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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

°C : Derece Celsius

BhCG : Insan koryonik gonadotropininin beta alt birimi
AOD : Delta optik dansite

ulL : Mikrolitre

uM : Mikromolar

umol : Mikromol

ABD : Amerika Birlesik Devletleri
AFP : Alfa fetoprotein

C : Derigsim

CuCl, : Bakar (IT) kloriir

CuzZn-SOD : Bakir ¢inko siiperoksit dismutaz
CDYA : Coklu doymamis yag asitleri

d : Yogunluk

DCR : Down Sendromu kritik bolgesi (Down Syndrome Critic Region)
DHEA : Dehidroepiandrosteron

DiA : Dimerik Inhibin A

DNA : Deoksiriboniikleik asit

DR : Tespit oran1 (detection rate)

DS : Down Sendromu

e : Elektron

EDTA : Etilendiamintetraasetik asit

F : Faktor

Fe : Demir

FPR : Yanlis pozitiflik orani (false positive rate)
FSH : Folikiil stimiile edici hormon

g . gravity

g : gram

GS-SG : Okside glutatyon

GSH : Rediikte glutatyon

GSH-PO - Glutatyon peroksidaz

H - Hidrojen
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H,O :Su

H.0, : Hidrojen peroksit

hCG : Insan koryonik gonadotropini (human chorionic gonadotropin)
HCI : Hidroklorik asit

hsCRP : Yiiksek duyarli C reaktif protein
IL-6 : Interldkin 6

9] : Internasyonal iinite

kg : Kilogram

KH,PO, : Potasyum dihidrojen fosfat

KO - Ksantin oksidaz

L . Litre

4 : Is1gin kat ettigi yol (santimetre olarak)
L . Lipit radikali

LH : Luteinlestirici hormon

LOO’ : Lipit peroksil radikali

LOOH - Lipit hidroperoksit

M : Molarite (mol/L); molar

M1 : Mayoz 1 (maternal)

M2 : Mayoz 2 (maternal)

MA : Molekiil agirligy

MDA : Malondialdehit

mg : Miligram

mL - Mililitre

mM : Milimolar

Mn-SOD : Mangan siiperoksit dismutaz
MoM : Multiples of Median

Na,CO3 : Sodyum karbonat

Na;HPO, : Disodyum hidrojen fosfat
NADPH : Nikotinamid adenin dintikleotid fosfat
NaOH : Sodyum hidroksit

NBT : Nitro Blue Tetrazolium

nm : Nanometre
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NSSA : Enzimatik olmayan siiperoksit radikali temizleyici aktivite

O, : Oksijen

0, : Stiperoksit radikali

OH" : Hidroksil iyonu

OH’ : Hidroksil radikali

P1 : Mayoz 1 (paternal)

P2 : Mayoz 2 (paternal)

PAPP-A : Gebelikle iliskili plasenta (plazma) proteini — A
rpm : dakikada doniis sayis1 (revolutions per minute)
SE; : Serbest Estriol

SOD : Siiperoksit dismutaz

TEP : Tetraetoksipropan

TSH : Tiroid stimiile edici hormon

TBA : Tiobarbitiirik asit

TCA : Triklor asetik asit

viv : Hacim/hacim

vb : ve benzerleri

wiv : Agirlik/hacim
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1. GIRIS

Down Sendromu (DS) insanda 21. kromozomun tamaminin veya bir pargasinin
triploidisi, translokasyonu veya mozaisizmi sonucunda gelisen, yaklasik olarak her
700 canli dogumda bir goriilen bir hastaliktir (1). DS entelektiiel bozuklugun en sik
genetik nedenidir. Hastaligin seyri siiresince erken yaslanma, kalp ve damar sistemi
sorunlari, mental retardasyon, Alzheimer benzeri demans gibi cok ¢esitli saglik
sorunlart gozlenmektedir (2). Genetik temellere dayanmakla birlikte, DS’de goriilen
bu semptom ve malformasyon c¢esitliligi, hastalifin multifaktéryel oldugunu
diigiindiirmektedir (3,4). DS riski normal popiilasyona gore yiiksek olan gebelikleri
tanmimlamak igin cesitli prenatal tarama testleri gelistirilmistir. Ikinci trimesterde 15
ile 22. gebelik haftalar1 arasinda maternal serumda iki, ti¢ ya da dort biyokimyasal
parametrenin diizeylerinden faydalanarak hesaplanan tarama testleri vardir (5,6).
Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Ibni Sina Arastirma ve Uygulama Hastanesi
Merkez Laboratuvarinda ikinci trimesterdeki gebelikleri DS riski agisindan taramak
icin dortli test uygulanmaktadir. DS’den etkilenen bireylerin oksidatif stres
belirteglerinin yiikseldigi gesitli arastirmalarda gosterilmistir (7-9). Ayrica, DS’de
gozlenen bu oksidatif stres artisinin prenatal donemde basladigi da bildirilmistir
(10,11). Siiperoksit Dismutaz (SOD) enziminin alt tiplerinden birisi olan bakir ¢inko
SOD (CuzZn-SOD) 21. kromozomda kodlanmaktadir ve DS’den etkilenmis fetiis
tastyan gebelerde SOD aktivitesinin arttigi da bildirilmistir (12). Prenatal tarama
testlerinde bildirilen DS riskiyle maternal serumdaki oksidan/antioksidan durum
arasindaki 1iliski hakkinda giincel literatiir taranmis fakat yeterli bilgiye
ulagilamamistir. Bu nedenle prenatal dortlii tarama testinde DS riski esik degerin
istiinde ¢ikan gebelerin serumlarinda oksidatif parametrelerde herhangi bir
degisiklik olup olmadiginin, oksidatif durumda degisiklikler gerceklesmisse bunun

antioksidan sistemde ne gibi yanitlara yol a¢tiginin ortaya konmasi amaglanmustir.

Bu amacgla Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Ibni Sina Arastirma ve Uygulama
Hastanesi Merkez Laboratuvarinda dortlii tarama testi ¢alisilan gebelerin DS’li fetiise
sahip olma riski hesaplandiktan sonra DS’li fetlise sahip olma acisindan yiiksek ve

diisiik riskli gebelerden olusan 30’ar kisilik iki grup olusturuldu. Bu gruplarda yer



alan gebelerin dortlii test i¢in alinmis olan serumlarinda oksidan durumu gozlemek
amaciyla lipit peroksidasyonu gostergesi olarak kabul edilen malondialdehit (MDA)
diizeyi ve siiperoksit olusumuna neden olan ksantin oksidaz (KO) enziminin
aktivitesi Olgiildii. Antioksidan savunmayr ortaya koymak amaciyla da
hidroperoksitleri indirgeyerek antioksidan savunmaya katkida bulunan glutatyon
peroksidaz (GSH-PO) enzim aktivitesi ve enzimatik olmayan siiperoksit radikali
temizleyici aktivite (non—enzymatic superoxide radical scavenger activity; NSSA)

Olctimleri gerceklestirildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Down Sendromu

2.1.1. Down Sendromunun Tarihgesi

Down Sendromunu ilk olarak ingiliz hekim John Langdon Down tarafindan, bazi
cocuklarda zihinsel engele sahip diger cocuklardan ayri1 goriilen ortak fenotipik
bulgular1 yazili hale getirmesiyle 1866 yilinda tanimlanmistir (13). “Mongoloid”
nitelemesi de ilk defa yine aym kisi tarafindan kullanilmistir. Sendrom, hekimin
soyadina ithafen “Down Sendromu” olarak anilmaya baslanmistir. DS’ye ait oldugu
diisiiniilen en eski kanitlar ise gilinlimiizden yaklasik 2500 yi1l 6nce Kolombiya
dolaylarinda yagsamis bir kavimden kalan arkeolojik kalintilardir (14). Bu bolgede
yapilan arkeolojik c¢aligmalarda genetik uzmanlar1 da yer almis ve c¢omlek

heykellerde Down Sendromlu bir ¢ocuga ait tasvir kesfedilmistir (Sekil 2.1).

Pek c¢ok arkeolojik eserde ve tarihi resimlerde Down Sendromlu insanlara ait
tasvirlere rastlamak miimkiindiir (15-17). Yirminci yiizyilin ortalarina kadar DS’nin
nedeni gizemini korumustur. Hastaligin genetik temelde gelistigi one siiriilmiis olsa
da (18) bu hipotez ancak 1959 yilinda kanitlanabilmistir. Lejeune ve ark. dokuz
mongoloid ¢ocukta yaptiklari ¢alismada “mongoloid” cocuklarin 47 kromozoma
sahip oldugunu ve 21. kromozomlarinin 3 adet oldugunu gostermislerdir (19). Takip
eden yillarda genetik¢ilerin Onerileriyle “mongolizm” terimi terk edilerek,
sendromun ismi “Down Sendromu” veya Lejeune ve ekibini biiylik buluslari
nedeniyle onurlandirmak amaciyla “Trizomi 217 olarak anilmaya baslanmistir.
Bundan sonraki biytik kesif, 1989 yilinda 21. kromozomda hastaligin
semptomlarinin  biiylikk kismindan sorumlu tutulan Down Sendromu Kritik
Bolgesinin  (Down Syndrome Critic Region; DCR) tanimlanmasidir. 21.
kromozomun Hattori ve ark. tarafindan sekanslanmasi1 DS’de goriilen semptomlarin
ve bulgularin neden—sonug iligkilerinin anlasilmasinda biiyiik asama kaydedilmesini

saglamigtir (20).



Sekil 2.1: 2500 yillik bir heykelde Down Sendromu. Kolombiya — Ekvator sinirinda
yapilan arkeolojik ¢aligmalarda bulunan bu heykelde Down Sendromlu bir ¢ocugun
tipik morfolojik dzelliklerinin yaninda davranig oriintiisii de betimlenmis. — Bernal ve

ark. (14)’dan alinmistir.
2.1.2. Epidemiyoloji, Genetik ve Patogenez
DS, insanlarda 21. kromozomun trizomisi sonucunda ortaya ¢ikan bir semptom ve

bulgular biitiintidiir (4). Cesitli kaynaklarda goriilme siklig1 yaklasik 600 ile 800 canlt
dogumda 1 olarak bildirilmistir (4,21,22). Aslinda, konsepsiyonda DS ¢ok daha sik



goriilmektedir fakat DS’li embriyo ve fetiislerin biiyiikk c¢ogunlugu 1. ve 2.
trimesterde  kaybedilmektedir (23,24). Canfield ve ark. Amerika Birlesik
Devletleri’nde genis capli bir prevalans calismasi gergeklestirmislerdir (25). Bu
caligmada 1999-2002 yillar1 arasinda ABD’de meydana gelen tiim canli dogumlar,
fetal kayiplar, spontan ve indiiklenmis abortuslar degerlendirilmistir. Anne yasina
gore diizeltilmis DS prevalanst her 10.000 canli dogumda 13,65 olarak
hesaplanmistir. Bu oran 1/733’e karsilik gelmektedir. Ayni ¢alismada beyaz irka
gore DS prevalans oranlar1 hispaniklerde 1,12; afro—amerikanlarda 0,77 olarak
bildirilmistir. Avrupa’da 1990-2009 yillar1 arasinda 6,1 milyon canli dogumu
kapsayan bir ¢alismadaysa DS prevalansi 10.000 canli dogumda 22 (1/455) olarak
bulunmustur (26). Burada DS prevalansinin gorece yiliksek bulumasinin nedeninin
caligsma tasarimina gore 20. hafta sonrasinda DS nedeniyle fetal kayba ugrayan ya da
prenatal tani1 olanaklariyla DS oldugu kesinlestigi i¢in terapotik abortus yapilan
fetiislerin de diizeltme faktorii kullanilarak bu orana dahil edilmesi oldugu 6ne
stiriilmistiir. Zaman i¢inde DS insidansinda artis goriildiigii, bazi {ilkelerde bu artigin
3 kata yakin oldugu da belirtilmistir. Bu artisin temek sorumlusu olarak ileri yasta
gebeliklerin yiikselmesi gosterilmistir. Irving ve ark.’in Ingiltere’nin kuzey saglk
bolgesinde 1985-2004 yillarin1 kapsayan calismasinda, yaklasik 700bin gebelikte
DS’den etkilenmis gebelik sayis1 1188 (1/581) olarak saptanmustir (27). 748 DS’li
bebek canli olarak diinyaya gelmistir (1/923). Antenatal taniyla tespit edilen 477
gebelikten 389’u DS nedeniyle terminasyona ugramis, 51 tanesiyse 6lii dogum olarak
gerceklesmistir. Bu arastirmanin ¢arpict sonuglarindan birisi de DS’den etkilenmis
gebelik sayisinin zaman icinde yaklagik 2 kat artmis olmasina karsin canli dogum
oraninin  degismemesidir. Ulkemizde DS prevalansi hakkinda kapsamli bir

aragtirmaya ya da Saglik Bakanlig1 verilerine ulagilamamustir.

DS’den etkilenmis fetiislerin % 95’inde mayotik nondisjunction nedeniyle ya da
gamet olusumu sirasinda kromozomlarin anormal segregasyonu sebebiyle fazladan
bir 21. kromozom bulunmaktadir. Kalan % 5’in i¢inde genetik mozaisizmin oran1 %
1 kadardir, diger vakalar 21. kromozom translokasyonu soncunda gerceklesmektedir
(28). Trizomi 21’in temelindeki nondisjunction sebeplerini aydinlatmak amaciyla

Freeman ve ark. yaptigi genis ¢apli bir ¢alismada nondisjunctionlarin ebeveyn



kokenleri ve hatanin tiirii siniflandirilmistir (29). Buna gére nondisjunctionlarin %
93’1 oosit kokenlidir ve en ¢ok mayozun 1. sathasinda (% 75) gergeklesmektedir.
Mitoz bolinmede kaynaklanan hatalar tim nondisjunctionlarin %  3’{ini
olusturmaktadir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1: Trizomi 21’in kékeni — Freeman ve ark. (29)’dan alinmistir.

Koken Say1 Oran %
Maternal
Mayoz | (M1) | 529 M1/(M1+M2) = 529/708 74,7
Mayoz Il (M2) | 179 M2/(M1+M2) = 179/708 25,3
Evre Belirsiz | 21
Ara Toplam 729 M/Tiim Vakalar = 729/782 93,2
Paternal
Mayoz | (P1) | 13 P1/(P1+P2) = 13/31 41,9
Mayoz Il (PII) | 18 P2/(P1+P2) = 18/31 58,1
Evre Belirsiz | 1
Ara Toplam 32 P/Tiim Vakalar = 32/782 4,1
Mitotik | 21 Mitotik/Tim Vakalar =21/782 2,7
Tiim Vakalar 782

DS risk etkenlerinden en &nemlisi ilerlemis anne yasidir. ilerlemis anne yasinn yol
actig1 risk artiginin sadece maternal kaynakli nondisjunctionlarla smirli oldugu
bildirilmistir. M1 evresinin arreste ugraylp 10-50 yil sonra devam ettigi, M2
evresinin ise ovulasyon sirasindaki 3—4 giinii kapsadigi ve fertilizasyonla
tamamlandig1 géz onilinde bulundurulursa ileri yasin yol agtig1 risk artisinin sadece
M1°1 etkilemesi daha olas1 gibi goziikmektedir. Fakat ilerlemis anne yas1 hem M1
hem de M2 evrelerinde nondisjunction riskini arttirmaktadir (30). Bu durumun
nedenleri arasinda M1 arresti sirasinda oositte ¢evresel toksik etkenlerin birikmesi,
arrest sirasinda duraksamig olan mayoz diizeneginde degradasyon meydana gelmesi,
hormon sinyalindeki degisimler nedeniyle over islevlerinin yeniden diizenlenmesi
sayilabilir (28). Maternal nondisjunction ile iligkisi gosterilmis olan diger risk

faktoriiyse bozulmus rekombinasyon orgiisiidiir (30,31). Anne yast haricinde 6ne




stiriilmiis pek c¢ok olasi ¢evresel DS risk etkeni vardir. Annenin sigara kullanimi,
alkol, radyasyon maruziyeti, oral kontraseptifler, diisikk sosyoekonomik diizey gibi
olasi risk etkenleri arastirilmistir, ancak hicbirinin DS riskine anlamli olarak etki

ettigi kanitlanamamuistir.

Genetik risk faktorleri arasinda belki de en Onemlisi ebeveynlerin translokasyon
tasiyicist olmasidir. Anne yasi translokasyon tasiyiciligimi etkilememektedir (23).
Ozellikle tasiyict olan anne oldugunda DS riski olduk¢a artmaktadir. Ozel bir
translokasyon ¢esidi de 21q21q translokasyonudur. Bu durumda tasiyici olan kisinin
tiim gametleri ya ¢ift doz 21. kromozoma sahip olmakta ya da 21. kromozomu hig
icermemektedir. Bu tastyicinin normal ¢ocuk sahibi olma olasiligi bulunmamaktadir,
tim gebelikler ya DS’den etkilenmis olacak ya da hayatla pek bagdagmayan

monozomi 21°li olacaktir (32).

DS patogenezinin temel noktasi, DS nin birden ¢ok genin neden oldugu bir bozukluk
olmasidir. Insan 21. kromozomunun sekanslanmasindan sonra, bu kromozomda 220
kadar gen ve 65 psdodogen oldugu bildirilmistir (20). Bunlarin hepsi normal genlerdir
ve kodladiklar1 proteinler de normaldir. Fakat gen miktar1 arttigindan gen {iriinleri de
gereginden fazla iiretilmektedir. Yani trizomi 21 durumu bir gen kusuru degil, gen
dozaji sorunudur. En yalin ifadeyle, genlerin % 50 daha fazla eksprese olmasi
beklenmektedir. Bu ¢ikarimin dogru oldugunu bildiren (33) ¢alismalarin yaninda,
karsit sonug bildiren ¢alismalar mevcuttur (34). DS patogenezinde sorumlu tutulan
bir diger etkense protein kodlamayan islevsel deoksiriboniikleik asit (DNA)
Ogelerinin katkisidir. Sekans c¢evrimi, adi gegen bdlgelerin islevsel oldugunu
gostermekle birlikte kesin islevleri ortaya konamamistir. Bu 6gelerin bazilarmin 3

kopya halinde bulunmasinin DS patolojisine katkida bulunmasi olasidir (35).

