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                                                          ÖNSÖZ 

Sigara içimi dünyadaki en önemli sağlık sorunlarından birini oluĢturmaktadır. 

Gebelikte sigara içilmesi veya ortamdaki sigara dumanının solunması, fertiliteyi, 

fetüsün geliĢmesini, gebeliğin her safhasını, doğumu, bebek sağlığını ve geliĢimini 

etkileyebilmektedir. Gebelikte sigara içiminin pek çok olumsuz etkisi bilinmesine 

rağmen bu konudaki yeni araĢtırmalar sigaranın bilinmeyen etkilerini ortaya 

çıkarmak için devam etmektedir. Bu çalıĢmada koruyucu mekanizmadan sorumlu 

glutatyon düzeyinin plasentada ölçümü, patogenezinde kimyasala maruziyetin 

bulunduğu çeĢitli hastalıklarda antioksidan savunma mekanizmalarının durumu 

hakkında bilgi verecektir. Ayrıca plasental glutatyon düzeyinin 1-OHP düzeyi ile 

olan iliĢkisi incelenecektir. Bu çalıĢma sonuçlarının, gebelikte görülebilecek 

sorunları kapsayan diğer çalıĢmalara katkıda bulunacağı düĢünülmektedir. 

Yüksek lisans öğrenimim boyunca bilgi ve deneyimleriyle bana yol gösteren, 

hoĢgörü ve sabırla her konuda beni destekleyen, çalıĢmalarım sırasında yaĢadığım 

zor anlarda hiç çekinmeden danıĢabildiğim tez danıĢmanım sayın Prof. Dr. Benay 

Can EKE’ye, 

Gerek bilimsel gerekse sosyal desteğini hiç esirgemeyen, yapıcı tutumuyla 

motivasyonumu arttıran, sıkıntılı anlarımda arkadaĢlığından çok destek aldığım 

araĢtırma görevlisi sevgili Elçin Deniz Özdamar’a, 

Tezimin istatistik ve HPLC kullanımı aĢamasında yardımlarını esirgemeyen pratik 

ipuçlarıyla bana önemli katkılar sağlayan Dr. Ecz. Ahmet Oğuz Ada’ya, 

Ankara Üniversitesi Eczacılık Fakültesi Toksikoloji Anabilim Dalı tüm öğretim 

üyeleri ve çalıĢanlarına, 

HPLC yöntem validasyonu ve ölçümlerinde bana yardımcı olan yol gösteren 

kimyager Hale Aydonat’a, 

Aldığım tüm kararlarda beni destekleyerek bugünlere gelmemde büyük payları olan, 

emeklerini asla ödeyemeyeceğim sevgili anneme, babama ve her zaman yanımda 

olan manevi desteğini sürekli hissettiğim biricik ablama, 

sonsuz teĢekkürlerimi sunarım… 
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SĠMGELER VE KISALTMALAR 

ATP             Adenozin Trifosfat 

CAT             Katalaz 

CYP450       Sitokrom P450 

DTNB          5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoik Asit       

EDTA          Etilen Diamin Tetraasetik Asit 

FDA             Food and Drug Administration (Gıda ve Ġlaç Ġdaresi) 

GPx             Glutatyon Peroksidaz 

GR               Glutatyon Redüktaz 

GSH             ĠndirgenmiĢ Glutatyon 

GSSG          Glutatyon Disülfid 

GST             Glutatyon-S-Transferaz 

HPLC          High Performance Liquid Chromatography (Yüksek Performanslı Sıvı    

Kromatografisi) 

H2O2            Hidrojen Peroksit 

MDA           Malondialdehit 

NADP
+ 

       Nikotinamid Adenin Dinükleotit Fosfat 

NADPH      Nikotinamid Adenin Dinükleotit Fosfat, indirgenmiĢ       

PAH            Polisiklik Aromatik Hidrokarbon 

ROT            Reaktif Oksijen Türleri 

RNS            Reaktif Nitrojen Türleri  

RSD            Rölatif Standart Sapma 

SOD            Süperoksit Dismutaz 

TNB            Tiyonitrobenzoik Asit  

1-OHP         1-hidroksi piren 
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                                             1. GĠRĠġ 

1.1. Plasenta  

Plasenta geçici bir organ olup embriyo ve fetüsün normal geliĢimine imkân veren 

uygun bir mikro çevrenin sağlanmasında hayati rol oynamaktadır. 

Anne ile fetüs arasındaki besleyici maddelerin, oksijen ve atık değiĢiminin yapıldığı 

baĢlıca yerdir. Fetüse oksijen ve besini anneden alarak sağlamakta ve aktif endokrin 

hormon görevini görmektedir. Bu durum plasentanın vücuttaki eĢsiz bir organ 

sistemi olmasına olanak sağlamaktadır (Syme ve ark., 2004). 

Plasenta aracılığıyla anne ve fetüs kanı birbirine karıĢmaksızın, ikisi arasında madde 

alıĢveriĢi sağlanmaktadır. Yani fetüs yaĢayıp büyüyebilmek için anne kanından 

gerekli besin maddelerini ve oksijeni almakta, karbondioksit gibi kendisine gereksiz 

maddeleri anne kanına vermektedir. Anne solunum yoluyla bunu dıĢarı atmaktadır. 

Özetle plasenta, fetüsün hem akciğeri, hem sindirim sistemi hem de böbrekleri gibi 

görev yapmaktadır (Myllynen ve ark., 2005). 

Plasenta, iki bölüm arasındaki sirkülasyonu sağlarken bir taraftan da maternal 

kanında yer alan ksenobiyotiklerden fetüsü korumak için bariyer görevini 

görmektedir. Fetüsün ve annenin sirkülasyonu aynı anda perfüze edilirken plasenta 

anne ve fetüsün kanlarını birbirinden ayırmaktadır (Smith ve ark., 1992). 

1.1.1. Plasentanın OluĢumu 

Plasenta, gebeliğin çok erken dönemlerinde oluĢmaktadır. Plasenta hemokoryal 

tiptedir yani fetal dokusu maternal kanı ile direk temastadır (Kaufmann ve Scheffen, 
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1992). Embriyo rahim duvarı içine yerleĢtikten sonra beliren trofoblast adlı hücreler 

sayıca çoğalmaya ve desiduaya doğru ilerlemeye baĢlamaktadır. Desidua, gebe bir 

kadında endometriyumun fonksiyonel tabakasıdır. Yani zigotun yerleĢip 

geliĢebileceği uygun bir yataktır. Trofoblastlar yan yana gelip parmak gibi uzantılar 

oluĢturarak desiduaya çıkıntı yapmaktadırlar. Bu uzantılara ―Plasenta villusları‖ 

denir. Villus, insan plasentasının temel yapısal elemanıdır, maternal yüz ile desidual 

membranın çevresinde yer almaktadır. Fetal villus dokuları, fetal kapillerin 

endometriyumu ve trofoblasttan (villus stroma, sitotroplast ve sinsityotroplast) 

oluĢan fetal ve maternal sirkülasyonu birbirinden ayırmaktadır (Peereboom ve 

Noordhoek, 1998). Erken gebelik döneminde villus doku tabakası yaklaĢık 50–100 

µm kalınlıktayken gebeliğin son dönemlerinde plasentanın büyümesiyle 4–5 µm’ye 

kadar düĢmektedir (Kaufmann ve Scheffen, 1992). Bu incelme sitotroplastik 

tabakanın ortadan kaybolmasından kaynaklanmaktadır (Peereboom ve Noordhoek, 

1998).  Gebeliğin erken dönemlerinde koryonun tüm yüzeyi villuslarla kaplıyken, 

gebelik ilerledikçe iki bölgenin farklılığı görülmektedir. Fetal kutbun desidua bazalis 

(anneye ait plasentayı oluĢturan desidua tabakası) ile temasta olan villusları 

büyümeye devam etmektedir. Embriyosuz tarafta ise villuslarda yıkım 

baĢlamaktadır. Böylece üçüncü ayın sonunda koryonun bu tarafı düz kalmaktadır. 

Buna karĢılık geri kalan uzantılı koryon frondozum geliĢip esas plasentayı 

oluĢturmaktadır. Bu dönemde plasenta iki bölümden oluĢmaktadır; ilk bölüm 

farklılaĢmıĢ desiduadan oluĢmuĢ maternal (anneye ait) kısım, diğer bölüm koryon 

kesesinden geliĢen fetal kısımdır (ġekil 1.1) (Lewis ve Gilbert, 1998). 

Plasentada biyokimyasal sentez ve değiĢ tokuĢ için mitokondri, ribozom, pinositotik 

vaküoller, lipit duvarı gibi organeller bulunmaktadır. Ġnsan plasentası, kotiledon adı 

verilen 20–40 bölümden oluĢmaktadır. Bu bölümlerden her biri plasentanın bir 

damarı gibi görev almaktadır. Bütün kotiledonlar plasentanın fetal tarafında yer alan 

villus ağaçlarını içermektedir (Enders ve Blankenship, 1999). 

Gebeliğin ilk iki ayında, embriyonun major organları geliĢmektedir (organogenesiz). 

Son iki ayda embriyo fetüse dönüĢmektedir. Embriyonik periyod süresince maternal 

kan plasentaya perfuze olmamaktadır ve gebeliğin 10. haftasına kadar feto-plasental-
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maternal sirkülasyon yıkılmamaktadır. Fakat maternal kanda bulunan ilaçlar veya 

diğer kimyasallar gebeliğin ilk 10 haftasında embriyoya, ekstrasellüler sıvıya difüze 

olarak geçebilmektedir (Syme ve ark., 2004). 

 

ġekil 1.1. Plasentanın oluĢumu 
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1.1.2. Plasentanın Yapısı 

GeliĢimini tamamlamıĢ plasenta yaklaĢık 20–22 cm çapında, 2–2,5 cm kalınlığında 

ve 500–600 gr ağırlığındadır. Mavi- kırmızı renkte, yuvarlakça, yassı ve etli bir 

organdır (ġekil 1.2). Plasentanın en küçük 

anatomik birimi kotiledondur. Ġki veya daha 

fazla kotiledonun bir araya gelmesiyle 

lobüller oluĢmaktadır. 15–20 adet lobül 

bulunmaktadır. 1. trimestr’de plasentanın 

boyutu fetüsten büyükken, 12–14. haftada 

plasenta büyüklüğü fetüsle yaklaĢık olarak 

eĢittir, 14. haftadan sonra fetüsün boyutu 

plasentayı geçmektedir. Plasenta gebeliğin 

yaklaĢık 18. haftasına kadar büyümeye 

devam etmektedir (Myatt, 2006). 

                                                                                                                                    

ġekil 1.2. Plasenta  

1.1.3. Plasentanın Fonksiyonları 

Plasentanın temel görevi, geliĢmekte olan gebeliğin devamı ve normal fetüs 

geliĢiminin sağlanması için gerekli besleyici molekülleri, iyonları ve gazları anneden 

fetüse aktarmak, fetüsün metabolizması sonucu oluĢan atık ürünlerin maternal 

dolaĢımına geçmesini sağlamaktır (Myatt, 2006). Ayrıca baĢarılı bir hamilelik için 

çok önemli olan hormonların, peptitlerin ve steroidlerin sentezinde önemli rol 

oynamaktadır. Ġnsan plasentası ilaç oksidasyonu, redüksiyonu, hidrolizi ve 

konjugasyonundan sorumlu çoklu enzim sistemleri içermektedir. Bu enzim sistemleri 

sayesinde plasentaya geçen yabancı kimyasallar modifiye edilebilmektedir (Syme ve 

ark., 2004). 
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Plasentanın üç temel fonksiyonu vardır. 

1.1.3.1. Plasental Metabolizma 

Özellikle erken gebelik döneminde plasenta, embriyo ve fetüs için besin ve enerji 

kaynağı oluĢturan glikoz, kolesterol ve yağ asitlerini sentezlemektedir. Plasentanın 

bazı vitaminleri, lipitleri, glikojeni ve demiri depolama özelliği bulunmaktadır 

(Beausejour ve ark., 2007). Metabolizma oranı yetiĢkin karaciğeri ve böbreği ile 

benzemektedir. Oksijen tüketimi pankreas ve böbrekteki gibi aynı Ģekilde 

gerçekleĢmektedir. Plasenta aktif glikoz siklus, trikarboksilik siklus, elektron transfer 

sistemi gibi katabolik ve sentetik fonksiyonları düzenlemektedir (Luke, 2007). 

1.1.3.2. Plasental Endokrin Sentezi ve Sekresyonu 

Plasentanın fonksiyonel hücreleri olan sinsityotrofoblastlarda steroid hormonlar ve 

protein hormonların üretimi yapılmaktadır (Roberts ve ark., 2009). 

1.1.3.2.1. Steroid Hormonlar 

Progesteron, gebeliğin her döneminde görülmektedir. Gebeliğin sağlıklı devam 

etmesi için gereklidir, fetüsün yerleĢtiği endometriyumu desteklemektedir. Rahim 

kaslarının kasılmasını baskılamakta böylece düĢük ya da erken doğumu 

engellemektedir. Gebeliğin sonuna doğru anne organizmasına verilen günlük 

plasental progesteron miktarı yaklaĢık 200–500 mg arasındadır (Pschyrembel, 1998). 

Östrojen, plasentada sinsityotrofoblastlardan sentezlenmektedir. Biyosentez ve 

metobolizmasında fetus adrenalleri, fetus karaciğeri, anne karaciğeri ve böbrekleri 

rol almaktadır. Rahim kası üzerinde oksitosin hormonunun bağlanacağı reseptörlerin 



6 

 

yapımını hızlandırarak rahimi doğuma hazırlamaktadır. RNA yapımını ve protein 

sentezini uyarmaktadır (Nakagava ve ark., 2004). 

1.1.3.2.2. Protein Hormonlar 

Protein hormonlar sinsityotrofoblastlardan sentezlenmektedir. Üretilen baĢlıca 

hormonlar: gonadotropin salgılatıcı hormon (GnRH), kortikotropin salgılatıcı 

hormon (CRH), tirotropin salgılatıcı hormon (TRH), somatostatin, koryonik 

gonadotropin hormonu (HCG), koryonik tirotropin hormonu (HCT)’dur (Petraglia ve 

ark., 1992). 

1.1.3.3. Plasental Transport 

Besleyici maddeler ve gazlar plasenta aracılığıyla plasenta villuslarından fetüs kanına 

geçmektedir. Plasenta ve anne kanı arasında iki yönlü madde taĢınması, plasenta 

bariyerinin çok geniĢ bir yüzey içermesi nedeniyle kolaylaĢmıĢtır. Bazı maddeler 

plasentadan olduğu gibi geçerken bazıları geçiĢ sırasında metabolize olmakta bazıları 

ise hiç geçememektedir. Plasenta, anne kanındaki bazı zararlı maddelerin fetüse 

geçiĢini engellemektedir (Perkins, 2006). 

Oksijen ve karbondioksit gibi gazların geçiĢi kan akımının oluĢturduğu basınç 

farkıyla gerçekleĢmektedir. Oksijence zengin anne kanından oksijence fakir fetal 

kanına doğru oksijen geçiĢi olmaktadır ve bebek kanındaki hemoglobin oranı fazla 

olduğu için bebek kanı dokulara kolayca oksijen taĢımaktadır (Sanin ve Lopez, 

2001). 

Plasenta, çeĢitli ksenobiyotiklerin anneden fetüse geçiĢini azaltarak geliĢen fetüs için 

koruyucu bariyer görevini üstlenmektedir. Bu nedenle plasenta ksenobiyotiklerin 

eliminasyonunda böbrek ve karaciğer gibi rol oynamaktadır. Maternalden fetale pasif 

difüzyon yolu ile ilaç geçiminde; ilacın lipit çözünürlüğü, polaritesi, molekül ağırlığı 
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gibi fizikokimyasal özellikleri belirleyici olmaktadır. Plasenta membran 

geçirgenliğine bağlı olarak düĢük molekül ağırlıklı, yağda çözünen ve non iyonize 

bileĢikler kolayca plasentaya geçebilmektedir. Ayrıca, plazma proteinlerine 

bağlanma derecesi de geçen madde miktarını etkilemektedir (Hill ve Abramson, 

1988). 

Glukoz, aminoasit, vitamin ve insülin gibi maddeler plasentaya 

sinsityotrofoblastların maternal yüzeyel apikal (brush border) membranlarında ve 

fetal yüzeyel basal membranlarında bulunan özel transport mekanizmalarla 

geçmektedir. Ayrıca spesifik transport mekanizmasıyla fetal kanındaki metabolik 

artık ürünleri maternal sirkülasyona plasentayla geçip temizlenmektedir (Hahn ve 

Desoye, 1996). 

Transplasental değiĢ tokuĢ 4 mekanizma ile gerçekleĢmektedir (Pacifici ve Nottoli, 

1995). 

1. Pasif Difüzyon  

Pasif difüzyon, plasental taĢımada baskın bir yoldur. DüĢük molekül ağırlıklı, non 

iyonize, yüksek oranda yağda çözünebilen kimyasallar için uygundur. Enerji 

gerektirmeden aralarında bir denge kuruluncaya kadar maddelerin yüksek 

konsantrasyondan düĢük konsantrasyona doğru hareket etmesiyle gerçekleĢmektedir. 

Kimyasallar plasentaya pasif difüzyon ile geçtiğinde, geçiĢ yapan maddenin 

miktarını; maternal sirkülasyondaki kimyasalın konsantrasyonu, fizikokimyasal 

özelliği ve plasentanın özelliği belirlemektedir. Su, elektrolitler, inorganik iyonlar ve 

oksijen, karbondioksit gibi  gazlar pasif difüzyon ile taĢınmaktadır (Nau, 1992; 

Johansson ve ark., 2002). 
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2. KolaylaĢtırılmıĢ Difüzyon 

Bir taĢıyıcı substrat aracılığı ile plasenta ve fetüs arasında yüksek konsantrasyondan 

düĢük konsantrasyona doğru denge sağlanıncaya kadar geçiĢ olmaktadır (Folkart ve 

ark., 1960). Elektriksel yüklere bağlı bir taĢımadır. Karbonhidrat gibi bazı 

maddelerin taĢınmasında fetüsün fonksiyonel ve metabolik ihtiyaçları olduğunda 

sadece pasif difüzyonla değil kolaylaĢtırılmıĢ difüzyonla da transfer oranı 

arttırılabilmektedir (Pacher ve ark., 2007). 

3. Aktif TaĢıma  

Aktif taĢımada enerji kullanılmaktadır. Bu enerji ATP (adenozin trifosfat) 

hidrolizinden veya transmembran elektrokimyasal gradientte saklanan enerjiden 

sağlanmaktadır. ġeker, aminoasit, lipit gibi moleküller aktif taĢıma ile taĢınmaktadır 

(Seeds, 1968; Radi, 2004). 

4. Endositoz  

Ġri moleküller endositoz ile taĢınmaktadır. 

Gebelikte annenin çevresel toksinlere, ksenobiyotiklere, ilaçlara maruziyeti fetüsün 

de bu risklere maruz kalabileceğinin habercisidir. 

1.1.4. Plasentada Kimyasalların Metabolizması 

Plasenta, ksenobiyotikler için metabolik bariyer olarak görev almaktadır fakat bu 

görev birçok ilaç ve kimyasalın plasental metabolizması için minör derecededir ve 

plasentaya geçiĢi önleyecek birincil faktör değildir. Birçok durumda enzim 

aktivitelerinin ksenobiyotik bileĢiklerini fetüs için zararlı hale getirdiği bilinmektedir 

(Pasanen ve Pelkonen, 1994). 
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Faz I Reaksiyonları 

CYP (sitokrom P450) enzimleri steroid hormonların katabolizması, sentezi ve 

vitamin, yağ asitleri, ilaçlar ve toksik kimyasalların metabolizmasından sorumludur 

(Marray, 1992). Plasentanın trofoblastik hücrelerinin mitokondri, endoplazmik 

retikulumlarında çeĢitli CYP izoenzimleri mevcuttur. Fullterm plasentada, CYP 1A1, 

1B1, 2E1, 2F1, 3A3-7 ve 4B1 için mRNA’lar tespit edilmiĢtir ve CYP 2E1, 1A1, 

3A4, 3A5, 3A7 ve 4B1 protein düzeyinde karakterizedir (Cui ve ark., 2006).  

Maternalin sağlık durumu, gebeliğin periyoduna bağlı olarak CYP’lerin tipleri ve 

miktarları ile değiĢmektedir. Genel olarak term’e göre ilk trimestr’de CYP 

izoformları daha fazla bulunmaktadır (Nelson ve ark., 2003). 

Faz II Reaksiyonları 

Faz I reaksiyonları sonucu oluĢan metabolitlerin polar hale gelmesini sağlayan 

böylece vücuttan atılımını kolaylaĢtıran konjugasyon reaksiyonlarıdır. Faz II 

reaksiyonları glukuronik asit konjugasyonu, sülfat konjugasyonu, metilasyon, 

açilasyon, glutatyon konjugasyon reaksiyonlarıdır.  

Plasentada ilacı metabolize eden enzimlerin seviyesini maternal ve çevresel faktörler 

etkilemektedir. Ġlaç, sigara-alkol kullanan, hava kirliliğine maruz kalan, sağlıksız 

beslenen annelerde plasental ksenobiyotik-metabolize aktivitesi değiĢmektedir 

(Collier ve ark., 2002).  

