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Ozet

Caligmada gebelik periyodu boyunca koyunlara ¢inko verilmesinin, rediikte glutatyon (GSH), malondialdehit (MDA) ve
nitrik oksit (NO) diizeyleri iizerine etkisinin arastiriimasi amaglandi.

Calismada materyal olarak yaklasik 3 yash 20 adet Tuj irki koyun kullamldi. Koyunlar deneme (n=10) ve kontrol (n=10)
olmak iizere iki esit gruba ayrildi. Deneme grubundaki koyunlara gebelik periyodu siiresince (ortalama 150 giin) her giin 30 mg
¢inko agiz yolu ile verildi. Gebe kalmadan 6nce bir kez ve gebelik siiresince her ay kan numuneleri alindi. Numunelerde tam kan
GSH diizeyleri ile plazma MDA ve NO derisimleri spektrofotometrik olarak dl¢iildii.

Gebelik oncesine gore gebelik boyunca her iki grupta da MDA diizeyleri artarken, GSH diizeyleri azaldi (p<0.001). Gebeligin
ikinci ayindan itibaren ¢inko verilen grupta kontrole gore MDA diizeyleri azalirken, GSH diizeyleri artig gosterdi (p<0.01).
Gebelikle birlikte artmaya baglayan NO degerinin gebeligin 3. ayinda en yiiksek diizeyde oldugu saptandi. Cinko verilen grupta
ise NO diizeylerinin gebeligin 5. ayinda kontrol grubuna gore diisiik oldugu tespit edildi (p<0.05).

Sonug olarak: gebe koyunlara agiz yolu ile verilen ¢inkonun gebelikte degisen antioksidan sisteminin giiglenmesine ve
gebeligin son doneminde artan NO diizeyinin azaltilmasina olumlu katkilar sagladigr sonucuna varildr.

Anahtar sozciikler: Gebelik, Cinko, Rediikte Glutatyon, Malondialdehit, Nitrik Oksit.

Investigation of Reduced Glutathione (GSH), Malondialdehyde (MDA) and Nitric oxide
(NO) Levels in Ewes Receiving Zing During the Period of Pregnancy

Summary

This study was aimed to investigate the effect of zinc on reduced glutathione (GSH), malondialdehyde (MDA) and nitric
oxide (NO) levels of ewes during pregnancy.

Twenty Tuj breed ewes at 3 years of age were used as animal material. The animals were divided into 2 equal groups
including control (n=10) and experimental group receiving 30 mg/kg of zinc daily for average of 150 days (n=10). The blood
samples from the groups were monthly collected before (once) and during the pregnancy (for five months). The whole blood
GSH, plasma MDA and NO levels were spectrophotometrically determined.

Ewes in both groups had higher MDA and decreased GSH levels during the pregnancy as compared to the period before
pregnancy (p<0.001). As of the second month of pregnancy, ewes receiving zinc had lower MDA but higher GSH concentrations
for the 4 consecutive months compared to control (p<0.01) until the end of experiment (5th month). Nitric oxide level of both
groups which was raised with the beginning of pregnancy reached to its peak level on the third month of pregnancy. In the zinc-
received group, the NO levels were found to be lower than that of control group on the fifth month of pregnancy (p<0.05).

In conclusion, oral administration of zinc to pregnant ewes could improve altered antioxidant status and contribute to the
reduced levels of NO elevated during the last stage of pregnancy. :
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GIRIS

Cinko canlilarin biiyiime, iireme, immun sistem ve
antioksidan fonksiyonlarin: i¢eren bir¢ok fizyolojik
olay i¢cin gerekli bir iz elementtir'?. Hayvansal orga-
nizma fazla miktarlarda kullanabilecegi cinko depola-
rina sahip olmadigindan, besinlerle siirekli olarak ye-
terli miktarda alinmasi gerekmektedir. Sadece karaci-
gerdeki metallotiyonein (MT) ve siiperoksit dismutaz
(SOD) depo bilesiklerdir ve gereksinim olunca bura-
lardan kolayca mobilize olabilmektedir*",

Cinko diizeyi gebelik siiresince azalmaktadir’. Ge-
belikteki eksikligi normal embriyonal gelisimi, fetal
biiylimeyi ve gebelik siiresini etkilemektedir. Prematii-
re ve diisiik agirlikli dogan yavrularin sayisinin ¢inko
takviyesi ile azaltilabilecegi bildirilmektedir®®.

