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OZET

Demirer S. Maternal Kanda Preeklampsi ile Iliskili mikroRNA’larin Belirlenmesi.
Istanbul Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik A.D. Yiiksek Lisans Tezi.
Istanbul 2018.

Preeklampsi (PE), maternal ve fetal morbidite ve mortalitenin nedenlerinden biri
olup, hipertansiyon ve proteiniiri ile birlikte ¢esitli semptomlarla iliskili hamilelige 6zgii
bir hastaliktir. Patofizyolojisi heniiz tam olarak belirlenememis olsa da anormal
plasentasyon ile ilgili ¢ok sayida farkli olarak ifade edilen mikroRNA (miRNA)
belirlenmistir. miRNA’lar kiigiik, endojen, kodlamayan RNA’lar olup gen ifadesinin
diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Bu calisma da hem preeklampsi ile maternal kan
l16kositlerindeki aday miRNA’lar arasindaki iliski hem de bu miRNA’lar ile
preeklampsinin baslangic zamani (34 haftadan erken veya gec) ve siddeti (hafif veya
agir preeklampsi) arasindaki iliskinin gosterilmesi amaglanmistir.

Arastirmaya baslangic donemine ve siddetine gore gruplandirilan preeklampsili
(n:83) gebeler ile saglikli gebeler (n:29) dahil edilmistir. Tiim bireylerden periferik kan
alinarak 10kositleri elde edilmis ve RNA izolasyonu yapilmistir. Literatiire gore aday
olarak secilen miR-21-3p, miR-155-5p ve miR-518b ifade diizeyleri kantitatif RT-PCR
ile belirlenerek elde edilen degisim katsayilar1 ve preeklampsi ile olan iliskileri
istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Buna gore, erken donemde (29. hafta), miR-518b diizeyinin agir preeklamsili
gebelerde 4.6 kat, hafif preeklamsili gebelerde ise 2 kat arttig1 belirlenmistir (p=0.023).
Geg¢ donemde (37. hafta) ise miR-155-5p diizeyinin agir preeklampsili gebelerde 1.4
kat, hafif preeklampsili gebelerde ise 1.5 kat azaldig belirlenmistir (p=0.051). Ayrica,
miR-21-3p diizeyinin agir preeklampsili gebelerde 1.9 kat, hafif preeklampsili gebelerde
1.5 kat azaldig1 belirlenmistir (p=0.019). Ek olarak, tiim gruplarda miRNA’lar ve klinik
parametreler ile iliskileri detayli olarak incelenmistir.

Sonug olarak, preeklampsinin neden oldugu komplikasyonlar ile kan miRNA
diizeyleri iligkisi arastirilarak hem hastaligin daha erken tespiti ve dolayisiyla tedavi
slirecine daha erken baslanmasi hem de patofizyolojisindeki roliiniin anlasilmasina katki
saglanmas1 miimkiin olabilir.

Anahtar Kelimeler: preeklampsi, maternal kan, aday mikroRNA’lar, ifade diizeyi,
rolatif kantitasyon

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TYL-2017-27357
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ABSTRACT

Demirer, S. Determination of microRNAs related to with preeclampsia in maternal

blood. Istanbul University, Institute of Health Science, Department of Genetics. Master
Thesis. Istanbul. 2018

Preeclampsia (PE) is one of the causes for the maternal and fetal morbidity and
peculiar to the pregnancy with some symptoms such as hypertension and proteinuria.
Although its pathophysiology have not been cleared yet various microRNAs (miRNAS)
have been specified which related with the abnormal placentation. miRNAs are short,
endogenic and non-coding RNAs and take role in gene expression. Aim of this study is
to show association between PE and candidate miRNA in maternal blood leukocyte and
also association between these miRNAs and PE initiation period (before or after 34
week) and severity (mild or severe PE).

Pregnant subjects with PE (n:83) and healthy pregnant subjects (n:29) were
included to the study and PE group was subgrouped according to early period and its
severity. Peripherical blood samples were collected from all subjects and leucocytes
were separeted and RNA isolation was performed. Expression levels of miR-21-3p,
miR-155-5p and miR-518b which assumed as candidate miRNAs in literature were
determined by using RT-qPCR and then coefficient of variations and their relation with
the PE were statistically evaluated.

Accordingly, in early period (29th week), miR-518b level is 4.6 fold increased
in pregnants with severe PE and 2 fold increased in pregnants with mild PE (p=0.023).
In late period (37th period) miR-155-5p levels 1.4 fold reduced in pregnants with severe
PE, 1.5 fold reduced in pregrnants with mild PE (p=0.051). Likewise, miR-21-3p level
reduced 1.9 ad 1.5 fold reduced in pregnants with severe and mild PE respectively
(p=0.019). Additionally, miRNAs and their association with clinical parameters have
been investigated in detail for all groups. Consequently, investigating association
between PE complications and blood miRNA levels can assist early diagnosis and early
response and understanding of its role in pathophysiology of PE.

Key Words: preeclampsia, maternal blood, candidate microRNAs, expression level,
relative quantitation

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 27357



1. GIRIS VE AMAC

Preeklampsi tiim gebeliklerin % 7-10’unu etkileyen ve gelismis iilkelerdeki
maternal morbidite ve mortalitenin ana nedenleri arasinda olan ciddi bir klinik
durumdur (1). Preeklampsi patofizyolojisiyle iliskili oldugu diisiiniilen ¢esitli biyolojik
belirteglerin erken gebelikte veya gebelik boyunca Ol¢limiiniin preeklampsi gelisimini
ongorebilecegi one siiriilmistiir. Heterojen bir klinigi olan preeklampsinin tanisinda
kullanilan asgari kriterler: 20. gebelik haftasindan sonra kan basincinin >140/90
mmHg’nin iizeri ve proteiniiri (24 saatlik idrarda protein miktarinin >300mg tizerinde)
olmasidir. Kesin tani kriterleri ise ; kan basinc1 > 160/110 mmHg (yataginda dinlenirken
ve 6 saat ara ile bakilmali), proteiniiri 24 saatlik idrarda > 2gr, serum kreatinin >1.2
mg/dL (eger daha onceden yiiksek oldugu bilinmiyorsa), trombositopeni (<100000
mm?), mikroanjiopatik hemoliz, artmis laktat dehidrojenaz (LDH), ALT veya AST
yiiksekligi, persistan bas agris1 veya diger serebral veya gorsel bozukluklar ile persistan
epigastrik  agridir  (2). Preeklampsinin neden oldugu ciddi fetal-maternal
komplikasyonlar sebebi ile hastaneye yatis siklig1 yiiksektir ve patofizyolojisi siklikla

arastirilan bir hastalik grubudur.

miRNA’lar genom {izerindeki genlerinden transkripsiyonu saglanan; fakat
proteine translasyonu ger¢eklesmeyen, aktif formu yaklasik 20-23 niikleotid
uzunlugunda olan tek iplik¢ikli kodlamayan RNA molekiilleridir. Bu kii¢iik molekiiller,
mRNA’nin  yikiminda rol oynayarak, tranlasyonu baskilar ve gen ifadesinin
diizenlenmesinde gérev alir (3,4). Insan plasentasi, miRNA ekspresyonundan zengindir
ve preeklamptik plasentalarda ¢ok sayida farkli olarak ifade edilen miRNA'lar
bulunmustur. Bu miRNA'lardan bazilarmin  trofoblast hiicre  invazyonunun
diizenlenmesine katildig1 gosterilmistir (5-7). Maternal serumdaki plasental kaynakli
miRNA’larin, annenin gebelige adaptasyonunu saglayarak, immun toleransi 6nemli
Olclide arttirdig1 belirlenmistir (8). Gliniimiizde plasental kaynakli miRNA’larin anne
serumundaki  konsantrasyonlarindaki  degisimin  gebelik  komplikasyonlarinin

saptanmasinda onemli bir belirtec¢ olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (9).

Preeklampsinin ciddi fetal-maternal komplikasyonlarla birlikteligi, sik hastaneye
yatis endikasyonu olmasi nedeniyle takip ve tedavisinde erken tami giderek Onem

kazanmaktadir. Bu ¢aligmada, preeklampsinin neden oldugu bu komplikasyonlar ile



kandaki miRNA diizeyleri iligkisi aragtirilmistir. Boylece hastaligin patogenezi, daha
erken tespiti ve dolayisiyla tedavi siirecine daha erken bagslanmasina imkan
saglayabilecek bilgilerin eldesi hedeflenmistir. Sonugta prematiire dogum gibi riskli
durumlarin 6nlenmesi, anne ve bebegin minimal preeklampsi etkisi ile gebelik siirecinin

tamamlanmas1 onem tasimaktadir.

Bu tez c¢alismasinda, oncelikle preeklampsi ile maternal kan hiicrelerindeki
literatiire gore se¢ilmis 3 aday miRNA’nin ifade diizeyleri arasindaki iligskiyi ardindan
bu miRNA’lar ile preeklampsinin baslangi¢c zamani (34 haftadan erken veya gec) ve
siddeti (hafif veya agir preeklampsi) arasindaki iligskinin arastirilmasi amaclanmistir.
Sonugta bu ¢alisma kapsaminda, preeklampsi baslangi¢c donemi ve ciddiyeti ile maternal
kan hiicrelerindeki miR-155-5p, miR-21-3p ve miR-518b miRNA ifade diizeyleri
arasindaki iliskinin ortaya konulmasi, boylece hem hastalik patogenezine etkileri hem
de hastaligin daha erken tespiti ve dolayisiyla tedavi siirecine daha erken baslanabilmesi

icin yeni bilgilerin eldesi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

Gebelikteki hipertansif hastaliklar (GHH), tiim gebeliklerin %8-15'inde goriilen,
maternal perinatal morbidite ve mortaliteyi arttiran gebelik hastaliklarinin basinda yer
almaktadir. GHH, yilda 50.000’den fazla gebenin Oliimiine sebep olmakla birlikte,
uteroplasental yetmezlige bagh fetal bliylime geriligi, dekolman plasenta, preterm eylem
gibi ciddi komplikasyonlara neden olmaktadir (10,11). Bu sebeple, hastalik
etyopatogenezini anlamaya yonelik arastirmalar yeni gelismelerle es zamanli olarak

hizla devam etmektedir.

2.1. GEBELIK HIPERTANSIYON SINIFLAMASI:

Gebe kadinlarda hipertansiyon tanisi, en az 4 saat arayla iki ayr1 kan basinci
Olciimiinde, Ol¢iim ortalamasinin  >140/90 mm/Hg ve {izerinde bulunmast ile
konulmakta olup buna bagli gelisen hastaliklarin cesitli klinik alt gruplari mevcuttur
(10). GHH’1n smiflamasi, hastaligin prognozunun belirlenmesinde, maternal ve fetal
risklerin tespitinde, kan basinct yiikseliginin ve gebeligin yonetiminde oldukga

Onemlidir.