Gebelik, vücudun metabolik ihtiyaçlarının ve dokuların oksijen gereksiniminin arttığı 

bir dönemdir. ÇalıĢmalar gebelik döneminde maternal siklusunda lipit peroksitlerin 

anlamlı olarak arttığını göstermektedir (Sarker ve ark., 1995; Spatling ve ark., 1992). 

Hamilelik süresince plasentaya geçebilen veya plasentanın enzim aktiviteleri sonucu 

ürettiği reaktif oksijen türlerinin plasental fonksiyonları ne yönde değiĢtirdiğine dair 

çalıĢmalar devam etmektedir. 
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1.2. Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Türleri 

Serbest radikaller, dıĢ yörüngelerinde eĢlenmemiĢ elektron bulunan, bu eĢlenmemiĢ 

elektronlar sayesinde oldukça reaktif ve kararsız olan moleküllerdir. Kararlı hale 

gelebilmek için diğer atom veya moleküllerle birleĢmeye çalıĢırlar. BaĢka moleküller 

ile kolayca elektron alıĢveriĢine giren bu moleküllere oksidan moleküller denir 

(Halliwell, 1994). 

Oksidan moleküller, reaktif oksijen türleri (ROT), reaktif nitrojen türleri (RNS), 

sülfür merkezli radikaller ve diğerleri olarak sınıflandırılabilmektedirler. Bütün 

reaktif türler radikal değildir. Radikal olmayan reaktif türler pek çok durumda radikal 

gibi davranmakta ve biyomoleküllere oksidasyon yolu ile zarar vermektedirler. Bu 

reaksiyonlar sonucunda oluĢan oksidasyon ürünlerine radikaller denir ve bunlar 

baĢka reaksiyonların oluĢmasına neden olmakta ve daha büyük hasarlar meydana 

getirmektedirler (Abuja ve Albertini, 2001). Serbest radikallerin en önemli 

tepkimeleri, moleküler oksijenin ve onun reaktif türlerinin (süperoksit anyonu ve 

hidroksil radikali), peroksidin ve geçiĢ metallerinin olduğu tepkimelerdir (Inoue ve 

ark., 2003).  

Serbest radikallerin hücre dıĢı etkileri hücreler arası boĢluk ve sıvılarda ortaya 

çıkmaktadır. Serbest radikallere bağlı olduğu düĢünülen klinik durumlar baĢta 

bağıĢıklık sistemi bozuklukları, iskemik durumlar, beslenme bozuklukları, madde ve 

toksinlerin yol açtığı reaksiyonlar olmak üzere; karaciğerden göze kadar tüm 

organları içine alabilmektedir (Cross, 1987). 

1.2.1. Reaktif Oksijen Türlerinin Kaynakları 

Reaktif oksijen türlerinin kaynakları Çizelge 1.1’de görülmektedir. Serbest radikaller 

vücutta doğal metabolizma sonucu endojen kaynaklardan ortaya çıkabildiği gibi ısı, 

ıĢık, radyasyon gibi çeĢitli ekzojen kaynakların etkisi ile de ortaya çıkabilmektedir. 

Endojen kaynaklar içerisinde mitokondriyal elektron transportu, heksoz monofosfat 
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yolu, ksenobiyotiklerin metabolizması, doğal uyaranla fagositik hücrelerin 

aktivasyonu, biyosentetik ve biyokimyasal yıkım olayları bulunmaktadır. (Fridowich 

1978; Karabulut ve Kabakçı, 1995; Inoue ve ark., 2003).  

Mitokondrilerde yüksek oranda hidrojen peroksit ve süperoksit radikalleri 

üretilmektedir (Wu ve Cederbaum, 2003). Mitokondrilerdeki oksijenli solunumda 

olduğu gibi birçok anabolik ve katabolik iĢlemler sırasındaki reaksiyonlarda 

moleküler düzeyde elektron kaçıĢları olmakta ve bu sırada ROT’lar oluĢmaktadır 

(Cross, 1987). 

Nötrofiller, eozinofiller ve makrofajlar diğer endojen ROT kaynaklarıdır. Aktive 

makrofajlarda oksijen tüketimi yükselmekte süperoksit anyonu ve nitrik oksit gibi 

radikaller ve hidrojen peroksit açığa çıkmaktadır (Conner ve Grisham, 1996).  

Ġskemi, hemoraji, travma ve radyoaktivite gibi durumlarda mitokondrilerdeki aerobik 

oksidatif fosforilasyon dengesi etkilenmekte ve elektron taĢıma sisteminden elektron 

kaçakları daha fazla olmaktadır ve ROT düzeyi artmaktadır. ROT'ların düzeyi, 

yaĢlanma süreci ile paralel bir artıĢ göstermektedir. YaĢlanma ile protein 

karboksilasyonunun artıĢı ve katalize edici tüm enzimlerin azalmasının bu 

dengesizlikte önemli rolleri vardır (Çavdar ve ark., 1997). 

Sitokrom P450 bir diğer endojen ROT kaynağıdır. P450’nin katalitik döngüsünde 

meydana gelen bir ayrılma veya aksamada süperoksit anyonu ve hidrojen peroksit 

oluĢumu çoğunlukla meydana gelmektedir. Ayrıca mikrozomlar ve peroksizomlar da 

endojen ROT kaynaklarıdır (Gupta ve ark., 1997) 

ROT üretimi ekzojen kaynaklı da olabilmektedir. Radyasyon, UV ıĢığı, kirli hava, 

sigara dumanı, pestisitler, ilaç maruziyeti serbest radikal üretimine neden 

olabilmektedir (Wu ve Cederbaum, 2003). 
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Çizelge 1.1.  ROT'ların in vivo ortamda kaynakları (Çavdar ve ark., 1997). 

I. Normal biyolojik iĢlemler 

1. Oksijenli solunum 

2. Katabolik ve anabolik iĢlemler  

II. Oksidatif stres yapıcı durumlar 

1. Ġskemi, hemoraji, travma, 

radyoaktivite, intoksikasyon 

2. Ksenobiyotik maddelerin etkileri 

a. Ġnhale edilenler 

b. AlıĢkanlık yapan maddeler 

c. Ġlaçlar 

                   3. Oksidan enzimler 

                     a. Ksantin oksidaz 

                     b. Ġndolamin dioksigenaz 

                     c. Triptofan dioksigenaz 

                     d. Galaktoz oksidaz 

                     e. Siklooksigenaz 

                     f. Lipooksigenaz 

                     g. Monoamin oksidaz 

                4. Stres ile artan katekolaminlerin oksidasyonu 

                5. Fagositik inflamasyon hücrelerinden salgılanma (nötrofil, 

monosit, makrofaj, eosinofil, endotelyal hücreler) 

                6. Uzun süreli metabolik hastalıklar 

                7. Diğer nedenler: aĢırı sıcağa maruz kalma, güneĢ ıĢını, sigara 

    III. YaĢlanma süreci 
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1.2.2. Reaktif Oksijen Türleri 

Reaktif oksijen türleri, kimyasal olarak reaktif olan çok sayıda molekülü 

kapsamaktadır. Çizelge 1.2’de ROT’ların sınıflandırılması görülmektedir. 

Çizelge 1.2. Reaktif oksijen türleri (Çavdar ve ark., 1997) 

 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2.2.1. Süperoksit Radikali (O₂˙) 

Ġndirgeyici özellikteki biyomoleküller, oksijene tek elektron verip kendileri 

oksitlenirken süperoksit radikali oluĢmaktadır (Nordberg ve Arner, 2001). Birçok 

biyolojik molekül (hidrokinon, flavin, tiyol gibi) aerobik ortamda oksitlenirken 

1.Serbest Radikaller:       

                            Süperoksit radikali (O₂˙)  

                            Hidroksil radikali (OH˙)  

                            Alkoksil radikali (LO˙)  

                            Peroksil radikali (LOO˙) 

 

  

2.Radikal Olmayanlar:    

                           Hidrojen peroksit (H₂O₂)  

                           Lipit hidroperoksit (LOOH)  

                           Hipoklorik asit (HOCI) 

          

3.Singlet Oksijen 
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süperoksit yapımına neden olmaktadırlar. Süperoksidin kendisi direkt olarak fazla 

zarar vermemektedir. Asıl önemi hidrojen peroksit (H₂O₂) kaynağı olmasıdır. 

Süperoksit radikali H₂O₂’ye indirgendiğinde en aktif halini alır (Kavas, 1989; 

Desideri ve Falconi, 2003). 

Süperoksit radikali bir elektron daha alırsa peroksi anyonuna indirgenir.      

                                             2H
+
 

 O₂ˉ˙ + eˉ              O₂ˉ ²                   H₂O₂ 

Bu tepkime biyolojik moleküllerin oksidasyonuna neden olduğundan tercih 

edilmemektedir. Aerobik canlılarda süperoksitlerin H₂O₂’ye çevrilmesi katalitik 

aktivitesi çok yüksek olan süperoksit dismutaz (SOD) tarafından katalizlenmektedir 

(Desideri ve Falconi, 2003). 

                                SOD 

O₂ˉ˙ O₂ˉ˙ + 2H
+  

                  H₂O₂ + O₂ 

                           

Süperoksit radikali aynı zamanda hidrojen peroksit ve hidrojen iyonlarıyla 

reaksiyona girerek daha reaktif olan hidroksil radikalini oluĢturabilmektedirler 

(AkkuĢ, 1995; DelibaĢ ve Özcankaya, 1995). 

H
+  

+ O₂ˉ˙ + H₂O₂                  H2O + O₂ + OH˙  

1.2.2.2. Hidroksil Radikali (OH˙) 

H₂O₂’nin iki elektron indirgenmesi ile su oluĢmakta, tek elektron indirgenmesi ile 

OH˙ radikali oluĢmaktadır. Bu indirgenme demir, bakır gibi metal iyonları tarafından 

katalizlenmektedir. Radikaller arasında en aktif olandır.  Yarılanma ömrü çok 

kısadır. Aminoasitler, nükleik asitler, organik asitler, fosfolipidler ve 

karbonhidratlarla reaksiyona girebilmektedirler (Halliwell ve Gutteridge, 1999). 
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Ġyonizan radyasyona bağlı olarak suyun hidroliziyle, Fenton Reaksiyonu sonucu 

veya Haber-Weiss Reaksiyonuyla açığa çıkabilmektedirler (Liochev ve Fridovich, 

2002). 

     H2O    →   OH˙ + H˙ + eˉ  →   H2O2  (Suyun hidroliz reaksiyonu) 

     H2O2 + O2˙  →  OH˙ + OH
¯ 

+ O2   (Haber Weiss Reaksiyonu)  

     O2˙ + Fe
+3

 → O2 + Fe
+2

 

     Fe
+2

 + H2O2 → Fe
+3

 + OH˙ + OH
־
 

     O2˙ + H2O2 → OH˙ + OH
־
 + O2  (Fenton Reaksiyonu) 

1.2.2.3. Hidrojen Peroksit (H₂O₂) 

Oksijenin enzimatik olarak iki elektronla indirgenmesi ya da süperoksit 

radikallerinin, enzimatik veya non-enzimatik dismutasyon tepkimeleri sonucu 

oluĢmaktadır. Yapısında çiftleĢmemiĢ elektron içermediğinden radikal özelliği 

taĢımamaktadır. H₂O₂’in oksitleyici bir tür olarak bilinmesinin sebebi, demir, bakır 

gibi metal iyonlarının varlığında hidroksil radikalinin öncülü olarak davranmasıdır. 

H₂O₂, özellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile tepkimeye girerek 

yüksek oksidasyon düzeyindeki reaktif demir formlarını oluĢturmaktadır. Bu 

formdaki demir çok güçlü oksitleyici özelliklere sahip olup, hücre zarlarında lipid 

peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri baĢlatabilmektedir. Biyolojik sistemlerde 

oluĢan H₂O₂, önemli antioksidan enzimler olan katalaz ve peroksidaz ile ortamdan 

uzaklaĢtırılmaktadır (Yurdakul, 2003; Genç, 2008). 

1.2.2.4. Singlet Oksijen (O2↓↑) 

Singlet oksijenin eĢleĢmemiĢ elektronu yoktur o yüzden radikal olmayan reaktif 

oksijen molekülü olarak adlandırılmaktadır. Serbest radikal reaksiyonları sonucu 

meydana gelebildiği gibi, serbest radikal reaksiyonlarının baĢlamasına da neden 
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olabilmektedirler (Bekerecioğlu ve ark., 1998). Kuvvetli oksidan bir ajandır, birçok 

molekülle etkileĢmektedirler. Membran lipitlerine etki ederek peroksitleri 

oluĢturmaktadırlar (Noronha-Dutra ve ark., 1993).  

1.2.3. Reaktif Oksijen Türlerinin Etkileri 

Oksidanlar belirli düzeyin üzerinde oluĢursa oksidan moleküller organizmanın yapı 

elemanları olan protein, lipit, karbonhidrat, nükleik asitler ve yararlı enzimleri 

bozarak zararlı etkilere yol açarlar (Halliwell, 1991). 

ArtmıĢ Reaktif Oksijen Partiküllerinin Zararları: 

— Hücre organelleri ve membranındaki lipit ve protein yapısını bozarlar, 

— Hücre içi yararlı enzimleri, proteinleri etkisizleĢtirirler, 

—DNA’yı tahrip ederler, 

—Mitokondrilerdeki aerobik solunumu bozarlar, 

—Elastaz, proteaz, fosfolipaz, lipoksigenaz, siklooksigenaz, ksantinoksidaz, 

indolamin dioksigenaz, triptofan dioksigenaz, galaktoz oksidaz gibi litik enzimleri 

aktive ederler, 

—Tiollere bağımlı enzimlerin yapı ve fonksiyonlarının bozulması, hücre ortamının 

tiol/disülfit oranını değiĢtirirler, 

—Hücrenin potasyum kaybını arttırırlar, 

—Trombosit agregasyonunu arttırırlar, 

—Dokulara fagosit toplanmasını kolaylaĢtırırlar, 

—Hücre dıĢındaki kollagen doku komponentlerini, savunma enzimlerini ve 

transmitterleri yıkarlar, 

—Lipid peroksidasyonunu, zar yapısını ve fonksiyonunu değiĢtirirler, 

—Zar proteinlerinin tahribini, taĢıma sistemlerini bozarlar (Çavdar, 1997). 
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1.2.3.1. DNA ve Nükleik Asitlere Etkileri 

Reaktif oksijen türleri hücredeki çoğu yapı ve molekülleri etkilemektedir, hedef 

yapılarından en önemlisi DNA’dır. DNA’yı etkileyerek hücrede mutasyona ve ölüme 

yol açabilmektedirler. Tek veya çift zincir DNA kırılmalarına, pürin ve 

pirimidinlerde modifikasyonlara, deoksiriboz-fosfat iskeletinde hasara, DNA-protein 

ve DNA-DNA çapraz bağlantılarına neden olabilmektedirler (Dizdaroğlu, 1991; 

Cooke ve ark., 2003). 

Singlet oksijen guanini kolayca oksitleyebilmektedir. Guaninin, DNA’da en kolay 

oksitlenebilen baz olduğu bilinmektedir (Mori ve ark., 1998; Epe, 1992). 

Hidroksil radikali DNA molekülünün bütün bileĢenleri ile kolayca reaksiyona 

girebilmekte ve pürin, pirimidin bazlarına ve deoksiriboz iskeletine zarar 

vermektedir (Dizdaroğlu ve ark., 2002). Hidroksil radikali dört bazdan birçok ürün 

oluĢturabilmektedir. 

Hidrojen peroksit zarlardan kolayca geçip hücre çekirdeğine ulaĢarak DNA hasarına, 

hücrede fonksiyon bozukluğuna ve hatta hücre ölümüne neden olabilmektedirler 

(Meram ve Aktaran, 2002; Özkan ve FıĢkın 2004). 

1.2.3.2. Proteinlere Etkileri 

Amino asit yan zincirlerinin oksidasyonu, peptid ayrılmaları, lipit ve karbonhidrat 

oksidasyon ürünleri ile reaksiyona giren  protein oksidasyon ürünleri sonucu protein 

karbonil türevleri oluĢabilmektedir. Proteinlerdeki tüm aminoasit rezidülerinin yan 

zincirleri iyonize radyasyon ve ROT ile oluĢan oksidasyondan çok çabuk 

etkilenmektedirler (Stadtman, 2004). En kolay etkilenen aminoasitler, sülfür veya 

selenyum içeren kalıntılardır. Proteinlerin prolin, histidin, arjinin, lizin ve sistein 

rezidüleri redoks metallerle oksidasyona çok hassastırlar (Valko ve ark., 2006). 

Prolin ve lizin reaktif oksijen türleri üreten reaksiyonlara maruz kaldıklarında 
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nonenzimatik hidroksilasyona uğrayabilmektedirler. Hemoglobin gibi hem 

proteinleri de serbest radikallerden önemli oranda zarar görürler. Özellikle 

oksihemoglobinin süperoksit radikali veya hidrojen peroksitle reaksiyonu 

methemoglobin oluĢumuna neden olmaktadır (AltınıĢık, 2000). 

1.2.3.3. Lipitlere Etkileri  

Biyolojik zarların yapısı lipit ve proteinden oluĢmaktadır. Lipitler serbest radikallerin 

etkilerine karĢı en hassas olan biyomoleküllerdir. Serbest radikallerin biyolojik 

dokulardaki doymamıĢ yağ asitlerine etkileri lipit peroksidasyonu olarak 

bilinmektedir. Lipit peroksidasyonu, çoklu doymamıĢ yağ asitlerinin reaktif oksijen 

türleri tarafından peroksitler, alkoller, malondialdehit, etan ve pentan gibi ürünlere 

yıkılma tepkimelerine denilmektedir. Yağ asitlerinin peroksidasyonu sonrasında 

açığa çıkan ürünler zar geçirgenliğini ve akıĢkanlığını ciddi Ģekilde etkileyip hücre 

ve organel içeriklerinin ayrılmasına neden olan kopma ve kırılmalara yol açmaktadır 

(Nyska ve Kohen, 2002). Lipit peroksidasyonu ile meydana gelen zar hasarı geri 

dönüĢümsüzdür (Gutteridge, 1995). 

Zincir reaksiyonu Ģeklinde olan lipit peroksidasyonu, organizmada oluĢan radikal 

etkisiyle çoklu doymamıĢ yağ asitleri üzerindeki metilen grubundan bir hidrojen 

atomu uzaklaĢtırılması ile baĢlamaktadır. OluĢan lipit radikali oksijenle reaksiyona 

girerek lipit peroksil radikalini oluĢturmaktadır. Lipit peroksil radikalinin de diğer 

doymamıĢ yağ asitleri ile reaksiyona girmesiyle zincirleme bir reaksiyon baĢlamıĢ 

olmaktadır. Lipit peroksiller hidrojen atomları ile de reaksiyona girerek lipit 

hidroperoksidleri oluĢturmaktadırlar (Young ve Woodside, 2001; Niki ve ark, 2005). 

Lipit peroksidasyonunun son bileĢeni olan malondialdehit (MDA) peroksidasyona 

uğramıĢ çoklu doymamıĢ yağ asitlerinin bölünmesiyle oluĢan üç karbonlu bir 

dialdehittir ve oksidatif durumun göstergesi olarak yaygın kullanılmaktadır. 

Lipitlerden araĢidonik asit metabolizması sonucu serbest radikal üretimine 

―enzimatik lipit peroksidasyonu‖, diğer radikallerin sebep olduğu lipit 
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peroksidasyonuna ise ―non-enzimatik lipit peroksidasyonu‖ denmektedir (AkkuĢ, 

1995). 

1.2.4. Antioksidan Savunma Sistemi 

Organizmada serbest radikal 

üretimi sürekli devam 

ettiğinden serbest radikallerin 

olumsuz etkilerine karĢı 

birçok savunma sistemi 

geliĢmiĢtir. Antioksidan; 

hücrelerde bulunan protein, 

lipit, karbonhidrat ve DNA 

gibi okside olabilecek 

maddelerin oksidasyonunu 

önleyen veya geciktirebilen, 

ROT’lar ile reaksiyona 

girerek organizmayı koruyan 

maddelerdir (Young ve 

Woodside, 2001). 

ġekil 1.3. Oksidatif stres 

Belirli bir düzeye kadar olabilen oksidan molekül artıĢı yine vücutta daima belirli bir 

düzeyde bulunan doğal antioksidan moleküller tarafından etkisiz hale getirilmektedir. 

Böylece sağlıklı bir organizmada oksidan düzeyi ve antioksidanların bunları 

etkisizleĢtirme gücü bir denge içindedir. Reaktif oksijen türlerinin kimyasal veya 

metabolik oluĢumuna yol açan hücre içi veya hücre dıĢı koĢullar oksidatif stres 

olarak adlandırılır (ġekil 1.3). Oksidan ve antioksidan kapasite arasındaki denge 

organ veya organ sistemlerinin oksidatif strese olan duyarlılıklarını belirlemektedir 

(Serafini ve Del Rio, 2004). 
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Antioksidanlar enzimatik ve non enzimatik olarak iki grupta sınıflandırılmaktadır 

(Mates ve ark., 1999). 

