir.

Gebelik vicudun birgok fonksiyonlari i¢in yuksek enerji gerektiren fizyolojik
bir durum oldugundan (68), uterus kutlesi ve igerigindeki belirgin artisa
paralel olarak oksijen ihtiyacinda da bir artis meydana gelmektedir. Fazla
tuketilen oksijen de ROT’un artisina neden olmaktadir (20, 84). Bu sekilde
meydana gelen asirt ROT da hlicre zarindaki lipitlerle reaksiyona girerek

LPO Urunlerini olugturmaktadir (102).

Gebelikte ylksek saptanan MDA duzeyinin baska bir sebebinin de perokside
olmus lipitlerin cogunlukla plasentada uretildiginden dolayi
kaynaklanabilecegi bildiriimektedir (85, 97, 102). Spontan olarak otookside
olabilen serum trigliseritlerin gebelik periyodu boyunca artmasinin LPO

dranlerinden olan MDA duzeyini artirabilecegi bildirilmektedir (53, 56,86).

Loverro ve ark. (73), insanlarda gebeligin tG¢lincl déneminde ilk iki ddnemine
g6re LPO dizeyinde 6nemli bir artis tespit etmisledir ve bu artisa gebelikteki
koruyucu mekanizmalarin yetersiz kaldmasinin neden oldugunu ileri
surimuslerdir. Bununla beraber baska bir calismada ise serbest radikal
hasarina karsi plasentada Mn-Cu/ZnSOD, CAT, GSH, GSH-Px gibi enzimler

ile C ve E vitaminleri gibi koruyucu mekanizmalarin oldugu bildirilmigtir (85).



Sugino ve ark. (112) ratlarda yaptigi bir arastirmada LPO urunlerinden olan
MDA dizeyinin gebeligin ortalarina kadar degismedigini ve gebeligin 15.
gununden itibaren bir artis gosterdigini ve bu artisin gebelidin sonlarina kadar
devam ettigini bildirmiglerdir. Yapilan bu ¢alismada ise Sugino ve ark. (112),
ve Loverro ve ark. (73),’nin bildirdiklerinden farkli olarak MDA duzeyinin
gebeligin baslangicindan itibaren artis gostermeye basladidi ve bu artigin
doguma kadar devam ettigi gozlenmistir. Bu durumun tarlerin farkli

olmasindan dolayi kaynaklanabilece@i dustunulmektedir.

Yapilan bu galismada kontrol ve deneme gruplarinda LPO’nun bir belirteci
olan MDA dulzeyinde gebelik suresince gebelik dncesine gore istatistiksel
olarak anlamli artiglar tespit edildi. Bu sonuglar 6zellikle gebelik periyodu
boyunca LPO urunlerinin arttigini ortaya koyan ¢alisma bulgulari ile uygunluk
goOstermektedir (73, 112).

Deneme grubu MDA duzeyi gebeligin 4. ayinda azalma gdsterirken 5. ayinda
tekrar artis gosterdi. Gebeligin 4. ayindaki bu azalma hayvanin fizyolojik
durumu ile ilgili olabilecegi, gebeligin 5. ayindaki artisin dogum stresinden

kaynaklanabileceg@i dusunulmektedir.

Gebelik boyunca kontrol grubunda ylksek saptanan MDA duzeylerinin ¢inko
ilavesi ile dusurulebilecedi bu ¢calismada agikga gorilmektedir. Elde edilen bu
sonuglar ¢inkonun LPO’nu azalttgr yoénindeki bilgiler ile uyum
gOstermektedir (71, 124).

Canlilar icin esansiyel bir element olan ¢inkonun organizmadaki en énemli
fonksiyonu hicre membranlarinin stabilizasyonunu saglamasidir (57, 67).
Yapilan calismalarinda c¢inko eksikliginin htcre bilesenlerinde oksidatif
hasara neden oldugu kaydedilmistir (137). Slperoksit anyonunun
katalizlemesini saglayarak hucrelerin oksidatif hasara karsi korunmasina

katkida bulunan SOD’un yapisinda da ¢inko bulunmaktadir (55).