Siniflama konusunda diinyada degisik goriisler one siirlilmesine ragmen heniiz
tam olarak bir fikir birligine varilamamigtir. Ulusal Yiiksek Kan Basinci Egitim
Programi1 (NHBPEP) Calisma Grubu (2000) tarafindan, gebelikte hipertansif hastaliklar
asagidaki sekilde 4 kategoriye ayirilmistir (10).

* Gestasyonel hipertansiyon
* Preeklampsi-eklampsi

*Kronik hipertansiyon zemininde gelisen preeklampsi (Siiperempoze

preeklampsi)
* Kronik hipertansiyon

Bu kategoriler asagidaki seklide tanimlanmustir.



Gestasyonel hipertansiyon: Gestasyonel hipertansiyon, gebeligin = 20.
haftasindan sonra annenin kan basincinin >140/90 veya iizerinde olmasi ancak
proteiniiri bulunmamasi1 durumunda meydana gelir. Postpartum donemde ilk 12 hafta
icinde bu artmis kan basincinin normale donmesi beklenir. Kesin tanisi dogumdan sonra
takip ile konulur. Bazi gebelerde preeklampsi de oldugu gibi trombositopeni ve

epigastrik agr1 gozlenebilmektedir (12-13).

Preeklampsi-eklampsi: Preeklampsi, gebeligin 20. haftasindan sonra ortaya
c¢ikan hipertansiyon ve idrarda proteiniiri tespit edilmesiyle tanis1 konulan bir gebelik
hastaligidir. Eklampsi, preeklampsi tanisi almis gebelerde bagka bir neden ile

aciklanamayan konviilziyon meydana gelmesi durumudur (14).

Kronik hipertansiyon zemininde gelisen preeklampsi (Siiperempoze
preeklampsi):  Siiperempoze preeklampsi tanisi, gebelik Oncesinde kronik
hipertansiyon tanisi olan gebelerde, gebeliginin 20. haftasindan sonra proteintiri
gelismesi ile konur. Bu gebelerde ayni zamanda trombosit sayisinin <100.000/mm*

olmasi, karaciger enzimlerinde yiikselme ve epigastrik agri meydana gelebilir (13).

Kronik hipertansiyon: Kronik hipertansiyon, gebelik dncesinde, gebeligin 20.
haftasindan 6nce kan basincinin >140/90 mmHg olmas1 ve postpartum donemin ilk alti

haftasinda veya daha uzun siire bu durumun devam etmesi ile tanimlanir (13).

2.2. PREEKLAMPSI

Preeklampsi, gebelik dncesinde ve gebeligin 20. haftasina kadar hipertansiyon
tanis1 almamig gebelerde, gebeligin 20. haftasindan sonra gelisen hipertansiyon ve
proteiniiri ile seyreden ve nadiren organ hasar1 tablosunun gelistigi bir gebelik
hastaligidir (2).

Preeklampsi tanisi i¢in en dnemli kriterler hipertansiyon ve proteiniiridir. Kan
basincinin 20. gebelik haftasindan sonra en az 4 saatlik ara ile yapilan Ol¢iimlerde

>140/90 mmHg olmasi durumudur (15). Preeklampsi tanisinda idrarda protein



miktarinin, 24 saatlik 6l¢iimde > 300 mg ya da idrar analizinde bakilan protein/kreatin
oraninin >0.3 olmas1 gerekir (16,17). Nadiren proteiniiri olmadigt durumlarda,
hipertansiyon ile birlikte trombositopeni, siddetli bas agrisi, son organ hasari, karaciger
enzimlerinin yiikselmesi, gérmede bozukluk, bulanti, kusma ve batin sag iist kadran

agrist varhigr siddetli preeklampsi tanisi koydurur (2,18).

2.2.1. Preeklampsi Tam Kriteleri:

Preeklampsi tanisinin konulmasinda degerlendirilen klinik parametrelerin timii
asagida verilmektedir.

a) 20. gebelik haftasindan sonra kan basinci >140/90 mmHg

b) Proteiniiri 24 saatlik idrarda > 300 mg ya da protein/kreatin oraninin > 0.3
olmasi

c) Serum kreatinin >1.2 mg/dL

d) Trombositopeni 100000/ml

e) Mikroanjiopatik hemoliz (artmis Laktat dehidrojenaz (LDH) diizeyi)

f) ALT veya AST yiiksekligi

g) Persistan bas agrisi

h) Gérme bozukluklari

1) Persistan epigastrik agr1 (19)

2.2.2. Preeklampsinin Gruplandirilmasi:

Preeklampsi siklikla gebeligin 34. haftasindan sonra meydana gelir. Bu durum
gec baslangicli preeklampsi olarak tanimlanir ve preeklamptik gebeliklerin %80’ini bu
grup olusturur (20,21). Preeklampsi, gebelerin 9%10-20’sinde ise gebeligin 34.
haftasindan 6nce meydana gelir ve erken baslangicli preeklampsi olarak tanimlanir.
Preeklampsi vakalariin %5°1 ise postpartum ilk 48 saatte gerceklesir (22,23).

Amerikan Obstetri ve Jinekoloji Cemiyeti (ACOG) tarafindan preeklampsi hafif
ve agir olarak smiflandirilmistir. Tablo 1°de preeklampside klinik siniflandirma

kriterleri listelenmistir (2).



Tablo 1: Preeklampside klinik siniflandirma kriterleri

Klinik Parametreler Hafif Agir
Diastolik kan basinci <110 mmHg >110 mmHg
Sistolik kan basinci <160 mmHg >160 mmHg
Basg agrisi Yok Var

Gorme bozukluklari Yok Var
Epigastrik agr1 Yok Var

Oligiiri Yok Var
Konviilziyon Yok Var

Serum Kreatinin Normal Artmis
Trombositopeni Yok Var

Serum transaminaz yiikseligi | Cok az Belirgin
Akciger 6demi Yok Var

2.2.3. Preeklampsinin Epidemiyolojsi

Bir sistematik derleme sonuglarina gore tiim diinyada gebeliklerin %4,6’sinda
(95%ClI; 2.7-8.2) preeklampsi goriilmektedir (24). Amerika Birlesik Devletleri’nde
preeklampsi prevelanst %3,4 iken ilk gebelikte hastaligin goriilme riski 1.5-2 kat
artmaktadir (25). Preeklampsi prevelansi iilkelere, maternal yas ve nullipar gebe
populasyonun dagilimina gore degisiklik gostermektedir (26). Prevelans: ayrica gebelik
yasindan etkilenir ve Ozellikle gen¢ yastaki gebeliklerle 35 yasindan sonra olan
gebeliklerde goriilme sikligi artmaktadir. Preeklampsi goriilme ihtimali, 34. gebelik
haftasindan 6nce daha azdir. Bir populasyon temelli g¢alisma sonuglarina gore
preeklampsi prevelansi, 34 gebelik haftasindan 6nce %0,3 iken 34 gebelik haftasindan
sonra % 2,7’ dir (27).

Gebelikte artmis kilo ile preeklampsi riski arasinda onemli bir iliski vardir.

Beden kitle indeksi (BKI) <20 kg/m2 olan gebelerin preeklampsi insidanst %4,3 olup,



BKi >35 kg/m® olan gebelerde insidans %13,3 olarak goriiliir (28,29). Gebelikte sigara
kullanim1 birgok soruna neden olmasina ragmen sigara kullanimina bagl preeklampsi
insidansinin diger risk faktorlerine gore oldukca az oldugu bilinmektedir (30, 31).
Preeklampsi risk faktorleri ve bunlara bagli rolatif risk oranlar1 Tablo 2’de
verilmigtir (30,31). Buna gore, onceki gebelikte preeklampsi Oykiisii, mevcut
hipertansiyon tanisi, pregestasyonel diyabet, ¢ogul gebelik, kronik bobrek hastaligi ve
baz1 otoimmiin hastaliklar (antifosfolipit sendromu, sistemik lupus eritomatozus) en

yiiksek rolatif risk oranina (RR) sahip olduklar1 goriilmektedir.



Tablo 2: Preeklampsi risk faktorleri ve hastaliga yakalanma rolatif riski

Preeklampsi Risk Faktorleri Rolatif risk
Onceki gebelikde preeklampsi Sykiisii 8,4
Pregestasyonel diyabet 3,7
Kronik hipertansiyon 51
Sistemik lupus eritomatozus 1,8
Antifosfolipid sendrom 2,8
Gebelik 6ncesi VKI 2,1
Kronik bobrek hastalig 1,8
Cogul gebelik 2,9
Ik gebelik 2,1
Preeklampsi aile oykiisii 2,9
Onceki gebelikte plasental yetmezlikle
ilgili komplikasyon varligi
Fetal gelisme geriligi | 1,4
Ablasyo plasenta | 2

IUMF (intra uterin mort fetali) | 2.4
Anne yas1 <20 veya >35 1,2
YUT (yardimc1 iireme teknikleri) ile | 1,8
gebelik




2.2.4. Preeklampsinin Patogenezi

Preeklampsinin etiyolojisi gliniimiizde halen kesin olarak bilinmemektedir.
Patofizyolojinde maternal ve fetal/plasental faktorlerin her ikisi de mevcuttur.
Etiyopatogenezinin aydinlatilamamasinin nedenleri olarak, ilk trimester doku
materyalinin elde edilememesi, patolojik nedenlere annenin vermis oldugu reaksiyonun
her vakada farkli olmas1 ve bu hastaligin hangi gebede ve ne zaman ortaya ¢ikacaginin
bilinmemesi sayilabilir (10). Preeklampsi patogenezinde 6ne siiriilen teoriler asagidaki

gibi siralanmaktadir (32).

a) Anormal trofoblastik invazyon
b) Immiinolojik faktérler

c¢) Endotelyal hiicre aktivasyonu
d) Beslenme faktorleri

e) Genetik faktorler

a) Anormal trofoblastik invazyon

Saglikli  gebelikte implantasyon sirasinda, endovaskiiler trofoblastlarla
invazyona ugrayan uterusun spiral arteriolleri, yaygin bir yeniden yapilanma siirecine
girmektedir. Sekil 1°de gosterildigi gibi, bu trofobalast hiicreleri, damar ¢apini arttirmak
igcin vaskiiler endotelyal ve muskiiler tabakaya gecer. Venler ise yalnizca yiizeysel
invazyona ugrar. Ancak, preeklampside trofoblastik invazyon tam olarak
gerceklesemez. Derin  miyometriyal arterioller, endotelyal tabakalarini  ve
muskiiloelastik dokularmi kaybetmezler ve ortalama dis caplari normal plasenta
damarlarinin yalnizca yarisidir (33). Spiral arterlerdeki defektif trofoblastik invazyonun

siddeti ile hipertansif hastaligin siddeti arasinda iligki oldugu bulunmustur (34).
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Capa (anchoring) villis

> Sinsityotrofoblast
Sitotrofoblast
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Ekstravilléz trofoblast . 5
@

interstisyel ekstravilloz
trofoblast

Endovaskiiler
ekstravilloz trofoblast (¢

NORMAL PREEKLAMPSI

Sekil 1: Normal ve preeklamptik gebelikte trofoblast invazyonu (35)
b) Immiinolojik faktorler

Yapilan  ¢aligmalar  preeklampsinin  patofizyolojisinde ~ immiinolojik
uyumsuzlugun énemli rolii oldugunu gdstermistir (36). 12 aydan daha fazla cinsel iliski
sonras1 gebe kalan kadinlarda preeklampsi gelisme insidansinin %11,9°dan %3.,3’e
gerilemesi, spermdeki antijenlerle onceden karsilasma olmasina baglanmaktadir. Bu
durumun preeklampsi insidansmi azalttig diisiiniilmektedir. Ik gebelikte daha sik
goriilmesi, partner degistirenlerde sikliginin azalmasi ve insan l6kosit antijeni B (HLA-
B) ile iligkisinin bulunmasi (37,38) immiinolojik goriisii desteklemektedir.

