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1. GİRİŞ 

 

Down Sendromu (DS), Trizomi 21 olarak da bilinen bu sendrom insanda 21. 

kromozomun tamamının ya da bir parçasının triploidisi, mozaisizmi veya 

translokasyonu sonucunda oluşmaktadır ve yaklaşık olarak 700 canlı doğumda bir 

görülmektedir (1). Down Sendromu genetik kaynaklı mental retardasyonun en sık 

nedenini oluşturmaktadır. Bu hastalıkta erken yaşlanma, kalp ve damar sistemi 

bozuklukları, Alzheimer benzeri demans gibi çok çeşitli sağlık sorunları 

gözlenmektedir (2). Anne yaşı, ultrasonografi bulguları ve biyokimyasal belirteçler 

esas alınarak tespit edilen yüksek riskli gebelere çeşitli tarama protokolleri 

uygulanmaktadır (3-6). Fetal kromozomal anomali açısından risk altında olan 

gebelerde kesin tanı konulabilmesi için ilk trimesterde koryonvillus örneklemesi ve 

erken amniyosentez (11-14. haftalarda), ikinci trimesterde amniyosentez ve daha ileri 

haftalarda kordosentez gibi invaziv prenatal tanı yöntemleri uygulanabilmektedir. 

Amniyosentez tipik olarak gebeliğin 15-17. haftaları arasında ultrasonografi kontrolü 

altında gerçekleştirilmektedir (7). Amniyon sıvısı gebelik sırasında fetüsü saran 

berrak, hafif sarımsı bir sıvıdır. Uterusta büyüyen bebeğin rahat hareket etmesini, 

kemik ve akciğer gelişiminin normal olmasını sağlar. Amniyon sıvısında proteinler 

(albümin, globülin), hormonlar (östrojen, progesteron, testesteron), prostaglandinler, 

katekolaminler (dopamin, adrenalin, noradrenalin, serotonin), enzimler, elektrolitler, 

glukoz, kreatinin ve bilirubin gibi birçok molekül bulunmaktadır (8). Alınan 

materyaller ise incelenmek üzere genetik merkezlere gönderilmektedir. Down 

sendromudan etkilenen bireylerin oksidatif stres belirteçlerinin yükseldiği çeşitli 

araştırmalarda gösterilmiştir (9,10). Ayrıca DS’de gözlenen bu oksidatif stres 

artışının prenatal dönemde başladığı da bildirilmiştir (11). Amniyosentez sonucunda 

DS tespit edilmiş gebelerin amniyotik sıvısında süperoksit dismutaz (SOD) 

enziminin aktivitesinin arttığı gözlemlenmiştir (12). Down sendromu tespit edilen 

gebelerin amniyon sıvısındaki nitrik oksit (NO) düzeyleri incelenmiş ve yüksek 

olduğu gözlemlenmiştir (13). Bu çalışmada riskli gebelere yapılan amniyosentez 

sonucunda DS tespit edilen gebelerin amniyon sıvısında oksidan/antioksidan 
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durumun ve interlökin-6(IL-6)/interlökin-10(IL-10) düzeylerinin ortaya konması 

amaçlanmıştır. Bu amaçla Zekai Tahir Burak Kadın Sağlığı Eğitim ve Araştırma 

Hastanesi Genetik Merkezi’ne başvurup amniyosentez yapılan gebelerin amniyon 

sıvılarının genetik inceleme sonuçlarına göre DS saptanan 18 gebenin amniyon sıvısı 

ve DS saptanmayan 36 gebenin amniyon sıvısı çalışma kapsamına alınarak iki grup 

oluşturulmuştur. Alınan örneklerde, oksidan ve antioksidan durumu değerlendirmek 

amacıyla; malondialdehit (MDA), süperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz 

(GSH-Px), ksantin oksidaz (XO), katalaz (CAT), adenozin deaminaz (ADA), nitrik 

oksit (NO), nitrik oksit sentaz (NOS), IL-6 ve IL-10 testlerinin ölçümleri Ankara 

Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Biyokimya Anabilim Dalı Prof. Dr. Zuhal 

Yurtarslanı Araştırma Laboratuvar’ında gerçekleştirilmiştir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. DOWN SENDROMU 

2.1.1. Down Sendromunun Tarihçesi 

Down Sendromunu ilk olarak İngiliz hekim John Langdon Down tarafından 1866 

yılında tanımlanmıştır. John Langdon Down konjenital olarak zeka seviyesi düşük 

olanların “Mongoloid” bir yüz görünümüne sahip olduğunu ifade etmiş ve bu 

çocukların bazılarında DS’nun tipik fenotipik bulgularının olduğunu tespit etmiştir 

(14). Kolombiya ve Ekvador'da yapılmış kazılarda elde edilen çömlek heykeller 

incelenmiş ve bazılarında DS’nu düşündüren özellikler saptanmıştır (15). Psikiyatrist 

olan Esquirol ise zekâ geriliği ve psikoz arasındaki fenotipik farklılıklar ile ilgilenmiş 

ve 1838 yılında ilk olarak Trizomi 21’li bireylerin fenotipik özelliklerini yazmıştır. 

Bu kanıtlara dayanarak DS’lu hastaların binlerce yıldır insan kültürünün bir parçası 

olduğu söylenebilmektedir (1). Lejeune ve arkadaşları 1959 yılında yaptıkları 

çalışmada mongoloid çocukların fibroblast hücrelerinden oluşan kültürleri analiz 

etmişler ve kromozom sayısının 47 olduğunu bulmuşlardır (16). Bundan sonra 

hastalığın patogenizinde rol oynayan spesifik genlerin üzerine yoğunlaşılmıştır. 

Parsiyel Trizomi 21’li hastaların moleküler genetik analizleri ile fenotipik bulguları 

birleştirilmiş ve tam Trizomi 21’li hastalarla karşılaştırılmıştır. Bu analizler 

sonucunda fenotipik bulguların varlığının farklı gen kümelerindeki anöploiden 

kaynaklandığı bulunmuştur (1). Çeşitli araştırma grupları hastalığın patogenezinden 

sorumlu başlıca genleri içeren 21.kromozomu incelemişlerdir. Sonuçta bu kromozom 

üzerinde hastalıktan sorumlu olan bir bölge olduğunu savunmuşlar ve DNA 

analiziyle bu bölgeyi Down Sendromu Kritik Bölgesi (Down Syndrome Critic 

Region; DCR) olarak tanımlamışlardır (17), (Şekil 2.1). 
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Şekil 2.1. Down Sendromunda 21. kromozomun gen haritası – Korenber ve ark. 

alınmıştır.  

Bu bölge DS’de görülen majör bulgular olan konjenital kalp hastalıkları, fasiyal ve el 

anomalileri gibi özelliklerinden sorumlu tutulmuştur (18). DS’nun anlaşılmasında 

21.kromozom dizisinin sekansı dönüm noktası olmuştur (19). Trizomi 21’in tarihçesi 

Tablo 2.1’de kronolojik olarak özetlenmişdir. 

Tablo 2.1: Trizomi 21’in tarihçesi– Andre Me´garbane ve ark. (1)’dan alınmıştır. 

1838:  Esquirol tarafından ilk fenotip tanımlanmıştır. 

1846:  Sequin ‘aptallar eğitimi’ tedavisiyle geniş bir şekilde tanımlamıştır. 

1866:  John Langdon Down Trizomi 21’li çocukların fenotiplerini tanımlamıştır. 

1932:  Waardenburg ve Davenport muhtemel bir kromozomol orjin olduğundan şüphelenmiştir. 

1959:  Lejeune ve ark. ekstra bir kromozom 21 bulmuşlardır. 

1961:  Genetikçiler mongolizm terimi yerine Down Sendromu ya da Trizomi 21 anomolisi teriminin 
kullanılmasını daha uygun görmüşlerdir. 

1989:  Down Sendromu Kritik Bölgesi (Down Syndrome Critic Region; DCR) tanımlanmıştır. 

1900:  Trizomik fareler üretilmiştir. 

2000:  Hattori ve ark. tarafından 21. kromozomun sekanslaması yapılmıştır. 
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2.1.2. Epidemiyoloji 

Down Sendromu insanlarda en sık görülen kromozom anomalisi türü olup her ırktan, 

yaştan ve ekonomik seviyeden insanı etkilemektedir. Yaklaşık her 600-800 çocuktan 

biri, fazladan bir kromozomun bulunmasından kaynaklanan doğum anomalisi olan 

DS ile doğmaktadır (20). İleri anne yaşı DS için bilinen bir risk faktörüdür. Annenin 

kronolojik yaşının veya psikolojik yaşının overlere olan biyolojik ve klinik etkisi 

hala belirsizdir (21). Örneğin 20 yaşlarındaki 12 haftalık gebeliği olan bir kadında bu 

olasılık 1068 de 1 iken, 35 yaşlarındaki bir kadında 249 da 1’e, 40 yaşlarındaki bir 

kadında da 68 de 1’e yükselmektedir (22). Anne yaşıyla ile ilişkili olarak canlı 

doğumlarda ve fetüslerde DS görülme insidansları Tablo 2.2’de yer almıştır (23). 

Tablo 2.2: Anne yaşı ie ilişkili olarak canlı doğumlarda ve fetüslerde DS insidansı- 

Thompson & Thompson Tıbbi Genetik (23)’den alınmıştır. 

Anne Yaşı (yıl) 

DS riski 

Doğumda 
Amniyosentezde 

(16. Haftada) 
Koryonvillus örneklemesinde 

(9.-11. Haftada) 

15-19 1/1250 - - 

20-24 1/1400 - - 

25-29 1/1100 - - 

30 1/900 - - 

31 1/900 - - 

32 1/750 - - 

33 1/625 1/420 1/370 

34 1/500 1/333 1/250 

35 1/385 1/250 1/250 

36 1/300 1/200 1/175 

37 1/225 1/150 1/175 

38 1/175 1/115 1/115 

39 1/140 1/90 1/90 

40 1/100 1/70 1/80 

41 1/80 1/50 1/50 

42 1/65 1/40 1/30 

43 1/50 1/30 1/25 

44 1/40 1/25 1/25 

45 ve üzeri 1/25 1/20 1/15 
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Konsepsiyonda DS sayısı oldukça fazladır ancak bunların %75’i birinci trimesterda, 

%50’si de ikinci trimesterda kaybedilmektedir. DS’lu bireylerin %90’ı 5 yaşına 

kadar ulaşabilmektedir. Hayatta olan DS’lu vakaların 50 yaşına kadar yaşama 

oranları ise %50 civarındadır (24-27). 

Amerika Birleşik Devletleri (ABD)’nde yaklaşık 350.000 kişinin DS olduğu 

düşünülmektedir (28). Amerika Birleşik Devletleri’nin 10 bölgesinde 0-19 yaş arası 

çocuklar ve gençler arasında DS prevalansını öğrenmek amacıyla yapılmış bir 

çalışmada, 1979-2003 yılları arasında doğumsal defektleri olan kayıtlı hastalar 

incelenmiştir. Down Sendromu prevelansının 1979’dan 2003 yılına doğru 10 bölgede 

her yıl %0,9 artış göstermiş olduğu ve 10.000 doğumda %9’dan %11,8 çıkmıştır. 

Aynı dönemde yaşlı annelerin doğum insidansı artmış genç annelerinki ise azalmış 

olarak bulunmuştur. 2002 yılında ise çocuklar ve ergenlerde (0 -19 yaş)  görülme 

sıklığı 10.000 doğumda %10,3 olarak bulunmuştur. Çocuk ve ergenlerde ise DS 

prevelansı, non-Hispanik beyaz bireyler ile non-Hispanik siyah bireyler 

karşılaştırılmış ve non-Hispanik beyaz bireylerde prevelans daha düşük bulunmuştur. 

Ayrıca cinsiyet karşılaştırıldığında ise kız infantların erkeklere göre daha az olduğu 

saptanmıştır. Çocuklarda ve ergenlerde DS prevelansı bölge, yaş, ırk/etnik köken ve 

cinsiyete göre değişmektedir (29). Say ve ark.’nın 1971 yılında Ankara 

Doğumevi’nde yaptıkları araştırmada ülkemizde DS’nun görülme sıklığının 1/1428 

olduğunu ifade etmişlerdir (30).  

2.1.3. Patogenez 

İnsanda gonad hücreleri hariç vücut oluşumuna katılan tüm hücreler somatik hücreler 

olarak bilinir. İnsan somatik hücrelerindeki 46 kromozom 23 çift halindedir. Bu 23 

çiftin 22’ si dişi ve erkeklerde benzer olup otozomal kromozomlar olarak adlandırılır. 

Geri kalan X ve Y kromozomları ise cinsiyet kromozomlarıdır (46,XX dişi, 46,XY 

erkek). Karyotip ise bir organizmaya ait kromozomların yapısal ve sayısal özellikleri 

dikkate alınarak homolog çiftler şeklinde düzenlenmiş halidir. Karyotip her tür için 

karakteristiktir. Bununla beraber karyotip terimi, bir birey için veya bir tek hücre 

içinde kullanılabilir. İnsandaki sitogenetik isimlendirme sistemi 1978 yılındaki 

uluslararası komitenin kararı ile standart hale getirilmiştir. Buna göre insan karyotip 
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formülünde (örn; 46,XX), virgülden önce mevcut kromozomların toplam sayısı, 

virgülden sonra cinsiyet kromozomlarının kompozisyonu verilir. İnsanlarda 22 çift 

otozomal kromozom yedi gruba ayrılır (A-G), (Şekil 2.2). Bu kromozomların ifade 

edilmesinde uzun kolu q, kısa kolu ise p ile gösterilmektedir. 

 

Şekil 2.2. Normal bir erkek (46,XY) cinsiyete ait kromozomların karyotipi  - The 

Principles of Clinical Cytogenetics (31)’den alınmıştır. 

İnsandaki normal 46 kromozom sayısındaki herhangi bir değişiklik kendini fenotipik 

olarak gösterecektir. Haploid kromozom sayısının (n) tam katları şeklindeki 

anomalilere öploid (euploid) ve diğer kromozom sayı farkı anomalilerinede anöploidi 

(aneuploid) adı verilir. Anöploidi insan sayısal kromozom bozuklukları arasında en 

sık görüleni ve klinik olarak en önemli tipidir. Anöploidi hastaların tümünde ya 

trizomi ( belirli bir kromozomun iki yerine üç adet bulunması) veya daha nadiren 

monozomi ( belirli bir kromozomun tek bir temsilcisinin bulunması) vardır. Canlı 

doğan bebeklerde en sık görülen trizomi tipi, DS’lu hastaların %95’inde gözlenen 21. 

kromozomun trizomisidir (47, XX veya XY,+21). Aneuploidi nedenleri çok iyi 

anlaşılmamış olmakla birlikte en sık görülen mekanizma mayotik non-disjunction 

(ayrılamama)’dır. Bu durum iki mayoz bölünmeden biri sırasında, genellikle 1. 

mayoz bölünmede ve bir çift kromozomun birbirinden düzgün ayrılmalarındaki 

hatayı ifade eder (23). 
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Down Sendromlu olgularının %95’inin nedeni 21. kromozom çiftinin mayotik non-

disjunctiondan kaynaklanan 21. kromozom trizomisi ya da mayoz sırasında 

kromozomların anormal segregasyonuyla fazladan bir 21. kromozom bulunmasıdır 

(Şekil 2.3). Geri kalan %5’i ise somatik hücrelerinin mitozundaki hatalardan dolayı 

oluşmaktadır (32,33). Mayotik non-disjunction trizomik durumların ortak özelliğidir 

ve oluşumu birçok faktörle ilişkilidir. Maternal yaş, radyasyon ve viral ajanlar bu 

faktörlerden bazılarıdır (24,34). Mayotik non-disjunction hataları sonucu oluşan 

fazladan 21. kromozomun %79,24’nün maternal kaynaklı ve %20,76’nın ise paternal 

kaynaklı olduğu bulunmuştur (35). Bu hatalar annenin kronolojik yaşından çok 

overlerin biyolojik yaşıyla ilişkilendirilmiştir (36). Perikonsepsiyonal sigara ve 

kontraseptif kullanımının non-disjunction için potansiyel bir risk olabileceği tespit 

edilmiş olmakla birlikte bu bilginin kesinleşmesi için daha çok araştırmalara gerek 

duyulmaktadır (37). 

 

Şekil 2.3:  Down Sendromlu bir kadın hastanın 21. kromozomunu üç kopya 

gösteren karyotipi - Choromosome Abnormalities and Genetic 

Counseling (38)’den alınmıştır. 

Down Sendromunun üç ana sitogenetik tipi bulunmaktadır. Ancak son yıllarda 

yapılan çalışmalarda iki tane sitogenetik varyantının daha olduğu gösterilmiştir. Bu 

sitogenetik varyantlar şunlardır (39): 

Regüler Trizomi 21: Karyotip 47,XY,+21 ve 47,XX,+21 olup tüm hastaların % 95'ini 

oluşturur. %90’ının oluşum nedeni mayotik non-disjunctiondır ve maternal 

kaynaklıdır.  Bu patogenez ile oluşan Trizomi 21 varyantında en çok etken, ileri 

maternal yaşdır. Maternal yaş arttıkça yıllar içerisinde maruz kalınan çevresel 
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etkenler ve kaliteli ovum sayısındaki azalma ile birlikte oogoniumlardaki mayotik 

kromozomal ayrılamama ihtimali oldukça artmıştır. Bunun da büyük kısmı mayoz 1 

(MІ)’deki hatadan kaynaklanır. Yaklaşık %20’si de mayoz 2 (MІІ)’deki hatadan 

kaynaklanır. Paternal kaynaklı trizomiler ise daha azdır (MІ’de %3 ve MІІ’de %5) ve 

bunun %4’ü ise postzigotik hata sonucu oluşur (30,39). 

Robertsonyan Translokasyon: Başka bir akrosentrik kromozom ile [grup D (13-14-

15) veya G (21-22)] 21 nolu kromozomun translokosyonu sonucu oluşur. Karyotip 

46,XX, rob(14;21) +21 veya 46,XY, rob(14;21) +21 şeklindedir ve hastaların 

yaklaşık %4’ünde görülür (23,39), (Şekil 2.4). 

 

Şekil 2.4: Down Sendromlu bir kadın hastada rob(14q21q) translokasyon karyotipi - 

Choromosome Abnormalities and Genetic Counseling (38)’den alınmıştır. 

21. Kromozomun Uzun Kolunun İzokromozomu: Bir 21q21q kromozomu, iki tane 

21. kromozoma ait uzun kollardan (q kolu) oluşmuştur. 21. kromozomun uzun 

kollarının duplikasyonla iki tane olması, kısa kolunun ise delesyon sonucu hiç 

görülmemesidir. Robertsonyan translokasyon ile birlikte yaklaşık olarak %4 oranında 

görülür. Nadir görülmesine rağmen bu tip translokasyon taşıyan kişiden oluşan 

gebelik ya DS ya da nadiren yaşama şansı olan 21. monozomili olacaktır. 

Mozaisizm: Normal hücre dizileri yanında trizomik hücre dizileri vardır. Karyotip 

47, XX veya XY, +21 / 46, XX veya XY’dir ve tüm vakaların % 1-3’ünde görülür. 

21q22.3 Bölgesinin Parsiyel Trizomisi: 21. kromozomun q22.3 bölgesinin 

trizomisidir. Karyotip 46,XX veya 46,XY, duplikasyon (21 (q22.3)’tir. Tüm 

vakalarda %1’den az görülmektedir. 
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24 yıllık çalışma süresince DS klinik tanısı ile bildirilen 581 hastada karyotip analizi 

yapılmış ve karyotipleme sonuçlarına göre; 71 hastanın normal karyotipli olduğu 

belirlenmiştir. Kalan 510 DS’lu hastanın karyotip analizleri tablo 2.3’de 

görülmektedir. Maternal yaş ise regüler trizomi ve mozaisizmde diğer 

translokasyonlara göre daha yüksek saptanmıştır (23,39). 

Regüler trizomi 21’in tekrarlama riski, aile böyle bir çocuğa sahip olduktan sonra, 

genel olarak %1 kadardır. Otuz yaşından genç anneler için tekrarlama riski %1,4 

daha yaşlı anneler için risk yaşa bağımlı risk ile aynıdır (23). Anne ve baba sağlıklı 

ve normal kromozomal dizilime sahip olup çocuk mozaik ise ailenin diğer 

çocuklarında hastalığın tekrarlama riski %1 kadardır (30). 

Translokasyonların yarıdan fazlası gametogenez sırasında "de novo" olarak 

oluşmaktadır.  Bu durumda anne-babanın karyotipi normal olduğundan yineleme 

riski önemli oranda artmamaktadır. Ancak ebeveynlerden birinin, özellikle annenin, 

dengeli translokasyon taşıyıcısı olduğu ailelerde göreceli olarak artmış tekrarlama 

riskine neden olmaktadır. Translokasyon DS, otuz yaşından küçük annelerin 

bebeklerinde daha sık görülür. Bu da genetik danışma verilmeden önce, dengesiz 

translokasyon taşıyıcısı olgunun ebeveyn ve muhtemelen diğer yakınlarının karyotip 

analizlerinin yapılması gerekliliğini ortaya koymaktadır (23,40). 