Cinko ile aktive olan hiicre ve noronlarda bulunan
MT izoformlan diisiik molekiil agirligina sahip bilesik-
lerdir™”. MT’deki niikleofilik siilfidril gruplari elektro-
filik toksinlerle reaksiyona girerek hiicre ici indirgen-
me-ylikseltgenme olaylarini diizenleyerek zarlarin ka-
rarliligini saglamis olurlar™'.

Aerobik nitrik oksit (NO) MT’lerde bulunan metal
stilfidril kompleksine etki ederek cinko ve bakir gibi
cift degerlikli metallerin serbest birakilmasina, metal-
siz siilfidril gruplarinin da kolayca oksitlenebilmesine
neden olmaktadir®. Nitrik oksit renksiz, kii¢iik mole-
kiillii, yagda ¢oziinen, yar1 omrii oldukc¢a kisa olan ve
hiicre zarlarindan kolaylikla gecebilen reaksiyon yete-
nedi oldukca yiiksek olan toksik etkili nérotransmitter
bir maddedir'*". Bir¢ok nitrik oksit sentetaz (NOS)
izoformu tanimlanmig olmakla birlikte ii¢ tanesi hak-
kinda daha ¢ok bilgi bulunmaktadir. Bunlar; uyarilabi-
len NOS (iNOS), endotel NOS (eNOS) ve noronal
NOS (nNOS)'tur. Endotel NOS sinir ve endotel hiicre-
leri ile endokard, miyokard ve trombositlerde siirekli
bulunur. Hiicre i¢i ve hiicreler arasi iletisimde fizyolo-
Jik olarak aracilik yapar."*". Noronlar, kan damarlar
ve immun sistem hiicreleri tireme organlarinin 6nemli
birer pargalari oldugu icin noronlar tarafindan tiretilen
ve bir norotransmitter gibi rol oynayan NO’nun iireme
sistemi fizyolojisi ve biyolojisinin diizenlenmesinde
onemli bir roliiniin olabilecegi diisiiniilmektedir. Ge-
belikte uterus onemli yapisal degisimlere ugrar. NO
diiz kas hiicrelerinin kasilmasini diizenler ve gebelikte
uterusun kasilmasina ve gevsemesine neden olur®.
Normal gebelikte, uterustaki kan akimi artar ve damar-
sal diren¢ azalir. Gebelikte, uterusa ait damarlarinin
genislemesinde NO’nun 6nemli rol oynadigina dair

bilgiler giderek artmaktadir®*, Gebelik viicudun bir-
cok fonksiyonlari icin yiiksek enerji gerektiren fizyo-
lojik bir durum oldugundan®, oksijen ihtiyacinda da
bir artis meydana gelmektedir. Fazla tiiketilen oksijen
de reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) artisina neden ol-
maktadir*®. Bu sekilde meydana gelen asir1t ROT’ da
hiicre zarindaki lipidlerle reaksiyona girerek lipid pe-
roksidasyon (LPO) iiriinlerini olusturmaktadir®. Kii-
¢iik molekiil agirlikli suda eriyebilir bir molekiil olan
glutatyon (GSH), genetik bilgiye ihtiya¢ olmaksizin
karacigerde sentezlenebilen ve yapisinda g-glutamin,
sistein ve glisin amino asitlerini bulunduran bir tripep-
titdir. GSH memelilerde hiicreleri oksidatif hasara kar-
s1 koruyan en onemli siilfidril bilesigidir**. Cinko li-
pid peroksidasyonunu inhibe ederek glutatyon kullani-
labilirligini artirmakta ve antioksidan sistemin giiclen-
mesine katki saglamaktadir®.

