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1. GIRIS

Down Sendromu (DS), Trizomi 21 olarak da bilinen bu sendrom insanda 21.
kromozomun tamammnin ya da bir parcasinin triploidisi, mozaisizmi veya
translokasyonu sonucunda olugmaktadir ve yaklasik olarak 700 canli dogumda bir
goriilmektedir (1). Down Sendromu genetik kaynakli mental retardasyonun en sik
nedenini olusturmaktadir. Bu hastalikta erken yaslanma, kalp ve damar sistemi
bozukluklari, Alzheimer benzeri demans gibi ¢ok c¢esitli saglik sorunlari
gozlenmektedir (2). Anne yasi, ultrasonografi bulgular1 ve biyokimyasal belirtecler
esas alinarak tespit edilen yiiksek riskli gebelere cesitli tarama protokolleri
uygulanmaktadir (3-6). Fetal kromozomal anomali agisindan risk altinda olan
gebelerde kesin tan1 konulabilmesi i¢in ilk trimesterde koryonvillus drneklemesi ve
erken amniyosentez (11-14. haftalarda), ikinci trimesterde amniyosentez ve daha ileri
haftalarda kordosentez gibi invaziv prenatal tam1 yontemleri uygulanabilmektedir.
Amniyosentez tipik olarak gebeligin 15-17. haftalar arasinda ultrasonografi kontrolii
altinda gerceklestirilmektedir (7). Amniyon sivisi gebelik sirasinda fetiisii saran
berrak, hafif sarimsi bir sividir. Uterusta biiyliyen bebegin rahat hareket etmesini,
kemik ve akciger gelisiminin normal olmasini saglar. Amniyon sivisinda proteinler
(alblimin, globiilin), hormonlar (6strojen, progesteron, testesteron), prostaglandinler,
katekolaminler (dopamin, adrenalin, noradrenalin, serotonin), enzimler, elektrolitler,
glukoz, kreatinin ve bilirubin gibi birgcok molekiil bulunmaktadir (8). Alinan
materyaller ise incelenmek Tlizere genetik merkezlere gonderilmektedir. Down
sendromudan etkilenen bireylerin oksidatif stres belirteclerinin yiikseldigi cesitli
arastirmalarda gdosterilmistir (9,10). Ayrica DS’de gozlenen bu oksidatif stres
artisinin prenatal donemde bagladigi da bildirilmistir (11). Amniyosentez sonucunda
DS tespit edilmis gebelerin amniyotik sivisinda siiperoksit dismutaz (SOD)
enziminin aktivitesinin artti§i gézlemlenmistir (12). Down sendromu tespit edilen
gebelerin amniyon sivisindaki nitrik oksit (NO) diizeyleri incelenmis ve yiiksek
oldugu gozlemlenmistir (13). Bu caligmada riskli gebelere yapilan amniyosentez

sonucunda DS tespit edilen gebelerin amniyon sivisinda oksidan/antioksidan



durumun ve interlokin-6(IL-6)/interlokin-10(IL-10) diizeylerinin ortaya konmasi
amaclanmistir. Bu amagla Zekai Tahir Burak Kadin Saghigi Egitim ve Arastirma
Hastanesi Genetik Merkezi’'ne bagvurup amniyosentez yapilan gebelerin amniyon
stvilariin genetik inceleme sonuglarina gére DS saptanan 18 gebenin amniyon s1visi
ve DS saptanmayan 36 gebenin amniyon sivisi ¢alisma kapsamina alinarak iki grup
olusturulmustur. Alinan 6rneklerde, oksidan ve antioksidan durumu degerlendirmek
amaciyla; malondialdehit (MDA), siiperoksit 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 Slglimleri Ankara
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Prof. Dr. Zuhal

Yurtarslan1 Arastirma Laboratuvar’inda gergeklestirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. DOWN SENDROMU
2.1.1. Down Sendromunun Tarihcesi

Down Sendromunu ilk olarak Ingiliz hekim John Langdon Down tarafindan 1866
yilinda tanimlanmustir. John Langdon Down konjenital olarak zeka seviyesi diisiik
olanlarin “Mongoloid” bir yliz goriinlimiine sahip oldugunu ifade etmis ve bu
cocuklarin bazilarinda DS’nun tipik fenotipik bulgularinin oldugunu tespit etmistir
(14). Kolombiya ve Ekvador'da yapilmis kazilarda elde edilen ¢omlek heykeller
incelenmis ve bazilarinda DS’ nu diisiindiiren 6zellikler saptanmustir (15). Psikiyatrist
olan Esquirol ise zeka geriligi ve psikoz arasindaki fenotipik farkliliklar ile ilgilenmis
ve 1838 yilinda ilk olarak Trizomi 21°li bireylerin fenotipik 6zelliklerini yazmustir.
Bu kanitlara dayanarak DS’lu hastalarin binlerce yildir insan kiiltiiriiniin bir pargasi
oldugu soylenebilmektedir (1). Lejeune ve arkadaslar1i 1959 yilinda yaptiklari
calismada mongoloid c¢ocuklarin fibroblast hiicrelerinden olusan kiiltiirleri analiz
etmisler ve kromozom sayisinin 47 oldugunu bulmuslardir (16). Bundan sonra
hastaligin patogenizinde rol oynayan spesifik genlerin iizerine yogunlasilmistir.
Parsiyel Trizomi 21’11 hastalarin molekiiler genetik analizleri ile fenotipik bulgulari
birlestirilmis ve tam Trizomi 21°li hastalarla karsilastirilmistir. Bu analizler
sonucunda fenotipik bulgularin varliginin farkli gen kiimelerindeki andploiden
kaynaklandig1 bulunmustur (1). Cesitli arastirma gruplar1 hastaligin patogenezinden
sorumlu baslica genleri iceren 21.kromozomu incelemislerdir. Sonugta bu kromozom
lizerinde hastaliktan sorumlu olan bir bdlge oldugunu savunmuslar ve DNA
analiziyle bu bolgeyi Down Sendromu Kritik Bolgesi (Down Syndrome Critic
Region; DCR) olarak tanimlamislardir (17), (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Down Sendromunda 21. kromozomun gen haritas1 — Korenber ve ark.

alinmistir.

Bu bolge DS’de goriilen major bulgular olan konjenital kalp hastaliklari, fasiyal ve el

anomalileri gibi Ozelliklerinden sorumlu tutulmustur (18). DS’nun anlasilmasinda

21.kromozom dizisinin sekanst dontim noktasi olmustur (19). Trizomi 21’in tarihgesi

Tablo 2.1°de kronolojik olarak 6zetlenmisdir.

Tablo 2.1: Trizomi 21’in tarih¢esi— Andre Me garbane ve ark. (1)’dan alinmustir.

1838:

Esquirol tarafindan ilk fenotip tanimlanmistir.

1846:

Sequin ‘aptallar egitimi’ tedavisiyle genis bir sekilde tanimlamistir.

1866:

John Langdon Down Trizomi 21’li ¢ocuklarin fenotiplerini tanimlamustir.

1932:

Waardenburg ve Davenport muhtemel bir kromozomol orjin oldugundan siiphelenmistir.

1959:

Lejeune ve ark. ekstra bir kromozom 21 bulmuslardir.

1961:

Genetik¢iler mongolizm terimi yerine Down Sendromu ya da Trizomi 21 anomolisi teriminin
kullanilmasini daha uygun gérmiislerdir.

1989:

Down Sendromu Kritik Bolgesi (Down Syndrome Critic Region; DCR) tanimlanmistir.

1900:

Trizomik fareler tiretilmistir.

2000:

Hattori ve ark. tarafindan 21. kromozomun sekanslamasi yapilmustir.




2.1.2. Epidemiyoloji

Down Sendromu insanlarda en sik goriilen kromozom anomalisi tiirii olup her irktan,
yastan ve ekonomik seviyeden insani etkilemektedir. Yaklasik her 600-800 ¢ocuktan
biri, fazladan bir kromozomun bulunmasindan kaynaklanan dogum anomalisi olan
DS ile dogmaktadir (20). Ileri anne yas1 DS igin bilinen bir risk faktériidiir. Annenin
kronolojik yasinin veya psikolojik yasinin overlere olan biyolojik ve klinik etkisi
hala belirsizdir (21). Ornegin 20 yaslarindaki 12 haftalik gebeligi olan bir kadinda bu
olasilik 1068 de 1 iken, 35 yaslarindaki bir kadinda 249 da 1’e, 40 yaslarindaki bir
kadinda da 68 de 1’e yiikselmektedir (22). Anne yasiyla ile iliskili olarak canlh

dogumlarda ve fetiislerde DS goriilme insidanslar1 Tablo 2.2°de yer almistir (23).

Tablo 2.2: Anne yasi ie iliskili olarak canli dogumlarda ve fetiislerde DS insidansi-

Thompson & Thompson Tibbi Genetik (23)’den alinmistir.

DS riski
Anne Yast (y1l) 5 Amniyosentezde | Koryonvillus 6rneklemesinde
Dogumda (16. Haftada) (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 iizeri 1/25 1/20 1/15




Konsepsiyonda DS sayis1 oldukca fazladir ancak bunlarin %75°1 birinci trimesterda,
%50’s1 de ikinci trimesterda kaybedilmektedir. DS’lu bireylerin %901 5 yasina
kadar ulagabilmektedir. Hayatta olan DS’lu vakalarin 50 yasina kadar yasama

oranlari ise %50 civarindadir (24-27).

Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde yaklasik 350.000 kisinin DS oldugu
diisiiniilmektedir (28). Amerika Birlesik Devletleri’nin 10 bolgesinde 0-19 yas arasi
cocuklar ve gengler arasinda DS prevalansin1 6grenmek amaciyla yapilmis bir
caligmada, 1979-2003 yillar1 arasinda dogumsal defektleri olan kayithh hastalar
incelenmistir. Down Sendromu prevelansinin 1979°dan 2003 yilina dogru 10 bolgede
her y1l %0,9 artis gostermis oldugu ve 10.000 dogumda %9’dan %11,8 ¢ikmistir.
Ayn1 donemde yagh annelerin dogum insidansi artmig gen¢ annelerinki ise azalmig
olarak bulunmustur. 2002 yilinda ise ¢ocuklar ve ergenlerde (0 -19 yas) goriilme
siklig1 10.000 dogumda %10,3 olarak bulunmustur. Cocuk ve ergenlerde ise DS
prevelansi, non-Hispanik beyaz bireyler ile non-Hispanik siyah bireyler
karsilastirilmig ve non-Hispanik beyaz bireylerde prevelans daha diisiik bulunmustur.
Ayrica cinsiyet karsilastirildiginda ise kiz infantlarin erkeklere gére daha az oldugu
saptanmistir. Cocuklarda ve ergenlerde DS prevelansi bolge, yas, irk/etnik kdken ve
cinsiyete gore degismektedir (29). Say ve ark.’nin 1971 yilinda Ankara
Dogumevi’nde yaptiklar1 arastirmada tilkemizde DS’ nun goriilme sikliginin 1/1428

oldugunu ifade etmislerdir (30).
2.1.3. Patogenez

Insanda gonad hiicreleri hari¢ viicut olusumuna katilan tiim hiicreler somatik hiicreler
olarak bilinir. Insan somatik hiicrelerindeki 46 kromozom 23 cift halindedir. Bu 23
ciftin 22’ si disi ve erkeklerde benzer olup otozomal kromozomlar olarak adlandirilir.
Geri kalan X ve Y kromozomlari ise cinsiyet kromozomlaridir (46,XX disi, 46,XY
erkek). Karyotip ise bir organizmaya ait kromozomlarin yapisal ve sayisal 6zellikleri
dikkate alinarak homolog ¢iftler seklinde diizenlenmis halidir. Karyotip her tiir i¢cin
karakteristiktir. Bununla beraber karyotip terimi, bir birey i¢in veya bir tek hiicre
icinde kullamlabilir. insandaki sitogenetik isimlendirme sistemi 1978 yilindaki

uluslararas1 komitenin karari ile standart hale getirilmistir. Buna gore insan karyotip



formiiliinde (6rn; 46,XX), virgiilden 6nce mevcut kromozomlarin toplam sayisi,
virgiilden sonra cinsiyet kromozomlarinin kompozisyonu verilir. Insanlarda 22 c¢ift
otozomal kromozom yedi gruba ayrilir (A-G), (Sekil 2.2). Bu kromozomlarin ifade

edilmesinde uzun kolu q, kisa kolu ise p ile gosterilmektedir.
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Sekil 2.2. Normal bir erkek (46,XY) cinsiyete ait kromozomlarin karyotipi - The

Principles of Clinical Cytogenetics (31)’den alinmustir.

Insandaki normal 46 kromozom sayisindaki herhangi bir degisiklik kendini fenotipik
olarak gosterecektir. Haploid kromozom sayisinin (n) tam katlar1 seklindeki
anomalilere Oploid (euploid) ve diger kromozom say1 farki anomalilerinede andploidi
(aneuploid) adi verilir. Andploidi insan sayisal kromozom bozukluklart arasinda en
stk goriileni ve klinik olarak en 6nemli tipidir. Andploidi hastalarin tiimiinde ya
trizomi ( belirli bir kromozomun iki yerine ii¢ adet bulunmasi) veya daha nadiren
monozomi ( belirli bir kromozomun tek bir temsilcisinin bulunmasi) vardir. Canli
dogan bebeklerde en sik goriilen trizomi tipi, DS’lu hastalarin %95’inde gozlenen 21.
kromozomun trizomisidir (47, XX veya XY,+21). Aneuploidi nedenleri ¢ok iyi
anlasilmamis olmakla birlikte en sik goriilen mekanizma mayotik non-disjunction
(ayrilamama)’dir. Bu durum iki mayoz bdliinmeden biri sirasinda, genellikle 1.

mayoz bdliinmede ve bir ¢ift kromozomun birbirinden diizgiin ayrilmalarindaki

hatay1 ifade eder (23).



Down Sendromlu olgularinin %95’inin nedeni 21. kromozom ¢iftinin mayotik non-
disjunctiondan kaynaklanan 21. kromozom trizomisi ya da mayoz sirasinda
kromozomlarin anormal segregasyonuyla fazladan bir 21. kromozom bulunmasidir
(Sekil 2.3). Geri kalan %5°1 ise somatik hiicrelerinin mitozundaki hatalardan dolay1
olugmaktadir (32,33). Mayotik non-disjunction trizomik durumlarin ortak 6zelligidir
ve olusumu bir¢ok faktorle iligkilidir. Maternal yas, radyasyon ve viral ajanlar bu
faktorlerden bazilanidir (24,34). Mayotik non-disjunction hatalar1 sonucu olusan
fazladan 21. kromozomun %79,24 niin maternal kaynakli ve %20,76’nin ise paternal
kaynakli oldugu bulunmustur (35). Bu hatalar annenin kronolojik yasindan ¢ok
overlerin biyolojik yastyla iliskilendirilmistir (36). Perikonsepsiyonal sigara ve
kontraseptif kullaniminin non-disjunction i¢in potansiyel bir risk olabilecegi tespit
edilmis olmakla birlikte bu bilginin kesinlesmesi i¢in daha ¢ok arastirmalara gerek

duyulmaktadir (37).
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Sekil 2.3: Down Sendromlu bir kadin hastanin 21. kromozomunu {i¢ kopya
gosteren karyotipi - Choromosome Abnormalities and Genetic

Counseling (38)’den alinmistir.

Down Sendromunun {i¢ ana sitogenetik tipi bulunmaktadir. Ancak son yillarda
yapilan ¢aligmalarda iki tane sitogenetik varyantinin daha oldugu gosterilmistir. Bu

sitogenetik varyantlar sunlardir (39):

Regiiler Trizomi 21: Karyotip 47,XY,+21 ve 47,XX,+21 olup tiim hastalarin % 95'ini
olusturur. %90’mnin olusum nedeni mayotik non-disjunctiondir ve maternal
kaynaklidir. Bu patogenez ile olusan Trizomi 21 varyantinda en ¢ok etken, ileri

maternal yasdir. Maternal yas arttikca yillar icerisinde maruz kalinan g¢evresel



etkenler ve kaliteli ovum sayisindaki azalma ile birlikte oogoniumlardaki mayotik
kromozomal ayrilamama ihtimali olduk¢a artmistir. Bunun da biiyiik kism1 mayoz 1
(MI)’deki hatadan kaynaklanir. Yaklasik %20’si de mayoz 2 (MII)’deki hatadan
kaynaklanir. Paternal kaynakli trizomiler ise daha azdir (MI’de %3 ve MII’de %5) ve

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

Robertsonyan Translokasyon: Baska bir akrosentrik kromozom ile [grup D (13-14-
15) veya G (21-22)] 21 nolu kromozomun translokosyonu sonucu olusur. Karyotip
46,XX, rob(14;21) +21 veya 46,XY, rob(14;21) +21 seklindedir ve hastalarin
yaklagik %4’iinde goriiliir (23,39), (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4: Down Sendromlu bir kadin hastada rob(14q21q) translokasyon karyotipi -

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

21. Kromozomun Uzun Kolunun Izokromozomu: Bir 21q21q kromozomu, iki tane
21. kromozoma ait uzun kollardan (q kolu) olugmustur. 21. kromozomun uzun
kollarinin duplikasyonla iki tane olmasi, kisa kolunun ise delesyon sonucu hig
goriilmemesidir. Robertsonyan translokasyon ile birlikte yaklasik olarak %4 oraninda
goriiliir. Nadir goriilmesine ragmen bu tip translokasyon tasiyan kisiden olusan

gebelik ya DS ya da nadiren yasama sansi olan 21. monozomili olacaktir.

Mozaisizm: Normal hiicre dizileri yaninda trizomik hiicre dizileri vardir. Karyotip

47, XX veya XY, +21 / 46, XX veya XY dir ve tiim vakalarin % 1-3’{inde goriiliir.

21g22.3 Bolgesinin Parsiyel Trizomisi: 21. kromozomun q22.3 bdlgesinin
trizomisidir. Karyotip 46,XX veya 46,XY, duplikasyon (21 (q22.3)’tir. Tim

vakalarda %1’den az goriilmektedir.



24 yillik calisma siiresince DS klinik tanisi ile bildirilen 581 hastada karyotip analizi
yapilmis ve karyotipleme sonuglarina gore; 71 hastanin normal karyotipli oldugu
belirlenmistir. Kalan 510 DS’lu  hastanin  karyotip analizleri tablo 2.3’de
goriilmektedir. Maternal yas ise regiiler trizomi ve mozaisizmde diger

translokasyonlara gore daha yiiksek saptanmistir (23,39).

Regiiler trizomi 21’in tekrarlama riski, aile boyle bir ¢gocuga sahip olduktan sonra,
genel olarak %1 kadardir. Otuz yasindan geng anneler i¢in tekrarlama riski %1,4
daha yash anneler i¢in risk yasa bagiml risk ile aynidir (23). Anne ve baba saglikli
ve normal kromozomal dizilime sahip olup cocuk mozaik ise ailenin diger

cocuklarinda hastaligin tekrarlama riski %1 kadardir (30).

Translokasyonlarin yaridan fazlasi gametogenez sirasinda "de novo" olarak
olugsmaktadir. Bu durumda anne-babanin karyotipi normal oldugundan yineleme
riski dnemli oranda artmamaktadir. Ancak ebeveynlerden birinin, 6zellikle annenin,
dengeli translokasyon tasiyicisi oldugu ailelerde goreceli olarak artmig tekrarlama
riskine neden olmaktadir. Translokasyon DS, otuz yasindan kii¢iik annelerin
bebeklerinde daha sik goriiliir. Bu da genetik danigma verilmeden 6nce, dengesiz
translokasyon tasiyicist olgunun ebeveyn ve muhtemelen diger yakinlarinin karyotip

analizlerinin yapilmasi gerekliligini ortaya koymaktadir (23,40).

Prenatal tani i¢in bagvuran ailelerde, daha onceki DS’lu ¢gocugun sitogenetik tipinin
bilinmesi hem hastaya kesin tant konulmasi hem de ailelere verilecek genetik
danismanlik acisindan Snemlidir. DS tanisi, dismorfik yiiz 6zellikleri ve fenotipik
bulgular1 ile klinik olarak kolay tanm1 konulabilmesine ragmen, taninin olgularin
timiinde konulamadigi, bu nedenle kesin tani icin kromozom analizinin gerekli

oldugu bildirilmektedir (33).
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Tablo 2.3: DS olarak tespit edilen 510 hastanin sitogenetik varyantlar (39).

Sitogenetik varyant Hasta Sayis1
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;932),+21/46,XY,t(8;14)(q22;932)c 1
48,XX,+21,+mar/47,XX,+21d 1
Toplam 510

2.1.4. Down Sendromunun Klinik Ozellikleri

Down Sendromu g¢esitli dismorfik 6zellikler, konjenital malformasyonlar, mental

retardasyon, dil ve hafiza problemleri gibi karakteristik fiziksel ve noro-psikolojik

bulgular gibi bir¢ok saglik sorunlarimin eslik ettigi genetik bir bozukluktur (41).

(Sekil 2.5).