Prenatal tanı için başvuran ailelerde, daha önceki DS’lu çocuğun sitogenetik tipinin 

bilinmesi hem hastaya kesin tanı konulması hem de ailelere verilecek genetik 

danışmanlık açısından önemlidir. DS tanısı, dismorfik yüz özellikleri ve fenotipik 

bulguları ile klinik olarak kolay tanı konulabilmesine rağmen, tanının olguların 

tümünde konulamadığı, bu nedenle kesin tanı için kromozom analizinin gerekli 

olduğu bildirilmektedir (33). 
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Tablo 2.3: DS olarak tespit edilen 510 hastanın sitogenetik varyantları (39). 

Sitogenetik varyant                                                                 Hasta Sayısı 

47,XX,+21                                                                                                                    214 

47,XY,+21                                                                                                                   229 

47,XX,+21/46,XX                                                                                                       25 

47,XY,+21/46,XY                                                                                                        17 

46,rob(D;21),+21                                                                                                        15 

46,+21,rob(21;21)(q10;q10)                                                                                       6 

46,XX,+21,rob(21;21)/46,XXa                                                                                   1 

47,XX,del(5)(p?),+21b                                                                                                1 

47,XY,t(8;14)(q22;q32),+21/46,XY,t(8;14)(q22;q32)c                                            1 

48,XX,+21,+mar/47,XX,+21d                                                                                    1 

Toplam 510 

 

2.1.4. Down Sendromunun Klinik Özellikleri  

Down Sendromu çeşitli dismorfik özellikler, konjenital malformasyonlar, mental 

retardasyon, dil ve hafıza problemleri gibi karakteristik fiziksel ve nöro-psikolojik 

bulgular gibi birçok sağlık sorunlarının eşlik ettiği genetik bir bozukluktur (41). 

(Şekil 2.5). 

 

Şekil 2.5:  Down Sendromlu çocuk - Thompson & Thompson Tıbbi Genetik 

(23)’den alınmıştır. 

Trizomi 21’li çocuklarda doğumsal kalp hastalığı olasılığı yaklaşık %40’dır. Mental 

retardasyon görülür ancak yetenekleri fazladır. Yukarı kalkık burun, epikantus 
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katlantıları, brakisefali, düz oksiput, brushfield lekeleri (benekli iris) ve orta çizgiye 

eğilimli palpebral fissürler gibi kraniofasiyal belirtileri vardır (Tablo2.4). Küçük 

mandibula ve maksilla nedeniyle dil belirgin, damak yüksek ve dar olabilir. Trizomi 

21’li bebeklerin %80’i doğumda hipotoniktir. Ancak bu özellik zamanla kaybolur. 

Diğer neonatal belirtiler zayıf morro refleksi (%85), eklem fleksibilitesinin fazla 

olması (%80) ve düz yüzdür (42). 

Tablo 2.4: Down Sendromunda gözlenen temel fenotipik bileşenler – (43)’den 

alınmıştır. 

-Hipotoni, dışarıda dil, rektus diastazı 

-Mental retardasyon 

-Brakisefali, oksiputta düzlük, mikrosefali, basık burun kökü, epikantal kıvrımlar 

-İriste brushfield lekeleri, lens opasiteleri, katarakt, kırma kusurları 

-Küçük ve displastik kulak 

-Dişlerde hipoplazi, düzensizlik ve eksiklik 

-Boyunda kısalık 

-Parmaklarda kısalık, klinodaktili, simian çizgisi 

-Ayakta plantar oluk 

-Konjenital kalp hastalıkları 

-Deri kuru ve hiperkeratotik 

-Saçlar zayıf, yumuşak ve seyrek 

-Hipogonadizm 

-Duodenal atrezi, trakeoözefagal fistül 

-Tiroid bezi bozuklukları 

-Malignite gelişimi (Lösemi gelişme iski 1/95)

 

2.1.5. Prenetal Tanı ve Tarama Endikasyonları 

Prenatal tanı, ailede bir genetik kusurun olup olmadığı riskine ilişkin yapılan 

işlemlerin bütününü tanımlamaktadır. Dünya Sağlık Örgütü tarafından 2012 yılında 

yayınlanan bir rapora göre konjenital ve genetik bozukluklar, her 33 doğumda bir 

görülmekte ve her yıl böyle probleme sahip 3,2 milyon bebek doğmaktadır. En sık 

görülen doğumsal anomalilerin başında konjenital kalp defektleri, nöral tüp defekti 

ve DS bulunmaktadır (24,44). Spontan düşüklerin sıklığı ve bunların temelindeki 
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genetik nedenler tam bilinmediğinden dolayı da gerçek insidansı hesaplamak zordur. 

Genetik hastalıkların pek çoğunun kesin tedavisi hala söz konusu değildir. Bu 

nedenle genetik hastalıklarda tedaviden çok, korunma modelleri (prevantif 

yaklaşımlar) ön plana çıkmıştır.  

Prenatal tanıda amaç, yaşam süresi kısıtlı, ağır fiziksel ve zihinsel defektlere yol açan 

tedavisi mümkün olmayan hastalıklar için yüksek risk taşıyan bireylere sağlıklı bir 

bebek için güvence vermektir (24). Ayrıca prenatal tanı bireylerin gebeliğe devam 

etme ya da gebeliği sonlandırma seçeneklerinden birini kullanmalarına izin 

vermektedir (45). Bunun sonucu olarak da, genetik hastalıkların ve doğumsal 

defektlerin perinatal mortalite oranlarını azaltmakta ve ciddi klinik sorunlar olarak ön 

planda yer almaları engellenmektedir (46). Tarama testleri diagnostik amaçla 

kullanılmamakta ve tarama testlerinden alınan sonuçlar ileri diagnostik testler ile 

doğrulanmalıdır (47). 

Prenatal tanı endikasyonu gerektiren risk grubundaki hastalar şöyle sıralanabilir: 

İleri anne yaşı (35 yaş ve üstü): Tarihsel olarak anne yaşı, fetal kromozom 

anomalileri taramak için kullanılan ilk endikasyonu ve prenatal tanı endikasyonları 

içerisinde en büyük grubu oluşturmaktadır. 1970'lerin sonlarında ABD’nde 

gebeliklerin yaklaşık %5’i 35 yaş ve daha yaşlı kadınlardan oluşmaktadır. 35 yaşında 

ikinci trimester Trizomi 21 prevelansı 1/270 iken amniyosentezden dolayı tahmini 

fetal kayıp ise 1/200 civarında olmaktadır. Bu nedenle tarama için 35 yaş kesin sınır 

olarak kabul edilmiştir. İkiz gebeliklerde konjenital hastalıkları belirlemede bu yaş 

sınırı 31’e kadar düşmektedir (45,48). Yine genç bir kadında DS bebek doğurma 

riski 1/1500 iken 48 yaşında risk 1/10’a yükselir. Ancak 15 ile 25 yaş arası ise risk 

aynıdır, 25-35 arasında artmaya başlayan risk 35-40 arası 4 kat, 40-48 yaş arasında 

yaklaşık 10 kat artar. Anne yaşı tek başına DS taramasında kullanılabilir. Ancak 

gebeliklerin %10’u 35 yaşın üstündedir ve DS’lu gebelerin %40’ını oluştururlar. 35 

yaş sınırı tartışmaları devam etse de bu yaştaki risk ile invaziv girişime bağlı bebeği 

kaybetme riski birbirine yakındır. 

Geçmiş Obstetrik Öykü: Önceki bebekte kromozomal anomali, herhangi bir genetik 

hastalık öyküsü olan, tekrarlayan düşük tanımlayan, önceden ölü doğum yada 
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yenidoğan ölüm öyküsü olan, önceden preterm doğum yapan, Rh yada ABO 

uyuşmazlığı olan, geçirilmiş preeklampsisi olan ve gebelikte herhangi bir teratojen 

ajan maruziyeti tanımlayan gebelerde tarama için endikasyon oluşturur. 

Geçmiş Tibbi Öykü: Birçok tıbbi sorun anne ve bebek açısından gebelik sürecini 

etkileyebilir. Bu hastalıklar ve süreci mümkünse gebelikten önce ele alınmalıdır. 

Kronik hipertansiyon, böbrek hastalığı, diyabet, kalp hastalığı, annede kanser, 

akciğer hastalığı, madde kullanımı ve bağımlılığı, tiroid hastalıkları, epilepsi, 

gastrointestinal ve karaciğer hastalığı, anemi, bağ dokusu hastalıkları ve psikiyatrik 

hastalıklar gebeliği sorunlu hale getirebilen en önemli hasatalıklardır. 

Aile Hikayesi: Kalıtsal hastalık durumlarının (tay-sachs, kistik fibrozis, orak hücreli 

anemi) anne ya da fetüsü gebelik sırasında ya da fetüsü doğumdan sonra 

etkileyebilecek riskleri taşıması açısından detaylı bir aile öyküsü yararlıdır (47). 

2.2. İnvaziv Olmayan TaramaYöntemleri 

Ultrasonografi ve anne kanından yapılan tarama testleri non-invaziv prenatal tanı 

yöntemleri içinde en sık kullanılanlarıdır. Prenatal taramanın amacı, fetal sağlık 

problemlerini direk belirlemek veya riskli gebelikleri tespit ederek prenatal tanı 

programlarına yönlendirmektir. Ayrıca diğer bir neden de invaziv prenatal tanı 

yöntemlerinin bazı komplikasyonlara neden olabilmesidir (49). 

2.2.1. İkili Test 

Birinci trimester taramaları, malformasyonların daha erken tanınıp gebelik 

terminasyonu gereken durumlarda daha az invaziv girişimleri mümkün kılarak 

özellikle 2. trimester için riskli grubun ortaya çıkarılmasında önemlidir.  Gebeliğin 9-

11. haftalarında yapılır. Birinci trimester taramalarında kullanılan serum belirteçleri 

serbest β-hCG ve PAPP-A (Pregnancy associated plasma protein A)’dır. PAPP-A 

yüksek moleküler ağırlıklı bir glikoproteindir ve fonksiyonu tam olarak 

bilinmemektedir. DS gebeler normal etkilenmemiş gebeler ile karşılaştırıldığında 

DS’de β-hCG düzeyi normalin yaklaşık iki katı artmış, PAPP-A ise yaklaşık 2.5 kat 

azalmıştır. 
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Bu iki serum belirtecine anne yaşı da eklenip 1. trimester tarama testi olarak 

kullanıldığında %5 yalancı pozitif ile vakaların %63’ü yakalanabilmektedir. Bu 

başarı 2. trimesterda yapılan üçlü testin başarısından daha düşüktür. Bu nedenle 

tarama için yeterli bulunmamaktadır. Bu etkinliğin arttırılması için bu iki serum 

belirtecine ultrasonografik nuchal trans-lucency (NT, ense kalınlığı) ölçümü 

eklenmiştir. 3 mm sınır olarak kabul edildiğinde NT, %5 yanlış pozitif ile %60-80 

yakalama oranı ile güçlü bir DS belirtecidir. 10-14. haftalar arasında yapılan NT 

ölçümü fetal trizomilerin, özelliklede Trizomi 21’lerin yakalanmasında oldukça etkili 

bir yöntemdir. NT ölçümü bu iki serum belirteci ile birleştiğinde (kombine test) %5 

yanlış pozitiflik ile yakalama oranı %85’e çıkmaktadır. Bu nedenle kombine test tüm 

2. trimester testlerinden daha başarılı sonuçlar vermektedir. Maliyet analizleri 

yapıldığında hem tarama açısından hem de erken yakalama nedeniyle de oldukça 

başarılıdır. Bu başarının tam sağlanması için NT ölçümleri konusunda uzman 

kişilerce yapılmalıdır (47,50). 

2.2.2. Üçlü Test 

Gebeliğin 14. ve 18. haftaları arasında yapılır. Maternal serum α-fetoprotein 

(MSAFP), β-hCG, estriol (sE3) düzeyleri nispeten bağımsız risk belirteçleridir ve 

anne yaşı ile kombine edilerek ve matematiksel algoritma içinde hastaya özel risk 

yüzdesi elde etmede kullanılır. Buna Triple Test denmektedir. %5 yalancı pozitiflik 

ile yakalama oranı %69’dur. Çeşitli çalışmalar sonucunda bu belirteçlerden β-

hCG’nin en iyi belirleyici özelliğe sahip olduğu bulunmuştur. Üçlü tarama testinin 

sensivitesi özellikle 35 yaş üstü gebelerde %80’e kadar çıkabilmektedir. Down 

Sendromlu gebeliklerde 2. trimesterde MSAFP değeri normalden daha düşüktür. sE3 

düzeyleri DS gebeliklerde %25 azalırken β-hCG düzeyi 2 kat artmaktadır (47,50). 

2.2.3. Dörtlü Test 

Down Sendromu taramasında kullanılan dörtlü test 14-22 gebelik haftalarında 

ultrasonogrofik olarak gebelik yaşı tespit edildikten sonra anne serumunda AFP, 

βhCG, sE3 ve İnhibin A ölçülmesiyle yapılır. Şu anda 2. trimester taramalarında en 

iyi sonuç dörtlü test ile alınmaktadır. %6 yalancı pozitiflikle yakalama oranı %85’tir 

(47). 
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Birinci trimester NT ve PAPP-A ölçümü dörtlü test ile birleştirildiğinde entegre test 

ortaya çıkar. Entegre testte 1. trimester NT ve PAPP-A ölçümü yapılır ancak 

sonuçlar açıklanmaz ve 2. trimesterde dörtlü test yapılır ve altı belirtecin toplu 

sonucu oluşturulup ve risk belirlenir. Entegre testin yakalama oranı %85 iken yalancı 

pozitiflik oranı %1’dir. Şu anda kullanımda olan testler arasında en iyi tarama testi 

entegre test olarak belirlenmiştir (47). 

Tarama testlerinin klinik aplikasyonlarının anlaşılması için tarama testinde kullanılan 

belirteçlerin normalize edilmesinde kullanılan, “Multiple of Median” (MoM) 

istatistiğinin anlaşılması gereklidir. MoM değerlerinin hesaplanmasında her bir 

gebelik haftası için medyan değer seti oluşturulur. Daha sonra her bir test sonucu 

uygun gebelik haftası için belirlenen medyan değere bölünerek o test sonucuna 

karşılık gelen MoM değeri belirlenir. Örneğin 1.0 şeklindeki bir MoM değeri o 

kişideki madde düzeyinin normal bebeklerde görülen değerin tam ortasına denk 

geldiğini gösterirken 2.0 MoM’luk bir değer ölçüm yapılan kişideki madde düzeyinin 

normal ortalamanın 2 katı olduğunu belirler. Ayrıca MoM değerlerinde analit 

düzeylerini etkileyen diğer maternal faktörler (örn; maternal yaş, kilo ve maternal 

ırk) de dikkate alınarak ayarlamalar yapılabilir. MoM değerleri şu anda DS, Trizomi 

18 ve nöral tüp defekti riskinin hesaplanmasında biyokimyasal analit değerlerini 

yorumlanabilir bir birime dönüştürmede yaygın olarak kullanılmaktadır (47,51). 

2.2.4. Ultrasonografi 

Gebelikte ultrasonografi hem obstetrik izlem yönünden, hem de fetal anomali 

varlığının araştırılması amacıyla yapılır. Fetal ultrasonografi gebelik yaşını güvenilir 

olarak saptayabilir ve son adet tarihine göre gebelik yaşı kesin bilindiğinde, 

intrauterin büyümenin değerlendirilmesini olanaklı kılar. Gebeliğin 10-14. 

haftalarından itibaren fetal ultrasonografi ile bir çok anomali görüntülenebilir. Bunlar 

arasında ensefalosel, mikrosefali, hidrosefali, fetüse ait tümörler, major santral sinir 

sistemi malformasyonları, kardiyak anomalier, renal agenezi ve diyafram hernileri 

gibi birçok anomaliler bulunur. Bu gebelik haftalarında ultrasonografi ile saptanan en 

önemli fetal bulgulardan biride artmış nuchal translucency ölçümüdür. NT artmış 

bulunan fetusların yaklaşık %33.8’inde kromozom anomalilerinin bulunduğu 
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gösterilmiştir. Bu ölçümün artmış bulunması en sık olarak fetal kardiyak defektlerle 

birlikte görüldüğünden, geçici kalp yetmezliğinin nukkal bölgede fazla sıvı 

birikimine neden olduğu tahmin edilmektedir (47). 

Down Sendromunda artmış NT, ekojenik bağırsak, kısa femur, kısa humerus, nazal 

kemik yokluğu, nazal kemik hipoplazisi, piyelektazi, ekojenik intrakardiyak fokus ve 

koroid pleksus kisti en sık görülen ultrosonografik belirteçlerdir. Bunlar gibi 

ultrosonografik belirteçler saptandığında fetal yapılar tekrar incelenmeli, belirteçlerin 

risk artışı tarama testleriyle kombine edilerek oranları hesaplanmalı ve sonrasında 

invaziv girişim kararı değerlendirilmelidir (52). 

2.3. İnvaziv Tanı Yöntemleri 

Prenatal tanıda kullanılan girişimsel işlemler sayesinde fetal karyotip hakkında bilgi 

sahibi olabilmek mümkün olmuştur. İnvaziv teknikler içinde ilk uygulamaya giren ve 

en sık uygulanan yöntem ise amniyosentezdir. Prenatal tanıda amniyosentez, kültür 

çalışmalarının gelişmesi yeterli bir seviyeye gelmesi ile gerçek yerini bulmuştur (49). 

2.3.1. Amniyosentez 

Amniyon sıvısı (AF), amniyon boşluğunda bulunan koruyucu bir sıvıdır. Gebelik 

sırasında fetüs gelişimi ve olgunlaşması için gerekli bir bileşendir. Erken 

embriyogenezde, AF fetal ekstraselüler matriksin uzantısıdır. İnsanlarda gebeliğin 8. 

haftasında üretra oluşturulur ve fetal böbrekler idrarı üretmeye başlar ve fetal yutma 

da kısa bir süre sonra gerçekleşir. Amniyon sıvısının kaynağını fetal idrar, plasenta 

yüzeyi, respiratuvar ve gastrointestinal sistem oluşturmaktadır. Amniyon sıvısı 

fetusun çevresinde koruyucu bir kese oluşturur ve fetüsün daha rahat hareket 

etmesini sağlayarak fetüsü mekanik ve termal şoklardan korur. Ayrıca AF bağışıklık 

sisteminin bir parçası olarak da hücresel savunmada önemli bir rol oynar. Long Tong 

ve ark. yaptıkları çalışmada amniyon sıvısının, umlikal kord serumunun ve maternal 

serumun biyokimyasal içeriklerini kıyaslamışlardır. Sodyum, klorür gibi primer 

elektrolitler ve ozmotik basınç umlikal kord serumunda ve maternal serumda 

yaklaşık olarak aynı bulmuşlardır. Toplam protein, glukoz, trigliseridler, kolesterol 

ve çeşitli enzimler de dahil olmak üzere organik maddelerin seviyeleri özelliklede 
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total protein seviyelerini AF daha düşük tespit etmişlerdir. Bu çalışmaya göre 

amniyon sıvısının biyokimyasal içeriğinin total protein, albümin, globülin, alanin 

amino transferaz, aspartat amino transferaz, kolinesteraz, γ-transpeptidaz, kretin 

kinaz, kreatin kinaz izoenzimleri, laktat dehidrogenaz, hidroksibütirat dehidrogenaz, 

amilaz, high dansiteli lipoprotein, low dansiteli lipoprotein, apoprotein 

A1,apoprotein B, lipoprotein a, sodyum, klor, biluribin, ürik asit, kalsiyum, fosfat, 

trigliserid, glukoz, üre, kreatinin, ürik asit, magnezyum, bikarbonat ve potasyumdan 

oluştuğunu göstermektedir (53). 

Amniyosentez ilk olarak 1950 yılında cinsiyet belirlenmesi amacı ile uygulanmış, 

klinik pratiğe ise 1966 yılında fetal hücrelerden karyotip tayini yapılmasıyla 

girmiştir. Amniyosentez ultrasonografi eşliğinde transabdominal yol ile 15-20 ml 

amniyon sıvısı alınması işlemidir. Gebeliğin 16. ile 20. haftaları arasında yapılır. 

Amniyon sıvısı örneğinde fetal kromozom analizi, enzimatik çalışmalar, DNA 

analizleri ve AFP ölçümleri yapılabilir. 

Genetik hastalıkların prenatal tanısında aşağıdaki durumlarda ve hasta gruplarında 

amniyosentez çok yararlıdır: 

- 35 yaş veya üstünde anne yaşı 

- Önceki çocukta kromozomal anomali 

- Üç veya daha fazla spontan abortus 

- Hasta veya eşinde kromozomal anomali 

- Aile hikayesinde kromozamal anomali 

- Kadının X’e bağlı hastalık taşıyıcılık riski 

- Metabolik hastalık riski 

- Nöral tüp defekti riski 

- İkinci trimester maternal serum taramasında pozitiflik 

Amniyosentezin kesin kontrendikasyonu, bağırsakların uterus üzerinde lokalize 

olduğu durumdur. Relatif konrendikasyonu ise annenin HIV virüsi ile ya da kanla 

bulaşan Hepatit B gibi virüslerle enfekte olması, maternal koagülapati ve maternal 

yüksek ateştir. Ultrason eşliğinde yapılması olası komplikasyonları büyük ölçüde 

azaltmaktadır. Eksilen sıvı kısa süre içinde tamamlandığı ve görüntüleme eşliğinde 
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sıvı alındığı için fetüs bu yönlerden zarar görmez. En önemli komplikasyonları %0.3-

0.5 civarında düşük, kanama veya enfeksiyon riskidir. Bazı gebelerde girişim 

sonrasında hafif karın ağrısı veya az miktarda kanama olabilir (47,50,54,55). 