Yapilan bir arastirmada gebeligin yaklasik altinci haftasindan itibaren plazma
¢inko konsantrasyonunun azalmaya basladigi ve doguma kadar devam ettigi
ifade edilmistir (113). Cinko ile aktive olan MT’lerin serbest radikal temizleyici
olarak etki gosterdidi, sadece agir metalleri detoksifiye etmedigi ayni
zamanda hucre ve organlari da oksidatif hasara karsi korudugu bir ¢ok
arastirici tarafindan bildirilmektedir (15, 59, 103, 124).

Yapilan galismada gebelik suresince MDA dizeyi artarken tam kan GSH
dizeylerinin gebelik suresince istatistiksel olarak O6nemli olan azalma
gosterdigi tespit edildi. Gebelikte ROT'un artisina paralel olarak (20, 84)
artan serbest radikaller GSH tarafindan etkisiz hale getirildiginden dolayi

GSH dlzeyinde azalma meydana gelmektedir (122).

GSH memelilerde hicreleri oksidatif hasara karsi koruyan en dnemli sulfidril
bilesigidir (26, 108). Rat, hamster, domuz ve sigir ovaryumlarindaki oositin
gelismesi ve olgunlasmasi sirasinda GSH sentezinin ovulasyona kadar
arttigi, bunun da fertilizasyonun son evrelerinde oositin korunmasi nedeniyle

oldu@ui ileri sUrdimustar (26).

Al-Gubory ve ark. (5), gebeligin 15, 40, 60, 80 ve 120. gunlerinde
koyunlardan toplanan korpus luteumlarda 15. guninde elde edilen GST
aktivitesinin 40 ve 80. gunlerine gore istatistiksel olarak ¢ok 6nemli, 80 ve
128. gunlerinde ise onemli derecede yuksek oldugunu tespit etmislerdir.
Ayrica gebeligin 15. glninde elde edilen CuZnSOD aktivitesinin diger
glnlere goére oldukga 6nemli, GSH-Px aktivitesinin ise 6nemli derecede
yuksek oldugunu, GSH-R ve MnSOD aktivitesinin ise degismedigini
kaydetmislerdir.

Ayni arastirmacilar ve elde ettikleri bulgular dogrultusunda ROT ve oksidatif
strese karsi GSH’ya bagli antioksidan enzimlerin gebeligin erken déneminde

onemli bir rol oynadigini ve gebelik suresince korpus luteumda saptadiklari



yuksek antioksidan enzim duzeylerinin saglikli ve aktif luteal hicrelerde

surekli Uretilen ROT ile baglantili olabilecegini bildirmislerdir.

Kontrol ve deneme grubundaki tim hayvanlarin dogum éncesi tam kan GSH
dizeyleri gebelik periyoduna gore istatistiksel olarak yUksek bulundu.
Calismadan elde edilen sonuclar gebeligin antioksidan konsantrasyonlarini

degistirdigini bildirilen ¢calisma sonuglari ile uyum igerisindedir (5, 37, 104).

Ratlarda dusik protein iceren diyetle beslemenin antioksidan sisteme
etkisinin arastirildigi bir galismada, dusuk protein iceren diyetin yaninda ilave
¢inko verilen grupta GSH duzeyinin kontrol grubuyla benzerlik gosterdigini

saptamiglardir (108).

Farinati ve ark. (33)'nin yaptigi ¢galismada ginkonun LPO’nu inhibe ettigini ve
GSH’In kullanilabilirligini arttirdigini bildirmislerdir. Yapilan galismada ¢inko
verilen deneme grubunda saptanan ylksek GSH dizeyi, ¢inkonun GSH

dizeyini arttirmasindan kaynaklanabilir.