(23)’den alinmustir.

o L)

Sekil 2.5: Down Sendromlu ¢ocuk - Thompson & Thompson Tibbi Genetik

Trizomi 21°li ¢ocuklarda dogumsal kalp hastalig1 olasilig1 yaklasik %40°dir. Mental

retardasyon goriiliir ancak yetenekleri fazladir. Yukari kalkik burun, epikantus
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katlantilar1, brakisefali, diiz oksiput, brushfield lekeleri (benekli iris) ve orta ¢izgiye
egilimli palpebral fissiirler gibi kraniofasiyal belirtileri vardir (Tablo2.4). Kii¢iik
mandibula ve maksilla nedeniyle dil belirgin, damak yiiksek ve dar olabilir. Trizomi
21’11 bebeklerin %80°1 dogumda hipotoniktir. Ancak bu 6zellik zamanla kaybolur.
Diger neonatal belirtiler zayif morro refleksi (%85), eklem fleksibilitesinin fazla

olmasi (%80) ve diiz yiizdiir (42).

Tablo 2.4: Down Sendromunda gozlenen temel fenotipik bilesenler — (43)’den

alinmustir.

-Hipotoni, digarida dil, rektus diastazi

-Mental retardasyon

-Brakisefali, oksiputta diizliik, mikrosefali, basik burun kokii, epikantal kivrimlar

-Iriste brushfield lekeleri, lens opasiteleri, katarakt, kirma kusurlart

-Kiiciik ve displastik kulak

-Dislerde hipoplazi, diizensizlik ve eksiklik

-Boyunda kisalik

-Parmaklarda kisalik, klinodaktili, simian ¢izgisi

-Ayakta plantar oluk

-Konjenital kalp hastaliklar

-Deri kuru ve hiperkeratotik

-Saglar zayif, yumusak ve seyrek

-Hipogonadizm

-Duodenal atrezi, trakeodzefagal fistiil

-Tiroid bezi bozukluklar1

-Malignite gelisimi (Losemi gelisme iski 1/95)

2.1.5. Prenetal Tam ve Tarama Endikasyonlari

Prenatal tani, ailede bir genetik kusurun olup olmadigi riskine iligkin yapilan
islemlerin biitiiniinii tanimlamaktadir. Diinya Saglik Orgiitii tarafindan 2012 yilinda
yayinlanan bir rapora gore konjenital ve genetik bozukluklar, her 33 dogumda bir
goriilmekte ve her yil boyle probleme sahip 3,2 milyon bebek dogmaktadir. En sik
goriilen dogumsal anomalilerin basinda konjenital kalp defektleri, noral tiip defekti

ve DS bulunmaktadir (24,44). Spontan diisiiklerin siklig1 ve bunlarin temelindeki
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genetik nedenler tam bilinmediginden dolay1 da ger¢ek insidansi hesaplamak zordur.
Genetik hastaliklarin pek ¢ogunun kesin tedavisi hala s6z konusu degildir. Bu
nedenle genetik hastaliklarda tedaviden c¢ok, korunma modelleri (prevantif

yaklagimlar) 6n plana ¢ikmustir.

Prenatal tanida amag, yasam siiresi kisitli, agir fiziksel ve zihinsel defektlere yol agan
tedavisi miimkiin olmayan hastaliklar i¢in yliksek risk tasiyan bireylere saglikli bir
bebek i¢in giivence vermektir (24). Ayrica prenatal tani bireylerin gebelige devam
etme ya da gebeligi sonlandirma seceneklerinden birini kullanmalarina izin
vermektedir (45). Bunun sonucu olarak da, genetik hastaliklarin ve dogumsal
defektlerin perinatal mortalite oranlarin1 azaltmakta ve ciddi klinik sorunlar olarak 6n
planda yer almalar1 engellenmektedir (46). Tarama testleri diagnostik amagla
kullanilmamakta ve tarama testlerinden alinan sonuglar ileri diagnostik testler ile

dogrulanmalidir (47).
Prenatal tan1 endikasyonu gerektiren risk grubundaki hastalar sdyle siralanabilir:

Ileri anne yas1 (35 yas ve iistii): Tarihsel olarak anne yasi, fetal kromozom
anomalileri taramak icin kullanilan ilk endikasyonu ve prenatal tan1 endikasyonlari
icerisinde en biiyilk grubu olusturmaktadir. 1970'lerin sonlarinda ABD’nde
gebeliklerin yaklasik %5°1 35 yas ve daha yash kadinlardan olugmaktadir. 35 yasinda
ikinci trimester Trizomi 21 prevelanst 1/270 iken amniyosentezden dolay1 tahmini
fetal kayip ise 1/200 civarinda olmaktadir. Bu nedenle tarama icin 35 yas kesin sinir
olarak kabul edilmistir. Tkiz gebeliklerde konjenital hastaliklar1 belirlemede bu yas
sinir1 31°e kadar diismektedir (45,48). Yine geng bir kadinda DS bebek dogurma
riski 1/1500 iken 48 yasinda risk 1/10’a yiikselir. Ancak 15 ile 25 yas aras1 ise risk
aynidir, 25-35 arasinda artmaya baglayan risk 35-40 aras1 4 kat, 40-48 yas arasinda
yaklagik 10 kat artar. Anne yasi tek basina DS taramasinda kullanilabilir. Ancak
gebeliklerin %10°u 35 yasin {istiindedir ve DS’lu gebelerin %40’ 11 olustururlar. 35
yas sinir1 tartismalart devam etse de bu yastaki risk ile invaziv girisime bagli bebegi

kaybetme riski birbirine yakindir.

Gegmis Obstetrik Oykii: Onceki bebekte kromozomal anomali, herhangi bir genetik

hastalik Oykiisii olan, tekrarlayan diisiik tanimlayan, onceden o6lii dogum yada
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yenidogan Oliim Oykiisii olan, dnceden preterm dogum yapan, Rh yada ABO
uyusmazlig1 olan, gecirilmis preeklampsisi olan ve gebelikte herhangi bir teratojen

ajan maruziyeti tanimlayan gebelerde tarama i¢in endikasyon olusturur.

Gegmis Tibbi Oykii: Birgok tibbi sorun anne ve bebek agisindan gebelik siirecini
etkileyebilir. Bu hastaliklar ve siireci miimkiinse gebelikten 6nce ele alinmalidir.
Kronik hipertansiyon, bdbrek hastaligi, diyabet, kalp hastaligi, annede kanser,
akciger hastaligi, madde kullanimi ve bagimliligi, tiroid hastaliklari, epilepsi,
gastrointestinal ve karaciger hastaligi, anemi, bag dokusu hastaliklar1 ve psikiyatrik

hastaliklar gebeligi sorunlu hale getirebilen en 6nemli hasataliklardir.

Aile Hikayesi: Kalitsal hastalik durumlarinin (tay-sachs, kistik fibrozis, orak hiicreli
anemi) anne ya da fetiisii gebelik sirasinda ya da fetiisii dogumdan sonra

etkileyebilecek riskleri tagimasi agisindan detayli bir aile oykiisii yararlidir (47).
2.2. invaziv Olmayan TaramaY6ntemleri

Ultrasonografi ve anne kanindan yapilan tarama testleri non-invaziv prenatal tani
yontemleri i¢inde en sik kullanilanlaridir. Prenatal taramanin amaci, fetal saghk
problemlerini direk belirlemek veya riskli gebelikleri tespit ederek prenatal tani
programlarina yonlendirmektir. Ayrica diger bir neden de invaziv prenatal tani

yontemlerinin bazi komplikasyonlara neden olabilmesidir (49).
2.2.1. Ikili Test

Birinci trimester taramalari, malformasyonlarin daha erken tanmip gebelik
terminasyonu gereken durumlarda daha az invaziv girisimleri miimkiin kilarak
Ozellikle 2. trimester i¢in riskli grubun ortaya ¢ikarilmasinda 6nemlidir. Gebeligin 9-
11. haftalarinda yapilir. Birinci trimester taramalarinda kullanilan serum belirtegleri
serbest B-hCG ve PAPP-A (Pregnancy associated plasma protein A)’dir. PAPP-A
yiksek molekiiler agirlikli bir glikoproteindir ve fonksiyonu tam olarak
bilinmemektedir. DS gebeler normal etkilenmemis gebeler ile karsilastirildiginda
DS’de B-hCG diizeyi normalin yaklasik iki kat1 artmis, PAPP-A ise yaklasik 2.5 kat

azalmistir.
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Bu iki serum belirtecine anne yast da eklenip 1. trimester tarama testi olarak
kullanildiginda %35 yalanci1 pozitif ile vakalarin %63’l yakalanabilmektedir. Bu
basar1 2. trimesterda yapilan iiclii testin basarisindan daha diisiiktiir. Bu nedenle
tarama ic¢in yeterli bulunmamaktadir. Bu etkinligin arttirilmasi icin bu iki serum
belirtecine ultrasonografik nuchal trans-lucency (NT, ense kalinligi) oSl¢iimii
eklenmistir. 3 mm simnir olarak kabul edildiginde NT, %5 yanlis pozitif ile %60-80
yakalama orani ile gii¢lii bir DS belirtecidir. 10-14. haftalar arasinda yapilan NT
Ol¢iimii fetal trizomilerin, 6zelliklede Trizomi 21°lerin yakalanmasinda oldukca etkili
bir yontemdir. NT 6l¢limii bu iki serum belirteci ile birlestiginde (kombine test) %5
yanlis pozitiflik ile yakalama orani1 %85’e ¢ikmaktadir. Bu nedenle kombine test tiim
2. trimester testlerinden daha basarili sonuglar vermektedir. Maliyet analizleri
yapildiginda hem tarama agisindan hem de erken yakalama nedeniyle de oldukca
basarilidir. Bu basarmin tam saglanmasi i¢cin NT oOl¢iimleri konusunda uzman

kisilerce yapilmalidir (47,50).
2.2.2. Uglii Test

Gebeligin 14. ve 18. haftalar1 arasinda yapilir. Maternal serum o-fetoprotein
(MSAFP), B-hCG, estriol (sE3) diizeyleri nispeten bagimsiz risk belirtegleridir ve
anne yagst ile kombine edilerek ve matematiksel algoritma icinde hastaya 6zel risk
yiizdesi elde etmede kullanilir. Buna Triple Test denmektedir. %5 yalanci pozitiflik
ile yakalama oram1 %69’dur. Cesitli calismalar sonucunda bu belirteglerden [-
hCG’nin en iyi belirleyici 6zellige sahip oldugu bulunmustur. Uglii tarama testinin
sensivitesi Ozellikle 35 yas ustii gebelerde %80°¢ kadar ¢ikabilmektedir. Down
Sendromlu gebeliklerde 2. trimesterde MSAFP degeri normalden daha diisiiktiir. sE3
diizeyleri DS gebeliklerde %25 azalirken B-hCG diizeyi 2 kat artmaktadir (47,50).

2.2.3. Dortlii Test

Down Sendromu taramasinda kullanilan dortlii test 14-22 gebelik haftalarinda
ultrasonogrofik olarak gebelik yasi tespit edildikten sonra anne serumunda AFP,
BhCG, sE3 ve Inhibin A &l¢iilmesiyle yapilir. Su anda 2. trimester taramalarinda en
1yi sonug dortlii test ile alinmaktadir. %6 yalanci pozitiflikle yakalama oran1 %85 tir

(47).
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Birinci trimester NT ve PAPP-A ol¢iimii dortlii test ile birlestirildiginde entegre test
ortaya cikar. Entegre testte 1. trimester NT ve PAPP-A o6l¢liimii yapilir ancak
sonuclar acgiklanmaz ve 2. trimesterde dortlii test yapilir ve alti belirtecin toplu
sonucu olusturulup ve risk belirlenir. Entegre testin yakalama oran1 %85 iken yalanci
pozitiflik oran1 %1°dir. Su anda kullanimda olan testler arasinda en iyi tarama testi

entegre test olarak belirlenmistir (47).

Tarama testlerinin klinik aplikasyonlarinin anlagilmasi i¢in tarama testinde kullanilan
belirteglerin normalize edilmesinde kullanilan, “Multiple of Median” (MoM)
istatistiginin anlagilmasi gereklidir. MoM degerlerinin hesaplanmasinda her bir
gebelik haftasi icin medyan deger seti olusturulur. Daha sonra her bir test sonucu
uygun gebelik haftasi i¢in belirlenen medyan degere boliinerek o test sonucuna
karsilik gelen MoM degeri belitlenir. Ornegin 1.0 seklindeki bir MoM degeri o
kisideki madde diizeyinin normal bebeklerde goriilen degerin tam ortasina denk
geldigini gosterirken 2.0 MoM’luk bir deger 6l¢iim yapilan kisideki madde dilizeyinin
normal ortalamanin 2 katt oldugunu belirler. Ayrica MoM degerlerinde analit
diizeylerini etkileyen diger maternal faktorler (6rn; maternal yas, kilo ve maternal
irk) de dikkate alinarak ayarlamalar yapilabilir. MoM degerleri su anda DS, Trizomi
18 ve noral tiip defekti riskinin hesaplanmasinda biyokimyasal analit degerlerini

yorumlanabilir bir birime doniistiirmede yaygin olarak kullanilmaktadir (47,51).
2.2.4. Ultrasonografi

Gebelikte ultrasonografi hem obstetrik izlem yoniinden, hem de fetal anomali
varhiginin arastirilmasi amaciyla yapilir. Fetal ultrasonografi gebelik yasini giivenilir
olarak saptayabilir ve son adet tarihine gore gebelik yast kesin bilindiginde,
intrauterin  bliylimenin degerlendirilmesini olanakli kilar. Gebeligin 10-14.
haftalarindan itibaren fetal ultrasonografi ile bir ¢ok anomali goriintiilenebilir. Bunlar
arasinda ensefalosel, mikrosefali, hidrosefali, fetiise ait tlimdrler, major santral sinir
sistemi malformasyonlari, kardiyak anomalier, renal agenezi ve diyafram hernileri
gibi bircok anomaliler bulunur. Bu gebelik haftalarinda ultrasonografi ile saptanan en
onemli fetal bulgulardan biride artmis nuchal translucency olglimiidiir. NT artmis

bulunan fetuslarin yaklasik %33.8’inde kromozom anomalilerinin bulundugu
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gosterilmistir. Bu 6l¢iimiin artmis bulunmasi en sik olarak fetal kardiyak defektlerle
birlikte goriildiigiinden, gecici kalp yetmezliginin nukkal bolgede fazla sivi

birikimine neden oldugu tahmin edilmektedir (47).

Down Sendromunda artmis NT, ekojenik bagirsak, kisa femur, kisa humerus, nazal
kemik yoklugu, nazal kemik hipoplazisi, piyelektazi, ekojenik intrakardiyak fokus ve
koroid pleksus kisti en sik goriilen ultrosonografik belirteclerdir. Bunlar gibi
ultrosonografik belirtecler saptandiginda fetal yapilar tekrar incelenmeli, belirteglerin
risk artis1 tarama testleriyle kombine edilerek oranlari hesaplanmali ve sonrasinda

invaziv girisim karar1 degerlendirilmelidir (52).
2.3. invaziv Tam Yontemleri

Prenatal tanida kullanilan girisimsel islemler sayesinde fetal karyotip hakkinda bilgi
sahibi olabilmek miimkiin olmustur. Invaziv teknikler i¢inde ilk uygulamaya giren ve
en sik uygulanan yontem ise amniyosentezdir. Prenatal tanida amniyosentez, kiiltiir

calismalarinin gelismesi yeterli bir seviyeye gelmesi ile gercek yerini bulmustur (49).
2.3.1. Amniyosentez

Amniyon sivist (AF), amniyon boslugunda bulunan koruyucu bir sividir. Gebelik
sirasinda  fetlis gelisimi ve olgunlasmasi i¢in gerekli bir bilesendir. Erken
embriyogenezde, AF fetal ekstraseliiler matriksin uzantisidir. Insanlarda gebeligin 8.
haftasinda iiretra olusturulur ve fetal bobrekler idrar1 liretmeye baslar ve fetal yutma
da kisa bir siire sonra gerceklesir. Amniyon sivisinin kaynagini fetal idrar, plasenta
ylizeyi, respiratuvar ve gastrointestinal sistem olusturmaktadir. Amniyon sivisi
fetusun ¢evresinde koruyucu bir kese olusturur ve fetiisiin daha rahat hareket
etmesini saglayarak fetiisii mekanik ve termal soklardan korur. Ayrica AF bagisiklik
sisteminin bir pargasi olarak da hiicresel savunmada 6nemli bir rol oynar. Long Tong
ve ark. yaptiklar1 ¢alismada amniyon sivisinin, umlikal kord serumunun ve maternal
serumun biyokimyasal iceriklerini kiyaslamiglardir. Sodyum, kloriir gibi primer
elektrolitler ve ozmotik basing umlikal kord serumunda ve maternal serumda
yaklagik olarak ayni bulmuslardir. Toplam protein, glukoz, trigliseridler, kolesterol

ve ¢esitli enzimler de dahil olmak iizere organik maddelerin seviyeleri 6zelliklede
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total protein seviyelerini AF daha diisiik tespit etmislerdir. Bu g¢alismaya gore
amniyon sivisinin biyokimyasal igeriginin total protein, alblimin, globiilin, alanin
amino transferaz, aspartat amino transferaz, kolinesteraz, y-transpeptidaz, kretin
kinaz, kreatin kinaz izoenzimleri, laktat dehidrogenaz, hidroksibiitirat dehidrogenaz,
amilaz, high dansiteli lipoprotein, low dansiteli lipoprotein, apoprotein
Al,apoprotein B, lipoprotein a, sodyum, klor, biluribin, iirik asit, kalsiyum, fosfat,
trigliserid, glukoz, iire, kreatinin, tirik asit, magnezyum, bikarbonat ve potasyumdan

olustugunu gostermektedir (53).

Amniyosentez ilk olarak 1950 yilinda cinsiyet belirlenmesi amaci ile uygulanmas,
klinik pratige ise 1966 yilinda fetal hiicrelerden karyotip tayini yapilmasiyla
girmistir. Amniyosentez ultrasonografi esliginde transabdominal yol ile 15-20 ml
amniyon sivisi alinmasi islemidir. Gebeligin 16. ile 20. haftalar1 arasinda yapilir.
Amniyon sivist Orneginde fetal kromozom analizi, enzimatik g¢alismalar, DNA

analizleri ve AFP 6l¢iimleri yapilabilir.

Genetik hastaliklarin prenatal tanisinda asagidaki durumlarda ve hasta gruplarinda

amniyosentez ¢ok yararhdir:

- 35 yas veya iistiinde anne yasi

- Onceki ¢cocukta kromozomal anomali

- Ug veya daha fazla spontan abortus

- Hasta veya esinde kromozomal anomali

- Aile hikayesinde kromozamal anomali

- Kadinin X’e bagli hastalik tagiyicilik riski
- Metabolik hastalik riski

- Noral tiip defekti riski

- Ikinci trimester maternal serum taramasinda pozitiflik

Amniyosentezin kesin kontrendikasyonu, bagirsaklarin uterus iizerinde lokalize
oldugu durumdur. Relatif konrendikasyonu ise annenin HIV viriisi ile ya da kanla
bulasan Hepatit B gibi viriislerle enfekte olmasi, maternal koagiilapati ve maternal
yuksek atestir. Ultrason esliginde yapilmasi olas1 komplikasyonlar1 biiyiik 6lciide

azaltmaktadir. Eksilen siv1 kisa siire i¢inde tamamlandig1 ve goriintiileme esliginde
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stv1 alindig1 i¢in fetiis bu yonlerden zarar gormez. En 6nemli komplikasyonlari %0.3-
0.5 civarinda disiik, kanama veya enfeksiyon riskidir. Bazi gebelerde girisim

sonrasinda hafif karin agris1 veya az miktarda kanama olabilir (47,50,54,55).
2.3.2. Koryonvillus Orneklemesi (CVS)

Koryonvillus 6rneklemesi plasentadan biyopsi alinmasi islemidir. Gebeligin 10. ve
12. haftalar1 arasinda yapilir. En sik transservikal uygulansa da transabdominal de
yapilir. Almman Ornekten kromozom, DNA analizi, biyokimyasal ve enzimatik
Ol¢iimler yapilabilir. CVS’in degeri gebelikte daha erken uygulanabilmesi ve boylece
gebelik sonlandirma kararmin daha 6nce alinabilmesidir. Yapilma orani diisiiktiir.
Bunun nedeni ise %1-5 oraninda diisiiklere ve distal uzuv defektlerine yol agmasidir

(47,55).
2.3.3. Kordosentez

Kordosentez transabdominal yolla ve ultrasonografi esliginde umblical cord’dan kan
alinmasi iglemidir. Amniyosentez, CVS ile taniya ulagilamadigi durumlarda, gebelik
haftasi ileri oldugunda ya da kanda bakilmasi zorunlu bazi hastaliklarin aragtirilmasi
icin yapilabilir. Gebeligin 21. haftasindan sonra yapilir. Bebege dogrudan girisim

yapilmasi nedeniyle daha ciddi bir takim riskler tasir.