Redman ve arkadaslar1 (2009), preeklampsi patofizyolojisindeki olasi immiin
uyumsuzlugun roliinii arastirdiklar1 ¢aligmada, preeklampsi ile komplike bir gebelikte,
ekstravilloz trofoblastlar tarafindan eksprese edilen immiino-siipresif HLA-G miktarinin
azaldigin1  gostermislerdir. Bu  sonuglar, hatali plasental vaskiilarizasyonu

desteklemektedir (36).
¢) Endotelyal hiicre aktivasyonu
Preeklampsinin ilk evresinde (plasental evre) immiinolojik ve genetik

mekanizmalar ile gerceklestigi diistiniilen ve fetoplasental hipoperfiizyonla sonu¢lanan

maternal spiral arteriollerde yetersiz trofoblastik invazyon meydana gelmektedir.
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Gelisen plasentada uzun siireli hipoksi veya iskemi-reoksijenizasyon dongiisiiniin
defalarca gergeklesmesi, maternal kana serbest oksijen radikallerinin, inflamatuvar
sitokinlerin, anjiogenetik faktorlerin ve mikropartikiillerin salimiminina ve bunlarin
birikiminine neden olmaktadir. Plasenta kaynakli bu faktorler sistemik endotelyal
disfonksiyonun goriildiigii ve klinik semptomlarin gelistigi preeklampsinin ikinci
evresine gegise (maternal evre) neden olmaktadir (39).

Intakt endotelin, antikoagulan 6zellikleri vardir ve vaskiiler diiz kaslarin
agonistlere yanitin1 yumusattigi gosterilmistir. Diger yandan hasarli bir endotel,
koagiilasyonu destekleyici yonde endotel hiicrelerini aktive ettigi ve vazopressor

ajanlara kars1 duyarliligi arttirdigi belirlenmistir (40).

d) Beslenme faktorleri

John ve arkadaslar1 (2002), antioksidan 6zelligi olan meyve ve sebzelerin fazla
tilketilmesinin kan basincinda azalmaya neden oldugunu gostermistir (41). Giin
icerisinde 85 mg’dan fazla askorbik asit tiiketiminin preeklampsi sikligin1 2 kat
arttirdig1 (42), kalsiyum tiiketiminin ise, perinatal mortailiteyi azalttigi belirlenmistir
(43).

e) Genetik faktorler

Preeklampsi gelisme riskinin preeklamptik annelerin kizlarinda %20-40, kiz
kardeslerinde %11-37 oldugu bulunmustur. Ayrica dikoryonik ikizlerde ikiz esinde
preeklampsi gelisme riski, %22-47 iken monozigot ikizlerde risk %60’dir (44). Bazi
genetik teoriler, fetusta besin transferini saglayan genlerin paternal kdkenine gore
aktivite farkliliklar1 gostererek secilebildigini sdylemektedir. Bu teoriye gore ayrica, bu
olayin dengelenmesini saglayan maternal alleller de secilmektedir. Bu ‘genomik
imprinting’ olayi, fetal gen aktivitelerinin annedeki kan basincini artirdiini; maternal
gen aktivitelerinin ise kan basincini diistirdiigiinii 6ne siirmektedir (45).

“Genomik imprinting” gozlenen genler (“imprinted” genler), genellikle
trofoblast biiylimesi ve fetal gelisimin diizenlenmesinde rol oynamaktadir (46).
“Genomik imprinting” hem maternal hem de paternal allel varliginda olugmakta olup,

parental kdkenine gore bu genlerde allelik ekspresyon gozlenmektedir ve herhangi bir
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genetik varyasyonda fenotipik etkiler ve hastaliklar meydana gelmektedir. Bu durum,
Mendel kalitimi disinda bir kalitim sekli gostermektedir. Bu mekanizma, kalitimsal
goriinen ancak etkilenmis ailelerde tutarsiz bir model gosteren bazi durumlari
aciklayabilir.  Paternal allelin baskilandigt ve maternal allelin eksprese
edildigi H19 geni, embriyonun biiyiimesini ve gelisimini ve sitotrofoblast hiicrelerinin
farklilagmasini  diizenlemedeki rolii nedeniyle preeklampside de rol oynadigi
gosterilmistir. Normal plasentada, ilk trimesterde H19'un biallelik ekspresyonunun
gozlendigi, ancak hamilelik ilerledik¢e paternal allellin baskilanarak inaktive oldugu
belirlenmesine ragmen, dogumda elde edilen pre-eklamptik plasentalarin onemli bir
kisminda biallelik ekspresyonun devam ettigi gozlenmistir. Bu
arastirma, H19'un gebelik sirasinda dinamik olarak damgalandigini ve preeklampsi ile
iligkili “imprinting” mekanizma kaybinin oldugunu 6ne siirmiistiir (47).

Genomik “imprinting” mekanizmast diginda ¢ok sayida genetik faktor
belirlenmistir. Ward ve Lindheimer (2009) tarafindan yaptilan bir derlemede
preeklampsiyle iligkili olarak arastirilan 70°den fazla genin etkisi degerlendirilmis ve

Tablo 3°de bu genlerin en 6nemli 7 tanesi listelenmistir (44).
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Tablo 3: Sik arastirilan preeklampsiyle iliskili genler

Gen (polimorfizm) |Fonksiyonu etkilenen | Kromozom Biyolojik iliski
Metilen  tetrahidrofolat
MTHFR (C677T) 1p36.3 Damar hastaligi
rediiktaz
F5 (Leiden) Factor V leiden 1923 Trombofili
Kan basincinin
diizenlenmesi,
AGT (M235T) Anjiotensinojen 1g42-943 esansiyel
hipertansiyon ile
iliskili
HLA (cesitli) Insan 18kosit antijenleri |6021.3 Immiinite
__ ] Vaskiiler endotel
NOS3 Endotelyal nitrik oksit | 7936 _
fonksiyonu
F2 Protrombin (factor I1) 11pl11-g12 Koagiilasyon
Anjiotensin-konverting Kan basincinin
ACE _ 1723
enzim diizenlenmesi

MTHFR, metilen tetrahidrofolat rediiktaz; AGT, anjiotensinojen ; HLA, insan 16kosit

antijenleri; NOS3, nitric oksit sentaz 3; ACE, anjiotensin-konverting enzim

Diger Genetik Degiskenler:

Preeklampsi gelisiminden sorumlu genetik ve fenotipik faktorler ¢cok cesitlidir.
Bunlardan bazilar1 asagida 6zetlenmistir (48).

1-Maternal veya paternal genotipik yapi: Ozellikle “imprinted” genlerdeki
fonksiyonel genetik varyantlar

2-Diyabet gibi iliskili hastaliklar ve parite gibi 6zellikler

3-Polimorfizm siklig1, genetik yatkinlik, kurucu etki ve se¢cim

4-Spesifik alleller ile birbirini ve dolayisiyla fenotipi etkileyen iki veya daha
fazla gen iiriinleri

5-Fonksiyonel olarak stabil bir genin ekspresyonundaki degiskenlikler

6-Gen-gevre etkilesimleri
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2.2.5. Preeklampsinin Tedavisi

Preeklampsinin asil tedavisi dogumdur. Dogum zamanlamasi, gestasyonel yasa
ve hastaligin siddetine gore degismektedir. Bu nedenle ilk yapilmasi gereken, klinik

tablonun hafif preeklampsi ya da agir preeklampsi olup olmadiginin ayrimidir (49).

a) Hafif Preeklampside Tedavi

37. gebelik haftasi veya iizerinde hafif preeklampsi tanisi konuldugunda dogum
planlanmaktadir (49). 37. gebelik haftasindan 6nce gozlemsel yaklasim uygulanarak
bebegin gelismesi ve gebelik haftasinin tamamlanmasi hedef alinmaktadir. Bunun i¢in
haftada iki kez fetal ve maternal degerlendirme yapilmaktadir (13). Ayaktan takip
edilerek beklenen hastalarda, kan basincinin stabil olmasi, 24 saatlik idrarda protein
miktarmin 1000 mg ve daha az olmasi, trombosit sayisinin 125.000 ve tizerinde olmasi,
gorme bozuklugu, bas agrisi, bulanti-kusma, epigastrik agr1 gibi semptomlarin
olmamasi esas kosul olarak degerlendirilmektedir (50).

Hafif preeklampside 34-37 hafta gebelikte dogum endikasyonlar1 (49);

a. Agir preeklampsi bulgularinin geligmesi

b. Erken membran riiptiirii (EMR) varligi

c. Anormal biyofizik profil varlig1 veya fetal distres olarak
degerlendirilmektedir.

b) Agir Preeklampside Tedavi

Agir preeklampside, 34. gebelik haftasinin iizerinde akciger maturasyonuna
bakilmaksizin anne ve bebek hayat1 g6z oniine alinarak dogum planlanlanmaktadir (49).
34. gebelik haftasindan 6nce agir preeklampsi tanis1 konan maternal ve fetal durumun
stabil oldugu hastalarda gézlemsel yaklasim uygulanabilmektedir. Bu hastalar hastaneye
yatirildiktan sonra anne ve fetiis saglig1 yakin takibe alinmaktadir (6).

Agir preeklampsi grubunda olup gozlemsel yaklagim uygulanan hastalara,
asagida belirtilen sartlarin olusmasi halinde dogum planlanmalidir (51);

1. Kontrol edilemeyen kan basinci

2. Fetal distres gelismesi

3. Pulmoner 6dem
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4. HELLP sendromu bulgularinin baglamasi

Antihipertansif Ilaclar

Antihipertansif tedavide, sistolik kan basincini 160 mmHg nin, diyastolik kan
basincini 110 mmHg’ nin altinda tutmak amaglanmaktadir. Hipertansiyon tedavisinde en
onemli husus, konjestif kalp yetersizligini ve maternal serebrovaskiiler hasar1 6nlemek
ile serebral perfiizyonu ve ayrica uteroplasental kan akimini yeterli seviyede tutmaktir.
Kan basimcinda meydana gelen ani yiikselmeler (diyastolik kan basincit >120 mmHg),
intraserebral kanama, akut bobrek yetersizligi, hipertansif ensefalopati, ventrikiiler
aritmi, konjestif kalp yetersizligi ve plasenta dekolmani gibi rahatsizliklara neden
olabilmektedir. Hastanin tansiyonu arteriyal >160/110 mmHg oldugu asamada akut
hipertansiyonu tedavi edilmelidir. Akut hipertansiyonun gebelikteki tedavisinde
kullanilabilen antihipertansif ilaglar, parenteral tedavide labetalol ve hidralazin; oral
tedavide nifedipin olarak sayilmaktadir. Kan basincinin otomatik olarak monitorize

edilmesi ve kontrol altinda tutulmasi gerekmektedir (51).