2.3.2. Koryonvillus Örneklemesi (CVS) 

Koryonvillus örneklemesi plasentadan biyopsi alınması işlemidir. Gebeliğin 10. ve 

12. haftaları arasında yapılır. En sık transservikal uygulansa da transabdominal de 

yapılır. Alınan örnekten kromozom, DNA analizi, biyokimyasal ve enzimatik 

ölçümler yapılabilir. CVS’in değeri gebelikte daha erken uygulanabilmesi ve böylece 

gebelik sonlandırma kararının daha önce alınabilmesidir. Yapılma oranı düşüktür. 

Bunun nedeni ise  %1-5 oranında düşüklere ve distal uzuv defektlerine yol açmasıdır 

(47,55). 

2.3.3. Kordosentez 

Kordosentez transabdominal yolla ve ultrasonografi eşliğinde umblical cord’dan kan 

alınması işlemidir. Amniyosentez, CVS ile tanıya ulaşılamadığı durumlarda, gebelik 

haftası ileri olduğunda ya da kanda bakılması zorunlu bazı hastalıkların araştırılması 

için yapılabilir. Gebeliğin 21. haftasından sonra yapılır. Bebeğe doğrudan girişim 

yapılması nedeniyle daha ciddi bir takım riskler taşır. 

Fetoskobi ve fetal biyopsi daha nadir kullanılan girişimsel yöntemler olup bu 

yöntemlere fetusun görülebilen malformasyonlarını saptamak ve fetal deri 

hastalıklarından şüphenildiğinde biyopsi yapmak için başvurulmaktadır. 

Preimplantasyon genetik tanı ise tekrarlayan düşük, başarısız in vitro fertilizasyon 

öyküsü olan ve anöploidi tanısı almış ileri yaş gebelere yapılabilmektedir (47,55). 

2.4. Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller 

Tüm organizmada serbest radikallerin oluşum hızı ile bunların ortadan kaldırılma 

hızı arasında bir denge bulunmaktadır ve bu durum oksidatif denge olarak 

adlandırılır. Oksidatif denge sağlandığı sürece organizma, serbest radikallerden 

etkilenmemektedir. Bu radikallerin oluşum hızında artma ya da ortadan kaldırılma 

hızında bir düşme bu dengenin bozulmasına neden olur. ‘Oksidatif stres’ olarak 
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adlandırılan bu durum özetle serbest radikal oluşumu ile antioksidan savunma 

mekanizması arasındaki ciddi dengesizliği göstermekte olup, sonuçta doku hasarına 

yol açmaktadır (56). 

2.4.1. Serbest Radikallerin Tanımı 

Serbest radikaller bir veya daha fazla eşleşmemiş elektrona (eˉ) sahip, kısa ömürlü, 

kararsız, molekül ağırlığı düşük ve çok etkin moleküller olarak tanımlanır (57,58). 

Eşleşmemiş elektron, serbest radikali kararsız bir duruma sokmaktadır. Kararlı yapıyı 

kazanmak için serbest radikal elektronunu başka bir elektronla eşleştirmeye 

çalışmakta ve kimyasal olarak büyük bir aktivite kazanmaktadır. Biyolojik 

sistemlerde en fazla elektron transferi sırasında serbest radikaller oluşmaktadır. 

Serbest radikaller, pozitif yüklü, negatif yüklü veya nötral olabilirler (59). 

Bir serbest radikal 3 yolla ortaya çıkabilir: 

Kovalent bağ taşıyan normal bir molekülün homolitik yıkımı ile: Böylece bölünme 

sonrası eşleşmemiş elektronlardan her biri ayrı parçada kalmakta ve iki adet serbest 

radikal oluşmaktadır. 

X : Y → X∙ + Y∙ 

Normal bir molekülden tek bir elektronun kaybı ya da bir molekülün heterolitik 

olarak bölünmesi ile: Radikal özellik göstermeyen molekülden elektron kaybı 

sırasında dış orbitasında paylaşılmamış elektron kalıyorsa radikal formu 

oluşmaktadır. Tokoferoller ve glutatyon gibi antioksidanlar, radikallere tek elektron 

verip radikalleri indirgerken; kendilerinin radikal formları oluşmaktadır. Heterolitik 

bölünmede kovalent bağı oluşturan her iki elektron, atomlardan birisinde kalmakta 

ve serbest radikal değil iyonlar meydana gelmektedir. 

X : Y→  X ˉ+ Y + 

Normal bir moleküle tek bir elektronun eklenmesi ile: Radikal özelliği bulunmayan 

moleküle tek elektron transferi ile dış orbitalinde paylaşılmamış elektron oluşuyorsa 

bu tür indirgenme radikal oluşumuna neden olabilmektedir. Örneğin moleküler 
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oksijenin tek elektron indirgenmesi radikal formu olan süperoksidin oluşumuna 

neden olmaktadır. 

A + eˉ →  A˙ˉ 

Bu yollar ile oluşan moleküllerin yörüngelerindeki elektron sayısı, merkezdeki 

proton sayısına eşit olmadığından bu ajanlar daha çok aktifleşmekte ve negatif, 

pozitif yük dengesi oluşturabilmek için başka moleküllerden elektron almaya ya da 

dış orbitalarındaki paylaşılmamış elektronlarını vermeye çalışmaktadırlar (60-62). 

Serbest radikal reaksiyonları, bağışıklık sistemi hücrelerinden nötrofil, makrofaj gibi 

hücrelerin savunma mekanizması için gereklidir. Bununla beraber serbest 

radikallerin fazla üretimi ise doku hasarı ve hücre ölümü ile sonuçlanmakta ve 

kanser, ateroskleroz, sıtma, romatizmal artrit ve nöro-dejeneratif hastalıklar da dahil 

olmak üzere çeşitli hastalıklarının patolojisinde rol oynamaktadırlar (63). 

2.4.1.1. Reaktif Oksijen Türleri 

Oksijen reaktif olmamasına rağmen diğer radikallerle reaksiyon verme özelliğine 

sahiptir. Başka moleküller ile çok kolayca elektron alışverişi yapan bu moleküllere 

“oksidan moleküller” veya reaktif oksijen türleri (ROS) denir (64). ROS yalnız 

oksijen merkezli radikalleri değil aynı zamanda oksijenin nonradikal türlerini de 

içermektedir (Tablo 2.5), (65). 

Tablo 2.5: Reaktif Oksijen Türleri- Halliwell B ve ark. (65)’den alınmıştır. 

Radikaller Radikal olmayanlar 

Superoksid, O2∙ˉ Hidrojen Peroksit,H₂O₂ 

Hidroksil, OH∙ Hipokloröz asit, HOCI 

Peroksil, ROO∙ Hipobromöz asit, HOBr 

Alkoksil, RO∙ Ozon, O3 

Hidroperoksil, HO₂∙ Singlet oksijen, 1O2 

ROS normal metabolik olaylar sırasında oluşabileceği gibi çeşitli dış etkenler 

(endojen ve ekzojen) sonucunda da oluşabilmektedir. İnflamatuvar hücre 

aktivasyonu, peroksizom, mitokondri, sitokrom P450 metabolizması ve bazı geçiş 
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metalleri endojen kaynaklar olarak sayılabilmektedir (66). Çevresel ajanlar (sigara 

dumanı, pestisistler, anestezik maddeler gibi), radyasyon, alkol ise ROS oluşumuna 

neden olan ekzojen kaynaklardandır. 

Süperoksit Radikali (O2∙ˉ ); doğal oksijen molekülünün (O2), çevresindeki herhangi 

bir molekülden bir elektron alması ile süperoksit radikali (O2∙ˉ ) oluşmaktadır (67).  

Superoksit radikali organizmada birçok mekanizmalarla üretilmektedir. 

 Çeşitli antioksidan tepkimeler sonucu oluşmaktadır. Gliseraldehid, FMNH2, 

FADH2, L–DOPA, noradrenalin, adrenalin, dopamin, sistein oksijeni yavaş 

şekilde O2∙ˉ  haline dönüştürür. Ayrıca organizmada redükte halde bulunan bazı 

maddeler oksijeni oksitleyerek O2∙ˉ  oluşturabilirler. 

 Çeşitli dehidrogenazlar ve oksidazlar olmak üzere birçok enzim katalitik etkisiyle 

superoksit radikalini bir ürün olarak oluşturabilmektedirler. 

 Hem proteinlerine O2 bağlandığında yapısında bulunan Fe+2, Fe+3 haline 

dönüştürülür ve bu sırada O2∙ˉ  açığa çıkar. 

 Mitokondride gerçekleşen elektron taşıma zincirinde normal koşullarda oksijen 

suya indirgenirken, zincirde yer alan NAD, FAD gibi yapılar oksijenle reaksiyona 

girip O2∙ˉ  açığa çıkmaktadır. 

Sulu çözeltilerde hidroksil radikaline kıyasla O2∙ˉ  çok reaktif değildir. O2∙ˉ çeşitli 

tepkimelere girmektedir. Örneğin sulu çözeltilerde indirgen madde olarak rol oynar 

ve sitokrom c’de Fe +3’i Fe +2’e indirger. Ayrıca Nitro blue tetrazolium’u (NBT) 

formazana indirger ve bu özellikleri süperoksit dismutaz aktivitesinin ölçümünde 

kullanılır. Yükseltgen madde olarak da rol oynayabilmektedir. Glutatyon, askorbik 

asit gibi bazı antioksidanları oksitleyebilir. Fe+3’in süperoksit tarafından 

indirgenmesi Fenton tepkimesini hızlandırabilir ve süperoksit yardımlı Fenton 

tepkimesi meydana gelir (60). 
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Hidroksil Radikali (OH∙); son derece reaktif bir radikal olup yarılanma ömrü 

kısadır. Canlılarda iki mekanizma ile oluşabilir. 

 İyonlaştırıcı radyasyonun etkisiyle sulu ortamda su molekülünün iyonlaşması 

sırasında OH∙ açığa çıkmaktadır.  

 Hidrojen peroksitin H2O2 homolitik fizyonu ile OH∙ yapımıdır. Vücutta OH∙’nin 

en önemli kaynağını oluşturur. H2O2’nin bir 2e–  ile indirgenmesi sonucunda su 

oluşurken,  1e– indirgenmesi OH∙ yapımına neden olur. Bu tür indirgenme demir, 

bakır gibi geçiş metallerince katalizlenmektedir. 

Fe+2 + H2O2 →  Fe+3 + OH• + OH ˉ 

Cu+2 + H2O2 →  Cu+3 + OH• + OH ˉ 

Askorbik asit, süperoksit gibi indirgeyici bileşiklerin de yer aldığı bir ortamda, 

oksitlenen metal iyonu tekrar indirgendiğinden H2O2’den OH∙ yapımı sürekli bir 

duruma gelir. Haber-Weiss tepkimesi ya da fenton tepkimesi olarak adlandırılan bu 

tepkime ile oluşan OH∙, vücutta üretilen H2O2 derişimi ve serbest metal iyonun 

varlığına bağlıdır. 

O2∙ 
- + H2O2 →  O2 + H2O2 + OH∙      (Haber-Weiss tepkimesi) 

Hidroksil radikalinin kaynaklarından birisi de, ultraviyole ışınları ile uyarılmış 

homolitik fizyonla H2O2’nin O-O bağlarının yıkılması ve OH∙ oluşumudur. 

H-O-O-H → 2OH˙ 

OH∙ ultrason, litotripsi, dondurma ve kurutma gibi işlemler sırasında da açığa 

çıkabilir. Ayrıca hücrelerin γ ışınlarına maruz kalması sonucunda da 

oluşabilmektedir. Bu şekilde iyonize radyosyon ile oluşan OH∙ hücresel DNA, 

proteinler ve lipitlerin hasarlanmasına neden olur. Bu radikal ile oluşan en iyi 

tanımlanmış biyolojik hasar, lipit peroksidasyonu olarak bilinen serbest radikal zincir 

reaksiyonudur (60). 
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Hidrojen Peroksit (H2O2); oksijenin enzimatik olarak iki elektronla indirgenmesi ya 

da süperoksidlerin enzimatik ve nonenzimatik dismutasyon tepkimeleri sonucunda 

oluşmaktadır. Oksitleyici bir tür olarak bilinmesinin nedeni hücre içinde Fe veya Cu 

gibi metal iyonlarıyla tepkimeye girerek hidroksil radikallerinin oluşumuna aracılık 

eder. Hidrojen peroksit özellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile 

tepkimeye girerek, yüksek oksidasyon düzeyindeki reaktif demir formlarını 

oluşturmaktadır. Bu formdaki demir hücre zarlarında lipid peroksidasyonu gibi 

radikal tepkimeleri başlatabilmektedir (68,69).  

Singlet Oksijen (1O2); ortaklanmamış elektronu olmadığı için nonradikal reaktif 

oksijen molekülüdür. Retinal gibi pigmentlerin oksijenli ortamda ışığı absorbe 

etmesiyle,  hidroperoksitlerin metaller varlığındaki yıkım tepkimelerinde ve 

kendiliğinden dismutasyon tepkimeleri sırasında ve prostoglandin endoperoksit 

sentaz, bazı sitokrom p450 tepkimelerinde, myeloperoksidaz ve laktoperoksidaz gibi 

enzimlerinin etkileri sırasında oluşmaktadır. Direk olarak doymamış yağ asitleri ile 

reaksiyona girerek peroksil radikalini oluşturmakta ve lipid peroksidasyonunu 

başlatabilmektedir. Bilirubin, karotenler, histidin, metionin gibi bazı kimyasal 

bileşiklerle tepkimeye girerek singlet oksijeni temizlemekte ve ona bağlı tepkimeleri 

inhibe edebilmektedir (70,71). 

 Peroksil (ROO∙) ve Alkoksil (RO∙) Radikalleri; güçlü oksitleyici maddelerdir.  

OH∙’nin organik moleküllerle reaksiyona girmesiyle karbon merkezli radikaller (R˙) 

oluşur. Bunlarında aerobik şartlarda O2’yle tepkimeye girmesi sonucunda ROO∙  

oluşur. Netice de oluşan peroksil radikaller alkoksil radikallerini de oluşturan 

tepkimelerde yer alabilirler. Peroksil ve alkoksil radikalleri organik bileşiklerden 

hidrojen atomu alabilirler. Bu da lipit peroksidasyonunda önemlidir (60). 

2.4.1.2. Reaktif NitrojenTürleri 

Reaktif nitrojen türlerinin (RNS) nitroksil anyonu (NOˉ), nitrosonyum katyonu   

(NO+), nitrojen dioksit (NO2∙), S-nitrozotiol (RSNO) ve peroksinitrit (ONOOˉ) gibi 

çeşitli nitrik oksit türevi olan bileşikler oluşturmaktadır. Reaktif nitrojen türleri 

organizmanın fizyolojik düzenlenmesinde önemli rol oynamaktadırlar. Örneğin düz 
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kas gevşemesi, kan basıncı düşmesi, sinir iletimi ve immün sistem düzenlenmesi gibi 

olaylarda biyolojik sinyal molekülü şeklinde davranmaktadırlar (72). 

Nitrik oksit (NO∙); L-argininden sitrulin oluşumu sırasında, L-argininin guanidin 

nitrojen grubunun hidroksilasyonu ile oluşan ara üründür (Şekil 2.6). Bu reaksiyon 

bir dizi nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi tarafından katalize edilir. 

 

Şekil 2.6: Nitrik oksit sentezi – Edgaras Stankevičius ve ark. (73)’ndan alınmıştır. 

 

Bu enzimin nöronal (nNOS), endotelial (eNOS) ve indüklenebilir (iNOS) olmak 

üzere üç formu vardır. eNOS ve nNOS enzimleri tarafından üretilen çok düşük 

konsantrasyondaki NO düzkaslarda ve sinir sisteminde hücre içi ve hücreler arası 

haberci olarak kullanılır. Haberci molekül olarak sitoplazmik guanilat siklazı aktive 

ederek hücrelerde cGMP konsantrasyonunu arttırarak cGMP’nin değişik enzimler 

aracılığıyla hücre içi kalsiyum konsantrasyonunun düzenlenmesini sağlar. Nitrik 

oksit sentazların indüklenebilir formu ise fagositik lökositler olmak üzere çeşitli 

hücrelerde bulunur ve sentezi IL-1, TNF-α ve γ-interferon gibi sitokinler ve 

endotoksinler tarafından indüklenir. iNOS enziminin aktivitesi kalsiyumdan 

bağımsız olup kontrol edilemediğinden, ortamda arjinin bulunduğu sürece aktiftir 

(71,73,74). 

Endojen NO üretimi gebelerde artmaktadır. Bu şekilde gebelerde plasentanın 

kanlanmasının ve fetüsün besin infüzyonunun NO’in vazodilatör özelliğinden dolayı 

iyi bir şekilde olmasını sağlar (8). 
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Radikal olarak reaktivitesi düşük olan NO, metal içeren merkezler ve radikaller ile 

büyük bir hızla tepkimeye girer. Özellikle lipid radikallerle (örneğin hücre zarında) 

tepkimeye girmesi NO’e antioksidan bir etki kazandırır. Süperoksit ile NO arasındaki 

tepkime ile oluşan peroksinitrit (ONOO-), hidroksil radikali benzeri aktiviteye sahip 

olup radikalik tepkimeleri başlatarak biyomoleküllerin nitrasyonuna neden olur. 

ONOO- yarılanma ömrü uzun güçlü bir oksidandır. Organizmada peroksinitrit, 

hidroksil radikali gibi davranan hidroksinitrite (HOONO) dönüşür. Peroksinitritin 

parçalanmasıyla yüksek derişimde azot dioksit (NO2) oluşur. Bu reaktif nitrojen 

bileşikleri lipidler, DNA, aminoasitler ve metallerle reaksiyona girerek enzim 

fonksiyonlarını bozup membran bütünlüğüne zarar verir (74,75). 

2.4.2. Serbest Radikallerin Zararlı Etkileri ve Lipit Peroksidasyonu  

Serbest radikallerin biyolojik sisteme birçok zararlı etkileri vardır. Nükleik asitler, 

aminoasitler, proteinler, karbonhidratlar ve lipitler gibi bütün hücre elemanlarında 

hasara neden olabilirler (Şekil 2.7), (76). 

 

Şekil 2.7:  Vücuttaki major serbest radikal kaynakları ve serbest radikal hasarının 

sonuçları - Young ve ark. (77)’dan alınmıştır. 
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Lipidlere etkileri (Lipid peroksidasyonu): Yağ asitlerinin doymamış bağları 

serbest radikallerle reaksiyona girerek peroksidasyon ürünleri oluştururlar. 

Poliunsatüre yağ asitleri sebest radikal hasarına oldukça hassastır. Bu oksidatif 

hasara lipit peroksidayonu denir (75). Memeli hücre membranı büyük miktarda çoklu 

doymamış yağ asitleri (ÇDYA) içermektedir. Bu yağ asitlerinin peroksidasyonu 

hücresel hasarın en önemli nedenlerinden birisidir. Lipit peroksidasyonu çoklu 

doymamış yağ asidinden bir hidrojen atomu uzaklaştırıldığında lipit radikali (L∙) 

oluşur. Bu molekül O2 ile tepkimeye girdiğinde lipit peroksil radikali (LOO∙) oluşur. 

LOO∙ membran yapısındaki diğer ÇDYA moleküllerinden hidrojen atomları 

çıkartarak yeni reaksiyonlar başlatır. Kendileri ise açığa çıkan hidrojen atomlarını 

alarak lipit hidroperoksitlerine (LOOH) dönüşür. Metal iyonlarının etkisi ile bazı 

enzimatik tepkimelere katılan bu peroksit ürünlerinden etan, pentan ve MDA gibi 

yıkım ürünleri açığa çıkarak lipit peroksidasyon reaksiyonları sona erer. 

Lipit peroksidasyonu sonucunda hücre membranı transport sistemi de etkilenerek 

iyon dengesi bozulur. Bunun sonucunda hücre içi kalsiyum konsantasyonu artar ve 

buna bağlı olarak proteazlar aktive olarak hücre hasarına neden olurlar. 

Proteinlere etkileri: Prolin, lizin gibi aminoasitler serbest radikallerden etkilenirler. 

Protein oksidasyonu özellikle histidin, trozin ve fenilalanin gibi aminoasitlerde 

karbonil gruplarının oluşumu şeklinde olur. Lipit peroksidasyonunun aldehit 

yapıdaki ürünleri sisteinin sülfidril grupları ile veya lizin ve histidinler ile kovalent 

bağlar oluşturarak proteinlerde fragmantasyon ve çarpraz bağlanmalara yol açar. 

Nükleik Asitler ve DNA’e Etkileri: Serbest radikallerin etkisiyle DNA yapısında 

yapısal değişimler olur. Bunlar pürin ve pirimidin bazlarında parçalanma, zincir 

kırılmaları ve DNA denatürasyonu gibi çeşitli olayları içerir (61,78). 

2.5. Antioksidan Sistem 

Hücrelere oksidatif hasarı önleyen, yok eden veya kısmen azaltan bazı mekanizmalar 

bulunmaktadır. Antioksidan madde ise okside olabilen bir substrata göre ortamda 

daha düşük konsantrasyonda bulunduğunda o substratın oksidasyonunu belirgin 

şekilde geciktiren veya engelleyen herhangi bir maddeye denmektedir (60). İyi bir 
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antioksidan madde hem hücre içinde hemde sulu ortamlarda etki gösterebilmeli, 

dokularda belirli bir derişimde bulunmalı, serbest radikallerin etkilerini yok 

edebilmeli, metaller ile redoks tepkimelerine girebilmeli ve gen expresyonunun 

sağlayabilmelidir (79). 