Gebelik suresince kontrol ve deneme gruplart kendi iglerinde
karsilastirildiginda gebeligin ikinci ayindan itibaren deneme grubundan elde
edilen degerlerin kontrole goére ylksek oldugu gézlemlendi. Calisma
bulgularina gore c¢inko ilavesinin antioksidan sistemi guglendirdigi agikga
go6rilmektedir. Elde edilen bu bulgular ¢inkonun GSH dizeyini arttirdigini

bildiren arastirma sonuglari ile uyum gdstermektedir (33, 108).

Calismada gebelikte NO konsantrasyonunda istatistiksel olarak édnemli olan
artiglar saptandi. Bu artisin nedeni olarak ise gebelikte NO Gretiminin
artmasiyla uterusun hareketsizliginin saglanarak gebeligin devaminin

sorunsuz sekilde saglanmasi (79) oldugu ifade edilmektedir.

Gebelik plazma hacminin artmasi, kardiyak indeks ve uterus kan akisiyla

iliskili olan hiperdinamik durum olarak karakterize edilir. NO, vaskuler
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endotelde sentez edilen, gebelik boyunca vaskuler basincin dizenlenmesini
ve kontrolini saglayan o6nemli bir araci (95) oldugundan dolayi gebelik

suresince NO duzeyinde degisimler meydana gelir.

Gebelikte endojen NO Uretiminde bir artis oldugundan kan dolagimindaki NO
metabolitlerinin rat (23), koyun (78), domuz ve insanlarda arttigi1 (27) cesitli

arastiricilar tarafindan bildiriimektedir.

Plasenta tarafindan lokal olarak Uretlen NO ve diger RNTnin gecis
metallerinin varliginda oksidatif strese neden oldugu bildiriimektedir (20). NO,
genel olarak MT’lerde bulunan metal sulfidril kompleksini etkileyerek ginko
gibi metallerin serbest birakiimasina neden oldugu ve bu sekilde
membranlardaki silfidril gruplarinin  fonksiyon goremez hale geldigi
bildiriimektedir (59).

Yang ve ark. (129) yaptiklar bir ¢alismada gebeligin son dénemlerindeki
koyunlarda NO’in bir metaboliti olan nitrat duzeyinin istatistiksel olarak

anlamli derecede ylUksek oldugunu saptamiglardir.

Zhang ve ark. (138)’nin gebeligin 30. gunindeki koyunlardan elde ettigi nitrat
dizeylerini 17,4 + 0,3 umol/L ve gebe olmayan koyunlarda ise 6,8 + 0,4
umol/L olarak tespit etmislerdir. Yapilan arastirmada gebeligin 30. glintinde
NO duzeyleri sirasiyla kontrol ve deneme gruplarinda 16,72 + 1,05 umol/L ile
16,84 + 0,88 umol/L olarak saptandi. Calisma bulgulari Zhang ve ark
(138)’nin gebe koyunlardaki NO duzeyleri ile uygunluk géstermektedir.

Gebeligin sonunda sanci icin gerekli olan kontraksiyonlari saglamak icin NO
Uretiminin azaltilmasinin gerekli oldugu bildiriimektedir (79). Kontrol ve
deneme gruplari gebelik suresince kendi aralarinda aylara goére
karsilastirildiginda sadece gebeligin 5. ayinda deneme grubundan elde
edilen NO duzeylerinin kontrole gore dusik oldugu gézlendi. Calismada elde

edilen NO bulgulari genel olarak ele alinip degerlendirildiinde NO



duzeylerinin gebelik slUresince degisiklik gosterdigi bunun yaninda ginko
verilen grupta ise gebeligin sonlarina dogru duastugu goruldu. Elde edilen bu
sonug c¢inkonun kontraksiyonlari saglamak igin NO uUretiminin azaltiimasina

yardimci olabilecegini gostermektedir.