2.3. MikroRNA

MikroRNA'lar (miRNA), 19-25 niikleotit uzunlugunda, proteine translasyonu
gerceklesmeyen, hedefi olan mRNA’ya baglanarak yikiminda rol oynayan ve
tranlasyonu baskilayarak gen ifadesinin diizenlenmesinde gorev alan kiigiik fonksiyonel
RNA molekiilleridir (52,53).

Hiicresel bircok temel islevin diizenlenmesinde gorev alan ¢ok sayida miRNA,
kiiciik niikleer (snRNA) ve niikleolar (snoRNA) RNA, kiiciik interfere edici RNA
(small interfering RNA; siRNA) ve piwi-etkilesimli RNA (piwi-interacting RNA;
piRNA) gibi farkli kodlamayan RNA molekiilii kesfedilmistir (54,55).

miRNA genlerinin biiyiik bir ¢ogunlugu genomda, protein kodlayan genlerin
intronlarinda, diger bir kismi ise protein kodlayan genlerin ekzonlarinda veya intergenik

bolgelerde lokalize bulunmaktadir (56,57).
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2.3.1. miRNA’nin Kesfi ve Yapisi

miRNA’lar 1993 yilinda Lee ve arkadaslar1 tarafindan bir nematod olan
Caenorhabditis (C.) elegans’da (solucan) kesfedilmistir (58). Bu organizmada, LIN-14
proteinin ilk larva asamasindan (L1) ikinci (L2) asamaya ilerlemesi esnasinda azalma
yoniinde diizenlenmesinin gerekli oldugu tespit edilmistir. Ayrica, LIN-14in azalma
yoniinde diizenlenmesi, lin-4 ad1 verilen ikinci bir genin transkripsiyonuna baglh oldugu
bulunmugtur. Transkribe edilen lin-4’in biyolojik olarak aktif bir proteine
dontstiirilmedigi saptanmistir. Bunun yerine, yaklasik 21 ve 61 niikleotit uzunlugunda
2 kiiclik RNA olusturdugu belirlenmistir. Daha uzun dizinin bir kék yapiy1 olusturdugu
ve daha kisa bir RNA i¢in onciil (prekiirsor) olarak iglev gordiigii anlagilmistir. Daha
sonra bu arastirma grubu (58), Wightman ve arkadaglar1 ile birlikte (59), kiiglik
RNA'nm, lin-14 mRNA'sinin 3’-UTR bolgesindeki ¢oklu dizilere karsi antisens olarak
tamamlayict oldugu bulunmustur. Bu tamamlayic1 boélgeler arasindaki baglanmanin
mRNA diizeylerinde anlamli bir degisiklige neden olmadan LIN-14 protein olusumunu
azalttig1 belirlenmistir (58, 59).

2000 yilinda Reinhart ve arkadaslar1 tarafindan, C. elegans’da, 22 niikleotid
uzunlugunda, canlida gelisim basamaklarini diizenleyen let-7 olarak isim verilen farklt
bir miRNA daha kesfedilmistir (60,61). Ardindan bir¢ok laboratuvarda, insanlarda,
sirke sineklerinde ve solucanlarda ¢ok sayida kiiglik RNA'larin klonladigr donem takip
etmistir. Bu kodlamayan RNA'larin yaklasik 19 ila 24 niikleotid uzunlugunda ve

katlanmis bir yapi ile daha uzun bir 6nciiden tiiretilmis olduklari ortaya konmustur (62).

2.3.2. miRNA’nmin Biyogenezi

miRNA lar, sirayla ii¢ basamakli islemler sonucunda meydana gelmektedir. ilk
once, MiRNA genlerinden primer miRNA (pri-miRNA)’larin yazilimi gergeklesir. Daha
sonra pri-miRNA’lar prekiirsor miRNA (pre-miRNA)’lara niikleus i¢inde doniistiiriiliir.
Son olarak da sitoplazmaya gecerek olgun miRNA’lar olusur (63).

Sekil 2’de sematik olarak gosterildigi gibi miRNA’lar, primer transkript olarak
RNA polimeraz enzimi yardimi ile genomik DNA’dan sentezlenmektedir. Pri-miRNA

"poli-A" ve "cap" kuyruguna sahip olup sapli ve ilmekli yapidadir (64). Cekirdekte bir
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endoniikleaz olan Drosha ve onun kofaktorii olan Pasha (veya DGCR8) yardimi ile 70
niikleotid uzunlugunda pre-miRNA’ya kirpilmaktadir (58). Drosha ve Pasha’nin
birlesiminin olusturdugu kompleks mikroislemci kompleks olarak adlandirilmaktadir

(65).
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Sekil 2: miRNA nin biyogenezi (64)

Niikleer bir tagima reseptorii olan eksportin-5 (XPO-5) ve bir niikleer protein
olan RAN-GTP’ye bagimli olarak pre-miRNA molekiilii sitoplazmaya tagmmaktadir
(66,67). RNAaz III enzimi ailesinden bir endoniikleaz olan Dicer, TAR RNA baglayan
protein (TRBP) veya Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) aktive eden protein (PACT)
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ile etkilesimde bulunurak sitoplazmada pre-miRNA’y1 parcalayarak ¢ift zincirli, 18-24
niikleotid uzunlugunda miRNA dubleksine doniistirmektedir (67,68). Dicerin diger
fonksiyonu da RNA ile tetiklenmis susturma kompleksi (RNA indiiklenmis Baskilayici
Kompleksi); RISC olusumununda kilit rol oynamasidir (69). Pre-miRNA’nin sapli,
ilmikli yapis1 dicer tarafindan kesildikten sonra miRNA dubleksinden sadece bir tanesi
RNA ile tetiklenmis susturma kompleksine katilir. RNA ile tetiklenmis susturma
kompleksinin igerdigi bir RNAaz olan argonatin (AGO) yardimu ile bu iki iplikten 5’
ucu daha kararli olani se¢ilip komplekse katilir. GEMIN3 ve GEMIN4 proteinleri,
argonat proteinleri ile birlikte RISC kompleksinin olusumunu kolaylastirmak igin
kilavuz diziye secici olarak baglanir. Bu komplekse dahil olan yap1 kilavuz iplik olarak
isimlendirilmekte ve kilavuz olmayan ve yolcu iplik olarak adlandirilan iplik RISC
kompleksi tarafindan sindirilmektedir. Sekil 3°de gosterildigi gibi islenmis miRNAlar,
aktif RISC kompleksine katildiktan sonra, ya protein translasyonunun engellenmesine
ya da argonat proteinleri araciligryla mRNA’nin yikimina neden oldugu belirlenmistir

(70).
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Sekil 3. miRNA olusumu ve fonksiyonu (71)
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2.3.3. miRNA’nin Fonksiyonu

Olgun (matiir) miRNA’lar hedef genlerin ifadesini azaltip, protein sentezinin
diizenlenmesini saglamaktadir. miRNA’lar kendi niikleotid dizilerine tamamlayici
(komplementer) olan hedef genleri tanima 6zelligine sahiptir ve RISC ile kompleks
olusturduktan sonra baz ¢iftlesme 0zelligi ile mRNA’ya baglanarak, protein
translasyonunun inhibisyonuna ve/veya mRNA’nin yikimima neden olmaktadir (71).
miRNA, hedef mRNA’nin 3’ ucundaki translasyona ugramayan bolgeye (untranslated
region-UTR) veya hedef mRNA’nin agik okuma gergevesine (ORF-open reading frame)
baglanir. Baglanma pozisyonu miRNA kompleksinin mRNA’ya nasil tamamlayici
olduguna baghdir. 3’-UTR bolgesine baglanma, kusurlu, tam olmayan, eksik
tamamlayicilik olarak olur ve translasyonun baskilanmasi ile sonu¢lanmaktadir. ORF
bolgesi i¢ine baglanma ise kusursuz, tam tamamlayicilik gosterir ve Argonat2 (Ago2)

tarafindan mRNA’nin yikimi ile sonu¢lanmaktadir (72).

miRNA’larin birden ¢cok mRNA’nin ifadesini diizenledigi ve mRNA’larin da
birden ¢cok miRNA tarafindan hedeflenebildigi bilinmektedir (73).

2.3.4. Gebelikte ve Preeklampside miRNA’lar

Plasental miRNA'larin plasental farklilagmaya ve hamileligin korunmasina dahil
oldugu  disiiniilmektedir  (74). Plasental miRNA'lar  insan  plasental
sinsityotrofoblastlardan ekzozomlar yoluyla maternal dolasim i¢ine aktarilir ve
dolasimdaki trofoblast kaynakli miRNA'lar gebeligin fizyolojik durumunu yansitir ve

bu nedenle tanisal olarak kullanilabilecegi ongoriilmektedir (75).

Insan plasentas, miRNA ifadesi bakimindan zengin bir organdir ve
preeklamptik plasentalarda c¢ok sayida farkli sekilde ifade edilen miRNA'lar
bulunmustur (76). Bu farklit miRNA'larin bazilarinin trofoblast hiicre invazyonunun
(77,78), plasental immiin aktivasyonunun ve trombosit agregasyonunun

diizenlenmesinde rol aldig1 gosterilmistir (79).

Preeklamptik plasentada miRNA profillerinin tanimlanmasinda ¢eligkili

sonuclar bulunmustur. Bu tutarsizliklar, 6rnek boyutlar1 veya deneysel ortamlardaki ve
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platformlardaki farkliliklar nedeniyle olabilmektedir. Bununla birlikte, 6rnegin alindigi
yerdeki plasenta daha fazla etkiye sahip olabilir. insan plasentasinin homojen bir doku

olmadigr ve plasentanin farkli boliimlerinin ¢esitli hiicre tiplerinden olustugu

bilinmektedir (80,81).

Preeklampsi, plasental ve fetal gelisimde vaskiiler homeostazin bozulmasindan
kaynaklandigindan, epigenetik faktorler ve miRNA'larin katildigr 6nemli diizenleyici
olaylarin dengesizligi preeklampsi patogenezinde rolii oldugunu diisiindiirmektedir.
Bununla ilgili yapilmis ¢alismalarda, plasental dokularda hem konvansiyonel hem de
mikrodizin yaklagimlar1 ile miRNA'larin ifade diizeyleri degerlendirilmis ve
preeklampsiden etkilenen kadinlarda plasental transkriptomunda farkli olarak ifade
edilen genler tanimlanmistir (80,81). Bu hiicre tiplerinde, ifade profilleri ve
miRNA'larin fonksiyonlar1 6nemli Olciide degisebilmektedir. Sonucta, bu konulara
iliskin ayrintili arastirmalar ile, fizyolojik ve patolojik gebelikler sirasinda kiigiik

kodlamayan RNA'larin rollerini agiklanmasi biiyiik bir deger tagimaktadir.