Fetoskobi ve fetal biyopsi daha nadir kullanilan girisimsel yontemler olup bu
yontemlere fetusun goriilebilen malformasyonlarint saptamak ve fetal deri
hastaliklarindan ~ siiphenildiginde  biyopsi yapmak i¢in  bagvurulmaktadir.
Preimplantasyon genetik tani ise tekrarlayan diisiik, basarisiz in vitro fertilizasyon

Oykiisii olan ve andploidi tanis1 almis ileri yas gebelere yapilabilmektedir (47,55).
2.4. Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller

Tiim organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma
hizi arasinda bir denge bulunmaktadir ve bu durum oksidatif denge olarak
adlandirilir. Oksidatif denge saglandigi siirece organizma, serbest radikallerden
etkilenmemektedir. Bu radikallerin olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma

hizinda bir diisme bu dengenin bozulmasina neden olur. ‘Oksidatif stres’ olarak
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adlandirilan bu durum oOzetle serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma
mekanizmasi arasindaki ciddi dengesizligi gostermekte olup, sonucta doku hasarina

yol agmaktadir (56).
2.4.1. Serbest Radikallerin Tanimi

Serbest radikaller bir veya daha fazla eslesmemis elektrona (e7) sahip, kisa Omiirlii,
kararsiz, molekiil agirligi diisiik ve ¢ok etkin molekiiller olarak tanimlanir (57,58).
Eslesmemis elektron, serbest radikali kararsiz bir duruma sokmaktadir. Kararli yapiy1
kazanmak i¢in serbest radikal elektronunu baska bir elektronla eslestirmeye
calismakta ve kimyasal olarak biiylik bir aktivite kazanmaktadir. Biyolojik
sistemlerde en fazla elektron transferi sirasinda serbest radikaller olusmaktadir.

Serbest radikaller, pozitif yiiklii, negatif yiiklii veya ndtral olabilirler (59).
Bir serbest radikal 3 yolla ortaya ¢ikabilir:

Kovalent bag tasiyan normal bir molekiiliin homolitik ytkimi ile: Boylece boliinme
sonrasi eslesmemis elektronlardan her biri ayr1 par¢ada kalmakta ve iki adet serbest

radikal olusmaktadir.
X:Y-X+Y

Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi ya da bir molekiiliin heterolitik
olarak boliinmesi ile: Radikal o6zellik gostermeyen molekiilden elektron kaybi
sirasinda  dig orbitasinda paylasilmamis elektron kaliyorsa radikal formu
olugsmaktadir. Tokoferoller ve glutatyon gibi antioksidanlar, radikallere tek elektron
verip radikalleri indirgerken; kendilerinin radikal formlar1 olugsmaktadir. Heterolitik
boliinmede kovalent bag1 olusturan her iki elektron, atomlardan birisinde kalmakta

ve serbest radikal degil iyonlar meydana gelmektedir.
X: Yo X+Y"

Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile: Radikal 6zelligi bulunmayan
molekiile tek elektron transferi ile dis orbitalinde paylagilmamis elektron olusuyorsa

bu tiir indirgenme radikal olusumuna neden olabilmektedir. Ornegin molekiiler
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oksijenin tek elektron indirgenmesi radikal formu olan siiperoksidin olusumuna

neden olmaktadir.

A+te — A

Bu yollar ile olusan molekiillerin ydriingelerindeki elektron sayisi, merkezdeki
proton sayisina esit olmadigindan bu ajanlar daha c¢ok aktiflesmekte ve negatif,
pozitif ylik dengesi olusturabilmek i¢in bagka molekiillerden elektron almaya ya da

dis orbitalarindaki paylasilmamis elektronlarini vermeye ¢alismaktadirlar (60-62).

Serbest radikal reaksiyonlari, bagisiklik sistemi hiicrelerinden nétrofil, makrofaj gibi
hiicrelerin savunma mekanizmasi i¢in gereklidir. Bununla beraber serbest
radikallerin fazla {iretimi ise doku hasar1 ve hiicre 6limii ile sonu¢lanmakta ve
kanser, ateroskleroz, sitma, romatizmal artrit ve ndéro-dejeneratif hastaliklar da dahil

olmak iizere ¢esitli hastaliklarinin patolojisinde rol oynamaktadirlar (63).

2.4.1.1. Reaktif Oksijen Tiirleri

Oksijen reaktif olmamasina ragmen diger radikallerle reaksiyon verme ozelligine
sahiptir. Bagka molekiiller ile ¢ok kolayca elektron aligverisi yapan bu molekiillere
“oksidan molekiiller” veya reaktif oksijen tiirleri (ROS) denir (64). ROS yalniz
oksijen merkezli radikalleri degil ayn1 zamanda oksijenin nonradikal tiirlerini de

icermektedir (Tablo 2.5), (65).

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

Radikaller Radikal olmayanlar
Superoksid, Oy~ Hidrojen Peroksit,H,0,
Hidroksil, OH- Hipokloroz asit, HOCI
Peroksil, ROO- Hipobroméz asit, HOBr
Alkoksil, RO- Ozon, O3
Hidroperoksil, HO,- Singlet oksijen, 'O,

ROS normal metabolik olaylar sirasinda olusabilecegi gibi ¢esitli dis etkenler
(endojen ve ekzojen) sonucunda da olusabilmektedir. Inflamatuvar hiicre

aktivasyonu, peroksizom, mitokondri, sitokrom P450 metabolizmas1 ve bazi gegis
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metalleri endojen kaynaklar olarak sayilabilmektedir (66). Cevresel ajanlar (sigara
dumani, pestisistler, anestezik maddeler gibi), radyasyon, alkol ise ROS olusumuna

neden olan ekzojen kaynaklardandir.

Siiperoksit Radikali (02" ); dogal oksijen molekiiliiniin (Oz2), ¢cevresindeki herhangi

bir molekiilden bir elektron almasi ile siiperoksit radikali (O2-~ ) olugmaktadir (67).
Superoksit radikali organizmada bir¢ok mekanizmalarla iiretilmektedir.

e Cesitli antioksidan tepkimeler sonucu olugmaktadir. Gliseraldehid, FMNH2,
FADH2, L-DOPA, noradrenalin, adrenalin, dopamin, sistein oksijeni yavas
sekilde Oz~ haline doniistiiriir. Ayrica organizmada rediikte halde bulunan bazi
maddeler oksijeni oksitleyerek Oz~ olusturabilirler.

e (esitli dehidrogenazlar ve oksidazlar olmak iizere bir¢ok enzim katalitik etkisiyle
superoksit radikalini bir {irlin olarak olusturabilmektedirler.

e Hem proteinlerine O baglandiginda yapisinda bulunan Fe'?, Fe** haline
dontistiirtiliir ve bu sirada Oz~ agiga cikar.

e Mitokondride gergeklesen elektron tasima zincirinde normal kosullarda oksijen
suya indirgenirken, zincirde yer alan NAD, FAD gibi yapilar oksijenle reaksiyona

girip Oz~ agiga ¢ikmaktadir.

Sulu ¢ozeltilerde hidroksil radikaline kiyasla O2-~ ¢ok reaktif degildir. Oz~ ¢esitli
tepkimelere girmektedir. Ornegin sulu ¢dzeltilerde indirgen madde olarak rol oynar

ve sitokrom ¢’de Fe ™’i Fe ™

’e indirger. Ayrica Nitro blue tetrazolium™n (NBT)
formazana indirger ve bu oOzellikleri siiperoksit dismutaz aktivitesinin dl¢timiinde
kullanilir. Yiikseltgen madde olarak da rol oynayabilmektedir. Glutatyon, askorbik
asit gibi baz1 antioksidanlar1 oksitleyebilir. Fe™’in siiperoksit tarafindan
indirgenmesi Fenton tepkimesini hizlandirabilir ve siliperoksit yardimli Fenton

tepkimesi meydana gelir (60).

H:0:+0— OH +0H + 02
Fz Katalizi
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Hidroksil Radikali (OH-); son derece reaktif bir radikal olup yarilanma Omrii

kisadir. Canlilarda iki mekanizma ile olusabilir.

e lyonlastirict radyasyonun etkisiyle sulu ortamda su molekiiliiniin iyonlasmasi
sirasinda OH- a¢iga ¢cikmaktadir.

e Hidrojen peroksitin H202 homolitik fizyonu ile OH- yapimidir. Viicutta OH-’nin
en 6nemli kaynagini olusturur. H2O2’nin bir 2e— ile indirgenmesi sonucunda su
olusurken, le— indirgenmesi OH- yapimina neden olur. Bu tiir indirgenme demir,

bakir gibi ge¢is metallerince katalizlenmektedir.

Fe™? + H2 02 — Fe™ + OHe+ OH ~
Cu™ +H202 —» Cu™+OHe+OH"

Askorbik asit, siiperoksit gibi indirgeyici bilesiklerin de yer aldigi bir ortamda,
oksitlenen metal iyonu tekrar indirgendiginden H202’den OH- yapimu siirekli bir
duruma gelir. Haber-Weiss tepkimesi ya da fenton tepkimesi olarak adlandirilan bu
tepkime ile olusan OH-, viicutta iiretilen H202 derisimi ve serbest metal iyonun

varligina baglidir.
02"+ H202 —» O2+ H202+ OH:-  (Haber-Weiss tepkimesi)

Hidroksil radikalinin kaynaklarindan birisi de, ultraviyole isinlari ile uyarilmis

homolitik fizyonla H202’nin O-O baglarinin yikilmasi ve OH: olusumudur.
H-O-O-H — 20H"

OH- ultrason, litotripsi, dondurma ve kurutma gibi islemler sirasinda da agiga
cikabilir. Ayrica hiicrelerin 7y 1smnlarina maruz kalmasi sonucunda da
olusabilmektedir. Bu sekilde iyonize radyosyon ile olugan OH- hiicresel DNA,
proteinler ve lipitlerin hasarlanmasina neden olur. Bu radikal ile olusan en iyi
tanimlanmis biyolojik hasar, lipit peroksidasyonu olarak bilinen serbest radikal zincir

reaksiyonudur (60).
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Hidrojen Peroksit (H202); oksijenin enzimatik olarak iki elektronla indirgenmesi ya
da stiperoksidlerin enzimatik ve nonenzimatik dismutasyon tepkimeleri sonucunda
olugsmaktadir. Oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin nedeni hiicre i¢inde Fe veya Cu
gibi metal iyonlariyla tepkimeye girerek hidroksil radikallerinin olusumuna aracilik
eder. Hidrojen peroksit 6zellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile
tepkimeye girerek, yiiksek oksidasyon diizeyindeki reaktif demir formlarini
olusturmaktadir. Bu formdaki demir hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu gibi

radikal tepkimeleri baslatabilmektedir (68,69).

Singlet Oksijen (10); ortaklanmamis elektronu olmadigi i¢in nonradikal reaktif
oksijen molekiiliidiir. Retinal gibi pigmentlerin oksijenli ortamda 15181 absorbe
etmesiyle,  hidroperoksitlerin metaller varligindaki yikim tepkimelerinde ve
kendiliginden dismutasyon tepkimeleri sirasinda ve prostoglandin endoperoksit
sentaz, bazi sitokrom p450 tepkimelerinde, myeloperoksidaz ve laktoperoksidaz gibi
enzimlerinin etkileri sirasinda olugmaktadir. Direk olarak doymamis yag asitleri ile
reaksiyona girerek peroksil radikalini olusturmakta ve lipid peroksidasyonunu
baslatabilmektedir. Bilirubin, karotenler, histidin, metionin gibi bazi1 kimyasal
bilesiklerle tepkimeye girerek singlet oksijeni temizlemekte ve ona bagli tepkimeleri

inhibe edebilmektedir (70,71).

Peroksil (ROO-) ve Alkoksil (RO-) Radikalleri; giiclii oksitleyici maddelerdir.
OH-’nin organik molekiillerle reaksiyona girmesiyle karbon merkezli radikaller (R")
olusur. Bunlarinda aerobik sartlarda O2’yle tepkimeye girmesi sonucunda ROO-
olugsur. Netice de olusan peroksil radikaller alkoksil radikallerini de olusturan
tepkimelerde yer alabilirler. Peroksil ve alkoksil radikalleri organik bilesiklerden

hidrojen atomu alabilirler. Bu da lipit peroksidasyonunda énemlidir (60).
2.4.1.2. Reaktif NitrojenTiirleri

Reaktif nitrojen tiirlerinin (RNS) nitroksil anyonu (NO7), nitrosonyum katyonu
(NO™), nitrojen dioksit (NOz2-), S-nitrozotiol (RSNO) ve peroksinitrit (ONOQO") gibi
cesitli nitrik oksit tiirevi olan bilesikler olusturmaktadir. Reaktif nitrojen tiirleri

organizmanin fizyolojik diizenlenmesinde énemli rol oynamaktadirlar. Ornegin diiz
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kas gevsemesi, kan basinci diigmesi, sinir iletimi ve immdiin sistem diizenlenmesi gibi

olaylarda biyolojik sinyal molekiilii seklinde davranmaktadirlar (72).

Nitrik oksit (NO-); L-argininden sitrulin olusumu sirasinda, L-argininin guanidin
nitrojen grubunun hidroksilasyonu ile olusan ara tirtindiir (Sekil 2.6). Bu reaksiyon

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

S T Q.

L—_a_rginin » N-hidroksiarginin » L-sitriilin + NO

£ 2

£ =
aprs Napes

Sekil 2.6: Nitrik oksit sentezi — Edgaras Stankevicius ve ark. (73)’ndan alinmistir.

Bu enzimin noéronal (nNOS), endotelial (eNOS) ve indiiklenebilir (iNOS) olmak
tizere ii¢ formu vardir. eNOS ve nNOS enzimleri tarafindan iiretilen ¢ok diisiik
konsantrasyondaki NO diizkaslarda ve sinir sisteminde hiicre i¢i ve hiicreler arasi
haberci olarak kullanilir. Haberci molekiil olarak sitoplazmik guanilat siklazi aktive
ederek hiicrelerde cGMP konsantrasyonunu arttirarak ¢cGMP’nin degisik enzimler
araciligiyla hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunun diizenlenmesini saglar. Nitrik
oksit sentazlarin indiiklenebilir formu ise fagositik 16kositler olmak iizere cesitli
hiicrelerde bulunur ve sentezi IL-1, TNF-a ve y-interferon gibi sitokinler ve
endotoksinler tarafindan indiiklenir. iNOS enziminin aktivitesi kalsiyumdan
bagimsiz olup kontrol edilemediginden, ortamda arjinin bulundugu siirece aktiftir

(71,73,74).

Endojen NO iiretimi gebelerde artmaktadir. Bu sekilde gebelerde plasentanin
kanlanmasinin ve fetiisiin besin inflizyonunun NO’in vazodilator 6zelliginden dolay1

iyi bir sekilde olmasin1 saglar (8).
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Radikal olarak reaktivitesi diisiik olan NO, metal iceren merkezler ve radikaller ile
bityiik bir hizla tepkimeye girer. Ozellikle lipid radikallerle (6rnegin hiicre zarinda)
tepkimeye girmesi NO’e antioksidan bir etki kazandirir. Siiperoksit ile NO arasindaki
tepkime ile olusan peroksinitrit (ONOQ"), hidroksil radikali benzeri aktiviteye sahip
olup radikalik tepkimeleri bagslatarak biyomolekiillerin nitrasyonuna neden olur.
ONOO" yarilanma Oomrii uzun giliclii bir oksidandir. Organizmada peroksinitrit,
hidroksil radikali gibi davranan hidroksinitrite (HOONO) doéniisiir. Peroksinitritin
parcalanmasiyla yiiksek derisimde azot dioksit (NO2) olusur. Bu reaktif nitrojen
bilesikleri lipidler, DNA, aminoasitler ve metallerle reaksiyona girerek enzim

fonksiyonlarinit bozup membran biitiinliigline zarar verir (74,75).
2.4.2. Serbest Radikallerin Zararh Etkileri ve Lipit Peroksidasyonu

Serbest radikallerin biyolojik sisteme bir¢ok zararli etkileri vardir. Niikleik asitler,
aminoasitler, proteinler, karbonhidratlar ve lipitler gibi biitiin hiicre elemanlarinda

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

Serbest radikal iiretimi

Fndajen Kaynaldar Gevresel Kaynaklar
e e e -Sigara igimi
-Mitokondrival kagak
orondnyaliaga -Kinleticiler
: Solgnu.mpa.ﬂamaSI -ksenobiyotikler
-Enzunr.eakn}'orﬂarl 4 Iyonize radyosyon
Otocksidasyon 0y~ Ha0s Ultraviyole 151k
reaksiyonlan .
Gegls metallen
Fe2, Cu™
OH-
Lipit peroksidasyonu Protein Hasan
"
Modifive DNA Bazlan

Doku Hasan

Sekil 2.7: Viicuttaki major serbest radikal kaynaklar1 ve serbest radikal hasarinin

sonuclar1 - Young ve ark. (77)’dan alinmustir.
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Lipidlere etkileri (Lipid peroksidasyonu): Yag asitlerinin doymamis baglari
serbest radikallerle reaksiyona girerek peroksidasyon {riinleri olustururlar.
Poliunsatiire yag asitleri sebest radikal hasarina olduk¢a hassastir. Bu oksidatif
hasara lipit peroksidayonu denir (75). Memeli hiicre membrani biiyiik miktarda ¢oklu
doymamis yag asitleri (CDYA) icermektedir. Bu yag asitlerinin peroksidasyonu
hiicresel hasarin en onemli nedenlerinden birisidir. Lipit peroksidasyonu coklu
doymamis yag asidinden bir hidrojen atomu uzaklastirildiginda lipit radikali (L-)
olusur. Bu molekiil Oz ile tepkimeye girdiginde lipit peroksil radikali (LOO-) olusur.
LOO- membran yapisindaki diger CDYA molekiillerinden hidrojen atomlari
cikartarak yeni reaksiyonlar baglatir. Kendileri ise agiga ¢ikan hidrojen atomlarini
alarak lipit hidroperoksitlerine (LOOH) doniislir. Metal iyonlarmin etkisi ile bazi
enzimatik tepkimelere katilan bu peroksit iirlinlerinden etan, pentan ve MDA gibi

yikim iirlinleri agiga ¢ikarak lipit peroksidasyon reaksiyonlari sona erer.

Lipit peroksidasyonu sonucunda hiicre membrani transport sistemi de etkilenerek
iyon dengesi bozulur. Bunun sonucunda hiicre i¢i kalsiyum konsantasyonu artar ve

buna bagli olarak proteazlar aktive olarak hiicre hasarina neden olurlar.

Proteinlere etkileri: Prolin, lizin gibi aminoasitler serbest radikallerden etkilenirler.
Protein oksidasyonu ozellikle histidin, trozin ve fenilalanin gibi aminoasitlerde
karbonil gruplarinin olusumu seklinde olur. Lipit peroksidasyonunun aldehit
yapidaki iirlinleri sisteinin siilfidril gruplar ile veya lizin ve histidinler ile kovalent

baglar olusturarak proteinlerde fragmantasyon ve ¢arpraz baglanmalara yol acar.

Niikleik Asitler ve DNA’e Etkileri: Serbest radikallerin etkisiyle DNA yapisinda
yapisal degisimler olur. Bunlar piirin ve pirimidin bazlarinda pargalanma, zincir

kirilmalar1 ve DNA denatiirasyonu gibi ¢esitli olaylari icerir (61,78).
2.5. Antioksidan Sistem

Hiicrelere oksidatif hasar1 6nleyen, yok eden veya kismen azaltan baz1 mekanizmalar
bulunmaktadir. Antioksidan madde ise okside olabilen bir substrata gére ortamda
daha diisiik konsantrasyonda bulundugunda o substratin oksidasyonunu belirgin

sekilde geciktiren veya engelleyen herhangi bir maddeye denmektedir (60). Iyi bir
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antioksidan madde hem hiicre i¢inde hemde sulu ortamlarda etki gosterebilmel,
dokularda belirli bir derisimde bulunmali, serbest radikallerin etkilerini yok
edebilmeli, metaller ile redoks tepkimelerine girebilmeli ve gen expresyonunun

saglayabilmelidir (79).
Antioksidan sistemde dort farkli mekanizma ile oksidanlar etkisizlestirilir (80):

1. Temizleme Etkisi: Antioksidan enzimler tarafindan oksidanlari zayif bir molekiile

cevirme seklinde yapilir.

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

onlar etkisiz hale getirirler.

3. Onarma Etkisi: Serbest radikallerin olusturdugu hasarlar1 onaran antioksidanlar
bulunmaktadir. Ornegin DNA tamir genleri membran lipitlerinin oksidayonunu

Onleyerek antioksidan aktivite gosterir (81).

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

oksidanlar baglanarak fonksiyonlar1 onlenmektedir.

Antioksidan sistem; enzimleri, suda ve yagda ¢Ozilinen radikal tutucular1 ve metal

iyonlar1 baglayan proteinleri kapsar (Tablo 2.6).

Tablo 2.6: Organizmada antioksidan sistem elemanlar1 (78)’den alinmistir.

Enzimler Suda Coziinen Yagda Coziinen Metal Tyonlarim
Radikal Tutucular Radikal Tutucular Baglayan Proteinler
Siiperoksit dismutaz Glutatyon E vitamini Ferritin
Katalaz C vitamini B karoten Transferrin
Glutatyon peroksidaz Urik asit Bilirubin Haptoglobin
Glutatyon rediiktaz Ubikinol Seruloplazmin
Glutatyon transferaz Flavanoidler Albumin
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2.5.1. Enzim Yapisinda Olan Antioksidanlar
2.5.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz enzimi siiperoksit radikalini dismutasyona ugratarak H2O2 ve
molekiiler oksijene doniisiimiinii saglar. Organizmada substrat olarak serbest radikal

kullanan tek enzim SOD’d1r (78).