DS, bir ¢oklu sistem bozuklugudur ve cesitli fenotipik bozukluklarla seyreder. Bu
fenotipik bozukluklarin gelismesinde altta yatan patolojik mekanizmalar heniiz kesin
olarak ortaya konamamistir. DS’li bireylerin gen ekspresyonlarindaki farkliliklara ek
olarak, etkilenen genetik kodun biiyiikligi ve cesitliligi de DS’de goriilen belirti,

bulgu ve klinik seyir ¢esitliligine katkida bulunmaktadir. Etkilenen sistemler arasinda



merkezi sinir sistemi, kardiyovaskiiler sistem ve bagisiklik sistemi 6ne ¢ikmaktadir.

Hastaligin seyri boyunca gesitli hormonal dengesizlikler de izlenmektedir (35).

2.1.3. Down Sendromunun Klinik Ozellikleri ve Tanisi

DS pek ¢ok morfolojik kusur, biiyiime ve gelisme geriligiyle kendini gosterir. DS’ye
bagl gelisen temel fenotipik degisiklikler tablo 2.2’de gosterilmistir. DS’li bireylerde
dogustan kalp hastaliklari, gastrointestinal kusurlar, ¢6lyak hastaligi, beyin kusurlari,
Alzheimer hastaligi, bobrek bozukluklari, ekstremite kusurlart ve isitme bozukluklari
topluma gore daha fazla goriilmektedir. Dogumda en dikkat ¢ekici bulgular hipotoni,
kii¢iik ve basik burun, lenfodem, ¢ekik gozler, epikantal katlanti, orta hat hipoplazisi
mikrosefali gibi fenotipik Ozelliklerdir. Biitiin fenotipik Ozellikler her zaman her
hastada  goriilmeyebilir. Klinik olarak DS’den siiphelenildiginde, zaman
kaybetmeden kromozomal analiz yapilarak tani kesinlestirilmeli ve aileye uygun

danigmanlik hizmetinin verilmesi saglanmalidir (32).

2.2 Prenatal Tan1 ve Tarama Yontemleri

Tarama, bir hastalik acisindan belirlemis esik degerden daha yiiksek risk tasiyan
bireyleri belirlemek amaciyla 6zgiin bir belirteg veya belirtecler grubu kullanilarak
gerceklestirilen popiilasyon incelemesidir. Her klinik durum tarama icin uygun
olmayabilir. Bir hastaligin toplumda taranabilmesi i¢in ilgili bozukluk toplumun
onemli bir kismint ilgilendiriyor olmalidir. Yol agtigi bozukluk sagligi ciddi olarak
etkilemelidir. Tarama i¢in kullanilan belirtegler, risk altindaki bireyleri uygun bir
ozgiillik ve duyarlilikla belirleyebilmelidir. Tarama sonucu pozitif ¢ikan bireyler
icin kabul gérmiis bir kesin tan1 yontemi bulunmalidir ve etkilenen bireyler i¢in
gecerli tedavi yontemleri bulunmalidir. Ayrica, testin maliyeti de diigiik olmalidir.
Tarama islemi sadece test uygulamak demek degildir, kapsamli bir programdan
olugmalidir. Tarama programinda hem hastalar hem de uygulayicilar islemle ilgili
gerekli ve yeterli bilgiye hizlica ulasabilmeli, tarama testi toplumun tamami
tarafindan erisilebilir olmali, test Oncesi ve sonrasinda diizenli takip

gerceklestirilebilmeli, tarama sonucu pozitif bulunanlara uygun danismanlik hizmeti



verilebilmeli ve hasta eger isterse bu basamaklarin herhangi bir asamasinda
programdan sorunsuzca ayrilabilmelidir. Ek olarak, tarama programinin yerel
basarimi kolayca izlenebilmeli ve program yeni teknolojilerin uyarlanmasina izin
verecek yapida olmalidir (36). Testlerin basarimi siklikla tespit orani (detection rate;
DR: Tim DS gebeliklerinde pozitif sonu¢ verme orani) ve yalanci pozitiflik orani
(false positive rate; FPR: DS’den etkilenmemis gebeliklerde pozitif sonu¢ verme

orani) ile takip edilmektedir.

Fetal kromozomal anomalilere yonelik ilk tarama uygulamasi anne yasi ve ailede
fetal kromozomal anomali dykiisii bulunmasiydi. DS ile anne yas1 arasinda iligki
olmasina karsin ¢ogu DS’li bebegin 35 yas alt1 annelerden diinyaya gelmesi tarama
testlerine olan gereksinimi arttirmustir. Ikinci trimesterde tarama testi olarak
kullanilan ilk biyokimyasal belirteg Alfa Fetoprotein (AFP) diizeyidir (37,38). Daha
sonra insan koryonik gonadotropininin beta alt biriminin (BhCG) diizeyinin DS’li
gebeliklerde yiikseldigi ortaya konmustur (39). Bunu DS’den etkilenmis gebeliklerde
serbest estriol (SEs) diizeyinin azaldigmin ve dimerik inhibin A (DIA) diizeyinin

yiikseldiginin gosterilmesi takip etmistir (40-42).

Kromozomal anomalilerin prenatal tanisinda en ¢ok kabul goren temel yontemler
koryonik villus orneklemesi, amniyosentez ve fetal kan orneklemesidir. Her iig
yontem de fetal kayip riski tasidigindan riskli popiilasyonda ve se¢ilmis vakalarda
uygulanmasi dogru olacaktir. Amniyosentezin 15. hafta 6ncesinde gilivenilir olarak
uygulanmas1 giigtiir. Bu nedenle ilk trimesterde koryonik villus 6rneklemesi daha
cok tercih edilmektedir. Her iki yontemle de fetal kayip riski uygulama yapilan
merkeze ve islemi gerceklestiren hekime gore degismektedir ve risk ortalama olarak
1/200-1/1000 arasindadir (43). Fetal kayip riski nedeniyle son yillarda yeni
yaklagimlar gelistirilmektedir. En ¢ok umut vadeden gelismeler gebenin kaninda
dolasan fetal hiicreleri tespit edip ayristirilmast ve maternal kanda dolasan, hiicreden

arinmig fetal DNA’nin tespit edilerek genetik inceleme gergeklestirilmesidir (44—46).



Tablo 2.2: Down Sendromunda goézlenen temel fenotipik bilesenler — Antonarakis ve

ark. (35)’dan alinmustir.

DOGUM

INFANT VE COCUK

ERISKIN

Yapisal

Dismorfik goriiniim *

Biiylime geriligi ve
obezite

Dogumsal kalp hastaligi

Duodenal stenoz veya
atrezi

Imperfore aniis

Hirschprung hastaligi

Merkezi Sinir Sistemi

Hipotoni

Biiylime geriligi ve mental
retardasyon

Bilissel iglevlerde azalma

Azalmis agr1 hassasiyeti

Alzheimer hastalig1

Immiin ve hematopoetik sistem

Gegici miyeloproliferatif Losemi
bozukluk
Immiin bozukluklar ve
enfeksiyon
Diger

Tiroid islev bozuklugu

Erkek sterilitesi

Kisalmis yasam beklentisi

* Gorililme sikligina gore sirastyla; Yukari g¢ekik palpebral fissiir, boyun kokiinde gevsek deri,

daralmig damak, brakisefali, basik burun kokii, ilk ve ikinci ayak parmaklarinin arasi genislemis, kisa

boyun, anormal dis yapisi, epikantal katlanti, kisa ve ice kivrik serce parmak, disa sarkmus dil,

transvers palmar ¢izgi (Simian ¢izgisi), displastik kulaklar.

10



2.2.1. Dortlii Test

Dortlii test 1990’11 yillarda AFP, BhCG ve sEj3 Ol¢limiiyle uygulanan {igli teste
DiA’nin eklenmesiyle ortaya cikmistir. Ultrasonografik olarak olgiilen fetal
bipariyetal ¢ap kullanilarak gebelik haftas1 belirlendikten sonra maternal serumda her
bir belirte¢ Olgiilerek sonuglar bilgisayar ortamina aktarilmaktadir. Daha sonra
bilgisayar ortaminda c¢esitli yazilimlar araciligiyla algoritmalar kullanilarak risk
hesab1 gerceklestirilmektedir. Test sonucunda 15 ile 22. gebelik haftalar1 arasindaki
bir gebenin DS’li, Trizomi 18°1i ve noral tiip defektli fetiise sahip olma riski ayr1 ayri
hesaplanmaktadir. DIA’nin eklenmesiyle iiclii testin % 5 FPR’yle % 70 civarinda
olan DR basarimi1 % 80’in iistiine ¢ikmistir (47). Dortlii testin dezavantajlarindan
birisiyse cogul gebeliklerde yakalama oraninin olduk¢a azalmasidir. Bu nedenle
cogul gebeliklerde farkli tarama yaklasimlart Onerilmektedir (48). Dortlii testte

kullanilan biyokimyasal belirtegler asagida kisaca agiklanmistir.

2.2.1.1 Alfa Fetoprotein

AFP 70.000 dalton agirliginda ve tek zincirden olusan glikoprotein yapida bir
molekiildiir. Albumine biiyilkk oranda benzemektedir ve bu iki molekiil fetal
dolagimin temel proteinleridir (49). AFP temel olarak fetal karacigerde ve yolk
kesesinde tiretilmekle birlikte, baska organlarda da diisiik miktarda tiretilir (50).
AFP’nin fetal dolasimda belirmesi konsepsiyondan 30 giin sonrasinda
gerceklesmektedir. On tigiincii haftada fetal dolagimda tepe diizeyine ulastiktan sonra
doguma kadar yavasca azalir. Normal kisilerin dolasimlarinda AFP diizeyi 2 yasina
gelindiginde eser miktarlardadir (51). AFP diizeyi, eriskinlerde bazi malign
hastaliklarda ve hamilelikte tekrar ylikselmektedir. DS’li fetiise sahip gebelerin

serumlarinda AFP diizeyinin azaldigi bildirilmistir (5).

2.2.1.2. Beta Human Chorionic Gonadotropin

Insan koryonik gonadotropini (human chorionic gonadotropin, hCG) plasenta

tarafindan iretilen bir hormondur. Folikiil stimiile edici hormon (FSH), Tiroid
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stimiile edici hormon (TSH) ve Luteinlestirici hormon (LH) ile yapisal olarak
benzerlik gosterir ve iki alt birimden olusan bir glikoprotein yapisindadir. Alfa alt
birimi tiim bu hormonlarla aynidir. $ alt birimiyse molekiiliin 6zgiinliigiinii saglayan
parcasidir. Dolayisiyla laboratuar analizlerinde 6zgiil olan [ alt {initesinin
Ol¢iilmesiyle diizeyi belirlenmektedir (52). Fertilize bir yumurtanin uterus duvarina
implantasyonundan kisa bir siire sonra trofoblastlar BhCG iiretmeye baslarlar.
Plasenta steroid salgilama gorevini devralana dek, steroid salgisi PhCG etkisiyle
korpus luteumdan gergeklesir (53). Normal bir hamilelikte serum BhCG diizeyi
konsepsiyondan bir hafta sonra 50 IU/L dolaylarindadir ve takip eden 6 hafta
boyunca her 48 saatte ikiye katlanarak artar (54). phCG diizeyi ilk trimesterin sonuna
dek artmaya devam eder, hamileligin geri kalan kismindaysa asamali olarak daha
diisiik seviyelere geriler. Dogum sonrasinda BhCG 5 IU/L’nin altina iner ve
dogumdan birka¢ gilin sonra tespit edilemeyecek diizeye geriler. DS’li fetiise sahip
gebelerin serum total BhCG diizeylerinin normal popiilasyona gore anlamli olarak

yiikseldigi bildirilmistir (5).

2.2.1.3. Dimerik inhibin A

Inhibinler plasenta, overler ve gonadlardan salgilanan glikoprotein yapida dimerik
hormonlardir. Inhibin A (DIA) ve inhibin B olmak iizere inhibinlerin iki molekiiler
alt tipini bulunmaktadir (55). Inhibin A maternal dolasimdaki temel tiirdiir ve FSH’yi
baskilama 6zelligiyle dne ¢ikmaktadir (56). Inhibin A’nin salgilanmasi gebelikle
birlikte artmaya baglar. Dolasimda gebelik siirecindeki tepe diizeyine 8. haftada
ulasir ve 16. haftaya kadar sabit bir hizla azalir. Diizeyi 16 — 18. haftalar arasinda
gorece sabit kaldiktan sonra tekrar yiikselmeye baglar ve 36. haftaya kadar artmaya
devam eder (55). Gebelik haricinde postmenapozal kadinlarda inhibin A diizeyinin
yiikselmesi graniiloza hiicreli over kanserini diisiindiiriirken (57), erkeklerde
testikiiler stromal tiimorlerde yiiksekligi gosterilmistir (58). DS’ye sahip fetiis tagiyan
gebelerin ilk trimesterin sonunda ve ikinci trimesterde, artmis serum inhibin A

diizeylerine sahip olduklari gosterilmistir (59).
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2.2.1.4. Serbest Estriol

Anne serumunda bulunan serbest estriol (1, 3, 5 (10)-Estratrien-3, 16a, 17p-triol;
unkonjuge estriol; SsE3z) temel olarak fetal Kkaraciger ve plasentadan
kaynaklanmaktadir. Estrioliin Oncii molekiilleri olan kolesterol ve pregnenolon
anneden ve plasentadan fetiise gecer. Fetal adrenal bezler pregnenolonu
dehidroepiandrosterona (DHEA) doniistiiriir, bu da fetal karacigerde 16-OH-
DHEA-siilfata cevrilir. Siilfatlanmis bu bilesik plasentaya ulastiktan sonra estriole

dontistiiriilerek maternal plazmaya katilir (60).

Estriol normal bir gebelikte dolasimdaki dstrojenlerin % 90°lik kismini olusturur.
Serbest estriol tek basina Ol¢iiliip degerlendirildiginde fetal iyilik halinin ve plasental
islevlerin hassas bir gostergesi olarak kullanilabilir (61). DS’den etkilenmis fetiis

tastyan gebeliklerde maternal serum sE3 diizeyinin azaldigi bildirilmistir (5).

2.2.2. Multiples of Median

Dortlii testte kullanilan biyokimyasal parametreler Sekil 2.2°de gosterildigi ilizere
gebeligin seyrinde ikinci trimester boyunca artiglar ve azalmalar gostermektedirler.
Bu degisim gebenin yasindan bagimsizdir. Yani bu belirteclerin gebelerde
karsilagilan normal degerleri gebelik haftasina gore degiskenlikler sergilemektedir.
Bir gebenin risk hesabinda kullanilan belirteclerinin esik degerlerinin belirlenmesini
ve normal gebelerin ortalamalariyla karsilastirilmasini kolaylagtirmak igin tarama
testinde kullanilan belirtecler, o belirte¢ i¢in kendi gebelik haftasina ve giiniine
karsilik gelen medyan degerine bdliinerek, ortancanin kag¢ kati oldugu (Multiples of
Median, MoM) hesaplanir. Her laboratuvar kullandig: testlerin medyan degerlerini
hesaplamalidir. MoM’nin bir diger avantaji da farkli laboratuarlarda farklh
yontemlerle gergeklestirilen testlerin MoM cinsinden birbiriyle karsilagtirilmasina
olanak saglamasidir. Risk algoritmalarinda hesaplamalar MoM degeri kullanilarak

yapilmaktadir.
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Sekil 2.2: Normal gebelikte dortlii test DS risk hesabinda kullanilan biyokimyasal
belirteglerin ikinci trimesterde gebelik haftasina gore degisimleri. Cizgiler yukaridan
asagiya sirasiyla ortancanin 2 katini, ortancayi ve ortancanin yarisini géstermektedir.
Grafikteki her bir siyah nokta DS’li fetiislerin maternal serumlarinda adi gegen
belirteglerin diizeylerini MoM cinsinden gostermektedir — Wald ve ark. (5)’dan

alinmastir.

2.2.3. Diger Tarama Testleri

Fetiise DS tanisim1 ikinci trimesterde koymanin bazi sorunlar ortaya g¢ikarmasi
(terminasyonun teknik olarak zorlugu, annenin bebege baglanmasi, etik tartismalar
vb.) ilk trimester tarama testlerinin 1990’larin basinda 6nem kazanmasina yol
acmistir. Serumda gebelikle iligkili plasenta (plazma) proteini — A (PAPP-A)
diizeyine ve serbest fhCG diizeyine ek olarak, fetiisiin ense saydamliginin ve nazal
kemik varliginin ultrasonografiyle 6l¢iilmesi DS riskini hesaplamada kullanilmis ve
“ikili test” olarak kabul gormiistiir (62—64). Yillar i¢inde risk hesabinda kullanilan
belirtecleri etkileyen ¢esitli faktorler (irk, maternal viicut agirligi ve kan grubu,

yardimct iireme teknigiyle gergeklesmis gebelikler, sigara kullanimi gibi) ortaya
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konulmus ve risk hesabina diizeltme faktorleri de eklenerek daha iyi hale getirilmeye

calistlmigtir (65,66).