2.3.5. Preeklampsi ve Immiinoloji liskisi ve miRNA’lar

Immiin  sistem, preeklampsi patogenezinin olusumunda &nemli rol
oynamaktadir. Preeklampside, plasentadan sinsityotrofoblast membran
mikropartikiillerinin (STBMs) kana artan miktarda salinimi endoteliyal disfonksiyonu
ve monositler, nétrofiller, natural o6ldiiriicii hiicreler (NK) ve dentritik hiicreler basta
olmak {izere maternal 16kositlerin aktivasyonunu baglamaktadir. Monositler,
proinflamatuvar sitokinlerin salinimi ve inflamatuvar siirecin devaminda rol oynarken
notrofiller preklampside goriilen vaskiiler hasar ile iliskilendirilmektedir. Diger taraftan
dentritik  hiicrelerin  subtiplerinin  degisimi preeklampsi patogenezine katkida
bulunmaktadir. Lenfoid BDCA-2+ dentritik hiicrelerin diisiik seviyede olmasi, Thl-tip
immiin cevabin olusumuna yol agcmakta ve bu toll-like reseptdr (TLR3) ile TLR9
ligandlar1 tarafindan diizenlenmektedir. Preeklampside, toll-like reseptdrlerin
inflamatuvar silirecin devam ettirilmesinde kilit rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir.
Bunun yaninda CD19+ CD5+ B hiicreler, anjiotensin reseptor otoantikorlari (AT1-AAS)
iireterek preeklampsi patogenezine ve preeklampsinin otoimmiin karakteristikleri olan

bir sendrom olmasina 6nemli katkida bulundugu belirtilmistir (82).
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miRNA’lar, preeklampsi patogenezinde rol oynamanin yaninda hastalik i¢in
olast biyobelirtecler olarak degerlendirilmektedir. miR-182’in, T hiicre klonal
ekspansiyonu, hiicre dongiisii ve apoptoz ile iliskili oldugu belirlenmistir (83,84). Agir
preeklamptik plasentada bulunan miR-182, hem vaskiiler endoteliyal biiylime faktorii
(VEGF) yoluyla anjiyogenezisi diizenledigi hem de B cell lenfoma benzeri-2 geninin
transkript varyantlari olan 1 ve 2’nin diizenleyicisi olarak goérev yapti1 saptanmistir
(85). Diger yandan, miR-210, trofoblast hiicrelerin migrasyonu ve invazyonunu inhibe
ettigi ve hipokside ise arttig1 belirlenmistir (86,87). Preeklampside ifade diizeyi arttigi
tespit edilen miR-155 ise, anjiyogenetik-regiilatuvar faktor CYRG61’i inhibe ederek
preeklampsik stirece katkida bulunmaktadir (88).

2.4. ADAY miRNA’LARIN SECIMIi

Bu ¢alisma kapsaminda arastirilmak tizere segilen 3 aday miRNA ile ilgili genel

bilgiler ve preeklampsi ile muhtemel iliskileri asagida verilmektedir.

2.4.1. miR-155:

miR-155, endotele bagimli vazorelaksasyonun temel bir regiilatorii olarak
belirlenmistir (89). Li ve arkadaslarmin yaptigi calismada (90) kontrollerle
karsilastirdiginda, agir preeklampsi plasentalarinda miR-155 ifade diizeylerinde ve
eNOS ifadesinde 6nemli bir artig oldugu gosterilmistir. Bir “transwell insert” invazyon
analizi, miR-155"in trofoblast hiicrelerinde hiicre invazyonunu inhibe ettigini ve etkinin
eNOS'un asir1 ifadesi ile diizeltildigi gostermistir. Lu Gan ve arkadaglarinin yaptigi
caligmada (91) ise miR-155'in eNOS modiilasyonu yoluyla go¢ davranisinda negatif

diizenleyici bir role sahip oldugu ortaya koyulmustur.
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2.4.2. miR-21:

miR-21'in artan regiilasyonu, SOLID sekanslama kullanilarak hafif
preeklampsili gebelerin plazmasi iizerinde yapilan bir Cin ¢alismasi ile uyumlu
bulunmustur (92) ve ayrica bir Slovak caligsmasi ile preeklampsili gebelerde plasental
miR-21'in asir1 ifade edildigi gosterilmistir (93). miR-21, apoptoz ile iliskilendirilmis
bir miRNA'dir ve invazyon, intravasasyon ve metastazda rol aldig1 kolorektal kanser de
dahil olmak iizere ¢esitli kanser tiplerinde en fazla arastirilan miRNA'lardan biridir ve
anormal ifadesinin kolorektal kanserde kotii prognozu dngordiirebilecegi belirlenmistir

(94).

2.4.3. miR-518:

miR-518’inde yer aldigt C19MC mikroRNA'lar1, testiste, embriyonik kok
hiicrelerde ve spesifik tiimorlerde saptanmis olmasina ragmen, agirlikli olarak hamilelik
sirasinda plasental trofoblastlarda ifade edildigi gosterilmistir (95-97). C19MC
kiimesindeki miRNA’larin ifade seviyesi, plasental trofoblastlarda (98) ve maternal

plazmada birinci ile tigiincii trimesterde belirgin sekilde arttigi tespit edilmistir (99).

Ilona ve arkadaglarinin yaptig1 calismada (100), gestasyonel hipertansiyon ve
preeklampsi gibi gebelige bagli komplikasyonlardan etkilenen hastalarda dolasimdaki
C19MC mikroRNA'larinin degisken diizeylerinin, trofoblastlardaki hipoksiden ve
plasentaki epitel hasardan etkilenebilecegini gosterilmistir. Bu caligmada, normal
plasental gelisim sirasinda trofoblast proliferasyonu ve apoptoz arasindaki dengede

miRNA’larin roliiniin ¢ok 6nemli oldugunu ortaya konmustur (100).

Hiicre fonksiyonu ve biitiinliiglinli saglayan miRNA'lar, apoptoz, organogenez
ve gelismekte olan hiicreler arasindaki iletisim gibi bir¢cok goreve sahiptir. Bu nedenle,
birgok geni diizenleyen miRNA’larin, hiicresel fonksiyonlarin regiilasyonu i¢in ne kadar
gerekli oldugu sonucu kabul edilebilir. Gerek hiicre i¢i gerek hiicreden salinan
miRNA’larda meydana gelen degisikliklerin birgok hastaliga yol actig1 goriilmektedir.
Bu nedenle giiniimiizde miRNA’larin hastaliklarin tanisinda ve takibinde yeni bir

biyobelirteg¢ olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir (101,102). Bu tez ¢alismasinda,
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secilen aday miRNA’larin preeklampsi ile iligkisi ve biyobelirte¢ nitelikleri

arastirilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Geregler

3.1.1. Hasta Grubu

Hasta grubu, Istanbul Medeniyet Universitesi Goztepe Egitim ve Arastirma
Hastanesi Kadin Hastaliklari ve Dogum Poliklinigi’ne bagvuran, preeklampsi
sendromunun gelisimi i¢in klinikte kullanilan O6ngdrii testleri olarak laboratuvar
tetkikleri ve fiziki incelemeler yapilarak preeklampsi tanist konmus, 83 gebeden
olusturuldu. Preeklampsi tanisi, Amerikan Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Cemiyeti‘nin
(ACOG) 2013°de yaymladigi Gebeklikte Hipertansiyon Klavuzu'na goére konuldu.
Kriterlere uygun olarak secilen 83 preeklamptik gebe klinik degerlendirmeye gore
asagidaki sekilde 4 alt gruba ayrildi:

Erken baslangigli (<34. gebelik haftas1) ve hafif preeklampsi n=24,
Erken baslangicli (<34. gebelik haftasi) ve agir preeklampsi n=16,
Geg baslangigli (>34. gebelik haftasi) ve hafif preeklapmsi n=24 ve

Geg baslangiclt (>34. gebelik haftasi) ve agir preeklampsi n=19 olarak hasta

gruplari belirlendi.
Calismamiza gebeleri dahil etme kriterleri:
1. 18-45 yas araliginda olmasi
2. Preeklampsi grubu i¢in dahil olma kriterleri:

a. >20. Gebelik haftasinda sistolik kan basinct >140 ve/veya diyastolik kan

basinc1 290 mmHg olmasi

b. Idrarda >0.3 gram/24 saat protein veya kanda protein/kreatinin oran1 >0.3

mg/mg (30 mg/mmol) olmas1
c. Proteiniiri yoklugunda hipertansiyon ile birlikte olmas1

3. Siddetli preeklampsi grubunda dahil olma kriterleri, preeklamsi tanisi alan

hastada <100,000/mikroL platelet, >1.1 mg/dL serum kreatinin, AST-ALT 2 kat1 ve



25

iistii artig, pulmoner 6dem, serebral veya visuel semptomlarin varligindan (basagrisi,

gormede bulaniklik, 151k ¢akmasi, skotom) en az birisinin olmasi

4. <34. gebelik haftasinda baslayan preeklampsi, erken baslangi¢hi preeklampsi

grubuna dahil edilmistir.

5. >34. gebelik haftasinda baslayan preeklampsili vakalar, ge¢ preeklamsi grubuna
dahil edildi.

Calismamiza gebeleri dahil etmeme kriterleri asagidaki sekilde belirlenerek

uyguland.
1. Kronik hipertansiyon
2. Superempoze preeklampsi
3. Multiple (¢ogul) gebelik
4. Intrauterin mort fetalis
5. Erken membran riiptiirii
6. Kardiyavaskiiler hastalik
7. Fetal anomali varligi
8. Hepatit
9. Renal hastalik

10. Ek yandas hastalik varlig1 olan gebeler ¢aligmaya dahil edilmedi.

3.1.2. Kontrol Grubu

Kontrol grubu, hasta grubu ile yas, sigara igme durumu, BKI ve gebelik haftas
acisindan eslestirilerek saglikli, maternal veya fetal hastalik saptanmayan gebe kadinlar
arasindan rastgele secildi. Kontrol grubuna 29 saglikli gebe dahil edildi. Hasta
grubunda, erken donem preeklamptik gebelerin gebelik haftalar1 ortalamalar1 29 hafta,
gec donemdeki preeklampsi olan gebelerin gebelik haftalar1 ortalamalar1 37 hafta olarak

belirlendi ve kontrol grubuna bu haftalardaki saglikli gebeler dahil edildi. Kontrol
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grubundaki 23 gebeden 29. ve 37. gebelik haftalarinda 2 kez, diger 6 gebenin 3’iinden
29. haftada ve diger 3’iinden 37. gebelik haftalarinda kan 6rnekleri alindi.