Antioksidan sistemde dört farklı mekanizma ile oksidanlar etkisizleştirilir (80): 

1.  Temizleme Etkisi:  Antioksidan enzimler tarafından oksidanları zayıf bir moleküle 

çevirme şeklinde yapılır. 

2.  Baskılama Etkisi: Vitaminler ve flavonoidler oksidanlara bir hidrojen aktararak 

onları etkisiz hale getirirler. 

3.  Onarma Etkisi: Serbest radikallerin oluşturduğu hasarları onaran antioksidanlar 

bulunmaktadır. Örneğin DNA tamir genleri membran lipitlerinin oksidayonunu 

önleyerek antioksidan aktivite gösterir (81). 

4.  Zincir Koparma Etkisi: Hemoglobin, seruloplazmin ve E vitamini tarafından 

oksidanlar bağlanarak fonksiyonları önlenmektedir. 

Antioksidan sistem; enzimleri, suda ve yağda çözünen radikal tutucuları ve metal 

iyonları bağlayan proteinleri kapsar (Tablo 2.6). 

Tablo 2.6: Organizmada antioksidan sistem elemanları (78)’den alınmıştır. 

Enzimler Suda Çözünen 
Radikal Tutucular 

Yağda Çözünen 
Radikal Tutucular 

Metal İyonlarını 
Bağlayan Proteinler 

Süperoksit dismutaz Glutatyon E vitamini Ferritin 

Katalaz C vitamini Β karoten Transferrin 

Glutatyon peroksidaz Ürik asit Bilirubin Haptoglobin 

Glutatyon redüktaz  Ubikinol Seruloplazmin 

Glutatyon transferaz      Flavanoidler Albumin 
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2.5.1. Enzim Yapısında Olan Antioksidanlar 

2.5.1.1. Süperoksit Dismutaz (SOD) 

Süperoksit dismutaz enzimi süperoksit radikalini dismutasyona uğratarak H2O2 ve 

moleküler oksijene dönüşümünü sağlar. Organizmada substrat olarak serbest radikal 

kullanan tek enzim SOD’dır (78). 

 

İnsanlarda SOD’ın bakır-çinko SOD (Cu, Zn-SOD) ve mangenez SOD (Mn-SOD) ve 

demir SOD (Fe-SOD) olmak üzere 3 izomeri bulunmaktadır. Cu, Zn–SOD sitozolik 

Mn–SOD ise mitokondriyal yerleşimli enzimdir. Cu-Zn SOD enzimimnin genleri 21. 

kromozomda, Mn-SOD enziminin genleri ise 6. kromozomda lokalizedir. Mn-SOD 

mitokondride bulunduğundan burada oluşan serbest radikallere karşı oldukça 

etkilidir. Cu,Zn–SOD ve Mn–SOD’nin fizyolojik pH’da mekanizmaları benzer olup 

alkali pH’da Mn–SOD’ın aktivitesi azalırken Cu,Zn–SOD’nin aktivitesi değişmez. 

Demir içeren SOD izoenzimi ise hayvan dokularında gösterilememiş ancak çoğu 

bakteride bulunmaktadır (60,82).  

2.5.1.2. Katalaz (CAT) 

Yapısal olarak bir hemoproteindir. Hidrojen peroksiti suya ve oksijene parçalayan 

reaksiyonu katalizler.  

 

Katalaz dört hem grubu içeren bir hemoproteindir (Şekil 2.8). Enzimin dondurulması 

ya da asit ve alkaliye maruz bırakılması alt birimlerin ayrışmasına neden olarak 

aktivite kaybına yol açar. Enzim peroksizomlarda bulunmaktadır. Mitokondri ve 

endoplazmik retikulum çok az katalaz içerir. Katalazı kodlayan gen 11. 

kromozomdadır. Bu gende hasar olduğunda akatalezemi görülür (60). 
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Şekil 2.8: Katalazın üç boyutlu moleküler yapısı - Human Blood Plasma Proteins: 

Structure and Function (83)’dan alınmıştır. 

 

2.5.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) 

Hidrojen peroksit ve lipit hidroperoksitleri üzerine etkilidir. Redükte glutatyon ile 

hidrojen peroksitin tepkimeye girip okside glutatyon ve su oluşturduğu reaksiyonu 

katalizleyen enzimdir. Aktivitesi için selenyuma ihtiyaç duymaktadır. 

 

Bu reaksiyonlarda glutatyon (GSH) hidrojen verici olup H2O2 ve LOOH’lar 

indirgenirken, GSH oksitlenmiş şekline (GS-SG) dönüşür. Oksitlenmiş glutatyon ise 

NADPH’a bağımlı glutatyon redüktaz tarafından tekrar GSH’a indirgenir. Bu sayede 

glutatyon peroksidazın işlev görebilmesi için gerekli olan redükte glutatyonun 

devamlılığı sağlanır. Glutatyon peroksidaz ve katalaz H2O2’in temizlenmesinde 

birlikte görev alırlar Glutatyon peroksidaz enziminin genleri 3. kromozomda 

lokalizedir (60,78). 

2.5.1.4. Glutatyon Redüktaz 

Okside glutatyonun redükte hale çevrilmesi glutatyon redüktaz enzimiyle 

gerçekleştirilir. Bu tepkimenin gerçekleşmesi için NADPH gereklidir. 
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Glutatyon hücre içinin en önemli antioksidan molekülü olup serbest radikaller ve 

peroksitlerle reaksiyona girip hücreleri oksidan hasara karşı korur (60,78). 

2.5.1.5. Diğer Antioksidan Enzimler 

Tiyoredüksinler, glutatyon–S–transferaz ve sitokrom oksidaz da antioksidan aktivite 

gösteren enzimlerdir. 

Tiyoredüksinler, direk olarak H2O2 ile reaksiyona girerek antioksidan aktivite 

gösterir. Ayrıca oksidan strese uğramış gliseraldehit 3 fosfat dehidrogenazı da tekrar 

redükte hale getirebilir. 

Glutatyon–S–transferaz, GSH-Px gibi etki göstermektedir. Ancak kofaktör olarak 

selenyum kullanmaz. Fosfolipit hidroperoksit gibi diğer hidroperoksitlerin 

yıkılmasında rolü bulunmaktadır. 

Sitokrom oksidaz, yapısında bakır içermektedir. Mitokondride elektron transport 

zincirinin enzimi olup süperoksidi temizlemektedir (60). 

2.5.2. Enzim Yapısında Olmayan Antioksidanlar 

2.5.2.1. Askorbik Asit 

Suda çözünen güçlü antioksidan bir moleküldür. İki tane iyonize olabilen –OH grubu 

içerir. İnsanlarda sentez edilemediğinden besinlerle alınması gerekir. Vücutta birçok 

enzimin kofaktörü olarak görev yapar. Bunlardan en önemlileri lizin hidroksilaz ve 

prolin hidroksilazdır. Süperoksit radikali, hidroksil radikali ve singlet oksijen ile 

kolayca reaksiyona girerek onları temizler. Sulu fazda bulunmasına rağmen lipit 

peroksidasyonunu başlatıcı radikalleri temizleyerek lipitleri ve membranları oksidatif 

hasara karşı korur. E vitamini rejenerasyonunda rol alır. Böylece E vitamini ile 

beraber düşük dansiteli lipoproteinleri oksidasyona karşı korur. İnvitro yapılan 

çalışmalarda askorbik asidin demir veya bakır karışımlarının süperoksit radikali 
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oluşumuna yol açarak DNA’a, proteinlere ve lipitlere hasar verebileceği 

gösterilmiştir (60,78). 

2.5.2.2. Karotenoidler 

Karotenoidler bitkilerde bulunan, açık sarı-kırmızı arası renkleri veren pigmentlerdir.  

Karotenoidler, birbiri ardına dizilmiş izoprenoid birimlerinden oluşmuştur. Suda 

çözünmezler, alkali ortamda stabildirler. Bazı karotenoidler A vitamini ön maddesi 

olarak aktivite gösterirler ve bu nedenle vücut için gerekli olan A vitamininin sentezi 

açısından önemlidirler. A vitamini eksikliği sonucu oluşabilecek hastalıkların, 

koroner kalp rahatsızlıklarının ve kanserin önlenmesinde önemli rolleri 

bulunmaktadır. Karotenoidlerin singlet oksijeni ve reaktif oksijen türlerini 

temizlerler. Sahip oldukları antioksidan özellikleri sayesinde kanseri önleme ya da 

geciktirmede etkilidirler. Karotenoid alımı ile özellikle akciğer kanseri riskini 

düşürmede başarılı sonuçlar elde edilmiştir (84). 

2.5.2.3. E Vitamini 

E vitamini yağda çözünen çok önemli bir antioksidan moleküldür. Sekiz farklı 

izoformu vardır. α-tokoferol insanda en aktif olan formdur. E vitamininin bu formu 

hücre mebranındaki lipitleri koruyan en önemli antioksidandır (85). Lipit peroksil 

radikallerini mebran proteinleriyle ya da lipit yan zincirleriyle tepkimeye girmeden 

hızlıca temizler. Askorbik asit gibi geçiş metalleri varlığında zayıf prooksidan etkiye 

yol açabilir. Antioksidan etksinin yanı sıra membran stabilize edici etkisi de 

bulunmaktadır (60). 

2.5.2.4. Düşük Molekül Ağırlıklı Ajanlar 

Genelde protein yapıda olan bu antioksidanlar vücutta invivo olarak sentezlenir ya da 

diyetle alınır. Başlıcaları bilirubin, melatonin, lipoik asit, koenzim Q, ürik asit, seks 

hormonlarıdır. Bilirubin albümine bağlanarak taşınır. Bilirubinin albümine 

bağlanması ile albümin bağlı yağ asitlerinin oluşturduğu radikal hasarına karşı 

koruyucu etki gösterir. Ayrıca singlet oksijeni ve peroksil radikallerini ortamdan 

temizler. Koenzim Q mitokondriyal elektron transport zincirinde rol oynar. Lipit 
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peroksidasyonunu inhibe eder ve reaktif oksijen türlerini ortamdan temizler. 

Östrojen, östradiol ve östron lipit peroksidasyonunu inhibe eder. Bu etkileri için 

daha yüksek konsantrasyonlarda kullanılmaları gerekir. Bu da endometrium kanseri 

gibi istenmeyen yan etkilere neden olabilir (60). Ürik asit insanlarda pürin 

katabolizmasının son ürünüdür. Plazma antioksidan kapasitesinin %60’ını 

oluşturmaktadır. Serbest radikallerle direk reaksiyona girerek ya da geçiş 

metalleriyle kararlı bileşikler oluşturararak antioksidan aktivite gösterip lipit 

peroksidasyonunu önlemektedir (86). Melatonin pineal glanddan triptofandan 

sentezlenir. Hidroksil radikalini temizler ve lipit peroksidasyonunu inhibe eder. 

Mikrozamal zarları stabilize ederek oksidatif hasara karşı hücreyi korur. Ayrıca 

katalaz, süperoksit dismutaz gibi enzimlerin aktivitesini artırarak güçlü bir 

antioksidan aktivite gösterir (87).  

2.5.2.5. Fenolik Bileşikler 

Fenolik bileşikler ya da polifenoller, bitkilerin yapısında çok bulunan, bitkilerin tat, 

aroma gibi özelliklerine katkıda bulunan, bitkileri çeşitli zararlı organizmalara karşı 

koruyan çok fonksiyonlu ve karışık yapıya sahip bileşiklerdir. Yapısal olarak bir 

veya daha fazla aromatik halka yapısına ya da bir veya daha fazla –OH grubuna 

sahiptirler. Değişik şekilde sınıflandırılabilirler. En yaygın sınıflama moleküldeki 

karbon sayısına göre yapılan sınıflandırmadır. En basit fenolik bileşik bir tane –OH 

grubu içeren benzen yani fenoldür. Fenolik bileşiklerin antikarsinojen, antioksidan, 

antiinflamatuvar, antibakteriyel ve antiviral etki gibi birçok etkileri vardır. Ayrıca 

kardiyovasküler hastalıkları azaltıcı etkileri de bulunur. Bunu oksidatif stresi çeşitli 

yollardan azaltarak, aterosklerotik plakların büyümesini engelleyerek, plazma lipit 

düzeylerini düşürerek ve platelet agregasyonunu inhibe ederek gerçekleştirirler (60). 

2.5.3. Pürin Metabolizması  

Deoksiribonükleozid ve ribonükleozidfosfatlar (nükleotidler) bütün hücreler için 

esansiyel maddelerdir. Nükleotidler olmadan DNA ve RNA sentezlenemez. DNA ve 

RNA sentezlenemez ise protein sentezi de yapılamaz ve hücre proliferasyonu 

sağlanamaz. Ayrıca hücrelerin büyüme ve farklılaşmasında önemli yerleri olan 

karbonhidratların, lipidlerin ve proteinlerin sentezinde nükleotidler ara ürünlerin 
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aktifleşmesi sonrası taşıyıcı olarak da rol oynarlar. Metabolik işlemlerde enerji 

vericisi olarak, hormon ve benzeri hücre dışı uyarılara cevap verilmesinde 

kullanılırlar, pek çok metabolik ara bileşiklerin ve enzim kofaktörlerinin yapısında 

bulunurlar. Pürin ve primidinler de novo sentez yoluyla elde edilebilir ve diyette 

bulunan daha önce sentezlenmiş bazlar bu şekilde yeniden kullanılmış olurlar Bu 

döngü içinde yapım ve yıkım tepkimeleri bir denge halinde sürmektedir. Pürin yıkım 

basamağında ADA ve XO rol alarak sağlıklı bireylerde bu denge halinin 

oluşturulmasında önemlidirler (88). 

2.5.3.1. Adenozin Deaminaz (ADA) 

Adenozin deaminaz (E.C.3.5.4.4) adenozinden inozin, 2'deoksiadenozinden 

2'deoksiinozine hidrolitik deaminasyonunu katalize eden pürin metabolizması 

enzimidir. ADA immün sistemin olgunlaşmasına katkida bulunur. ADA lenfoid 

hücrelerin olgunlaşmasında ve farklılaşmasında rol oynar ve olgunlaşma sürecinin 

farklı safhalarında kritik olarak görülür. ADA inflamatuvar cevap ve sitokin üretimi 

ile ilgili olan plazma adenozin düzeylerini de düzenler. Plazma adenozin deaminaz 

aktivitesi immunolojik durumu değiştiren çeşitli otoimmun ve inflamatuvar 

hastalıklarda değişir. Plazmadaki ADA’nın temel kaynağı lenfositler veya monosit-

makrofaj hücre sistemi olabilir (89). 

2.5.3.2. Ksantin Oksidaz (XO) 

Ksantin oksiaz (EC 1.1.3.22) ksantin oksido redüktaz grubu bir enzimdir. İnsanlarda 

karaciğer ve bağırsaklarda bulunmaktadır. Bu enzim pürin katabolizmasında son 

basamaklar olan hipoksantinin ksantine ve ksantinin de ürik asite oluşumunu 

sağlayan enzimdir. Ksantin oksiaz enzimi vücutta en çok hepatosit sitoplazmasında, 

meme epitelinde ve vasküler endotelyal hücrelerde bulunmaktadır. Oksijeni 

indirgeyerek hidrojen peroksit, süperoksit gibi reaktif oksijen kaynakları oluşturduğu 

ve nitriti nitrit okside indirgeyerek kuvvetli antimikrobiyal etki gösteren peroksinitrit 

oluşumunda rolü olduğu bilinmektedir (90-92). 
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2.6. Down Sendromu ve Oksidatif Stres 

Yapılan çalışmalar DS’nun genlerin ve proteinlerin ekspresyonundaki 

düzensizliklerden kaynaklandığını ve hastalığın patogenezinde/ilerlemesinde 

oksidatif stresin rol oynadığını göstermektedir (93).  DS’nda embriyolojik yaşamın 

erken döneminde hücrelerde ROS artmakta ve nöronlar gibi birçok hücrede hasar 

meydana gelmektedir. Sonuçta bu hasar hayatın erken döneminde mental 

retardasyona ve erişkinlerde ise Alzheimer hastalığının ortaya çıkmasına neden 

olmaktadır (94). Oksidatif stresin artması kromozom 21 tarafından kodlanan bazı 

genlerin artmış ekspresyonuna neden olur. Bunlar arasında SOD enziminin alt 

türlerinden Cu,Zn-SOD 21. kromozomda kodlandığından DS’de ekspresyonu ve 

aktivitesi artmaktadır. SOD enzim aktivitesinin artması sonucu açığa çıkan aşırı 

miktarda H2O2, GSH–Px ve katalaz enzimlerinin uzaklaştırabileceğinden fazla 

olduğundan temizlenemeyen H2O2 birikir ve ciddi bir oksidatif stres meydana 

gelmektedir. Neticede hücrelerde oksidatif hasar oluşmakta ve MDA, 8–hidroksi–2–

deoksiguanozin gibi oksidatif DNA hasarı belirteçlerinin düzeylerinde artış meydana 

gelmektedir (2,10). Down Sendromunda gözlenen bu oksidatif stres artışının prenatal 

dönemde başladığı bildirilmiştir. Down Sendromu tespit edilen gebelerin amniyotik 

sıvılarında SOD aktivitesinin arttığı görülmüş olup lipit peroksidasyonun da normale 

göre artmış olduğu bildirilmiştir. Sonuçta DS fetüslerin beyinlerinde de lipit 

peroksidasyonunun ve DNA oksidasyon ürünlerinin artmış olduğu gösterilmiştir 

(11,95). İn vitro olarak DS’li bireylerin nöronlarında oluşmuş dejenerasyonun 

antioksidan vitaminler ve katalaz ile düzeltilebildiği gösterilmiş ancak bununla ilgi in 

vivo araştırmaların yetersiz olduğu da öne sürülmektedir (10). 

2.7. Sitokinler 

Sitokinler bir dizi hücre tarafından üretilen inflamatuar sistemi, bağışıklık sistemi ve 

hematopoezi düzenleyen küçük glikoproteinlerdir. Sitokinler birçok fizyolojik ve 

patolojik fonksiyonları düzenlerler. Edinsel bağışıklık, kazanılmış bağışıklık ve 

inflamatuvar yanıtlar bu fonksiyonlardan bazılarıdır. Belli bir sitokin çeşitli hücreler 

tarafından farklı dokularda salgılanır fakat aynı biyolojik etkiyi gösterir. Sitokinlerin 

etkileri sistemik veya lokaldir. Bazıları klasik hormon gibi davranırlar. Şöyle ki; belli 
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hücreler tarafından kana veya çeşitli hücresel sıvılara salgılanıp vücudun diğer 

bölgelerindeki hücresel reseptörlerine bağlanırlar. Bazıları da daha lokal etki 

gösterirler. Bunlar otokrin (bir hücre tarafından salgılanan sitokinin aynı hücre 

üzerine etkisi) ve parakrin (belli bir hücre tarafından salgılanan sitokinin yakındaki 

komşu hücreye etkisi) etkilerdir. 

Sitokinlerin tanımlanması ve karakterize edilmesi çeşitli isimlendirme ve 

sınıflandırma sistemine göre yapılmıştır. Bu sınıflandırma sitokinler arasındaki 

fonksiyonel benzerliklere ve sitokinlerin etki mekanizmalarına dayanmaktadır. 

Sitokinler başlıca şu ana gruplara ayrılmaktadır:  

1. Büyüme faktörleri (Epidermal büyüme faktörü, platelet orijinli büyüme faktörü) 

2. Lenfokinler (interlökin-1α (IL-1α), IL-1β, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, 

IL-9 ve IL-10) 

3. Koloni sitimüle eden faktörler (Granülosit/makrofaj koloni sitimüle eden faktör, 

eritropoietin,  lösemi inhibitör faktör) 

4. Transforme edici büyüme faktörleri (TGF-α; TGF-β)  

5. Tümör nekroz faktörleri (TNF-α; TNF-β) 

6. İnterferonlar (IFN-α; IFN-β; IFN-γ) (Cö, Cp). 

Sitokinler monositler, makrofajlar, T lenfositler, fibroblastlar ve kemik iliği stroma 

hücreleri gibi birçok hücre tarafından sentezlenirler. T lenfositler, dolaşımdaki 

lenfositlerin %60-80 kadarını oluştururlar ve periferik kandaki T hücrelerinin üçte 

ikisi CD4+, üçte biri CD8+ yüzey reseptörleri taşırlar. CD8+ yüzey reseptörü taşıyan 

lenfositler sitotoksik fonksiyon yapan efektör T hücrelerinden oluşur. CD4+ T 

lenfositleri, T helper (Th) hücreleri olarak da isimlendirilirler ve Th1 ve Th2 olmak 

üzere iki önemli alt grubu mevcuttur (96). Th1 hücreleri interferon-gamma (IFN-γ), 

tümör nekroz faktör-alfa ve beta (TNF-α, TNF-β) ve interlökin-2 (IL-2) sitokinlerini 

sekrete ederken, Th2 hücreleri IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 ve IL-13 sitokinlerini sekrete 

ederler. IL-1, TNF-α, IFN-g, IL-6 proinflamatuvar sitokinler; IL-4, IL-10, IL-12 ve 

IL-13 ise antiinflamatuvar sitokinlerdir (97). 