Bu bilgiler 1s18inda yapilan ¢alismada, gebelik siire-
since ilave ¢inko verilmesinin antioksidan 6zellik gos-
teren rediikte glutatyon, lipid peroksidasyon iiriinlerin-
den biri olan malondialdehit (MDA) ve NO diizeyine
herhangi bir etkisinin olup olmadigni, ayrica gebe ko-
yunlardaki normal NO diizeylerinin aylara gore nasil
degisim gosterdigini aragtirmak amaglanmustir.

MATERYAL ve METOT

Arastirma materyalini Kars’in Arpagay ilgesi civar
koylerinden satin alinan ve Kira¢ kdyiinde beslenen
Tuj irki koyunlar olusturdu. Caligmada canli agirlik or-
talamasi 47.64 + 2.84 kg, yaklagik 3 yash 25 adet ko-
yun kullanildi. Calismada koyunlarin toplu bir sekilde
Ostriis gostermelerini saglamak i¢in vajinal siingerler
kullanildi. Bu amagla koyunlarin vajinasina 40 mg flo-
rogeston asetat (FGA) iceren vajinal siingerler 6zel
aparatlarla yerlestirildi. Siingerler 14. giinde ¢ikartila-
rak her koyuna 400 IU gonadotropin (PMSG) kas igi
enjekte edildi (FGA ve PMSG Intervet’den satin alin-
d1). Enjeksiyondan 24 saat sonra ostriis gosteren ko-
yunlari saptamak i¢in arama kogu kondu. Ostriis gos-
teren 20 adet koyun deneme ve kontrol olmak iizere
10°arh iki gruba ayrildi.

Gebelik periyodu boyunca tiim hayvanlarin besin
madde ve enerji ihtiyaglari NRC (Nutrient Require-
ments of Sheep, 1985)’ye gore belirlenerek, kuru ot ve
konsantre yemle beslendi. Deneme grubundaki hay-
vanlara ilave olarak gebelik periyodu siiresince (orta-
lama 150 giin) giinliik 30 mg ¢inko (%2.64’liik
ZnS0O,.7H,0O’dan 5 ml/koyun/giin) oral yolla verildi.

Gebe kalmadan once bir kez ve gebelik siiresince her



ay V. jugularis’ten heparinli tiiplere kan numuneleri
alindi. Alinan kan 6rneklerinden bir kismui glutatyon
diizeylerinin saptanmas1 amaciyla higbir isleme tabi
tutulmadan tam kan olarak eppendorf tiiplere konuldu.
Geriye kalan numuneler 3000 rpm’de 15 dakika sant-
rifiij edilerek plazmalari elde edildi. Tam kan glutat-
yon diizeyleri Beutler ve ark.”, plazma MDA Yoshi-
oka ve ark.? ve plazma NO diizeyleri Miranda ve
ark.”’nin bildirdikleri yonteme gore spektrofotometrik
olarak 6l¢iildii. Elde edilen verilerin istatistik analizle-
rinin hesaplanmasinda SPSS Windows 10,0 paket
programindan yararlamldi. Sonuglar; ortalamazstan-
dart hata (x+Sx) olarak verildi.