3.1.3. Hasta ve Kontrol Gruplarindan Kan Orneklerinin Alnmasi

Preeklampsi tanisi

Preeklampsi tanist ACOG’un Gebelikte Hipertansiyon Klavuzuna uygun olarak
yukarida belirtilen kriterlere gore konuldu. Kontrol ve preeklampsi grubu i¢in gebelik
haftas1 hesaplamasi son adet tarihi ve erken ultrason Ol¢timleri birlikte dikkate alinarak
yapildi. Preeklamptik ve kontrol grubu gebelerin detayli obstetrik anamnezi alindi;
fizik muayene yapilarak tam kan sayimi ve biyokimyasal testler i¢in periferik kan
ornegi ile idrar tetkiki yapildi. Obstetrik ultrason yapildi. Buna gore fetal kalp atimi
varlig1, fetal biyometri ve amniyotik mayii voliimii degerlendirildi. En az 15 dk
istirahatte 4 saat arayla ortalama kan basinci Ol¢limii yapildi. Preeklampsi ile iligkili
prodromal semptomlar sorgulandi. Spot idrar analizinde protein/kreatinin degeri
ve/veya 24 saat idrarda protein analizi istendi. Kisa siirede dogum planlanan hastalar
icin spot idrar testi tercih edildi. Hastalardan almin periferik kan Orneginde
biyokimyasal testlerden AST, ALT, LDH, total protein, albumin, kreatinin degerleri
calisild.

Genetik arastirma i¢in, preeklampsi tanisi alan hasta ve saglikli gebelerden, 10
ml periferik kan 6rnegi EDTA’ll tiiplere alindi maksimum 4 saat icersinde uygun
sartlarda laboratuvara getirildi. Kan 06rneklerinden lokositler ayristirilarak RNA
izolasyonlar1 yapildi. Sabah saat 08:00 ve 12:00 arasinda alinan kanlar EDTA’l1 tiiplere,
giiniin diger saatlerinde ise stabilizator sivi iceren Quick DNA/RNA kan tiiplerine

alindi. Ardindan yapilan RNA izolasyonu protokolleri ileride agiklanmaktadir.

Kontrol grubu ve preeklamptik grubundaki gebelerden kan alinmadan once
igersinde calismanin amacinin yer aldigr “Bilgilendirilmis Goniillii Onam Formu”

okutularak imzalar1 alindi.



3.1.4. Kullanilan Kimyasallar

Kullanilan kimyasallar asagidaki Tablo 4’te verilmektedir.

Tablo 4: Kullanilan kimyasallar

Kimyasal Adi Markasi

Amonyum Klortir (NH4CI) Merck

Potasyum bikarbonat (KHCO3) Merck

PBS (phosphate buffered saline) | Biomatik

DEPC (Dietil Pirokarbonat) Sigma

Trizol Qiagen

Kloroform Merck

Isopropanol Sigma

Etanol Sigma

RNaz Zap PanReac AppliChem
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3.1.5. Kullanilan Cihazlar

Kullanilan cihazlar agsagidaki Tablo 5’te verilmektedir.

Tablo 5: Kullanilan Cihazlar

Cihaz Markasi
Ceker ocak Kermanlar
Nanodrop Thermo
Mikropipetler Eppendorf
Hassas Terazi Shimadzu
Masaiistii mini santrifiij Eppendorf
Vorteks Kermanlar
-80°C Thermo
Distile su cihazi Milipore
Sogutmal1 santrifiij Heraus
](3-'_1220(?1\753% \(/:e) dondurucular Bosch, Ugur
PZR cihaz1 Techne
LightCycler 480 Roche

3.1.6. Kullamlan Tampon ve Cozeltiler

Gey’s (155mM NHA4CI, 10mM KHCO3) tamponu:

28

8,291 gr NH4CI ve 1,001 gr KHCO3 hassas terazi ile tartildiktan sonra DEPC’li distile

su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Otoklavlandiktan sonra oda 1sisinda saklandi.
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1X PBS:
100 ml otoklavlanmis su igerisine 1 adet tablet PBS atarak ¢ozdiirtildii.
TE (10mM Tris, ImM EDTA) tamponu:

I ml IM’lik Tris-HCI ve 2 ml 0,5 M’lik EDTA karistirildi, DEPC’1i distile su eklenerek
pH=8 olarak 100 ml’ye tamamlandi. Otoklavlanarak oda sicakliginda saklandx.

cDNA sentez kiti:

cDNA sentezinde, miScript II RT Kiti (Qiagen, Kat No:218193) kullanilmastir. Kit

icerisindeki suliisyonlar asagidaki gibidir:
5x Hiflex Soliisyonu

10x Nucleik Miks

Ters Transcriptaz Miksi

RT-PCR Kit:

miRNA ifade diizeylerinin belirlenmesinde miScript SYBR Green PCR Kiti (Qiagen,
Kat No: 218073) kullanildi. Kit igerisindeki soliisyonlar asagidaki gibidir:

2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Miks
10x Universal Primer
Quick kan tiipiinden RNA izolasyon Kiti:

RNA izolasyonu i¢in Quick DNA/RNA Blood Tube Kiti (Zymo Research, Kat No:
R1151) kullanild1. Kit icerisindeki soliisyonlar asagidaki gibidir:

Proteinaz K:

6,5 ml Proteinaz K buffer 20 mg/ml‘ye sulandilirip vortekslendi. -20°C de muhafaza
edildi.

DNA/RNA hazirhk tamponu:
Kitte hazir olarak mevcuttu.
DNA/RNA yikama tamponu

24 ml DNA/RNA yikama tamponu iizerine 96 ml %100 etanol eklenerek soliisyon

konsantrasyon saglandi.
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DNaz I:

1U/ul DNazl igerisine 275 ul DNaz/RNazsiz su eklenerek kargtirildi. -20°C de

saklandi.
DNA sindirim tamponu:

Kitte hazir olarak mevcuttu.

3.1.7. Kullanilan Primer Setleri:

Hs miR-155_2:

QIAGEN miScript Primer Assay, Katalog no: MS00031486

500 pl, pH=8 olan TE tamponunda c¢oziilerek, 100 ul lik parcalar halinde -
20°C’de muhafaza edildi.

hsa-miR-155-5p, 21q21.3 bolgesine lokalizedir (Sekil 4 ve 5). Bu sekiller,
http://rnacentral.org/rna/URS0000338542/9606 internet sayfasinda RNA Central veri

bankasindaki analizler sonucunda elde edildi.
pre-miRNA ve olgun miRNA dizileri asagidaki gibidir.

miRNA dizi (pre-miR):
CUGUUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGGUUUUUGCCUCCAACUGACUCCUAU
UAGCAUUAACAG

olgun miRNA dizi: 5’-UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGGU-3’

Chr 21 ( p13 H pl1.2 gz q21.1 q213 q2z.1 q22.13 Q223 ]
s ted location (25,573,983 - 25,574,005)

Selech R
—_——
573,080 25,572,670 25,572,080 05,573,000 25,574,000 25,574,010 5,574,020

[k ¢ @i c @4 ¢ ¢ Bl c @5 ¢ B ¢ BEAAHE : BEAAEE ¢ [ c A ¢ ¢ ¢ c Dbk c GEEEEAEEE - SEEEEE

Sekil 4: miR-155-5p’in 21. Kromozom iizerindeki lokalizasyonu


http://rnacentral.org/rna/URS0000338542/9606
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Chromosome 21 - NC_000021.9

[ 25446235 e [ I 7562 e

(YP2CAIP HIRLSEHG I
LOC105572753 LINCH D545
HIRLSS
HRPL39

Sekil 5: 21. Kromozoma lokalize miR-155 geni

Hs miR-21*_1:

QIAGEN miScript Primer Assay Katalog no: MS00009086

500 pl, pH=8 olan TE tamponunda ¢oziilerek, 100 ul’lik pargalar halinde -
20°C’de muhafaza edildi.

hsa-miR-21-3p, 17q23.1 bolgesine lokalizedir (Sekil 6 ve 7). Bu sekiller,
http://rnacentral.org/rna/URS000009262D/9606 internet sayfasinda RNA Central veri

bankasindaki analizler sonucunda elde edildi.
pre-miRNA ve olgun miRNA dizileri asagidaki gibidir.

mIiRNA dizi (pre-miR):
UGUCGGGUAGCUUAUCAGACUGAUGUUGACUGUUGAAUCUCAUGGCAAC
ACCAGUCGAUGGGCUGUCUGACA

olgun miRNA dizi: 5’-CAACACCAGUCGAUGGGCUGU-3’


http://rnacentral.org/rna/URS000009262D/9606
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g25.1 q25.3

w2 = [l 2 =

che17 (o2 [0 oz [N vz P ari2
Selectad loc

50,241,211 - 50,841,321)

cation (5
41,200 50,841,300 50,341,310 50,841,320 59.841'33& 58,841,340 34
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Homo sapiens (human) microRNA hsa-miR-21-3p >

Sekil 6: miR-21in 17. Kromozom {izerindeki lokalizasyonu

Chromosome 17 - NC_000017.11

[ SEATI0E [ S5Ea2845
PTRHZ LOC1 nE2E11 37 RHLG-450P NOUFE&R2
UHP1 TUED1
HIR2L 4

Sekil 7: 17. Kromozoma lokalize miR-21-3p geni

Hs miR-518b_1:

QIAGEN miScript Primer Assay Katalog no: MS00004466

500 pl, pH=8 olan TE tamponunda ¢oziilerek, 100 ul lik pargalar halinde -
20°C’de muhafaza edildi.

hsa-miR-518b, 19q13.42 bolgesine lokalizedir (Sekil 8 ve 9). Bu sekiller,
http://rnacentral.org/rna/URS00003676C9/9606 internet sayfasinda RNA Central veri

bankasindaki analizler sonucunda elde edildi.

pre-miRNA ve olgun miRNA dizileri asagidaki gibidir.


http://rnacentral.org/rna/URS00003676C9/9606
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miRNA dizi (pre-miR):
UCAUGCUGUGGCCCUCCAGAGGGAAGCGCUUUCUGUUGUCUGAAAGAAA
ACAAAGCGCUCCCCUUUAGAGGUUUACGGUUUGA

olgun miRNA dizi: 5’-CAAAGCGCUCCCCUUUAGAGGU-3’

Chr 19 [ P32 pi2:2 plai2  piz11 pi2 H q12 qi13.11  gi312 qia:2 q12.32  g123.32 Q1341 d13.42 q13.43]

53,702,770 53,702,780 I 53,702,700 53,702,800 I 53,702,810 B3, 702.820

RN ¢ B ¢ I c EEE c EEEEREEEE ¢ [ c EREEEaadE c E c c EEAE c c EE c 5 c EEEE c EE d

Homo sapiens (human) microRMA hsa-miR-518b =

Sekil 8: miR-518b in 19. Kromozom iizerindeki lokalizasyonu

Chromosome 19 -NC_000019.10

[ 55700015 [S5T08300
NIRS1&F - HIRS2IE NIRS1 36 NIRSZGRL - HIRSZNC
L OCLi PHB5346

Sekil 9: 19. Kromozom ve miR-518b

Hs RNU6-2_11:

Ifade diizeylerinin belirlenmesinde beyaz kan hiicrelerinde (I6kositlerde) siklikla
kullanilmakta olan bu miRNA, bu ¢alismada da endojen kontrol olarak analizlere dahil
edildi.