Th1 tipi sitokinlerin direkt embriyotoksik aktivite göstererek veya plasental 

trofoblast hasara neden olarak gebeliğe zararlı etkileri olabileceği bildirilmektedir 
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(96). İnsanlarda, antijen veya mitojenlerle indüklenmiş periferik kan mononükleer 

hücre kültürleri ile yapılan çalışmalarda, abortusların Th1 grubundan IL-2 ve INF-γ 

konsantrasyonlarında artış ve Th2 grubundan olan IL-10 konsantrasyonunda azalış 

ile birlikte olduğu rapor edilmiştir. Gestasyon yaşı küçük (SGA) bebeklerde ise 

annelerin amniyon sıvılarında IL-10 düzeyleri bakılmış ve yükselmiş olduğu 

görülmüştür (98). Ayrıca yapılan çalışmalarda, amniyotik kavitede inflamasyon 

olduğunda amniyon sıvısında IL-6 konsantrasyonunun arttığı görülmüştür ve 

amniyon sıvısında artan interlökin-6 düzeylerinin akut koryoamniyonit muhtemel 

tanısı için hassas bir test olabileceği ön görülmüştür. Amniyon sıvısında yüksek 

konsantrasyonda IL-6 bulunması neonatal komplikasyonların ortaya çıkmasında rol 

oynadığı gösterilmiştir (99). Son kanıtlar plasental trofoblast hücrelerin IL-6 

ürettiğini ve IL-6’nın fetal-maternal etkileşimde immün regülatör olduğunu 

göstermektedir (100). Bu çalışmalar sitokinlerin ve humoral faktörlerin, plasentasyon 

ve vaskülarizasyon basamağında etkili faktörler olduğunu ve bunların gebeliğin 

prognozu üzerinde muhtemelen etkili olduklarını göstermektedir. 

Gebelikte immün sistem baskılanmakla birlikte organizma mikrobik enfeksiyonlara 

karşı, immünite aracılı doku gelişimi ve farklılaşması için kendini korumalıdır. Bu 

nedenle proinflamatuar sitokin düzeyleri fetal organlara zarar vermeyecek ve erken 

doğuma yol açmayacak seviyelerde tutulmalıdır (101). 

2.7.1. İnterlökin 6 (IL-6) 

IL-6’nın en önemli kaynağı mononükleer fagositik hücrelerdir. Ayrıca IL-6 B ve T 

lenfositler, fibroblastlar, endotel hücreleri, hepatositler, keratinositler, astrositler ve 

kemik iliği stroma hücreleri tarafından da sentezlenir. IL-6 geni, 7. kromozomun kısa 

kolunda lokalizedir. Çeşitli sitokinler [TNF-α, IL-1, trombosit kaynaklı büyüme 

faktörü (PDGF), İnterferon-beta (IFN-ß)], antijenler, mitojenler ve bakteriyel 

endotoksinler  (lipopolisakkarit) farklı hücre tiplerinde IL-6 oluşumunu uyarır. Beyin 

omurilik sıvısı (BOS)’daki IL-6 yapımı ise virüsler ve fibroblastlar tarafından 

indüklenir. Human immunodeficiency virus (HIV), monositlerde IL-6 yapımını 

uyarır (102). İn vivo ve in vitro olarak IL-6, B hücrelerinin farklılaşmasını ve timus 

hücrelerinin aktivasyonunu sağlar. İmmünglobulin salgılayan plazma hücrelerinin 
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farklılaşması için de IL-6’ya ihtiyaç vardır (103). IL-6 fibroblastların antiviral 

aktivitelerini, prostaglandin üretimini arttırır. Ayrıca IL-6 bilinen bütün akut faz 

proteinlerinin sentezlerini uyarmaktadır. Dokuda hasar oluştuğunda makrofajlar, 

epitel hücreleri ve fibroblastlar gibi inflamatuvar hücrelerden sitokinler salgılanır ve 

bu sitokinler hepatositlere doğrudan etki ederler. İnflamasyona yanıt olarak 

hipotalamo hipofizer adrenal aksın uyarılmasıyla kortikosteroidler salgılanır ve 

sitokinlerin bu aktiviteleri daha da güçlenir. Karaciğer hücrelerinde IL-6 reseptörleri 

ekspresyonunun kortizol tarafından uyarılması ile IL-6 aracılı akut faz proteinleri 

sentezi uyarılmaktadır. Aynı zamanda özellikle IL-6 olmak üzere, diğer sitokinler de 

steroid biyosentezini artırmaktadırlar. IL-6 bilinen tüm sitokinlerin sentezini arttırır. 

IL-6 düzeyinde meydana gelen değişiklikler B lenfosit fonksiyonunu ve 

immünglobülin sentezini olumsuz etkileyerek humarol immüniteyi de 

baskılamaktadır (61,104). 

2.7.2. İnterlökin 10 (IL-10) 

Interlökin 10 T lenfosit, makrofaj, keratinosit ve B lenfositlerden sentezlenir. B 

lenfosit çoğalmasını ve immünglobülin sekresyonunu uyarır. IL-10 sitokin sentez 

inhibitörü olarak bilinir ve proinflamatuvar sitokinlerin gen expresyonunu inhibe 

eder. Bu şekilde inflamatuvar reaksiyonların çözülmesinde önemli bir rol oynar. 

İnflamatuvar reaksiyonlarda IL-10 expresyonu genellikle geç inflamatuvar süreçte 

olup böylelikle organizmada inflamasyona neden olan patojenlere karşı uygun bir 

yanıt verilir.  IL-10 kromozom 1 üzerinde lokalize olmuş bir gen tarafından kodlanır. 

IL-10, IL-3 ile birlikte megakaryositlerin büyüme ve gelişmesini uyarır. IL-10 B 

lenfositlerin proliferasyonunu ve atikor üretimini arttırır. Ayrıca hematopoetik 

progenitör hücrelerin çoğalma ve farklılaşmasını arttırır. IL-10, IL-6 gibi akut faz 

proteinlerinin üretimini uyarmakta ve B hücrelerinin büyümesini ve plazma 

hücrelerine dönüşümünü arttırmaktadır (61,105). IL-10 implantasyon ve gebelikte 

plasenta ve trofoblastlardan tarafından üretilir ve immümsüpresan özellikte olması 

nedeniyle fetal rejeksiyonu önler. IL-1β uyarılmasına tepki olarak desidual hücreler 

tarafından IL-10 üretimi de tanımlanmıştır. Bu bulgular gebelikte IL-10’un önemli 

bir rolü olduğunu gösterir. Doğumda veya intrauterin enfeksiyon varlığında 

amniyotik sıvıdaki IL-10 konsantrasyonunu gösteren yapılmış herhangi bir invivo 
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çalışma yayınlanmamıştır. IL-10 konsantrasyonu infeksiyon nedeniyle preterm 

doğum yapmış hastaların amniyon sıvısında incelenmiş ve zamanında ya da 

infeksiyon olmadan gerçekleşen preterm doğum yapmış hastaların amniyon sıvısında 

daha yüksek konsantrasyonda bulunmuştur. Bu bulgular IL-10’un intrauterin 

enfeksiyona neden olan inflamatuvar süreci stimüle etmesiyle açıklanabilmekle 

birlikte henüz IL-10’un intrauterin enfeksiyondaki kesin rolü anlaşılamamıştır. 

İleride yapılacak olan çalışmalar IL-10’un gebelikteki ve preterm doğum 

tedavisindeki terapatik potansiyel etkisini ve nasıl bir rol oynadığını açıklayabilir 

(106).
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

 

3.1. Gönüllü Seçimi 

Bu araştırma için Ankara Üniversitesi Tıp Fakültesi Klinik Araştırmalar Etik 

Kurulu’ndan gerekli izin alınmıştır (Ek 1). Araştırmaya katılan tüm gönüllülerin 

aydınlatılmış onamları alınmıştır (Ek 2). Bu çalışmada kullanılan materyaller; 15 

Eylül 2013 tarihinden itibaren Zekai Tahir Burak Kadın Sağlığı Eğitim ve Araştırma 

Hastanesi Genetik Merkezi’ne başvuran gebelerden, 16-20. gebelik haftaları arasında 

ultrasonografi eşliğinde yapılan ikili ve üçlü testlerde DS açısından risk taşıyan 

gebelerin amniyon sıvılarının alınarak karyotip analizi sonucu Trizomi 21’li fetüse 

sahip olduklarının belirlenmesiyle oluşturulmuştur. Çalışmamızda DS’lu ve normal 

karyotipli bebeğe sahip olan gebelerin amniyon sıvısı toplanarak iki grup 

oluşturulmuştur. Çalışma grubunu DS’lu bebeğe sahip gebelerin amniyon sıvısı  

kontrol grubunu ise sağlıklı bebeğe sahip gebelerin amniyon sıvısı oluşturmaktadır. 

Çalışmamızın başarısının ve güvenirliliğinin yüksek olması için Two-Sample T-Test 

Power Analiz yaparak çalışıcağımız örnek sayısını belirledik. Buna göre DS’lu vaka 

sayısı (çalışma grubu) 18 ve kontrol grubumuz 36 olduğunda 0,05 hata ile power 

analizimiz %82 olmaktadır. Bu değerler bizim çalışmamızın güvenirliği açısından 

kabul edilebilir değerler olarak tespit edilmiştir. Toplanan amniyon sıvıları çalışma 

gününe dek -80°C’de saklanmıştır. Araştırma için hedeflenmiş olan 18 sayısına 

ulaştığımız 20 Haziran 2014 tarihinde örnek toplama aşaması sonlandırılmıştır. 

Çalışma ve kontrol grupları oluşturulduktan sonra Ankara Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Tıbbi Biyokimya Anabilim Dalı Prof. Dr. Zuhal Yurtarslanı Araştırma 

Laboratuvarında MDA, SOD, GSH-Px, XO, CAT, ADA, NO, NOS, IL-6 ve IL-10 

testleri çalışılmıştır. 
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3.2. Gereçler 

3.2.1. Cihazlar 

- ELISA okuyucu ve yıkayıcı (ChemWell® 2910 Automated EIA and Chemistry 

Analyzer) 

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

- Altus AL380 Derin Dondurucu (+4 °C) 

- Unicam Heλios–α UV–Vis Spektrofotometre 

- Harrier 18/80 soğutmalı santrifüj 

- Sorvall RMC 14 santrifüj 

- Sartorius Basic hassas terazi 

- Su Banyosu/Grant Ins  

- Whirlmix 20 W vorteks 

- Çeşitli hacimlerde ayarlanabilir hacimli otomatik pipetler ve cam pipetler 

- Çeşitli boyutlarda cam ve polipropilen deney tüpleri ve eppendorf tüpleri 

3.2.2. Kimyasal Maddeler 

IL-6 ve IL-10 ölçümünde Platinum ELISA kitleri kullanılmıştır. 

Oksidan ve antioksidan belirteçlerin ölçülmesinde kullanılan tüm kimyasal maddeler 

Sigma–Aldrich ve Merck Kimya şirketlerinden sağlanmıştır. 

3.3. Oksidan ve Antioksidan Parametrelerin Ölçülmesi 

3.3.1. MDA Miktarı Ölçüm Yöntemi 

MDA lipit peroksidasyonunun son ürünü olduğundan dolayı ve oksidatif stresin 

göstergesi olarak sıklıkla kullanılmaktadır. MDA dışındaki çeşitli maddeler de 

tiyobarbitürik asit (TBA) ile tepkimeye girebilir. Bu maddeler TBARS 

(tiyobarbitürik asit ile reaksiyon veren maddeler) olarak adlandırılır.  
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MDA düzeyi ölçümünün prensibi MDA ile TBA’in oluşturduğu pembe renkli 

kompleksin absorbansının 532 nm dalga boyunda spektrofotometrede ölçülmesi 

esasına dayanır (107). 

MDA ölçümünda kullanılan reaktifler: 

- Etil alkol (% 95’lik, v/v)  

- Fosfat tamponu (pH 6; 100 mM): 2,13 g Na2HPO4 ile 11,56 g KH2PO4 tartılıp 

distile suda çözülür ve hacim 1 litreye tamamlanır. 

- Trikloroasetik asit (TCA) (% 20 w/v): 500 ml 0,6 N HCl’de 100 g katı TCA 

çözülerek hazırlanılır. 

- TBA çözeltisi (% 2 w/v): 200 mg TBA tartılıp 10 ml distile suda çözülür. 

Tablo 3.1: MDA Ölçüm Yöntemi Protokolü 

 KÖR NUMUNE 

SÜPERNATANT 200 µl 200 µl 

ETİL ALKOL 1ml 1ml 

FOSFAT TAMPONU 1ml 1ml 

TCA 1ml 1ml 

TBA 1ml - 

30 dakika boyunca kaynar suda deney tüpleri inkübe edilmiştir. Sonra 20 dakika 

boyunca 4000 x g santrifüj yapılmıştır. Spektrofotometrik ölçüm yapılacağı zaman 

kör tüplerine 1 ml TBA çözeltisi konulmuştur. 532 nm dalga boyunda numune ve kör 

tüplerindeki çözeltilerin absorbansları distile suya karşı spektrofotometrik olarak 

okunmuştur.  

Bu ölçümde MDA standardı olarak tetraetoksipropan (TEP) kullanılır (% 96; d=0,92; 

MA= 220,3).  

TEP molaritesinin hesaplanması:  

0,92 x 1000 = 920 g (TEP çözeltisinin 1 litresinin ağırlığı)  

920 : 100 x 96 = 883,2 g ( 1 litre çözeltideki TEP miktarı)  
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883,2 : 220,3 = 4 mol TEP (1 litre çözeltide 4 mol TEP olduğu için, çözeltideki 

TEP’in konsantrasyonu 4 molar (M)’dır.  

4 M’lık çözelti etil alkolle 400.000 kat dilüe edilerek, 10 μM’lık standart çözelti elde 

edilir. Aynı deney protokolü standart ve standart körü için uygulanır ve 

spektrofotometrede absorbanslar okunur. Buna göre ‘Faktör’ değeri aşağıda 

görüldüğü şekilde 161,3 olarak hesaplanır.  

Standardın optik dansitesi (ODSt) = 0,152 

Standart körünün optik dansitesi (ODStkör)  = 0,090 

∆ODS = 0,062 

MDA konsantrasyonu (nmol/ml) = ∆ODN x Standardın konsantrasyonu / ∆ODS 

           = ∆ODN x 10 µM / 0,062 

           = ∆ODN x 161,3 

Elde edilen MDA değeri "nmol/ml" olarak belirtilir. Çalışmamızda süpernatantlar 

100 μl yerine 200 μl olarak alınmıştır. Buna göre hesaplama aşağıdaki şekilde 

yapılmıştır:  

MDA (nmol/ml) = ΔOD x 161,3 x (1/2)  

                           = ΔOD x 80,65  

3.3.2. SOD Düzeyinin Belirlenmesi 

Bu deneyin prensibi; ksantin-ksantin oksidaz sistemi tarafından oluşturulan 

süperoksit radikalinin ortamda bulunan nitroblue tetrazolium (NBT) bileşiğini 

indirgemesi ve menekşe renkli formazan bileşiği oluşturması esasına dayanmaktadır. 

Bu bileşik spektrofotometrede 560 nm dalga boyunda maksimum absorbans 

vermektedir. Reaksiyon ortamına ilave edilen (numunede bulunan) SOD enzimi, 

oluşan süperoksit radikallerini ortamdan uzaklaştırarak, aktivitesiyle doğru orantılı 
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olarak NBT’nin inhibisyonunu engellemektedir. Ortama SOD ilave edilerek bulunan 

absorbans değeri, enzimin ilave edilmediği kör deneyinin absorbansıyla 

karşılaştırılarak enzim aktivitesi hesaplanmaktadır. 

SOD aktivitesinin ölçümünde kullanılan reaktifler: 

- Reaktif 1: Aşağıdaki çözeltiler ayrı olarak hazırlandıktan sonra birleştirilir. 

 9,1 mg ksantin tartılıp toplam hacim 200 ml olacak şekilde distile suda birkaç 

damla 1 N NaOH ile çözülür. 

 100 ml distile suda NBT 12,3 mg tartılıp çözülür. 

 100 ml distile suda 25 mg EDTA (Disodyum tuzu, dihidrat) çözülür. 

 Bovin (sığır) albumin 30 mg tartılıp distile su ile toplam hacim 30 ml olacak 

şekilde çözülür. 

- XO çözeltisi   : 100 μl XO 1 ml 3,2 M amonyum sülfatta çözülür. 

- CuCl2 çözeltisi: 108 mg CuCl2 tartılıp 100 ml distile suda çözülür. 

 

Tablo 3.2: SOD aktivitesi ölçümü protokolü 

 KÖR NUMUNE 

REAKTİF 1 2,75 ml 2,75 ml 

SÜPERNATANT 100 µl --- 

XO 50 µl 50 µl 
 

Tüpler oda sıcaklığında 20 dakika inkübe edilmiştir. 

CuCl2 100 µl 100 µl 

SÜPERNATANT --- 100 µl 

Bu deneyde SOD enzim aktivitesi ünite (U) cinsinden ifade edilir. Buna göre SOD 

enzim aktivitesi (1U), NBT’nin indirgenmesini % 50 inhibe eden enzim miktarı 

olarak tanımlanmıştır. 
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Numune ve körün absorbansları spektrofotometrede 560 nm dalga boyunda distile 

suya karşı ölçülür ve elde edilen absorbans değerleri aşağıdaki formülde yerine 

konarak SOD aktivitesi hesaplanır. 

% İnhibisyon = [(ODKör - ODNm) / ODKör] x 100 

SOD aktivitesi (U/ml) = % İnhibisyon / (50 x 0,1)  

    = [(ODKör - ODNm) / ODKör] x 100 / (50 x 0,1)  

SOD aktivitesi (U/ml) = [(ODKör - ODNm) / ODKör] x 20 

SOD aktivitesi (U/ml) = [(ODKör - ODNm) / ODKör] x 20 

3.3.3. GSH-Px Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi 

GSH-Px, indirgenmiş glutatyon (GSH) ve H2O2’nin reaksiyona girerek 

yükseltgenmiş glutatyon (GS-SG) ve H2O oluşumunu sağlar. Bu reaksiyonun 

ardından GSH redüktaz enzimi GS-SG’yi tekrar indirger. Bu sırada ortamdaki 

NADPH’ı yükseltgeyerek NADP’ye dönüşümünü sağlar (109). GSH– Px 

aktivitesiyle GS-SG oluştukça NADPH’nin ortamdaki miktarı azalacağından 340 nm 

dalga boyunda NADPH absorbansındaki azalma GSH–Px enzim aktivitesiyle doğru 

orantılıdır.  

Bu ölçüm yönteminde kullanılan reaktifler: 

- Fosfat Tamponu: 2,72 gr KH2PO4, 4,2 gr Na2HPO4 ve 2,08 gr EDTA (Disodyum 

tuzu, dihidrat) 1 litre distile suda çözülerek hazırlanır. 

- Gulutatyon çözeltisi: 250 mg GSH 5 ml fosfat tamponunda çözülerek hazırlanır. 

- NADPH çözeltisi: 2,5 ml fosfat tamponunda 15 mg NADPH çözülür. 

- GSH Redüktaz çözeltisi: GSH Redüktaz enzim çözeltisinden 10 μl alınıp 1 ml 3,2 

M amonyum sülfatta seyreltilir. 

- Sodyum azid çözeltisi: 65 mg sodyum azid tartılıp 5 ml fosfat tamponunda 

çözülür. 

- H2O2 çözeltisi: 5 ml fosfat tamponuna 15 μl H2O2 stok çözeltisi (% 30 v/v) eklenir. 
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Tablo 3.3: GSH-Px Aktivitesi Ölçümü Protokolü 

FOSFAT TAMPONU 2,5 ml 

GSH 100 µl 

NADPH 50 µl 

GSH REDÜKTAZ 100 µl 

SODYUM AZİD 100 µl 

SÜPERNATANT 100 µl 

Spektrofotometre 340 nm dalga boyuna ayarlanır ve fosfat tamponuyla sıfırlanır. 

Yukarıdaki protokoldeki maddeler sırayla kuvars küvete konulur ve bir dakika 

süreyle absorbans takip edilir. Elde edilen sonuç kör değeridir. Aynı küvete 100 μl 

H2O2 eklenip bir dakika süreyle okunur ve bu sonuç numune değeridir. Bu iki değer 

arasındaki fark (ΔOD) GSH-Px aktivitesiyle doğru orantılıdır. GSH-Px aktivitesi 

NADPH’ın molar absorpsiyon katsayısı (ε = 6,22.103 L/mol.cm) kullanılarak 

hesaplanır. 

GSH-Px aktivitesi (IU/L) : 

∆OD x (1/εNADPH) x (Vtoplam/Vnumune) x (1/zaman (dk)) x Seyreltme Faktörü 

GSH-Px aktivitesi (IU/L) =  (∆OD/dk) x (1/6220)x(3ml/0,1ml) 

GSH-Px aktivitesi (IU/L) =  (∆OD/dk) x0,0048 mol/L/dk; mmol/ml için 1000 ile 

çarpılır. 