1.2.4.1. Enzimatik Antioksidanlar ve Etkileri 

Sitokrom oksidaz sistemi:  Hücrelerdeki O₂’nin %95-99’nun detoksifikasyonu 

Süperoksit dismutaz (SOD): Süperoksit anyonunun detoksifikasyonu 

Katalaz (CAT): Hidrojen peroksitin detoksifikasyonu 

Glutatyon peroksidaz (GPx): Hidrojen peroksitin detoksifikasyonu 

Glutatyon redüktaz: Okside glutatyonun indirgenmesi 

Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz: NADP’nin NADPH’a dönüĢmesi 

1.2.4.2. Nonenzimatik Antioksidanlar ve Etkileri 

α-tokoferol (vit E): Zincir kırıcı 

β-karoten (vit A): Radikal tutucu 

Askorbik asit (vit C): •OH radikali tutucu 

Glutatyon: Hücre içi sülfidril tamponu 

Albümin: Hem ve bakır bağlayıcı 

Seruloplazmin: Bakır bağlayıcı 

Haptoglobulin: Hemoglobin bağlayıcı 

Transferrin: DolaĢımdaki demir iyonlarını bağlayıcı 

Ferritin: Dokudaki demir iyonlarını bağlayıcı 

Hemopeksin: Hem bağlayıcı 

Bilirubin: Peroksil radikali tutucu 

Ürat: Radikal tutucu, metal iyonları bağlayıcı 

Glukoz: •OH radikali tutucu 

Sistein: Radikal tutucu 

Koenzim Q: Antioksidanlarla etkileĢebilir (Ünal, 2007). 
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Serbest radikallere karĢı, hücrenin en önemli savunma aracı glutatyondur. En toksik 

serbest oksijen radikali olan hidroksil radikalinin kaynağı olan H
2
O

2
 glutatyon 

peroksidaz ile suya yıkılırken; diğer organik hidroperoksitler alkollere 

redüklenmektedirler. Peroksidaz reaksiyonu sırasında oksitlenen glutatyon, glutatyon 

redüktaz ile tekrar redüklenmektedir (Halliwell ve Gutteridge, 1999). 

1.3. Glutatyon 

Glutatyon (GSH); γ-L-glutamil-L-sisteinil-glisin olarak bilinen bir tripeptittir (ġekil 

1.4).   

 

ġekil 1.4. Glutatyonun moleküler yapısı 



22 

 

Mikroorganizmalardan insanlara kadar birçok hücrede sentezlenen, intrasellüler 

konsantrasyonda çok yüksek oranda bulunan, düĢük molekül ağırlıklı, non-protein 

tiyol yapısında olan önemli bir antioksidandır (Meister and Anderson, 1983). 

GSH konsantrasyonu insan eritrositlerinde 2 mM, hepatosit sitozollerde ise yaklaĢık 

10 mM’dır (Samiec ve ark., 2000). Hücresel glutatyonun % 85–90’ı sitozolde geri 

kalan kısmı ise mitokondri, nükleer matriks ve peroksizom gibi birçok organelde 

bulunmaktadır (Lu, 2000). Safra asidi salgısında GSH konsantrasyonu 10 mmol/L’ye 

kadar çıkarken, ekstrasellüler sıvıda (örneğin plazmada 2- 20 µmol/L) düĢük 

konsantrasyonda bulunmaktadır. Çünkü sisteinin varlığı ile GSH, elektrofilik 

maddeler (örn serbest radikaller, reaktif oksijen/nitrojen türleri) tarafından GSSG’ye 

okside olmaktadır. Sisteinde bulunan sülfidril grubu (-SH) en aktif gruptur, 

glutatyonun en önemli fonksiyonlarından sayılan redüksiyon ve konjugasyon 

reaksiyonlarına katılmaktadır. Bu reaksiyonlar birçok ksenobiyotik bileĢiklerinin ve 

peroksidazların yok edilmesini sağlamaktadır. Ayrıca GSH hücre siklusunun 

regülasyonuna da katılmaktadır (Meister, 1992). 

YetiĢkin bir insanda GSH üretiminin günde yaklaĢık olarak 10 gram olduğu tahmin 

edilmektedir (Meister, 1995). Glutatyon bütün organlarda özellikle karaciğerde 

sentezlenen bir moleküldür. Memelilerin bütün dokularında bulunmaktadır (Vignais, 

2002). 

1.3.1. Glutatyonun Sentezi 

Glutatyon, ilk önce sisteinin glutamata eklenmesi sonra da oluĢan bu yapıya glisinin 

ilavesiyle sentezlenmektedir. GSH, sitozol ve mitokondride bulunan iki sitozolik 

enzim tarafından ardı ardına katalize edilmektedir (ġekil 1.5). 
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Bu enzimler;  

1.  γ-glutamilsistein sentetaz (glutamat-sistein ligaz olarak da bilinir) tarafından L-

glutamik asit ve L-sisteinden bir dipeptid olan γ-glutamilsistein oluĢur. 

2. Glutatyon sentetaz tarafından katalize edilir. γ-glutamilsistein’in C-terminal 

bölgesine glisin ilavesi ile GSH oluĢur  (Richman ve Meister, 1975). 

OluĢan glutatyon gama glutamil transpeptidaz ile hücre dıĢına taĢınmaktadır. Bu 

reaksiyonların tümüne birden gama glutamil siklusu denir (Huang ve ark., 1993). 

Her iki basamakta ATP’ye ve Mg
+2

’ye ihtiyaç vardır. 

 

ġekil 1.5. Glutatyon sentezi 
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Glutatyon kompetitif olarak gama glutamilsistein sentetazı inhibe eder ki bu 

nonallosterik feedback inhibisyondur (Huang ve ark., 2002). GSH azaldığı zaman 

kısa bir süre içinde GSH sentezi artmaktadır. Bu mekanizma ile fazla GSH üretimi 

veya γ-glutamilsistein birikimi önlenmiĢ olur (Josephy ve Mannervik, 2006). GSH 

üretimi gerektiğinde enzim gen ekspresiyon aktivasyonu transkripsiyonel aracılığı ile 

indüklenmektedir. Oksidatif stres veya elektrofillere maruziyet durumunda 

indüklenme görülmektedir.  Ġndükleme hücresel sinyali kapsar, yani glutamat sistein 

ligaz genin antioksidant cevap elemanının aktive edilmesidir (Nguyen ve ark., 2003). 

Ġndükleme sonucu artan GSH toksik ve mutajenik hasara karĢı hücresel savunmaya 

katılmaktadır. 

γ-glutamilsistein’in glutatyona dönüĢümünde bir hata meydana geldiğinde alternatif 

bir yol oluĢmaktadır. Bu yol γ-glutamilsiklotransferaz tarafından katalizlenen γ-

glutamilsistein 5-oksoproline dönüĢmesidir (Bridges ve Meister, 1985). Fazla 5-

oksoprolin üretimi nadiren görülen kalıtımsal glutatyon sentetaz eksikliği 

hastalığında görülmektedir. Bu eksiklik oksoprolinuria, kronik metabolik asidoz ve 

nörolojik bozukluk olarak karakterize edilir. Ġnsanlarda glutatyon sentetaz eksikliği; 

proteinlerde mutasyon, katalitik fonksiyon kaybı veya enzim stabilitelerinin 

bozulmasıyla oluĢmaktadır (Njalsson ve ark., 2000). Glutatyon sentetaz enzim 

geninin tamamen yok olması ölüme yol açabilmektedir. 

Gama glutamil transpeptidaz membran bağlı transpeptidaz olup, glutatyonun hem 

kullanımında, hem de yıkımında rol oynamaktadır.  

Enzim 3 tip reaksiyonu katalizlemektedir. 

a) Transpeptidasyon; gama glutamil kalıntısının bir akseptöre transferi 

b) Ototranspeptidasyon; gama glutamil kalıntısı GSH'a transfer ederek gama glutamil 

GSH oluĢumunu sağlama. 

c) Hidroliz; alfa glutamil kalıntısının hidrolizi (Konukoğlu ve Akçay, 1995). 
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1.3.2. Glutatyon Metabolizması 

Glutatyon dokularda birbiriyle denge halinde bulunan, indirgenmiĢ glutatyon (GSH) 

ve okside glutatyon (GSSG) olmak üzere iki Ģekilde bulunur. Ġntrasellüler GSH, 

GSH peroksidaz tarafından okside glutatyona (GSSG) dönüĢtürülmektedir. Hücrede 

total GSH’ın %5’inden daha azı okside formda bulunmaktadır (Reed, 2000). GSSG 

hayvansal hücrede protein sentezini inhibe edebilmektedir. GSSG’nin bu etkisi 

hücrede intrasellüler GSSG düzeylerinin neden normalden çok düĢük olduğunu ve 

eritrositlerden, karaciğer ve kalp gibi organlardan plazmaya neden GSSG salındığını 

açıklamaktadır. Hücre içi GSH içeriğinin farklı durumlarla değiĢtiği bilinmektedir. 

Glutatyon S transferaz ile konjugasyon reaksiyonları ile GPx’in aktivitesi ile ve H2O2 

üretiminin artmasıyla GSSG oluĢumu ve GSH miktarı azalmaktadır (Dickinson ve 

Forman, 2002). 

1.3.2.1. Glutatyon Peroksidaz 

Glutatyon peroksidaz, peroksitlerin redüksiyonunu katalizleyen, selenosistein 

Ģeklinde bir atom selenyum (Se) içeren, tetramer yapıda bir metalloproteindir. GPx, 

baĢta karaciğer olmak üzere, eritrositler, kalp, akciğer, böbrek, göz, beyin ve plasenta 

gibi dokularda bulunmaktadır. Enzimin subsellüler olarak, en çok sitozolde ve 

mitokondriyal matrikste lokalize olduğu bilinmektedir (Halliwell ve Gutteridge, 

1999). Mitokondrilerde oluĢan veya endoplazmik retikulumdan sitoplazmaya 

salgılanan ya da SOD gibi sitolozik enzimlerle açığa çıkan H2O2, GSH varlığında, 

GPx ile suya redüklenmektedir, ayrıca steroid hidroperoksitler, yağ asidi 

hidroperoksitleri ve lipid peroksi radikalleri gibi diğer birçok organik hidroperoksidi 

(ROOH’yi) alkollere indirgeyerek hücreleri bu moleküllerin oksidatif hasarından 

korur (Kumaragrupan ve ark., 2002). 

                                  GPx 

H2O2  +  2 GSH             GSSG + 2 H2O 
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                                  GPx 

ROOH + 2 GSH   GSSG + ROH + H2O 

 

Her iki reaksiyonda da, GSH, enzimin aktif bölgesinde bulunan selenyumu 

redüklemekte ve peroksitler, enzimin bu redükte formu ile redüklenmektedir. Daha 

sonra reaksiyona katılan ikinci GSH ile enzim aktif formuna dönerken; GSH, disülfit 

formu (GSSG)’na oksitlenmektedir (Halliwell ve Gutteridge, 1999). 

Glutatyon peroksidazın substrat spesifikliğine bağlı olarak iki tipi tanımlanmıĢtır. 

a) Selenyum bağımsız GPx'in etkisi hidrojen peroksid dıĢındaki organik 

hidroperoksitler üzerinedir (Lawrence ve Burk, 1976). 

b) Selenyum bağımlı enzim ise ayrıca hidrojen peroksid üzerine etkilidir 

(Eritrositlerde GSH ve GSH peroksidaz varlığında) H
2
O

2
'nin redüksiyonu; GSSG 

redüktaz aktivitesi için gerekli olan NADPH'ları sağlayan pentoz fosfat yoluyla 

iliĢkilidir (Mulder ve ark., 1995). Bu önemli reaksiyonlar membran lipitlerini 

oksidasyona karĢı korumaktadır. 

GSH peroksidaz, aynı zamanda prostaglandinlerin sentezinde ve prostasiklin 

oluĢumunun regülasyonunda da fonksiyon görmektedir ve bu fonksiyonu da 

prostaglandin H sentetaz aktivitesini düzenleyerek yapmaktadır (Cnubben ve ark., 

2001). 

1.3.2.2. Glutatyon Redüktaz 

Okside glutatyon, nikotinamid adenin dinükleotid fosfat (NADPH)-bağımlı bir enzim 

olan glutatyon redüktaz tarafından redükte glutatyon’a indirgenirken NADPH2 ise 

NADP
+
’e dönüĢmekte ve ilgili tepkimelerde kullanılmaktadır (Camera ve Picardo, 

2002). Glutatyonun %95’ten fazlası indirgenmiĢ formda bulunur. Bu formda 

tutunabilmesi pentoz fosfat metabolik yoluna bağlıdır. Bu yolda üretilen NADPH, 

glutatyon disülfid redüktaz (GR)’ın katalize ettiği reaksiyonlarda koenzim olarak 

görev almaktadır (Mates ve ark., 1999) (ġekil 1.6). 
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ġekil 1.6. Glutatyon redoks siklusu 

1.3.2.3. Glutatyon-S-Transferaz 

Glutatyon-S-Transferazlar (GST’ler) karsinojen ve mutajenleri içeren çeĢitli 

hidrofobik ve elektrofilik substratların glutatyonun tiol (-SH) grubu ile 

konjugasyonunu sağlayan çok iĢlevli bir enzim grubudur (Ketterer, 1986). GST’ler 

elektrofilik substratlar üzerine GSH’ın nükleofilik atağını katalizleyerek, GSH’ın SH 

grubu ile ilgili bileĢiklerin elektrofilik bölgelerini nötralize ederek bunların hücresel 

makromoleküller üzerine olan reaktifliklerini azaltmaktadırlar. GST’ler bitki, hayvan 

ve bakterileri kapsayan hemen tüm canlı türlerinde bulunmaktadırlar. GST’nin 

peroksidaz aktivitesi selenyum bağımlı değildir, fakat GSH’a gereksinim 

duymaktadır. Küçük bir mikrozomal GST ailesi ve GST kappa olarak tanımlanan 

mitokondriyal bir GST dıĢında GST’lerin büyük kısmı çözünebilir enzimlerdir. 

Farklı GST formları çeĢitli kaynaklardan saflaĢtırılmıĢ ve karakterize edilmiĢtir. GST 

enzimleri primer yapılarına, substrat spesifitelerine, kimyasal afinitelerine, aminoasit 

dizinlerine ve kinetik davranıĢlarına göre 8 sınıfta gruplandırılırlar: alfa (α), mü (μ), 

pi (π), sigma (σ), teta (θ), kappa (κ), zeta (δ) ve omega (ω). 
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Tepkime iki basamak halinde yürümektedir. Birinci basamakta hidroksillenmiĢ 

GSH’ın üretimi ile peroksit alkole enzimatik olarak indirgenir. Ġkinci basamakta 

spontane tepkimeyle hidroksillenmiĢ GSH, bir molekül GSH ile sonuçta GSSG ve su 

açığa çıkartmaktadır. Çok sayıda kimyasal GST’ler için substrat olabilmektedirler. 

Bunun nedeni non-spesifik hidrofobik substrat bağlanma bölgesinin varlığı ve çok 

sayıda izoenzimin bulunmasıdır. Böylece GST karsinojenik bileĢikleri, çevresel 

kirleticileri, ilaçları ve diğer birçok bileĢiği substrat olarak kullanmaktadır. 

Substratların elektrofilik fonksiyonel merkezleri karbon, nitrojen veya sülfür 

olabilmektedir. Elektrofilik bileĢik ve GSH’ın sistein rezidüsü arasında GST 

tarafından katalizlenen tiyoeter bağının oluĢumu genellikle suda daha çok 

çözünebilen ve daha az reaktif olan ürünler oluĢturur. Bu nedenle GST reaksiyonları 

genellikle detoksifikasyon reaksiyonlarıdır. 

Enzimin fonksiyonu proteinin aktif merkezinde hem GSH hem de elektrofilik 

substratın bağlanması ile GSH ile substratın yaklaĢmasını sağlamak ve GSH 

üzerindeki sülfidril grubunu aktive ederek elektrofilik substrat üzerine GSH’ın 

nükleofilik atağını sağlamakla görevlidir (Eaton ve Bammler, 1999).  

Glutatyon S-transferazlar suda çözünen ve idrarla atılan merkaptürik asit (N-

asetilsistein) biyosentezinin baĢlangıç reaksiyonlarına aracılık etmektedirler. 

Merkaptürik asit biyosentezi baĢlangıçta GSH konjugatı ile baĢlayan ve sonra γ-

glutamil transpepdidaz tarafından glutamik asitin uzaklaĢtırılması ile sonuçlanan, 

sisteinil-glisin konjugatının oluĢumu ile devam eden birkaç basamaktan 

oluĢmaktadır. Bu reaksiyonu glisinin uzaklaĢtırılması ile sisteinil S-konjugatının yani 

pre-merkaptürik asitin oluĢumu izler. N-asetiltransferazlar tarafından sisteinil S-

konjugatının asetilasyonu-merkaptürik asit oluĢumu ile sonuçlanır. 

Son 20 yıl süresince plasenta içerisinde ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunun 

nasıl gerçekleĢtiği üzerine bir takım kabul edilebilir teoriler geliĢtirilmiĢtir: Bir 

metabolik bariyerin yabancı yapıları fetusa ulaĢmadan engellediği ya da toksik 

metabolitler için basit bir enzim sistemi bulunduğu düĢünülmektedir. Bu sistem 

içerisinde P-450 enzim grubu ve diğer monooksijenazlar yanında GST yer 
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almaktadır (Pasanen ve Pelkonen, 1994). Dolayısıyla GST’lerin çeĢitli özellikleri ve 

özgüllüğünün saptanması büyük önem taĢımaktadır. 

1.3.3. Hücrelerde Glutatyonun Varlığı ve Fonksiyonları 

Tiyoredoksin ve GSH gibi düĢük moleküler ağırlıklı, sülfür içeren bileĢikler, yani 

tiyoller kolaylıkla okside edilebilir ve hızlı bir Ģekilde rejenere edilebilmektedirler. 

Bu özellikleri bu bileĢiklerin birçok biyokimyasal ve farmakolojik reaksiyonda 

önemli bir rol oynamalarını sağlamaktadır (Reed, 2000). Hücrelerde total glutatyon 

serbest veya proteinlere bağlı olarak bulunmaktadır. Serbest glutatyon redükte halde 

bulunmakta, oksidatif stres durumunda okside hale geçmektedir ve sonra tekrar 

glutatyon redüktaz enzimi tarafından redükte hale dönmektedir. Redoks durum 

glutatyonun redükte ve okside formlarının (GSH/GSSG) rölatif miktarlarına bağlıdır, 

bu durum hücre için kritik bir bulgudur. Dinlenme halindeyken hücredeki 

GSH/GSSG oranı 100’ü aĢmıĢ durumdayken oksidatif strese maruziyet durumunda 

bu oran 1 ile 10 arasına düĢmektedir (Chai ve ark., 1994; Pastore ve ark., 2003). 

Oksidatif stres ve serbest radikal patolojilerini kapsayan araĢtırmaların merkezinde 

glutatyonun okside/redükte durumu yer almaktadır. AraĢtırmalar glutatyon 

reaksiyonlarının birçok hastalığın fizyopatolojisinde rol oynadığını desteklemektedir 

(Rossi ve ark., 2002). ÇeĢitli hastalığı olan insanlarda düĢük glutatyon ve yüksek 

GSSG/GSH oranı bulunmaktadır. Örneğin akciğer hastalıklarında  intrasellüler ve 

ekstrasellüler GSH düĢüklüğünden kaynaklanan patolojilere dair çalıĢmalar  (Biswas 

ve Rahman, 2009), karaciğerde GSH transferi ve metabolizması üzerine yapılan 

çalıĢmalar (Yuan ve Kaplowitz, 2009) ve viral hastalıklardaki patolojilerin GSH ile 

iliĢkisine (Fraternale ve ark., 2009) dair çalıĢmalar yer almaktadır. Bunun dıĢında 

HIV enfeksiyonu, siroz, solunum hastalıkları, gastrointestinal ve pankreatik 

inflamasyon, diyabet, sinirsel hastalıklar, yaĢlanma, preeklampsi, erken doğum, 

intrauterin geliĢme geriliği gibi hastalıkların patogenezinde ve ilerlemesinde 

glutatyonun önemli rolü olduğu kanıtlanmıĢtır (Wu ve ark., 2004). 
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Glutatyonun deriĢimi, sentezinde kullanılan substratlarının teminine ve sentezinde 

görev alan enzimlerin deriĢimine bağlıdır. Hücreler glutamat ve glisinden zengindir 

fakat sistein sınırlı miktarda bulunmaktadır. Bazı hücrelerde sistein oluĢumu 

sistetiyonin yolunda serin aminoasidinin metiyonin tarafından transsülfürasyonu ile 

baĢarılır. Sistein aynı zamanda doku proteinlerinin yıkımından ve diyetle alınan 

proteinlerden de gelmektedir. Bu Ģartlar altında iki sentetazın substratlarının 

deriĢiminin artmasıyla glutatyon sentezi artmaktadır (Griffith, 1999; Wu ve ark., 

2004). 

Glutatyonda iki önemli yapı mevcuttur, bunlar γ-glutamil köprüsü ve sülfidril 

grubudur. Tripeptidin bu parçaları GSH’ın çeĢitli ve çok sayıda fonksiyona katılımını 

kolaylaĢtırmaktadır. Glutatyon, sülfidril grubu taĢıyan moleküllerin örneğin ko enzim 

A, çeĢitli enzimler ve proteinlerin oluĢumunu ve devamını kapsayan 

transhidrogenasyon reaksiyonlarına katılmaktadır. Glutatyon, dehidroaskorbatın 

askorbata redüksiyonu, ribonükleotid redüktaz tarafından deoksoribonükleotidlerin 

oluĢumu gibi birçok reaksiyonlar için redükleme kapasitesi sağlamaktadır. 