QIAGEN miScript Primer Assay Katalog no: MS00033740

Icerisine pH=8 olan 500 ul TE buffer eklenerek, 100 pl lik parcalar hazirlanip -
20°C de muhafaza edildi.
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3.2. Yontem

3.2.1. Periferik Kandan Lokosit Ayristirma:

10 ml EDTA’I tiiplere alinan kan 6rnekleri en geg 4 saat igerisinde soguk zincir

ile laboratuvara getirilerek, asagidaki islemler uygulandi.

1

10-

11-

EDTA’I tiip igerisindeki kan 50 ml’lik santrifiij tiipiine aktarildu.

Gelen kanin iki kati kadar eritrosit parcalayict ¢ozelti Gey’s tamponu

eklendi.

20 dakika +4°C de bekletildi.

10 dakika 1500 rpm’de oda sicakliginda santrifiij yapildi.

Santrifiij sonunda siipernatant dokiildi ve dipte kalan pellet dagitildi.

Uzerine 10 ml Gey’s tamponu eklenerek, 10 dakika 1500 rpm’de oda

sicakliginda tekrar santrifiij yapildi.
Santrifiij sonunda slipernatant dokiildii ve dipte kalan pellet dagitildi.

Uzerine 1 ml PBS eklenerek, 5 dakika 1500 rpm’de oda sicakliginda
santrifiij yapildi.

Santrifiij sonunda siipernatant dokiilerek santrifiij tiipii, buz zerine
yerlestirildi.
Santrifiij tiipii igerisine 800 ul trizol eklenerek hiicre pelleti buz iizerinde

pipetaj yaparak homojenize edildi.

Homojenize edilen 6rnekler 1500 pl’lik mikrosantrifiij tiipiine aktarilarak -

80°C derin dondurucuya kaldirilda.

3.2.2. Trizoldeki Lékosit Homojenatindan Total RNA Izolasyonu:

1- -80°C derin dondurucudan alman trizollii 6rnek buz iizerinde ¢oziilene kadar

beklendi.



edildi.
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2- Uzerine +4°C 160 pl kloroform eklenerek 15 saniye vorteks yapildi.
3- Oda 1s1sinda 2 dakika beklendi.

4- 1200 rpm’de +4°C’de 20 dakika santrifiij edildi.

5- Dikkatli bir sekilde buz iizerine alindi.

6- Uzerindeki akdz faz alttaki pellete degmeyecek sekilde alindi (500 pl).
7- Uzerine 500 ul %100°liik soguk izopropanol eklendi.

8- Gece boyunca -20°C’de bekletildi.

9- Ertesi giin -20°C den alinan 6rnek 1200 rpm’de 10 dakika +4°C’de santrifijj

10- Alttaki pellete dokunmadan {ist siv1 pipet ile ¢ekildi.
11- Pellet iizerine 1 ml %75’lik soguk etanol eklenerek yavasca karistirildi.
12- 9000 rpm’de +4°C’de 5 dakika santrifiij edildi.

13- Ust s1v1 pipet ile gekilerek ters olarak temiz kagit {izerinde pelletin kurumasi

beklendi.

14- Uzerine 40 ul RNaz- DNazs1z su eklenip ¢ozdiiriildii.

15- Coziinen 6rnek buz ilizerinde 1 saat bekletildikten sonra nanodrop cihazinda

konsantrasyonu 06l¢tildii.

3.2.3.

16- Olgiilen drnekler, -80°C derin dondurucuda kullanilincaya kadar saklandh.

Quick-DNA/RNA Tiipiine Alinan Kandan RNA izolasyonu:

Arastirmaya katilan 34 preeklampsili gebe ile 3 saglikli gebeden alinan

kanlardan Quick-DNA/RNA kiti (Zymo Research) ile asagidaki protokole gére RNA

izolasyonu yapildi.

alt ist

1- Vakalardan Quick-DNA/RNA tiipii igerisine 1,5 ml kan alindi ve tiip 10 kez
edilerek yavasca calkalandi.
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2- Tiip igerisindeki kan 50 ml’lik santrifiij tiipiine aktarildi ve icerisine 120 pl

Proteinaz K eklendi.
3- 3 kez 15 saniye boyunca vortekslendi ve oda sicakliginda 30 dakika beklendi.
4- 9 ml soguk izopropanol eklendi ve 3 kez 5 saniye boyunca vortekslendi.

5- Vakum makinesine basing motoru baglandi ve iizerine filtreli tiip yerlestirildi.
Uzerine 25 ml’lik rezervuar tiip takildi ve kan 6rnegi igerisine aktarildi. Basing motoru

calistirildi.

6- Rezervuar igerisindeki biitiin kan filtreden gectikten sonra filtreli tiip,

kapaksiz kit tiipiine alind.

7- Uzerine 400 pl DNA/RNA prep tamponu eklendi, 14000 rpm’de oda
sicakliginda 1 dakika santrifiij edildi. Tiipteki siv1 atildi.

8- 400 nl DNA/RNA yikama tamponu eklendi ve 1400 rpm’de oda sicakliginda
1 dakika santrifiij edildi. Tiipteki siv1 atild1.

9- Ayr1 bir mikrosantrifiij tiipinde her bir 6rnek i¢in 5 ul DNaz I + 75 ul DNA
sindirim tamponu ekenerek karisim hazirlandi. Hazirlanan 80 pl’lik karisim filtreli tiip

tizerine aktarildi. Oda sicakliginda 15 dakika beklendi.

10- Filtreli tiip tizerine 400 ul DNA/RNA prep tamponu eklendi, 1400 rpm’de
oda sicakliginda 1 dakika boyunca santrifiij edildi. Alttaki s1vi dokiildii.

11- 700 ul DNA/RNA yikama tamponu eklendi, 1400 rpm’de oda sicakliginda 1
dakika santrifiij yapildi. Alttaki s1v1 dokiildii.

12- 400 pl DNA/RNA yikama tamponu eklendi, 1400 rpm’de oda sicakliginda 2
dakika santrifiij yapildi. Alttaki sivi dokiildii.

13- Filtreli tiip temiz 1500 pl’lik mikrosantrifiij tlipli lizerine alindi ve filtre
icerisine 50 pl DNaz/RNazsiz su eklendi. Oda sicakliginda 2 dakika beklendi.

14- 1400 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildi. Filtre atildi. Tiip buz iizerine alind1.

Nanodrop ile konsantrasyonu 6lciilerek -80°C derin dondurucuya kaldirilds.
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3.2.4. RNA Safligi ile RNA Miktarmm Olciimii ve RNA Konsantrasyonunun
Ayarlanmasi:

Izole edilen RNA’nin konsantrasyon o&l¢iimiinde, protein ve kimyasal
kontaminasyonu olup olmadiginin belirlenmesinde nanodrop cihazi kullanilmistir. RNA
orneklerinin konsantrasyonlari, 260/280 ve 260/230 nanometre dalga boyundaki
degerlerinin oranlar1 kontrol edildi. 260/280 orani, RNA'daki protein kirliligini, 260/230
oran1 RNA’daki kimyasal kirliligi géstermektedir.

Olgiilen miktar 1 pl’deki RNA miktarin1 gdstermektedir. Elimizdeki RNA
ornekleri ile [200ng/ pl] konsantrasyonlu 20 pl’lik RNA sulandirmalari yapildi.

20 pl x 200 ng = 4000 ng pl
1 pl ‘de A ng RNA var

X 4000 ng Sulandirma i¢in x kadar RNA koymak gereklidir.

x=4000/A ul  sonucu bize 20 pl igerisine konulmasi gereken RNA miktarin

gostermektedir.

20 pul — A pl = RNAz Su pl eklenmesi gereken su miktarin1 hesaplamis
oluyoruz. Bu sekilde ara dillisyon hazirlanarak ¢cDNA i¢in gerekli konsantrasyon

belirlendi.

3.2.5. miRNA i¢in cDNA Sentezi:

1- 20 pl’lik 200 ng/pl‘ye ayarlanmis RNA &rnegi -80°C’den cikarilip erimeye

birakildi. Coziinen 6rnek 30 saniye santrifiij yapildi ve soguk blok tizerine yerlestirildi.
2- RNA’dan cDNA sentezlemek i¢in “miScript II RT Kit” kullanildi.

3- 10x miScript Nucleik Miksi, 5x miScript Hiflex Soliisyonu ve miScript Ters
Transkriptaz Miksi +4°C den ¢ikarilip oda sicakligma alindi. Eridikten sonra tiipler

nazikge karistirilarak santrifiij yapildi. Buz iizerine alindu.
10x miScript Nucleik Miks 4 ul

5x miScript Hiflex Soliisyonu 2 ul
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miScript Ters Transkriptaz Miks 2 ul

RNaz su 2 ul

Toplam: 10 pl

4- Hazirlanan 10 pl’lik karistmin igersine, hazirlanan 20 pl’lik RNA

diliisyonunun icerisinden 10 pl alinip ilave edildi. 30 saniye santrifiij yapildi.

10 pl Ters Transkriptaz master Miks + 10 ul RNA diliisyonu = 20 ul

5- miRNA PreAmp Programi asagidaki gibi Techne cihazinda ayarlandi:
60 dakika  37°C
5 dakika ~ 95°C

cDNA sentezi i¢in ayarlanmig olan programda 10 pl’lik Ters Transkriptaz

master Miks ve RNA diliisyonundan olusan karisim ayarlanan programda ¢alistirildi.

6- Reaksiyon sonunda elde edilen ¢cDNA bir sonraki isleme kadar -20°C’ye
kaldirildu.

3.2.6. miRNA ifade diizeylerinin belirlenmesi:

1-Bir 6nceki asamada elde edilen cDNA’lar -20%den alinarak [10x] ve [20x]’lik

diliisyonlar hazirlanmasi i¢in soguk blok tizerine alind1.

2- 1000ng/10 ul cDNA igerisine + 90 ul RNazsiz su eklenerek 100 ng/ul, [10x]
olan ara stok cDNA hazirland1 ve kisa santrifiij yapildi. Daha sonra bunun igerisinden 5
ul ayr1 bir mikrosantrifiij tiipii igerisine alind1 ve {lizerine 95 pl RNazsiz su eklenerek 5
ng/ul, [20x] olan stok cDNA elde edildi. RT-PZR i¢in kullanmak iizere bu cDNA’y1
kisa santrifiij yapildi.