GSH-Px aktivitesi (IU/ml) =  (∆OD/dk) x 4,8 

3.3.4. XO Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi 

XO enzimi ksantini yıkarak ürik asit meydana getirmektedir. Deneyin prensibi XO 

açığa çıkarttığı ürik asitin optik dansitesinin 293 nm dalga boyunda ölçülmesi esasına 

dayanmaktadır. Birim zamanda oluşan ürik asit miktarı üzerinden XO aktivitesi 

hesaplanır (110).  
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Bu ölçüm yönteminde kullanılan reaktifler: 

- Fosfat Tamponu (pH 7,5; 50 mM fosfat; 0,5 mM EDTA): 0,5 g KH2PO4, 3 g 

Na2HPO4 ve 93 mg EDTA (Disodyum tuzu, dihidrat)  distile suda çözülerek 

toplam hacim 500 mL’ye tamamlandı. 

- Ksantin çözeltisi (2 mM): 7,6 mg ksantin tartılarak 100 µL 1 N NaOH yardımıyla 

25 mL fosfat tamponunda çözüldü. 

Tablo 3.4: XO enzim aktivitesi ölçüm protokolü. 

FOSFAT TAMPONU 2,8 mL 

KSANTİN ÇÖZELTİSİ 0,1 mL 

SERUM 0,1 mL 

Tablo 3.4’teki gibi deney protokolü hazırlanmıştır. Deney tüpündeki çözeltinin 

absorbansı 293 nm dalga boyunda kuartz kuvet kullanılarak spektrofotometrede 

distile suya karşı ölçülmüştür. Çözeltiler oda sıcaklığında inkübe edildi ve 

absorbansları 1. saat ve 20. saatte tekrar ölçüldü. Ölçüm değerleri arasındaki fark 

(ΔOD) ve ürik asitin molar absorpsiyon katsayısı (ε = 10x10-3 L/µmol. cm) 

kullanılarak XO enzim aktivitesi hesaplandı. XO aktivitesi aşağıdaki formül 

kullanılarak hesaplandı.  

ε ürik asit: 104 L x mol–1 x cm–1 

ΔOD ürik asit = ε ürik asit x C ürik asit x l 

C ürik asit = ΔOD ürik asit / (ε ürik asit x l) 

C ürik asit = ΔOD ürik asit / (104 L x mol–1 x cm–1 x 1 cm) 

C ürik asit = ΔOD ürik asit / 104 L/mol = ΔOD ürik asit x 10–4 mol/L  

C ürik asit = ΔOD ürik asit x 102 µmol/L 

1 IU XO aktivitesi, IU’nun tanımı gereği 1 µmol/dk ürik asit oluşmasını sağlayan 

enzim aktivitesi olduğundan 1 IU/L XO = 1 µmol/(dk x L) ürik asit oluşumuna 

karşılık gelmektedir. 

XO (IU/L) = ΔOD ürik asit x 102 µmol/L x [1/t (dakika–1)] x 30 (Seyreltme Oranı) 
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Tepkime süresi 1140 dk (1 ve 20. saatler arası) olduğundan; numunede XO 

aktiviteleri şu formüllere göre hesaplanır: 

XO (mIU/ml) = (ΔOD/1140) x 3000  

3.3.5. CAT Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi 

Hidrojen peroksit katalaz için substrattır. Katalaz ölçüm yönteminin prensibi CAT 

enzimi tarafından kataliz edilen reaksiyon sırasında hidrojen peroksitin 240 nm dalga 

boyunda verdiği absorbans değerinin azalma göstermesi ve bu azalmanın 

spektrofotometrik olarak takip edilmesi esasına dayanır (111). 

Bu ölçüm yönteminde kullanılan reaktifler: 

- Fosfat tamponu (pH 7; 50 mM): 600 ml distile suda 4,2 g Na2HPO4 çözülür ve 

2,72 g KH2PO4 400 ml distile suda çözülerek karıştırılır. 

- H2O2 çözeltisi: H2O2 stok çözeltisinden (% 30 v/v) 0,2 ml alınır. 100 ml fosfat 

tamponu (pH 7; 50 mM) ile seyreltilir. 

Deney, kuartz küvete 3 ml H2O2 çözeltisi ve 0,0l ml süpernatan konulmuştur. Distile 

suya karşı 240 nm dalga boyunda spektrofotometrede absorbansın bir dakika 

izlenmesi protokolüne göre gercekleştirilir. Bir dakikanın sonunda ortaya çıkan 

absorbans farkı (ΔOD) ve H2O2’in molar absorbsiyon katsayısı (ε=0.04098 

litre/mmol.cm) kullanılarak CAT aktivitesi hesaplanır. CAT enzim aktivitesi 

aşağıdaki formülle hesaplanır. F değeri bu calışmada 7320 alınmıştır. 

CAT aktivitesi (IU/ml)  = (ΔOD/dk.) x F  

 = (ΔOD/dk.)x (1/ ε) x (Toplam hacim/Numune hacmi9 

 = (ΔOD/dk.)x (1/ 40,98) x (3ml/0,01ml) 

 =(ΔOD/dk.) x7,320 mol/L/dk; mmol/ml için 1000 ile 

çarpılır 

CAT aktivitesi (IU/ml) = (ΔOD/dk.) x 7320 
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3.3.6. ADA Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi 

ADA enzim aktivitesinin belirlenmesinde kullanılan yöntemin prensibi ADA 

enziminin adenozinden inozin oluşturduğu sırada açığa çıkan amonyağın alkali 

hipoklorid ve fenol nitroprussid ile reaksiyon oluşturması ve meydana gelen mavi 

rengin absorbansının 628 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak ölçülmesi 

esasına dayanır (112). 

Bu ölçüm yönteminde kullanılan reaktifler: 

- Fosfat tamponu  (pH: 6,5; 50 mM fosfat): 5.62 gr Na2HPO4.12H2O ve 4.73 gr 

NaH2PO4.H2O tartılıp distile suda çözülür ve hacim 1 litreye tamamlanır. 

- Adenozin çözeltisi (2mM): Sıcak su banyosunda 25 ml fosfat tamponunda (50 

mM, pH: 6,5) 140 mg adenozin çözdürülür ve soğutulur. 

- Amonyum sülfat stok çözeltisi (15 mM): 1,982 gr anhidroz amonyum sülfat 

[(NH4)2SO4] tartılıp distile suda çözülür ve hacim 1 litreye tamamlanır. 

- Amonyum sülfat standart çözeltisi (75 µM): Amonyum sülfat stok çözeltisinden 

0,5 ml alınır ve 100 ml hacme tamamlanır. 

- Fenol nitroprussid çözeltisi: (106 mM fenol ve 0,17 mM sodyum nitroprussid): 

Distile suda 10 gr fenol ve 50 mg sodyum nitroprussid çözülür ve hacim 1 litreye 

tamamlanır. 

- Alkali hipoklorid çözeltisi (11 mM NaOCl) ve 125 mM NaOH): 125 ml 1 N 

NaOH ve 16,4 ml Clorox (% 5) karıştırılır ve hacim 1 litreye tamamlanır. 

Tablo 3.5: ADA aktivitesi ölçüm protokolü 

 NUMUNE KÖR STANDART STANDART KÖR 

ADENOZİN ÇÖZELTİSİ 0,5 ml 0,5 ml -- -- 

NUMUNE 25 µl -- -- -- 

STANDART ÇÖZELTİSİ  -- -- 0,5 ml -- 

FOSFAT TAMPONU  -- -- -- 0,5 ml 

DİSTİLE SU ___ ___ 25 µl 25 µl 

Tablo 3.5’de ki deney protokolü yapıldıktan sonra deney tüpleri karıştırılır. Daha 

sonra 37oC su banyosunda 60 dakika süre ile inkübe edilir ve tablo 3.6’te gösterilen 

şekilde devam edilir. 
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Tablo 3.6: ADA aktivitesi ölçüm protokolü-2 

 NUMUNE KÖR STANDART STANDART KÖR 

FENOL NİTROPRUSSİD  1,5 ml 1,5 ml 1,5 ml 1,5 ml 

NUMUNE -- 25 µl -- -- 

ALKALİ HİPOKLORİD 
ÇÖZELTİSİ 

1,5 ml 1,5 ml 1,5 ml 1,5 ml 

Tekrar protokolden sonra deney tüpleri karıştırılıp 37oC su banyosunda 30 dakika 

süre ile daha inkübe edilir ve 628 nm dalga boyunda distile suya karşı numune ve kör 

absorbansları (OD) okunur. ADA enzim aktivitesi aşağıdaki formülle hesaplanır. Bu 

çalışmada faktör 50 olarak alınmıştır. 

ADA aktivitesi (mIU/ml) = [(ODNm-ODKör) / (ODSt-ODStkör)] x F 

Amonyum sülfat standart çözeltisi 75 µM olup adenozinden inozin oluşumu 

sırasında 150 µM ürün (amonyak) ortaya çıkarmaktadır. Örnek hacmi 25 mikrolitre 

iken standart hacmi 500 mikrolitre olduğundan 20 kat sulandırma kullanılmıştır. 

Toplamda 150*20 = 3000 µM amonyak oluşumu gözlenmiştir. Bu reaksiyon 60 

dakika içinde gerçekleştiği için dakikada 3000/60=50 µM ürün oluşmuştur. 

1 IU ADA aktivitesi, IU’nun tanımı gereği 1 µmol/dk amonyak oluşmasını sağlayan 

enzim aktivitesi olduğundan 1 IU/L ADA = 1 mIU/ml ADA = 1 µmol/(dk x L) 

amonyak oluşumuna karşılık gelmelidir. 

ADA aktivitesi (mIU/ml) = [(ODNm-ODKör) / (ODSt-ODStkör)] x F formülünde ‘F’ 

değeri yukarıda gösterilen hesaplamadan dolayı 50 alınmıştır.  

3.3.7. NO Ölçüm Yöntemi 

NO düzeyinin ölçülmesi NO’nun asidik ortamda sülfanilik asiti diazotizasyonu ve 

ardından naftiletilendiamin ile reaksiyona girmesi esasına dayanır. Reaksiyon 

sonunda ortaya renkli bir bileşik çıkar. Bu bileşiğin absorbansı 540 nm’de okunur. 

Okunan optik dansite değeri, NO konsantrasyonu ile doğru orantılıdır (113,114). 
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Bu ölçüm yönteminde kullanılan reaktifler: 

- Naftiletilendiamin çözeltisi: 162 mg naftiletilendiamin 10 ml distile suda çözülür. 

- HCl: 10 ml distile suda 50 µl HCl çözülür. 

- Sülfanilik asit çözelisi: 180 mg sülfanilik asit 10 ml distile suda çözülür. 

%20’lik TCA 200 µl numuneye eklendi. 5 dk inkübe edildi. Sonra 200 µl distile su 

ilave edildi. 5000 devirde 5 dakika santrifüj edildikten sonra süpernatant alındı. Daha 

sonra içine kadminyum (Cd) metali konuldu. 24 saat beklenildikten sonra aşağıdaki 

deney protokolü uygulandı. 

Tablo 3.7: NO ölçüm protokolü 

 KÖR NUMUNE 

SÜZÜNTÜ 100 µl 100 µl 

HCl 250 µl 250 µl 

SÜLFANİLİK ASİT 250 µl 250 µl 

NAFTİLETİLENDİAMİN -- 250 µl 

DİSTİLE SU 250 µl -- 

En son işlemden sonra tüpler oda sıcaklığında 10 dakika inkübe edildikten sonra 

spektrofotometrede 540 nm’de distile suya karşı okunmuştur. NO konsanrasyonu 

hazırlanan standartın optik dansitesinden yararlanılarak hesaplandı.  

Standartın optik dansitesi (ODSt) = 0,1  

Standartın konsantrasyonu (CSt) = 25 mM  

NO konsantrasyonu (mM) = {(ODNm- ∑KOD) / ODSt } x CSt 

NO konsantrasyonu (mM) = {(ODNm - ∑KOD) / 0,1} x 25 mM 

NO konsantrasyonu (mM) = (ODNm - ∑KOD) x 250 

Buna göre ‘Faktör’ değeri 250 olarak bulunmuştur. 

3.3.8. NOS Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi 

NO, L-argininden sitrülin oluşumu sırasında nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi 

aracılığıyla oluşur. Deneyin prensibi; L-argininden oluşan NO’un asidik ortamda 
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sülfanilik asidi diazotizasyonu ve radından naftiletilendiamin ile reaksiyona girmesi 

esasına dayanır. Oluşan renkli çözeltinin optik dansitesi spektrofotometride, 540 nm’de 

okunur. Bulunan değer NO konsantrasyonu ile doğru orantılıdır. Birim zamanda 

oluşan NO’den oluşan nitrit miktarı üzerinden NOS aktivitesi hesaplanır (113,114). 

Bu ölçüm yönteminde kullanılan reaktifler: 

- Naftiletilendiamin çözeltisi: 162 mg naftiletilendiamin 10 ml distile suda çözülür. 

- HCl: 10 ml distile suda 50 µl HCl çözülür. 

- Sülfanilik asit çözelisi: 180 mg sülfanilik asit 10 ml distile suda çözülür. 

- Substrat çözeltisi: 700 mg arginin 10 ml distile suda çözünür. 

 

Tablo 3.8: NOS ölçüm protokolü 

 KÖR NUMUNE STANDART KÖRÜ STANDART 

STANDART -- -- -- 100 µl 

NUMUNE 100 µl 100 µl -- -- 

ARGİNİN -- 100 µl -- -- 

DİSTİLE SU 100 µl -- 200 µl 100 µl 

Tüpler oda sıcaklığında 1 sa bekletilir. 

%20 TCA 20 µl 20 µl 20 µl 20 µl 

ARGİNİN 100 µl -- 100 µl 100 µl 

DİSTİLE SU -- 100 µl -- -- 
 

Tüpler oda sıcaklığında 5 dakika inkübe edilir ve 5000 devirde 5 dakika santrifüj 

edildikten sonra süpernatant alınır ve içine Cd konulan tüpler 24 saat bekletilir ve 

Cd’lar alındıktan sonra çalışmaya aşağıdaki şekilde devam edilir.  

 

 SÜZÜNTÜ 200 µl 200 µl 200 µl 200 µl 

 HCl 250 µl 250 µl 250 µl 250 µl 

 SÜLFANİLİK ASİT 250 µl 250 µl 250 µl 250 µl 

NAFTİETİLENDİAMİN -- 250 µl 250 µl 250 µl 

 DİSTİLE SU 250 µl -- -- -- 
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En son basamaktan sonra tüpler oda sıcaklığında 30 dk inkübe edilir. Daha sonra 

spektrofotometrede 540 nm dalga boyuna ayarlanır ve absorbanslar okunur. Standart 

olarak sodyum nitroprussid kullanılır. NOS aktivitesi standardın optik dansite 

değerinden yararlanılarak ve bir saatlik inkübasyon süresi dikkate alınarak 

hesaplanır.  

Standartın optik dansitesi (ODSt) = 0,1  

Son hacimdeki Standartın konsantrasyonu (CSt) = 25 mM = 25 µmol/mL  

Numune hacmi = 0,1 mL  

Total hacim = 0,9 mL  

NOS aktivitesi(IU/mL)=[{(ODNm- ODKör) / ODSt } x CSt] x (1/60)xSeyreltmefaktörü  

NOS aktivitesi(IU/mL)= [{(ODNm- ODKör) / ODSt} x 25µmol/ mL]x (1/60)x (0,9/0,1)  

NOS aktivitesi(IU/mL)= (ODNm- ODKör) x 37,5 

Buna göre Faktör değeri 37,5 olarak bulunur.  

 NOS aktivitesi (IU/ml) = (ΔODNm – ΔODKör) X 37,5 

3.4. İnterlökin Düzeylerinin Ölçümü 

3.4.1. IL-6 ve IL-10 Düzeyinin Belirlenmesi 

Amniyon sıvısında IL-6 ve IL-10 düzeyi ticari kitler kullanılarak ‘Enzyme-linked 

Immunosorbent Assay’ yani immunoenzimatik yöntem olan ELISA yöntemi ile 

ölçüldü. ELISA yöntemi özgül antijen antikor bağlanmasının antikorlara alkalen 

fosfataz veya horseradish peroksidaz gibi bir enzim bağlanması ve bu enzim 

substratının renkli ürünlere dönüştürülmesi suretiyle gösterilmesi esasına dayalı 

immünokimyasal ölçüm tekniğidir. ELISA yöntemi ile özgül antikor kullanılarak 

örnekteki antijenin miktarı ve özgül antijen kullanılarak örnekteki antikorun miktarı 

ölçülebilir. ELISA yöntemi çeşitli şekillerde uygulanabilir. Yarışmalı (kompetetif) ve 

sandviç (nonkompetetif) ELISA en çok tercih edilen türlerdir. Bizim çalışmamızda 

sandviç ELISA yöntemi kullanılmıştır. Bu yöntemde yakalayıcı antikor olarak 

adlandırılan antikor ilk önce katı faz yüzeyine pasif olarak adsorbe edilir veya 
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kovalent olarak bağlanır. Ölçümün ikinci aşamasında, örnekteki antijenin reaksiyona 

girmesi ve katı faz antikoru tarafından yakalanması sağlanır. Daha sonra diğer 

proteinler yıkanarak, ortamdan uzaklaştırılır ve işaretli antikor (konjuge) eklenir; 

ikinci antikor, bağlı antijen üzerindeki ikinci ve farklı bir epitop ile reaksiyona girer. 

İkinci yıkama ile bağlı olmayan işaretli antikor uzaklaştırılır ve bağlı işaretleyici 

saptanır. Elde edilen aktivite yada konsantrasyon direk olarak antijen konsantrasyonu 

ile doğru orantılıdır (115).  

Çalışmamızda interlökin düzeylerinin belirlenmesinde Human IL6 ve IL10 Platinim 

ELISA (eBioscience) kitleri kullanılmıştır. Her iki kitdeki deney prosedurü birbirinin 

aynı olup kit prospektusu gereği deney akışı gerçekleştirilmiştir. Bu nedenle aşağıda 

IL6 ve IL10 ölçüm proseduru akışı birlikte açıklanmıştır. 

Çalışmada kitlerde hazır olarak bulunan human IL-6 (human IL-10) antikorları ile 

kaplanmış kuyucuklardan oluşan plakalar kullanılmıştır. Numune veya standartta 

bulunan human IL-6 (human IL-10) kuyucuklardaki antikorlara bağlanır. Konjuge 

biotin anti- human IL-6 (human IL-10) antikorları ilave edilir. Birinci antikorlar 

tarafından human IL-6 (human IL-10) yakalanır. İnkübasyondan sonra, bağlanmamış 

olan konjuge biotin anti- human IL-6 (human IL-10) antikoru birinci yıkama aşaması 

sırasında ayrılır. Daha sonra streptavidin-horseradishperoksidaz (HRP) eklenir ve 

konjuge biotin anti- human IL-6 (human IL-10) antikoruna bağlanır. Tekrar inkübe 

edilir. İnkübasyondan sonra bağlanmamış streptavidin-HRP yıkama sırasında ayrılır 

ve substrat çözeltisi reaktifi ile HRP kuyucuklara ilave edilir. Sonuçta human IL-6 

(human IL-10) miktarına göre renkli bir ürün oluşur. Reaksiyon asit ilavesinden 

sonra biter ve ölçüm 450 nm dalga boyunda yapılır. 

IL-6 ölçümü için gerekli reaktifler ve hazırlanışı: 

 Yıkama Tamponu: Yıkama tamponuna (50 ml) 950 ml distile su ilave edilir. 

 Analiz Tamponu: Analiz tamponuna (5 ml) 95 ml distile su ilave edilir. 

 Biotin-konjugat: Biotin konjugat analiz tamponuyla 1/100 oranında seyreltilir. 

 Streptavidin-HRP: Streptavidin-HRP analiz tamponuyla 1/200 oranında 

seyreltilir. 
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 Human IL-6 standart: Sulandırılmış liyolifize human IL-6 standart su ile distile 

edilir. 

 Kontroller: Liyolifilize kontrollere 300µl distile su eklenir 

Test protokolü: 

 Numuneler için yeterli olacak şekilde şerit sayısı belirlenir 

 Yıkama Tamponu ile iki defa mikro şeritleri yıkanır. 

 Mikro plaka üzerinde standart seyreltme: Tüm standart kuyulara, iki kez 100 µl 

analiz tamponu (1x) ilave edin. İlk kuyulara 100 ul hazırlanan standart Pipetlenir 

ve kuyudan kuyuya 100 ul aktararak standart seyreltilerini oluşturulur. Son 

kuyulardan 100 ul atılır. 

 Boş kuyucuklara, iki kez 100 µl deney tamponu (1x) eklenir. 

 50 µl analiz tamponu (1x) numune kuyularına eklenir 

 Belirlenmiş numune kuyularına iki kez 50µl numune eklenir. 

 Biotin konjugatı hazırlanır. 

 Bütün kuyulara 50 µl biotin konjugat eklenir. 

 Mikro şeritler örtün ve oda sıcaklığında 2 saat (25 ° C ila 18 °) inkübe edilir. 

 Streptavidin-HR hazırlanır. 

 Yıkama tamponu ile boş ve yıkanmış mikro şeritler 4 kez yıkanır. 

 Tüm kuyucuklara seyreltilmiş 100 µl Streptavidin-HRP eklenir. 

 Mikro şeritler örtün ve oda sıcaklığında 1 saat (25 ° C ile 18 ° C) inkübe edilir. 

 Yıkama tamponu ile boş ve yıkanmış mikro şeritler 4 kez yıkanır. 

 Tüm oyuklara tetrametilbenzidin (TMB) substrat çözeltisi, 100 µl eklenir. 

 Oda sıcaklığında (25 ° C ila 18 ° C) yaklaşık 10 dakika boyunca mikro şeritler 

inkübe edilir. 