Glutatyon hidrojen peroksit, diğer peroksitler ve serbest radikallerin 

detoksifikasyonunda görev almaktadır. Ayrıca glutatyon ile etkileĢime giren ve idrar-

feçesten merkaptürik asit formunda atılan çok çeĢitli ksenobiyotiklerin 

detoksifikasyonunda rol oynamaktadır (Pastore ve ark., 2003) (ġekil 1.7). Hücre 

içi bakır transportunda da iĢlev görür, GSH bakır iyonları ile Ģelatlar oluĢturur ve 

bunların serbest radikal oluĢturma kapasitelerini azaltır. 

 

 

ġekil 1.7. Glutatyon ile etkileĢime giren ve idrar-feçesten merkaptürik asit formunda atılan 

ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu 
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Glutatyon, oksidatif strese karĢı temel koruyucu mekanizmanın bir parçasıdır. 

Glutatyon hücreleri metabolik strese karĢı iki farklı yolla korumaktadır: 

1) Oksitleyici koĢullarda hücrede biriken peroksitler veya serbest radikaller gibi 

bileĢikleri enzimatik olmayan bir yolla azaltır. Hücrede indirgen bir ortam 

yarattığından hücre içi proteinlerdeki tiyol gruplarının oksitlenerek disülfit bağları 

oluĢturmasını engellemektedir. 

2) Glutatyon-S-Transferaz ile birlikte organik halojenürlerin, lipit oksidasyonu 

sonucu oluĢan yağ asidi peroksitlerinin ve radyasyondan zarar görmüĢ DNA’nın 

ürünlerinin detoksifikasyonunda görev almaktadır. 

Oksidatif ve elektrofilik kimyasallara karĢı hücresel hedefleri koruyarak koruyuculuk 

görevini yerine getirmektedir. Diğer hücresel görevi ise, deoksiribonukleotidlerin 

biyosentezinde redükleyici kofaktör gibi hizmet etmektir. GSH ayrıca değiĢik 

hücresel bölümlerde moleküler iĢlevlerin redoks regülasyonuna katılmaktadır 

(Forman ve ark., 2004). Nitrik oksit ve eikosanoid gibi sinyal moleküllerin 

taĢıyıcısıdır (Napoli ve Ignarro, 2003; Murphy ve Zarini, 2002). 

γ-glutamil siklus reaksiyonuyla glutatyon sentezi ve degradasyonu meydana 

gelmektedir. Glutatyonun santral sinir sisteminde önemli rolü vardır; γ -glutamil 

siklus defektinin varlığı; beyin defekti oluĢması, zihinsel aksaklıklar gibi durumlar 

oluĢturmaktadır (Meister A, Larsson, 1989; Pastore ve ark., 2003). Glutatyon sadece 

hücreleri oksidatif hasardan korumakla görevli değildir aynı zamanda proteinlerin 

normal fonksiyonları için gerekli olan sülfidril gruplarının redükte halde kalmasına 

olanak sağlamaktadırlar. GSH, protein agregatlarının oluĢumuna karĢı, kompleks I 

aktivitesinin inhibisyonu ile mitokondriyal düzensizliklerden, protein oksidasyonu ve 

4-hidroksinonenal yan ürünlü lipid peroksidasyonuna karĢı hücreleri korumaktadırlar 

(ġekil 1.8) (Bharath ve ark., 2002). Hücre GSH içeriğini koruyamadığı zaman geri 

dönüĢümsüz hücre hasarı olabilmektedir (Reed ve Fariss, 1994).  
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Bu nedenle biyolojik örneklerde çeĢitli glutatyon formlarının konsantrasyonunu 

ölçmek hastalıkta ve sağlıktaki glutatyon dengesini anlamamız için önemlidir. 

 

ġekil 1.8. Oksidatif stresten korunmada GSH’ın antioksidant fonksiyonlarının Ģematik 

gösterimi 

GSH birçok hücre elemanında farklı görevlerde bulunmaktadır. Mitokondride 

nekrosize karĢı apoptosis regulasyonunda, çekirdekte hücresel bölünmenin 

regulasyonunda kilit rol oynamaktadır (Forman ve ark., 2009). 

Glutatyonun fizyolojik rolü çok çeĢitlidir. Aminoasit transportu, protein nükleik asit 

sentezi, enzimlerin aktif formda kalmasını sürdürmeleri, radyasyon ve endotoksin 

maruziyetinden koruma, septik ve kardiyojenik Ģokun iyileĢmesi gibi çok sayıda 

hücresel fonksiyonla iliĢiği bulunmaktadır (Pastore ve ark., 2003). 
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Antioksidatif kapasitenin tespitinde GSH/GSSG oranı major redoks çift olmasına 

rağmen diğer redoks çiftleri de (NADPH/NADP⁺ ve tiyoredoksin red/tiyoredoksin 

oks) antioksidatif kapasitenin değerini etkilemektedir (Jones, 2002).  

1.3.3.1. Hücrede Glutatyon Düzeyinin Azalması 

GSH-ksenobiyotik konjugatlarının oluĢması sitosolik GSH düzeylerini azaltmakta ve 

membran bütünlüğünün kaybı, lipid peroksidasyonu ve artan GSSG düzeyleri ile 

belirlenen oksidatif streste artıĢlara neden olmaktadır (Reed, 2000). 

Dokularda GSH düzeylerini azaltan faktörleri 3 grupta toplamak mümkündür: 

1) Sınırlı GSH sentezi 

2) GSH kullanımındaki artıĢ 

3) Ġntrasellüler GSSG redüksiyonundaki azalma 

Hücresel GSH düzeyleri oksidatif strese karĢı oldukça duyarlıdır. Bu nedenle ROT 

ve nitrojen türlerinin etkisinde hücresel GSH düzeyleri hızla azalmaktadır. GSH’ın 

GSSG’ye oksidasyonu bu nedenle oksidatif stresin erken bir göstergesi olarak 

değerlendirilmektedir. 

Glutatyon kullanımındaki diğer önemli bir yol ilaçların ve çevresel kirleticiler gibi 

ksenobiyotiklerin metabolizmasıdır.  

GSSG’nin GSH’a indirgenmesi hücre içinde GR tarafından katalizlenmektedir. GR 

mitokondriyal matrikste ve sitosolde yer almaktadır. GR aktivitesi kofaktör olarak 

eĢdeğer miktarda NADPH’ye gereksinim duymaktadır. Hücrede NADPH üretimini 

sınırlayan faktörler GSSG’nin GSH’a indirgenmesinde düzensizlikler yaratır ve 

GSSG akümülasyonuna neden olur. Akümüle olan GSSG hücrelerden dıĢarı atılır. 

GSSG’nin hücre dıĢına atılmasının bir sonucu olarak hücrede GSH rejenerasyonu 

için gereken substratların oranı belirgin bir Ģekilde azalır. Hücresel NADPH 

stoklarını azaltan koĢullar glukoz metabolizmasındaki düzensizlikler ve oksidatif 
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stres gibi olaylardır. Oksidatif stres durumunda NADPH’nin hızla okside olduğu 

bilinmektedir. 

Hücre içindeki GSH sentezi GSH düzeyinin kendisi tarafından düzenlemektir. Bu 

nedenle intrasellüler GSH düzeyleri GSH oranı için bir sınır faktörü olarak 

tanımlanmaktadır. Ġntrasellüler GSH düzeyini sınırlayan en genel faktör γ-

glutamilsisteinin aktivitesini sınırlayan substrat olan sisteinin kullanılabilirliğidir. 

Sistein indirgenmiĢ formunda stabil değildir. Bu nedenle insanda dolaĢımda ve hücre 

kültürlerinde büyük oranda sistin formunda bulunmaktadır (Sen, 1997). Hücresel 

GSH düzeyleri γ- glutamilsisteinin inhibe edilmesi ve bununla birlikte GSH 

kullanımını arttıran reaksiyonların birlikte kullanılması ile azaltılabilmektadir. Bu 

modelde GSH’ın azalma oranı GSH’ın kullanımına bağlı olarak ve dokudan dokuya 

farklılık göstermektedir.  

1.3.3.2. Hücrede Glutatyon Düzeyinin Arttırılması 

Hücresel GSH düzeylerinin arttırılması GSH düzeylerinin azaldığı koĢullarda yararlı 

olabilmektedir. Hücre GSH düzeylerinin arttırılması iki Ģekilde baĢarılabilmektedir: 

a) Hücrelere ekzojen olarak sentezlenen GSH’ın doğrudan ulaĢtırılması ile 

b) GSH sentezinin artırılması ile. 

Hücresel GSH depolarının direkt olarak arttırılması GSH esterleri uygulanarak da 

baĢarılabilir. GSH monoglisil ester ve GSH dietil ester gibi GSH esterleri bu amaçla 

kullanılmaktadır. GSH hidrofiliktir ve membranlardan geçemez. Fakat GSH esterleri 

lipofiliktir ve membranlardan geçebilirler.  
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1.3.4.Glutatyon Analiz Metotları 

Glutatyon çeĢitli yöntemlerle çeĢitli biyolojik matrikslerde ölçülmektedir (Pastore ve 

ark., 2003). 

1. Spektrofotometrik metot 

2. Florometrik metot 

3. Biyoluminessens metot 

4. Kapiler elektroforez 

5. HPLC metot 

a. HPLC ve elektrokimyasal ölçüm 

b. HPLC ve ultraviyole ölçüm 

c. HPLC ve flurometrik ölçüm 

6. Gaz kromatografisi-kütle spektrometresi 

7. Nükleer manyetik resonans 

8. Kan ve plazmadaki referans değerler 

1.3.4.1. Spektrofotometrik Yöntem 

Sigara içen yada partikül/oksidanları inhale edenlerde endotel ve epitelyum hücrelere 

doğru kandan nötrofillerin invazyonuna sebep olan potansiyel inflamasyon daha sık 

görülmektedir. Bu nötrofiller, hücrelerin arasına sızarak HOCI’yi (hipoklorik asit) 

serbest bırakırlar, serbest kalan HOCI, epitel hücreyi koruyan ve epitel hücreden 

salgılanan GSH ile reaksiyona girerler (Venglarik ve ark., 2003).  

GSH + HOCI             GSCI + H2O 

GSCI + GSH              GSSG + HCI 

GSCI + 2 HOCI             GSO2CI + 2 HCI 

GSO2CI             GSO2NH + HCI 
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GSO2CI + GSH             GSO2SG + HCI 

Nitrojen dioksit ve H₂O₂ gibi çok fazla toksik içeren sigarayı kullananlarda hem 

kronik inflamasyon hem de normalden daha düĢük seviyede GSH gözlenmektedir 

(Roum ve ark., 1993). Epitel hücrelerin dıĢ yüzeyinde veya akciğerin lining 

sıvısındaki proteinleri HOCI okside etmektedir. HOCI ayrıca lipitlerle reaksiyona 

girip lipit peroksidasyonla çok daha tehlikeli bileĢikler oluĢturmaktadırlar (Pullar ve 

ark., 2000). Yukarıdaki reaksiyonlar GSH ile HOCI’nin nasıl reaksiyona girdiğini ve 

GSH’ı nasıl yok ettiğini göstermektedir (Winterbourn ve Brennan, 1997). 

Akciğerlerde ve diğer organlarda GSH düzeyinin nasıl azaldığına dair çalıĢmalar 

yürütülmektedir.  

Oksidatif stres ve redoks sinyal oluĢum mekenizmasını belirlemede hücrelerde 

tiyollerin değiĢik formlarının ölçümü önemli bir çıkıĢ noktasıdır (Forman ve ark., 

2009). GSH, DTNB (ditiyonitrobenzoik asit) (Akerboom ve Sies, 1981) ile 

reaksiyona girer ve GSSG’nin indirgenmesiyle total GSH ölçülmüĢ olur. DTNB’nin 

GSH ile reaksiyona girmesiyle bir konjugat oluĢur ve TNB (tiyonitrobenzoik asit) 

anyonu floresans veya absorbansla tespit edilir (ġekil 1.9). 
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ġekil 1.9. Glutatyon ile DTNB reaksiyonu 

Total glutatyonu ölçmek için, GSH’ın GSSG ve diğer TNB gibi floresans veya 

absorbansı arttıran molekülleri üreten konjugat ile reaksiyona girdiği geri dönüĢüm 

methodu kullanılmaktadır. Glutatyon redüktaz enzimi ile GSSG redüklenir ve oluĢan 

GSH tekrar DTNB molekülü ile reaksiyona girmektedir (Forman ve ark., 2009). 
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DTNB + GSH                 GS – TNB + TNB 

GS – TNB + GSH                GSSG + TNB 

                                                       GSSG redüktaz 

NADPH + GSSG + H
+
                                      NADP

+
 + 2GSH 

1.4. Sigara 

Tütün, Amerika ve Avustralya kökenli olup hemen hemen her ülkede 

yetiĢtirilmektedir. Nicotiana tabaceum denilen boyu yaklaĢık 1,5 metrelik bir yıllık 

otsu bir bitkidir. Tütünün değiĢik kullanım biçimleri mevcuttur. Günümüzde tütünün 

en yaygın tüketim biçimi sigaradır.  

Sigara içimi dünyadaki en önemli sağlık sorunlarından birini oluĢturmaktadır. Dünya 

Sağlık Örgütü (DSÖ) tarafından sigara kullanımı, günümüzde bir biyososyo-

psikolojik zehirlenme hali olarak tarif edilmektedir (Marakoğlu ve ark., 2006). 

Dünya Sağlık Örgütü’nün 2003 yılındaki verilerine göre dünyada 1,3 milyar kiĢi 

sigara içmektedir. Yılda 4,9 milyon kiĢi ve her 8 saniyede bir kiĢi sigaradan 

kaynaklanan bir hastalıktan hayatını kaybetmektedir. Gerekli önlemler alınmaz ise 

2020 yılında 10 milyon kiĢinin sigaradan kaynaklanan bir hastalıktan hayatını 

kaybedeceği ve bunun da 7 milyonunun geliĢmekte olan ülkelerde olacağı tahmin 

edilmektedir (Dempsey ve Benowitz, 2001; Mackay ve Eriksen, 2002).  

Türkiye kiĢi baĢına sigara tüketimi yönünden Avrupa ülkeleri arasında 

Yunanistan’dan sonra ikinci sırada (AĢut, 1993), dünya tütün üretiminde ise beĢinci 

sırada yer almaktadır (WHO, 1997). Sağlık Bakanlığının son verilerine göre Türkiye 

genelinde 26 milyon civarında sigara içicisi bulunmaktadır. Bunun 22 milyonunu 19 

yaĢ ve üzerindeki kiĢiler, 4 milyonunu ise 13-19 yaĢ arasında gençler ve çocuklar 

oluĢturmaktadır. Ülkemizde erkeklerin %60-65'i, kadınların ise %20-24'u sigara 

içmektedir (Fisher ve Rost, 1996; ÖzĢeker ve ark., 2004). 
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1.4.1. Sigaranın Ġçeriği 

Sigara dumanının bileĢimi, kullanılan tütünün tipine, sigaranın gevĢek ya da sıkı 

sarılmıĢ olmasına, içiliĢ tarzı ve tekniğine (içiĢin hızı, derinliği ve sıklığı) göre 

değiĢebilmektedir (Özyardımcı, 2002 ve Haroun ve ark., 2004). Sigaranın gaz ve 

buhar haline gelmiĢ dumanında; karsinojenik, mutajenik, sitotoksik, büyüme geriliği 

yapan, immünosüpresif etki gösteren pek çok madde bulunmaktadır (Fowler ve ark., 

2007). 

Sigara dumanı, tütün yandığı zaman oluĢan yanma ve distilasyon ürünlerinin 

karmaĢık bir birleĢimidir. Sigara içen kiĢinin dıĢarıya üflediği hava ―ana duman‖ 

olup yüksek ısıda oluĢur (950°C) ve içen kiĢi için duman maruziyetinin temel 

kaynağıdır. ―Yan duman‖ ise sigaranın içe çekiĢler arasındaki bekleme suresinde 

tüten duman olup daha düĢük ısıdadır (350°C) ve çevresel sigara dumanının baĢlıca 

kaynağıdır (Postmus, 1998). 

Ana akım sigara dumanı nikotin, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, siyanür, 

karbonmonoksit, kurĢun, kadmiyum baĢta olmak üzere 4000’den fazla toksik 

maddenin karıĢımından oluĢmaktadır (Haroun ve ark., 2004). Ana akım dumanında 

bulunan maddelerin 40 kadarı bilinen veya Ģüpheli karsinojendir (Özyardımcı, 2002). 

Ana akım dumanındaki gaz fazı bileĢiklerinden bazıları; karbon monoksit, karbon 

dioksit, azot oksitleri, uçucu nitroz aminler, hidrojen siyanür, kükürt içeren uçucu 

bileĢikler, alkoller, aldehit ketonlar (örneğin; asetaldehit, formaldehit ve akrolein) 

olarak sayılabilmektedir. Ana akım dumanının tanecikli bölümü de; katran, nikotin 

ve nemden oluĢmaktadır. Ana akım dumanının bu kimyasal kompozisyonu yan 

akımınkinden daha yoğun bir yapıdadır fakat her ikisi de aynı ana süreç tarafından 

üretilir ve birçok kimyasal bileĢim her ikisinde de bulunmaktadır. 

Nikotin, tütünün en karakteristik komponentidir. Çok toksik bir alkaloiddir. Yağda 

çözünen bir molekül olup yarılanma ömrü bir iki saattir. pH’ya bağlı olarak biyolojik 

membranlardan kolaylıkla geçebilmektedir. 
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Sigara dumanında belirlenen majör karsinojenler polisiklik aromatik hidrokarbonlar, 

aromatik aminler ve nitrozaminlerdir (Holbrook, 1991). 

Sigara içimi sırasında çok sayıda serbest radikal ve reaktif oksijen örnekleri 

üretilmektedir. Serbest radikaller hücrelerde membran lipitleri, proteinler, 

karbonhidratlar ve DNA üzerine çok sayıda farklı moleküller yoluyla oksidatif 

hasara neden olmaktadır. Sigara içimi ile artan oksidatif stres sonucunda 

makrofajlarda apoptozisin arttığı ve bu apoptozisin glutatyon, askorbik asit ve alfa-

tokoferol gibi anti-oksidanlar tarafından inhibe edildiği bildirilmektedir (Aoshiba ve 

ark., 2001). 

1.4.1.1. 1-Hidroksi Piren  

Polisiklik aromatik hidrokarbon (PAH)’lar iki veya daha fazla benzen halkasından 

oluĢan, kimyasal olarak kararlı, uçucu özelliği az olan ve suda çözünürlüğü düĢük 

yağda çözünürlükleri çok yüksek olan, organik maddelerin tam yanmaması sonucu 

oluĢan geniĢ bir organik bileĢikler grubudur. Endüstriyel iĢlemler, otomobil 

eksozları, fosil kaynaklı yakıtların yakılması, sigara dumanı, orman yangınları 

sonucu havaya yayılabilmektedirler veya ev atıkları, endüstriyel atıklar, petrol 

sızıntıları sonucu toprağa karıĢıp çevrede yaygın bir Ģekilde bulunmaktadırlar. 

PAH alımı inhalasyon, deri ya da gastrointestinal yolla olmaktadır. Vücuda absorbe 

olan PAH monohidroksilatlarına (OHPAH) metabolize olmaktadır ve ikinci faz 

enzimleri aracılığı ile glukuronik asit veya sülfat konjugatlarına metabolize 

olmaktadırlar ve OHPAH konjugatları idrar veya safradan atılmaktadırlar 

(Chetiyanukornkul ve ark., 2006). 

Önemli PAH bileĢiklerinden biri olan benzo[a]piren Uluslar Arası Kanser AraĢtırma 

Ajansı (IARC) tarafından yüksek riskli karsinojen sınıfına alınmıĢtır (IARC, 1983). 
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PAH maruziyetinin belirlenmesinde kullanılan birçok biyolojik indikatör olmakla 

birlikte en çok kullanılan, kabul görmüĢ indikatör 1 hidroksi piren (1-OHP)’dir 

(Wang ve ark., 2002). Karsinojenik olmayan piren metabolizması sonucu 1-OHP 

oluĢmaktadır (Breznicki ve ark., 1997), 1-OHP-glukuronid konjugasyonu Ģeklinde 

idrarla atılmaktadır. Ġnhalasyonu takiben, 1-OHP’nin yarı ömrü yaklaĢık 18 ila 20 

saattir (Jongeneelen ve Bos, 1990; Van Schooten ve ark., 1995). Faz I reaksiyonları 

ile oksidasyona veya hidrolize uğrayan 1-OHP, dihidrodiol epoksitlerine ve 

kinonlara metabolize olmaktadırlar. Faz II reaksiyonları enzimleri üridin difosfo 

glukuronozil transferaz (UDPGT) ve sülfotransferaz (ST) ile sülfat veya 

karbohidratla konjuge olarak atılmaktadırlar (Hall ve Grover, 1990). 

PAH’lara maruziyetinin izlenmesinde floresans dedektörle kombine yüksek 

performanslı sıvı kromatografisi (HPLC) idrarda 1-OHP’nin kantitatif tayininde 

kullanılan baĢlıca yöntemdir (Jongeneelen ve ark., 1987, Burgaz ve ark., 1998). 

Birçok çalıĢma sigara içimi ile idrar 1-OHP konsantrasyonu arasında bir korelasyon 

olduğunu göstermiĢtir (Van Rooij ve ark., 1994; Levin 1995). 