SoD
20 +2H— 2H20:+ 02

Insanlarda SOD’1n bakir-¢inko SOD (Cu, Zn-SOD) ve mangenez SOD (Mn-SOD) ve
demir SOD (Fe-SOD) olmak tlizere 3 izomeri bulunmaktadir. Cu, Zn—SOD sitozolik
Mn-SOD ise mitokondriyal yerlesimli enzimdir. Cu-Zn SOD enzimimnin genleri 21.
kromozomda, Mn-SOD enziminin genleri ise 6. kromozomda lokalizedir. Mn-SOD
mitokondride bulundugundan burada olusan serbest radikallere karsi oldukca
etkilidir. Cu,Zn—SOD ve Mn—SOD’nin fizyolojik pH’da mekanizmalar1 benzer olup
alkali pH’da Mn—SOD’1n aktivitesi azalirken Cu,Zn—SOD’nin aktivitesi degismez.
Demir igeren SOD izoenzimi ise hayvan dokularinda gosterilememis ancak cogu

bakteride bulunmaktadir (60,82).
2.5.1.2. Katalaz (CAT)

Yapisal olarak bir hemoproteindir. Hidrojen peroksiti suya ve oksijene parcalayan

reaksiyonu katalizler.

Katalaz
H:0: ——» 2H:0+ 0O

Katalaz dort hem grubu igeren bir hemoproteindir (Sekil 2.8). Enzimin dondurulmasi
ya da asit ve alkaliye maruz birakilmasi alt birimlerin ayrigmasina neden olarak
aktivite kaybina yol agar. Enzim peroksizomlarda bulunmaktadir. Mitokondri ve
endoplazmik retikulum ¢ok az katalaz igerir. Katalazi kodlayan gen 11.

kromozomdadir. Bu gende hasar oldugunda akatalezemi goriiliir (60).
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Sekil 2.8: Katalazin {i¢ boyutlu molekiiler yapis1 - Human Blood Plasma Proteins:

Structure and Function (83)’dan alinmigstir.

2.5.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Hidrojen peroksit ve lipit hidroperoksitleri iizerine etkilidir. Rediikte glutatyon ile
hidrojen peroksitin tepkimeye girip okside glutatyon ve su olusturdugu reaksiyonu

katalizleyen enzimdir. Aktivitesi i¢in selenyuma ihtiya¢ duymaktadir.

GSH-Px
H:0:+2GSH — GS5-5G+2H:0

GSH-Px
LOOH +2 GSH —* GS-SG+LOH +H:0

Bu reaksiyonlarda glutatyon (GSH) hidrojen verici olup H20: ve LOOH’lar
indirgenirken, GSH oksitlenmis sekline (GS-SG) doniisiir. Oksitlenmis glutatyon ise
NADPH’a bagimli glutatyon rediiktaz tarafindan tekrar GSH’a indirgenir. Bu sayede
glutatyon peroksidazin islev gorebilmesi icin gerekli olan rediikte glutatyonun
devamliligi saglanir. Glutatyon peroksidaz ve katalaz H2O2’in temizlenmesinde
birlikte gorev alirlar Glutatyon peroksidaz enziminin genleri 3. kromozomda

lokalizedir (60,78).

2.5.1.4. Glutatyon Rediiktaz

Okside glutatyonun rediikte hale g¢evrilmesi glutatyon rediiktaz enzimiyle

gergeklestirilir. Bu tepkimenin gergeklesmesi icin NADPH gereklidir.
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GS-SG+NADPH+H™ — 2GSH +NADP~

Glutatyon hiicre iginin en onemli antioksidan molekiilii olup serbest radikaller ve

peroksitlerle reaksiyona girip hiicreleri oksidan hasara kars1 korur (60,78).
2.5.1.5. Diger Antioksidan Enzimler

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

gosteren enzimlerdir.

Tiyorediiksinler, direk olarak H20: ile reaksiyona girerek antioksidan aktivite
gosterir. Ayrica oksidan strese ugramis gliseraldehit 3 fosfat dehidrogenaz1 da tekrar

rediikte hale getirebilir.

Glutatyon—S—transferaz, GSH-Px gibi etki gostermektedir. Ancak kofaktor olarak
selenyum kullanmaz. Fosfolipit hidroperoksit gibi diger hidroperoksitlerin

yikilmasinda rolii bulunmaktadir.

Sitokrom oksidaz, yapisinda bakir icermektedir. Mitokondride elektron transport

zincirinin enzimi olup siiperoksidi temizlemektedir (60).
2.5.2. Enzim Yapisinda Olmayan Antioksidanlar
2.5.2.1. Askorbik Asit

Suda ¢dziinen giiclii antioksidan bir molekiildiir. Iki tane iyonize olabilen —OH grubu
icerir. Insanlarda sentez edilemediginden besinlerle alinmasi gerekir. Viicutta birgok
enzimin kofaktorli olarak gorev yapar. Bunlardan en dnemlileri lizin hidroksilaz ve
prolin hidroksilazdir. Siiperoksit radikali, hidroksil radikali ve singlet oksijen ile
kolayca reaksiyona girerek onlar1 temizler. Sulu fazda bulunmasina ragmen lipit
peroksidasyonunu baslatici radikalleri temizleyerek lipitleri ve membranlar1 oksidatif
hasara karsi korur. E vitamini rejenerasyonunda rol alir. Boylece E vitamini ile
beraber diisiik dansiteli lipoproteinleri oksidasyona karsi korur. Invitro yapilan

caligmalarda askorbik asidin demir veya bakir karisimlariin siliperoksit radikali
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olusumuna yol agarak DNA’a, proteinlere ve lipitlere hasar verebilecegi

gosterilmistir (60,78).

2.5.2.2. Karotenoidler

Karotenoidler bitkilerde bulunan, agik sari-kirmizi arasi renkleri veren pigmentlerdir.
Karotenoidler, birbiri ardina dizilmis izoprenoid birimlerinden olusmustur. Suda
¢Ozlinmezler, alkali ortamda stabildirler. Bazi karotenoidler A vitamini 6n maddesi
olarak aktivite gosterirler ve bu nedenle viicut i¢in gerekli olan A vitamininin sentezi
acisindan Onemlidirler. A vitamini eksikligi sonucu olusabilecek hastaliklarin,
koroner kalp rahatsizliklarinin ve kanserin Onlenmesinde Onemli rolleri
bulunmaktadir. Karotenoidlerin singlet oksijeni ve reaktif oksijen tiirlerini
temizlerler. Sahip olduklar1 antioksidan 6zellikleri sayesinde kanseri dnleme ya da
geciktirmede etkilidirler. Karotenoid alimi ile o6zellikle akciger kanseri riskini

diisiirmede basarili sonuglar elde edilmistir (84).

2.5.2.3. E Vitamini

E vitamini yagda ¢0ziinen ¢ok Onemli bir antioksidan molekiildiir. Sekiz farkli
izoformu vardir. a-tokoferol insanda en aktif olan formdur. E vitamininin bu formu
hiicre mebranindaki lipitleri koruyan en 6nemli antioksidandir (85). Lipit peroksil
radikallerini mebran proteinleriyle ya da lipit yan zincirleriyle tepkimeye girmeden
hizlica temizler. Askorbik asit gibi ge¢is metalleri varliginda zayif prooksidan etkiye
yol acabilir. Antioksidan etksinin yani sira membran stabilize edici etkisi de

bulunmaktadir (60).

2.5.2.4. Diisiik Molekiil Agirhkh Ajanlar

Genelde protein yapida olan bu antioksidanlar viicutta invivo olarak sentezlenir ya da
diyetle alinir. Baslicalar1 bilirubin, melatonin, lipoik asit, koenzim Q, iirik asit, seks
hormonlaridir.  Bilirubin albiimine baglanarak tasmir. Bilirubinin albiimine
baglanmasi ile alblimin bagli yag asitlerinin olusturdugu radikal hasarina karsi
koruyucu etki gosterir. Ayrica singlet oksijeni ve peroksil radikallerini ortamdan

temizler. Koenzim O mitokondriyal elektron transport zincirinde rol oynar. Lipit
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peroksidasyonunu inhibe eder ve reaktif oksijen tiirlerini ortamdan temizler.
Ostrojen, dstradiol ve oOstron lipit peroksidasyonunu inhibe eder. Bu etkileri i¢in
daha yiiksek konsantrasyonlarda kullanilmalar1 gerekir. Bu da endometrium kanseri
gibi istenmeyen yan etkilere neden olabilir (60). Urik asit insanlarda piirin
katabolizmasinin son {riiniidiir. Plazma antioksidan kapasitesinin  %60’1n1
olusturmaktadir. Serbest radikallerle direk reaksiyona girerek ya da gecis
metalleriyle kararli bilesikler olusturararak antioksidan aktivite gosterip lipit
peroksidasyonunu Onlemektedir (86). Melatonin pineal glanddan triptofandan
sentezlenir. Hidroksil radikalini temizler ve lipit peroksidasyonunu inhibe eder.
Mikrozamal zarlar1 stabilize ederek oksidatif hasara karsi hiicreyi korur. Ayrica
katalaz, siliperoksit dismutaz gibi enzimlerin aktivitesini artirarak giiclii bir

antioksidan aktivite gosterir (87).
2.5.2.5. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler ya da polifenoller, bitkilerin yapisinda ¢ok bulunan, bitkilerin tat,
aroma gibi 6zelliklerine katkida bulunan, bitkileri ¢esitli zararli organizmalara karsi
koruyan ¢ok fonksiyonlu ve karisik yapiya sahip bilesiklerdir. Yapisal olarak bir
veya daha fazla aromatik halka yapisina ya da bir veya daha fazla —OH grubuna
sahiptirler. Degisik sekilde siniflandirilabilirler. En yaygin siniflama molekiildeki
karbon sayisina gore yapilan siniflandirmadir. En basit fenolik bilesik bir tane —OH
grubu iceren benzen yani fenoldiir. Fenolik bilesiklerin antikarsinojen, antioksidan,
antiinflamatuvar, antibakteriyel ve antiviral etki gibi bir¢ok etkileri vardir. Ayrica
kardiyovaskiiler hastaliklar1 azaltict etkileri de bulunur. Bunu oksidatif stresi ¢esitli
yollardan azaltarak, aterosklerotik plaklarin biiylimesini engelleyerek, plazma lipit

diizeylerini diisiirerek ve platelet agregasyonunu inhibe ederek gergeklestirirler (60).
2.5.3. Piirin Metabolizmasi

Deoksiriboniikleozid ve riboniikleozidfosfatlar (niikleotidler) biitiin hiicreler igin
esansiyel maddelerdir. Niikleotidler olmadan DNA ve RNA sentezlenemez. DNA ve
RNA sentezlenemez ise protein sentezi de yapilamaz ve hiicre proliferasyonu
saglanamaz. Ayrica hiicrelerin biiylime ve farklilagsmasinda onemli yerleri olan

karbonhidratlarin, lipidlerin ve proteinlerin sentezinde niikleotidler ara iiriinlerin
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aktiflesmesi sonrasi tasiyici olarak da rol oynarlar. Metabolik islemlerde enerji
vericisi olarak, hormon ve benzeri hiicre dis1 uyarilara cevap verilmesinde
kullanilirlar, pek ¢ok metabolik ara bilesiklerin ve enzim kofaktorlerinin yapisinda
bulunurlar. Piirin ve primidinler de novo sentez yoluyla elde edilebilir ve diyette
bulunan daha 6nce sentezlenmis bazlar bu sekilde yeniden kullanilmis olurlar Bu
dongii i¢inde yapim ve yikim tepkimeleri bir denge halinde siirmektedir. Piirin yikim
basamaginda ADA ve XO rol alarak saglikli bireylerde bu denge halinin

olusturulmasinda 6nemlidirler (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 piirin metabolizmasi
enzimidir. ADA immiin sistemin olgunlagmasina katkida bulunur. ADA lenfoid
hiicrelerin olgunlagmasinda ve farklilagmasinda rol oynar ve olgunlagsma siirecinin
farkli safhalarinda kritik olarak goriiliir. ADA inflamatuvar cevap ve sitokin tiretimi
ile ilgili olan plazma adenozin diizeylerini de diizenler. Plazma adenozin deaminaz
aktivitesi immunolojik durumu degistiren ¢esitli otoimmun ve inflamatuvar
hastaliklarda degisir. Plazmadaki ADA’nin temel kaynagi lenfositler veya monosit-

makrofaj hiicre sistemi olabilir (89).
2.5.3.2. Ksantin Oksidaz (XO)

Ksantin oksiaz (EC 1.1.3.22) ksantin oksido rediiktaz grubu bir enzimdir. Insanlarda
karaciger ve bagirsaklarda bulunmaktadir. Bu enzim piirin katabolizmasinda son
basamaklar olan hipoksantinin ksantine ve ksantinin de {rik asite olusumunu
saglayan enzimdir. Ksantin oksiaz enzimi viicutta en ¢ok hepatosit sitoplazmasinda,
meme epitelinde ve vaskiiller endotelyal hiicrelerde bulunmaktadir. Oksijeni
indirgeyerek hidrojen peroksit, siiperoksit gibi reaktif oksijen kaynaklar1 olusturdugu
ve nitriti nitrit okside indirgeyerek kuvvetli antimikrobiyal etki gdsteren peroksinitrit

olusumunda rolii oldugu bilinmektedir (90-92).
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2.6. Down Sendromu ve Oksidatif Stres

Yapilan caligmalar DS’nun genlerin ve proteinlerin  ekspresyonundaki
diizensizliklerden kaynaklandigim1 ve hastaligin  patogenezinde/ilerlemesinde
oksidatif stresin rol oynadigim1 gostermektedir (93). DS’nda embriyolojik yasamin
erken doneminde hiicrelerde ROS artmakta ve ndronlar gibi bir¢ok hiicrede hasar
meydana gelmektedir. Sonugta bu hasar hayatin erken doneminde mental
retardasyona ve erigkinlerde ise Alzheimer hastaliginin ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir (94). Oksidatif stresin artmasi kromozom 21 tarafindan kodlanan bazi
genlerin artmis ekspresyonuna neden olur. Bunlar arasinda SOD enziminin alt
tirlerinden Cu,Zn-SOD 21. kromozomda kodlandigindan DS’de ekspresyonu ve
aktivitesi artmaktadir. SOD enzim aktivitesinin artmasi sonucu ac¢iga ¢ikan asiri
miktarda H202, GSH-Px ve katalaz enzimlerinin uzaklastirabileceginden fazla
oldugundan temizlenemeyen H20: birikir ve ciddi bir oksidatif stres meydana
gelmektedir. Neticede hiicrelerde oksidatif hasar olusmakta ve MDA, 8—hidroksi—2—
deoksiguanozin gibi oksidatif DNA hasar1 belirte¢lerinin diizeylerinde artis meydana
gelmektedir (2,10). Down Sendromunda gozlenen bu oksidatif stres artiginin prenatal
donemde basladig bildirilmistir. Down Sendromu tespit edilen gebelerin amniyotik
stvilarinda SOD aktivitesinin arttig1 goriilmiis olup lipit peroksidasyonun da normale
gore artmis oldugu bildirilmistir. Sonugta DS fetiislerin beyinlerinde de lipit
peroksidasyonunun ve DNA oksidasyon iiriinlerinin artmig oldugu gosterilmistir
(11,95). In vitro olarak DS’li bireylerin néronlarinda olusmus dejenerasyonun
antioksidan vitaminler ve katalaz ile diizeltilebildigi gosterilmis ancak bununla ilgi in

vivo aragtirmalarin yetersiz oldugu da one siirtilmektedir (10).

2.7. Sitokinler

Sitokinler bir dizi hiicre tarafindan iiretilen inflamatuar sistemi, bagisiklik sistemi ve
hematopoezi diizenleyen kiiciik glikoproteinlerdir. Sitokinler birgok fizyolojik ve
patolojik fonksiyonlar1 diizenlerler. Edinsel bagisiklik, kazanilmis bagisiklik ve
inflamatuvar yanitlar bu fonksiyonlardan bazilaridir. Belli bir sitokin ¢esitli hiicreler
tarafindan farkli dokularda salgilanir fakat ayn1 biyolojik etkiyi gdsterir. Sitokinlerin

etkileri sistemik veya lokaldir. Bazilar1 klasik hormon gibi davranirlar. $oyle ki; belli
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hiicreler tarafindan kana veya cesitli hiicresel sivilara salgilanip viicudun diger
bolgelerindeki hiicresel reseptorlerine baglanirlar. Bazilar1 da daha lokal etki
gosterirler. Bunlar otokrin (bir hiicre tarafindan salgilanan sitokinin ayni hiicre
tizerine etkisi) ve parakrin (belli bir hiicre tarafindan salgilanan sitokinin yakindaki

komsu hiicreye etkisi) etkilerdir.

Sitokinlerin tanimlanmasi ve karakterize edilmesi ¢esitli isimlendirme ve
siiflandirma sistemine gore yapilmistir. Bu simiflandirma sitokinler arasindaki
fonksiyonel benzerliklere ve sitokinlerin etki mekanizmalarina dayanmaktadir.

Sitokinler baslica su ana gruplara ayrilmaktadir:

1. Biiyiime faktorleri (Epidermal biiytime faktorii, platelet orijinli biiylime faktorii)

2. Lenfokinler (interlokin-1a (IL-1a), IL-1B, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8,
IL-9 ve IL-10)

3. Koloni sitimiile eden faktorler (Graniilosit/makrofaj koloni sitimiile eden faktdr,
eritropoietin, 16semi inhibitor faktor)

4. Transforme edici biiylime faktorleri (TGF-a; TGF-)

5. Timor nekroz faktorleri (TNF-a; TNF-f)

6. Interferonlar (IFN-a; IFN-pB; IFN-y) (C8, Cp).

Sitokinler monositler, makrofajlar, T lenfositler, fibroblastlar ve kemik iligi stroma
hiicreleri gibi bircok hiicre tarafindan sentezlenirler. T lenfositler, dolasimdaki
lenfositlerin %60-80 kadarini olustururlar ve periferik kandaki T hiicrelerinin iicte
ikisi CD4+, ticte biri CD8+ yiizey reseptorleri tagirlar. CD8+ yiizey reseptorii tasiyan
lenfositler sitotoksik fonksiyon yapan efektor T hiicrelerinden olusur. CD4+ T
lenfositleri, T helper (Th) hiicreleri olarak da isimlendirilirler ve Th1l ve Th2 olmak
tizere iki onemli alt grubu mevcuttur (96). Thl hiicreleri interferon-gamma (IFN-y),
timor nekroz faktor-alfa ve beta (TNF-a, TNF-B) ve interlokin-2 (IL-2) sitokinlerini
sekrete ederken, Th2 hiicreleri IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 ve IL-13 sitokinlerini sekrete
ederler. IL-1, TNF-a, IFN-g, IL-6 proinflamatuvar sitokinler; IL-4, IL-10, IL-12 ve

IL-13 ise antiinflamatuvar sitokinlerdir (97).

Thl tipi sitokinlerin direkt embriyotoksik aktivite gostererek veya plasental

trofoblast hasara neden olarak gebelige zararli etkileri olabilecegi bildirilmektedir

36



(96). Insanlarda, antijen veya mitojenlerle indiiklenmis periferik kan mononiikleer
hiicre kiiltiirleri ile yapilan ¢aligmalarda, abortuslarin Th1 grubundan IL-2 ve INF-y
konsantrasyonlarinda artis ve Th2 grubundan olan IL-10 konsantrasyonunda azalis
ile birlikte oldugu rapor edilmistir. Gestasyon yasi kiiciik (SGA) bebeklerde ise
annelerin amniyon sivilarinda IL-10 diizeyleri bakilmis ve yiikselmis oldugu
goriilmiistiir (98). Ayrica yapilan caligmalarda, amniyotik kavitede inflamasyon
oldugunda amniyon sivisinda IL-6 konsantrasyonunun arttigr goriilmiistiir ve
amniyon sivisinda artan interlokin-6 diizeylerinin akut koryoamniyonit muhtemel
tanist i¢in hassas bir test olabilecegi on goriilmiistir. Amniyon sivisinda yliksek
konsantrasyonda IL-6 bulunmasi neonatal komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasinda rol
oynadigr gosterilmistir (99). Son kanitlar plasental trofoblast hiicrelerin IL-6
irettigini ve IL-6’nin fetal-maternal etkilesimde immiin regiilatér oldugunu
gostermektedir (100). Bu ¢aligmalar sitokinlerin ve humoral faktorlerin, plasentasyon
ve vaskiilarizasyon basamaginda etkili faktorler oldugunu ve bunlarin gebeligin

prognozu lizerinde muhtemelen etkili olduklarini gdstermektedir.