Mineral maddelerin yavruda canli agirhk artisi, bagisiklik sisteminin
guclenmesi, verim ozeliklerinin artmasi ve ureme fonksiyonlarinin gelismesi
gibi bircok metabolik fonksiyonda 6nemli gérevlere sahip oldugu bilinmektedir
(4, 9, 68). Esansiyel bir element olan ginkonun gebelik periyodunda fétusun
normal buyumesi ve gelismesi icin gerekli oldugu ve c¢inko eksikliginde
hayvanlarda gebelik slresinde uzama, gu¢ dodum, zayif bir immunite,
yetersiz epitelizasyon, merkezi sinir sistemi bozukluklari ve buna bagl olarak
anomalilerin meydana geldigi kaydedilmigtir (1, 89). Calismada ilave ¢inko
verilen grupta kontrol grubuna gore istatistiksel olarak ylksek tespit edilen
yavrularin canh agirlik bulgulari, daha 6nce yapilan ve minarel maddelerin
yavruda canli agirlik artisina neden oldugunu bildiren verilerle benzerlik
gOstermektedir (4, 25).

Gebelikte kontrol ve deneme gruplarinda anneye ait antioksidan sistemde
belirgin degisikler oldugu, ¢inko verilen deneme grubunda bu degisimlerin
daha az oldugu ve ¢inkonun NO dizeyini 6zellikle gebeligin son ayinda

onemli derecede dusurdugu gozlemlendi.

Sonug olarak gebelik suresince koyunlara oral olarak verilen ¢inkonun;

e Gebelik periyodu boyunca strese bagli olarak artis gosteren MDA
seviyelerini onemli derecede dusurdugu, buna paralel olarak azalan
GSH miktarini arttirarak antioksidan sistemi gli¢lendirebilecedi,

e Gebelik suresince ve 6zellikle de son doneminde NO dizeylerinin agiri
artisini engelleyerek serbest radikal olusumu azaltabilecegi, bunun

yaninda uterus kasiimalari Uzerine olan etkilerini daha diuzenli hale



getirerek dogum aninda olusabilecek patolojik durumlarin ortadan

kaldiriimasina yardimci olabileceqi,

Yavrularin dogum agirliklarinda anlamli artislar saglayarak o6zellikle
Kars gibi soguk iklim sartlarn ve yetersiz beslenme sartlarinin hakim
oldugu bdlgelerde yeni dogan yavrularin hayatta kalma yeteneklerini
arttirarak verim Ozellikleri Uzerine olumlu katkilar saglayabilecegi

dusunulmektedir.



5 OZET

Gebelik Periyodu Boyunca Cinko Verilen Koyunlarda Redukte Glutatyon
(GSH), Malondialdehit (MDA) ve Nitrik Oksit (NO) Duzeylerinin Arastiriimasi

Calismada gebelik periyodu boyunca koyunlara ¢inko verilmesinin
antioksidan Ozellik gosteren redukte glutatyon (GSH), lipid peroksidasyon
urinlerinden biri olan malondialdehit (MDA) ve Uureme fonksiyonlarinin
kontrolinde 6nemli bir rolindn oldugu belirtilen nitrik oksit (NO) duzeyleri ile

kuzularin dogum agirliklarinin nasil etkilenecegini arastirmak amaclandi.

Calismada materyal olarak canli agirlik ortalamasi 47,64 + 2,84 kg, 3
yasinda 20 adet koyun kullanildi. Koyunlar deneme ve kontrol olmak Uzere
10’arh iki gruba ayrildi. Deneme grubundaki koyunlara gebelik periyodu
suresince (ortalama 150 gun) her gun 30 mg c¢inko oral yolla verildi. Gebe
kalmadan 6nce bir kez ve gebelik suresince her ay kan numuneleri alindi.
Numunelerde tam kan GSH dizeyleri ile plazma MDA ve NO

konsantrasyonlari spektrofotometrik olarak olgulda.

Gebelik suresince MDA duzeyleri artarken, GSH duzeyleri azaldi (p<0,001).
Gebeligin ikinci ayindan itibaren c¢inko verilen grupta MDA duzeyleri

azalirken, GSH dlzeyleri artis gosterdi (p<0,01).