1.4.2. Gebelikte Sigara Kullanımı 

Gebelikte sigara içimi, gebelik ile iliĢkili mortalite ve morbidite için önlenebilir 

önemli bir risk faktörüdür. Kadınlarda ve buna bağlı olarak gebelikte sigara 

kullanımı giderek artmaktadır. Bir toplumda sigara tüketiminin artması sigaradan 

kaynaklanan gebelik ile ilgili risklerin artmasına neden olabilmektedir. Sigaranın 

gebelik dönemindeki olumsuz etkisi gebenin içtiği sigaradan kaynaklandığı gibi 

ortamdaki sigara dumanından da kaynaklanabilmektedir. 

Gebelikte sigara içilmesi veya ortamdaki sigara dumanının solunması, fertiliteyi, 

fetüsün geliĢmesini, gebeliğin her safhasını, doğumu, bebek sağlığını ve geliĢimini 

etkileyebilmektedir. Sigara içmenin üreme iĢlevi ve fetüs üzerindeki etkileri 

günümüzde de yaygın olarak araĢtırılmaktadır. Gebelikte sigara içilmesi gebelikte 

fetal kayıplara, erken membran rüptürüne, prematur doğum ağrıları ve doğuma, 
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plasental abrupsiyona, plasenta previaya, hipertansiyona, preeklampsiye, fetal 

toksisiteye, büyümede gecikmeye, nörotoksisiteye, deformitelere, down sendromu 

geliĢimine, ani bebek ölüm sendromuna, düĢük doğum ağırlığına, yeni doğanda 

hiperviskositeye, bebeklik ve çocukluk esnasında kan basıncının yükselmesine, 

çocuklarda davranıĢsal psikiyatrik ve biliĢsel yan etkilere, mental retardasyona, 

çocukluk kanserlerine, respiratuar hastalıklar nedeniyle ölümlere, astma, pnomoni ve 

diğer respiratuar hastalıklara, otitis media, yanıklar ve yangına bağlı ölümlere yol 

açabilmektedir (Chatenoud ve ark., 1998; Correia ve ark., 2007; Kaminsky ve ark., 

2007). 

Amerika BirleĢik Devletleri Halk Sağlığı Servisi’ne göre, BirleĢik Devletlerdeki 

bütün gebe kadınların sigarayı bırakması durumunda ölü doğumlarda %11 ve 

yenidoğan ölümlerinde %5 azalma olacağı tahmin edilmektedir (Surgeon general, 

2008). 

Ülkemizde gebe kadınlarda sigara içme durumlarını yansıtan yeterli sayıda çalıĢma 

yoktur. Erzurum, Bursa, Ġstanbul ve Samsun’da yapılmıĢ dört çalıĢmada sigara içme 

oranları sırasıyla %3, %16, %32, %37 olarak bildirilmiĢtir (Alp ve ark., 1995; Uncu, 

1999; Özsoy, 1992; Üstün ve Malatyalıoğlu, 1990; Marakoğlu ve Sezer, 2003). 

ÇalıĢmalarda, anneleri sigara içen bebeklerin doğum ağırlıkları, anneleri sigara 

içmeyen bebeklere oranla 170-200 gr daha az bulunmaktadır, ayrıca boy, baĢ çevresi 

ve göğüs çevresi ölçüleri de düĢük bulunmaktadır (Miyao ve ark., 1995; Cornelius ve 

ark., 1995; McFarlane ve ark., 1996). Japonya’da yapılan geniĢ bir çalıĢmada düĢük 

doğum ağırlıkları nedenleri arasında gebelikte sigara içiminin çok önemli olduğu 

vurgulanmıĢtır (Maruoka ve ark., 1998). 

32 haftadan önce meydana gelen erken doğumlarda sigaranın yakın iliĢkisi tespit 

edilmiĢtir (Peacock ve ark., 1995; Verkerk ve ark., 1994). Yapılan çalıĢmalarda 

günde yirmi sigaradan fazla sigara içen yoğun içici anne bebeklerinde intrauterin 

geliĢme geriliği oranı yaklaĢık beĢ kat artmakta ve doğum ağırlığında içmeyen anne 

bebeklerine oranla 510 gramlık bir eksiklik tespit edilmektedir (Kalinka ve Hanke, 



43 

 

1996). Sigara içenlerde gestasyonel yaĢına göre ufak bebek oranı da içmeyenlerden 

3,5-4,5 kat fazla bulunmuĢtur (Verkerk ve ark., 1994; Muscati ve ark., 1994). 

Sigara içenlerin plasentaları, sigara içmeyen veya gebelik öncesi sigarayı 

bırakanların plasentaları ile karĢılaĢtırıldığında, kapiller volüm fraksiyonunda azalma 

ve villöz membran kalınlığında artma görülmüĢtür. Bu değiĢiklikler plasentanın gaz 

alıĢ veriĢ kapasitesini düĢürerek bebekte geliĢme geriliğine neden olabilmektedir 

(Bush ve ark., 2000). 

Gebelikte sigara içimi plasental damarlanmayı etkilemektedir. Villuslardaki azalmıĢ 

fetal kapiller çapları plasental kan akımını etkiler ve fetus-anne arasındaki besin ve 

gaz alıĢveriĢ alanının azalması da fetusun yetersiz beslenmesine neden olmaktadır 

(Larsen ve ark., 2002). 

Gebelikte sigara içilmesi gerek sağlıklı nesillerin yetiĢmesini engellemesi, gerekse 

anne ve bebek açısından geliĢebilecek olumsuzluklara yol açabilmesi nedeniyle bir 

takım önlemlerin alınmasını gerektiren önemli bir sağlık sorunudur. 
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 

2.1. Gereçler 

2.1.1. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

Absolü etanol ( Sigma, ABD) 

β glukuronidaz / aril sülfataz (Sigma, ABD)                      

DTNB (Sigma, ABD) 

EDTA (Merck, Almanya) 

Glasiyel asetik asit (Merck, Almanya) 

Glutatyon (Sigma, ABD) 

HCI (Merck, Almanya) 

KCI (Merck, Almanya) 

K2HPO4 (Merck, Almanya) 

KH2PO4 (Merck, Almanya) 

Kreatinin (Sigma, ABD) 

Metanol (Merck, Almanya) 

Metanol HPLC grade  (Merck, Almanya) 

NaOH (Merck, Almanya) 

Pikrik asit (Merck, Almanya) 

Trikloro asetik asit (Merck, Almanya) 

Ultrasaf su (Milli-Q, Millipore cihazı) 

1-hidroksi piren (Aldrich Chem. Co.) 
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2.1.2. Kullanılan Araçlar 

Ayarlanabilir otomatik pipetler (Eppendorf) 

Azot tüpü 

Buz makinası (Hoshizaki) 

C18 kartuĢ (Agilent)  

Cam laboratuar malzemeler 

Drying lid manifold (Agilent)                                        

Derin dondurucu (-80°C) (Heto Ultra Freeze) 

Hassas terazi (Mettler) 

HPLC sistemi (Agilent HP 1100) 

Isıtıcılı manyetik karıĢtırıcı (Torrey Pines Scientific) 

Kolon (Lichrosorb)  

Matkap (black & decker) 

pH indikatör kağıdı (Merck) 

pH metre (Jenway) 

Santrifüj aleti (Hettich) 

Su banyosu (Memmert) 

Spektrofotometre (Shimadzu UV-160A) 

Spektrofotometre küveti  

Teflon homojenizatör baĢlık 

Ultrasonik banyo (P-Selecta) 

Vakum manifold cihazı (Agilent) 

Vakum pompası 
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 Vorteks (Thermolyne) 

Vial (Agilent)  

Yazılım programı (Software HP Chemstation) 

2.1.3. Kullanılan Numunelerin Temini 

Tez çalıĢmasına ait etik kurul onayı Ankara 1 No’lu Klinik AraĢtırmalar Etik 

Kurulu’ndan 30.09.2009 tarih ve 2009/09–38 karar no ile alınmıĢtır. Etik kurul onay 

yazısı Ek 3’te sunulmuĢtur. Bu çalıĢmada numune olarak Zekai Tahir Burak 

Hastanesi’nden, büyük çoğunluğu 36 haftasını doldurmuĢ 39 hamile kadından alınan 

plasenta ve idrar örnekleri ile çalıĢılmıĢtır. Sonuçların ayrıntılı incelenmesi için 

hastaların kalıtsal hastalıkları, sigara içimi, ilaç kullanımı gibi bilgileri içeren anket 

formları doldurulmuĢtur. KiĢilere çalıĢmanın konusu, amacı, anket formu ve idrar ve 

plasenta örneklerinin alınma gerekçeleri anlaĢılır bir dille açıklanmıĢtır. Gönüllü 

bilgilendirme formu örneği Ek 2’de sunulmuĢtur. Plasenta ve idrarlar hasta onayı 

alındıktan sonra doktor gözetiminde alınmıĢtır. Doğumu takiben en kısa sürede 

plasenta ve idrar numuneleri alınarak buz içinde veya sıvı azot tankı içinde 

laboratuarımıza getirilmiĢtir. Numuneler analiz yapılıncaya kadar -80 °C’de 

saklanmıĢtır. 

2.2. Yöntem 

2.2.1. Dokuların Eldesi 

Doğum sonrası alınan plasenta dokusu %1.15’lik KCI ile yıkanarak kanlarından 

arındırılmıĢtır. Daha sonra kurutma kâğıdıyla kurutulan dokular hassas terazi 

yardımıyla doku ağırlıkları ölçülerek kaydedilmiĢtir. Tüm bu iĢlemler buz banyosu 

içinde yapılmıĢtır. 
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2.2.2. Plasentada Glutatyon Tayini  

Yöntem sülfidril gruplarının spektrofotometrik ölçümlerine dayanmaktadır. 5,5’-

ditiobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB) sülfidril grupları (-SH) ile indirgenerek bir mol 

–SH grubuna karĢılık bir mol 2-nitro-5-merkaptobenzoik asidi vermektedir. 

Nitrobenzoik asidin oluĢturduğu kuvvetli sarı rengin Ģiddeti spektrofotometrede 412 

nanometre (nm) dalga boyunda okunmuĢtur (Sedlak, 1968;  Ellman, 1979). 

2.2.2.1. Reaksiyon Ortamı 

Çizelge 2.1’de görüldüğü gibi reaksiyon ortamı 3 ml’lik toplam hacimde 0,1 ml 

DTNB, 0,2 ml numune ve 2,7 ml 5 mM EDTA içeren potasyum fosfat tamponu 

bulunmaktadır.  

Çizelge 2.1. GSH ölçümünde kullanılan reaksiyon ortamının elemanları 

2.2.2.2. ĠĢlem 

TartılmıĢ olan plasenta dokusu homojenizasyon iĢlemini kolaylaĢtırmak için 

öncelikle ufak parçalara ayrılmıĢtır. Bu iĢlemler 0-4 °C de yapılmıĢtır. Parçalara 

ayrılmıĢ organ, teflon cam homojenizasyon aletinin buza yerleĢtirilen cam kısmına 

konulmuĢtur. Üzerine 1 gram doku baĢına 3 mL olacak Ģekilde % 1.15’lik KCl 

Elemanlar 
Stok 

Çözeltiler 

3 ml reaksiyon ortamına 

ilave edilecek hacim (ml) 

Potasyum fosfat tamponu, pH: 8 

(5 mM EDTA içeren) 
100 mM 2,7 

DTNB 10 mM 0,1 

Numune 
 

0,2 
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çözeltisinden ilave edilmiĢtir. Homojenizatörün teflon ucuna takılan matkap 3000 

rpm’de döndürülerek dokular homojenize edilmiĢtir. Homojenize organ üzerine 1 ml 

doku baĢına 2 ml olacak Ģekilde 5 mM EDTA içeren % 10’luk trikloroasetik asit 

ilave edilerek 25 dakika, 4000 g’de santrifüj edilmiĢtir. Çöken kısım atılarak üst sıvı 

kısım GSH düzeyinin saptanması için kullanılmıĢtır. Reaksiyon ortamına numune, 

DTNB ve potasyum fosfat tamponu Çizelge 2.1’de belirtilen miktarlarda eklenerek 

oluĢan sarı rengin Ģiddeti 412 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak 

ölçülmüĢtür. Her numune için en az iki ölçüm yapılarak ortalaması alınmıĢtır. 

Okunan absorbans değerlerinin standart GSH kalibrasyon eğrisinden elde edilen 

eğime bölünüp dilüsyon katsayısı ile çarpılmasıyla glutatyon düzeyleri 

hesaplanmıĢtır. Sonuçlar nmol GSH/ ml cinsinden hesaplanmıĢtır. 

2.2.2.3. Standart 

2.2.2.3.1. GSH Standart Çözeltisinin Hazırlanması 

2,5 mM EDTA çözeltisini hazırlamak için 232,65 mg EDTA tartılıp 250 ml su içinde 

çözülmüĢtür. 

% 5’lik TCA çözeltisini hazırlamak için 12,5 gr TCA tartılıp 250 ml su içinde 

çözülmüĢtür. 

% 5’lik TCA içeren 2,5 mM EDTA çözeltisi içinde 2 mg/ml GSH hazırlamak için 6 

mg GSH tartılıp 3 ml %5’lik TCA içeren EDTA içinde çözülmüĢtür. 
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2.2.2.3.2. GSH Standart Kalibrasyon Eğrisi 

% 5’lik TCA içeren 2,5 mM EDTA çözeltisi içinde 2 mg/ml GSH stok çözeltisinden 

0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,125 mg/ml, 0,1 mg/ml ve 0,05 mg/ml’lik standartlar 

hazırlanmıĢtır. 

Spektrofotometre aletinin her iki küvetine de 0,1 ml DTNB, 0,2 ml %5’lik TCA 

içeren 2,5 mM EDTA çözeltisi ve 2,7 ml potasyum fosfat tamponundan koyularak 

alet sıfırlanmıĢtır. Sıfırlama iĢleminden sonra öndeki küvete sırayla 0.2 ml hazırlanan 

standart çözeltilerinden, 0,1 ml DTNB ve 2,7 ml potasyum fosfat tamponundan ilave 

edilerek okutma yapılmıĢtır. Ayrıca deney esnasında da stok çözeltiden hazırlanan 

farklı konsantrasyonlardaki standart glutatyon çözeltileri de küvetlere eklenerek 

okutma yapılmıĢtır. Elde edilen absorbans değerleri farklı GSH miktarlarına karĢı 

standart eğrinin çiziminde kullanılmıĢtır (ġekil 2.1). 

 

ġekil 2.1. GSH standart eğrisi 
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2.2.3. Ġdrarda 1-OHP Tayini 

Ġdrar örneklerinde 1-OHP analizi florometrik dedektörlü HPLC ile Jongeneelen ve 

arkadaĢları (1987) tarafından gerçekleĢtirilen yönteme göre yapılmıĢtır.  

2.2.3.1. Yöntemin Kromatografik ġartları 

Kolon: Lichrosorb RP18, 5 µm, 15 cm x 4,6 mm                                                   

Hareketli faz: 0–5 dakika arası, metanol: su, 55:45 

                       5–25 dakika arası, metanol: su, 79:21 

                       25-30 dakika arası, metanol: su, 55:45 

Kolon sıcaklığı: 40 °C 

AkıĢ: 0,8 ml/dakika 

Enjeksiyon hacmi: 20 µl 

Floresans dedektör: Emisyon dalga boyu: 388 nm 

                                 Eksitasyon dalga boyu: 242 nm 

Analiz süresi: 30 dakika 

Alıkonma zamanı: 22. dakika 

2.2.3.2. Çözeltilerin Hazırlanması 

2.2.3.2.1. 0,1 M Asetat Tampon Çözeltisi 

5,7 ml glasiyel asetik asit ultra saf su ile hacmi 1 litreye tamamlandı ve 2N NaOH ile 

pH 5’e ayarlandı. 
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2.2.3.2.2. 1-OHP BaĢlangıç Çözeltisi 

1 mg 1-OHP tartıldı, 10 ml’lik balonjojeye koyuldu. Bir miktar HPLC grade metanol 

ile madde çözülüp 10 ml’ye metanol ile tamamlandı. 0,1 mg/ml’lik (0,458 mM) 

hazırlanan çözelti ıĢık almayacak Ģekilde -20 °C’de en fazla 2 ay süre ile saklandı. 

2.2.3.2.3. 1-OHP Stok Çözeltisi 

1mg/ml’lik baĢlangıç çözeltisinden 10 µl alınıp 10 ml’lik balonjojeye koyuldu ve 10 

ml’ye HPLC grade metanol ile tamamlandı. 0,1 µg/ml’lik (458 nM) hazırlanan 

çözelti ıĢık almayacak Ģekilde -20 °C’de en fazla 1 hafta süre ile saklandı. 

2.2.3.2.4. Dilüe 1-OHP Stok Çözeltisi 

Stok çözeltilerden gerekli dilüsyonlar yapılarak dilüe 1-OHP çözeltileri (0,2- 0,5- 1- 

2- 5- 10- 20- 30 nM) hazırlandı. -20 °C’de en fazla 2 gün süre ile saklandı. 

2.2.3.2.5. Kalibrasyon Standartları 

Santrifüj tüplerine 6 ml 1-OHP içermediği tespit edilen idrar aktarılıp 10 dakika 4000 

rpm’de santrifüj edildi. Santrifüj edilmiĢ idrarın üst kısmından 5 ml alınmıĢtır. 

Kalibrasyon standartları (0,2- 0,5- 1- 2- 5- 10- 20- 30 nM) gerekli miktarlarda stok 

çözeltilerden alınıp idrar ile 5 ml’ye tamamlanmıĢtır. Numune hazırlama yöntemi 

uygulanmıĢtır.   

Ayrıca dilüe 1-OHP stok çözeltilerinden HPLC cihazına 2’Ģer enjeksiyon yapılmıĢ 

ve bu konsantrasyonlardaki 1-OHP’nin cihaz tarafından ölçülen alanına karĢılık 

regresyon eğrisi çizilmiĢtir. 
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2.2.3.3. Ġdrar Örneklerinin Analiz için Hazırlanması 

1. Hidroliz 

Ġdrar numuneleri -20 °C sıcaklıktaki dondurucudan alınıp erimesi beklendi, eriyen 

numuneler vorteks ile karıĢtırıldı. Santrifüj tüplerine 6 ml idrar aktarıldı ve 10 dakika 

4000 rpm’de santrifüj edildi. Santrifüj edilmiĢ idrarın üst kısmından 5 ml alınıp 

erlene aktarıldı. Erlene 10 ml 0,1M asetat tampon ilave edildi ve 4N HCI ile pH 5’e 

ayarlandı. Son olarak 6,25 µl β glukuronidaz/ aril sülfataz ilave edildi. Erlen 

alüminyum folyaya sarılıp 37 °C’lik çalkalamalı su banyosunda 16 saat bekletildi. 

 

2. Ekstraksiyon 

 

Vakum manifolduna yerleĢtirilen C18 kolondan vakum pompası çalıĢtırılarak önce 

2,5 ml metanol sonra 5 ml ultra saf su geçirilerek kolon yıkandı. Birinci basamakta, 

hidroliz iĢlemi sonucu elde edilen 15 ml hidrolize idrar 10 ml/dakika hızla kolondan 

geçirildi. Hidrolize idrar kolondan geçirildikten sonra kolon 5 ml ultra saf su ile 

yıkandı. Elüsyondan önce kolondan tüm suyun çıktığına emin olmak için bir miktar 

hava kolondan geçirildi. Kolondan 4,5 ml metanol geçirilip manifold içine 

yerleĢtirilen tüpte elüat toplandı. 50 °C’de drying manifoldla azot gazı altında 

metanolün tamamı uçuruldu, atık 0,5 ml HPLC grade metanolda çözülerek 4 dakika 

ultrasonik banyoda bekletildi. Vorteksle karıĢtırıldıktan sonra 5 dakika 600 rpm’de 

santrifüj edildi. Santrifüj edilmiĢ ekstrenin üst kısmından 0,4 ml alınıp viale alındı ve 

analize kadar -20 °C’de saklandı. 

2.2.3.4. Ġdrarda 1-OHP’nin HPLC ile Tayin Yönteminin Validasyonu 

Bir biyoanalitik yöntemin validasyonu yöntemin performans ve güvenilirliğini 

göstermek amacıyla yapılmaktadır. Biyoanalitik yöntem validasyonu, bir analitin ya 

da analit serisinin konsantrasyonunun bir biyolojik matrikste kantitatif olarak 

saptanması için kullanılan yöntemin bu amaç için güvenilir olduğunun gösterilmesi 
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için gerekli iĢlemlerin tümünü içermektedir (Shah ve Midha, 1992; Shah ve ark., 

2000). Bu nedenle bu çalıĢmada analiz yönteminin laboratuar içi geçerliliğini ortaya 

koyabilmek için ilgili çalıĢmalar yapılmıĢtır. 

2.2.3.4.1. Özgünlük ve Seçicilik 

Dilüe 1-OHP stok çözeltilerinin alıkonma zamanları ölçülmüĢtür. 1-OHP içermeyen 

idrarların ekstraksiyonu yapılmıĢtır ve belirtilen alıkonma zamanında herhangi bir 

kirlilik veya yabancı pik olup olmadığına bakılmıĢtır (FDA Guidance, 2001). 

2.2.3.4.2. Tespit Limiti (LOD) ve Ölçüm Alt Limiti (LOQ) 

Tespit limiti, zemin gürültüsünden farklı olarak tespit edilen, miktarı belirlenemeyen 

en küçük analit konsantrasyondur (FDA Guidance, 2001). Kromatografik ölçümlerde 

pratik bir kural olarak sinyal/gürültü (S/N) oranından faydalanılmaktadır. S/N 

oranının 3 olduğu değer LOD değeridir. Ancak aletlere, lambaya, matrikse (idrar, 

plasma v.s.) göre değiĢmektedir (Swartz ve Krull, 1997).  