Gebelikte immiin sistem baskilanmakla birlikte organizma mikrobik enfeksiyonlara
karsi, immiinite aracili doku gelisimi ve farklilasmasi i¢in kendini korumalidir. Bu
nedenle proinflamatuar sitokin diizeyleri fetal organlara zarar vermeyecek ve erken

doguma yol agmayacak seviyelerde tutulmalidir (101).
2.7.1. Interlokin 6 (IL-6)

IL-6’nin en 6nemli kaynagi mononiikleer fagositik hiicrelerdir. Ayrica IL-6 B ve T
lenfositler, fibroblastlar, endotel hiicreleri, hepatositler, keratinositler, astrositler ve
kemik iligi stroma hiicreleri tarafindan da sentezlenir. IL-6 geni, 7. kromozomun kisa
kolunda lokalizedir. Cesitli sitokinler [TNF-qa, IL-1, trombosit kaynakli biiyiime
faktorii (PDGF), Interferon-beta (IFN-B)], antijenler, mitojenler ve bakteriyel
endotoksinler (lipopolisakkarit) farkli hiicre tiplerinde IL-6 olusumunu uyarir. Beyin
omurilik sivist (BOS)’daki IL-6 yapimu ise virilisler ve fibroblastlar tarafindan
indiiklenir. Human immunodeficiency virus (HIV), monositlerde IL-6 yapimini
uyarir (102). In vivo ve in vitro olarak IL-6, B hiicrelerinin farklilasmasini ve timus

hiicrelerinin aktivasyonunu saglar. Immiinglobulin salgilayan plazma hiicrelerinin

37



farklilasmas1 i¢in de IL-6’ya ihtiya¢ vardir (103). IL-6 fibroblastlarin antiviral
aktivitelerini, prostaglandin {iretimini arttirir. Ayrica IL-6 bilinen biitiin akut faz
proteinlerinin sentezlerini uyarmaktadir. Dokuda hasar olustugunda makrofajlar,
epitel hiicreleri ve fibroblastlar gibi inflamatuvar hiicrelerden sitokinler salgilanir ve
bu sitokinler hepatositlere dogrudan etki ederler. Inflamasyona yanit olarak
hipotalamo hipofizer adrenal aksin uyarilmasiyla kortikosteroidler salgilanir ve
sitokinlerin bu aktiviteleri daha da gii¢lenir. Karaciger hiicrelerinde IL-6 reseptdrleri
ekspresyonunun kortizol tarafindan uyarilmasi ile IL-6 aracili akut faz proteinleri
sentezi uyarilmaktadir. Ayni1 zamanda 6zellikle IL-6 olmak iizere, diger sitokinler de
steroid biyosentezini artirmaktadirlar. IL-6 bilinen tiim sitokinlerin sentezini arttirir.
IL-6 diizeyinde meydana gelen degisiklikler B lenfosit fonksiyonunu ve
immiinglobiilin ~ sentezini olumsuz etkileyerek humarol immiiniteyi de

baskilamaktadir (61,104).
2.7.2. Interlokin 10 (IL-10)

Interlokin 10 T lenfosit, makrofaj, keratinosit ve B lenfositlerden sentezlenir. B
lenfosit ¢ogalmasini ve immiinglobiilin sekresyonunu uyarir. IL-10 sitokin sentez
inhibitorii olarak bilinir ve proinflamatuvar sitokinlerin gen expresyonunu inhibe
eder. Bu sekilde inflamatuvar reaksiyonlarin ¢oziilmesinde dnemli bir rol oynar.
Inflamatuvar reaksiyonlarda IL-10 expresyonu genellikle gec¢ inflamatuvar siirecte
olup boylelikle organizmada inflamasyona neden olan patojenlere karsit uygun bir
yanit verilir. IL-10 kromozom 1 iizerinde lokalize olmus bir gen tarafindan kodlanir.
IL-10, IL-3 ile birlikte megakaryositlerin biiylime ve gelismesini uyarir. IL-10 B
lenfositlerin proliferasyonunu ve atikor iiretimini arttirir. Ayrica hematopoetik
progenitor hiicrelerin ¢ogalma ve farklilagsmasinmi arttirir. 1L-10, IL-6 gibi akut faz
proteinlerinin {iretimini uyarmakta ve B hiicrelerinin biiylimesini ve plazma
hiicrelerine doniisiimiinii arttirmaktadir (61,105). IL-10 implantasyon ve gebelikte
plasenta ve trofoblastlardan tarafindan iiretilir ve immiimsiipresan 6zellikte olmasi
nedeniyle fetal rejeksiyonu onler. IL-1P uyarilmasina tepki olarak desidual hiicreler
tarafindan IL-10 tiretimi de tanimlanmistir. Bu bulgular gebelikte IL-10’un 6nemli
bir rolii oldugunu gosterir. Dogumda veya intrauterin enfeksiyon varliginda

amniyotik sividaki IL-10 konsantrasyonunu gosteren yapilmis herhangi bir invivo
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calisma yaymlanmamistir. IL-10 konsantrasyonu infeksiyon nedeniyle preterm
dogum yapmis hastalarin amniyon sivisinda incelenmis ve zamaninda ya da
infeksiyon olmadan gergeklesen preterm dogum yapmis hastalarin amniyon sivisinda
daha yiiksek konsantrasyonda bulunmustur. Bu bulgular IL-10’un intrauterin
enfeksiyona neden olan inflamatuvar siireci stimiile etmesiyle agiklanabilmekle
birlikte heniiz IL-10’un intrauterin enfeksiyondaki kesin rolii anlagilamamustir.
Ileride yapilacak olan caligmalar IL-10’un gebelikteki ve preterm dogum
tedavisindeki terapatik potansiyel etkisini ve nasil bir rol oynadigimi agiklayabilir

(106).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Goniillii Secimi

Bu arastirma igin Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu’'ndan gerekli izin alinmistir (Ek 1). Aragtirmaya katilan tiim gonilliilerin
aydinlatilmis onamlar1 alinmistir (Ek 2). Bu calismada kullanilan materyaller; 15
Eyliil 2013 tarihinden itibaren Zekai Tahir Burak Kadin Sagligi Egitim ve Aragtirma
Hastanesi Genetik Merkezi’ne bagvuran gebelerden, 16-20. gebelik haftalar1 arasinda
ultrasonografi esliginde yapilan ikili ve {i¢lii testlerde DS agisindan risk tasiyan
gebelerin amniyon sivilarinin alinarak karyotip analizi sonucu Trizomi 21°li fetiise
sahip olduklarinin belirlenmesiyle olusturulmustur. Calismamizda DS’lu ve normal
karyotipli bebege sahip olan gebelerin amniyon sivist toplanarak iki grup
olusturulmustur. Calisma grubunu DS’lu bebege sahip gebelerin amniyon sivisi
kontrol grubunu ise saglikli bebege sahip gebelerin amniyon sivisi olusturmaktadir.
Caligmamizin basarisinin ve giivenirliliginin yiiksek olmasi i¢in Two-Sample T-Test
Power Analiz yaparak ¢alisicagimiz 6rnek sayisini belirledik. Buna gore DS’lu vaka
sayist (¢aligma grubu) 18 ve kontrol grubumuz 36 oldugunda 0,05 hata ile power
analizimiz %82 olmaktadir. Bu degerler bizim calismamizin giivenirligi agisindan
kabul edilebilir degerler olarak tespit edilmistir. Toplanan amniyon sivilari ¢calisma
giiniine dek -80°C’de saklanmistir. Arastirma igin hedeflenmis olan 18 sayisina

ulastigimiz 20 Haziran 2014 tarihinde 6rnek toplama asamasi sonlandirilmistir.

Calisma ve kontrol gruplari olusturulduktan sonra Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Prof. Dr. Zuhal Yurtarslant Arastirma
Laboratuvarinda MDA, SOD, GSH-Px, XO, CAT, ADA, NO, NOS, IL-6 ve IL-10

testleri calisilmustir.
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3.2. Geregler
3.2.1. Cihazlar

- ELISA okuyucu ve yikayict (ChemWell® 2910 Automated EIA and Chemistry
Analyzer)

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

- Altus AL380 Derin Dondurucu (+4 °C)

- Unicam HeAios—a UV—Vis Spektrofotometre

- Harrier 18/80 sogutmal1 santrifiij

- Sorvall RMC 14 santrifiij

- Sartorius Basic hassas terazi

- Su Banyosu/Grant Ins

- Whirlmix 20 W vorteks

- Cesitli hacimlerde ayarlanabilir hacimli otomatik pipetler ve cam pipetler

- Cesitli boyutlarda cam ve polipropilen deney tiipleri ve eppendorf tiipleri
3.2.2. Kimyasal Maddeler
IL-6 ve IL-10 o6lgiimiinde Platinum ELISA kitleri kullanilmustir.

Oksidan ve antioksidan belirteclerin dl¢lilmesinde kullanilan tiim kimyasal maddeler

Sigma—Aldrich ve Merck Kimya sirketlerinden saglanmistir.
3.3. Oksidan ve Antioksidan Parametrelerin Olciilmesi
3.3.1. MDA Miktar1 Ol¢iim Yéntemi

MDA lipit peroksidasyonunun son firiinii oldugundan dolay1 ve oksidatif stresin
gostergesi olarak siklikla kullanilmaktadir. MDA disindaki ¢esitli maddeler de
tiyobarbitiirik asit (TBA) ile tepkimeye girebilir. Bu maddeler TBARS

(tiyobarbitiirik asit ile reaksiyon veren maddeler) olarak adlandirilir.
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MDA diizeyi Ol¢limiiniin prensibi MDA ile TBA’in olusturdugu pembe renkli

kompleksin absorbansinin 532 nm dalga boyunda spektrofotometrede oOlciilmesi

esasina dayanir (107).

MDA o6lgiimiinda kullanilan reaktifler:

- Etil alkol (% 95°1ik, v/v)

- Fosfat tamponu (pH 6; 100 mM): 2,13 g NaHPO4 ile 11,56 g KH2PO4 tartilip

distile suda ¢oziliir ve hacim 1 litreye tamamlanir.

- Trikloroasetik asit (TCA) (% 20 w/v): 500 ml 0,6 N HCI’de 100 g kat1 TCA

¢oOziilerek hazirlanilir.

- TBA ¢ozeltisi (% 2 w/v): 200 mg TBA tartilip 10 ml distile suda ¢oziiliir.

Tablo 3.1: MDA Ol¢iim Yéntemi Protokolii

KOR NUMUNE
SUPERNATANT 200 ul 200 ul
ETiL ALKOL 1ml 1ml
FOSFAT TAMPONU 1ml 1ml
TCA Iml 1ml
TBA 1ml -

30 dakika boyunca kaynar suda deney tiipleri inkiibe edilmistir. Sonra 20 dakika

boyunca 4000 x g santrifiij yapilmistir. Spektrofotometrik 6l¢iim yapilacagi zaman

kor tiiplerine 1 ml TBA ¢ozeltisi konulmustur. 532 nm dalga boyunda numune ve kor

tiiplerindeki ¢ozeltilerin absorbanslar1 distile suya karsi spektrofotometrik olarak

okunmustur.

Bu 6l¢iimde MDA standardi olarak tetraetoksipropan (TEP) kullanilir (% 96; d=0,92;

MA= 220,3).

TEP molaritesinin hesaplanmast:

0,92 x 1000 = 920 g (TEP ¢dzeltisinin 1 litresinin agirligi)

920 : 100 x 96 = 883,2 g ( 1 litre ¢ozeltideki TEP miktart)
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883,2 : 220,3 = 4 mol TEP (1 litre ¢ozeltide 4 mol TEP oldugu i¢in, ¢ozeltideki
TEP’in konsantrasyonu 4 molar (M)’dur.

4 M’lik ¢ozelti etil alkolle 400.000 kat diliie edilerek, 10 pM’lik standart ¢ozelti elde
edilir. Aynm1 deney protokolii standart ve standart korii i¢in uygulanir ve
spektrofotometrede absorbanslar okunur. Buna gore ‘Faktor’ degeri asagida

goriildigi sekilde 161,3 olarak hesaplanir.

Standardin optik dansitesi (ODst) = 0,152

Standart koriiniin optik dansitesi (ODstwkesr) = 0,090

AODs = 0,062

MDA konsantrasyonu (nmol/ml) = AODn x Standardin konsantrasyonu / AODs

=AODN x 10 uM / 0,062

=AOD~x 161,3

Elde edilen MDA degeri "nmol/ml" olarak belirtilir. Calismamizda silipernatantlar
100 pl yerine 200 pl olarak alinmistir. Buna gore hesaplama asagidaki sekilde
yapilmistir:

MDA (nmol/ml) = AOD x 161,3 x (1/2)

= AOD x 80,65

3.3.2. SOD Diizeyinin Belirlenmesi

Bu deneyin prensibi; ksantin-ksantin oksidaz sistemi tarafindan olusturulan
siiperoksit radikalinin ortamda bulunan nitroblue tetrazolium (NBT) bilesigini
indirgemesi ve menekse renkli formazan bilesigi olusturmasi esasina dayanmaktadir.
Bu bilesik spektrofotometrede 560 nm dalga boyunda maksimum absorbans
vermektedir. Reaksiyon ortamina ilave edilen (numunede bulunan) SOD enzimi,

olusan siiperoksit radikallerini ortamdan uzaklastirarak, aktivitesiyle dogru orantili
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olarak NBT nin inhibisyonunu engellemektedir. Ortama SOD ilave edilerek bulunan
absorbans degeri, enzimin ilave edilmedigi kor deneyinin absorbansiyla

karsilagtirilarak enzim aktivitesi hesaplanmaktadir.

SOD aktivitesinin 6l¢limiinde kullanilan reaktifler:

- Reaktif 1: Asagidaki ¢ozeltiler ayr1 olarak hazirlandiktan sonra birlestirilir.

¢ 9.1 mg ksantin tartilip toplam hacim 200 ml olacak sekilde distile suda birkag
damla 1 N NaOH ile ¢oziiliir.

e 100 ml distile suda NBT 12,3 mg tartilip ¢oziiliir.
e 100 ml distile suda 25 mg EDTA (Disodyum tuzu, dihidrat) ¢oziiliir.

e Bovin (s1gir) albumin 30 mg tartilip distile su ile toplam hacim 30 ml olacak

sekilde ¢oziiliir.
- XO gozeltisi : 100 pl XO 1 ml 3,2 M amonyum siilfatta ¢oziiliir.

- CuClz¢ozeltisi: 108 mg CuCl: tartilip 100 ml distile suda ¢oziiliir.

Tablo 3.2: SOD aktivitesi 6l¢iimii protokolii

KOR NUMUNE
REAKTIF 1 2,75 ml 2,75 ml
SUPERNATANT 100 pl —
X0 50 pl 50 pl

Tiipler oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edilmistir.

CuCl

100 pl

100 pl

SUPERNATANT

100 pl

Bu deneyde SOD enzim aktivitesi tinite (U) cinsinden ifade edilir. Buna gére SOD
enzim aktivitesi (1U), NBT’ nin indirgenmesini % 50 inhibe eden enzim miktar

olarak tanimlanmustir.

44



Numune ve koriin absorbanslar1 spektrofotometrede 560 nm dalga boyunda distile
suya kars1 Olctliir ve elde edilen absorbans degerleri asagidaki formiilde yerine

konarak SOD aktivitesi hesaplanir.
% Inhibisyon = [(ODksr - ODNm) / ODkar] x 100
SOD aktivitesi (U/ml) = % Inhibisyon / (50 x 0,1)
= [(ODksr - ODNm) / ODksr] x 100 /(50 x 0,1)
SOD aktivitesi (U/ml) = [(ODksr - ODNm) / ODker] x 20
SOD aktivitesi (U/ml) = [(ODksr - ODNm) / ODkar] x 20
3.3.3. GSH-Px Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

GSH-Px, indirgenmis glutatyon (GSH) ve H202’nin reaksiyona girerek
yiikseltgenmis glutatyon (GS-SG) ve H2O olusumunu saglar. Bu reaksiyonun
ardindan GSH rediiktaz enzimi GS-SG’yi tekrar indirger. Bu sirada ortamdaki
NADPH’1 yiikseltgeyerek NADP’ye doniisiimiinii saglar (109). GSH- Px
aktivitesiyle GS-SG olustukca NADPH’nin ortamdaki miktar1 azalacagindan 340 nm
dalga boyunda NADPH absorbansindaki azalma GSH-Px enzim aktivitesiyle dogru

orantilidir.

Bu 6l¢iim yonteminde kullanilan reaktifler:

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

tuzu, dihidrat) 1 litre distile suda ¢oziilerek hazirlanir.

- Gulutatyon ¢ozeltisi: 250 mg GSH 5 ml fosfat tamponunda ¢oziilerek hazirlanir.

- NADPH ¢ozeltisi: 2,5 ml fosfat tamponunda 15 mg NADPH ¢oziiliir.

- GSH Rediiktaz ¢ozeltisi: GSH Rediiktaz enzim ¢ozeltisinden 10 pl almip 1 ml 3,2
M amonyum siilfatta seyreltilir.

- Sodyum azid ¢ozeltisi: 65 mg sodyum azid tartilip 5 ml fosfat tamponunda

¢Oziiliir.

- H20:2¢06zeltisi: 5 ml fosfat tamponuna 15 pl H202 stok ¢ozeltisi (% 30 v/v) eklenir.
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Tablo 3.3: GSH-Px Aktivitesi Ol¢iimii Protokolii

FOSFAT TAMPONU 2,5 ml
GSH 100 ul
NADPH 50 pl

GSH REDUKTAZ 100 pl
SODYUM AZIiD 100 pl
SUPERNATANT 100 pl

Spektrofotometre 340 nm dalga boyuna ayarlanir ve fosfat tamponuyla sifirlanir.
Yukaridaki protokoldeki maddeler sirayla kuvars kiivete konulur ve bir dakika
siireyle absorbans takip edilir. Elde edilen sonu¢ kor degeridir. Ayni1 kiivete 100 pl
H20:2 eklenip bir dakika siireyle okunur ve bu sonu¢ numune degeridir. Bu iki deger
arasindaki fark (AOD) GSH-Px aktivitesiyle dogru orantilidir. GSH-Px aktivitesi
NADPH’in molar absorpsiyon katsayis1 (¢ = 6,22.10° L/mol.cm) kullanilarak

hesaplanur.

GSH-Px aktivitesi (IU/L) :

AOD x (1/enappH) X (Vioplam/ Viumune) X (1/zaman (dk)) x Seyreltme Faktorii

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

GSH-Px aktivitesi (IU/L)

(AOD/dk) x0,0048 mol/L/dk; mmol/ml i¢in 1000 ile
carpilir.

GSH-Px aktivitesi (IU/ml) = (AOD/dK) x 4,8

3.3.4. XO Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

XO enzimi ksantini yikarak {iirik asit meydana getirmektedir. Deneyin prensibi XO
aciga cikarttig1 lirik asitin optik dansitesinin 293 nm dalga boyunda 6l¢iilmesi esasina
dayanmaktadir. Birim zamanda olusan lrik asit miktar1 iizerinden XO aktivitesi

hesaplanir (110).
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Bu 6l¢lim yonteminde kullanilan reaktifler:

- Fosfat Tamponu (pH 7,5; 50 mM fosfat; 0,5 mM EDTA): 0,5 g KH2PO4, 3 g
Na:HPO4 ve 93 mg EDTA (Disodyum tuzu, dihidrat) distile suda ¢oziilerek

toplam hacim 500 mL’ye tamamlandi.

- Ksantin ¢ozeltisi (2 mM): 7,6 mg ksantin tartilarak 100 pL 1 N NaOH yardimiyla

25 mL fosfat tamponunda ¢ozildii.

Tablo 3.4: XO enzim aktivitesi 6l¢lim protokolii.

FOSFAT TAMPONU 2,8 mL
KSANTIN COZELTISi 0,1 mL
SERUM 0,1 mL

Tablo 3.4’teki gibi deney protokolii hazirlanmistir. Deney tiiplindeki ¢ozeltinin
absorbanst 293 nm dalga boyunda kuartz kuvet kullanilarak spektrofotometrede
distile suya karst Olcllmiistiir. Cozeltiler oda sicakliginda inkiibe edildi ve
absorbanslar1 1. saat ve 20. saatte tekrar olciildii. Olgiim degerleri arasindaki fark
(AOD) ve iirik asitin molar absorpsiyon katsayisi (¢ = 10x10° L/umol. cm)
kullanilarak XO enzim aktivitesi hesaplandi. XO aktivitesi asagidaki formiil

kullanilarak hesaplandi.

€ trikasit: 10* L x mol™! x cm™!

AOD iirik asit = € iirik asit X C iirik asit X /

C iirik asit = AOD ik asit / (€ ik asit X /)

C irik asit = AOD ik asit / (10* L x mol™' x cm™ x 1 cm)

C irik asit = AOD rik asit / 10* L/mol = AOD ik asit X 107% mol/L

C iirik asit = AOD ik asit X 10% pmol/L

1 IU XO aktivitesi, [U’nun tanim1 geregi 1 pmol/dk iirik asit olusmasini saglayan
enzim aktivitesi oldugundan 1 ITU/L XO = 1 pumol/(dk x L) iirik asit olusumuna
karsilik gelmektedir.