Glinlimiizde prenatal tarama testlerini gelistirmek i¢in birinci ve ikinci trimester
tarama testlerinin ¢esitli birliktelikleri olusturulmus ve entegre, ardisik ve kosullu
tarama testleri ortaya ¢ikmustir (67,68). Entegre taramada 1. ve 2. trimester tarama
testleri birlestirilerek tek bir risk verilir, yani 1. trimesterde risk hesab1 yapilmaz. Bu
yontemde DR % 85’¢ yiikselse de, test 1. trimesterde baslayip sonucu 2. trimesterde
verildiginden sonug¢ bekleme siiresinin olduk¢a uzun olmasi ve tarama sonucu pozitif
bulunan gebelerde 1. trimesterdeki prenatal tani seg¢eneklerinin kullanilamayacak
olmasi1 yontemin 6nemli sorunlarindandir. Ardisik taramanin entegre taramadan farki
ilk trimester taramasinda risk hesabinin yapilarak hastaya bildirlmesi ve ek
secenekler sunulmasidir. Gerektiginde bu test entegre hale doniistiiriilebilmektedir.
Kosullu taramadaysa 1. trimester taramasi sonucunda diisiik riskli gebeliklere 2.
trimesterde tarama uygulanmaz ve risk oldugu gibi kabul edilir. Yiiksek riskli
gebelere ise 2. trimester beklenerek entegre test uygulanir. DS riski yine yiiksek
c¢ikarsa ek islemler giindeme alinir. Kosullu tarama yontemiyle % 5 FPR ile DR % 93
dolayindadir. Prenatal taramada kullanilmak {izere yeni biyokimyasal belirtecler

tamimlamak i¢in arastirmalar da devam etmektedir.

Biyokimyasal taramanin yaninda ultrasonografik tarama da prenatal kromozomal
anomalilerin tespitinde dnemli yer tutmaktadir. Ultrasonografik taramanin en 6nemli
avantaji kromozomal anomali disindaki dogumsal kusurlari da (konjenital kap
defektleri vb.) belirlemeye olanak saglamasidir. Sik kullanilan ultrasonografik
belirteclerden bazilar1 nazal kemik varligi, ense saydamligi, femur uzunlugu,
brakisefali, umbilikal kord ¢ap1 ve tek umbilikal arterdir. Bunlarin yaninda son
yillarda duktus venozus kan akimi orneklemesi, frontomaksiller kemik a¢1 6l¢timii,
trikiispit regiirjitasyonunun izlenmesi gibi yeni belirte¢ler de tanimlanmaya devam

etmektedir (69,70).
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2.3. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, organizmadaki oksidanlar ve antioksidan savunma arasindaki
dengenin hasara yol agma olasilig1 olusturacak sekilde oksidanlar lehine bozulmasi
olarak tanimlanmistir. Oksidan maddeler normal kosullarda aerobik metabolizmanin
bir {rtiinii olarak meydana gelseler de bazi patofizyolojik durumlarda artmis

miktarlarda tretilebilirler (71).
2.3.1. Serbest Radikaller
Serbest molekiil halinde bulunup son yoriingesinde bir ya da daha fazla sayida
eslenmemis elektron (e) igeren molekiillere serbest radikal denir. Bir atomik ya da
molekiiler orbitali tek basina dolduran elektron, eslenmemis elektrondur ve serbest
radikalin artmig tepkimeye girme egiliminden sorumludur. Radikaller, radikal
olmayan bir maddenin bir e kazanmasi1 ya da kaybetmesiyle meydana gelebilirler.

X —» ¢ + X7

Y+e —»Y"
Bir kovalent bagin yiiksek enerjiyle ortasindan kirilmasi sonucu olusan her iki
molekiil birer eslenmemis e paylasirlar. Bu duruma homolitik fizyon denir ve radikal
olusum yollar1 arasinda yer alir.

HOH —— H + OH’

2.3.1.1. Siiperoksit Radikali

Temel durumdaki oksijen molekiiliine (O;) 1 e eklenirse siiperoksit radikali (O;™)

olusur. Organizmada pek ¢ok yolla O, olugabilmektedir:

» Ksantin oksidaz enzimi siiperoksit olusumuna yol agar.
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» Gliseraldehid, FMNH,, FADH,, L-DOPA, noradrenalin, adrenalin, dopamin,
sistein, Russel reaksiyonu oksijeni yavas sekilde O, haline doniistiiriir.

» Hem proteinlerine Demir(IT) baglanirken Demir(IIl) haline donistiiriiliir ve
O, agi1ga ¢ikar.

» Mitokondriyal e tasinmasi sirasinda agiga cikan siiperoksit belki de en
onemli mekanizmadir. Sitokrom oksidaz Oncesi basamaklarda bazi

elektronlar dogrudan oksijene sizarlar.

0," sulu ¢ozeltilerde, sanilanin aksine ¢ok reaktif degildir. Ilging sekilde, e alicisi
olarak indirgen goérev de istlenebilir. Sitokrom c¢’de Demir (III)’ti Demir(Il)’ye
indirger. Nitro blue tetrazolium’u (NBT) formazana indirger. Fizyolojik pHda sulu
cozelti icinde DNA, aminoasitler ve diger bilesiklerle tepkime hizi ¢ok diisiiktiir,
bazen sifirdir. Biyolojik sistemlerde yol actigi toksisitenin ana mekanizmasi,
hidroksil radikali olusumunu arttirmasidir (72). Demir(III)’tin siiperoksit tarafindan
indirgenmesi Fenton tepkimesini hizlandirabilir ve siiperoksit yardimli Fenton

tepkimesi meydana gelir:
H,0, + Oy _Fekawlzi = OH" + OH +0O,
2.3.1.2. Hidroksil Radikali

Hidroksil radikali (OH") canlilarda iki yolla olusur. Birincisi iyonlastirici
radyasyonun etkisiyle sulu ortamda su molekiiliiniin iyonlagmasi sirasinda OH’
meydana gelmesidir. Digeriyse hidrojen peroksitin (H,O;) homolitik fizyonudur ve
viicutta OH"”nin en 6nemli olusum mekanizmasidir. H,O, nin bir e ile indirgenmesi
sonucunda OH’ meydana gelir. indirgenme demir, bakir gibi gecis metallerince

katalizlenmektedir.
Fe®* + H,O, =% ,  Fe* + OH + OH

Askorbik asit, siiperoksit gibi indirgeyici bilesiklerin de bulundugu bir ortamda,

oksitlenen metal iyonu tekrar indirgendiginden H,0,’den OH" yapimui siirekli hale
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gelir. O hem H,0;’nin 6nciilii hem de metalleri indirgeyici bir tiir oldugundan ve
proteinlere bagli metallerin indirgenip serbest kalmasina da neden olabildiginden,
biyolojik kosullarda O, olusumunun arttig1 her ortamda OH’ iiretimi kaginilmazdir.
Bir diger hidroksil radikali kaynagi, ultraviyole 1sinlarin uyardigi homolitik fizyon

sonucu H,O;’nin yikilmasi ve OH" olusumudur.

H,0, Y o 2 OH'

Iyonize radyasyona maruz kalan hiicrelerde su ve H,O, gibi molekiillerden yiiksek

miktarda OH" agiga ¢ikar. Radyasyon toksisitesinin baglica sorumlusu OH"dir.

Hidroksil radikali baslica 3 tiir tepkimeye katilir:

» Elektron transferi tepkimeleri

» Hidrojen ¢ikarma tepkimeleri: Organik molekiillerden Hidrojen atomu alarak
su olusturur.

> Katilma tepkimeleri: Ozellikle elektronca zengin molekiillere (piirin ve

primidin bazlari, aromatik aminoasitler) katilir.

Biitiin bu tepkimelerin temelinde OH’nin eslenmemis ¢ igeren dis yoriingesinin e~

alma ilgisi yer almaktadir (72).

2.3.1.3. Oksidatif Hasara Neden Olan Diger Maddeler

Stiperoksit ve hidroksil radikalleri haricinde pek c¢ok radikalik yapida olan ve
olmayan bilesik oksidatif hasara neden olabilmektedir. Peroksil, alkoksil ve
hidroperoksil radikallerine ek olarak hidrojen peroksit, hipoklorik asit, ozon, singlet
oksijen peroksinitrit bilesikleri c¢esitli mekanizmalarla oksidatif hasara neden
olmaktadirlar. Ornegin peroksil ve alkoksil radikalleri organik bilesiklerden hidrojen
atomu alarak lipit peroksidasyonunda rol oynamaktadirlar. Nitrik oksit molekiilii de
son yoriingesinde tasidigr eslenmemis elektron sayesinde radikalik Ozellik

gostermektedir. Insanda fizyolojik gorevleri arasinda ndrotransmitter, vazodilatdr,
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anti agregan, anti mikrobiyal olarak islev gdstermesi sayilabilir. Fakat septik sok,
transplant reddi, epilepsi, astim gibi hastaliklarin patogenezinde de asir1 iiretimi
sonucunda zararli etkiler gostererek anahtar rol iistlenmektedir. Bunlarin haricinde

cesitli azotlu bilesikler ve siilfiir bilesikleri de oksidatif hasarda rol oynayabilir.

2.3.2. Lipit Peroksidasyonu

Lipit peroksidasyonu baslangig, ilerleme, yikim ve sonlanim olmak iizere 4 temel
asamada meydana gelir (Sekil 2.3). Coklu doymamis yag asitleri (CDYA) bir
hidrojen atomu kaybettiklerinde lipit radikali (L") meydana gelir. Karbon temelli bu
molekiil Oz’yle tepkimeye girdiginde lipit peroksidasyonunu baslatan lipit peroksil
radikali (LOQ") olusur. Lipit peroksil ¢ok uzun Omirli bir molekiildiir.
Biyomembranlar ve hiicre i¢i organeller (mitokondri, endoplazmik retikulum, vb.),
membran fosfolipitlerindeki doymamis yag asitleri nedeniyle oksidatif ataklara
olduk¢a duyarhidirlar. Lipit peroksil CDYA’dan bir hidrojen alarak lipit
hidroperoksite (LOOH) doniisiirken yeni bit lipit radikali olusumuna yol acar.
Nonenzimatik oksidatif lipit peroksit ayrismasi sonucunda MDA ve degrade lipit
hidroperoksit agiga ¢ikar.

Lipit  peroksidasyonu tepkimelerinin sonlanmas1  antioksidan  bilesiklerin
hidrojenlerini kaybetmesi ya da iki peroksil radikalinin birlesmesiyle radikalik
olmayan bilesiklerin olusumuyla gergeklesir. Lipit peroksidasyonu zincirleme bir
tepkimedir ve “Serbest Radikal Otooksidasyonu” seklinde gerceklesmektedir. Bu
zincirleme tepkimeyi baglatan etkenin OH" oldugu oOne siiriilmektedir. Lipit
peroksitlerinin derisimleri arttikga membranlarin akiskanliklari azalir, kalsiyum gibi
iyonlarin hiicre igine gegisi kolaylasir ve hiicre islevlerinde bozukluklar ortaya

¢ikmaya baglar.

Aldehitler lipit peroksidasyonu sirasinda olusan bilesikler arasinda en toksik
olanlarindandir ve diger hiicre boliimlerine de yayilarak hasara neden olurlar. MDA
temel olarak ikiden fazla cift bag igeren yag asitlerinin otooksidasyonundan ve

eikozanoid sentezinde serbestlesen endoperoksitlerden koken almaktadir.
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Proteinlerin amino gruplarina, fosfolipitlere ve niikleik asitlere baglanarak toksik etki
gosterir. Membran bilesenlerinde capraz baglanma ve polimerizasyona yol agar.
Membranlardan kolaylikla difiize olarak, DNA yapisinda yer alan bazlarla

reaksiyona girer ve mutajen, karsinojen, genotoksik etkiler gosterir (72).

1. Baslangi¢
LH + OH" S L* + HOH
2. Ilerleme
L+ O, _— LOO*
LOO" + LH _— LOOH + L°
3.Yikim
Spontan
LOOH _— LOOH’ + MDA
4. Sonlanim
L* + LOO* _— LOOH + LH

L* + E vit _— LH + E vit

Evit" + L° _— LH + E vit®

Sekil 2.3: Lipit peroksidasyonunun asamalari.

2.4. Antioksidan Savunma

Okside edilebilen bir substrata oranla ortamda ¢ok daha diisiik oranda bulundugu
zaman substratin oksidasyonunu belirgin olarak geciktiren veya inhibe eden

“herhangi” bir maddeye antioksidan denmektedir (71). Bu ifade hem enzim dist

maddeleri hem de enzimleri kapsamaktadir.
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Antioksidan etkinin ilk basamagi onlemedir. DNA’nin kromatinle paketlenerek
oksidan maddeler icin farkli hedefler olusturulmasi ve genetik materyalin korunmasi
Oonlemeye giizel bir Ornektir. Ayrica, katalizledikleri tepkimelerin sonucunda
radikalik bilesiklerin olusumuna neden olan enzimlerin ii¢ boyutlu yapisi, olusan
radikalik maddenin ortama saliverilmesini Onleyici veya yavaslatici sekildedir. Yine
ultraviyole 1sinlar1 absorbe ederek hiicreyi koruyan melanin ve elektriksel olarak
uyarilmis singlet oksijen gibi molekiillerden hiicreyi koruyan karotenoidler de benzer
etki gostermektedirler. Koruyucu etki bazen biitiin bir hiicreyi kapsayacak sekilde
uygulaniyor olabilir. Intestinal mukoza hiicreleri siirekli olarak pek ¢ok oksidatif
hasara maruz kalmakta ve bu etki birikerek devam etmektedir. intestinal hiicrelerin
hizli yasam dongiisii ve eliminasyonu, ileride daha biiylik sorunlar ¢ikarabilecek
birikmis oksidatif hasar tasiyan hiicrelerden organizmanin = korunmasini

saglamaktadir (71).

Ikinci antioksidan etkinlik asamasi, durdurmadir. Bu etki birka¢ farkli yontemle
gerceklestirilebilir. Enzimatik olmayan antioksidanlar zararli maddeyle tepkimeye
girerek zararsiz ve reaktif olmayan tiirler olusturmaya calisirlar. Buradaki asil sorun
da radikalik tepkimelerin genelde zincirleme sekilde ilerlemesidir. Yani radikalik
bilesikteki eslenmemis elektron alinip uzaklastirilirken baska bir molekiile aktarilir
ve onu radikalik hale getirebilir. Bundan dolayi, antioksidan madde zincir kirict
etkinlik gosterebilmelidir. Bu noktada 6nemli biyolojik aktivitelerden birisi de,
oksidan maddeyi tehlikeli kompartmandan uzaklastirmaktir. Ornegin hiicre
membraninda lipit peroksidasyonuna yol acacak bir maddeden eslenmemis elektron
alinarak az Once anlatilan transfer iglemiyle sitoplazmaya aktarilir. Bu sayede
membrandaki antioksidan da rejenere olur. Bu uzaklastirma islemiyle radikalik
bilesikler potansiyel hedeflerinden uzaklastirilmis olurlar. Bu tarz antioksidan

etkinlik genelde fenolik bilesenlerde karsimiza ¢ikmaktadir (71,72)

Okaryot organizmalarin hiicreleri gelismis antioksidan enzim sistemleriyle
donatilmistir. Bu enzimler siiperoksit dismutazlar, katalazlar ve glutatyon
peroksidazlar olmak iizere {i¢ ana baslikta incelenebilirler. Bazi enzimlerse dolayli

olarak antioksidan etkinlige katki saglarlar. Glutatyonu disiilfit halinden doniistiiren
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glutatyon rediiktaz buna iyi bir érnektir. Onleme ve durdurma yetersiz kaldiginda
DNA, proteinler ve lipitlerde oksidatif hasar meydana gelecektir. Bu hasarin tamir
edilmesi de oksidanlarin etkilerinin engellenmesi olarak ele alindiginda antioksidan
bir etkinlik olarak karsimiza ¢ikmaktadir. DNA tamir enzimleriyle hasarli proteinleri
ve lipitleri yikima ugratan sistemler bu baglamda yeniden yapilanma ve yenilenme
saglayarak antioksidan etkinlik gosterirler (71,72). Bu da antioksidan etkinin ti¢lincii

ve son basamagidir.

2.4.1. Enzim Yapisindaki Antioksidanlar

2.4.1.1 Siiperoksit Dismutaz

Siiperoksit dismutaz (SOD) enziminin katalizledigi tepkime araciligryla siiperoksit
radikali hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene donistiiriillmektedir (73). SOD
enzimi bakir—¢inko, mangan ve demir igeren ii¢ tip izoenzime sahiptir. Bakir ve
¢inko igeren CuZn—SOD sitoplazmada, mangan igeren Mn—-SOD mitokondride
etkinlik gostermektedir. CuZn—-SOD ve Mn-SOD’nin etki mekanizmalar1 aynidir
fakat Mn—SOD pH 7nin {izerinde aktivitesini kaybederken CuZn—SOD’nin aktivitesi
pH 5,5-10 araliginda degismez. Demir iceren SOD izoenzimiyse Okaryotlarda

bulunmamaktadir.

0, +0,” +2H" _°° | H,0, + O,
Bu  tepkimede  siiperoksit  radikallerinden  bir1  indirgenirken  digeri
yiikseltgenmektedir. SOD’nin katalizi sayesinde tepkime normalden yaklasik 4.000
kat daha hizl1 ger¢eklesmektedir. SOD etkinligi oksijen kullaniminin yiiksek oldugu
dokularda fazlayken hiicre dis1 sivilarda oldukca diistiktiir.

2.4.1.2 Katalaz

Katalaz hidrojen peroksitin su ve molekiiler oksijene g¢evrildigi reaksiyonu

katalizleyen enzimdir. Enzim bir hemoproteindir ve hiicre i¢inde peroksizomlarda
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yerlesmistir. Dort alt birime sahiptir ve her alt birim hem yapisinda olup ferik demir

ve NADPH igerir.

2H,0, @z 21,0 + O,

Bu tepkime hidrojen peroksit derisimi yiikseldiginde 6nem kazanmaktadir. Katalaz,
Ozellikle graniilomat6z dokular1 solunum patlamasinin olasi hasarindan korumaktadir

(73).