Ölçüm alt limiti ise, uygun doğruluk ve kesinlik sınırları içerisinde kantitatif olarak 

tespit edilebilen numunedeki en düĢük analit miktardır. Ölçüm alt limiti 1-OHP 

içermeyen idrarlara azalan konsantrasyonlarda katım yapılarak bulunmuĢtur. 

Kalibrasyon eğrisindeki en düĢük konsantrasyon değeri LOQ olarak kabul edildi. 

2.2.3.4.3. Kalibrasyon Eğrisi ve Doğrusallık  

1-OHP kalibrasyon standartlarına karĢı dedektörün cevabını belli konsantrasyon 

aralığındaki doğrusallığını belirlemek için Bölüm 2.2.3.2.5’de anlatıldığı gibi 8 ayrı 

konsantrasyondan 4’er adet standart hazırlandı ve numune hazırlama yöntemiyle 

ekstraksiyonları ve analizleri yapıldı, her standarttan ikiĢer kez enjekte edildi. 
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2.2.3.4.4. Doğruluk ve Kesinlik 

2.2.3.4.4.1. Gün Ġçi Tekrarlanabilirlik 

1-OHP içermeyen bir idrara 1-OHP eklenerek 3 farklı konstrasyonda (0.2, 2, 30 nM) 

5’er adet standart hazırlandı. Analiz sonuçlarının ortalama, standart sapma ve RSD 

değerleri hesaplanmıĢtır. 

2.2.3.4.4.2. Gün Arası Tekrarlanabilirlik 

1-OHP içermeyen bir idrara 1-OHP eklenerek 3 farklı konstrasyonda (0.2, 2, 30 nM) 

5’er adet standart hazırlandı 5 gün boyunca analiz edildi. Analiz sonuçlarının 

ortalama, standart sapma ve RSD değerleri hesaplanmıĢtır. 

2.2.3.4.5. Geri Kazanım 

Geri kazanım için üç farklı konsantrasyonda (0.2, 2, 30 nM) hazırlanan 5 adet 

numune ve aynı konsantrasyonda hareketli faz ile hazırlanan ve ekstre edilmemiĢ 5 

adet standart analiz edildi. Ekstre edilmiĢ numunelerin alanları hareketli faz içinde 

hazırlanan standartların alanlarına oranlanarak geri kazanım hesaplanmıĢtır. 

2.2.4. Kreatinin Tayini  

Farklı atılım oranları nedeni ile spot idrar konsantrasyonları çeĢitlilik 

gösterebilmektedir, ancak düzeltme yapılarak µmol/mol kreatinin cinsinden ifade 

edilmesi 24 saatlik yerine spot idrar kullanabilmemizi sağlamıĢtır (Schierl, 2000). Bu 

nedenle analiz edilen insan idrar örneklerinden HPLC yöntemiyle tespit edilen 

nmol/L cinsinden sonuçlar, spektrofotometre ile ölçülen kreatinin miktarları göz 

önünde bulundurularak düzeltilmiĢ ve µmol/mol kreatinin cinsinden ifade edilmiĢtir. 
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Ġdrarda, böbrek fonksiyonun bir göstergesi olan kreatinin ölçümleri 

spektrofotometrik olarak alkalen pikrat yöntemi ile saptanmıĢtır (Mark ve Zimmer, 

1967). Bu metot alkali ortamda (NaOH varlığında) pikrat iyonlarının kreatinin ile 

sarı turuncu renkte bir kompleks oluĢturması esasına dayanmaktadır. OluĢan renkli 

kompleksin absorbansı 520 nm’de spektrofotometrik olarak ölçülmektedir. 

Kreatinin standartları absorbans değerleri ile kalibrasyon eğrisi çizilmiĢtir, çizilen 

kalibrasyon eğrisinden idrardaki kreatinin miktarlarının tayini hesaplanmıĢtır. 

2.2.4.1. Çözeltilerin Hazırlanması 

Pikrik asit çözeltisinin hazırlanması için 2,9 g pikrik asit distile su ile 250 ml’ye 

balonjojede tamamlanmıĢtır. Balonjoje alüminyum folyaya sarılıp 80°C ısıtılmıĢ su 

banyosunda çözülmüĢtür. 

1 mg/ml stok kreatinin çözeltisini hazırlamak için 0,25 g kreatinin 0,1N HCI ile 250 

ml’ye tamamlanmıĢtır. 

2.2.4.2. Standart  

Standart olarak kreatinin çözeltisi kullanılmıĢtır. 0.1 mg/ml kreatinin çözeltisi günlük 

hazırlanmıĢtır. Stok kreatinin çözeltisinden belli miktarlarda alınıp, uygun 

seyreltmeler yapılarak farklı konsantrasyonda çözelti elde edilmiĢtir (0.2 mg/100 ml, 

0.4 mg/100ml, 0.6 mg/100ml, 0.8 mg/100ml, 1 mg/100ml). Çizelge 2.2’de gösterilen 

miktarlarda çözeltiler ilave edilip karıĢtırıldıktan 10 dakika sonra 520 nm’de köre 

karĢı absorbansları okunarak kalibrasyon eğrisi çizilmiĢtir (ġekil 2.2). 
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Çizelge 2.2. Kalibrasyon standartları için gerekli çözelti miktarları 

A: 0,01 mg/ml seyreltik kreatinin çözeltisi 

B: Distile su 

C: 2,5 ml pikrik asit + 0,5 ml %10 NaOH 

 

 

ġekil 2.2. Kreatinin kalibrasyon eğrisi 

y = 0,3425x - 0,009
R² = 0,9997
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Toplam Hacim 

(ml) 
A (ml) B (ml) C (ml) 

Kör                          8                          0                          5                          3  

0,2 mg/100 ml 8 1 4 3 

0,4 mg/100 ml 8 2 3 3 

0,6 mg/100 ml 8 3 2  3 

0,8 mg/100 ml 8 4           1 3 

1 mg/100 ml 8 5 0 3 
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2.2.4.3. ĠĢlem  

Ġdrar numunelerinden 5 ml alınarak santrifüj tüplerine konulduktan sonra 3000 

rpm’de 15 dakika santrifüj edilmiĢtir. Süpernatanttan 0,05 ml alınıp üzeri distile su 

ile 5 mL’ye tamamlanıp vortekslenmiĢtir. Daha sonra üzerine 2,5 ml pikrik asit ve 

0,5 ml %10 NaOH ilave edilip vortekslendikten 10 dakika sonra 520 nm’de köre 

karĢı absorbansları ölçülmüĢtür. Kalibrasyon eğrisinden elde edilen doğru 

denkleminde yerine konularak kreatinin konsantrasyonu mg/100ml cinsinden 

hesaplanmıĢtır. 

2.2.5. Kullanılan Ġstatistiksel Yöntem 

Ortalamaları alınan deney sonuçları ± standart hataları ile birlikte gösterilmiĢtir. 

ÇalıĢma ve kontrol gruplarının kendi aralarında karĢılaĢtırılması için Student`s t-test, 

değiĢkenler arasındaki iliĢki için Pearson korelasyon analizi ile değerlendirme 

yapılmıĢtır. Ġstatistiki değerlendirmeler için ―SPSS 13.0 for Windows‖ istatistik 

paket programından yararlanılmıĢtır. 
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3. BULGULAR 

ÇalıĢmamızda kullanılan plasenta ve idrar numunelerinin alındığı bireylerin genel 

özellikleri Çizelge 3.1’de gösterilmiĢtir.  

Çizelge 3.1. Plasenta ve idrar numuneleri alınan bireylerin genel özellikleri 

 

Parametreler                                                                                 Plasenta ve Ġdrar Numunesi  

                                                                                                            Alınan Bireyler 

 

n                                                                                                                 39 

sigara içen bireyler                                                                                      8 

sigara dumanına maruz kalan bireyler                                                        9 

sigara içmeyen bireyler                                                                              22 

 

 

YaĢ                                                                                                          27,2 ± 5,5 

sigara içen bireyler                                                                                  25,4 ± 3,6 

sigara dumanına maruz kalan bireyler                                                    26,8 ± 3,9 

sigara içmeyen bireyler                                                                           27,72 ± 6,5 

3.1. Ġnsan Plasentasında Glutatyon Düzeyleri 

Ġnsan plasentasında bulunan sonuçlar aĢağıda gösterilmiĢtir. 8 sigara içen, 9 sigara 

dumanına maruz kalan ve 22 sigara içmeyen bireyden alınan plasentalarda glutatyon 

düzeylerine bakılmıĢtır (Çizelge 3.2.). Sigara içenlerin plasentasındaki GSH ölçüm 

sonuçları Çizelge 3.3’te, sigara dumanına maruz kalanların plasentasındaki GSH 

ölçüm sonuçları Çizelge 3.4’te, sigaranın içmeyenlerin plasentasındaki GSH ölçüm 
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sonuçları Çizelge 3.5’te ve sigara kullanımı ile GSH iliĢkisi Çizelge 3.6’da 

gösterilmiĢtir. 

Çizelge 3.2. Ġnsan plasentasında glutatyon düzeyleri 

No Adı ve Soyadı 

Glutatyon düzeyleri 

(nmolGSH/ml) 

1 F.Y. 368,25 ± 15,26 

2 M.A. 1064,36 ± 17,8 

3 S.Y. 616,93 ± 11,32 

4 F.G. 877,23 ± 12,06 

5 T.Ö. 1089,97 ± 10,94 

6 E.Y. 884,13 ± 13,19 

7 N.B. 891,01 ± 12,47 

8 L.K. 1153,65 ± 12,35 

9 D.E. 1118,25 ± 24,99 

10 R.Ü. 842,54 ± 17,68 

11 M.Ö. 579,36 ± 15,17 

12 G.A. 906,88 ± 10,44 

13 A.Y. 954,94 ± 13,01 

14 S.G. 828,57 ± 10,88 

15 D.E. 1293,65 ± 12,5 

16 Z.D. 1077,77 ± 11,86 

17 S.E. 275,13 ± 19,62 

18 S.K. 880,95 ± 10,61 

19 M.A. 803,71 ± 10,77 
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20 A.A. 726,99 ± 13,34 

21 F.Ç. 826,98 ± 17,64 

22 G.G. 1140,76 ± 10,66 

23 S.K. 973,54 ± 11,16 

24 N.Y. 675,66 ± 10,86 

25 D.A. 717,99 ± 11,62 

26 Ö.S. 1221,16 ± 15,97 

27 G. ġ. C. 731,426 ± 13,17 

28 A.T. 919,57 ± 10,44 

29 S.D. 968,25 ± 19,64 

30 F.D. 1120,88 ± 17,31 

31 M.G. 921,16 ± 14,9 

32 ġ.Y. 1210,05 ± 12,17 

33 R.M.Y. 1012,16 ± 11,12 

34 E.Ö 906,88 ± 13,33 

35 K.G. 1058,23 ± 10,94 

36 . H.T. 1251,32 ± 11,19 

37 F.G 1235,44 ± 12,4 

38 S.H. 1253,15 ± 10,73 

39 S.S. 1187,4 ± 13,69 

Ortalama 937,59 ± 236,73 

 Her değer iki ayrı deney sonucunun ortalamasını (±S.S.) göstermektedir. Her 

deney kendi içinde 3’lü çalıĢılmıĢtır. 
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Çizelge 3.3. Sigara içen bireylerin plasentalarında glutatyon düzeyi ölçümü 

 No Ad soyad Sigara/ gün  

Glutatyon düzeyleri        

(nmolGSH/ml) 

1 S.E. 1-2 adet 275,13 ± 19,62 

2 S.D. 2-3 adet 968,25 ± 19,64 

3 D.E. 1-2 adet 1293,65 ± 12,5 

4 A.A. 1-2 adet 726,99 ± 13,34 

5 F.Y. 6-7 adet 368,25 ± 15,26 

6 N.Y. 3-4 adet 675,66 ± 10,86 

7 D.A. 1-2 adet 717,99 ± 11,62 

8 S.Y. 3-4 adet 616,93 ± 11,32 

  Ortalama         705,36 ± 321,44 

 Her değer iki ayrı deney sonucunun ortalamasını (±S.S.) göstermektedir. Her 

deney kendi içinde 3’lü çalıĢılmıĢtır. 

Çizelge 3.4. Sigara dumanına maruz kalan bireylerin plasentalarında glutatyon düzeyi 

ölçümü 

 No Ad soyad 

Glutatyon düzeyleri        

(nmolGSH/ml) 

1 H.T. 1251,32 ± 11,19 

2 R.Ü. 842,54 ± 17,68 

3 M.A. 1064,36 ±17,8 

4 A.Y. 954,94 ± 13,01 

5 T.Ö. 1089,97 ± 10,94 

6 S.K. 880,95 ± 10,61 

7 M.A. 803,71 ± 10,77 

8 G.A. 906,88 ± 10,44 

9 D.E. 1118,25 ± 24,99 

  Ortalama               990,32  ± 148,63 

 Her değer iki ayrı deney sonucunun ortalamasını (±S.S.) göstermektedir. Her 

deney kendi içinde 3’lü çalıĢılmıĢtır. 
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Çizelge 3.5. Sigara içmeyen bireylerin plasentalarında glutatyon düzeyi ölçümü 

 No Ad soyad 

Glutatyon düzeyleri        

(nmolGSH/ml) 

1 S.H. 1253,15 ± 10,73 

2 R.M.Y. 1012,16 ± 11,12 

3 E.Ö. 906,88 ± 13,33 

4 S.S 1187,4 ± 13,69 

5 F.G. 877,23 ± 12,06 

6 A.T. 919,57 ± 10,44 

7 N.B. 891,01 ± 12,47 

8 L.K. 1153,65 ± 12,35 

9 E.Y. 884,13 ± 13,19 

10 M.Ö. 579,36 ± 5,17 

11 G.G. 1140,76 ± 11,66 

12 ġ.Y. 1210,05 ± 12,17 

13 S.G 828,57 ± 10,88 

14 Ö.S. 1221,16 ± 15,97 

15 S.K. 973,54 ± 11,16 

16 G.ġ.C. 731,426 ± 13,17 

17 F.D. 1120,88 ± 17,31 

18 F.G. 1235,44 ± 12,4 

19 Z.D. 1077,77 ± 11,86 

20 F.Ç. 826,98 ± 17,64 

21 M.G. 921,16 ± 14,9 

22 K.G. 1058,23 ± 10,94 

  Ortalama 1000,48 ± 180,75 

 Her değer iki ayrı deney sonucunun ortalamasını (±S.S.) göstermektedir. Her 

deney kendi içinde 3’lü çalıĢılmıĢtır. 
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Çizelge 3.6. Sigara kullanımı ile GSH iliĢkisi 

  n 
Glutatyon düzeyleri        

(nmolGSH/ml) 

 

Sigara içenlerde 

Sigara dumanına maruz kalanlarda 

Sigara içmeyenlerde 

Tümü 

 

8 

9 

22 

39 

   705,36 ± 321,44 * 

  990,32  ± 148,63 

   1000,48 ± 180,75 

 937,59 ± 236,73 

* p < 0,05 Sigara içmeyenlere ve sigara dumanına maruz kalanlara göre fark anlamlı 

3.2. Ġdrarda 1-OHP’nin HPLC ile Tayin Yönteminin Validasyon Sonuçları 

Ġdrar örneklerindeki 1-OHP düzeylerinin belirlenebilmesi için kullanılacak yöntemin 

geçerliğini ortaya koyacak olan özgünlük ve seçicilik, tespit ve ölçüm limiti, 

doğrusallık, doğruluk ve kesinlik, geri kazanım gibi parametreleri içeren yöntem 

validasyon çalıĢmasına ait sonuçlar aĢağıda verilmiĢtir. 

3.2.1. Özgünlük ve Seçicilik 

1-OHP için alıkonma zamanı 22 dakika olarak bulundu. 1-OHP içermeyen idrarların 

ekstraksiyonu yapıldı ve belirtilen alıkonma zamanında herhangi bir kirlilik veya 

yabancı pik gözlenmedi (ġekil 3.1). 1-OHP ilave edilen idrara ait kromatogram ġekil 

3.2’de gösterilmiĢtir. Analiz yöntemi özgünlük ve seçicilik kriterlerine uygun 

bulunmuĢtur.  
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ġekil 3.1.  1-OHP içermeyen idrar örneğine ait kromatogram 

 

ġekil 3.2. 10 nM düzeyinde 1-OHP eklenmiĢ idrar örneğine ait kromatogram 
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3.2.2. Tespit Limiti (LOD) ve Ölçüm Alt Limiti (LOQ) 

Tespit edilebilir minimum 1-OHP konsantrasyonu (LOD) 0,06 nM, katım deneyleri 

sonucunda tayin edilebilir minimum 1-OHP konsantrasyonu (LOQ) değeri 0,2 nM 

olarak belirlenmiĢtir.  

3.2.3.  Kalibrasyon Eğrisi ve Doğrusallık  

2.2.3.4.3’te anlatıldığı gibi çalıĢılarak 1-OHP kalibrasyon standartlarına karĢı 

dedektörün cevabına ait kalibrasyon eğrisi çizilmiĢtir (ġekil 3.3).  

 

 

                                                                                                                                   
ġekil 3.3. 1-OHP eklenmiĢ idrar örneklerinde yapılan analizlerden elde edilen alan ile 

konsantrasyon arasındaki korelasyonu gösteren grafik 
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1-OHP ait elde edilen regresyon denklemi ve korelasyon katsayısı aĢağıda 

verilmiĢtir: 

                 y = mx+b 

                 y = 3,84318x–0,316806 

                  r = 0,99496 

Analitik yöntemin konsantrasyon aralığında doğruluğu kanıtlanmıĢtır. 

 

Ayrıca metanol içinde hazırlanan 1-OHP çözeltilerinden HPLC cihazına 2’Ģer 

enjeksiyon yapılmıĢ ve bu konsantrasyonlardaki 1-OHP’nin cihaz tarafından ölçülen 

alanına karĢılık regresyon eğrisi çizilmiĢtir (ġekil 3.4). 

 

ġekil 3.4. 1-OHP eklenmiĢ metanol çözeltilerinden elde edilen alan ile konsantrasyon 

arasındaki korelasyonu gösteren grafik 
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3.2.4. Doğruluk ve Kesinlik 

3.2.4.1. Gün Ġçi Tekrarlanabilirlik 

2.2.3.4.4.1.’de anlatıldığı Ģekilde çalıĢılarak 3 farklı konsantrasyonda hazırlanan 

standart çözeltilerden elde edilen pik alanları, standart sapmaları ve RSD değerleri 

Çizelge 3.7’de gösterilmektedir. 

Çizelge 3.7. Gün içi tekrarlanabilirlik çalıĢmaları 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.4.2. Gün Arası Tekrarlanabilirlik 

2.2.3.4.4.2.’de anlatıldığı Ģekilde çalıĢılarak 3 farklı konsantrasyonda hazırlanan 

standart çözeltilerden elde edilen pik alanları, standart sapmaları ve RSD değerleri 

Çizelge 3.8’de gösterilmektedir. 

Örnek no                    0,2 nM                   2nM                    30nM 

      1                                0,86                    6,02                   125,72 

      2                                0,83                    6,1                     124,9 

      3                                0,82                    6,2                     125,53 

      4                                0,90                    6,16                   125,6 

      5                                0,85                    6,06  125,07 

Ortalama alan               0,852  6,108                 125,362 

Standart sapma             0,031                    0,073                  0,36 

RSD (%)                        3,64                    1,19                     0,29 
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Çizelge 3.8. Gün arası tekrarlanabilirlik çalıĢmaları 

Örnek no                               0,2 nM                   2nM                      30nM 

1.gün ortalaması                    0,87 6,09 125,91 

2.gün ortalaması 0,95 5,92 126,52 

3.gün ortalaması 0,99 5,83 125,79 

4.gün ortalaması 0,80 6,13 123,18 

5.gün ortalaması 0,97 6,2 127,1 

Ortalama alan 0,916 6,034 125,7 

Standart sapma 0,08 0,153 1,5 

RSD (%)                                 8,73 2,53 1,19 

 

3.2.5. Geri Kazanım 

2.2.3.4.5’de anlatıldığı gibi çalıĢılarak geri kazanım hesaplanmıĢtır. Buna göre geri 

kazanım 0,2 nM için % 66,56, 2 nM için % 85,01 ve 30 nM için % 92,3 olarak 

bulunmuĢtur. Çizelge 3.9’da geri kazanım çalıĢmaları sonuçları gösterilmiĢtir. 

Çizelge 3.9. Geri kazanım çalıĢmaları  

   Hareketli faz içinde hazırlanan stdlar                             Katım yapılmıĢ ekstre edilmiĢ numuneler 

          Miktar                Ort. Alan 

         0,2 nM                    1,28        

           2 nM                     7,185 

          30 nM                    135,8 

                   Miktar                Ort. Alan  

                   0,2 nM                   0,852 

                    2 nM                     6,108 

                   30 nM                    125,362 
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3.3. Ġdrarda Kreatinin Ölçümleri 

2.2.4.2’de anlatıldığı gibi çalıĢılarak sigara içen, sigara dumanına maruz kalan ve 

sigara içmeyen kiĢilerin idrarlarındaki kreatinin miktarları bulunmuĢtur (Çizelge 

3.10). 