 Tüm oyuklara 100 µl durdurma çözeltisi ilave edilir 

 450 nm'de boş mikrokuyucuklar okunur ve renk yoğunluğu ölçülür. 

IL-10 ölçümü için gerekli reaktifler ve hazırlanışı: 

 Yıkama Tamponu: Yıkama tamponuna (50 ml) 950 ml distile su ilave edilir. 

 Analiz Tamponu: Analiz tamponuna (5 ml) 95 ml distile su ilave edilir. 
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 Biotin-konjugat: Biotin konjugat analiz tamponuyla 1/100 oranında seyreltilir. 

 Streptavidin-HRP: Streptavidin-HRP analiz tamponuyla 1/100 oranında 

seyreltilir. 

 Human IL-6 standart: Sulandırılmış liyolifize human IL-6 standart su ile distile 

edilir. 

 Kontroller: Liyolifilize kontrollere 300µl distile su eklenir 

Test protokolü: 

 Numuneler için yeterli olacak şekilde şerit sayısı belirlenir 

 Yıkama tamponu ile iki defa mikro şeritleri yıkanır. 

 Mikro plaka üzerinde standart seyreltme: Tüm standart kuyulara, iki kez 100 µl 

analiz tamponu (1x) ilave edin. İlk kuyulara 100 µl hazırlanan standart pipetlenir 

ve kuyudan kuyuya 100 µl aktararak standart seyreltilerini oluşturulur. Son 

kuyulardan 100 µl atılır. 

 Boş kuyucuklara, iki kez 100 µl analiz tamponu (1x) eklenir. 

 50 µl analiz tamponu (1x) numune kuyularına eklenir. 

 Belirlenmiş numune kuyularına iki kez 50µl numune eklenir. 

 Biotin konjugatı hazırlanır. 

 Bütün kuyulara 50 µl biotin konjugat eklenir. 

 Mikro şeritler örtün ve oda sıcaklığında 2 saat (25 ° C ila 18 °) inkübe edilir. 

 Streptavidin-HR hazırlanır. 

 Yıkama tamponu ile boş ve yıkanmış mikro şeritler 3 kez yıkanır. 

 Tüm kuyucuklara seyreltilmiş 100 ul Streptavidin-HRP eklenir. 

 Mikro şeritler örtün ve oda sıcaklığında 1 saat (25 ° C ila 18 °) inkübe edilir. 

 Yıkama tamponu ile boş ve yıkanmış mikro şeritler 3 kez yıkanır. 

 Tüm oyuklara TMB substrat çözeltisi, 100 µl eklenir. 

 Oda sıcaklığında (25°C ila 18°) yaklaşık 10 dakika boyunca mikro şeritler inkübe 

edilir. 

 Tüm oyuklara 100 µl durdurma çözeltisi ilave edilir. 

 450 nm'de boş mikrokuyucuklar okunur ve renk yoğunluğu ölçülür. 
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Sonuç Hesaplama: 

Kit prospektüsünde belirtilmiş olan 5 tane standart konsantrasyonu temel alınarak bir 

standart eğrisi çizilir ve bu eğriye göre numunelerin konsantasyonu hesaplanır (Şekil 

3.1), (Şekil 3.2). 

 

Şekil 3.1: IL-6 standart grafiği 

 

 

Şekil 3.2: IL-10 satandart grafiği 
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3.5. İSTATİKSEL DEĞERLENDİRME YÖNTEMLERİ 

Verilerin analizi SPSS for Windows 15 paket programında yapılmıştır. Parametrik 

varsayımları sağlandığından, veriler ortalama ± standart sapma olarak belirtilmiştir 

Bu değerlerin karşılaştırılmasında iki ortalama arasındaki farkın önemlilik testi 

(Student’s t–test) ile araştırılmıştır. Oksidan- antioksidan parametrelerin ve IL-6 ve 

IL-10 değerlerinin birbiriyle ilişkisini gözlemek amacıyla spearman korelasyon 

analizi uygulanmıştır. P<0,05 için sonuçlar istatistiksel olarak anlamlı kabul 

edilmiştir. 
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4. BULGULAR 

 

Gebelere yapılan rutin kontroller sırasında Down Sendromu riski tespit edilmiş olan 

hastalara amniyosentez yapılmış ve DS tanısı almış bebeğe sahip 18 gebenin ve 

sağlıklı bebeğe sahip 36 gebenin amniyon sıvısı alınarak iki çalışma grubu 

oluşturulmuştur. Çalışma grubunu DS’lu bebeğe sahip gebelerin amniyon sıvısı 

kontrol grubunu ise sağlıklı bebeğe sahip gebelerin amniyon sıvısı oluşturmaktadır. 

Çalışmada SOD, GSH-Px, XO, CAT, ADA ve NOS enzim aktiviteleri ile MDA ve 

NO düzeylerine ait sonuçlar ortalama ± standart sapma değerleri (Ort ± SD) olarak 

tablo 4.1’de verilmiştir. Buna göre kontrol grubu ile çalışma grubu 

karşılaştırıldığında çalışma grubundaki SOD düzeyi ile kontrol grubundaki SOD 

düzeyi arasında istatiksel olarak anlamlı bir fark vardır (p<0,05). Çalışma grubundaki 

SOD düzeyi kontrol grubuna göre daha yüksek bulunmuştur. Çalışmada gruplar 

arasında katalaz düzeyi arasında da istatiksel olarak anlamlı bir fark vardır (p<0,05). 

Çalışma grubundaki katalaz düzeyi kontrol grubuna göre daha düşük bulunmuştur 

(Tablo 4.1). 

Tablo 4.1: Kontrol ve Çalışma Gruplarının Amniyon Sıvılarına ait Oksidan – 

Antioksidan Parametreler 

Oksidan-Antioksidan 
Parametreler 

Kontrol Grubu (n=36) 

(Ort ± SD) 

Çalışma Grubu (n=18) 

(Ort ± SD) 

p değeri 

SOD (U/ml) 5,33±1,61 6,28±1,35 0,012* 

Katalaz (IU/ml) 3,62±3,16 1,71±1,35 0,034* 

MDA (nmol/ml) 0,92±0,31 0,86±0,31 0,323 

GSH-Px (IU/ml) 0,098±0,02 0,094±0,02 0,566 

ADA (mIU/ml) 3,10±3,80 2,70±0,97 0,149 

XO (mIU/ml) 47,74±20,78 42,33±13,46 0,114 

NO (mM) 45,78±10,67 46,82±12,30 0,749 

NOS (IU/ml) 10,78±2,63 10,19±2,41 0,434 
*p<0,05 istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi.  

Gruplara göre amniyon sıvılarına ait IL-6 ve IL-10 parametrelerinin Ort ± SD ile 

tablo 4.2’de gösterilmektedir. Buna göre çalışma grubundaki IL-6 düzeyi kontol 
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grubundaki IL-6 düzeyi arasında istatiksel olarak anlamlı bir fark vardır. Çalışma 

grubundaki IL-6 düzeyi kontrol grubuna göre daha düşük bulunmuştur. 

Tablo 4.2: Kontrol ve Çalışma Gruplarının Amniyon Sıvılarına ait IL-6 ve IL-10 

Parametreleri 

Parametreler Kontrol Grubu (n=36) 

(Ort ± SD) 

Çalışma Grubu (n=18) 

(Ort ± SD) 

p değeri 

IL-6 (pg/ml) 88,40±47,72 60,39±46,73 0,017* 

IL-10 (pg/ml) 35,93±34,24 31,32±6,29 0,425 

Çalışmada ölçümleri yapılmış olan parametrelere spearman korelasyon analizi 

yapılarak oksidan- antioksidan sistem parametreleriyle IL-6 ve IL-10 değerlerinin 

birbiriyle ilişkisi değerlendirilmiştir. Buna göre korelasyon katsayısı (r) değeri: 

0,00 – 0,049 arasında ise zayıf; 

0,50 – 0,69 arasında ise orta;  

0,70 – 0,79 arasında ise yüksek;  

0,80 – 1,00 arasında ise mükemmel bir ilişki olduğundan bahsedilir. 

Tablo 4.3’de Çalışma grubundaki MDA ile ADA arasındaki korelasyon 

gösterilmiştir. Tablo 4.4’de ise çalışma grubundaki IL-6 ve IL-10 parametreleri ile 

oksidan – antioksidan parametreler arasındaki korelasyon gösterilmektedir. 

Tablo 4.3:  Çalışma Grubunda MDA ile ADA Arasındaki Korelasyon  

 MDA (nmol/ml) 

r p 

ADA (mIU/ml) -0,503 0,033 
* İstatistiksel olarak anlamlı bulunmayan ilişkiler belirtilmedi. 
Çalışma Grubu (n=18) 
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Tablo 4.4: Çalışma Grubunda IL-6 ve IL-10 Parametreleri ile MDA Arasındaki 

Korelasyon 

 MDA (nmol/ml) 

r p 

IL-6 (pg/ml) 0,482 0,043 

IL-10 (pg/ml) -0,503 0,033 
*İstatistiksel olarak anlamlı bulunmayan ilişkiler belirtilmedi. 
Çalışma Grubu (n=18) 

Tablo 4.5’de Kontrol grubunda analiz edilen oksidan – antioksidan parametreler 

arasındaki korelasyon gösterilmektedir. Kontrol grubunda IL-6 ve IL-10 

parametreleri ile oksidan – antioksidan parametreleri arasında istatistiksel olarak 

anlamlı bir korelasyon bulunamamıştır. 

Tablo 4.5: Kontrol Grubunda Oksidan – Antioksidan Parametreler Arasındaki 

Korelasyon 

 MDA (nmol/ml) XO (mIU/ml) NOS (IU/ml) 

r p r p r p 

Katalaz (IU/ml) -0,374 0,025 --- --- --- --- 

SOD (U/ml) 0,359 0,031 ---- --- --- --- 

GSH-Px (IU/ml) 0,407 0,014 0,344 0,040 -0,369 0,027 
*İstatistiksel olarak anlamlı bulunmayan ilişkiler belirtilmedi.  
Kontrol Grubu (n=36)
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5. TARTIŞMA 

 

Down Sendromu insanda 21. kromozomun tamamının ya da bir parçasının triploidisi, 

mozaisizmi veya translokasyonu sonucunda oluşmaktadır. Yaklaşık olarak 700 canlı 

doğumda bir görülmektedir. DS genetik kaynaklı mental retardasyonun en sık 

nedenini oluşturmaktadır. Bu hastalıkta mental retardasyonun yanında erken 

yaşlanma, kalp ve damar sistemi bozuklukları, Alzheimer benzeri demans, çeşitli 

dismorfik özellikler, konjenital malformasyonlar, dil ve hafıza problemleri gibi 

karakteristik fiziksel ve nöro-psikolojik bulgular gibi birçok sağlık sorunu eşlik 

etmektedir (1,2, 41). Patolojik değişikliklerin altında yatan moleküler mekanizma ve 

oksidatif dengesizliğin nasıl DS klinik belirtilerine katkıda bulunabileceği henüz tam 

olarak aydınlatılmamıştır (95). 

Gebelikte oksidatif stres sonucu spontan düşük, preeklampsi, intra uterin gelişme 

geriliği, erken doğum, gestasyonel diyabet ve düşük doğum ağırlığında bebek 

doğurma gibi bir çok komplikasyon ortaya çıkmaktadır (116,117). Ayrıca DS’nun 

patogenezinde çok erken evrelerde ve klinik bulguların ortaya çıkmasında oksidatif 

stresin major rol oynadığı ispatlanmıştır. Bununla birlikte DS bebeğe sahip gebelerin 

amniyon sıvılarında bazı oksidatif stres belirteçlerinin yükseldiği de gözlemlenmiştir 

(95,118). 

Oksidatif stresin artması kromozom 21 tarafından kodlanan bazı genlerin artmış 

ekspresyonuna neden olur (Şekil 5.1).  
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Şekil 5.1: Okidatif stres ve Down Sendromu. Amiloid prekösür protein (APP), beta 

sekretaz (BACE2) -Perluigi ve ark. (95)’dan alınmıştır. 

SOD, BACE2, APP, CBC (sistatyon beta sentetaz) ve interferon ailesinin ligandları 

ve reseptörleri 21. kromozom tarafından kodlanan genlerdir. SOD enziminin alt 

türlerinden Cu, Zn-SOD (SOD1) 21. kromozomda kodlandığından DS’de 

ekspresyonu ve aktivitesi artmaktadır. SOD antioksidan savunmada süperoksit 

radikalini dismutasyona uğratarak H2O2 ve moleküler oksijene dönüşümünü 

sağlayarak ilk basamağı oluşturur. Açığa çıkan H2O2 ise CAT ve GSH-Px ile suya 

dönüştürülür. 21. kromozomun triploidisi sonucunda SOD1, CAT ve GSH-Px 

oranları arasında dengesizlik oluşur. Sonuçta ortamdan temizlenemeyen H2O2 fazla 

miktarda birikir ve ciddi bir oksidatif stres meydana gelir (119). Ayrıca Gulesserian 

ve ark. DS’na neden olan oksidatif stresin SOD’ın aşırı ekspresyonundan ziyade 

indirgen ajanların seviyesinin azalmasına bağlı olduğunu öne sürmüşlerdir (120). 

Çalışmamızda literatüre uygun olarak SOD enzim aktivitesinin kontrol grubuna göre 

DS’lu grupta anlamlı derecede arttığını bulduk. Buna rağmen ortamda biriken H2O2’ 

i temizlemeye çalışan CAT enzim aktivitesini kontrol grubuyla karşılaştırdığımızda 

DS’lu grupta anlamlı derecede azaldığını tespit ettik. GSH-Px düzeylerine 

baktığımızda ise iki grup arasında istatiksel olarak anlamlı bir fark bulunmamakla 

birlikte çalışma grubunda hafif bir azalma saptadık. Bulduğumuz bu veriler önceki 

çalışmalarla uyumlu olmakla birlikte DS’da gözlenen ekstra 21. kromozom üzerinde 

kodlanan SOD aktivitesinin artmasıyla açıklanabilmektedir. Artan SOD aktivitesiyle 

birlikte ortamda fazla biriken H2O2 oksidatif stres oluşturmaktadır. Ortamdaki H2O2’i 
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temizleyen antioksidan enzimlerin (CAT, GSH-Px) düzeyleri artmayıp aksine 

aktivitelerinin azalması oksidatif hasarın artmasına neden olmaktadır. 

 Shin ve ark. tarafından yapılan bir çalışmada SOD’ın çok önemli bir rolü 

gösterilmiştir. SOD1’i aşırı ekspre eden fare modelleri oluşturulmuş ve bu farelerin 

mitokondrilerinde şişme ve vakuolizasyonun görülmüş olup bu farelerde öğrenme ve 

hafıza güçlüklerinin ortaya çıktığı gösterilmiştir (121). 

Gulesserian ve ark. yaptıkları çalışmada DS’da oluşan oksidatif stresin SOD1’in aşırı 

ekspresyonu sonucu olmadığını, H2O2 temizleyen gulutatyon transferaz ve 

tioredüksin redüktaz gibi antioksidan enzimlerin düşük seviyede olduğu için 

meydana geldiğini göstermişlerdir (122).  

Oksidatif stresin artması amiloid beta peptid (Aβ)’in artmasına neden olabilmektedir. 

Birçok çalışmada Aβ’in oksidatif stresi indükleyebileceği gösterilmiştir. Amiloid 

prekürsör protein (APP)’in aşırı ekspresyonu DS’lu hastalarda neden aşırı bir Aβ’in 

üretimi olduğunu açıklamaktadır. Down sendromu ve Alzheimer hastalığının her 

ikisinde de amiloidin aşırı üretimi gösterilmiş ve bunun APP’in 21. Kromozom 

tarafından kodlandığı için ve DS’da da amiloid aşırı üretiminin bu nedenle olduğu 

ortaya konmuştur (123-126). 

Amiloid prekürsör protein metabolizmasıyla ilişkili olarak, 21. kromozom tarafından 

kodlanan β-site APP- cleaving 2 enzim (BACE2) de gösterilmiştir. BACE2 bir beta 

sekretaz olup APP’in proteolizinde amiloidogenik yolağa katılmaktadır. Bu iki genin 

(APP, BACE2) birlikte aşırı ekspresyonu DS’da gözlenen Alzhemier benzeri 

nöropatolojik duruma yol açmış olabileceği önerilen hipotezler arasındadır (127), 

(Bakınız şekil 2.1). 

Netto ve ark. 2004 yılında DS’da gözlenen nörodejeneratif semptomların antioksidan 

bir enzim olan SOD ve yine 21. kromozom tarafından kodlanan S100B ile ilişkili 

olabileceğini ve bunlardaki aktivite artışının prenatal tarama kapsamında değerli bir 

belirteç olabileceğini düşünmüşlerdir. S100B astrositlerden sekrete edilen, kalsiyum 

bağlayan bir proteindir.  Ayrıca mikroglialardan nitrik oksit ve çeşitli sitokinlerin 

salınımına neden olarak proinflamatuvar mediatörleri serbestleştirerek gliotik 
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reaksiyonların başlamasına sebep olur. Araştırmacılar sağlıklı bebeğe sahip gebelerin 

ve DS’lu bebeğe sahip gebelerin amniyon sıvılarını toplayarak bir çalışma 

yapmışlardır. Çalışma için 26 normal karyotipe sahip bebeği olan gebenin amniyon 

sıvısı ile 71 DS’lu bebeğe sahip gebenin amniyon sıvısını toplamışlar ve SOD enzim 

aktivitesini ve S100B düzeylerini ölçmüşlerdir. Sonuçta DS’lu grupta amniyon 

sıvısında SOD enzim aktivitesinin ve S100B düzeyinin sağlıklı gruba göre anlamlı 

derecede yüksek olduğunu bulmuşlardır. Araştırmacılar DS’da görülen bazı 

bulguların DS’nun patogenezinde rol oynayan ekstra bir SOD geninden 

kaynaklandığını ortaya sürmüşlerdir. Bilindiği üzere SOD, GSH-Px ve katalazın 

rölatif seviyelerinde oluşan herhangi bir dengesizlik sonucunda hücre membranında 

çeşitli hasarlar gözlenmektedir. Bu çalışmada SOD enzim aktivitesinin yüksek 

bulunması önceden yapılmış diğer çalışmalarla uyumlu bulunmuştur. Yazarlar SOD 

enzim aktvitesinin aşırı ekspresyonunun DS’da gözlenen oksidatif süreçte meydana 

gelen hasardan sorumlu olabileceğini düşünmüşlerdir. Bu çalışma SOD enziminin 

özellikle Cu,Zn-SOD’ın ve S100B’nin DS’unda gözlenen nörodejeneratif 

semptomlardan sorumlu olabileceğini ve bu hastalıkta prenatal belirteç olarak 

kullanılabileceğini göstermektedir (2,12). Yine Baeteman ve ark. yaptıkları 

çalışmada DS’ lu gebelerde amniyotik sıvıdaki SOD aktivitesinin normal olanlara 

göre daha yüksek olduğunu bildirilmiştir (128). 

Perluigi ve ark. 10 DS’lu bebeğe sahip gebelerden ve 10 tane de normal bebeğe sahip 

gebelerden elde ettikleri amniyon sıvılarında yaptıkları çalışma sonucunda, DS’li 

gebeliklerden elde edilmiş amniyon sıvılarında lipit peroksidasyonu ve protein 

oksidasyonu belirteçlerinin belirgin olarak yükseldiğini bildirmişlerdir. Bu çalışmada 

bulunan sonuçlar oksidatif hasarın DS’da gözlenen patolojik değişikliklere neden 

olduğunu göstermektedir. Ayrıca DS’da gözlenen birçok nörolojik semptomların 

SOD artan aktivitesinden kaynaklandığı gösterilmiştir. SOD’ın artan aktivitesine 

göre ortamdaki H2O2’i temizlemek için CAT ve GSH-Px’ın da aktivitesinin artması 

beklenirken bu durum gözlenmemekte ve oksidatif durumda bir dengesizlik 

oluşmaktadır.  Fazla miktarda oluşan H2O2 Fe ve Cu gibi geçiş metal iyonlarıyla 

tepkimeye girerek biyolojik makromoleküllerde oksidatif hasara neden olan hidroksil 

radikallerinin oluşumuna aracılık eder. Proteinlerdeki oksidatif modifikasyonlar bu 
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proteinlerde işlev bozukluğuna yol açmakta ve hücresel düzeyde zararlar ortaya 

çıkarmaktadır (95).   

Perrone ve ark. yaptıkları çalışmada ileri anne yaşı nedeniyle amniyosentez yapılan 

89 gebeyi ele almışlar ve 56 normal gebeliği, 23 fetal gelişme geriliği ve 10 DS’lu 

bebeğe sahip gebeleri karşılaştırarak amniyosentez sırasında elde edilen amniyotik 

sıvı örnekleri incelemişlerdir. Serbest radikal aracılığıyla gerçekleşen lipit 

peroksidasyonunun belirteçlerinden biri olan izoprostan düzeylerini karşılaştırmışlar 

ve izoprostan düzeyinin DS’den etkilenmiş gebelerin amniyotik sıvılarında normal 

gebeliklerle karşılaştırıldığında 9 kat daha yüksek olduğunu bulmuşlardır. 

Araştırmacılar amniyotik sıvı içinde izoprostan konsantrasyonlarının tespiti ile 

ilerleyen potansiyel hastalıkların erken evrelerindeki hasarın ve oksidatif stresin 

düzeyinin değerlendirilmesinin mümkün olabileceğini ve izoprostan tepitinin bunun 

için yararlı bir test olabileceğini söylemişlerdir (11). 