2.4.1.3 Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidaz (GSH—PO) rediikte glutatyon ile hidrojen peroksitin tepkimeye
girip okside glutatyon ve su olusturdugu reaksiyonu katalizleyen enzimdir. Aktivite
gosterebilmek icin selenyuma ihtiya¢ duyar. Hidrojen peroksit haricinde lipit

peroksitleri de substrat olarak kullanabilir.

H,0, + 2GSH  __SHP° | GS-SG + 2 H,0
LOOH + 2GSH  _®HP | GS-SG + LOH + H,0

Bu tepkimelerde aciga ¢ikan yiikseltgenmis glutatyon, glutatyon rediiktaz enzimiyle
tekrar kullanima hazir hale getirilir (72).

Katalaz ve Glutatyon peroksidaz enzimleri, siiperoksit dismutazin irettigi H,O;’yi
dengeli bir sekilde ortamdan uzaklastirabilecek bir hizda c¢alisiyor olmalidir. SOD
aktivitesinde bir artig meydana gelirse ve bu durum katalaz ve GSH—PO tarafindan
karsilanamazsa H,O, derisimi artacak ve normalde antioksidan 6zellige sahip SOD
enziminin aktivitesi sonucunda oksidatif stres meydana gelecektir. Bu olay,

oksidan/antioksidan sistemin dengesinin dnemine giizel bir 6rnek olusturmaktadir.

23



2.4.1.4. Glutatyon Rediiktaz

GSH-PO aktivitesi sonucunda olusmus okside glutatyonun rediikte hale ¢evrilmesi
glutatyon rediiktaz enzimince gercgeklestirilir. Bu tepkimenin gergeklesmesi icin

NADPH’a gereksinim duyulur (72).

GS-SG + NADPH + H ——» 2GSH + NADP"

2.4.1.5. Diger Antioksidan Enzimler

Tiyorediiksinler, glutatyon—S—transferaz ve sitokrom oksidaz da antioksidan aktivite

gosteren enzimler arasinda yer almaktadir (72).

2.4.2. Enzim Yapisinda Olmayan Antioksidanlar

2.4.2.1. Karotenoidler

Karotenoidler genellikle sar1, turuncu veya kirmizi renkte olan ve bitkilerde yaygin
olarak bulunan renkli bilesiklerdir. Karotenoid yapisinin en carpict 6zelligi
molekiiliin merkezini olusturan ve degiskenlik gosteren cift bag sistemidir. Bu sistem
tim zincir boyunca elektron degisimine olanak tanir. En 6nemli gorevleri, yagda
¢Oziinen bir vitamin olan A vitamininin (Retinol) 6ncii maddesi olmalaridir. Singlet
oksijen ve reaktif oksijen tiirevleri i¢in iyi birer temizleyici olsalar da lipit
peroksidasyonunu ve LDL oksidasyonunu engellemede ¢ok etkili degillerdir. In vivo

antioksidan etkinlikleri sinirhidir (72).

2.4.2.2. E Vitamini

E vitamini tek bir molekiil degil, bir beslenme etkeninin genel ismidir. Peroksil
radikali temizleyicisi olarak islev gordiigiinden en Onemli lipit peroksidasyonu

engelleyicilerinden biridir. 8 fakli molekiiliin E vitamini aktivitesi gosterdigi

bildirilmistir; a,B,y,5 tokoferoller ve tokotrienoller. Insanda en aktif E vitamini tiirii
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d—o—tokoferoldiir. E vitamininin lipit peroksidasyonunu engelleyici etkisi, lipit
peroksil radikallerini lipit yan zincirleriyle ya da zar proteinleriyle tepkimeye
girmeden hizla temizlemesinden kaynaklanir. a Tokoferol yiliksek diizeylerde,

antioksidan etkisinden bagimsiz olarak membran stabilize edici etki de gosterir (72).

2.4.2.3. Askorbik Asit

Askorbik asit (askorbat, C vitamini) beyaz, suda olduk¢a iyi ¢ozlinen bir
kristaloiddir. Iki adet iyonize olabilen —OH grubu igerir. Bitkilerin ve hayvanlarin
biiytik bir kism1 askorbat sentezleyebilirler, fakat insanlar askorbat sentezinin son
basamagin1 Katalizleyen L—gulonolakton oksidaz enzimine sahip olmadiklarindan
askorbat1 diyetle almak zorundadirlar. C vitamininin en énemli 6zelliklerinden birisi
indirgen bir madde olmasidir. Diyetle alinan nitrozo bilesiklerinin inaktif formlara

indirgenmesini saglar.

Fe(lll) + askorbat — ,  Fe(ll) + askorbat’

Fe(ll) + H,0, R Fe(lll) + OH' + OH"

C vitamini in vitro prooksidan etkinlik de gosterebilir. Askorbatin demir veya bakir
karisimlan siiperoksit radikali olusumuna yol agabilmektedir. In vitro prooksidan
etkinin C vitaminine has olmadig1 bilinmelidir. E vitamini, GSH ve bitki fenolleri de
dahil olmak {izere pek ¢ok indirgen madde gecis metalleriyle prooksidan etki
gosterebilmektedir. Prooksidan etkide asil Onemli nokta katalitik gecis metali
iyonlarinin varligidir. Hastalik durumunda hasarli dokulardan agiga c¢ikan demir ve
bakir iyonlarmin fazlaligi, C vitamininin prooksidan etkisini tetikleyebilir. Fakat
askorbatin bu kosullardaki prooksidan etkinligi, antioksidan etkinligi tarafindan

fazlasiyla kargilanmaktadir (72).
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2.4.2.4. Viicutta Sentezlenen Antioksidan Bilesikler

Organizmada iiretilen ve genelde protein yapida olan ¢esitli bilesiklerin antioksidan
etkinlige sahip olduklar1 gosterilmistir. Bunlar arasinda biliriibin, seks hormonlari,
melatonin, lipoik asit, koenzim Q ve iirik asit baslicalaridir. Biliriibinin albuminle
baglanarak radikal hasarmna kars1 koruyucu etki gosterir. In vitro olarak peroksil ve
singlet oksijen radikallerini temizler. Ostrojenler lipit peroksidasyonunu inhibe
etmektedir. Yalmz bu etkileri igin fizyolojik orandan daha fazla bulunmalar
gerekmektedir. Ayrica, Ostrojenlerin fazlaliklar1 ¢esitli istenmeyen etkilere de yol
acabilmektedir. Melatonin in vitro hidrojen grubu alarak antioksidan etki
gostermektedir. Yiiksek melatonin diizeyi, GSH-PO gibi enzimleri dolayli olarak
indiiklemektedir. Koenzim Q lipit peroksidasyonunu inhibe eder ve reaktif oksijen
tiirleri iizerine antioksidan aktivite gosterir. Urik asit solunum yollarinda antioksidan
etkinlige sahiptir. OH’, reaktif oksijen tiirleri ve nitrojen dioksit {izerinde antioksidan
etki gosterir. Ayrica, proteinlerin zarar gormesine karsi da koruyucu rol

oynamaktadir (72).

2.4.2.5. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler bitkilerde sentezlenen, diyetle alinan ve genellikle diisiitk molekiil
agirligina sahip bilesiklerdir. Oldukca basit ya da karmasik yapiya sahip olabilirler.
Benzen halkasina hidroksil grubu eklenmesiyle olusan hidroksibenzen yani fenol, en
basit fenolik bilesiktir. Fenolik bilesikler karbon sayilarina gore siniflandirilirlar.
Antikanserojen, antiinflamatuvar, antibakteriyel, antihipertansif, antioksidan etkinlik
gibi ¢ok ¢esitli in vitro ve in vivo etkinliklere sahiptirler. Cesitli hastaliklarda fenolik
bilesiklerin gosterdigi antioksidan etkinlikler sayesinde koruyucu ve/veya tedavi

edici etkinlikleri bildirilmistir.

2.4.2.6. Glutatyon

Glisin, glutamat ve sisteinden sentezlenen glutatyon, hiicre i¢inde Onemli bir

antioksidan ve tiyol—disiilfit redoks tamponu olarak islev goriir. Glutatyon dogrudan
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radikal temizleyici etkinlige sahip olmasina ek olarak glutatyon peroksidaz ve

glutatyon rediiktaz enzimlerinin katalizledigi tepkimelerde de 6nemli gorev iistlenir
(70).

2.5. Down Sendromu ve Oksidatif Stres

DS’den etkilenen bireylerin oksidatif strese maruz kaldiklar1 pek ¢ok arastirmada
bildirilmistir (2,8,9,70,74). DS’de goriilen komplikasyonlardan erken yaslanma,
beyinde Alzheimer benzeri degisimlerin gergeklesmesi, katarakt gibi patolojilerde,
oksidatif stresin rol oynadig1 gosterilmistir. SOD enziminin alt tiirlerinden CuZn—
SOD 21. kromozomda kodlandigindan DS’de ekspresyonu ve aktivitesi artmaktadir.
DS’de SOD enzim aktivitesinin artmasi sonucu a¢iga ¢ikan asirt miktarda H,O,,
GSH-PO ve katalaz enzimlerinin uzaklastirabileceginden fazla oldugundan ciddi bir
oksidatif stres meydana gelmektedir. Sonug¢ olarak hiicrelerde oksidatif hasar
olusmakta ve MDA, 8-hidroksi—2—deoksiguanozin gibi oksidatif DNA hasari
belirteglerinin diizeylerinde artis meydana gelmektedir (8,9). DS’de gergeklesen bu
oksidatif stresin fetal hayatta meydana gelmeye basladigi da gosterilmistir. DS
oldugu amniyosentezle kanitlanmis fetlislerin amniyotik sivilarinda lipit
peroksidasyonunun normale gore artmis oldugu bildirilmistir (10,11). In vitro olarak
DS’li bireylerin ndronlarimin bozulmus yasayabilirliklerinin basit antioksidanlarla
diizeltilebildigi gosterilmigse de in vivo arastirmalarin yetersiz oldugu One

stirilmektedir (8).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Goniillii Se¢cimi

Bu arastirma igin Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulundan gerekli izin alindi (Ek 1). Arasgtirmaya katilan tim goniilliilerin
aydinlatilmis onamlar1 alind1 (Ek 2). Aragtirma kapsaminda 17 Subat 2012 tarihinden
itibaren dortlii test calisilmasi amaciyla prenatal tarama formu (Ek 3) doldurulan
gebeler arasinda aragtirmaya katilmayr kabul etmis olanlarin dortli testleri
yapildiktan sonra kalan serumlar1 ayrilarak —80 °C’de biriktirildi ve ¢alisma giiniine

kadar saklandi.

Arastirmaya dahil olma ve olmama olg¢iitleri tablo 3.1°de gosterildi. Bu 0lgiitlere gore
arastirmaya dahil edilen goniilliiler arasinda dortlii test DS riskleri esik degerin
iistiinde olanlarin, arastirma i¢in hedeflenmis olan 30 sayisina ulastigi 20 Haziran
2012 tarihinde Ornek toplama asamasi sonlandirildi. Bu zaman araliginda 764
goniilliniin serum ornegi saklandi. Goniilliiller arasinda diyabetik olan, sigara
kullanan, gebeligi yardimer tireme teknikleriyle gergeklesmis olan, Trizomi 18 veya

Noral Tiip Defekti riski yiiksek bulunan toplam 109 kisi arastirma disinda tutuldu.

Dortlii testte DS riski icin belirlenmis olan 1/270 esik degeri sadece anne yast goz
Oniine alindiginda 37,1 yasa karsilik gelmekteydi (75). Geriye kalan 655 goniillii
icinde pozitif sonu¢ verilmis olan 39 goniilliiden 9 tanesi ve negatif sonug¢ verilmis
616 goniilliiden 25 tanesi 37,1 yasin {stiindeydi ve yasa bagl riskleri belirlenmis
olan esik degerden yiiksek oldugundan arastirmaya dahil edilmediler. On sekiz ile
37,1 yas arasinda kalan goniilliilerden pozitif sonug¢ verilmis olan 30’u yiiksek risk
grubunu (¢aligma grubu) olusturdu. Negatif sonug¢ verilmis goniilliiler arasindan yas
ve gebelik haftasi bakimindan caligma grubuyla eslestirilen 30 goniilli rastgele
secilerek diisiik risk grubu (kontrol grubu) olusturuldu (Sekil 3.1). Yiiksek risk ve
diisiik risk gruplarini olusturan goniilliilerin serumlarinda MDA diizeyi, GSH-PO ve
KO enzim aktiviteleriyle NSSA ol¢iimleri yapildi. GSH-PO enzim aktivitesi ve
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NSSA olgiimleri, yiiksek risk ve diisiik risk grubundan 15’er serum alinarak 2 ardisik
giinde calisildi. MDA ve KO 6l¢limlerinin tamami1 ayn1 giin i¢inde gergeklestirildi.

Tablo 3.1: Arastirmaya dahil olma ve olmama 6lgiitleri.

Arastirmaya Dahil Olma Arastirmaya Dahil Olmama
18 yasin iistiinde olma Dahil olma 6lgiitlerine uymama
37,1 yasin altinda olma Sigara kullanma

Tekil gebelige sahip olma Insiilin kullanimini gerektiren Diyabet

hastaligina sahip olma

Gebeligin yardimei lireme teknikleriyle
gerceklesmis olmasi

Down sendromu riski haricinde Noéral
Tiip Defekti, Trizomi 18 ya da diger
bozukluklarla ilgili risk diizeyi esik

degerin listiinde olma

3.2. Gerecler

3.2.1. Cihazlar

Beckman Coulter Dx1 800 Immunoassay oto analizor

Sanyo Ultra Low MDF-U4086S derin dondurucu (-80 °C)

Altus AL380 Derin Dondurucu (+4 °C)

Unicam Hehios—a UV-Vis Spektrofotometre

Harrier 18/80 sogutmali santrifiij

Sorvall RMC 14 santrifijj

Sartorius Basic hassas terazi

Whirlmix 20 W vorteks

Cesitli hacimlerde ayarlanabilir hacimli otomatik pipetler ve cam pipetler

Cesitli boyutlarda cam ve polipropilen deney tiipleri ve Eppendorf tiipleri
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17 Subat — 20 Haziran 2012
arasmnda dortlii test igin Ibni
Sina Arastirma ve Uygulama
Hastanesi Merkez
Laboratuvarina serumlari
gelen gontilliller (n=764)

\_

~N

j

|

Arastirmadan harig
tutulanlar
(Gebe yasi>37,1, sigara
kullanimi, insiilin
kullanimi, yardimci
tireme teknigiyle gebe
kalma, diger trizomiler
ve noral tiip defekti
acisindan yiiksek riske

\ sahip olma; n=143) /

v

v

Tarama Sonucu Pozitif

(n=30)

( )
Yiiksek Risk Grubu
(Calisma Grubu, n=30)

g W,

Sekil 3.1: Calisma ve kontrol gruplarinin se¢imi.

3.2.2. Kimyasal Maddeler

Tarama Sonucu Negatif
(n=591)

!

( Calisma grubuyla yas, viicut )
agirhg1 ve gebelik haftasi
olarak eslesmis
Diisiik Risk Grubu

\ _ (KontrolGrubu,n=30)  J

Dértlii testte kullanilan AFP, total BhCG, DIA ve sEj belirteglerini 6lgmek icin

Beckman—Coulter Inc. immunoassay kitleri kullanildi. Oksidan ve antioksidan

belirteglerin 6l¢iilmesinde kullanilan tiim kimyasal maddeler Sigma—Aldrich ve

Merck Kimya sirketlerinden saglandi.
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3.3. Dortlii Test

Dortlii test Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Ibni Sina Arastirma ve Uygulama
Hastanesi Merkez Laboratuvarinda yapildi. Test kapsaminda prenatal tarama
formundaki demografik ve ultrasonografik verilerin yani1 sira serum AFP, total
BhCG, sE; ve DIA diizeyleri bilgisayar ortamina aktarildi. Bilgisayar ortaminda
Benetech Prenatal Risk Assessment (Benetech PRA) paket programi kullanilarak
hastalarin DS’li bir fetiise sahip olma olasiliklar1 belirlendi (76). Benetech PRA
yazilimi, gebeye ait cesitli demografik verileri ve ultrason Ol¢iimlerini (Ek 3),
hastanin serumunda 0lciilen biyokimyasal parametrelerle birlestirerek icinde yerlesik
olarak bulunan algoritmalar araciligiyla DS, noral tlip defektleri, Trizomi 18 ve
Trizomi 13 risklerini hesaplamakta kullanilan bir paket programdir. Paket programda
kullanilan SURUSS algoritmasina gore bir annenin termde DS’li bebege sahip olma
riski i¢in esik deger 1/270 olarak se¢ilmistir (5). Bu esik deger, DS risk etkeni olarak
sadece anne yasi ele alindiginda 37,1 yasa karsilik gelmektedir (75). Risk hesabinda

kullanilan biyokimyasal parametrelerin 6l¢iim yontemleri agagida agiklanmistir.