BULGULAR

Calisma sonunda elde edilen plazma MDA, plazma
NO ve tam kan GSH diizeylerine ait bulgular sirasi ile
Tablo 1, 2 ve 3’ te verildi. Kontrol grubu MDA diizeyi
gebelik oncesi doneme gore gebelik periyodu boyunca
onemli derecede artis gosterdi (p<0.001). Deneme gru-
bundaki MDA diizeyleri gebeligin 1, 2, 3 ve 5. aylarin-
da gebelik oncesi doneme ve gebeligin 4. ayma gore
yiiksek saptandi (p<0.001). Her iki gruptaki MDA dii-
zeyleri aylara gore karsilagtirildiginda, gebeligin 2. ayin-
dan itibaren ¢inko verilen grupta istatistik olarak azal-
ma tespit edildi (p<0.01). Kontrol ve deneme grubunda-
ki GSH diizeyleri gebelik periyodu boyunca gebelik 6n-
cesi doneme gore azalma (p<0.001) gosterdi. Kontrol
ve deneme gruplari aylara gore karsilastinildiginda gebe-
ligin 2. ayindan itibaren deneme grubunda artis tespit
edildi (p<0.01). Kontrol grubundaki NO diizeyleri ge-
beligin 2, 3 ve 5. ayinda, gebelik oncesi doneme ve ge-
beligin diger aylarina gore artis gosterdi (p<0.001). De-
neme grubunda ise kontrolden farkli olarak gebeligin 1,
2, 3 ve 5. ayinda elde edilen NO duzeylermm gebelik
oncesine gore arttig1 tespit edildi (p<0. 001) Deneme ve
kontrol grubundan elde edilen NO diizeyleri karsilagti-
rildiginda sadece gebeligin 5. ayinda ¢inko verilen grup-
ta bir azalma saptamirken (p<0.05), diger aylarda her-
hangi bir fark bulunamadi.

Tablo 1.Gebelik Oncesi ve Gebelik Boyunca Kontrol ve Deneme
Gruplarindaki MDA diizeyleri (mmol/L).

Table 1. MDA ievels of Control and Experimental Groups Before
and During the Period of Pregnancy (mmol/L).

A12.0+

7.07x

Kontrol 1155+ *12.66x 1167+ ‘8.84%

(=10) 030 028 039 029 018 . 041°
Deneme 693+  1044x P1025+ 953+ 763+  "9.39:
(n=10) 031 046 . 034 024 030" - 06K
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Tablo 2. Gebelik Oncesi ve Gebelik Boyunca Kontrol ve Deneme
Gruplarindaki NO diizeyleri (mmol/L).

Table 2. NO levels levels of Control and Experimental Groups Be-
fore and Dunng the Period of Pregnancy (mmol/L)

1233+ 4475: 1856+ 2539«

1672+ 2508+
0801 EOS . ipd i dom | oiss L L90P
| 1212+ 1684x 2250+ 3813x  1628: '20.44x
064 088 098 294 099  120%

Tablo 3. Gebelik Oncesi ve Gebelik Boyunca Kontrol ve Deneme
Gruplarindaki GSH diizeyleri (mg/dl).

Table 3. GSH levels of levels Control and Experimental Groups
Before and Dunng the Period of Pregnancy (mg/dl).

SAY
i sy

1814+ 884+ 7.17x . 825+ 0705 01002
092 0345 045 042 038 066"
. 1808: 1021+ 1935: 006+ *13.26x *12.76x
DO 04 043 038 . 05F | 052

a,b,c,d:Aymi satirda farkli harf tagiyan gruplar arasi farklilik onemlidir
(p<0.001).

A,B: Ayni siitunda farkli harf tagiyan gruplar aras: farklilik onemlidir
(p<0.01).

X.Y: Ay siitunda farkli harf tagiyan gruplar arasi farkhihk onemlidir
(p<0.05).