Çizelge 3.10. Ġdrar numunelerindeki kreatinin (mg/100ml) düzeyleri 

 No Ad soyad Sigara/ gün  Kreatinin (mg/100ml) 

1 S.H. ˗ 0,536 ± 0,004 

2 R.M.Y. ˗ 1,187 ± 0,058 

3 E.Ö. ˗ 0,96 ± 0,0311 

4 S.E. 1-2 adet 0,574 ± 0,001 

5 S.S ˗ 0,637 ± 0,006 

6 F.G. ˗ 0,548 ± 0,006 

7 A.T. ˗ 0,607 ± 0,009 

8 N.B. ˗ 1,359 ± 0,004 

9 L.K. ˗ 0,512 ± 0,083 

10 E.Y. ˗ 0,785 ± 0,008 

11 M.Ö. ˗ 0,974 ± 0,004 

12 G.G. ˗ 2,86 ± 0,007 

13 D.E. 

sigara içilen 

ortamda bulundu  

0,643 ± 0,004 

14 ġ.Y. ˗ 3,144 ± 0,014 

15 S.G ˗ 1,009 ± 0,010 

16 S.D. 2-3 adet 0,659 ± 0,0007 

     17 H.T. 

sigara içilen 

ortamda bulundu 

0,552 ± 0,0743 

18 Ö.S. ˗ 1,277 ± 0,0160 

19 R.Ü. 

sigara içilen 

ortamda bulundu 

0,529 ± 0,0015 

20 D.E. 1-2 adet 0,522 ± 0,003 
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21 S.Y. 3-4 adet 0,598 ± 0,008 

22 S.K. ˗ 0,531 ± 0,001 

23 G.ġ.C. ˗ 1,312 ± 0,025 

     24 M.A. 

sigara içilen 

ortamda bulundu 

0,687 ± 0,011 

25 F.D. ˗ 1,904 ± 0,012 

26 F.G. ˗ 2,968 ± 0,015 

27 A.Y. 

sigara içilen 

ortamda bulundu 

2,161 ± 0,002 

28 T.Ö. 

sigara içilen 

ortamda bulundu 

1,435 ± 0,011 

29 S.K. 

sigara içilen 

ortamda bulundu 

2,469 ± 0,012 

30 Z.D. ˗ 2,008 ± 0,006 

31 M.A. 

sigara içilen 

ortamda bulundu 

0,627 ± 0,002 

32 A.A. 1-2 adet 0,585 ± 0,019 

33 F.Y. 6-7 adet 0,878 ± 0,011 

34 N.Y. 3-4 adet 0,590 ± 0,84 

35 F.Ç. ˗ 0,936 ± 0,020 

36 G.A. 

sigara içilen 

ortamda bulundu 

2,096 ± 0,036 

37 D.A. 1-2 adet 0,799 ± 0,006 

38 K.G. - 0,593 ± 0,027 

39 M.G. - 1,118 ± 0,010 

  Ortalama   1,110 ± 0,922 
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3.4. Ġdrarda 1-OHP Düzeyleri  

2.2.3.3’te anlatıldığı Ģekilde analizleri yapılan idrar numunelerine ait sonuçlar 

Çizelge 3.11, 3.12, 3.13, 3.14, 3.15’te gösterilmektedir. ÇalıĢmaya katılan bireylerin 

plasental glutatyon düzeyi ile idrar 1-OHP düzeyleri Çizelge 3.16, 3.17, 3.18’de, 

sonuçlara ait grafikler ġekil 3.5, 3.6, 3.7’de gösterilmektedir. ÇalıĢmaya katılan 

bireylerin plasental glutatyon düzeyi ile idrar 1-OHP düzeyleri arasındaki korelasyon 

sonuçları Çizelge 3.19’da gösterilmektedir. 

Çizelge 3.11. Ġdrarda 1-OHP düzeyleri 

No Adı ve Soyadı 

1-OHP düzeyleri 

(nM) 

1-OHP düzeyleri 

(µmol/mol kreatinin) 

1 F.Y. 18,01 0,231 

2 M.A. 2,61 0,043 

3 S.Y. 7,42 0,140 

4 F.G. 0,28 0,001 

5 T.Ö. 0,77 0,006 

6 E.Y. 0,25 0,004 

7 N.B. 1,93 0,015 

8 L.K. 0,76 0,017 

9 D.E. 7,32 0,083 

10 R.Ü. 5,73 0,122 

11 M.Ö. 1,09 0,013 

12 G.A. 6,60 0,037 

13 A.Y. 4,65 0,024 

14 S.G. 2,21 0,025 

15 D.E. 15,17 0,330 

16 Z.D. 0,56 0,003 

17 S.E. 26,18 0,513 

18 S.K. 5,10 0,023 
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19 M.A. 0,56 0,010 

20 A.A. 13,06 0,251 

21 F.Ç. 0,43 0,005 

22 G.G. 1,54 0,006 

23 S.K. 8,89 0,189 

24 N.Y. 7,56 0,145 

25 D.A. 9,94 0,140 

26 Ö.S. 1,34 0,012 

27 G.ġ.C. 1,86 0,015 

28 A.T. 0,40 0,007 

29 S.D. 7,15 0,123 

30 F.D. 3,29 0,019 

31 M.G. 2,85 0,046 

32 ġ.Y. 3,73 0,013 

33 R.M.Y. 0,34 0,003 

34 E.Ö 2,02 0,024 

35 K.G. T.E. T.E. 

36 H.T. 4,90 0,100 

37 F.G. 1,70 0,035 

38 S.H. 1,74 0,037 

39 S.S. 2,27 0,041 

Ortalama 4,67 ± 5,56 0,073 ± 0,107 
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Çizelge 3.12. Sigara içen bireylerin idrarlarında 1-OHP düzeyleri 

 No Ad soyad 

1-OHP düzeyleri 

(nM) 

1-OHP düzeyleri 

(µmol/mol kreatinin) 

1 S.E. 26,18 0,513 

2 S.D. 7,15 0,123 

3 D.E. 15,17 0,330 

4 A.A. 13,06 0,251 

5 F.Y. 18,01 0,231 

6 N.Y. 7,56 0,145 

7 D.A. 9,94 0,140 

8 S.Y. 7,42 0,140 

  Ortalama         13,06 ± 6,63 0,234 ± 0,134 

 

 

Çizelge 3.13. Sigara dumanına maruz kalan bireylerin idrarlarında 1-OHP düzeyleri 

No  Ad soyad 

1-OHP düzeyleri       

(nM) 

1-OHP düzeyleri 

(µmol/mol kreatinin) 

1 H.T. 4,90 0,100 

2 R.Ü. 5,73 0,122 

3 M.A. 2,61 0,043 

4 A.Y. 4,65 0,024 

5 T.Ö. 0,77 0,006 

6 S.K. 5,10 0,023 

7 M.A. 0,56 0,010 

8 G.A. 6,60 0,037 

9 D.E. 7,32 0,083 

 

Ortalama 4,25 ± 2,42 0,05 ± 0,04 
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Çizelge 3.14. Sigara içmeyen bireylerin idrarlarında 1-OHP düzeyleri 

No  Ad soyad 

1-OHP düzeyleri       

(nM) 

1-OHP düzeyleri 

(µmol/mol kreatinin) 

1 S.H. 1,74 0,037 

2 R.M.Y. 0,34 0,003 

3 E.Ö. 2,02 0,024 

4 S.S 2,27 0,041 

5 F.G. 0,28 0,001 

6 A.T. 0,40 0,007 

7 N.B. 1,93 0,015 

8 L.K. 0,76 0,017 

9 E.Y. 0,25 0,004 

10 M.Ö. 1,09 0,013 

11 G.G. 1,54 0,006 

     12 ġ.Y. 3,73 0,013 

13 S.G 2,21 0,025 

14 Ö.S. 1,34 0,012 

15 S.K. 8,89 0,189 

16 G.ġ.C. 1,86 0,015 

17 F.D. 3,29 0,019 

18 F.G. 1,70 0,035 

19 Z.D. 0,56 0,003 

20 F.Ç. 0,43 0,005 

21 M.G. 2,85 0,046 

22 K.G. T.E. T.E. 

  Ortalama                 1,79 ±1,89                0,024 ± 0,039 
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Çizelge 3.15. ÇalıĢmaya katılan bireylerin idrarlarında 1-OHP düzeyleri  

  n 

1-OHP düzeyi 

sınırları 

(µmol/mol 

kreatinin) 

 

1-OHP düzeyleri      

(µmol/mol 

kreatinin) 

 

Sigara içenlerde 

Sigara dumanına maruz kalanlarda 

Sigara içmeyenlerde 

Tümü 

 

8 

9 

22 

39 

 

0,123-0,513 

0,006-0,122 

0,001-0,189 

0,001-0,513 

 

   0,234 ± 0,134* 

   0,05 ± 0,04 

0,024 ± 0,039 

0,073 ± 0,107 

* p < 0,05 Sigara içmeyenlere ve sigara dumanına maruz kalanlara göre fark anlamlı 

 

 

Çizelge 3.16. Sigara içen bireylerin plasentalarında glutatyon düzeyleri ve idrarlarında                

1-OHP düzeyleri 

 No Ad soyad 

Glutatyon düzeyleri        

(nmolGSH/ml) 

1-OHP düzeyleri 

(µmol/mol kreatinin) 

1 S.E. 275,13  0,513 

2 S.D. 968,25  0,123 

3 D.E. 1293,65  0,330 

4 A.A. 726,99  0,251 

5 F.Y. 368,25  0,231 

6 N.Y. 675,66  0,145 

7 D.A. 717,99  0,140 

8 S.Y. 616,93  0,140 

 

Ortalama    705,36 ± 321,44 0,234 ± 0,134 
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ġekil 3.5. Sigara içen bireylerin plasental glutatyon düzeyleri ile idrar 1-OHP düzeylerinin 

karĢılaĢtırılması 

 *GSH düzeyleri 1/10000 oranında küçültülerek grafiğe geçirilmiĢtir.                

Çizelge 3.17. Sigara dumanına maruz kalan bireylerin plasentalarında glutatyon  

düzeyleri ve idrarlarında 1-OHP düzeyleri 

No  Ad soyad 

Glutatyon düzeyleri        

(nmolGSH/ml) 

1-OHP düzeyleri 

(µmol/mol kreatinin) 

1 H.T. 1251,32  0,100 

2 R.Ü. 842,54  0,122 

3 M.A. 1064,36  0,043 

4 A.Y. 954,94  0,024 

5 T.Ö. 1089,97  0,006 

6 S.K. 880,95  0,023 

7 M.A. 803,71  0,010 

8 G.A. 906,88  0,037 

9 D.E. 1118,25  0,083 

 Ortalama 990,32  ± 148,63 0,05 ± 0,04 

1 2 3 4 5 6 7 8

kişiler

1OHP

GSH
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ġekil 3.6. Sigara dumanına maruz kalan bireylerin plasental glutatyon düzeyleri ile idrar     

1-OHP düzeylerinin karĢılaĢtırılması  

*GSH düzeyleri 1/10000 oranında küçültülerek grafiğe geçirilmiĢtir 

Çizelge 3.18. Sigara içmeyen bireylerin plasentalarında glutatyon düzeyleri ve idrarlarında 

1-OHP düzeyleri 

 No Ad soyad 

Glutatyon düzeyleri        

(nmolGSH/ml) 

1-OHP düzeyleri 

(µmol/mol kreatinin) 

1 S.H. 1253,15  0,037 

2 R.M.Y. 1012,16  0,003 

3 E.Ö. 906,88  0,024 

4 S.S 1187,4  0,041 

5 F.G. 877,23  0,001 

6 A.T. 919,57  0,007 

7 N.B. 891,01  0,015 

8 L.K. 1153,65  0,017 

9 E.Y. 884,13  0,004 

10 M.Ö. 579,36  0,013 

1 2 3 4 5 6 7 8 9

kişiler

1OHP

GSH
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11 G.G. 1140,76  0,006 

12 D.E. 1210,05  0,013 

13 S.G 828,57  0,025 

14 Ö.S. 1221,16  0,012 

15 S.K. 973,54  0,189 

16 G.ġ.C. 731,426  0,015 

17 F.D. 1120,88  0,019 

18 F.G. 1235,44  0,035 

19 Z.D. 1077,77  0,003 

20 F.Ç. 826,98  0,005 

21 M.G. 921,16  0,046 

22 K.G. 1058,23  T.E. 

 

Ortalama 1000,48 ± 180,75 0,024 ± 0,039 

 

 

ġekil 3.7. Sigara içmeyen bireylerin plasental glutatyon düzeyleri ile idrar 1-OHP 

düzeylerinin karĢılaĢtırılması  

*GSH düzeyleri 1/10000 oranında küçültülerek grafiğe geçirilmiĢtir 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

kişiler

1OHP

GSH
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Çizelge 3.19. ÇalıĢmaya katılan bireylerin plasental GSH düzeyleri ile idrar 1-OHP 

düzeyleri arasındaki korelasyon sonuçları 

  n 
Korelasyon 

katsayısı (r) 

 

p 

Sigara içenlerde 

Sigara dumanına maruz kalanlarda 

Sigara içmeyenlerde 

Tümü 

 

8 

9 

22 

39 

    

             -0,27 

 0,27 

 0,06 

 -0,45 

      

> 0,05 

> 0,05 

> 0,05 

      < 0,05 
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4. TARTIġMA 

Plasentanın temel görevi, geliĢmekte olan gebeliğin devamı ve normal fetüs 

geliĢiminin sağlanması için gerekli besleyici molekülleri, iyonları ve gazları anneden 

fetüse aktarmak, fetüsün metabolizması sonucu oluĢan atık ürünlerin maternal 

dolaĢımına geçmesini sağlamaktır (Myatt, 2006).  

Gebelik, vücudun metabolik ihtiyaçlarının ve dokuların oksijen gereksiniminin arttığı 

bir dönemdir. ÇalıĢmalar gebelik döneminde maternal siklusunda lipit peroksitlerin 

anlamlı olarak arttığını göstermektedir (Sarker ve ark., 1995; Spatling ve ark., 1992). 

Gebelikte oksidatif stresin major kaynağı plasentadır. Plasenta, poliansatüre yağ 

asitlerinin çok olduğu bir yapıdır, bu yüzden maternal sirkülasyona salgılanan lipit 

peroksitlerin ana kaynağıdır. Normal gebelikte plasental lipit üretimi plasental 

antioksidanlar tarafından kontrol altında tutulmaktadır. Süper oksit dismutaz, katalaz, 

glutatyon-S-transferaz, glutatyon redüktaz gibi major antioksidan enzimler ve 

glutatyon gibi enzimatik olmayan antioksidanlar plasentada bulunmaktadır. Sağlıklı 

gebelikte serbest oksijen radikallerinin üretimi, antioksidan savunma sistemlerinin 

artmasıyla azalmaktadır. 

Serbest oksijen radikallerinin en önemli kaynaklarından biri sigaradır. Gebelikte 

sigara içilmesi veya ortamdaki sigara dumanının solunması, fertiliteyi, fetüsün 

geliĢmesini, gebeliğin her safhasını, doğumu, bebek sağlığını ve geliĢimini 

etkileyebilmektedir. Sigara içiminin üreme iĢlevi ve fetüs üzerindeki etkileri 

günümüzde de yaygın olarak araĢtırılmaktadır. 

ÇalıĢmamıza gebeliğinin 36. haftasını tamamlamıĢ herhangi bir bulaĢıcı hastalığı 

olmayan sağlıklı gebeler dahil edilmiĢ, erken doğum yapan gebeler çalıĢma dıĢı 

bırakılmıĢtır. Sigara içen 8, sigara dumanına maruz kalan 9 ve sigara içmeyen 22 

gebenin plasentalarında bir antioksidan olan redükte glutatyon düzeyleri ölçülmüĢtür. 
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Ayrıca plasenta dokusu alınan bireylerin idrarlarında sigara içiminin veya sigara 

maruziyetinin göstergesi olan 1-hidroksi piren tayini ve böbrek fonksiyonunun 

göstergesi olan kreatinin tayini yapılmıĢtır. 

Bu çalıĢmada öncelikle insan plasentasında GSH düzeyinin saptanması için 

optimizasyon çalıĢması yapılmıĢtır.  

Optimizasyon çalıĢmalarından sonra yapılan örnekleme çalıĢmalarında ise, sigara 

içen gebelerin plasental GSH düzeyleri, sigara içmeyen gebelere göre düĢük ve 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmuĢtur. Sigara içen gebelerin plasental GSH 

düzeyleri, sigara dumanına maruz kalan gebelere göre düĢük ve istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmuĢtur. Fakat sigara içmeyen ve sigara dumanına maruz kalan 

gebelerin plasental GSH düzeyleri arasında anlamlı bir farklılık tespit edilememiĢtir. 

Bu bulgular, antioksidanların yetersiz üretilmesi veya antioksidanların daha fazla 

tüketilmesine neden olan serbest radikallerin artmıĢ olması ile açıklanabilir. 

Sigara kullanımının eriĢkinlerde antioksidan savunma sistemini bozduğuna dair 

birçok çalıĢma vardır. Sigara içimine bağlı olarak GSH düzeyinin nasıl etkilendiğine 

dair yapılan çalıĢmalar incelendiğinde farklı sonuçların bulunduğu gözlenmiĢtir. Kan 

GSH düzeyi sigara içen eriĢkinlerde daha düĢük bulunmuĢtur (Dinçer ve ark., 2003). 

Bununla beraber, plazma GSH düzeyinde değiĢiklik olmadığını (Chavez ve ark., 

2007) veya glutatyon düzeyinin sigara içenlerde artmıĢ olduğunu gösteren çalıĢmalar 

da (Rahman ve ark., 1996) vardır. 

Sigara, plasenta ve fetusta oksidatif strese yol açarak fetusta ve plasentada 

antioksidan savunma sistemini bozabilmektedir. Sigaranın gebe kadınlar ve bebekleri 

için oksidatif stres kaynağı olduğunu gösteren ve plasentadaki glutatyon düzeyinin 

gebelik komplikasyonlarındaki rolünü açıklayabilen birçok çalıĢma yapılmıĢtır. 

Prokopenko ve arkadaĢlarının 2002 yılında yaptıkları çalıĢmada, çalıĢma grubunda 

yer alan erken doğum yapmıĢ gebelerin plasentalarındaki glutatyon seviyesi, kontrol 

grubunda yer alan zamanında doğum yapmıĢ gebelerin plasentalarındaki glutatyon 

seviyesinden anlamlı olarak az bulunmuĢtur. Bu sonuç, serbest radikallerin 
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plasentada arttığı buna bağlı olarak antioksidan savunma mekanizmasından olan 

glutatyonun azaldığı ve bu durumun erken doğuma yol açtığı Ģeklinde 

yorumlanmıĢtır. 

Miguel Llanos ve arkadaĢları çevresel uyaranlarla antioksidan savunma sistemi 

arasındaki iliĢkiyi anlamak için 2009 yılında çalıĢma yapmıĢlardır. Gebeliği ―fetal 

geliĢme geriliği‖ ile sonuçlanan ve kontrol grubundaki (gebeliği sağlıklı sonuçlanan) 

kadınların plasentalarında kadminyum, kurĢun, arsenik ve GSH aktivitesi 

ölçülmüĢtür. Cd, As ve Pb seviyeleri gebeliği fetal geliĢim geriliği ile sonuçlanan 

gebelerin plasentalarında anlamlı olarak yüksek bulunurken total GSH düzeyinde 

için anlamlı bir farklılık bulunmamıĢtır. Sonuçlar, toksik metallerden kaynaklı 

plasental fonksiyonda hasar oluĢtuğunu ve bunun fetal geliĢim geriliğine sebep 

olabileceği Ģeklinde yorumlanmıĢtır. 

Zadrozna ve arkadaĢlarının 2009 yılında yaptıkları çalıĢmada, gebeliği preterm ve 

intrauterin geliĢim geriliği ile sonuçlanan kadınlar ve sağlıklı gebelik ile sonuçlanan 

kontrol grubu olmak üzere 3 gruptaki gebelerin plasentalarında selenyum, çinko, 

bakır ve GSH düzeyleri ölçülmüĢtür. GSH düzeyi erken doğum yapan gebelerde en 

az, kontrol grubunda diğer gruplardaki ölçümlerden anlamlı olarak yüksek 

bulunmuĢtur. Bu çalıĢma serbest radikallerin aerobik oksidasyon proseslerini ve 

savunma mekanizmalarını zayıflattığı Ģeklinde yorumlanmıĢtır. 

PAH maruziyetinin belirlenmesinde kullanılan birçok biyolojik indikatör olmakla 

birlikte en çok kullanılan, kabul görmüĢ indikatörü 1-OHP’dir (Wang ve ark., 2002). 

Floresans dedektörle kombine yüksek performanslı sıvı kromatografisi (HPLC) 

sigarada bulunan benzopirenin idrardaki metaboliti olan 1-OHP’nin kantitatif 

tayininde kullanılan baĢlıca yöntemdir (Jongeneelen ve ark., 1987, Burgaz ve ark., 

1998).  