3.3.1. Alfa Fetoprotein

AFP diizeyr iki bolgeli sandvi¢ immiinoenzimatik yontemiyle belirlendi. Bu
yontemde ilk olarak fare monoklonal anti-AFP—alkalen fosfataz konjugati ve ikinci
bir fare monoklonal anti-AFP antikoruyla kaplanmis paramanyetik pargaciklar
iceren tepkime kuyucuguna drnek eklenir. Ornekteki AFP kati fazdaki sabitlenmis
anti-AFP antikorlartyla tepkimeye girerken ayni zamanda monoklonal anti—AFP
alkalen fosfataz konjugatlart da ornekteki AFP’nin degisik antijenik bolgeleriyle
tepkimeye girer. Inkiibasyonun sonunda paramanyetik pargaciklara tutunmus
maddeler manyetik alan sayesinde tutulurken diger maddeler yikanarak uzaklastirilir.
Daha sonra ortama kemiluminesan madde olarak Lumi—Phos 530 eklenir ve agiga
¢ikan 1s1ma luminometreyle Olgiiliir. Analit miktar1 daha once olusturulmus c¢ok

noktali kalibrasyon egrisinden yararlanilarak hesaplanir (77).
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3.3.2. Total Beta Human Chorionic Gonadotropin

Total BhCG diizeyi iki bolgeli sandvi¢ immiinoenzimatik yontemiyle belirlendi. Bu
yontemde tavsan monoklonal anti-BhCG-alkalen fosfataz konjugati igeren bir
tepkime kuyucuguna ornekle birlikte kegi anti—fare lgG:fare monoklonal anti—
kompleksleriyle kaplanmis paramanyetik parcaciklar eklenir. Ornekteki hCG kati
fazdaki sabitlenmis anti-BhCG’yle tepkimeye girerken ayni zamanda tavsan anti—
BhCG alkalen fosfataz konjugatlar1 da oOrnekteki hCG’nin degisik antijenik
bolgeleriyle tepkimeye girer. Inkiibasyonun sonunda paramanyetik pargaciklara
tutunmus maddeler manyetik alan sayesinde tutulurken diger maddeler yikanarak
uzaklastirtlir. Daha sonra ortama kemiluminesan madde olarak Lumi-Phos 530
eklenir ve ag¢iga cikan 1s1ma luminometreyle olgiiliir. Analit miktar1 daha once

olusturulmus ¢ok noktali kalibrasyon egrisinden yararlanilarak hesaplanir (77).

3.3.3. Dimerik inhibin A

DIA diizeyi sirali iki basamakli immiinoenzimatik sandvi¢ yontemle belirlendi. Bu
yontemde anti—inhibin A monoklonal antikorlartyla kaplanmis paramanyetik
parcaciklarin bulundugu tepkime kuyucuguna oOrnek eklenir. Artan Ornek ve
maddeler yikanarak uzaklastirilir. Bir onceki inkiibasyonda baglanan inhibin A
molekiillerini belirlemek igin tepkime karisimina anti—inhibin A monoklonal
antikoru-alkalen fosfataz konjugati eklenir. Inkiibasyon sonrasinda kati1 fazdaki
maddeler manyetik alan uygulanarak tutulurken yikamayla diger maddeler ortamdan
uzaklastirilir. Daha sonra ortama kemiluminesan substrat Lumi—Phos 530 eklenerek
aciga cikan 1g1ma luminometreyle Olgiiliir. Analit miktar1 daha 6nce olusturulmus ¢ok

noktal1 kalibrasyon egrisinden yararlanilarak hesaplanir (77).
3.3.4. Serbest Estriol
Serbest Estriol diizeyi yarismali baglanmali immiinoenzimatik yontemle belirlendi.

Estriol-alkalen fosfataz konjugati iceren tepkime kuyucuguna ornek, keci anti—

tavsan IgG ile kaplanmis paramanyetik parcaciklar ve poliklonal tavsan anti—estriolii
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eklenir. Ornekteki estriol sinirli miktardaki dzgiin anti—estriol antikorlar1 iizerindeki
baglanma bolgelerine baglanmak igin estriol-alkalen fosfataz kompleksiyle yarisir.
Sonugta olusan antijen:antikor kompleksleri kati fazdaki yakalayici antikorlarla
baglanir. Inkiibasyon sonrasinda kat1 fazdaki maddeler manyetik alan uygulanarak
tutulurken yikamayla diger maddeler ortamdan uzaklastirilir. Daha sonra ortama
kemiluminesan substrat Lumi—Phos 530 eklenerek agiga ¢ikan igima luminometreyle
Olctliir. Analit miktar1 daha once olusturulmus ¢ok noktali kalibrasyon egrisinden

yararlanilarak hesaplanir (77).

3.3.5. Down Sendromu Riskinin Hesaplanmasi

Elde edilen AFP, total BhCG, DIA ve sEjz sonuglari, fetal bipariyetal ¢ap temel
alinarak hesaplanmis olan gestasyonel haftaya ait medyan degerlerine boliinerek her
bir parametreye ait MoM degeri hesapladi. MoM degerleri gebenin viicut agirligi,
sigara kullanimi, insiilin kullanimini gerektiren diyabet, IVF gebeligi ve irka gore
cesitli diizeltme faktorleriyle carpilarak diizeltme uygulandi. Diizeltilmis MoM
degerleri risk hesaplama formiiliinde yerine konarak o fetiise ait DS riski hesaplandi.
Yazilim DS riskini 6lglim aninda ve termde olmak tizere iki farkli sekilde
hesaplayabiliyordu, ancak gebelerin siniflandirilmasinda rutinde de kullanilmakta
olan termdeki risk orani kullanildi. Bu islemler Benetech PRA yazilimi araciligiyla
bilgisayar ortaminda gergeklestirildi. DS risk hesabina ek olarak, ayni belirteclerle
fetisin Trizomi 18 (Edwards Sendromu) ve néral tip defekti riskleri de
hesaplanmigti. Trizomi 18 ve noral tiip defekti risk oranlarinin yiikseklikleri,

arastirmaya dahil olmama 6lg¢iitii olarak islev gordiiler.

3.4. Oksidan ve Antioksidan Parametrelerin Olciilmesi

3.4.1. Malondialdehit Diizeyinin Belirlenmesi

MDA lipit peroksidasyonu sonucunda olusan firiinler arasinda yer alir ve oksidatif

stres belirteci olarak siklikla kullanilmaktadir. MDA Tiyobarbitiirik asit (TBA) ile
yiiksek sicaklik altinda asidik ortamda tepkimeye girerek pembe renkli bir bilesik
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olusturmaktadir. Bu bilesigin optik dansitesi 532 nm dalga boyunda 6lgiilerek MDA
diizeyi hesaplanmaktadir (78). MDA disinda g¢esitli maddeler de bu tepkimeyi
verebileceginden TBA ile tepkimeye giren maddeler anlaminda TBARS olarak da
isimlendirilmektedir (79). Bu Ol¢iim yonteminde kullanilan reaktifler ve

hazirlanislart agagida belirtilmistir:

» Fosfat tamponu (pH 6; 100 mM): 2,13 g Na;HPO, ve 11,56 g KH,PO,
tartilarak distile suda ¢oziildiikten sonra hacim distile suyla 1 L’ye
tamamlanda.

» Trikloroasetik asit (TCA; % 20 w/v): 500 mL 0,6 N HCI i¢inde 100 g kati
TCA ¢oziilerek hazirlandi.

» TBA c¢ozeltisi (% 2 w/v): 200 mg kat1 TBA 10 mL distile suda ¢oziildii.

> Etil alkol (%95; v/v).

Olgiim igin tablo 3.2°de gosterilen deney diizenegi hazirlandi. Yiiksek risk ve diisiik
risk gruplari igin liger adet reaktif korli hazirlandi. Deney tiipleri 30 dakika boyunca
kaynar suda inkiibe edildikten sonra 20 dakika boyunca 4000 x g’de santrifiij edildi.
Olgiim sirasinda kor tiiplerine 0,33 mL TBA eklendikten sonra tiim drnek ve kor

cozeltilerinin optik dansitesi 532 nm dalga boyunda distile suya kars1 okundu.

Hesaplamada ~ MDA  standardinin = verdigi  absorbanstan  yararlanildi.
Tetraetoksipropan (TEP) MA: 220,3; d=0,92; % 96 (Fluka) MDA standardi olarak
kullanild1. Tetraetoksipropan molaritesinin hesaplanmasi: Yogunlugu (d) 0,92
oldugundan 1 litresi 920 g’dir ve % 96’lik bir ¢6zelti olmasindan dolay1 883,2 grami
TEP’dir. Molekiil agirlig1 220,3 oldugu i¢in 1 litre TEP stok ¢ozeltisinde 4 mol TEP
mevcuttur, bu durumda molaritesi 4 M’dir. Stok ¢ozelti etil alkolle 400.000 kat
seyreltilip 10 uM MDA standard: elde edildi. Bu standart ¢ozeltiden 100 pL ve diger
tiim reaktiflerden 1’er mL kullanilarak deney protokolii uygulandi. Standardin OD’si
0,152 ve standart koriiniin OD’si de 0,090 6lgiildi. Sonugta AOD(Standart) 0,062
bulundu. Numunenin OD’sinden koriin OD’si  ¢ikarilarak  AOD(Numune)
hesaplandiktan sonra asagidaki formiil yardimiyla MDA diizeyi hesaplandi:
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AOD(Standart) / AOD(Numune) = C(Standart) / C(Numune)
C(Numune) = AOD(Numune) x C(Standart) / AOD(Standart)
C(Numune) = AOD(Numune) x 10 uM (MDA) / 0,062
C(Numune) = AOD(Numune) x 161,3 uM (MDA)

MDA (umol/L) = AOD x 80.65 x 1/3(Seyreltme Orani)

Tablo 3.2: MDA diizeyi 6l¢iim protokolii.

Ornek Reaktif Korii
Serum 200 uL o
Etil Alkol 0,33 mL 0,33 mL
Fosfat Tamponu 0,33 mL 0,33 mL
TCA 0,33 mL 0,33 mL
TBA 0,33 mL e

30 dakika kaynatma

20 dakika 4000 x g’de santrifiij

TBA — 0,33 mL

3.4.2. Ksantin Oksidaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

KO enzimi ksantini yikima ugratarak iirik asit meydana getirmektedir. Bu 6l¢iim
yonteminin prensibi KO enzim aktivitesi sonucunda agia ¢ikan {rik asitin optik
dansitesinin 293 nm dalga boyunda 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir (80). Bu 6l¢iim

yonteminde kullanilan reaktifler ve hazirlaniglar asagida belirtilmistir:

» Fosfat Tamponu (pH 7,5; 50 mM fosfat; 0,5 mM Etilendiamintetraasetik asit
[EDTA]): 0,5 g KH2PO4, 3 g Na;HPO4 ve 93 mg EDTA (Disodyum tuzu,
dihidrat) tartilip distile suda ¢oziilerek toplam hacim 500 mL’ye tamamlandi.

» Ksantin ¢ozeltisi (2 mM): 7,6 mg kat1 ksantin tartilarak 100 uL 1 N NaOH

yardimiyla 25 mL fosfat tamponunda ¢oziildii.
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Tablo 3.3’te gosterilmis olan deney protokolii hazirlandiktan sonra deney tiipleri oda
sicakliginda 2 saat inkiibe edildi. Orneklerin optik dansitesi 293 nm dalga boyunda
kuvars kiivet kullanilarak distile suya karsi Olgiildiikten sonra oda sicakliginda
inkiibasyona devam edildi. ilk okumadan 150 dakika sonra orneklerin optik
dansiteleri tekrar okundu. iki 6lciim arasindaki optik dansite farki ve {irik asitin
molar absorbsiyon katsayisindan faydalanilarak asagidaki formiile gore KO enzim

aktivitesi hesaplandi:

€ wik asi. 10° L x mol ™t x em™

AODjrik asit = € iirik asit X C iirik asit X £

C irik asit = AODprik asit / (€ tirik asit X £)

C trik asit = AODurik asit / (10 L x mol™ x em™ X 1 cm)

C irik asit = AODirik asit / 10* L/mol = AODji asie X 10 mol/L
C ik asit = AODyiri asit X 102 pmol/L

1 IU KO aktivitesi, I[Unun tanimi geregi 1 umol/dk {irik asit olugmasini saglayan
enzim aktivitesi oldugundan 1 TU/L KO = 1 pmol/(dk x L) {iirik asit olusumuna
karsilik gelmelidir.

KO (IU/L) = AOD ik asit X 102 umol/L X [l/t(dakikafl)] x 30 (Seyreltme Orani)
Tepkime siiresi 150 dakika oldugundan;

KO (IU/L) = (AOD/150) x 3000

KO aktivitesi (IU/L) = AOD x 20
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Tablo 3.3: KO enzim aktivitesi 6l¢iim protokolil.

Ornek

Fosfat Tamponu 2,8 mL
Ksantin ¢ozeltisi 0,1 mL
Serum 0,1 mL

3.4.3. Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Bu o6lgiim yonteminin ilkesi indirgenmis glutatyon (GSH) ile H,O2’nin GSH-PO
enziminin katalizledigi tepkime sonucunda yiikseltgenmis glutatyon (GS-SG) ve
H20’ya dontligmesini takiben GSH rediiktaz enziminin GS-SG’yi tekrar indirgerken
ortamdaki NADPH’yi NADP’ye yiikseltgemesi temeline dayanmaktadir (81). GSH—
PO aktivitesiyle GS-SG olustukgca NADPH’nin ortamdaki miktar1 azalacagindan 340
nm dalga boyunda NADPH absorbansindaki azalma GSH-PO enzim aktivitesiyle
dogru orantilidir. Bu 6l¢tim yonteminde kullanilan reaktifler ve hazirlanislar1 asagida

belirtilmistir:

» Fosfat tamponu (pH 7; 50 mM fosfat; 5,6 mM EDTA): 4,2 gr Na;HPO, ile
2,72 gr KH,PO,4 ve 2,08 gr EDTA (Disodyum tuzu, dihidrat) distile suda
coziilerek hacim 1 L’ye tamamlandi.

» GSH c¢ozeltisi: 250 mg katt GSH 5 mL fosfat tamponunda ¢oziilerek
hazirlandi.

» NADPH:15 mg tartilip 2,5 mL fosfat tamponunda ¢dziilerek hazirlandu.

» GSH Rediiktaz enzim ¢ozeltisinden 10 pL alinip 1 mL 3,2 M amonyum
stilfatta seyreltildi.

» Sodyum azid 65 mg tartilip 5 mL fosfat tamponunda ¢6ziildii.

» Hy0, stok ¢ozeltisinden (% 30 v/v) 15 pL alinip 5 mL fosfat tamponunda

¢Ozildii.

Spektrofotometre kuvars kiivet kullanilarak fosfat tamponuyla 340 nm dalga

boyunda sifirlandi. Hazirlanan reaktifler tablo 3.4’te belirtildigi sirayla kiivete
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konulduktan sonra 1 dakika siireyle absorbans spektrofotometrenin “rate” modunda
izlendi. Elde edilen deger kor degeriydi. Ayni kiivete 100 pL H,O, eklenerek 1
dakika daha izlendi. Ikinci izlemde elde edilen deger &rnek degeriydi. Enzim
aktivitesinin hesaplanmasinda 6rnek ve kor degerlerinin farkiyla NADPH nin molar

absorbsiyon katsayis1 kullanildu.

& nappH: 6220 L x mol™ x cm™
AOD nappH = € NaDPH X C naDPH X £

C nappH = AOD nappH / (€ naDPH X €)

C naopH = AOD nappr / (6220 L x mol™ x cm™ X 1 cm)

C nappH = AOD napp / 6220 L/mol = AOD nappw X 1,6.10* mol/L
C nappH = AOD napph X 1,6.10% pmol/L

1 IU GSH-PO aktivitesi, [U’nun tanim1 geregi NADPH’nin 1 pmol/dk azalmasini
saglayan enzim aktivitesi oldugundan 1 IU/L GSH-PO = 1 pmol/(dk x L) NADPH

degisimine karsilik gelmelidir.

GSH-PO (IU/L) = AOD napph X 1,6.10% pmol/L X [1/t(dakika )] x 30 (Seyreltme
Orani)

Tepkime siiresi 1 dakika oldugundan;

GSH-PO aktivitesi (IU/L) = AOD x 4800
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Tablo 3.4: GSH-PO enzim aktivitesi 6l¢iim protokolii.

Ornek

Fosfat Tamponu 2,55 mL
GSH 100 uL
NADPH 50 uL
GSH Rediiktaz 100 uL
Sodyum Azid 100 pL
Serum 100 puL

3.4.4. Enzimatik Olmayan Siiperoksit Radikali Temizleyici Aktivitenin

Belirlenmesi

Bu yontemim esas1 serumdan protein yapidaki bilesenler uzaklastirildiktan sonra
kalan radikal temizleyici bilesenlerin, ksantin — ksantin oksidaz sistemi tarafindan
olusturulan siiperoksit radikalinin tepkime ortamindaki nitro blue tetrazolium (NBT)
tuzunu indirgemesini engellemesidir (82,83). Siiperoksit radikali tarafindan
indirgenen NBT mor renkli formazan olusumuna yol agmakta ve bu bilesigin optik
dansitesi en 1yi 560 nm dalga boyunda 6l¢iilmektedir. Ortamda siiperoksit radikalini
temizleme giicline sahip maddelerin varliginda bu rengin olusumunu 6nlenecektir.
Buna gore enzimatik olmayan stiperoksit radikali temizleyici aktivite (NSSA) birimi
(1 U), NBT’nin indirgenmesini % 50 oraninda inhibe eden madde miktar1 olarak
tanimlanmaktadir. Bu 0Ol¢lim yonteminde kullanilan reaktifler ve hazirlanislar

asagida belirtilmigtir:

» Reaktif 1 (Toplam hacim 490 mL):
o Ksantin 9,1 mg alinip distile suda birka¢ damla 1 N NaOH ile ¢6ziildii
ve toplam hacim 200 mL’ye tamamlandi.
o NBT: 12,3 mg alinip distile su ile coziilerek hacim 100 mL’ye
tamamlandi.
o EDTA (Disodyum tuzu, dihidrat): 25 mg alinip distile suda ¢oziilerek
hacim 100 mL’ye tamamlandi.

o NayCOs: 2,54 g alinip distile suyla 60 mL’ye tamamlandi.
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o Bovin albiimin: 30 mg alinip distile suyla ¢oziilerek hacim 30 mL’ye
tamamlandi.
Hazirlanan tiim ¢oOzeltiler hazirlams sirasiyla  karistirllarak — reaktif
tamamlandi.
» Ksantin oksidaz: 26 pL alinarak 6,5 mL 3,2 M amonyum siilfat i¢inde
¢Ozildii.
» CuCl, ¢ozeltisi: 108 mg CuCl, tartildiktan sonra 100 mL distile suda

¢Oziilerek hazirlandi.