XO (IU/L) = AOD ik asit X 10? pumol/L x [1/t (dakika )] x 30 (Seyreltme Orani)
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Tepkime siiresi 1140 dk (1 ve 20. saatler arasi) oldugundan; numunede XO

aktiviteleri su formiillere gore hesaplanir:

XO (mIU/ml) = (AOD/1140) x 3000

3.3.5. CAT Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Hidrojen peroksit katalaz i¢in substrattir. Katalaz ol¢lim yonteminin prensibi CAT
enzimi tarafindan kataliz edilen reaksiyon sirasinda hidrojen peroksitin 240 nm dalga
boyunda verdigi absorbans degerinin azalma gostermesi ve bu azalmanin

spektrofotometrik olarak takip edilmesi esasina dayanir (111).

Bu 6l¢iim yonteminde kullanilan reaktifler:

- Fosfat tamponu (pH 7; 50 mM): 600 ml distile suda 4,2 g NaxHPO4 ¢oziiliir ve
2,72 ¢ KH2PO4 400 ml distile suda ¢oziilerek karistirilir.

- H202 ¢ozeltisi: H202 stok ¢ozeltisinden (% 30 v/v) 0,2 ml alinir. 100 ml fosfat
tamponu (pH 7; 50 mM) ile seyreltilir.

Deney, kuartz kiivete 3 ml H202 ¢6zeltisi ve 0,01 ml siipernatan konulmustur. Distile
suya karst 240 nm dalga boyunda spektrofotometrede absorbansin bir dakika
izlenmesi protokoliine gore gerceklestirilir. Bir dakikanin sonunda ortaya cikan
absorbans farki (AOD) ve H202’in molar absorbsiyon katsayist (£=0.04098
litre/mmol.cm) kullanilarak CAT aktivitesi hesaplanir. CAT enzim aktivitesi

asagidaki formiille hesaplanir. F degeri bu caligmada 7320 alinmistir.

CAT aktivitesi (IU/ml) = (AOD/dk.) x F
= (AOD/dk.)x (1/ €) x (Toplam hacim/Numune hacmi9
= (AOD/dk.)x (1/40,98) x (3ml/0,01ml)
=(AOD/dk.) x7,320 mol/L/dk; mmol/ml i¢in 1000 ile
carpilir
CAT aktivitesi (IU/ml) = (AOD/dk.) x 7320
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3.3.6. ADA Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

ADA enzim aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan yOntemin prensibi ADA
enziminin adenozinden inozin olusturdugu sirada agiga cikan amonyagin alkali
hipoklorid ve fenol nitroprussid ile reaksiyon olusturmasi ve meydana gelen mavi
rengin absorbansinin 628 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak OGlgiilmesi

esasina dayanir (112).

Bu 6l¢iim yonteminde kullanilan reaktifler:

- Fosfat tamponu (pH: 6,5; 50 mM fosfat): 5.62 gr Na2HPO4.12H20 ve 4.73 gr
NaH2PO4.H20 tartilip distile suda ¢oziiliir ve hacim 1 litreye tamamlanir.

- Adenozin ¢o6zeltisi (2mM): Sicak su banyosunda 25 ml fosfat tamponunda (50
mM, pH: 6,5) 140 mg adenozin ¢ozdiiriiliir ve sogutulur.

- Amonyum siilfat stok cozeltisi (15 mM): 1,982 gr anhidroz amonyum siilfat
[(NH4)2SO4] tartilip distile suda ¢oziiliir ve hacim 1 litreye tamamlanir.

- Amonyum siilfat standart ¢ozeltisi (75 uM): Amonyum siilfat stok ¢ozeltisinden
0,5 ml alinir ve 100 ml hacme tamamlanuir.

- Fenol nitroprussid ¢ozeltisi: (106 mM fenol ve 0,17 mM sodyum nitroprussid):
Distile suda 10 gr fenol ve 50 mg sodyum nitroprussid ¢oziiliir ve hacim 1 litreye
tamamlanir.

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

NaOH ve 16,4 ml Clorox (% 5) karistirilir ve hacim 1 litreye tamamlanur.

Tablo 3.5: ADA aktivitesi 6l¢iim protokolii

NUMUNE KOR STANDART STANDART KOR
ADENOZIN COZELTISi 0,5 ml 0,5 ml
NUMUNE 25 ul -
STANDART COZELTISI -- -- 0,5 ml
FOSFAT TAMPONU - - -- 0,5 ml
DISTILE SU L L 25 ul 25 ul

Tablo 3.5’de ki deney protokolii yapildiktan sonra deney tiipleri karigtirilir. Daha
sonra 37°C su banyosunda 60 dakika siire ile inkiibe edilir ve tablo 3.6’te gdsterilen

sekilde devam edilir.
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Tablo 3.6: ADA aktivitesi 6l¢iim protokolii-2

NUMUNE KOR | STANDART STANDART KOR
FENOL NiTROPRUSSID 1,5 ml 1,5 ml 1,5 ml 1,5 ml
NUMUNE -- 25 ul
ALKALI HIPOKLORID
COZELTISI 1,5 ml 1,5 ml 1,5 ml 1,5 ml

Tekrar protokolden sonra deney tiipleri karistirtlip 37°C su banyosunda 30 dakika
stire ile daha inkiibe edilir ve 628 nm dalga boyunda distile suya karsi numune ve kor
absorbanslar1 (OD) okunur. ADA enzim aktivitesi asagidaki formiille hesaplanir. Bu

calismada faktor 50 olarak alinmustir.
ADA aktivitesi (mIU/ml) = [(ODNm-ODker) / (ODst-ODstkor)] X F

Amonyum siilfat standart cozeltisi 75 pM olup adenozinden inozin olusumu
sirasinda 150 uM iiriin (amonyak) ortaya ¢ikarmaktadir. Ornek hacmi 25 mikrolitre
iken standart hacmi 500 mikrolitre oldugundan 20 kat sulandirma kullanilmistir.
Toplamda 150*20 = 3000 uM amonyak olusumu goézlenmistir. Bu reaksiyon 60
dakika i¢inde gergeklestigi icin dakikada 3000/60=50 uM iiriin olugmustur.

1 TU ADA aktivitesi, [U’nun tanimi geregi 1 pmol/dk amonyak olusmasini saglayan
enzim aktivitesi oldugundan 1 IU/L ADA = 1 mIU/ml ADA = 1 umol/(dk x L)

amonyak olusumuna karsilik gelmelidir.

ADA aktivitesi (mIU/ml) = [(ODNm-ODxker) / (ODst-ODster)] x F formiiliinde ‘F’

degeri yukarida gosterilen hesaplamadan dolay1 50 alinmustir.
3.3.7.NO Olgiim Yéntemi

NO diizeyinin 6l¢iilmesi NO’nun asidik ortamda siilfanilik asiti diazotizasyonu ve
ardindan naftiletilendiamin ile reaksiyona girmesi esasina dayanir. Reaksiyon
sonunda ortaya renkli bir bilesik ¢ikar. Bu bilesigin absorbansi 540 nm’de okunur.

Okunan optik dansite degeri, NO konsantrasyonu ile dogru orantilidir (113,114).
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Bu 6l¢lim yonteminde kullanilan reaktifler:

- Natftiletilendiamin ¢ozeltisi: 162 mg naftiletilendiamin 10 ml distile suda ¢oziiliir.
- HCI: 10 ml distile suda 50 ul HCI ¢oziiliir.

- Siilfanilik asit ¢6zelisi: 180 mg siilfanilik asit 10 ml distile suda ¢oziiliir.

%20’lik TCA 200 pl numuneye eklendi. 5 dk inkiibe edildi. Sonra 200 pl distile su
ilave edildi. 5000 devirde 5 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant alindi. Daha
sonra i¢ine kadminyum (Cd) metali konuldu. 24 saat beklenildikten sonra asagidaki

deney protokolii uygulandi.

Tablo 3.7: NO 6l¢iim protokolii

KOR NUMUNE
SUZUNTU 100 pl 100 pl
HCl 250 pl 250 ul
SULFANILIK ASIT 250 ul 250 ul
NAFTILETILENDIAMIN -- 250 ul
DISTILE SU 250 ul

En son islemden sonra tiipler oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildikten sonra
spektrofotometrede 540 nm’de distile suya karst okunmustur. NO konsanrasyonu

hazirlanan standartin optik dansitesinden yararlanilarak hesaplandi.

Standartin optik dansitesi (ODst) = 0,1

Standartin konsantrasyonu (Cst) = 25 mM

NO konsantrasyonu (mM) = {(OD~m- > KOD) / ODst } x Cst
NO konsantrasyonu (mM) = {(OD~m - ) KOD) / 0,1} x 25 mM
NO konsantrasyonu (mM) = (ODnm - Y KOD) x 250

Buna gore ‘Faktor’ degeri 250 olarak bulunmustur.
3.3.8. NOS Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

NO, L-argininden sitriilin olusumu sirasinda nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi

araciligiyla olusur. Deneyin prensibi; L-argininden olugan NO’un asidik ortamda

51




stilfanilik asidi diazotizasyonu ve radindan naftiletilendiamin ile reaksiyona girmesi
esasina dayanir. Olusan renkli ¢6zeltinin optik dansitesi spektrofotometride, 540 nm’de
okunur. Bulunan deger NO konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Birim zamanda

olusan NO’den olusan nitrit miktar izerinden NOS aktivitesi hesaplanir (113,114).

Bu 6l¢iim yonteminde kullanilan reaktifler:

Naftiletilendiamin ¢6zeltisi: 162 mg naftiletilendiamin 10 ml distile suda ¢oziiliir.

HCI: 10 ml distile suda 50 ul HCI ¢oziiliir.

Siilfanilik asit ¢ozelisi: 180 mg siilfanilik asit 10 ml distile suda ¢oziiliir.

Substrat ¢ozeltisi: 700 mg arginin 10 ml distile suda ¢oziiniir.

Tablo 3.8: NOS 6l¢iim protokolii

KOR NUMUNE STANDART KORU STANDART
STANDART -- -- -- 100 pl
NUMUNE 100 pl 100 ul - -
ARGININ -- 100 pl - -
DISTILE SU 100 pl -- 200 pl 100 pl

Tiipler oda sicakliginda 1 sa bekletilir.

%20 TCA 20 pl 20 pl 20 pl 20 pl
ARGININ 100 pl -- 100 pl 100 pl
DISTILE SU -- 100 pl -- --

Tiipler oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilir ve 5000 devirde 5 dakika santrifiij
edildikten sonra siipernatant alinir ve i¢cine Cd konulan tiipler 24 saat bekletilir ve

Cd’lar alindiktan sonra ¢alismaya asagidaki sekilde devam edilir.

SUZUNTU 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl
HCI 250 pl 250 ul 250 pl 250 pl
SULFANILIK ASIT 250 ul 250 ul 250 ul 250 ul
NAFTIETILENDIAMIN | -- 250 ul 250 ul 250 ul
DISTILE SU 250 ul - - --
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En son basamaktan sonra tiipler oda sicakliginda 30 dk inkiibe edilir. Daha sonra
spektrofotometrede 540 nm dalga boyuna ayarlanir ve absorbanslar okunur. Standart
olarak sodyum nitroprussid kullanilir. NOS aktivitesi standardin optik dansite
degerinden yararlanilarak ve bir saatlik inkiibasyon siiresi dikkate alinarak

hesaplanir.

Standartin optik dansitesi (ODst) = 0,1

Son hacimdeki Standartin konsantrasyonu (Cst) = 25 mM = 25 pmol/mL

Numune hacmi = 0,1 mL

Total hacim = 0,9 mL

NOS aktivitesi(IU/mL)=[ {(ODxm- ODkar) / ODst } x Cst] x (1/60)xSeyreltmefaktorii
NOS aktivitesi(IU/mL)= [ {(ODNm- ODkaér) / ODst} x 25umol/ mL]x (1/60)x (0,9/0,1)
NOS aktivitesi(IU/mL)= (OD~m- ODker) x 37,5

Buna gore Faktor degeri 37,5 olarak bulunur.

NOS aktivitesi (IU/ml) = (AODNm— AODksr) X 37,5
3.4. Interlékin Diizeylerinin Ol¢iimii
3.4.1. IL-6 ve IL-10 Diizeyinin Belirlenmesi

Amniyon sivisinda IL-6 ve IL-10 diizeyi ticari kitler kullanilarak ‘Enzyme-linked
Immunosorbent Assay’ yani immunoenzimatik yontem olan ELISA yontemi ile
olgiildii. ELISA yontemi 6zgiil antijen antikor baglanmasinin antikorlara alkalen
fosfataz veya horseradish peroksidaz gibi bir enzim baglanmasi ve bu enzim
substratinin renkli iirlinlere doniistiiriilmesi suretiyle gdsterilmesi esasina dayali
immiinokimyasal 6l¢lim teknigidir. ELISA yontemi ile 6zgiil antikor kullanilarak
ornekteki antijenin miktar1 ve 6zgiil antijen kullanilarak 6rnekteki antikorun miktari
Olciilebilir. ELISA yontemi ¢esitli sekillerde uygulanabilir. Yarismali (kompetetif) ve
sandvi¢ (nonkompetetif) ELISA en ¢ok tercih edilen tiirlerdir. Bizim ¢alismamizda
sandvi¢ ELISA yontemi kullanilmistir. Bu yontemde yakalayici antikor olarak

adlandirilan antikor ilk once kati faz ylizeyine pasif olarak adsorbe edilir veya
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kovalent olarak baglanir. Ol¢iimiin ikinci asamasinda, drnekteki antijenin reaksiyona
girmesi ve kati faz antikoru tarafindan yakalanmasi saglanir. Daha sonra diger
proteinler yikanarak, ortamdan uzaklastirilir ve isaretli antikor (konjuge) eklenir;
ikinci antikor, bagli antijen tizerindeki ikinci ve farkli bir epitop ile reaksiyona girer.
Ikinci yikama ile bagli olmayan isaretli antikor uzaklastirilir ve bagl isaretleyici
saptanir. Elde edilen aktivite yada konsantrasyon direk olarak antijen konsantrasyonu

ile dogru orantilidir (115).

Calismamizda interlokin diizeylerinin belirlenmesinde Human IL6 ve IL10 Platinim
ELISA (eBioscience) kitleri kullanilmistir. Her iki kitdeki deney prosedurtii birbirinin
ayni olup kit prospektusu geregi deney akis1 gergeklestirilmistir. Bu nedenle asagida
IL6 ve IL10 6l¢iim proseduru akisi birlikte agiklanmistir.

Calismada kitlerde hazir olarak bulunan human IL-6 (human IL-10) antikorlar ile
kaplanmis kuyucuklardan olusan plakalar kullanilmistir. Numune veya standartta
bulunan human IL-6 (human IL-10) kuyucuklardaki antikorlara baglanir. Konjuge
biotin anti- human IL-6 (human IL-10) antikorlar1 ilave edilir. Birinci antikorlar
tarafindan human IL-6 (human IL-10) yakalanir. inkiibasyondan sonra, baglanmamis
olan konjuge biotin anti- human IL-6 (human IL-10) antikoru birinci yikama asamasi
sirasinda ayrilir. Daha sonra streptavidin-horseradishperoksidaz (HRP) eklenir ve
konjuge biotin anti- human IL-6 (human IL-10) antikoruna baglanir. Tekrar inkiibe
edilir. Inkiibasyondan sonra baglanmamus streptavidin-HRP yikama sirasinda ayrilir
ve substrat ¢ozeltisi reaktifi ile HRP kuyucuklara ilave edilir. Sonug¢ta human IL-6
(human IL-10) miktarina gore renkli bir iirlin olusur. Reaksiyon asit ilavesinden

sonra biter ve 6l¢lim 450 nm dalga boyunda yapilir.
IL-6 dlglimii i¢in gerekli reaktifler ve hazirlanisi:

¢ Yikama Tamponu: Yikama tamponuna (50 ml) 950 ml distile su ilave edilir.

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

¢ Biotin-konjugat: Biotin konjugat analiz tamponuyla 1/100 oraninda seyreltilir.

e Streptavidin-HRP:  Streptavidin-HRP analiz tamponuyla 1/200 oraninda

seyreltilir.
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e Human IL-6 standart: Sulandirilmig liyolifize human IL-6 standart su ile distile
edilir.

e Kontroller: Liyolifilize kontrollere 300pl distile su eklenir
Test protokolii:

e Numuneler i¢in yeterli olacak sekilde serit sayis1 belirlenir

e Yikama Tamponu ile iki defa mikro seritleri yikanir.

e Mikro plaka iizerinde standart seyreltme: Tiim standart kuyulara, iki kez 100 pl
analiz tamponu (1x) ilave edin. ilk kuyulara 100 ul hazirlanan standart Pipetlenir
ve kuyudan kuyuya 100 ul aktararak standart seyreltilerini olusturulur. Son
kuyulardan 100 ul atilir.

¢ Bos kuyucuklara, iki kez 100 pl deney tamponu (1x) eklenir.

e 50 pl analiz tamponu (1x) numune kuyularina eklenir

¢ Belirlenmis numune kuyularina iki kez 50pul numune eklenir.

¢ Biotin konjugati hazirlanir.

e Biitiin kuyulara 50 pl biotin konjugat eklenir.

e Mikro seritler Ortiin ve oda sicakliginda 2 saat (25 © C ila 18 °) inkiibe edilir.

e Streptavidin-HR hazirlanir.

e Yikama tamponu ile bos ve yikanmig mikro seritler 4 kez yikanir.

e Tiim kuyucuklara seyreltilmig 100 pl Streptavidin-HRP eklenir.

e Mikro seritler Ortiin ve oda sicakliginda 1 saat (25 ° C ile 18 ° C) inkiibe edilir.

e Yikama tamponu ile bos ve yikanmis mikro seritler 4 kez yikanir.

e Tiim oyuklara tetrametilbenzidin (TMB) substrat ¢dzeltisi, 100 ul eklenir.

e (Oda sicakliginda (25 ° C ila 18 ° C) yaklasik 10 dakika boyunca mikro seritler
inkiibe edilir.

e Tiim oyuklara 100 ul durdurma ¢ozeltisi ilave edilir

e 450 nm'de bos mikrokuyucuklar okunur ve renk yogunlugu ol¢iiliir.
IL-10 6l¢timii i¢in gerekli reaktifler ve hazirlanisi:

e Yikama Tamponu: Yikama tamponuna (50 ml) 950 ml distile su ilave edilir.

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

e Streptavidin-HRP:  Streptavidin-HRP analiz tamponuyla 1/100 oraninda
seyreltilir.

e Human IL-6 standart: Sulandirilmig liyolifize human IL-6 standart su ile distile
edilir.

e Kontroller: Liyolifilize kontrollere 300pl distile su eklenir
Test protokolii:

e Numuneler i¢in yeterli olacak sekilde serit sayis1 belirlenir

e Yikama tamponu ile iki defa mikro seritleri yikanir.

e Mikro plaka iizerinde standart seyreltme: Tiim standart kuyulara, iki kez 100 pl
analiz tamponu (1x) ilave edin. ilk kuyulara 100 pl hazirlanan standart pipetlenir
ve kuyudan kuyuya 100 pl aktararak standart seyreltilerini olusturulur. Son
kuyulardan 100 pl atilir.

e Bos kuyucuklara, iki kez 100 pl analiz tamponu (1x) eklenir.

e 50 pul analiz tamponu (1x) numune kuyularina eklenir.

¢ Belirlenmis numune kuyularina iki kez 50pul numune eklenir.

e Biotin konjugat1 hazirlanir.

e Biitiin kuyulara 50 pl biotin konjugat eklenir.

e Mikro seritler Ortiin ve oda sicakliginda 2 saat (25 © C ila 18 °) inkiibe edilir.

e Streptavidin-HR hazirlanir.

e Yikama tamponu ile bos ve yikanmig mikro seritler 3 kez yikanir.

e Tiim kuyucuklara seyreltilmis 100 ul Streptavidin-HRP eklenir.

e Mikro seritler ortiin ve oda sicakliginda 1 saat (25 © C ila 18 °) inkiibe edilir.

e Yikama tamponu ile bos ve yikanmis mikro seritler 3 kez yikanir.

e Tiim oyuklara TMB substrat ¢ozeltisi, 100 pul eklenir.

e (da sicakliginda (25°C ila 18°) yaklasik 10 dakika boyunca mikro seritler inkiibe
edilir.

e Tiim oyuklara 100 pl durdurma ¢ozeltisi ilave edilir.

e 450 nm'de bos mikrokuyucuklar okunur ve renk yogunlugu ol¢iiliir.
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Sonu¢ Hesaplama:

Kit prospektiisiinde belirtilmis olan 5 tane standart konsantrasyonu temel alinarak bir
standart egrisi ¢izilir ve bu egriye gore numunelerin konsantasyonu hesaplanir (Sekil

3.1), (Sekil 3.2).

oD IL-6 STANDART GRAFIGi
2
1,8 2
1,6
1,4

1,2
1 /
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Sekil 3.1: IL-6 standart grafigi

ob IL-10 STANDART GRAFiGi
2,5

1,5

¢

0,5
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0,00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00

Sekil 3.2: IL-10 satandart grafigi
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3.5. ISTATIKSEL DEGERLENDIRME YONTEMLERI

Verilerin analizi SPSS for Windows 15 paket programinda yapilmistir. Parametrik
varsayimlar1 saglandigindan, veriler ortalama + standart sapma olarak belirtilmistir
Bu degerlerin karsilastirilmasinda iki ortalama arasindaki farkin onemlilik testi
(Student’s t—test) ile arastirilmistir. Oksidan- antioksidan parametrelerin ve IL-6 ve
IL-10 degerlerinin birbiriyle iliskisini gozlemek amaciyla spearman korelasyon
analizi uygulanmistir. P<0,05 igin sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR

Gebelere yapilan rutin kontroller sirasinda Down Sendromu riski tespit edilmis olan
hastalara amniyosentez yapilmis ve DS tanist almis bebege sahip 18 gebenin ve
saglikli bebege sahip 36 gebenin amniyon sivist alinarak iki c¢alisma grubu
olusturulmustur. Calisma grubunu DS’lu bebege sahip gebelerin amniyon sivisi
kontrol grubunu ise saglikli bebege sahip gebelerin amniyon sivisi olusturmaktadir.
Calismada SOD, GSH-Px, XO, CAT, ADA ve NOS enzim aktiviteleri ile MDA ve
NO diizeylerine ait sonuclar ortalama =+ standart sapma degerleri (Ort + SD) olarak
tablo 4.1°de verilmistir. Buna gore kontrol grubu ile c¢alisma grubu
karsilastirildiginda calisma grubundaki SOD diizeyi ile kontrol grubundaki SOD
diizeyi arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark vardir (p<0,05). Calisma grubundaki
SOD diizeyi kontrol grubuna gore daha yiiksek bulunmustur. Caligmada gruplar
arasinda katalaz diizeyi arasinda da istatiksel olarak anlamli bir fark vardir (p<0,05).
Calisma grubundaki katalaz diizeyi kontrol grubuna goére daha diisiik bulunmustur

(Tablo 4.1).