HPLC analiz yönteminde 1-OHP ölçümü için 0.2-30 nM konsantrasyon aralığında 

analitik yöntem validasyonu yapılmıĢtır. Yöntemin belirtilen kalibrasyon aralığında 

doğrusal olduğu (r
2
 = 0,99496) kanıtlanmıĢtır. Gün arası tekrarlanabilirlik için 0.2, 2, 
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30 nM olmak üzere 3 farklı düzeyde standart katılan örneklerde yapılan çalıĢmalarda 

RSD (%) sırasıyla 8.73, 2.53 ve 1.19; gün içi tekrarlanabilirlik için 0.2, 2, 30 nM 

olmak üzere 3 farklı düzeyde standart katılan örneklerde yapılan çalıĢmalarda RSD 

(%) sırasıyla 3.64, 1.19 ve 0.29; aynı örneklere ait % geri kazanım sonuçları sırasıyla 

66.56, 85.01 ve 92.3 olarak bulunmuĢtur. Yönteme ait tespit limiti (LOD) 0.06 nM, 

ölçüm alt limiti (LOQ) 0.2 nM olarak belirlenmiĢtir. 1-OHP analiz sonuçları 

kreatinin tayini ile düzeltme yapılarak sonuçlar µmol/mol kreatinin cinsinden 

hesaplanmıĢtır. 

ÇalıĢmamızda sigara içen gebelerin idrarlarında ölçülen 1-OHP düzeyleri, sigara 

içmeyen gebelere göre yüksek ve istatistiksel olarak anlamlı bulunmuĢtur. Sigara 

içen gebelerin idrarlarında ölçülen 1-OHP düzeyleri, sigara dumanına maruz kalan 

gebelere göre yüksek ve istatistiksel olarak anlamlı bulunmuĢtur. Fakat sigara 

içmeyen ve sigara dumanına maruz kalan gebelerin 1-OHP düzeyleri arasında 

anlamlı bir farklılık tespit edilememiĢtir. Bizim çalıĢmamızda olduğu gibi, Li ve 

arkadaĢlarının (2000) yaptıkları çalıĢmada sigara içenlerin idrar 1-OHP düzeyleri 

sigara içmeyenlere göre anlamlı olarak yüksek bulunmuĢtur. Birçok çalıĢma sigara 

içimi ile idrar 1-OHP konsantrasyonu arasında bir korelasyon olduğunu göstermiĢtir 

(Van Rooij ve ark., 1994; Levin 1995). 

Ancak çalıĢmamızda, sigara içen gebelerde (r = -0,27, p>0,05), sigara içmeyen 

gebelerde (r = 0,06, p>0,05) ve sigara dumanına maruz kalan gebelerde (r = 0,27, 

p>0,05) plasental GSH düzeyleri ile idrar 1-OHP düzeyleri arasında anlamlı 

korelasyon bulunmamıĢtır. Bu sonuçlar, plasental GSH düzeylerindeki azalmaların 

sadece sigara içimine bağlı olmadığını düĢündürmektedir. 
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5. SONUÇ VE ÖNERĠLER 

Gebelikte sigara içiminin pek çok olumsuz etkisi bilinmesine rağmen bu konudaki 

yeni araĢtırmalar sigaranın bilinmeyen etkilerini ortaya çıkarmak için devam 

etmektedir. Endojen ve ekzojen kaynaklardan oluĢan serbest oksijen radikallerinin 

gebelik süresince anneyi ve fetusu olumsuz etkilediği ve antioksidan savunma 

sistemini bozduğu düĢünülmektedir. 

Yapılan bu çalıĢmada önemli bir antioksidan olan glutatyon düzeyi plasentada sigara 

içen gebelerde sigara içmeyenlere göre anlamlı olarak düĢük bulunmuĢtur. Sigarada 

bulunan benzopirenin idrardaki metaboliti olan 1 hidroksi piren seviyesi ise sigara 

içenlerde anlamlı olarak yüksek bulunmuĢtur. Sonuç olarak, sigara içen annelerin 

plasentalarında anlamlı olarak düĢük bulduğumuz GSH düzeyini sigaraya bağlı 

oksidatif stresin bir sonucu olarak düĢünmekteyiz. 

Bu sonuçlara dayanarak anne adaylarının, gebelikte sigara içiminin hem anneye hem 

de bebeğe vereceği zararları konusunda sağlık personeli tarafından bilgilendirilmesi 

ve eğitilmesi gerektiğini düĢünmekteyiz. Gebelerin oksidatif strese neden olacak 

endojen ve ekzojen kaynaklardan uzak durmaları, antioksidan seviyesini arttırmak 

için beslenme ve yaĢam tarzlarına dikkat etmeleri yararlı olacaktır. 

Gebelik ve fetusla ilgili yapılan araĢtırmalarda parametreleri pek çok faktör 

etkilemektedir. Bu yüzden ilerideki çalıĢmaların gebe ve fetusun üzerindeki faktörler 

sabitlenerek daha büyük populasyonlarda yapılması önerilir. Doğum sonrası 

bebeklerin durumunun incelenmesinin çalıĢmaya yararlı bilgiler ilave edeceğini 

düĢünmekteyiz.                     
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ÖZET 

Glutatyon (GSH) Düzeyinin Plasentada AraĢtırılması 

Gebelikte sigara kullanmak ya da sigara dumanına maruz kalmak sadece annenin sağlığına 

zarar vermekle kalmaz, aynı zamanda gebelik ile ilgili komplikasyonların ortaya çıkmasına 

ve yenidoğanda ciddi sağlık problemlerine yol açmaktadır. Serbest oksijen radikallerinin en 

önemli kaynaklarından biri sigaradır. Serbest oksijen radikalleri antioksidanlar aracılığı ile 

yüksek oranda kontrol altında tutulabilmektedirler. Reaktif oksijen türlerinin uyardığı 

hasarın engellenmesi için plasentada enzim ve antioksidanları içeren biyokimyasal koruma 

mekanizmaları mevcuttur. Glutatyon, oksidatif strese karĢı koruyucu mekanizmanın temel 

bir parçasıdır. Oksidatif ve elektrofilik kimyasallara karĢı hücresel hedefleri koruyarak 

koruyuculuk görevini yerine getirmektedir. 

Yaptığımız bu çalıĢmada, sigara içen 8 gebe, sigara dumanına maruz kalan 9 gebe ve sigara 

içmeyen 22 gebede ölçülen  plasental glutatyon seviyeleri sonuçları karĢılaĢtırılarak sigara 

ile oksidatif stres arasındaki iliĢkinin incelenmesi amaçlanmıĢtır. 

Plasental glutatyon düzeyinin belirlenmesi için spektrofotometrik yöntem, idrar 1-hidroksi 

piren düzeyi için floresans dedektörlü HPLC yöntemi kullanılmıĢtır. HPLC analiz 

yönteminde 1-OHP için 0.2-30 nM konsantrasyon aralığında analitik yöntem validasyonu 

yapılmıĢtır. Yöntemin belirtilen kalibrasyon aralığında doğrusal olduğu (r2 = 0,99496) 

kanıtlanmıĢtır. Gün arası tekrarlanabilirlik için 0.2, 2, 30 nM olmak üzere 3 farklı düzeyde 

standart katılan örneklerde yapılan çalıĢmalarda RSD (%) sırasıyla 8.73, 2.53 ve 1.19; gün 

içi tekrarlanabilirlik için 0.2, 2, 30 nM olmak üzere 3 farklı düzeyde standart katılan 

örneklerde yapılan çalıĢmalarda RSD (%) sırasıyla 3.64, 1.19 ve 0.29; aynı örneklere ait % 

geri kazanım sonuçları sırasıyla 66.56, 85.01 ve 92.3 olarak bulunmuĢtur. Yönteme ait tespit 

limiti (LOD) 0.06 nM, ölçüm alt limiti (LOQ) 0.2 nM olarak belirlenmiĢtir. 1-OHP analiz 

sonuçları kreatinin tayini ile düzeltme yapılarak sonuçlar µmol/mol kreatinin cinsinden 

hesaplanmıĢtır. 

ÇalıĢmadan elde edilen sonuçlarda sigara içmeyen gebelerin içenlere göre ve sigara 

dumanına maruz kalan gebelerin sigara içen gebelere göre plasental GSH düzeylerinde 

istatistiksel olarak anlamlı bir artma ve idrar 1-OHP düzeylerinde anlamlı bir azalma olduğu 

gözlenmiĢtir (p<0,05). Sigara içen gebelerin plasental GSH düzeyi ile idrar 1-OHP düzeyi 

arasında anlamlı korelasyon bulunmamıĢtır (r = -0.27, p>0,05). 

Sonuç olarak, sigara içen annelerin plasentalarında anlamlı olarak düĢük bulunan GSH 

düzeyinin sigaraya bağlı oksidatif stresin bir sonucu olduğunu söylemek mümkün olacaktır. 
Bu çalıĢmanın sonuçlarının, gebelikte görülebilecek gebelik diyabeti, preeklampsia, fetal 

geliĢim geriliği, erken doğum gibi sorunları kapsayan ileriye dönük çalıĢmalara katkıda 

bulunacağı düĢünülmektedir.  

Anahtar Sözcükler: glutatyon, oksidatif stres, plasenta, sigara, 1-hidroksi piren 
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SUMMARY 

Investigation of Glutathione (GSH)  Level in Placenta 

Smoking during pregnancy or exposure to cigarette smoke not only damages health of the 

mother but also appears the complications related to pregnancy and causes serious health 

problems in newborns. Cigarette is one of the most important source of oxygen free radicals. 

Free oxygen radicals can be controlled in high rates by the antioxidants. There is a 

biochemical protection mechanism that includes enzyme and antioxidants in the plasenta and 

it prevents injury induced by reactive oxygen species. Glutathione is an essential part of 

protective mechanisms against oxidative stres and makes its protective role via protects 

cellular targets against oxidative and electrophilic chemicals.  

In this study, it is aimed to investigate the relationship between cigarette and oxidative stres 

to compare results the placental glutathione rates which measures in 8 smoked pregnant 

women, 9 passive smoked pregnant women and 22 non smoked pregnant women placentas.  

Spectrophotometric method for determination of placental glutathione levels and 

fluorescence detector HPLC method for determination of a 1-hydroxy pyrene in urine were 

used. The HPLC methods validation were made in 0.2-30 nM concentration range for the 1-

OHP. It was demonstrated that method was in a linear calibration range (r
2
 = 0.99496). It 

was studied with 3 different levels of standard spiked samples (0.2, 2, 30 nM)  to prove inter-

day repeatability, intra-day repeatability and recovery. The results of RSD (%) were 

respectively 8.73, 2.53, 1.19 for inter-day; 3.64, 1.19, 0.29 for intra-day; % 66.56, 85.01, 

92.3 for recovery. The method detection limit (LOD) and the lower limit (LOQ) were 

determined respectively 0.06 nM and 0.2 nM. 1-OHP analysis results were adjusted with 

creatinine levels and the results were calculated in μmol / mol creatinine. 

In this study first of all it was compared that non-smoking pregnant women and smoked 

pregnant women and than smoke exposure of pregnant women and smoked pregnant women. 

It was meant that non-smoking pregnant women and smoke exposure pregnant women 

placental GSH levels significantly increased and urinary 1-OHP levels significantly 

decreased (p <0.05) to smoked women. Between urinary 1-OHP levels and placental GSH 

levels were not statistically significant correlation in smoked pregnant women (r = -0.27, p> 

0.05). 

As a result, it was shown that oxidative stress were related with cigarette in pregnant women 

via measured by placental GSH level significantly decreased. It is considered that the results 

of this research will contribute the studies of the problems during pregnancy, such as 

pregnancy diabetes, preeclampsia, intrauterine growth restriction and preterm birth. 

Key words: Glutathione, oxidative stress, placenta, smoking, 1-hydroxy pyrene 
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                                                     EK 1                                    …./…. /2009                                                            

Glutatyon (GSH) düzeyinin plasentada ölçümü için anket formu 

Adı ve Soyadı :  

YaĢı :  Doğum Yeri :  

YaĢadığı Yer :  

Mesleği :  

Kaç çocuğa sahip :  

 

Doğum nasıl gerçekleĢti : 

 

□ Normal Doğum           □ Sezeryan 

 

Doğum hamileliğin 

kaçınıcı haftasında oldu : 

 

 

Çocuğun cinsiyeti : 

 

□ Kız                              □ Erkek 

 

Sigara kullanıyor mu : 

 

□  Evet                            □  Hayır 

Cevap evet ise günde kaç 

adet : 
 

En son sigarayı kaç 

saat önce kullandığı 
 

Aile bireylerinde veya 

sizde herhangi bir genetik 

hastalık var mı : 

 

Hamilelik süresince ilaç 

kullandı mı : 
□  Evet                            □  Hayır 

Cevap evet ise hangi ilaçlar  

Ev telefonu :  Cep telefonu :  

Adresi :  
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EK 2 

GÖNÜLLÜ BĠLGĠLENDĠRME FORMU 

Bu katıldığınız çalıĢma bilimsel bir çalıĢma olup, çalıĢmanın adı ―Glutatyon (GSH) 

Düzeyinin Plasentada AraĢtırılması‖dır. 

         Gebelikte sigara kullanımı sonucu bebeği koruyacak sistemin bozulmasıyla sizde ve 

bebeğinizde olumsuzluklar oluĢabilecektir. Hamilelik süresince oluĢan, bebeğin geliĢimi 

için gerekli koĢulu sağlayan, ―plasenta‖ olarak adlandırılan ve bebe eĢi olarak da bilinen 

parça doğum esnasında bebek ile dıĢarı atılır. Plasentada bebeği koruyacak koruyucu 

sistemler vardır. Bu koruyucu sistemlerin bozulması, dıĢarıdan gelecek zararlı bir 

maddeye karĢı bebeğin olumsuz etkilenmesine neden olur. Bu çalıĢma sigara içmeyen 

gebelerin sigara içen gebelere göre bebeklerini ne kadar daha iyi koruduklarını göstermek 

amaçlı yapılmaktadır. 

Bu araĢtırmada sizden sadece plasenta ve idrar örnekleri alınacaktır. Plasenta zaten 

doğum esnasında bebekle birlikte sizden atılacağı için plasentanın alımı size fazladan 

bir rahatsızlık veya risk getirmeyecektir. Sizden alınacak olan idrar ve plasenta 

örnekleri sadece bu çalıĢma için kullanılacak olup deney sonrasında tıbbi atık olarak 

imha edilecektir. Bu iĢlemler sırasında zorlayıcı veya acı veren herhangi bir 

uygulama olmayacaktır. AraĢtırmaya bağlı bir zarar söz konusu değildir. Bu 

araĢtırmada yer almanız için bize 15 dakika ayırmanız yeterli olacaktır. Size kısa 

cevaplar vereceğiniz sorular sorulacaktır, siz de bu soruları cevaplayacaksınız. 

Sorularımıza doğru cevap vermeniz çalıĢmamızın doğruluğu açısından önemlidir. Bu 

çalıĢmaya katılmaya karar verdikten sonra, anket formunu doldurmak, idrar vermek 

ve bu formu imzalamak sizin sorumluluklarınızdır. Bu çalıĢmaya yaklaĢık 60 gönüllü 

gebenin katılması planlanmaktadır. 

AraĢtırmaya katıldığınız için size herhangi bir ödeme yapılmayacaktır. Bu 

araĢtırmada yer almak tamamen sizin isteğinize bağlıdır. AraĢtırmada yer almayı 

reddedebilirsiniz ya da herhangi bir aĢamada araĢtırmadan ayrılabilirsiniz; bu durum 
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herhangi bir cezaya ya da sizin yararlarınıza engel duruma yol açmayacaktır. 

AraĢtırmanın sonuçları bilimsel amaçla kullanılacaktır; çalıĢmadan çekilmeniz ya da 

araĢtırıcı tarafından çıkarılmanız durumunda, sizle ilgili tıbbi veriler de gerekirse 

bilimsel amaçla kullanılabilecektir. 

Bu araĢtırma tez amaçlı yapıldığı için size daha sonrasında bir bilgilendirme 

yapılmayacaktır. Sizin için bu çalıĢmanın beklenen bir yararı yoktur. Fakat sizi 

ilgilendirebilecek herhangi bir geliĢme olduğunda bunu size derhal bildireceğiz. Size 

ait tüm tıbbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktır ve araĢtırma yayınlansa bile 

kimlik bilgileriniz verilmeyecektir, ancak araĢtırmanın izleyicileri, yoklama 

yapanlar, etik kurullar ve resmi makamlar gerektiğinde tıbbi bilgilerinize ulaĢabilir. 

Siz de istediğinizde kendinize ait tıbbi bilgilere ulaĢabilirsiniz. 

            Bu araĢtırmada yer almanız nedeniyle bu araĢtırma kapsamındaki bütün muayene, 

tetkik, testler ve tıbbi bakım hizmetleri için sizden veya bağlı bulunduğunuz sosyal 

güvenlik kuruluĢundan hiçbir ücret istenmeyecektir. Bu araĢtırma Ankara 

Üniversitesi Eczacılık Fakültesi Toksikoloji Anabilim Dalı tarafından 

desteklenmektedir. 

  AraĢtırma ile ilgili herhangi bir soru veya sorununuz olduğunda, ek bilgi almak 

istediğinizde bu açıklamaları size yapan Ankara Üniversitesi Eczacılık Fakültesi 

yüksek lisans öğrencisi olan Eczacı Yelda Kasap’a 0312 309 11 41 nolu telefondan 

ulaĢabilirsiniz. 

   AraĢtırmaya katılmak isterseniz bu formu imzalayınız. 

  Katılımınız için teĢekkürler. 

Sorumlu AraĢtırmacı : Prof. Dr. Benay Can Eke 

                            Ankara Üniversitesi Eczacılık Fakültesi Toksikoloji Anabilim Dalı 

                             Tel : (0312) 2031317     e-mail : eke@pharmacy.ankara.edu.tr 



102 

 

ÇalıĢmaya Katılma Onayı: 

Yukarıda yer alan ve araĢtırmaya baĢlanmadan önce gönüllüye verilmesi gereken 

bilgileri okudum ve sözlü olarak dinledim. Aklıma gelen tüm soruları araĢtırıcıya 

sordum, yazılı ve sözlü olarak bana yapılan tüm açıklamaları ayrıntılarıyla anlamıĢ 

bulunmaktayım. ÇalıĢmaya katılmayı isteyip istemediğime karar vermem için bana 

yeterli zaman tanındı. Bu koĢullar altında, bana ait tıbbi bilgilerin gözden 

geçirilmesi, transfer edilmesi ve iĢlenmesi konusunda araĢtırma yürütücüsüne yetki 

veriyor ve söz konusu araĢtırmaya iliĢkin bana yapılan katılım davetini hiçbir 

zorlama ve baskı olmaksızın büyük bir gönüllülük içerisinde kabul ediyorum.  

Bu formun imzalı bir kopyası bana verilecektir. 

 

Gönüllünün, 

Adı-Soyadı: 

Adresi: 

Tel.-Faks: 

Tarih ve Ġmza: 

Velayet veya vesayet altında bulunanlar için veli veya vasinin, 

Adı-Soyadı: 

Adresi: 

Tel.-Faks: 

Tarih ve Ġmza: 
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Açıklamaları yapan araĢtırmacının, 

Adı-Soyadı: Yelda Kasap 

Görevi: Eczacı 

Adresi: Ankara Üniversitesi Eczacılık Fakültesi Toksikoloji Anabilim Dalı 

Tel.-Faks:  

Tarih ve Ġmza:  

 

Olur alma iĢlemine baĢından sonuna kadar tanıklık eden kuruluĢ 

görevlisinin/görüĢme tanığının, 

Adı-Soyadı: 

Görevi: 

Adresi: 

Tel.-Faks: 

Tarih ve Ġmza 
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ÖZGEÇMĠġ 

I-  Bireysel Bilgiler  

Adı:                                               Yelda 

Soyadı:                                          KASAP 

Doğum yeri ve tarihi:                    Mersin, 1984 

Uyruğu:                                         TC 

Medeni durumu:                            Bekar 

ĠletiĢim adresi ve telefonu:            Ġlaç ve Eczacılık Genel Müdürlüğü 

                                                       Çankırı Cad. No:57 DıĢkapı, Ankara Tel: 312-3091141 

 

II-  Eğitimi:                                  2003-2007 Ankara Üniversitesi Eczacılık Fakültesi 

                                                      1996-2003 Silifke Anadolu Lisesi  

                                                    

                                                      Yabancı Dil: Ġngilizce 

 

III-  Ünvanları:                            Eczacı     

               

IV-  Mesleki Deneyimi:               2008-.. Ġlaç ve Eczacılık Genel Müdürlüğü, 

                                                 (Ġlaç Güvenliği Ġzleme, Değerlendirme ġube                

Müdürlüğü, Türkiye Farmakovijilans Merkezi) 

                                                      2006 Yaz Stajı: Hacettepe Hastane Eczanesi, Stajer Ecz.  

                                                      2005 Yaz Stajı: Yerlikaya Eczanesi, Stajer Ecz 

                                                      2004 Yaz Stajı: Soldan Eczanesi, Stajer Ecz.  

                                                     

VI-  Bilimsel Ġlgi Alanları:     Farmakovijilans, ilaç yan etkileri 

        

VII- Bilimsel Etkinlikleri:  
 

―Serbest Eczacılara Yönelik Farmakovijilans Eğitimi‖ Kursu (8–9 Kasım 2008) 

―Farmakovijilans Ġrtibat Noktası Eğitimi‖ semineri (19 Aralık 2008) 

―Pharmacovigilance and Medical Product Safety‖ Vienna School of Clinical Research (22-

23 Aralık 2008) 

―7. Uluslararası Katılımlı Türk Toksikoloji Derneği Kongresi‖ (30 Mayıs - 1 Haziran 2009) 

 

VIII-Verdiği konferans ya da seminerler  

 

―Farmakovijilansta Denetim‖ Semineri (7 Mayıs 2009) 

―Farmakovijilans Eğitim ve Sertifikasyon Toplantısı‖ (24–25 ġubat 2010) 

 

 

. 