Serumlarin igerdigi protein yapilart uzaklastirmak i¢in 300 pL 6rnek Eppendorf
tiipiine aktarildiktan sonra iizerine 75 pL % 10 (w/v) TCA eklendi. Ornekler
vortekslendi ve 10.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Deney tiipleri tablo 3.5’te
gosterildigi sekilde hazirlandiktan sonra oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edildi.
Daha sonra 6rnek ve kor tiiplerine CuCl, eklendi. Kor tiliplerine siipernatan da
eklendikten sonra 560 nm dalga boyunda distile suya karst orneklerin ve korlerin

optik dansiteleri 6l¢iildii. Asagidaki formiil kullanilarak NSSA hesaplandi:

NSSA (U/mL) = [(K&ér OD — Orek OD) / Kér OD] x F

NSSA aktivite birimi NBT nin indirgenmesini % 50 oraninda inhibe eden madde
miktar1 olarak ifade edildiginden (Kér OD — Ornek OD) / Kér OD = % 50 = 0,5
oldugunda NSSA 1 U/mL olacaktir. Yani;

1 U/mMLNSSA=05xF

F = 2 olarak bulunmustur. 1 mL’deki aktivite i¢in faktorii 2 oldugundan ve 6rnek

hacmi 0,1 mL oldugundan;

F=2/0,1=20olarak bulundu.

NSSA (U/mL) = [(Kér OD — Ornek OD) / Kér OD] x F x 1,25(Seyreltme Orani)
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NSSA (U/mL) = [(K6r OD — Ornek OD) / Kér OD] x 25

Tablo 3.5: NSSA 6lgiim protokolii.

Ornek Kor
Reaktif 1 2,75mL 2,75 mL
Siipernatan 100 uL —
Ksantin Oksidaz 50 uL 50 uL
Oda sicakhiginda 20 dakika inkiibasyon
CuCl; 100 uL 100 pL
Siipernatan — 100 uL

3.5. Istatistiksel Degerlendirme Yéntemleri

Elde edilen veriler SPSS 15.0 for Windows yazilimiyla degerlendirildi (84). Yiiksek
risk ve diistik risk gruplarinda, normal dagilim gosteren ve varyanslart homojen olan
Olciitlere ait sonuglar (yas, viicut agirlig1 ve gestasyon haftasi) ortalama ve standart
sapma olarak belirtildi. Bu degerlerin karsilastirilmasinda iki ortalama arasindaki
farkin onemlilik testi (Student’s t—test) kullanildi. Parametrik test varsayimlarini
karsilamayan Olgiitlere ait sonuglar (MDA, GSH-PO, NSSA, KO) ortalama,
ortalamanin standart hatasi, ortanca, en diisiik ve en yiiksek degerler olarak belirtildi.
Bu degerlerin karsilagtirllmasinda Mann-Whitney U testi kullanildi. Gruplarin
demografik verilerinin ve dortlii testte kullanilan biyokimyasal belirteglerinin MDA,
GSH-PO, KO ve NSSA’yla uyumlarin1 gézlemek amaciyla Spearman korelasyon

analizi uygulandi. P<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Prenatal tarama testi uygulanmis ve DS riski esik degerin iistiinde bulunmus 30 gebe,
riski diisiik bulunan 30 gebeyle eslestirildi. Olgiilen belirtecleri etkilemesini
engellemek adina, calisma ve kontrol grubunun yas, maternal viicut agirligr ve
gebelik haftas1 agisindan eslesmesi saglandi. Goniilliilerin yas, viicut agirlign ve
gestasyonel yas bakimindan karsilastirilmasindan elde edilen sonuglar tablo 4.1°de
gosterildi. Istatistiksek degerlendirme Student’s t—test ile yapildi. Yiiksek ve diisiik
risk gruplar1 arasinda bu oOlgiitler bakimdan anlamli bir farklilik tespit edilmedi.
Goniilliilerin dosyalar1 incelendiginde, arastirmanin gerceklestirildigi siire boyunca
hicbir gebede gebelige bagli komplikasyonlara (gestasyonel diyabet, preeklampsi
vb.) rastlanmadi. Yiiksek risk grubundaki 30 gebeden sekizine, tanisal amniyosentez
uygulandigt ve karyotip analizi sonucunda higbirinde kromozomal anomali
saptanmadig1 belirlendi. Ayrica, gebelerden 6 tanesinin arastirma sona ermeden

normal dogumla ya da sezaryen operasyonuyla saglikli bebeklere sahip oldugu tespit

edildi. Diger 16 yiiksek riskli gebeligin sonucu hakkinda yeterli bilgi elde edilemedi.

Tablo 4.1: Goniilliilerin yas, viicut agirlig1 ve gestasyonel yas degerleri.

Yiiksek Risk Grubu Diisiik Risk Grubu ,
Student’s
n=30 n=30
dart Standart FLest
Ortalama SIEIEEL Ortalama an P degeri
Sapma Sapma
s’ 30,4 45 30,2 45 > 0,05
(yi)
VAIGITE ST 62,9 95 63.4 98 > 0,05
(ko)
Gestasyonelyas | ., 12 172 11 > 0,05
(hafta) ) ) H H )
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Yiiksek risk grubunda MDA diizeyi diisiik risk grubuna gore daha diisiiktii fakat bu
farklilik istatistiksel olarak anlamli degildi (0,807—0,874 umol/L; p>0,05). iki grubun
karsilastirilmasinda Mann—Whitney U testinden yararlanildi (Tablo 4.2; Sekil 4.1).

Tablo 4.2: Malondialdehit diizeyi.

MDA (nmol/L)
Mann-Whitne
Yiiksek Risk Diisiik Risk U testi y
Grubu Grubu o .
P degeri
Ortalama 0,879 0,945
Ortalamanin
standart hatasi 0,037 0,046
Ortanca 0,807 0,874 > 0,05
L0 QU= B 0,645 — 1,479 0,618 — 1,559
yiiksek degerler
1,67
1,47
3
31,27
0
i
1,07
g
0,87
0,67 l

I
Yiiksek Risk

Sekil 4.1: MDA kutu grafigi.
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KO enzim aktivitesi, yliksek risk ve diisiik risk gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik
gostermedi. iki grubun karsilastirilmasinda Mann—Whitney U testi kullanildi (Tablo
4.3; Sekil 4.2).

Tablo 4.3: Ksantin oksidaz enzim aktivitesi.

KO (1U/L)
Mann-Whit
Yiiksek Risk Diisiik Risk test
Grubu Grubu ..
P degeri
Ortalama 0,269 0,253
Ortalamanin
standart hatasi 0,017 0,011
Ortanca 0,240 0,260 > 0,05
En diigitk = En 0,120 - 0,480 0,120 - 0,420
yiiksek degerler
0,5007T
0,4007T

0,3007T -‘V
0,200T l l

0,1007

KO (IU/L)

0,0007

I I
Yiiksek Risk Diisiik Risk

GRUP

Sekil 4.2: KO kutu grafigi.
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Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi yliksek risk ve disiik risk gruplari arasinda
anlamli bir farklilik gostermedi. Karsilastirmada Mann—Whitney U testi kullanildi
(Tablo 4.4; Sekil 4.3)

Tablo 4.4: Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi.

GSH-PO (1U/L)
Mann-Whitne
Yiiksek Risk Diisiik Risk U testi y
Grubu Grubu .
P degeri
Ortalama 88,5 77,5
Ortalamanin
standart hatasi i 41
Ortanca 74,4 76,8 > 0,05
En diisiik — En
Ik b 28,8 -192,0 33,6 -124,8
2007
150
a
~ J—
=)
=
w100T
o
fa
)]
]
oot J
ot

[ I
Yiiksek Risk Diigiik Risk

GRUP

Sekil 4.3: GSH-PO kutu grafigi.
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Diistik risk grubunda NSSA, yiiksek risk grubuna gore daha yiiksekti (4,786—2,224
U/mL; p=0,006). Iki grubun karsilastirilmasinda Mann—Whitney U testi kullanildi

(Tablo 4.5; Sekil 4.4)

Tablo 4.5: Enzimatik Olmayan Siiperoksit Radikali Temizleyici Aktivite.

NSSA (U/mL)
Mann-Whit
Yiiksek Risk Diisiik Risk test
Grubu Grubu o .
P degeri
Ortalama 3,114 4784
Ortalamanin
standart hatasi 0,788 0,386
Ortanca 2,224 4,786 0,006
L1 L= =0 0,148 — 12,207 1,869 — 9,923
yiiksek degerler
12T
10T
~ .
®
2
A
o
1]
z 1
1
1 1
0

I
Yiiksek Risk

Sekil 4.4: NSSA kutu grafigi.

GRUP
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Caligmaya katilan tiim gonilliillerin verilerine Spearman korelasyon analizi
uygulanarak oksidatif stres belirtecleri ve antioksidan sistem bilesenleriyle
gontllilerin demografik verileri ve dortlii test parametreleri arasindaki iliskiler

arastirildi.

Calisma grubunda MDA diizeyinin viicut agirligl arttikca ve gestasyon haftasi
ilerledikce yiikseldigi (sirasiyla p degerleri 0,017 ve 0,042; r degerleri 0,47 ve 0,37),
yine KO enzim aktivitesinin gestasyon haftasi ilerledikce yiikseldigi (p=0,002,
r=0,56) goriildii (Tablo 4.6).

Tablo 4.6: Yiiksek risk grubunda oksidan/antioksidan parametrelerin istatistiksel

olarak anlamli korelasyonlar1.*

MDA KO
Spearman Korelasyon Spearman Korelasyon
Test katsaysi Test katsayisi
P degeri r P degeri r
Viicut Agirhgi 0,017 0,47 — S
Gestasyon Haftasi 0,042 0,37 0,002 0,56

* istatistiksel olarak anlamli bulunmayan iliskiler belirtilmedi.

Calisma ve kontrol gruplart birlikte ele alinarak yapilan korelasyon analizinin
sonuglart tablo 4.7°de gosterildi. Gestasyon haftasiyla MDA diizeyi ve KO enzim
aktivitesi arasinda istatistiksel olarak anlamli, ayn1 yonde orta derecede bir iliski
tespit edildi (sirasiyla p<0,001 ve p=0,007; r=0,52 ve r=0,35). Total phCG diizeyiyle
MDA diizeyi ve NSSA arasinda istatistiksel olarak anlamli, ters yonde zayif bir iliski
tespit edildi (sirastyla p = 0,046 ve p = 0,013; r =-0,26 ve r = -0,38)
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Tablo 4.7: Tim gonilliler birlikte ele alindiginda oksidan/antioksidan
parametrelerin istatistiksel olarak anlamli korelasyonlari.*
MDA KO NSSA
Spearman | Korelasyon | Spearman | Korelasyon | Spearman | Korelasyon
Test katsayisi Test katsayist Test katsayisi
P degeri r P degeri r P degeri r
Total
BhCG 0,046 —0,26 — — 0,013 -0,38
Gestasyon | 001 | 0,52 0,007 0,35 — —
Haftas:

* istatistiksel olarak anlamli bulunmayan iliskiler belirtilmedi.

Bulgular 6zetleyecek olursak;

1.

Gruplar arasinda yas, viicut agirhigi ve gebelik haftasi bakimindan istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik gézlenmedi.

NSSA, yiiksek risk grubunda kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiik
bulundu.

MDA diizeyi, KO ve GSH-PO enzim aktiviteleri bakimindan iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmedi.

Calisma ve kontrol gruplar birlikte degerlendirildiginde, total BhCG diizeyiyle
MDA ve NSSA arasinda istatistiksel olarak anlaml, ters yonlii bir iliski
bulundu. Total BhCG — MDA iliskisi zayifken total BhCG NSSA ile orta
diizeyde iligkiliydi.

Hem caligma grubunda hem de iki grup birlikte ele alindiginda gestasyon
haftas1 arttikga oksidatif belirteglerden MDA diizeyinin ve KO enzim
aktivitesinin arttig1 tespit edildi.

Yiksek riskli

gebelerin MDA  diizeyleriyle viicut agirliklar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli ayn1 yonlii bir iliski saptandi.
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5. TARTISMA

Down Sendromu insanlarda mental retardasyonun en sik karsilasilan genetik
nedenidir. Yaklasik her 700 canli dogumdan birinde goriilmektedir, konsepsiyonda
bu oran daha da yiiksektir. DS’nin yol agtigi mental sorunlarin yaninda etkilenen
organ ve sistemlerde ortaya ¢ikan belirtiler de miicadele edilmesi gereken sorunlara
eklenmektedir (Tablo 2.2). Yillar i¢inde DS’den etkilenmis bir fetiis tasima olasilig
yiiksek olan gebeliklerin belirlenmesi ve bu gebelere erken asamada c¢esitli
secenekler sunulabilmesi adina zaman iginde farkli prenatal tarama yontemleri

gelistirilmis ve uygulanmistir (5,36,37,39,41,67).

Gebelikte oksidatif stres, gesitli klinik durumlarla iligkili bulunmustur. Bunlar
arasinda intrauterin gelisme geriligi, gestasyonel hipertansiyon, pre—eklampsi,
gestasyonel diyabet baslicalaridir (85-87). Ayrica, DS’den etkilenmis gebeliklerde
meydana gelen oksidatif stresle ilgili cesitli veriler mevcuttur. Bildigimiz kadariyla,
prenatal tarama testleri sonucunda DS’den etkilenmis fetiis tasima riski esik degerin
istinde bulunan annelerin serumlarindaki oksidasyon belirteclerini ve antioksidan

savunma elemanlarini inceleyen bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Ognibene ve ark. 1999 yilinda yayinladiklari bir bildiride, SOD enziminin alt
tiplerinden CuZn-SOD’yi kodlayan genin 21. kromozomda yerlesmis olmasi ve
DS’de asir1 eksprese edilmesinden yola ¢ikarak, DS’den etkilenmis gebeliklerde
anne serumunda SOD enzim aktivitesini irdelemislerdir. Amniyosentezle DS tanisi
konulmus gebeliklerde geriye doniik olarak maternal serumlar1 incelemisler ve
DS’den etkilenmis fetiis tasiyan 9 annenin ortalama serum SOD enzim aktivitesini
kontrol grubunu olusturan 80 annenin ortalamasina gore anlamli derecede yliksek
bulmuslardir. Yazarlar SOD enzim aktivitesinin maternal serumda neden yiiksek
bulunduguyla ilgili bir 6ngoériide bulunmazken bu testin ek bir prenatal tarama
belirteci olarak kullanilabilecegi yoniinde goriis bildirmislerdir (12). Daha sonra
Cuckle ve ark. benzer bir ¢alismada DS oldugu amniyosentezle kesinlestirilmis 4
anneden aldiklar1 serumlarda SOD aktivitesini 15 kisilik kontrol grubuyla

karsilastirmiglar ve DS’den etkilenmis gebeliklerin ortalama SOD enzim
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aktivitelerinin anlamli olarak yiikseldigini bildirmislerdir. Yazarlar bu aktivite
artisinin olas1 nedeninin fetiisteki oksidatif stres artigina verilen maternal yanit
oldugu ve bu tepkinin gebeligin devam ettirilmesine katkis1 oldugunu One

stirmiislerdir (88).

Perrone ve ark. ileri anne yasi nedeniyle amniyosentez yapilan 89 kisi lizerinde
yapilan bir c¢alismada, 56 normal gebeligi, 23 fetal gelisme geriligi ve 10 DS
gebeligiyle karsilastirarak amniyosentez sirasinda elde edilen amniyotik sivi
orneklerinde serbest radikal araciligiyla gergeklesen lipit peroksidasyonunun
belirteclerinden olan izoprostan diizeylerini karsilastirmislardir. izoprostan diizeyinin
DS’den etkilenmis gebelerin amniyotik sivilarinda normal  gebeliklerle
karsilastirildiginda 9 kat daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir (10). Perluigi ve ark.
10 DS gebeliginden ve 10 normal gebelikten elde ettikleri amniyon sivilarinda
yaptiklar1 ¢calisma sonucunda, DS’li gebeliklerden elde edilmis amniyon sivilarinda
protein oksidasyonu ve lipit peroksidasyonu belirteclerinin belirgin olarak

yiikseldigini bildirmiglerdir (11).

Meguid ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada daha 6nceden DS’li bebek diinyaya getirmis
annelerin serumlarinda TBARS diizeyinin kontrol grubuna gore anlamli olarak
yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Buna ek olarak DS’li bebek diinyaya getirmis
annelerin in vivo antioksidan ozelliklere sahip olduklar1 bilinen E ve C vitamini
diizeyleri ile yine SOD aktivitesinde yardimci gorev istlenen bakir ve ¢inko
diizeyleri diisiik bulunmustur. Bu annelerin homosistein diizeylerinin de kontrole
gore anlamli derecede yiiksek oldugu bildirilmistir. Yazarlar bu verilerden yola
cikarak anormal folat ve homosistein metabolizmasinin DS i¢in risk faktori
oldugunu ve DS’li bebek diinyaya getiren annelerin oksidan/antioksidan dengesinin

bozuldugunu 6ne siirmiislerdir (89).

Sulthana ve ark. 31 DS’li ¢ocuk iizerinde yaptiklar1 arastirmanin sonucunda
enzimatik olmayan antioksidanlar arasinda yer alan rediikte glutatyonun ve total
antioksidan statusun DS’li ¢ocuklarda, yas ve cinsiyet bakimindan eslestirilmis

kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiik oldugunu bildirmislerdir. Bu
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disiikligiin DS’li ¢ocuklarda oksidatif strese neden oldugunu oOne siirmiislerdir.
Ortaya ¢ikan oksidatif stresin Oniine gegmek adma DS’li ¢ocuklara antioksidan
destegin miimkiin olan en erken zamanda verilmeye baglanmasi gerektigini

bildirmislerdir (90).