Tablo 4.1: Kontrol ve Calisma Gruplarinin Amniyon Sivilarina ait Oksidan —

Antioksidan Parametreler

Oksidan-Antioksidan Kontrol Grubu (n=36) | Calisma Grubu (n=18) p degeri
Parametreler (Ort + SD) (Ort £ SD)

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 (1IU/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 10,1942 41 0,434

*p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Gruplara gore amniyon sivilaria ait IL-6 ve IL-10 parametrelerinin Ort = SD ile

tablo 4.2°de gosterilmektedir. Buna gore calisma grubundaki IL-6 diizeyi kontol
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grubundaki IL-6 diizeyi arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark vardir. Calisma

grubundaki IL-6 diizeyi kontrol grubuna gore daha diisiik bulunmustur.

Tablo 4.2: Kontrol ve Caligma Gruplarinin Amniyon Sivilarma ait IL-6 ve IL-10

Parametreleri
Parametreler Kontrol Grubu (n=36) Calisma Grubu (n=18) p degeri
(Ort £ SD) (Ort £+ SD)
1L-6 (pg/ml) 88,40+47,72 60,39+46,73 0,017*
1L-10 (pg/ml) 35,93+£34,24 31,32+6,29 0,425

Calismada oOlglimleri yapilmis olan parametrelere spearman korelasyon analizi
yapilarak oksidan- antioksidan sistem parametreleriyle IL-6 ve IL-10 degerlerinin
birbiriyle iliskisi degerlendirilmistir. Buna gore korelasyon katsayisi (r) degeri:

0,00 — 0,049 arasinda ise zayif;

0,50 — 0,69 arasinda ise orta;

0,70 — 0,79 arasinda ise yiiksek;

0,80 — 1,00 arasinda ise miitkemmel bir iliski oldugundan bahsedilir.

Tablo 4.3’de Calisma grubundaki MDA ile ADA arasindaki korelasyon

gosterilmistir. Tablo 4.4’de ise ¢aligma grubundaki IL-6 ve IL-10 parametreleri ile

oksidan — antioksidan parametreler arasindaki korelasyon gosterilmektedir.

Tablo 4.3: Calisma Grubunda MDA ile ADA Arasindaki Korelasyon

MDA (nmol/ml)

r p

ADA (mIU/ml) -0,503 0,033

* [statistiksel olarak anlamli bulunmayan iliskiler belirtilmedi.
Caligma Grubu (n=18)
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Tablo 4.4: Calisma Grubunda IL-6 ve IL-10 Parametreleri ile MDA Arasindaki

Korelasyon
MDA (nmol/ml)
r p
IL-6 (pg/ml) 0,482 0,043
IL-10 (pg/ml) -0,503 0,033

*Istatistiksel olarak anlamli bulunmayan iliskiler belirtilmedi.
Caligma Grubu (n=18)

Tablo 4.5’de Kontrol grubunda analiz edilen oksidan — antioksidan parametreler
arasindaki korelasyon gosterilmektedir. Kontrol grubunda IL-6 ve IL-10
parametreleri ile oksidan — antioksidan parametreleri arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir korelasyon bulunamamustir.

Tablo 4.5: Kontrol Grubunda Oksidan — Antioksidan Parametreler Arasindaki

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

*Istatistiksel olarak anlamli bulunmayan iliskiler belirtilmedi.
Kontrol Grubu (n=36)
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5. TARTISMA

Down Sendromu insanda 21. kromozomun tamaminin ya da bir par¢asinin triploidisi,
mozaisizmi veya translokasyonu sonucunda olusmaktadir. Yaklasik olarak 700 canli
dogumda bir goriilmektedir. DS genetik kaynakli mental retardasyonun en sik
nedenini olusturmaktadir. Bu hastalikta mental retardasyonun yaninda erken
yaslanma, kalp ve damar sistemi bozukluklari, Alzheimer benzeri demans, ¢esitli
dismorfik o&zellikler, konjenital malformasyonlar, dil ve hafiza problemleri gibi
karakteristik fiziksel ve noro-psikolojik bulgular gibi bir¢ok saglik sorunu eslik
etmektedir (1,2, 41). Patolojik degisikliklerin altinda yatan molekiiler mekanizma ve
oksidatif dengesizligin nasil DS klinik belirtilerine katkida bulunabilecegi heniiz tam

olarak aydinlatilmamistir (95).

Gebelikte oksidatif stres sonucu spontan diisiik, preeklampsi, intra uterin gelisme
geriligi, erken dogum, gestasyonel diyabet ve diisiik dogum agirliginda bebek
dogurma gibi bir ¢ok komplikasyon ortaya ¢ikmaktadir (116,117). Ayrica DS nun
patogenezinde ¢ok erken evrelerde ve klinik bulgularin ortaya ¢ikmasinda oksidatif
stresin major rol oynadigi ispatlanmistir. Bununla birlikte DS bebege sahip gebelerin

amniyon sivilarinda bazi oksidatif stres belirteclerinin yiikseldigi de gézlemlenmistir

(95,118).

Oksidatif stresin artmasi kromozom 21 tarafindan kodlanan bazi genlerin artmis

ekspresyonuna neden olur (Sekil 5.1).
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Sekil 5.1: Okidatif stres ve Down Sendromu. Amiloid prekdsiir protein (APP), beta
sekretaz (BACE2) -Perluigi ve ark. (95)’dan alinmstir.

SOD, BACE2, APP, CBC (sistatyon beta sentetaz) ve interferon ailesinin ligandlar1
ve reseptorleri 21. kromozom tarafindan kodlanan genlerdir. SOD enziminin alt
tirlerinden Cu, Zn-SOD (SODI1) 21. kromozomda kodlandigindan DS’de
ekspresyonu ve aktivitesi artmaktadir. SOD antioksidan savunmada siiperoksit
radikalini dismutasyona ugratarak H2O2 ve molekiiler oksijene doniisiimiinii
saglayarak ilk basamagi olusturur. Aciga ¢ikan H20:2 ise CAT ve GSH-Px ile suya
dontstiiriiliir. 21. kromozomun triploidisi sonucunda SODI1, CAT ve GSH-Px
oranlar1 arasinda dengesizlik olusur. Sonugta ortamdan temizlenemeyen H20:2 fazla
miktarda birikir ve ciddi bir oksidatif stres meydana gelir (119). Ayrica Gulesserian
ve ark. DS’na neden olan oksidatif stresin SOD’in agir1 ekspresyonundan ziyade
indirgen ajanlarin seviyesinin azalmasina bagli oldugunu o6ne siirmiislerdir (120).
Calismamizda literatiire uygun olarak SOD enzim aktivitesinin kontrol grubuna gore
DS’lu grupta anlamli derecede arttigini bulduk. Buna ragmen ortamda biriken H20>’
1 temizlemeye ¢alisan CAT enzim aktivitesini kontrol grubuyla karsilastirdigimizda
DS’lu grupta anlamli derecede azaldigini tespit ettik. GSH-Px diizeylerine
baktigimizda ise iki grup arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmamakla
birlikte ¢alisma grubunda hafif bir azalma saptadik. Buldugumuz bu veriler 6nceki
caligmalarla uyumlu olmakla birlikte DS’da g6zlenen ekstra 21. kromozom {izerinde
kodlanan SOD aktivitesinin artmasiyla agiklanabilmektedir. Artan SOD aktivitesiyle
birlikte ortamda fazla biriken H2O2 oksidatif stres olusturmaktadir. Ortamdaki H202’1
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temizleyen antioksidan enzimlerin (CAT, GSH-Px) diizeyleri artmayip aksine

aktivitelerinin azalmasi oksidatif hasarin artmasina neden olmaktadir.

Shin ve ark. tarafindan yapilan bir calismada SOD’in ¢ok Onemli bir rolil
gosterilmistir. SOD1°1 asir1 ekspre eden fare modelleri olusturulmus ve bu farelerin
mitokondrilerinde sisme ve vakuolizasyonun goriilmiis olup bu farelerde 6grenme ve

hafiza giigliiklerinin ortaya ¢iktig1 gosterilmistir (121).

Gulesserian ve ark. yaptiklar1 calismada DS’da olusan oksidatif stresin SOD1’in agir1
ekspresyonu sonucu olmadigini, H2O: temizleyen gulutatyon transferaz ve
tiorediiksin rediiktaz gibi antioksidan enzimlerin diisiik seviyede oldugu ig¢in

meydana geldigini gostermislerdir (122).

Oksidatif stresin artmas1 amiloid beta peptid (AP)’in artmasina neden olabilmektedir.
Birgok calismada AP’in oksidatif stresi indiikleyebilecegi gosterilmistir. Amiloid
prekiirsor protein (APP)’in asir1 ekspresyonu DS’lu hastalarda neden asir1 bir AB’in
tiretimi oldugunu aciklamaktadir. Down sendromu ve Alzheimer hastaliginin her
ikisinde de amiloidin asir1 {iretimi gosterilmis ve bunun APP’in 21. Kromozom
tarafindan kodlandig1 i¢in ve DS’da da amiloid asir1 iiretiminin bu nedenle oldugu

ortaya konmustur (123-126).

Amiloid prekiirsor protein metabolizmasiyla iligkili olarak, 21. kromozom tarafindan
kodlanan B-site APP- cleaving 2 enzim (BACE2) de gosterilmistir. BACE2 bir beta
sekretaz olup APP’in proteolizinde amiloidogenik yolaga katilmaktadir. Bu iki genin
(APP, BACE2) birlikte asir1 ekspresyonu DS’da goézlenen Alzhemier benzeri
noropatolojik duruma yol a¢gmis olabilecegi Onerilen hipotezler arasindadir (127),

(Bakiniz sekil 2.1).

Netto ve ark. 2004 yilinda DS’da g6zlenen ndérodejeneratif semptomlarin antioksidan
bir enzim olan SOD ve yine 21. kromozom tarafindan kodlanan S100B ile iliskili
olabilecegini ve bunlardaki aktivite artisinin prenatal tarama kapsaminda degerli bir
belirte¢ olabilecegini diisiinmiislerdir. SI00B astrositlerden sekrete edilen, kalsiyum
baglayan bir proteindir. Ayrica mikroglialardan nitrik oksit ve ¢esitli sitokinlerin

salimmmina neden olarak proinflamatuvar mediatorleri serbestlestirerek gliotik
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reaksiyonlarin baglamasina sebep olur. Aragtirmacilar saglikli bebege sahip gebelerin
ve DS’lu bebege sahip gebelerin amniyon sivilarini toplayarak bir c¢alisma
yapmislardir. Calisma i¢in 26 normal karyotipe sahip bebegi olan gebenin amniyon
stvist ile 71 DS’lu bebege sahip gebenin amniyon sivisini toplamislar ve SOD enzim
aktivitesini ve S100B diizeylerini 6l¢gmiiglerdir. Sonugta DS’lu grupta amniyon
stvisinda SOD enzim aktivitesinin ve S100B diizeyinin saglikli gruba gore anlamhi
derecede yiiksek oldugunu bulmuslardir. Arastirmacilar DS’da goriilen bazi
bulgularin DS’nun patogenezinde rol oynayan ekstra bir SOD geninden
kaynaklandigini ortaya siirmiislerdir. Bilindigi tizere SOD, GSH-Px ve katalazin
rOlatif seviyelerinde olusan herhangi bir dengesizlik sonucunda hiicre membraninda
cesitli hasarlar gozlenmektedir. Bu c¢alismada SOD enzim aktivitesinin yiiksek
bulunmasi 6nceden yapilmis diger caligmalarla uyumlu bulunmustur. Yazarlar SOD
enzim aktvitesinin asir1 ekspresyonunun DS’da gozlenen oksidatif siire¢te meydana
gelen hasardan sorumlu olabilecegini diisiinmiislerdir. Bu ¢alisma SOD enziminin
ozellikle Cu,Zn-SOD’in ve S100B’nin DS’unda gdzlenen ndrodejeneratif
semptomlardan sorumlu olabilecegini ve bu hastalikta prenatal belirteg olarak
kullanilabilecegini gostermektedir (2,12). Yine Baeteman ve ark. yaptiklarn
calismada DS’ lu gebelerde amniyotik sividaki SOD aktivitesinin normal olanlara

gore daha yiliksek oldugunu bildirilmistir (128).

Perluigi ve ark. 10 DS’Iu bebege sahip gebelerden ve 10 tane de normal bebege sahip
gebelerden elde ettikleri amniyon sivilarinda yaptiklar1 ¢alisma sonucunda, DS’li
gebeliklerden elde edilmis amniyon sivilarinda lipit peroksidasyonu ve protein
oksidasyonu belirteclerinin belirgin olarak yiikseldigini bildirmiglerdir. Bu ¢aligmada
bulunan sonuglar oksidatif hasarin DS’da gdzlenen patolojik degisikliklere neden
oldugunu gostermektedir. Ayrica DS’da gozlenen bir¢ok norolojik semptomlarin
SOD artan aktivitesinden kaynaklandigi gosterilmistir. SOD’mn artan aktivitesine
gore ortamdaki H202’1 temizlemek igin CAT ve GSH-Px’1n da aktivitesinin artmasi
beklenirken bu durum gozlenmemekte ve oksidatif durumda bir dengesizlik
olugmaktadir. Fazla miktarda olusan H202 Fe ve Cu gibi gecis metal iyonlariyla
tepkimeye girerek biyolojik makromolekiillerde oksidatif hasara neden olan hidroksil

radikallerinin olusumuna aracilik eder. Proteinlerdeki oksidatif modifikasyonlar bu
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proteinlerde islev bozukluguna yol agmakta ve hiicresel diizeyde zararlar ortaya

cikarmaktadir (95).

Perrone ve ark. yaptiklar1 ¢calismada ileri anne yasi nedeniyle amniyosentez yapilan
89 gebeyi ele almislar ve 56 normal gebeligi, 23 fetal gelisme geriligi ve 10 DS’lu
bebege sahip gebeleri karsilastirarak amniyosentez sirasinda elde edilen amniyotik
stvi - Ornekleri incelemislerdir. Serbest radikal araciligiyla gergeklesen lipit
peroksidasyonunun belirteclerinden biri olan izoprostan diizeylerini karsilagtirmiglar
ve izoprostan diizeyinin DS’den etkilenmis gebelerin amniyotik sivilarinda normal
gebeliklerle karsilagtinnldiginda 9 kat daha yiiksek oldugunu bulmuslardir.
Arastirmacilar amniyotik sivi ig¢inde izoprostan konsantrasyonlarmin tespiti ile
ilerleyen potansiyel hastaliklarin erken evrelerindeki hasarin ve oksidatif stresin
diizeyinin degerlendirilmesinin miimkiin olabilecegini ve izoprostan tepitinin bunun

icin yararl bir test olabilecegini sOylemislerdir (11).

Tranquilli ve ark. 15 DS’lu bebege sahip gebenin ve 15 saglikli bebege sahip gebenin
amniyon sivilarini toplamislar ve NO ve vaskiiler endotelyal growth faktér (VEGF)
diizeylerini incelemiglerdir. NO diizeyini DS’lu grupta normal gruba gdre anlaml
derecede yliksek oldugunu, VEGF diizeyini ise diisilk olarak bulmuslardir.
Arastirmacilar bu sonuglardan yola ¢ikarak Down sendromlu fetuslarin amniyotik
stvisinda plasental damarlanma ve endotel fonksiyonunda bir bozukluk olabilecegini
diistinmiislerdir. Down Sendromlu bebege sahip gebelerde artan NO sentezi hCG’nin
yiiksek seviyede olmasiyla ya da immatiir plasenta tarafindan VEGF’iin diisiik
diizeyde olmasina karsilik bir cevap olarak artabilir (13). Bizim ¢alismamizda NO
diizeyleri incelendiginde iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamakla birlikte, DS’lu grupta kontrol grubuna goére hafif bir artis oldugunu

tespit ettik.

Salvolini ve ark. 3 DS’lu bebege sahip gebelerden ve 10 normal bebege sahip
gebelerden aldiklar1 amniyon sivilarindan mezemkimal kok hiicre kiiltiirii ve
izolasyonu yaparak normal amniyon sivis1i mezemkimal hiicre kiiltiirii (AF-MSCs)
ve DS’lu amniyon s1vist mezemkimal hiicre kiiltiirii (DS-AF-MSCc) yapmuslardir.

Bu hiicre kiiltiirlerinde VEGF ve NOS izoormlarimin immiinohistokimyasal
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ekspresyonu degerlendirmistir. Buna gére VEGF ekspresyonu DS-AF-MSCc’de AF-
MSCs gore karsilastirildiginda anlamli  derecede diisiik bulunmustur. NOS
izoformlarindan eNOS ekspresyonu ise DS-AF-MSCc’de azalmis olarak
saptanmistir. nNOS ve iNOS ekspresyonu ise her iki grupta benzer olarak tespit
edilmistir (129). Yaptigimiz calismada NOS diizeylerinde, iki grup arasinda istatiksel
olarak anlamli bir fark bulunmadi. Ancak DS’lu grupta kontrol grubuna gore bir

azalma oldugunu saptadik.

Bogavac ve ark. 2012 yilinda yaptiklar1 bir calismada gebeligin indiikledigi
hipertansiyonu (PIH) olan 23 gebenin ve saglikli olan 66 gebenin amniyon sivisinda
SOD, XO, MDA ve GSH-Px diizeylerini 6l¢miiglerdir. MDA diizeyini PIH gebelerde
0,49-20,01nmol/l, saglikli gebelerde ise 1,67-22,43 nmol/l olarak bulmuslardir.
GSH-Px ve SOD aktivitesi her iki grupta Ol¢lilmiis ve iki grup arsinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmadigi rapor edilmistir. XO aktivitesinde amniyon
stvisinda bir azalma oldugunu saptamislar ve gruplar arasinda anlamli bir fark tespit
etmislerdir (8). Calismamizda MDA diizeyleri arasinda iki grupta anlamli bir fark
bulunmazken, DS’lu grupta hafif bir azalma saptadik. Ksantin oksidaz diizeyleri

arasinda yine gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmad.

Brooksbank wve ark. DS’lu, fetuslarin serebral korteksinde in-vitro
lipoperoksidasyonda MDA tarafindan oldugu tahmin edilen Onemli bir artis

oldugunu yaptiklar1 ¢aligmada gostermislerdir (130).

Meguid ve ark. yaptiklari bir ¢calismada daha énceden DS’li bebek diinyaya getirmis
42 annenin serumlarinda TBARS diizeyinin kontrol grubuna gore anlamli olarak
yiiksek oldugunu bulmuslardir. Buna ek olarak DS’li bebek diinyaya getirmis
annelerin E ve C vitamini diizeyleri ile bakir ve ¢inko diizeyleri diigiik olarak
bulunmustur. Bu annelerin homosistein diizeylerinin de kontrole gore anlamli
derecede yiiksek oldugu folik asit ve B12 vitamini diizeylerinin ise diisiik oldugu
bildirilmistir. Arastirmacilar bu c¢alismanin sonuc¢larina bakarak anormal folat ve
homosistein metabolizmasinin DS i¢in risk faktorii oldugunu ve DS’li bebek
diinyaya getiren annelerin oksidan/antioksidan dengesinin bozuldugunu 06ne

stirmiiglerdir (131).
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Biitiin bunlara dayanarak, serbest oksijen radikalleri temizleyen antioksidan besinleri
kullanarak DS’da gozlenen komplikasyonlarin bazilarinin 1iyilestirilebilecegi
sOylenebilir. Lott ve ark. yaptiklar1 plasebo kontrollii calismada giinliik 900 IU alfa-
tokoferol, 200mg askorbik asit ve 600 mg alfa-askorbik asit aliminin DS’lu
bireylerde ve demansta etkili, giivenli ve tolere edilebilir oldugunu tespit etmislerdir
(132). Ancak, antioksidan takviyesi alan bireyler kontrol grubuyla karsilastirildiginda

ne bilissel islevlerinde iyilesme ne de bilissel zayiflamada bir istikrar gostermemistir

(2).