TARTISMA ve SONUC

Bu ¢alismada, gebelik periyodu boyunca agiz yolu
ile verilen ¢inkonun antioksidan sistemi giiglendirerek
MDA diizeylerinde azalmaya neden oldugu, ozellikle
gebeligin son aymda NO diizeyini azaltug gozlendi.
Calismada kontrol grubunda gebelik periyodu boyun-
ca LPO iiriinlerinden biri olan MDA diizeyinde Gnem-
li artislarin oldugu saptandi. Gebelik boyunca
LPO’nun artis nedeni tam olarak bilinmemesine rag-
men*, olas1 nedenler sdyle agiklanabilir; gebelik viicu-
dun bircok fonksiyonlar igin yiiksek enerji gerektiren
fizyolojik bir durum oldugundan®, uterus kiitlesi ve
icerigindeki belirgin artiga paralel olarak oksijen ihti-
yacinda da bir arti meydana gelmektedir. Fazla tiiketi-
len oksijen de ROT un artigina neden olmaktadir® *.
Bu sekilde meydana gelen asirt ROT’ da hiicre zarin-
daki lipidlerle reaksiyona girerek LPO iiriinlerini olus-
turmaktadir®. Gebelikte yiiksek saptanan MDA diize-
yinin bagka bir sebebinin de perokside olmus lipidle-
rin cogunlukla plasentada iiretilmesinden kaynaklana-
bilecegi bildirilmektedir®****. Ayrica spontan olarak
otookside olabilen serum trigliseritlerinin gebelik pe-
riyodu boyunca artmasinin, LPO iiriinii olan MDA dii-
zeyini arttirabilecegi bildirilmektedir™*"-*.
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Loverro ve ark.”, gebeligin son dsneminde LPO
diizeyind e 6nemli bir artis tespit etmisler ve bu artisin
nedeni olarak gebelikteki koruyucu mekanizmalarin
yetersizligini ileri stirmiiglerdir. Sugino ve ark.* ratlar-
da yaptiklar1 bir arastirmada LPO iiriinlerinden olan
MDA diizeyinin gebeligin 15. giiniinden itibaren bir
artig gosterdigini ve bu artigin gebeligin sonlarina ka-
dar devam ettigini bildirmislerdir.

Yapilan bu caligmada ise Sugino ve ark.*, ve Lo-
verro ve ark.”’nin bildirdiklerinden farkli olarak MDA
diizeyinin her iki grupta da (deneme grubu 4 ay haric)
gebeligin baslangicindan itibaren artis gostermeye
bagladig1 ve bu artigin doguma kadar devam ettigi goz-
lenmistir. Calismada kontrol ve deneme gruplarinda
LPO’nun bir belirteci olan MDA diizeyinde gebelik
stiresince gebelik Oncesine gore istatistik olarak an-
lamli artiglar tespit edildi. Bu sonuglar, zellikle gebe-
ligin son dénemlerinde LPO iiriinlerinin arttigini orta-
ya koyan bulgular ile uygunluk géstermektedir®.

Gebelik boyunca kontrol grubunda yiiksek olan
MDA  diizeylerinin ¢inko ilavesi ile diisiiriilebilecegi
calismada agikga goriilmektedir. Canlilar igin esansiyel
bir element olan ¢inkonun organizmadaki Gnemli bir
gorevi hiicre zarlarinin stabilizasyonunu saglamasi-
dir'"*. Siiperoksit anyonunun katalizlenmesini sagla-
yarak hiicrelerin oksidatif hasara kars1 korunmasina
katkida bulunan SOD’un yapisinda da ¢inko bulun-
maktadir. Yapilan ¢aligmalarda*#* ¢inko eksikliginin
hiicre bilesenlerinde oksidatif hasara neden oldugu
kaydedilmistir.

Yapilan bu ¢aligmada gebelik siiresince plazma
MDA diizeyi artarken (deneme grubu 4. ay haric) tam
kan GSH diizeylerinin her iki grupta istatistik olarak
Onemli azalma gosterdigi tespit edildi. Gebelikte
ROT"un artisina paralel olarak*?* artan serbest radikal-
ler GSH tarafindan etkisiz hale getirildiginden dolay:
GSH diizeyinde azalma meydana gelmektedir®. Al-
Gubory ve ark.®, ROT ve oksidatif strese karsi
GSH’ya bagl: antioksidan enzimlerin 6nemli bir rol
oynadigini bildirmislerdir.

Farinati ve ark.” yaptiklar1 ¢aligmada ¢inkonun
LPO iiriinlerini inhibe ederek glutatyonun kullanilabi-
lirligini artirdigim bildirmislerdir.