Czeizel ve ark.in Macaristan’da yaptig1r 1980 — 1996 yillarimi kapsayan bir vaka—
kontrol ¢aligmasinda dogum kayitlar1 incelenerek 781 DS’li gebelik, eslesmis kontrol
grubuyla, 38151 kisilik saglikli toplum grubuyla ve 22843 kisilik konjenital
anomaliye sahip hasta grubuyla karsilastirilarak incelenmistir. Bu aragtirmanin
sonuglarina gore ilk trimesterde folik asit ve demiri birlikte kullanan annelerin DS’li
bebek sahibi olma riski azalmaktadir (diizeltilmis odds oran1 0,4 [% 95 giiven aralig
0,2-0,7]). Ilk trimesterde antioksidan vitamin destegi alma oraniysa ¢ok diisiik olarak

bildirilmistir (91).

Arastirmamizin bulgular arasinda DS’den etkilenmis bir fetiise sahip olma acisindan
yiiksek risk tagiyan gebelerin serumlarindaki enzimatik olmayan siiperoksit radikali
temizleyici aktivitenin (NSSA) diisiik risk tasiyan gebelere gore anlamli olarak diisiik
bulunmasi 6ne ¢ikmaktadir. Azalmigs NSSA, ¢alisma grubundaki gebelerin daha fazla
oksidatif strese maruz kaldigin1 ve antioksidan kapasitede azalma meydana geldigini
diisiindiirmistiir. NSSA’nin hangi fizyopatolojik mekanizmaya bagli olarak azaldig:
veya enzimatik olmayan antioksidanlardan hangilerinin bu azalmadan esas olarak
sorumlu oldugu hakkinda elimizde veri bulunmamaktadir. Gebelikte oksidatif stresin
artis1 daha once de belirtildigi gibi pek ¢ok klinik durumla iliskilendirilmistir (85—
87). Fakat antioksidan kapasitenin azalmasmin temelde neyi ifade ettigiyle ilgili
kayda deger bir bilgiye rastlanilamamigtir. NSSA’nin azalmasi, yiiksek risk grubunda
oksidatif stres olustugunu diisiindiirmektedir, fakat yiiksek risk ve diisiik risk
gruplarinin MDA diizeyleri arasinda anlamli bir fark gozlenmemis olmasi lipit
peroksidasyon iiriinlerinin serumda gozlenebilecegi kadar ileri diizeyde oksidatif
stres olusmadigina isaret etmektedir. Meguid ve ark. tibbi ge¢misglerinde DS’li bebek
diinyaya getirme Oykiisii olan annelerin serumlarinda, enzimatik olmayan
antioksidanlar arasinda saydigimiz vitaminlerden o tokoferol ve askorbik asit

diizeylerinin belirgin derecede diisiik oldugunu gostermislerdir (89). Dolayisiyla
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enzimatik olmayan antioksidanlarin diizeyindeki azalma, DS’li bebek sahibi olma
riskinin artmasiyla paralel seyretmektedir. Arastirmamizda DS’li fetiis sahibi olma
riski yliksek olan grupta NSSA’nin azalmis olmasi, enzimatik olmayan antioksidan
kapasitedeki azalmayi1 gostermektedir ve bu bulgu Meguid ve ark.in caligmasiyla
uyumludur. Meguid ve ark. konsepsiyon dolaylarinda annelerin folik asit ve
antioksidan besinlerle desteklenmesini kuvvetle Onermektedir. NSSA serumun
enzimatik aktivite haricinde sahip oldugu antioksidan kapasiteyi gosterdiginden,
azalmas1 halinde disaridan antioksidan besin destegi verilerek antioksidan
kapasitedeki bu eksiklik giderilebilir. Bulgularimiz enzimatik olmayan antioksidan
kapasitede gozlenen bu azalma nedeniyle gebelik siiresince disaridan besinsel
antioksidan destegi verilmesinin faydali olabilecegini diislindiirmiistiir. Bu
ongoriimiiz Czeizel ve ark.’in gebelikte dzellikle ilk trimesterde antioksidan vitamin
destegi verilmesinin faydali etkileri olabilecegi yoniindeki goriisiiyle ve Meguid ve
ark. konsepsiyon dolaylarinda annelerin antioksidan besinlerle desteklenmesi
gerektigini bildiren gorisleriyle ortismektedir (91). Czeizel ve ark. folat
metabolizmasinda ¢ekirdekteki gen mutasyonlarina ek olarak mitokondriyal gen
mutasyonlartyla DS insidansi arasinda kurulan iligkilerin gecerli oldugunun kabul
edilmesi halinde gebelik Oncesinde yiiksek doz folik asit destegiyle birlikte
antioksidanlarin kullanilmasinin, DS’ nin primer 6nlenmesine yardimci olabilecegini
one siirmiiglerdir (91). DS vakalarinin biiyiik ¢ogunlugunun maternal gametogenezin
mayoz | asamasinda gergeklesen nondisjunction nedeniyle olustugu ispatlanmustir.
Fakat nondisjunctionin oositler heniiz fetal hayattayken mayoz I’e girdiginde mi,
yoksa ovulasyon ger¢eklesirken mayoz I’in tamamlanmasi sirasinda mi1 gerceklestigi
hakkinda ¢eliskili bilgiler mevcuttur (92,93). Bu nedenle perikonsepsiyonel donemde
antioksidan destegi saglanmasinin, DS’nin primer olarak engellenmesini
saglayacaginin bildirilmesi akillara soru isaretleri gelmesine neden olmaktadir.
Antioksidanlarin DS {izerindeki bu olas1 roliinii tam olarak ortaya koymak i¢in daha
genis ¢alismalar gerekmektedir. Yine de yiiksek riskli gebelerin azalmis antioksidan
kapasiteleri bu popiilasyonun antioksidan besin desteginden fayda gorecegini
diistindiirmiistiir. Arastirmamizda NSSA ile ilgili ek bir bulgu da total BhCG ile
aralarinda anlamli bir negatif korelasyon saptanmis oldugudur ve aralarindaki

iliskinin orta derecede kuvvetli oldugu gorilmiistiir. Bu veriye gore total BhCG
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yiikseldikge NSSA azalmaktadir. Total BhCG diizeyi yiikseldikge DS riskinin arttig
bilinmektedir (5). Yani DS riski yiiksek gebelerdeki NSSA DS riskiyle ters
orantilidir. Fakat ¢alismamizda her iki grupta da DS risk oramiyla NSSA arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmamistir. Bunun olas1 nedenlerinden birisi,
DS riskinin sadece total PhCG degerine gore hesaplanmiyor olmasi olabilir.
Calismamizda dortlii testte kullanilan diger biyokimyasal ve demografik belirtecler
de DS risk hesabinda kullanilmakta ve c¢ok sayida parametrenin birlikte
degerlendirilmesiyle ortaya tek bir DS riski ¢ikmaktadir. Bir diger olast nedense, DS
risk hesabinin MoM degerleri {izerinden yapilmasina karsin, NSSA i¢in elimizde
gebelik haftalarina gore ortanca degerleri bulunmadigindan NSSA’nin MoM
degerinin hesaplanamamis olmasi olabilir. Pek cok biyokimyasal parametre gebelik
haftas1 ilerledik¢e degisimler gostermektedir ve arastirmamizda NSSA’nin gebelik
haftasiyla nasil degisim gosterdigini irdelemek icin yeterli miktarda veri elde
edilmemistir (Sekil 2.2). Eger arastirmamizin tasarimi NSSA’nin normal sekilde
seyreden gebeliklerde haftalik degisimini ortaya koyacak ve gebelik haftalarina gore
ortanca degerlerini hesaplayacak genislikte yapilmis olsaydi bu degerlendirme de

yapilabilirdi.

Calisma ve kontrol gruplar arasinda MDA diizeyleri agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik gézlenmemistir. GSH-PO ve KO enzim aktivitesi de iki grup
arasinda anlamli farklilik gostermemektedir. Calisma grubunda enzimatik olmayan
siiperoksit radikali temizleme giiciiniin azalmis olmasi, antioksidan kapasitede bir
diisise isaret etmektedir. Fakat MDA diizeyinin, GSH-PO ve KO enzim
aktivitelerinin belirgin bir degisiklige ugramamis olmasi oksidatif stresin enzim
aktivitelerini etkileyecek diizeyde ve antioksidan savunma engellerini asarak lipit
peroksidasyonu iiriinlerinin anlamli derecede yiikselmesine neden olacak siddette
olmadigina isaret edebilir. Oksidatif stres gebeligin seyri sirasinda karsilagilabilen
cesitli komplikasyonlara da eslik edebilmektedir. Ornegin preeklampside serum
MDA diizeyi artmakta, SOD ve GSH-PO enzim aktiviteleriyle antioksidan
vitaminlerden C ve E vitamini diizeyleri azalmaktadir (94). Jakovljevic ve ark. sigara
icmeyen komplikasyonsuz 31 ilk trimester gebeligini 29 kisilik gebe olmayan kontrol

grubuyla kiyaslamiglardir. Gebe olmayan saglikli kontrol grubunun tamami sigara
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iciyor olmasma karsin gebe grubunun ortalama serum MDA diizeyinin anlamh
olarak yiiksek oldugunu bildirmislerdir (95). Dosya taramalarimiza gore ¢alisma ve
kontrol gruplarinda gestasyonel diyabet, preeklampsi gibi komplikasyonlarla
seyreden bir gebelik bulunmamaktadir. Arastirmamizda DS agisindan yiiksek riskli
ve disiik riskli gebe gruplari arasinda serum MDA diizeyleri, GSH-PO ve KO
aktiviteleri arasinda anlamli bir fark gozlemlenmemistir fakat bu etkenlerin gebe
olmayanlara gore anlamli derecede degisiklige ugrayip ugramadigi incelenmemistir.
Yiiksek risk ve diisiik risk gruplarinda serumda MDA diizeyi, KO ve GSH-PO enzim
aktivitesiyle NSSA degiskenlerini yas ve viicut agirligi bakimindan eslestirilmis
saglikli ve gebe olmayan bir kontrol grubunda da test edilmis olsaydi, diisiik risk
grubunda gozlenen diizeylerin ve aktivitelerin anlamli derecede degisim gosterip

gostermedigi de belirlenebilirdi.

Arastirmamizin bulgularina gére hem g¢alisma grubunda hem de iki grup birlikte ele
alindiklarinda, MDA diizeyi ve KO enzim aktivitesi gebelik haftasi ilerledikge
artmaktadir. KO enzim aktivitesinde goriilen artig yiiksek risk grubunda daha
belirgindir. Her iki grup ele alindigindaysa MDA diizeyi gebelik haftasiyla daha
giiclii bir korelasyon gostermektedir. Calismaya dahil olan tiim goniilliiler 15 ile 19%7
gebelik haftalar1 arasindadir. Bulgularimiz bu haftalarda maternal serumda oksidatif
stresin giderek yiikseldigini gostermektedir. NSSA ve GSH—PO enzim aktivitesinin
gebelik haftasiyla aralarinda anlamli bir birliktelik gézlenmemistir. Oksidan ve
antioksidan sistemler arasindaki bu dengesizligin neden ortaya ¢iktig1 kesin olarak
bilinmemektedir. Oksidatif strese neden olan kronik inflamasyon, endotel
disfonksiyonu gibi klinik durumlara ait ¢esitli belirteglerin (IL-6, hsCRP vb.)
diizeylerinin belirlenmesi, gebelik haftasi ilerledikce ortaya ¢ikan bu oksdiatif stres
artisinin  kaynagint bulmamiza yardimci olabilirdi. Goniillillerin serumlarinda 8—
hidroksi—2—deoksiguanozin, izoprostan gibi farkli oksidatif hasar belirteci
diizeylerinin de arastirilmasi ¢alismanin bu bulgusunu degerlendirmeyi daha kolay

hale getirebilirdi.

Yiiksek risk grubunda serum MDA diizeyiyle goniilliilerin viicut agirliklar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli, pozitif yonde bir birliktelik belirlenmistir. Van Gaal ve
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ark. TBARS ile viicut kitle indeksi arasinda anlaml1 bir iliski bulundugunu daha 6nce
bildirmislerdir. Calismalarinda TBARS diizeyleriyle lipit diizeyleri arasinda hem
obez hem de obez olmayan bireylerde anlamli bir iliski oldugunu bildirmislerdir.
Ayrica, TBARS olusumuyla viicut kitle indeksinin, viicut agirhiginin ve bel-kalca
oraninin yakindan iligkili oldugunu, TBARS diizeyinin HDL kolesterol diizeyiyle de
ters orant1 gosterdigini bildirmislerdir (96). Bizim aragtirmamizda goniilliilerin serum
lipoprotein ve trigliserit diizeyleri iizerinde bir dosya arastirmasi ya da tarama
yapilmamistir. Goniilliilerin viicut kitle endeksleri de hesaplanmamuistir. Dolayistyla
MDA diizeyinde viicut agirliginin artmasiyla birlikte goriilen ayn1 yonlii degisimin
lipoprotein diizeylerindeki farkliliklardan, viicut kitle endeksi ve bel-kalga
oranindaki farkliliklardan ya da bilmedigimiz baska bir etkenden kaynaklandigi
kesinlige kavusturulamamigtir. Fakat bulgularimiz Van Gaal ve ark.’in bulgulartyla
ortiismektedir. Prazny ve ark. obezitenin bilinmeyen bir isleyisle daha yiiksek
oksidatif strese yol actigini bunun da MDA diizeyiyle ifade buldugunu oOne
stirmiiglerdir (97). Arastirmamizda yiiksek risk grubunda serum MDA diizeyiyle
maternal viicut agirhigr arasinda gozlemledigimiz birliktelik Prazny ve ark.’m
bulgulariyla ortiismekte fakat her iki grup ele alindiginda MDA ile viicut agirlig

arasinda birliktelik bulmamis olmamiz bu ¢alismayla ¢elismektedir.

Sonug olarak, kontrol grubuyla karsilastirildiginda Down Sendromlu fetiis sahibi
olma riski esik degerin tizerinde bulunan gebelerin serumlarinda enzimatik olmayan
antioksidan kapasitenin azaldigi, fakat oksidatif hasar belirteclerinden MDA
diizeyinde anlamli bir degisiklik olusmadig goriilmektedir. Bununla birlikte serum
MDA diizeyi ve oksidan etkinlik gosteren enzimlerden KO’nun serum aktivitesi
gebelik haftasi ilerledik¢e artma egilimi gdstermektedir. Bu bulgular 15181nda, tiim
gebelerin antioksidan bakimindan zengin dogal besinlerle desteklenmelerinin yararlh

olacagi soylenebilir.
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6. SONUCLAR

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, Down Sendromlu fetiis sahibi olma riski
esik degerin iizerinde olan gebelerin serumlarinda NSSA belirgin sekilde
azalmistir, fakat MDA diizeylerinde anlamli bir farklilik gézlenmemistir. Bu
bulgu DS’den etkilenmis fetiise sahip olma riski esik degerin iizerinde olan
gebelerin 6nemli miktarda oksidatif strese maruz kaldigina, ancak bu durumun

lipit peroksidasyonuna yol agacak siddette olmadigina isaret etmektedir.

Oksidatif belirteglerden MDA diizeyi ve KO enzim aktivitesi ikinci trimesterde

gebelik haftasi ilerledikce artma egilimi gostermektedirler.

Gebelik siirecinde enzimatik olmayan antioksidan kapasitede gozlenen azalma
nedeniyle, diyette dogal besinsel antioksidan igeriginin zenginlestirilmesi

faydali bir yaklasim olabilir.
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OZET

Prenatal Dortlii Tarama Testinde Down Sendromu Riski Esik Degerin Ustiinde
Cikan Gebelerin Serumlarinda Oksidan/Antioksidan Durumun Arastirilmasi

Down Sendromu (DS) insanlarda 21. kromozomun triploidisi, translokasyonu veya
mozaisizmi sonucunda gelisen genetik temelli ve ¢ok etkenli bir saglik ve toplum
sorunudur. DS’ye prenatal tani konulabilmektedir ve invaziv tanisal testlerin
uygulanacagi riskli popiilasyonun belirlenmesi i¢in prenatal tarama testleri
uygulanmaktadir. Bunlar arasinda dortlii test, ikinci trimester gebeliklerinde en
yaygin olarak uygulanan testlerdendir. Gebelikte maternal oksidatif stres artisinin
preeklampsi, gestasyonel diyabet, diisiik dogum agirligi, intrauterin gelisme geriligi
gibi ¢esitli durumlarla birliktelikleri daha 6nce gosterilmistir, fakat yiiksek fetal DS
riski tagiyan gebeliklerde maternal oksidatif stres ve antioksidan sistem hakkinda
yeterince bilgi elde edilememistir. Bu arastirmada DS riski esik degerin iistiinde olan
gebelerin serumlarinda oksidan/antioksidan durumun ortaya konmasi amacglanmistir.

Bu amagla, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Ibni Sina Arastirma ve Uygulama
Hastanesi Merkez Laboratuvarinda dortlii testi ¢alisilmis gebeler arasinda DS riski
esik degerin tistiinde bulunmus 30 gebe (calisma grubu), DS riski esik degerin altinda
olan ve yas, viicut agirlig1 ve gebelik haftas1 bakimindan 30 kisilik kontrol grubuyla
eslestirilmistir. Tiim gebelerin serumlarinda malondialdehit (MDA) diizeyi, ksantin
oksidaz (KO) aktivitesi, glutatyon peroksidaz (GSH-PO) aktivitesi ve enzimatik
olmayan siiperoksit radikali temizleyici aktivite (NSSA) spektrofotometrik
yontemlerle belirlenmistir. Istatistiksel degerlendirmede Mann-Whitney U testi ve
Spearman korelasyon analizi kullanilmistir. P<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir.