Adenozin ve siklik adenozin monofosfat (cAMP) bagisiklikla tetiklenen sitokin
tiretiminin gli¢lii modiilatorleridir. Bunlar pro-enflamatuar sitokinler olan TNF-alfa,
IFN-gama, IL-12 inhibisyonuna neden olup ve bir anti-inflamatuar sitokin olan IL-10
tiretiminin uyarilmasini aktive eder. Sitokin iiretimi Th1 ve Th2’den etkilenecegi gibi
aym1 zamanda deneysel verilerin heterojenite ve diisiik miktarda olmasi kesin
sonuclarin ¢izilmesine izin vermez. Bununla birlikte adenozin ve cAMP’1n IL-3, IL-
4, makrofaj inflamatuar protein 1 alfa/beta (MIP-10/B) ve graniilosit-macrofaj koloni
sitimiile edici faktor (GM-CSF)’1 inhibe, IL-5’1 stimiile ettigi IL-1’in ise etkilemedigi
bildirilmektedir. Bu etkiler, 06zellikle de TNF-alfa’nin inhibisyonu ve IL-10
ekspresyonunun uyarilmasi ¢esitli patofizyolojik durumlarin 6nlenmesi bakimindan

terapdtik olarak degerli olabilir (133).

Yoneyama ve ark. ADA aktivitesinin gebe kadinlarda gebe olmayan kadinlardan
Oonemli diizeyde diisiik oldugunu rapor etmislerdir (134). Normal gebelikte ADA
aktivitensin azalmasiin gebelikte olusan immunolojik degisikliklerle iligkili

olabilecegi One siiriilmiistiir (89).

Uslu ve ark. yapmis olduklar1 ¢alismada yliksek yas ve Down Sendrom riski tagiyan
ikinci trimester gebelerde serum ADA aktivitelerini 6l¢miislerdir. 280 gebe kadinda
gerceklestirilen bu ¢alismada, gebe grubunu Down Sendrom riski agisindan diisiik
riskli, yiiksek riskli ve yasa bagl yiiksek riskli olarak gruplandirilarak, tiim gruplarin
ve kontrol grubunun ADA aktiviteleri karsilastirilmistir. ADA aktivitelerini kontrol

grubuna gore, diisiik Down Sendrom riski tagiyanlarda, tiim gebelerde ve yiiksek yas
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riski tasiyan gebelerde diistik, yliksek Down Sendrom riski tagiyan gebelerde ise

yiiksek bulmuslardir (89).

Puukka R ve ark. yaptiklari ¢aligmada eritrosit adenozin deaminaz, niikleozid
fosforilaz, hipoksantinguanin fosforiboziltransferaz ve adenin fosforiboziltransferaz
aktiviteleri ve plazma iirat konsantrasyonlart Down sendromlu 20 hastada ve 20
saglikli kontrol grubunda dlgmiislerdir. Ortalama eritrosit adenozin deaminaz, adenin
fosforibosiltransferaz aktiviteleri ve plazma iirat konsantrasyonlarini kontrollere gore
DS’lu hastalarda anlamli derecede yiiksek bulmuslardir. Yaptiklar1 korelasyon
analizinde ise eritrosit adenozin deaminaz aktivitesi ve plazma iirat konsantrasyonu
arasinda pozitif bir saptamiglardir. Bununla birlikte eritrosit adenin niikleotid, AMP,
ADP ve ATP konsantrasyonlar1 incelenmis ve kontrol grubu ile DS grup arasinda bir
fark tespit edilmemistir. Yazarlar bu sonuglara bakarak DS’lu hastalarda plazma iirat
konsantrasyonlarinin artmasinin adenosin deaminaz aktivitesinin artiginin bir sonucu
oldugunu distinmiislerdir (135). Calismamzda ADA enzim aktiviteleri

incelendiginde iki grup arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir.

Compleman C9, a-1B-glikoprotein akut faz yanitin bir pargasi olup fetiis gelisiminde
koruyucu rolleri olan proteinlerdir. Bu proteinlerin amniyon sivisinda bulunmasi
intraamniyotik infeksiyon ve sonradan olusabilecek komplikasyonlar1 6nlemektedir.
Bunlarin okside olmasi biyolojik fonksiyonlarini kaybetmelerine ve fetiisii koruma
gorevlerini yerine getirememelerine neden olmaktadir. Bu sonuglar DS’da ortaya
cikan kazanilmis immiin yetmezlik ve otoimmiin hastaliklar gibi patolojik

durumlarin neden daha sik gozlendigini agiklamaktadir (136,137).

Alzheimer hastaliginda ve DS’da goriilen demansta biitlin pro-enflamatuar
sitokinlerin nasil rol aldig: tiim kanitlara ve hipotezler ragmen hala net degildir.
Heyser ve ark. yaptiklar1 calismada 6grenme giicliigii olan transgenik farelerin
astrositlerinde IL-6 iiretimini yiiksek oldugunu rapor etmislerdir (125,138).Carta ve
ark. ise DS’lu hastalarda kemokinlerin ve sitokinlerin diizeylerinin yiikseldigini
gostermislerdir. Arastirmacilar yaptiklar1 calismada DS’da gozlenen duygulanim
bozukluklar1 ve zihinsel zayiflamanin proinflamatuar sitokinler ile iligkili olup

olmayacagini aragtirmay1 hedeflemislerdir. 19 DS’lu hasta ile 87 perinatal iskemik
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hasar1 olan hastay1 incelemisler ve DS’lu hastalarda sitokinlerin ve kemokinlerin
yukseldigini ancak sadece MIF-1a seviyesinde anlamhi bir fark oldugunu
bulmuslardir. Ayrica DS’lu grupta IL-6 diizeyi ile mental retardasyonun derecesi
arasinda da pozitif bir iligki oldugunu bulmuslardir. Bu verilere dayanarak, DS’da
Alzhemir hasatalifinda gozlenen dejeneratif siireglerin benzer oldugunu ve
inflamatuar kemokinlerin de bu siire¢lerde rol oynayabileceklerini 6ne siirmiislerdir
(139). Baska bir calismada Park ve ark. eriskin DS’lu hastalarda IL-6’nin plazma
seviyelerinde herhangi bir degisiklik bulamamislardir. Yine bazi arastirmacilar
yaptiklar caligmalarda IL-8, TNF-a seviyelerinin arttigini, bazilari ise sitokinlerin ve

kemokinlerin diizeylerinde herhangi bir degisiklik olmadigini saptamislardir (126).

Kameda ve ark. yaptiklar1 ¢alismada plasental trofoblast hiicrelerin IL-6 iirettigini ve
IL-6’nin  fetal-maternal etkilesimde immiinregiilator olarak rol oynadigim
gostermislerdir (140). Calismamizda IL-6 diizeylerine baktigimizda DS’lu grupta
kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir azalma oldugunu saptadik.
Interlokin 10 seviyelerinde ise gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamakla beraber DS’lu grupta kontrole gore hafif bir azalma tespit ettik.

DS’da gozlenen immiimsistem degisikliklerine ilgininin artmasimna ragmen
sitokinlerin rolii hala tam agiklanamamigtir. Caligmalarin ¢ogu DS’lu yetiskinlerde
yapilmistir. DS’da sitokinlerin roliiniin daha iyi anlasilmas1 i¢in Smigielska-Kuzia ve
ark. DS’lu ¢ocuklarin ve yetigkinlerin plazma proinflamatuar sitokinleri [interlokin-
la (IL-1a), IL-2, IL-6, TNF-a ve c¢oziinebilir tiimér nekroz faktorli reseptorii 1
(STNFR1)] seviyesi iizerinde durmuglardir. Arastirmacilar kontrol grubu ile
karsilastirildiginda IL-1a, IL-2, IL-6, TNF-o konsantrasyonlarinin DS olan

cocuklarin ve yetigkinlerin serumunda yiikselmis oldugunu 6ne stirmiiglerdir (126).
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6. SONUCLAR

Down sendrromlu bebege sahip 18 gebenin amniyon sivist ile saglikli bebege sahip
36 gebenin amniyon sivilarinda oksidan/antioksidan ve IL-6/IL-10 paremetrelerini
incelenmistir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, DS’lu bebege sahip gebelerin
amniyon sivisinda SOD aktivitesinin anlamli bir sekilde arttigi; CAT aktivitesinin
anlaml olarak, GSH-Px aktivitesinin ise anlamli olmamakla birlikte azaldig1
gozlemlenmistir. Bu bulgular DS’lu bebege sahip gebelerde kromozom 21 tarafindan
kodlanan SOD geninin artmis ekspresyonu ile iliskilendirilmektedir. Artan
Stiperoksit dismutaz enziminin aktivitesi sonucunda olusan asir1 miktardaki H2O2’1
temizleyecek diizeyde CAT ve GSH-Px’in bulunmamasi ciddi bir oksidatif strese

neden olmaktadir.

Down Sendromlu bebege sahip gebelerdeki artmis SOD enzim aktivitesi Ol¢timleri
diger kullanilmakta olan prenatal tarama testlerinin yanisira ilave bir belirte¢ olarak
degerlendirilebilir diisiincesindeyiz. Bu amagla daha yiiksek sayida normal ve DS

riskli gebeliklerde ¢alismalarin yapilmasini onermekteyiz.
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OZET

Amniyon Sivi incelenmesinde Down Sendromu Tespit Edilmis Gebelerde

Oksidan/Antioksidan sistem, IL-6 ve IL-10 Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Down Sendromu genetik kaynakli mental retardasyonun en sik nedeni olup, bir¢ok
klinik ve dismorfolojik bulgularla kendini gosteren 6nemli bir saglik sorunudur.
Down Sendromu agisindan riskli popiilasyona invaziv tani testleri uygulanarak
prenatal tan1 konabilmektedir. Bu invaziv tam testlerinden en c¢ok kullanilan ise
amniyosentezdir. Amniyosentez ile alinan amniyon sivist 6rneginde fetal kromozom
analizi, enzimatik calismalar, DNA analizleri yapilabilir ve bize gebelik hakkinda
bilgi verebilir. Down Sendromlu bebek sahibi gebelerde oksidatif stres belirteglerinin
ylkseldigi daha 6nce gosterilmistir. Bu arastirma amniyosentez ile DS tanis1 konmus
bebek sahibi gebelerin amniyon sivilarinda oksidan/antioksidan sistem ve interlokin-

6 (IL-6)/interlokin-10(IL-10)diizeylerinin durumunun ortaya konmasi amaglanmustir.

Bu amagla Zekai Tahir Burak Kadin Saghgi Egitim ve Arastirma Hastanesi Genetik
Merkezi’ne bagvurup amniyosentez yapilan gebelerin amniyon sivilarinin genetik
inceleme sonuclarina gore DS’lu bebege sahip olan 18 gebenin amniyon sivisi ve
saglikli bebege sahip 36 gebenin amniyon sivist ¢alisma kapsamina alinarak iki grup
olusturulmustur. Alinan Orneklerde malondialdehit (MDA), siiperoksit dismutaz
(SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve ksantin oksidaz (XO), katalaz (CAT),
adenozin deaminaz (ADA), nitrik oksit (NO), nitrik oksit sentaz (NOS)
spektofotometrik yontemlerle I1L-6 ve IL-10 testlerinin oOlgiimleri ise ELISA
yontemiyle belirlenmistir. Istatiksel degerlendirmede Student t testi ve spearman
korelasyon analizi kullanilmistir. P<0,05 i¢in sonuglar istatistiksel olarak anlaml

kabul edilmistir.

Aragtirmanin bulgularma gore ¢alisma grubunda SOD diizeyi, kontrol grubuyla
karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli derecede artmistir (p<0,05). Bununla
birlikte calisgma grubunda CAT ve IL-6, kontrol grubuyla karsilagtirildiginda
istatiksel olarak anlamli derecede azalmistir (p<0,05). Her iki grup arasinda MDA,
GSH-Px, XO, NO, NOS, ADA ve IL-10 diizeyleri bakimindan anlamli bir farklilik
gbzlenmemistir (p>0,05).
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Sonug olarak DS’lu grupta SOD enzim aktivitesi artmis olarak bulunmustur. Bu
sonuca 21. kromozom {izerinde yer almakta olan SOD geninin neden oldugunu
diistinmekteyiz. Ayrica kontrol grubuna kiyasla DS’lu bebege sahip gebelerin
amniyon sivilarinda SOD enziminin aktivitesi sonucunda olusan asir1 miktardaki
H202’1 temizleyecek diizeyde CAT ve GSH-Px’in bulunmamasi ciddi bir oksidatif
strese yol agmaktadir. Bu veriler dogrultusunda SOD enzimini prenatal tanida
belirte¢ olarak kullanmak yararlh bir yaklasim olabilir. Bu amacla daha yiiksek sayida

yapilmis ¢aligmalarin gergeklestirilmesi gerekmektedir

Anahtar Sozciikler: Down Sendromu, interlokin-6/ interl6kin-10,

Oksidan/antioksidan sistem, prenatal tani, 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 H20:z 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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Sayin

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dal'nda “Amniyon sivi
incelenmesinde down sendromu tespit edilmis gebelerde oksidan/antioksidan sistem, IL-6 ve IL-10
parametrelerinin degerlendirilmesl.” adinda bir ¢alisma yapiimaktadir. Bu aragtirma amagh bir
caligmadir.

Bebeklerin %2-4'Ui gesitli anomaliler ile dogmaktadir. Bunlanin olusumunda genetik kusurlann
rolii gok bilyiiktiir. Genetik hastaliklari igin kalici bir tedavi yéntemi heniiz olmad§indan bu
hastaliklarin erken tanisi anne ve baba adayinin karanyla bebek kritik sinira ulagmadan gebeligin
sonlandinimasi ¢ok dnemlidir. Bu amaca yonelik kullamilan gok sayida ydntem vardir ve anne
adayinda girisimsel islem gerektiren dogum ncesi tam ydntemleri arasinda en sik kullanilan ydntem
amniyosentezdir, Amniyosentez en sik ileri anne yag olan anne adaylannin bebeklerinin kromozom
anomalisi agisindan degerlendirilmesinde ve dértli tarama testinde risk saptandif durumlarda kesin
tani amaciyla kullanilmaktadir. Amniyosentez sonucunda down sendromu tespit edilen annelerin
amniyon svisinda oksidan/antioksidan sistemn ve interldkin-6 ve 10’ un dlzeyiyle ilgili bizim
arastirmalanmiza gore glincel bilimsel literatiirde (yazil ve gdrsel bilimsel ortamda) yapilmig
arastirma bulunmamaktadir. Arastirmamizin bu alandakl boglugun doldurmasi amaclanmigtir. Bu
arastirma sayesinde gebelerde uygulanan "Amniyosentez” sonucuna gore Down Sendromu tespit
edilen gebelerin oksidan/antioksidan sistemlerinin durumunun ortaya konulmasi ve yeni bilimsel
veriler dretilmesi hedeflenmektedir.

Bu aragtirmada, sizin “Amniyosentez” isleminiz Zekai Tahir Burak Kadin Saghg Egitim ve
Aragtirma Hastanesi Genetik Merkezi normal sekilde ¢aligilacaktir. Amniyosentez sonucunda down
sendromu saptanan gebelerin arta kalan amniyon swvisinda ve amniyosentez sonucu normal oalan
gebelerin arta kalan amniyon sivisinda Ankara Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dal
Aragtirma Laboratuvannda oksidan stresi gbsteren testlerden malondialdehit ve ksantin oksidaz,
antioksidan savunma durumunu gdsteren testlerden de siiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz
adindaki testler caligilacaktir. Ayrica bu amniyon sivilannda interlSkin-6 ve 10 gibi dogal bagigiklikta
rol alan testler galigilicaktir. Adi gegen testler arastirma amach testlerdir. Bu aragtirmada sizin ve
bebeginizin viicuduna zarar verecek hicbir ek girisimde (invaziv girigim) bulunulmayacaktir.
Aragtirmaya katilmaya karar vermeniz halinde normalde “Amniyosentez” icin vermis oldugunuz
amniyon sivisi haricinde sizden hicbir ek test materyali (kan, idrar, BOS vb.) istenmeyecektir.
“Amniyosentez” sonucunuza gore Down Sendromu saptanan annelerin amniyon sivilan test grubunu,
Down Sendromu ¢gikmayan annelerin amniyon sivilan kontrol grubunu olusturacaktir.

Bu arastirmaya katilmaniz zorunlu degildir, tamamen sizin isteginize baglidir. Istediginiz
zaman, herhangi bir cezaya veya yaptinma maruz kalmakszin, higbir hakkimzi kaybetmeksizin
aragtirmaya katilmay! reddedebilirsiniz veya aragtirmadan ¢ekilebilirsiniz. Aragtirmaya dahil olma
sartlars;

* 16. ile 20. gebelik haftalan arasinda olmasi

* 18 yagini doldurmus
Bu sartlar yerine getiremeyen, arastirmaya katiimak istemeyen ya da arastirmaya
katilmis olup daha sonra gekilmek isteyen gtinllidler aragtirma kapsamina
ahnmayacaktir.

Bu arastirmaya katilip katiimamaniz “Amniyosentez” sonucunuzu etkilemeyecektir. Herhangi
bir rahatsiziik olugturacak igleme tabl tutulmayacaksiniz. Bu aragtirma nedeniyle higbir risk ya da
rahatsizhga maruz birakilmayacaksiniz. Bu aragtirma sizin icin hicbir ek risk tagmamaktadir.

Sizden alinmig olan amniyon sivilan, yukanda adi gegen arastirma amach testler haricinde
higbir ek calisma yapilmayacaktir. Amniyon sivilariniz Ankara Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi
Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvan haricinde higbir yere gotiirilmeyecektir, dlke digina
gonderilmeyecektir.
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Arastirmaya katilmaya karar vermeniz durumunda sizden fazladan amniyon sivist
alinmayacaktir, “Amniyosentez” sonuglannizda hichir degisiklik olmayacakur, size ya da bebeginize
yenl, farkli ya da deneysel bir tedavi/iglem uygulanmayacaktir,

Aragtirmaya katilmaya karar vermeniz halinde size veya sosyal glivenlik kurumunuza (Emekli
Sandig, SGK, Yesil Kart, dzel sigorta vb.) herhangi bir ek mali ylik getirilmeyecektir. Bunun yaninda,
aragtirmaya katiimaniz halinde size ek bir tibbl ya da mali fayda da saglanmayacaktir.

Arastirmacilar, Etik Kurul, Saglik Bakanlig: ve diger iigili saglik otoriteleri aragtirmaya
katilmaniz halinde orijinal tibbi kayitlanniza erigebileceklerdir, ancak bu bilgileriniz kesinlikle gizli
tutulacaktir. Yazih bilgilendirilmis goniillii olur formunun imzalanmasiyla siz veya yasal temsilciniz soz
konusu erisime izin vermis olacaksiniz. ligili mevzuat geregince kimliginizi ortaya gikaracak bitln
kayitlar gizli tutulacakir, kamuoyuna agiklanmayacaktir; arastirma sonuglanmizin bilimsel ortamda
yayimlanmasi halinde dahi kimliginiz gizli kalacaktir.

Bu arastirmaya ilk etapta 60 gebenin katiimasi Gngdriimektedir.

Bu aragtirmayla ilgili her tirll soru ve sorununuzla ilgili Ankara Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi
Biyokimya Anabilim Dali aragtirma goreviilerinden Dr. Seda YILMAZ BAHSI ile 24 saat iletigime
gecebilirsiniz. Kendisine ulasabileceginiz telafon numarasi 05057653345, Elektronik ileti adresi
dr.sedabahsi@hotmail.com’dur.

OLUR FORMU:
Ben
Bilgilendirilmig Ganiilli Olur Formundaki tim agiklamalan okudum. Bana, yukarida konusu ve

amaci belirtilen aragtirma ile ilgili yazih ve sbz10 agiklama agagida ads belirtilen hekim tarafindan

yapildi. Aragtirmaya goniillll olarak katildigimi, istedigim zaman gerekgeli veya gerekgesiz olarak
aragtirmadan aynlabilecegimi ve kendi istegime bakilmaksizin aragtirmaci tarafindan aragtirma digt
birakilabilecegimi biliyorum,

8z konusu arastirmaya, hicbir baski ve zorlama olmaksizin kendi nzamla katilmay kabul ediyorum.

Hastanin Adi Soyads: Tarih: imza
e | e ] 2012
Adres: Telefon:
O i srimmnssssasns
. A ———————
Doktor Adi Soyad: Tarih: imza
Aras. Gor. Dr. Seda BAHS v/ . ] 2012
Adres: Ankara Universitesi Tip Fakiiitesi Tibbi Telefon:
Biyokimya Anabilim Dali Morfoloji Yerleskesi 0 505 7653345
Dekanlik Binasi 1. Kat Sihhiye/ANKARA 0 312 5958268
(Varsa)Tanikhik Eden Adi Soyadi: Tarih: imza
e /o ] 2012
Adres: Telefon:
o [T
T ——
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