Gebelikle birlikte artmaya baslayan NO degerinin gebeligin 3. ayinda en
yuksek dlzeyde oldugu saptandi. Cinko verilen grupta ise NO duizeylerinin

gebeligin 5. ayinda kontrol grubuna gére dusuk oldugu tespit edildi (p<0,05).

Deneme ve kontrol grubu gebelik 6ncesi donemin MDA/GSH oranlarinin
gebelik donemine gore dusuk oldugu belirlendi (p<0,001). Gebelik donemi
MDA/GSH oranlari karsilastirildiinda ise deneme grubundaki degerlerin



kontrole gore dusuk oldugu saptandi (p<0,001). Ayrica gebelik donemi
ortalama GSH ve MDA dulzeyleri arasinda negatif linear bir iliski oldugu
gozlendi (R* = 0,4062, p<0,001).

Deneme ve kontrol grubundaki kuzularin dogum agirliklari sirasiyla 4,32 +
0,19; 3,34 + 0,29 kg olarak saptandi. Deneme grubundaki kuzu dogum
agirhklarinin daha yuksek oldugu belirlendi (p<0,05).

Sonug¢ olarak; agiz yoluyla verilen ¢inkonun gebelik doneminde degisen
antioksidan sisteminin glglenmesine yardimci olabilecedi ve yavrularin
dogum agdirliklarinda anlamli artiglar saglayarak verim &zelliklerini

attirabilecegi kanisina varildi.

Anahtar Sozcukler: Gebelik, Cinko, Redikte Glutatyon, Malondialdehit,
Nitrik Oksit, Dogum Agirhgi.



6 SUMMARY

Investigation of Reduced Glutathione (GSH), Malondialdehyde (MDA) and

Nitric Oxide (NO) Levels in Ewes Received Zinc During Pregnancy

This study was aimed to investigate the effect of zinc given to ewes during
pregnancy on reduced glutathione (GSH) a part of antioxidant system,
malondialdehyde (MDA), nitric oxide (NO) known to have an important role in

reproduction and birth weight of lambs.

The study involved 20 ewes aged up to 3 years and of 47.64 + 2.84 kg body
weight on average. Animals were divided into 2 equal groups of control (n =
10) and experiment (n =10). Ewes in treatment group received zinc orally at
dose rate of 30 mg/day during pregnancy (150 days). Animals in two groups
were blood sampled before pregnancy and monthly after pregnancy until
lambing. Whole blood GSH, plasma MDA, and NO were

spectrophotometrically determined.

While MDA levels during pregnancy significantly increased, GSH levels
decreased (p<0.001). Apart from the first month of pregnancy while MDA

levels decreased and GSH levels increased (p<0.01) in zinc-received group.

The NO value which increases during pregnancy reached the peak level at
the third month of pregnancy. In the zinc-received group, the NO levels were
found to be lower that that of control group at the fifth month of pregnancy
(p<0.05).

MDA/GSH ratios of animals in both experiment and control groups prior to
the pregnancy were lower than that of measured during pregnancy. In the

comparison of MDA/GSH ratios during pregnancy between these two groups



showed that the values in the control group were lower than that of
experiment groups (p<0.001). A negative linear relation was observed
between mean MDA and GSH levels during pregnancy (R? = 0.4062,
p<0.001).

The birth weights of lambs in experiment and control groups were 4.32 + 0.19
and 3.34 + 0.29 kg, respectively. The birth weights of lambs in experiment

groups were found to be higher than that of control groups (p<0.05).

The results of this study conclude that oral administration of zinc may help to
strengthen antioxidant system which changes during pregnancy and to
increase productive characteristics of lambs by significantly increasing the

birth weights of lambs.

Key Words: Pregnancy, Zinc, Reducted Glutathion, Malondialdehyde, Nitric
Oxide, Birth weight.
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