Aragtirmanin bulgularina gore ¢alisma grubunda NSSA, kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda belirgin olarak azalmistir (p=0,006). Her iki grup arasinda MDA
diizeyleri, KO ve GSH-PO aktiviteleri bakimindan anlamli bir farklilik
gozlenmemistir (p>0,05). Her iki grup birlikte ele alindiginda, MDA diizeyinin ve
KO enzim aktivitesinin gebelik haftas1 ilerledikce artma egiliminde oldugu
belirlenmistir (sirasiyla p<0,001 ve p=0,007).

Sonug olarak, kontrol grubuna kiyasla DS riski esik degerin lizerinde bulunan
gebelerin serumlarinda enzimatik olmayan antioksidan kapasitede 6nemli bir azalma
meydana gelmekte, fakat bu duruma lipit peroksidasyonu eslik etmemektedir. Ikinci
trimesterde oksidatif stres belirtecleri giderek artma egilimi gdstermektedir. Bu
sonuglara gore, gebelik siirecinde dogal besinsel antioksidan destegi saglanmasi
yararl bir yaklasim olabilir.

Anahtar Sozciikler: Antioksidanlar, Down sendromu, gebelik, oksidatif stres,
prenatal tarama.
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SUMMARY

Investigation of Oxidant/Antioxidant Status in Sera from Pregnant at High Risk
of Carrying a Down Syndrome-Affected Fetus According to Prenatal
Quadruple Test

Down Syndrome (DS) is a genetic—based multifactorial health and society problem
caused by the triploidy, translocation or mosaisicm of chromosome 21 in humans.
DS can be prenatally diagnosed and several screening tests are used to identify the
risky population before carrying out invasive diagnostic procedures. Quadruple test
is one of the most commonly used screening options in second trimester. The
association between increased maternal oxidative stress in pregnancy and some
gestational complications and events such as preeclampsia, gestational diabetes,
intrauterine growth retardation and low birth weight are well documented, however
adequate information could not be obtained about oxidative stress and antioxidant
system in pregnancies at a high risk of carrying a DS—affected fetus. In this study, it
has been aimed to establish oxidant/antioxidant status in sera from pregnant above
threshold for DS risk in this research.

For this purpose, 30 pregnant that were above threshold for DS risk (study group)
were chosen from pregnant whose quadruple tests were studied at Ankara University
Faculty of Medicine Ibni Sina Research and Practice Hospital Central Laboratory
and have been matched for age, body weight and gestational weight with a control
group consisting of 30 pregnant who were below threshold for DS risk.
Malondialdehyde (MDA) levels, xanthine oxidase (XO) and glutathione peroxidase
(GSH-Px) enzyme activities and non—enzymatic superoxide radical scavenger
activity (NSSA) were detected in sera of all pregnant. Mann—Whitney U and
Spearman correlation tests were used for the statistical analysis. Values of p lower
than 0.05 were considered statistically significant.

It was found that NSSA was markedly decreased in the study group as compared to
that of the control group (p=0.006). There was no statistically significant difference
between two groups regarding to MDA levels, XO and GSH-Px activities (p>0.05).
When two groups were handled together, MDA levels and XO enzyme activities had
a tendency to increase with gestational week (p<0.001 and p=0.007 respectively).

In conclusion, there is a significant decrease in non—enzymatic antioxidant capacity
of sera obtained from pregnant that were above threshold for DS risk as compared to
the control group. However, this decrease is not accompanied with lipid
peroxidation. Oxidative stress biomarkers show a trend of increase in second
trimester. In the context of these results, dietary natural antioxidant supplementation
might be a useful approach during gestation.

Keywords: Antioxidants, Down syndrome, oxidative stress, pregnancy, prenatal
screening.
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EK 2: Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

Versiyon Mo: 2 Wersiyon Tarihi: 30.12.2011
BiLGILENDIRILMi5 GONULLD OLUR FORMU

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Bivokimya Anabilim Dali'nda “Gebelikte Dértlii
Tarama Testinde Down Sendromu Riski Yiiksek Cikan Gebelerin Kanlarinda Oksidan/Antioksidan
Durumun Arastinlmas” adinda bir calisma yapilmaktadir. Bu arastirma amach bir calismadir.

Glndmizde gebeligin seyri sirasinda gordlebilen istenmeyen cesitli tibbi durumilarla
vicudumuzdaki oksidan/antioksidan denge sistemi arasinda iliskiler gdsterilmistir. Bu istenmeyen
tibbi durumlar arasinda gebelik sekeri (gestasyonel diyabet) ve gebelik zehirlenmesi (preeklampsi/f
eklampsi) sayilabilir. Yine gebeligin seyrisirasinda hem anneyi hem bebegi yakindan ilgilendiren
durumlardan biri de bebegin Down Sendromu denilen genetik bir hastalikla dogma ihtimalidir. Dartlu
Tarama Testi, bebeginizin Down Sendromunave diger baz bozukluklara sahip olarak dinyaya gelme
riskinin hezaplandi@ birincelemedir. Bu tarama testinde bebeklerinin Down Sendromu riski topluma
gire belirli bir degerin Gstiinde cikan annelerin kanlarindaki oksidan/antioksidan sistemin durumuyla
ilgili bizim arastirmalarimiza gére gincel bilimsel literatirde (vazil ve gérsel bilimsel ortamda)
yapilmis arastirma bulunmamaktadir. Arastirmarmizin bu alandaki boslugun doldurmas
amaclanmistir. Bu arastirma sayesinde gebelerde uygulanan “Dartll Tarama Testi” sonucuna gére
Down Sendromu acisindan disik ve yiksek riskli gebelerin oksidan/antioksidan sistemlerinin
durumunun ortaya konulmas ve yeni bilimsel veriler Gretilmesi hedeflenmektedir.

Bu arastirmada, sizin “Dartli Tarama Testiniz” Merkez Laboratuvarinda normal sekilde
calisilacakbir. Dartli Tarama Testinizin cahisildiktan sonra, arta kalan kanimizda Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dall Arastirma Laboratuvarinda viicudunuzdaki oksidan stresi
gisteren testlerden malondialdehit ve ksantin oksidaz, vicudunuzun antioksidan savunma durumunu
gosteren testlerden de stiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz adindaki testler calisilacaktir. Adi
gecen testler arastirma amach testlerdir. Bu arastirmada sizin vicudunuza zarar verecek hichir ek
girisimde (invaziv girisim) bulunulmayacaktir. Arastirmaya katilmaya karar vermeniz halinde
normalde “Ddrtld Tarama Testi™ icin vermis oldugunuz kan haricinde sizden hichir ek test materyali
{kan, idrar, BOS, amniyon sivisi vb.) istenmeyecektir. “Dartli Tarama Testi” sonucunuza gbre Down
Sendromu riski yiksek cikan annelerin kanlar test grubunu, Down Sendromu riski disik cikan
annelerin kanlar kontrol grubunu olusturacaktir.

Bu arastirmaya katilmaniz zorunlu degildir, tamamen sizin isteginize baghdir. Istediginiz
zaman, herhangi bir cezaya veya yvaptinma maruz kalmaksizin, hichir hakkinizi kaybetmeksizin
arastirmaya katilmay reddedebilirsinizveyaarastirmadan cekilebilirsiniz. Arastirmaya dahil olma
zartlari;

¢ 18vyasini doldurmus, 38 yvasindan gin almamis olmas

¢ 15.ile 22. gebelik haftalar arasinda olmas

¢ kizveya Ociiz gebelik sahibi olmamas

¢ Gebeliginde sigaraicrmemis olmas

¢ Insiilin kullanrmiyor olmasi

o Gebeligin tip bebek gibi yardimc Greme teknikleriyle gerceklestirilmemis

olmasidir.

Bu sartlari yverine getiremeyen, arastirmaya katilmak istemeyen ya da arastirmaya
katilmis olup daha sonra cekilmek isteyen gdnilliler arastirma kapsamina
alinmayacaktir.

Bu arastirmaya katihp katilmamarniz “Dartld Tarama Testi” sonucunuzu etkilemeyecektir.
Herhangi bir rahatsizlik olusturacak isleme tabi tutulmayacaksimiz. Bu arastirma nedeniyle higbir risk
yada rahatsizliga maruz birakilmayacaksiniz. Bu arastirma sizin hicin hicbir ek risk tasimamaktadir.

Sizden alinmis olan kanlarda, yukarida adi gecen arastirma amach testler haricinde hichir ek
calisma yapilmayacaktir, genetik analiz vb. degerlendirmelere tabi tutulmayacaktir. Kanlariniz Ankara
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Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvar haricinde hichir yere
gitirtlmeyecektir, Glke disina génderilmeyecektir.

Arastirmaya katilmaya karar vermeniz durumunda sizden fazladan kan alinmayacaktir,
“Dartli Tarama Testi”™ sonuclarimizda hichir degisiklik olmayacaktir, size ya da bebeginize veni, farkl
yada deneysel bir tedavifislem uygulanmayacaktir.

Arastirmaya katilmaya karar vermeniz halinde size veya sosyal givenlik kurumunuza (Emekli
Sandig, SGK, Yesil Kart, dzel sigorta vb.) herhangi bir ek mali vk getirilmeyecektir. Bunun yaninda,
arastirmaya katilmaniz halinde size ek bir tibbi ya da mali fayda da saglanmayacaktir.

Arastirmacilar, Etik Kurul, 5aghk Bakanhg ve digerilgili saghik otoriteleri arastirmaya
katilmaniz halinde orijinal tibbi kayitlaniniza erisebileceklerdir, ancak bu bilgileriniz kesinlikle gizli
tutulacaktir. Yazili bilgilendirilmis gdnulli olur formunun imzalanmasiyla siz veya yasal temsilciniz sz
konusu erisime izin vermis olacaksiniz. ilgili mevzuat geregince kimliginizi ortaya cikaracak bitiin
kayitlar gizli tutulacaktir, kamuoyuna aciklanmayacaktir; arastirma sonuclarimizin bilimsel ortamda
yayimlanmas: halinde dahi kimliginiz gizli kalacaktir.

Bu arastirmaya ilk etapta 60 gebenin katilmas) dngdrilmektedir.

Bu arastirmayla ilgili her tiirli soru ve sorununuzla ilgili Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Bivokirmya Anabilim Dal arastirma gorevlilerinden Dr. Oguz Han EDEBAL'la 24 saat iletisime
gecebilirsiniz. Kendisine ulasabileceginiz telefon numarasi 0530 607 8401 dir. Elektronik ileti adresi

oguzhanedebal@gmail.com’dur.

OLUR FORMU:

Bilgilendirilmis Ganulll Olur Formundaki tim aciklamalarn okudum. Bana, yukanda konusu ve
amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sézli aciklama asagida adi belirtilen hekim tarafindan
yapildi. Arastirmaya gdnulll olarak katildigir, istedigim zaman gerekceliveyagerekcesizolarak
arastirmadan ayrilabilecegimi ve kendiistegime bakilmaksizin arastirmac) tarafindan arastirma disi
birakilabilecegimi bilivorum.

56z konusu arastirmaya, hicbir bask: ve zorlama olmaksizin kendirnzamla katilmay kabul ediyorum.

Hastanin Adi Soyad: Tarih: imza
/. j 2011
Adres: Telefon:
O e e
O e e
Doktor Adi Soyadi: Tarih: imza
Aras. Gor. Dr. Oguz Han EDEBAL R ok
Adres: Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Telefon:
Biyvokirmya Anabilim Dah Morfoloji Yerleskesi 0 530 6078401
Dekanlik Binasi 1. Kat Sihhiyve/ANKARA 0 312 5958268
(Varsa)Tamikhk Eden Adi Soyadi: Tarih: imza
o /2011
Adres: Telefon:
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EK 3: Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Prenatal Tarama Testleri Bilgi ve

istem Formu

T.C.
ANKARA UNIVERSITESI TIP FAKULTESI HASTANELERI
MERKEZ LABORATUVARLARI

1848 Prenatal Tarama Testleri Bilgi ve istem Formu
Tarih: ...l
Annenin Ad Soyad! @ Protokol Mo:
EvTel: 0. CepTel: 05
Irki; [JBeyaz [IDiger............ Kangrub e
Dogum tarihi {ganfayiyil) . .0
Son adet tarihi {glniayiyl) - .0
Ornedin alindidi tarin (giniayiyl) 0 00 OrnekMo:
Wicut adirhdr: ... kg
insiiling Bagiml Diyabet - [ Var O ok
Bugebelikte sigara kullamimi © [ Var O ok
Bugebelik VFle migergeklesti? @ [ Evet [ Hayir
Dahaonoe annenin Dowr ‘?e_nd'oml_l_j bebek O var O ok Varsaagklayimz -
sahibi olma dykiisii :
Anng veya baba Down sendromiu mu? - [ Evet O Hayir
Fetiisiin anne, baba, kardes veya
: ' Var Yok Varsaaclklayiniz | e
akrabalarinda Ngral Tup Defekti Gykisi O O ciayiniz
Gravida :
Para:
Diderrisk faktoreri -
PRENATAL TARAMA TESTi HASTA BILGILENDIRME FORMUNU OKUDUM. HASTANIN IMZASI :
ISTENILEN TARAMA TESTI

O 510473 ikili Tarama Testi: (BhCG+ PAPP-A) 11 HAFTA - 13 HAFTA 3 GUN ARASINDA

Ultrasonografi bilgileri

USGtarihi . ....f .
CRLdederi: .......mm (41-24 mm)
NT: .......mm
Mazalkemik : [ Var O vk
Fetissaysi : [O1 Oz

O 517346  Dortlii TaramaTesti:  (BhCG+ AFP + uEz + INHIBIN A) 14 HAFTA - 22 HAFTA 6 GUN ARASINDA

Ultrasonografi bilgileri

USGtarihi . .. f .
BPDdegeri: ........mm ({265- 55 mm)
Fetissayisi - O 1 0=
Dikkat geken dider DUIJUIBE | oveee s sre vesns e s e s ssmen e r s s s s s Doktor Kagesi ve Imzasi

PRENATAL TARAMA TESTLERININ DAHA DOGRU DEGERLENDIRILEBil MESIiGIN iSTEM FORMUNDAKI Bil G ERIN
EKSIKSIZ DOLDURUL MA 8| GEREKMEKTEDIR.
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PRENATAL TARAMA TESTI HASTA BiLGiLENDIRME FORMU
iKiLi TARAMA TESTI NEDIR?

Down sendromu (Trizomi 21) ve Trizomi 18, bebeklerde giriilebilen kahtsal hastaliklardir. Ikili tarama testi,
Down sendromu ve Trizomi 18 adi verilen genetik bozukluklar: tasiyan bebeklerin anne karnindayken belirlenmesine
yardimci olan bir tarama testidir. Bu test ad gecen bozukluklar icin tarm koydurmaz. Bir risk hesabi yapilmasini saglar
ve kesin tany koyduracak testlerin yvapilmasi kararimin verilmesine yardimer olur.

ikili Tarama Testi Nasil Yapilir?
Bu tarama testi 2 ayr1 degiskenin birlikte degerlendirilmesiyle gerceklestirilir:
1. Bebegin ensesinin arka kisminda bulunan s kismun kahinhi@inin dlgtilmesi (fetal ense kalinhg)
2. Annenin kaninda gebelik hormaonu (BhCG) ve gebelige &zgl plazma proteini-A (PAPP-A) testlerinin vapilmas

Gebelikte 11 hafta — 13 hafta 3 gin arasinda anneye bu iki test uygulanarak elde edilen sonuclar bir
bilgizayar programi ile degerlendirilir. Ayrica, ultrasonografi sonuclar ve diger risk faktdrleri de kullanilarak bebek
icin bir risk hesaplamasi yapilir.

Test Sonuclarn Nasil Degerle ndirilir?

Tarama testi sonucunda hesaplanan risk degeri aym yas grubundaki gebelerin beklenilen risk duzeyiyle
karsilastirilarak degerlendirilir.

DORTLU TARAMA TESTI NEDIR?

Down sendromu (Trizomi 21) ve Trizomi 18, bebeklerde gdrilebilen kalitsal hastaliklardir. MNéral tiip
insanlarda beyinden baslayip omuriligi de igine alacak sekilde gelisim gésteren yapidir. Cesitli nedenlerden dolay bu
yapinin gelisiminde ortaya cikabilecek sorunlar ndral tip defekti olarak adlandinilmaktadir.

Dértli tarama testi Down sendromu, néral top defektleri ve Trizomi 18 adi verilen hastaliklarin bebekte
giorilme riskini tespit eden bir tarama testidir. Bu test adi gecen hastaliklar igin tam koydurmaz. Bir risk hesabi
yvapilmasini saglar ve kesin tanny koyduracak testlerin yapilmasi kararimin verilmesine yardimer olur.

Dartlii Tarama Testi Masil Yapihr?

Bu tarama testinde anne kanindaki 4 farkh maddenin dizeyleri belirlenir. Daha sonra bu degerler, anne yasi,
sigara kullanimi, kilosu gibi bazi diger bilgilerle birlikte bir bilgisayar programinda degerlendirilir ve sonucunda bir
risk belirlenir.

Dartli tarama testinde asagidaki maddeler incelenir:
BhCG
Alfa-feto protein (AFP)
Serbest Estriol {UE:)
inhibin-A
Test Sonuglar Nasil Degerlendirilir?

Tarama testi sonucunda hesaplanan risk degeri aym yas grubundaki gebelerin beklenilen risk duzeyiyle
karsilastinilarak degerlendirilir.

MOT: iKiLi VE DORTLO TESTLER BIiRER TARAMA TESTI OLUP, SONUCLAR KESIN TAMIYI DEGIL, OLASI Riski
GOSTERMEKTEDIR.
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