Yapilan ¢alismada ¢inko verilen deneme grubunda
saptanan yiiksek GSH diizeyi, cinkonun GSH’in etkin-
liginin artirmasindan kaynaklanabilir. Gebelik siiresin-
ce kontrol ve deneme gruplar karsilastirildiginda gebe-

ligin ikinci ayindan itibaren deneme grubundan elde
edilen degerlerin kontrole gore yiiksek oldugu goz-
lemlendi (Tablo 3; A,B). Calisma bulgularina gére ¢in-
ko ilavesinin antioksidan sistemi gii¢lendirdigi acikca
goriilmektedir. Elde edilen bu bulgular ¢inkonun
GSH'in etkinligini arttirdigini bildiren sonuglarla uyum
gostermektedir®,

Bu calismada, gebelikte NO derisiminde istatistik
olarak 6nemli artiglar saptandi. Bu artisin nedeninin
gebelikte NO iiretiminin artmasiyla uterusun hareket-
sizliginin saglanarak gebeligin devaminin sorunsuz se-
kilde saglanmasr* gosterilmektedir. NO vaskiiler en-
dotelde sentez edilen, gebelik boyunca vaskiiler basin-
cin diizenlenmesini ve kontroliinii saglayan 6nemli bir
arac* oldugundan dolayi, gebelik siiresince NO diize-
yinde degisimler meydana gelir. Gebelikte endojen
NO iiretiminde bir artis oldugundan kan dolasimindaki
NO metabolitlerinin (nitrat ve nitrit) arttig*- cesitli
aragtiricilar tarafindan bildirilmektedir. Yang ve ark.®
yaptiklari bir ¢alismada, gebeligin son donemlerindeki
koyunlarda NO’in bir metaboliti olan nitrat diizeyinin
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugunu
saptamislardir. Zhang ve ark.” gebeligin 30. giiniinde-
ki koyunlarda nitrat diizeylerini 17.4 + 0.3 mM ve ge-
be olmayan koyunlarda 6.8 + 0.4 mM olarak tespit et-
mislerdir. Yapilan arastirmada, gebeligin 30 giiniinde
NO diizeyleri sirastyla kontrol ve deneme gruplarinda
16.72 = 1.05 mmol/L ile 16.84 + 0.88 mmol/L olarak
saptandi. Calisma bulgulari, Zhang ve ark®’nin gebe
koyunlardaki nitrik oksit metabolitleri (NOx) diizeyle-
ri ile uygunluk gostermektedir.

Gebeligin sonunda sanci igin gerekli olan kasilma-
lari saglamak i¢in NO iiretiminin azaltilmasinin gerekli
oldugu bildirilmektedir®. Kontrol ve deneme gruplari
gebelik siiresince kendi aralarinda karsilastirildiginda
sadece gebeligin 5. ayinda deneme grubundan elde
edilen NO diizeylerinin kontrole gore énemli 6lgiide
diisiik oldugu gozlendi (p<0.05). Elde edilen bu sonug
¢inkonun NO iiretiminin azaltilmasina katkida buluna-
rak sanci igin gerekli olan kasilmalara yardimer olabi-
lecegini gostermektedir. Uterus kasilmalari iizerine
cinko ve NO iliskisi ile ilgili olarak daha ileri caligma-
lara ihtiya¢ oldugu diisiiniilmektedir.

Sonug olarak gebelik siiresince koyunlara agiz yolu
ile verilen ¢inkonun;

- Gebelik periyodu boyunca strese bagli olarak artig
gosteren MDA seviyelerini 6nemli derecede diisiirdii-
gli, buna paralel olarak azalan GSH miktarini arttirarak



antioksidan sistemi giiclendirebilecegi,

- Gebelik siiresince ve ozellikle de son doneminde

NO diizeylerinin asir1 artisini engelleyerek serbest ra-
dikal olusumunu azaltabilece8i, bunun yaninda
NO’nun uterus kasilmalar tizerine olan etkilerini daha
-diizenli hale getirerek, dogum aninda olusabilecek pa-
tolojik durumlarin ortadan kaldirilmasina yardimer ola-
bilecegi diisiiniilmektedir.

(5]
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