Tranquilli ve ark. 15 DS’lu bebeğe sahip gebenin ve 15 sağlıklı bebeğe sahip gebenin 

amniyon sıvılarını toplamışlar ve NO ve vasküler endotelyal growth faktör (VEGF) 

düzeylerini incelemişlerdir. NO düzeyini DS’lu grupta normal gruba göre anlamlı 

derecede yüksek olduğunu, VEGF düzeyini ise düşük olarak bulmuşlardır. 

Araştırmacılar bu sonuçlardan yola çıkarak Down sendromlu fetusların amniyotik 

sıvısında plasental damarlanma ve endotel fonksiyonunda bir bozukluk olabileceğini 

düşünmüşlerdir. Down Sendromlu bebeğe sahip gebelerde artan NO sentezi hCG’nin 

yüksek seviyede olmasıyla ya da immatür plasenta tarafından VEGF’ün düşük 

düzeyde olmasına karşılık bir cevap olarak artabilir (13). Bizim çalışmamızda NO 

düzeyleri incelendiğinde iki grup arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

bulunmamakla birlikte, DS’lu grupta kontrol grubuna göre hafif bir artış olduğunu 

tespit ettik. 

Salvolini ve ark. 3 DS’lu bebeğe sahip gebelerden ve 10 normal bebeğe sahip 

gebelerden aldıkları amniyon sıvılarından mezemkimal kök hücre kültürü ve 

izolasyonu yaparak normal amniyon sıvısı mezemkimal hücre kültürü  (AF-MSCs) 

ve DS’lu amniyon sıvısı mezemkimal hücre kültürü  (DS-AF-MSCc) yapmışlardır. 

Bu hücre kültürlerinde VEGF ve NOS izoormlarının immünohistokimyasal 
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ekspresyonu değerlendirmiştir. Buna göre VEGF ekspresyonu DS-AF-MSCc’de AF-

MSCs göre karşılaştırıldığında anlamlı derecede düşük bulunmuştur. NOS 

izoformlarından eNOS ekspresyonu ise DS-AF-MSCc’de azalmış olarak 

saptanmıştır. nNOS ve iNOS ekspresyonu ise her iki grupta benzer olarak tespit 

edilmiştir (129). Yaptığımız çalışmada NOS düzeylerinde, iki grup arasında istatiksel 

olarak anlamlı bir fark bulunmadı. Ancak DS’lu grupta kontrol grubuna göre bir 

azalma olduğunu saptadık. 

Bogavac ve ark. 2012 yılında yaptıkları bir çalışmada gebeliğin indüklediği 

hipertansiyonu (PIH) olan 23 gebenin ve sağlıklı olan 66 gebenin amniyon sıvısında 

SOD, XO, MDA ve GSH-Px düzeylerini ölçmüşlerdir. MDA düzeyini PIH gebelerde 

0,49-20,01nmol/l, sağlıklı gebelerde ise 1,67-22,43 nmol/l olarak bulmuşlardır. 

GSH-Px ve SOD aktivitesi her iki grupta ölçülmüş ve iki grup arsında istatistiksel 

olarak anlamlı bir fark bulunmadığı rapor edilmiştir. XO aktivitesinde amniyon 

sıvısında bir azalma olduğunu saptamışlar ve gruplar arasında anlamlı bir fark tespit 

etmişlerdir (8). Çalışmamızda MDA düzeyleri arasında iki grupta anlamlı bir fark 

bulunmazken, DS’lu grupta hafif bir azalma saptadık. Ksantin oksidaz düzeyleri 

arasında yine gruplar arasında anlamlı bir fark bulunmadı. 

 Brooksbank ve ark. DS’lu, fetusların serebral korteksinde in-vitro 

lipoperoksidasyonda MDA tarafından olduğu tahmin edilen önemli bir artış 

olduğunu yaptıkları çalışmada göstermişlerdir (130).  

Meguid ve ark. yaptıkları bir çalışmada daha önceden DS’li bebek dünyaya getirmiş 

42 annenin serumlarında TBARS düzeyinin kontrol grubuna göre anlamlı olarak 

yüksek olduğunu bulmuşlardır. Buna ek olarak DS’li bebek dünyaya getirmiş 

annelerin E ve C vitamini düzeyleri ile bakır ve çinko düzeyleri düşük olarak 

bulunmuştur. Bu annelerin homosistein düzeylerinin de kontrole göre anlamlı 

derecede yüksek olduğu folik asit ve B12 vitamini düzeylerinin ise düşük olduğu 

bildirilmiştir. Araştırmacılar bu çalışmanın sonuçlarına bakarak anormal folat ve 

homosistein metabolizmasının DS için risk faktörü olduğunu ve DS’li bebek 

dünyaya getiren annelerin oksidan/antioksidan dengesinin bozulduğunu öne 

sürmüşlerdir (131). 



68 

Bütün bunlara dayanarak, serbest oksijen radikalleri temizleyen antioksidan besinleri 

kullanarak DS’da gözlenen komplikasyonların bazılarının iyileştirilebileceği 

söylenebilir. Lott ve ark. yaptıkları plasebo kontrollü çalışmada günlük 900 IU alfa-

tokoferol, 200mg askorbik asit ve 600 mg alfa-askorbik asit alımının DS’lu 

bireylerde ve demansta etkili, güvenli ve tolere edilebilir olduğunu tespit etmişlerdir 

(132). Ancak, antioksidan takviyesi alan bireyler kontrol grubuyla karşılaştırıldığında 

ne bilişsel işlevlerinde iyileşme ne de bilişsel zayıflamada bir istikrar göstermemiştir 

(2). 

Adenozin ve siklik adenozin monofosfat (cAMP) bağışıklıkla tetiklenen sitokin 

üretiminin güçlü modülatörleridir. Bunlar pro-enflamatuar sitokinler olan TNF-alfa, 

IFN-gama, IL-12 inhibisyonuna neden olup ve bir anti-inflamatuar sitokin olan IL-10 

üretiminin uyarılmasını aktive eder. Sitokin üretimi Th1 ve Th2’den etkileneceği gibi 

aynı zamanda deneysel verilerin heterojenite ve düşük miktarda olması kesin 

sonuçların çizilmesine izin vermez. Bununla birlikte adenozin ve cAMP’ın IL-3, IL-

4, makrofaj inflamatuar protein 1 alfa/beta (MIP-1α/β) ve granülosit-macrofaj koloni 

sitimüle edici faktör (GM-CSF)’i inhibe, IL-5’i stimüle ettiği IL-1’in ise etkilemediği 

bildirilmektedir. Bu etkiler, özellikle de TNF-alfa’nın inhibisyonu ve IL-10 

ekspresyonunun uyarılması çeşitli patofizyolojik durumların önlenmesi bakımından 

terapötik olarak değerli olabilir (133). 

Yoneyama ve ark. ADA aktivitesinin gebe kadınlarda gebe olmayan kadınlardan 

önemli düzeyde düşük olduğunu rapor etmişlerdir (134). Normal gebelikte ADA 

aktivitensin azalmasının gebelikte oluşan immunolojik değişikliklerle ilişkili 

olabileceği öne sürülmüştür (89). 

Uslu ve ark. yapmış oldukları çalışmada yüksek yaş ve Down Sendrom riski taşıyan 

ikinci trimester gebelerde serum ADA aktivitelerini ölçmüşlerdir. 280 gebe kadında 

gerçekleştirilen bu çalışmada, gebe grubunu Down Sendrom riski açısından düşük 

riskli, yüksek riskli ve yaşa bağlı yüksek riskli olarak gruplandırılarak, tüm grupların 

ve kontrol grubunun ADA aktiviteleri karşılaştırılmıştır. ADA aktivitelerini kontrol 

grubuna göre, düşük Down Sendrom riski taşıyanlarda, tüm gebelerde ve yüksek yaş 
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riski taşıyan gebelerde düşük, yüksek Down Sendrom riski taşıyan gebelerde ise 

yüksek bulmuşlardır (89). 

Puukka R ve ark. yaptıkları çalışmada eritrosit adenozin deaminaz, nükleozid 

fosforilaz, hipoksantinguanin fosforiboziltransferaz ve adenin fosforiboziltransferaz 

aktiviteleri ve plazma ürat konsantrasyonları Down sendromlu 20 hastada ve 20 

sağlıklı kontrol grubunda ölçmüşlerdir. Ortalama eritrosit adenozin deaminaz, adenin 

fosforibosiltransferaz aktiviteleri ve plazma ürat konsantrasyonlarını kontrollere göre 

DS’lu hastalarda anlamlı derecede yüksek bulmuşlardır. Yaptıkları korelasyon 

analizinde ise eritrosit adenozin deaminaz aktivitesi ve plazma ürat konsantrasyonu 

arasında pozitif bir saptamışlardır. Bununla birlikte eritrosit adenin nükleotid, AMP, 

ADP ve ATP konsantrasyonları incelenmiş ve kontrol grubu ile DS grup arasında bir 

fark tespit edilmemiştir. Yazarlar bu sonuçlara bakarak DS’lu hastalarda plazma ürat 

konsantrasyonlarının artmasının adenosin deaminaz aktivitesinin artışının bir sonucu 

olduğunu düşünmüşlerdir (135). Çalışmamzda ADA enzim aktiviteleri 

incelendiğinde iki grup arasında istatiksel olarak anlamlı bir fark bulunmamıştır. 

Compleman C9, α-1B-glikoprotein akut faz yanıtın bir parçası olup fetüs gelişiminde 

koruyucu rolleri olan proteinlerdir. Bu proteinlerin amniyon sıvısında bulunması 

intraamniyotik infeksiyon ve sonradan oluşabilecek komplikasyonları önlemektedir. 

Bunların okside olması biyolojik fonksiyonlarını kaybetmelerine ve fetüsü koruma 

görevlerini yerine getirememelerine neden olmaktadır. Bu sonuçlar DS’da ortaya 

çıkan kazanılmış immün yetmezlik ve otoimmün hastalıklar gibi patolojik 

durumların neden daha sık gözlendiğini açıklamaktadır (136,137). 

Alzheimer hastalığında ve DS’da görülen demansta bütün pro-enflamatuar 

sitokinlerin nasıl rol aldığı tüm kanıtlara ve hipotezler rağmen hala net değildir. 

Heyser ve ark. yaptıkları çalışmada öğrenme güçlüğü olan transgenik farelerin 

astrositlerinde IL-6 üretimini yüksek olduğunu rapor etmişlerdir (125,138).Carta ve 

ark. ise DS’lu hastalarda kemokinlerin ve sitokinlerin düzeylerinin yükseldiğini 

göstermişlerdir. Araştırmacılar yaptıkları çalışmada DS’da gözlenen duygulanım 

bozuklukları ve zihinsel zayıflamanın proinflamatuar sitokinler ile ilişkili olup 

olmayacağını araştırmayı hedeflemişlerdir. 19 DS’lu hasta ile 87 perinatal iskemik 
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hasarı olan hastayı incelemişler ve DS’lu hastalarda sitokinlerin ve kemokinlerin 

yükseldiğini ancak sadece MIF-1α seviyesinde anlamlı bir fark olduğunu 

bulmuşlardır. Ayrıca DS’lu grupta IL-6 düzeyi ile mental retardasyonun derecesi 

arasında da pozitif bir ilişki olduğunu bulmuşlardır. Bu verilere dayanarak, DS’da 

Alzhemir hasatalığında gözlenen dejeneratif süreçlerin benzer olduğunu ve 

inflamatuar kemokinlerin de bu süreçlerde rol oynayabileceklerini öne sürmüşlerdir 

(139). Başka bir çalışmada Park ve ark. erişkin DS’lu hastalarda IL-6’nın plazma 

seviyelerinde herhangi bir değişiklik bulamamışlardır. Yine bazı araştırmacılar 

yaptıkları çalışmalarda IL-8, TNF-α seviyelerinin arttığını, bazıları ise sitokinlerin ve 

kemokinlerin düzeylerinde herhangi bir değişiklik olmadığını saptamışlardır (126). 

Kameda ve ark. yaptıkları çalışmada plasental trofoblast hücrelerin IL-6 ürettiğini ve 

IL-6’nın fetal-maternal etkileşimde immünregülatör olarak rol oynadığını 

göstermişlerdir (140). Çalışmamızda IL-6 düzeylerine baktığımızda DS’lu grupta 

kontrol grubuna göre istatiksel olarak anlamlı bir azalma olduğunu saptadık. 

İnterlökin 10 seviyelerinde ise gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

bulunmamakla beraber DS’lu grupta kontrole göre hafif bir azalma tespit ettik. 

DS’da gözlenen immümsistem değişikliklerine ilgininin artmasına rağmen 

sitokinlerin rolü hala tam açıklanamamıştır. Çalışmaların çoğu DS’lu yetişkinlerde 

yapılmıştır. DS’da sitokinlerin rolünün daha iyi anlaşılması için Śmigielska-Kuzia ve 

ark. DS’lu çocukların ve yetişkinlerin plazma proinflamatuar sitokinleri [interlökin-

1α (IL-1α), IL-2, IL-6, TNF-α ve çözünebilir tümör nekroz faktörü reseptörü 1 

(sTNFR1)] seviyesi üzerinde durmuşlardır. Araştırmacılar kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında IL-1α, IL-2, IL-6, TNF-α konsantrasyonlarının DS olan 

çocukların ve yetişkinlerin serumunda yükselmiş olduğunu öne sürmüşlerdir (126).
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6. SONUÇLAR 

 

Down sendrromlu bebeğe sahip 18 gebenin amniyon sıvısı ile sağlıklı bebeğe sahip 

36 gebenin amniyon sıvılarında oksidan/antioksidan ve IL-6/IL-10 paremetrelerini 

incelenmiştir. Kontrol grubuyla karşılaştırıldığında, DS’lu bebeğe sahip gebelerin 

amniyon sıvısında SOD aktivitesinin anlamlı bir şekilde arttığı;  CAT aktivitesinin  

anlamlı olarak,  GSH-Px aktivitesinin ise anlamlı olmamakla birlikte azaldığı 

gözlemlenmiştir. Bu bulgular DS’lu bebeğe sahip gebelerde kromozom 21 tarafından 

kodlanan SOD geninin artmış ekspresyonu ile ilişkilendirilmektedir. Artan 

Süperoksit dismutaz enziminin aktivitesi sonucunda oluşan aşırı miktardaki H2O2’i 

temizleyecek düzeyde CAT ve GSH-Px’ın bulunmaması ciddi bir oksidatif strese 

neden olmaktadır. 

Down Sendromlu bebeğe sahip gebelerdeki artmış SOD enzim aktivitesi ölçümleri 

diğer kullanılmakta olan prenatal tarama testlerinin yanısıra ilave bir belirteç olarak 

değerlendirilebilir düşüncesindeyiz. Bu amaçla daha yüksek sayıda normal ve DS 

riskli gebeliklerde çalışmaların yapılmasını önermekteyiz. 
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ÖZET 

Amniyon Sıvı İncelenmesinde Down Sendromu Tespit Edilmiş Gebelerde 

Oksidan/Antioksidan sistem, IL-6 ve IL-10 Parametrelerinin Değerlendirilmesi 

Down Sendromu genetik kaynaklı mental retardasyonun en sık nedeni olup, birçok 

klinik ve dismorfolojik bulgularla kendini gösteren önemli bir sağlık sorunudur. 

Down Sendromu açısından riskli popülasyona invaziv tanı testleri uygulanarak 

prenatal tanı konabilmektedir. Bu invaziv tanı testlerinden en çok kullanılan ise 

amniyosentezdir.  Amniyosentez ile alınan amniyon sıvısı örneğinde fetal kromozom 

analizi, enzimatik çalışmalar, DNA analizleri yapılabilir ve bize gebelik hakkında 

bilgi verebilir. Down Sendromlu bebek sahibi gebelerde oksidatif stres belirteçlerinin 

yükseldiği daha önce gösterilmiştir. Bu araştırma amniyosentez ile DS tanısı konmuş 

bebek sahibi gebelerin amniyon sıvılarında oksidan/antioksidan sistem ve interlökin-

6 (IL-6)/interlökin-10(IL-10)düzeylerinin durumunun ortaya konması amaçlanmıştır. 

Bu amaçla Zekai Tahir Burak Kadın Sağlığı Eğitim ve Araştırma Hastanesi Genetik 

Merkezi’ne başvurup amniyosentez yapılan gebelerin amniyon sıvılarının genetik 

inceleme sonuçlarına göre DS’lu bebeğe sahip olan 18 gebenin amniyon sıvısı ve 

sağlıklı bebeğe sahip 36 gebenin amniyon sıvısı çalışma kapsamına alınarak iki grup 

oluşturulmuştur. Alınan örneklerde malondialdehit (MDA), süperoksit dismutaz 

(SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve ksantin oksidaz (XO), katalaz (CAT), 

adenozin deaminaz (ADA), nitrik oksit (NO), nitrik oksit sentaz (NOS) 

spektofotometrik yöntemlerle IL-6 ve IL-10 testlerinin ölçümleri ise ELISA 

yöntemiyle belirlenmiştir. İstatiksel değerlendirmede Student t testi ve spearman 

korelasyon analizi kullanılmıştır. P<0,05 için sonuçlar istatistiksel olarak anlamlı 

kabul edilmiştir.  

Araştırmanın bulgularına göre çalışma grubunda SOD düzeyi, kontrol grubuyla 

karşılaştırıldığında istatiksel olarak anlamlı derecede artmıştır (p<0,05). Bununla 

birlikte çalışma grubunda CAT ve IL-6, kontrol grubuyla karşılaştırıldığında 

istatiksel olarak anlamlı derecede azalmıştır (p<0,05). Her iki grup arasında MDA, 

GSH-Px, XO, NO, NOS, ADA ve IL-10 düzeyleri bakımından anlamlı bir farklılık 

gözlenmemiştir (p>0,05). 
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Sonuç olarak DS’lu grupta SOD enzim aktivitesi artmış olarak bulunmuştur. Bu 

sonuca 21. kromozom üzerinde yer almakta olan SOD geninin neden olduğunu 

düşünmekteyiz. Ayrıca kontrol grubuna kıyasla DS’lu bebeğe sahip gebelerin 

amniyon sıvılarında SOD enziminin aktivitesi sonucunda oluşan aşırı miktardaki 

H2O2’i temizleyecek düzeyde CAT ve GSH-Px’ın bulunmaması ciddi bir oksidatif 

strese yol açmaktadır. Bu veriler doğrultusunda SOD enzimini prenatal tanıda 

belirteç olarak kullanmak yararlı bir yaklaşım olabilir. Bu amaçla daha yüksek sayıda 

yapılmış çalışmaların gerçekleştirilmesi gerekmektedir 

Anahtar Sözcükler: Down Sendromu, interlökin-6/ interlökin-10, 

Oksidan/antioksidan sistem, prenatal tanı, SOD. 
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SUMMARY 

Evaluation of Oxidant / Antioxidant System Parameters, IL-6 and IL-10 Levels 

in Amniotic Fluid of Pregnancies with Down Sydrome 

Down sydrome (DS) is a genetic disorder that is the most commonly recognized 

genetic cause of mental retardation and it presents with many clinical and 

dismorphologic findings. Down sydrome can be diagnosed at high-risk of down 

syndrome pregnancies by invasive prenatal testing. The most common invasive 

prenatal test for diagnosis of DS is amniocentesis. Amniotic fluid sampling can 

provide a lot of data by allowing analysis of fetal chromosomes, fetal DNAs and 

enzymatic activity. It is previously shown that oxidative stress marker levels are 

statistically elevated in amniotic fluid samples of pregnancies with DS. In this study 

we aimed to demonstrate antioxidant/oxidant system markers, IL6 and IL10 levels in 

amniotic fluid samples of pregnancies affected by DS. 

For this purpose we collected amniotic fluid samples from 18 pregnancies affected 

by down sydrome and 36 normal healthy pregnancies who applied to Zekai Tahir 

Burak Research and Training Hospital Genetic Center and were proceeded with 

amniocenthesis. In the amniotic fluid samples; malondialdehyde (MDA), superoxide 

dismutase (SOD), glutathion peroksidase (GSH-Px) xhantine oksidase (XO), catalase 

(CAT), adenozine deaminase (ADA), nitrik oxide (NO), nitrik oxide senthase (NOS) 

enzymatic activities were evaluated by spectrophotometric methods, IL6 and IL10 

levels are evaluated by ELISA. For statistical analysis Student’s t–test and Spearman 

corralation analusis are used. 

It was found that SOD levels are significantly elevated in study group compared to 

control group (p<0,05). Besides this, in study group, CAT and IL-6 levels are found 

singnificantly lower than control group (p<0,05). We couldn't find any significant 

difference between two groups in terms of MDA, GSH-Px, XO, NO, NOS, ADA ve 

IL-10 levels (p>0,05). 

As a consequence, SOD enzyme activity was found to be increased what we think is 

caused from SOD gene on 21 st chromosome. Also not having enough CAT and 
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GSH-Px to clear up the high H2O2 increase because of the high SOD enzyme activity 

in DS pregnancies causes a real oxidative stress. Based on these results, SOD 

enzyme can be used as a marker for prenatal diagnosis of DS. For this purpose these 

experiments should be tried on larger sample groups. 

Keywords: Down syndrome, interleukin-6/interleukin-10, oxidant/antioxidant 

system, prenatal diagnosis, superoxide dismutase 
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