3- Her ornek i¢in 3 farkli primer (Hs miR-518b b_1, Hs miR-155-5p_2,
Hs_miR-21-3p*_1) ve 1 kontrol primer (Hs_RNU6-2 11) karisimi hazirlandi. Her

ornek cift olarak c¢alisildi. PZR i¢in “SYBR Green I master miks’” kiti kullanild1 ve
reaksiyon igerigi asagida belirtildigi gibi hazirlandi:



RT_PZR reaksiyon igerigi

Malzeme Miktar
2X QuantiTect SYBR Green PCRMaster Mix 10 pl
10x miScript Universal Primer 2 ul
RNaz su 4 ul
Primer Assay 2 ul
cDNA 2 ul

Toplam=20 pl
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4- Hazirlanan karisimlar 96’1 platelere aktarildi ve her primer seti i¢in iki tane

kuyuya negatif kontrol eklendi. Ger¢ek-zamanli (RT) PZR ig¢in Light Cycler (LC) 480
sistemi kullanildi. RT-PZR analizi Tablo 6°da belirtilen kosulda ve rolatif

kantitasyon ¢alisma modiiliinde gerceklestirildi.

Tablo 6: RT-PZR reaksiyon kosullari

Program 1: | On denatiirasyon |  Déngii sayis1 1
Sicakhik Siire Ramp rate
95°C 15 dakika 4.40

Program 2: | Amplifikasyon | Déngii sayisi 45
Sicakhk Siire Ramp rate
94°C 15sn 1.00
55°C 30 sn 1.00
70°C 30 sn 1.00

Program 3: ‘ Erime Egrisi ‘ Dongii sayis 1

Sicakhik Siire Ramp rate
60°C 15sn 2.20
95°C - 0.03

5- LC480 RT-PCR sisteminin yaziliminda “Absolute Quantification w/2nd

Derivative Maximum” metodu kullanilarak rdlatif kantitasyon hesabi ig¢in Ct degerleri

elde edildi.

RT-PCR reaksiyonu sonucunda elde edilen miR-518b, miR-21-3p ve miR-155-

5p miRNA’larina ait amplifikasyon egrilerinden birer 6rnek Sekil 10-12°de verilmistir.
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Sekil 10: RT-PCR miR-518b amplifikasyon egrileri
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Sekil 11: RT-PCR miR-21-3p amplifikasyon egrisi

34

3

38

40

42

44

40



41
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Sekil 12: RT-PCR miR-155-5p amplifikasyon egrisi

3.2.7. Rélatif Kantitasyon ile miRNA Ifade Diizeylerinin Belirlenmesi:

Cift ¢alisilan 6rnek kodlar1 ve elde edilen Ct degerleri PZR etkinligi igin kontrol
edildikten sonra veriler excel dosyasina aktarildi. Cift ¢alisilan 6rnekler arasinda 1
Ct’den fazla fark olanlar tekrarlandi. Rolatif kantitasyon hesabi asagidaki sekilde
yapildi.

1- Her 6rnek i¢in elde edilen Ct degerinden endojen kontrol Ct degeri ¢ikarildi.
2- Cift calisilan her 6rnekten elde edilen iki deger i¢inde bu islem yapildi.
Delta Ct= hedef miRNA Ct-RNUG6 Ct

3- Elde ettigimiz delta Ct degerinden, kontrol vakalarin ortalama delta Ct degeri
(kalibrator olarak belirlenerek) ¢ikartildi.

Delta Delta Ct= Delta Ct-Kalibrator Delta Ct
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4- Cift calisilan Orneklerden hesaplanan Delta Delta Ct degerinin ortalamasi

alindi.

5- 2"-(Ortalama Delta Delta Ct degeri), hesaplanarak rolatif kantitasyon

(degisim katsayisi) degerleri tiim ornekler i¢in hesaplanda.

3.2.8. istatiksel Analiz:

Arastirillan her miRNA geni i¢in ayr1 ayri, hasta ve kontrollerdeki ifade
diizeyleri (QRT-PCR’da endojen kontrol geni olarak RNUG ile kiyaslanarak elde edilen
rolatif kantitasyon (degisim katsayisi; “fold change” degerleri) istatistiksel olarak
kiyaslandi. miRNA ifade diizeylerinin gruplardaki normalligi, "Shapiro-Wilk" testi
kullanilarak incelendi ve %95 giivenle verilerin normal daglima uymadig belirlendi. Bu
sebeple ifade diizeyleri, 2°1li gruplarda Mann-Whitney U testi ile 2 ve ustii gruplar
arasinda Kruskal-Wallis testi ile karsilastirildi. Klinik datadaki siirekli degiskenlerin de
gruplar arasindaki normalligi test edildi ve kan basinglar1 ve ALT ile Kreatin diizeyleri
disindaki verilerin %95 giivenle normal daglima uydugu belirlendi. Normal dagilima
uyan veriler, ANOVA testi ile uymayanlar, Kruskal-Wallis testi ile degerlendirildi.
Hastalar, gruplar arasinda kategorik degiskenler X2 testi ile istatistiksel olarak
karsilastirildi. miRNA diizeylerinin siirekli degiskenler ile korelasyonunda Sperman’s
testi kullanildi. Korelasyon Katsayisi (1), 0.00-0.25 (¢ok zayif), 0.26-0.49 (zayif), 0.50-
0.69 (orta), 0.70-0.89 (yiiksek), 0.90-1.00 (¢ok yiiksek) degerlerine gore iliskisi
degerlendirildi.

Istatistik analizlerinde anlamlilik icin p<0.05 degeri alind1 ve SPSS yazilini

(14.0 versiyonu, Chicago, IL) kullanild:.
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4. BULGULAR

Calismamiza katilan toplam 112 gebenin 83°u (%74.1) preeklampsili, 29’u
(%25.9) saglikli gebeden olusmaktadir. Preeklampsili gebelerin 24’ (%28.9) erken
hafif preeklampsi, 16’s1 (%19.3) erken agir preeklampsi, 24’1 (%28.9) ge¢ hafif
preeklampsi ve 19°u (%22.9) geg agir preeklampsi olarak gruplandirilmistir.

Calisma gruplarinin gebelik haftalar1 ortalamalari, erken hafif preeklampsi i¢in
30.443.9, erken agir preeklampsi i¢in 30.2+2.8 ve erken donem kontrol i¢in 28.6+0.8
(29. Hafta kontrol) olarak, gec hafif preeklampsi icin 37.0+1.7, ge¢ agir preeklampsi
icin 36.8+1.6 olarak ve ge¢ donem kontrol grubu i¢in 36.5£1.1 (37. Hafta kontrol)
olarak belirlenmistir. Hem erken hem de ge¢ donemdeki preeklampsi ve kontrol
gruplar1 arasinda, gebelik haftas1 acisindan istatistiksel bir fark bulunmamaktadir

(p>0.05).

Calismaya dahil edilen tiim gruplarin yas, gebelik oncesi ve gebelikteki BKI
degerleri, nulliparite durumu ve kan basin¢larinin kiyaslamasi Tablo 7°de verilmistir.
Buna gore, gruplar arasindaki yas ortalamalar1 incelendiginde preeklampsili gebeler
29.74 yil, kontrol grubunun ise 28.31 yil oldugu bulunmustur. Istatistiksel olarak yas
ortalamalarinin kontrol ve hasta grubu arasinda anlamli bir fark yoktur. Benzer olarak
preeklampsili gebelerin gruplar aras1 yas farki ile kontrol gruplari ile arasinda da

istatistiksel olarak anlamlilik bulunmamaktadir (p=0.492) (Tablo 7).

Preeklamptik gebe gruplar ile kontrol grubu gebelerin, gebelikten dnceki beden
kitle indeksleri (BKI) arasinda sinirda anlamsiz bir iliski oldugu gdzlenmistir (p=0.058).
Tiim gebelerin gebelikte kanlari alindifi zaman ki BKI'leri karsilastirildiginda ise

istatistiksel olarak belirgin bir anlamli degisim goézlenmistir (p=0.002) (Tablo 7).

Preeklampsili gruplar incelendiginde ise erken hafif gebelerin %29.2°si (n=7),
erken agir gebelerin %25’1 (n=4), ge¢ hafif gebelerin %41.7’si (n=10), ge¢ agir
gebelerin %47.4’si (n=9) nullipar (hi¢ dogum yapmamis) idi. 29. hafta kontrol
grubundaki gebelerin %23.1’1 (n=6), 37. hafta kontrollerin ise %26.9’u (n=7)
nullipardir. Tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p=0.439)
(Tablo 7).
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Erken hafif olan preeklampsili gebelerin ortalama sistolik kan basinci (KB)
degeri 145.9+11.8, diastolik KB 89.4+4.3, erken agir gebelerin ise sistolik KB degeri
155.0+ 20.3, diastolik KB degeri 96.3+13.6’dir. Geg¢ hafif grubundaki gebelerin
ortalama sistolik KB degeri 144.2+6.5, ge¢ agir grubun ortalama diastolik KB degeri ise
87.5+7.9°dir. Kontrol grubu gebelerin KB degerleri incelendiginde 29. hafta gebelerinin
ortalama sistolik KB degeri 100.8+4.8, diastolik KB degeri 60.0+4.9’dir. 37. hafta
gebelerinin ise sistolik KB degeri 103.1+6.2, diastolik KB degeri ise 61.9+5.7
bulunmustur. Calismadaki tiim gruplarin sistolik ve diastolik KB’leri incelendiginde

gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.0001) (Tablo 7).

Tablo 7: Tim gebelerin klinik ve demografik 6zellikleri

Erken agir | Erken hafif | Ge¢  agir | Ge¢  hafif | Kontrol Kontrol P
preeklampsi | preeklampsi | preeklampsi | preeklampsi | 29. Hafta | 37. Hafta
(n=16) (n=24) (n=19) (n=24) (n=26) (n=26)
Yas 30.8+4.8 30.5+6.1 294 +5.6 28.6 £5.8 282+55(282+59 | 0492
BKI 0.058
gebelik 26.4+5.6 27.5+4.7 26.5+4.8 26.8+59 24.1+3.9 | 242+3.9
oncesi
BKI  kan | 30.4+5.8 309+44 31.5+4.6 31.6+6.1 269+3.8 128.1+3.7| 0.002
alindiginda
Nulliparite %25 %29.2 %47.4 %41.7 %23.1 %26.9 0.439
n=4 n=7 n=9 n=10 n=6 n=7
Sistolik KB | 155.0+20.3 | 145.9+ 11.8 | 162.3+17.0 | 144.2+6.5 | 100.8+4.8 | 103.1+6.2 | <0.0001
Diastolik 96.3£13.6 | 89.4+4.3 98.6+8.0 87.5£7.9 60.0+4.9 | 61.9+5.7 | <0.0001
KB

Calisma gruplarindan erken donemdeki preeklampsi ve kontrol gruplar
arasindaki istatistiksel analizlerin sonuglar1 Tablo 8’de verilmistir. Buna gore, yas ve
nulliparite agisindan gruplar arasinda fark olmadig: belirlenmistir (sirasiyla, p=0.221 ve
p=0.883). Ancak, gebelik Oncesi ve gebelikte kan Orneklerinin alindigi zaman ki
BK1’leri ile sistolik ve diyastolik KB degerleri karsilastirildiginda (Tablo 8) gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar bulunmustur (p<0.05).
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Tablo 8 : Erken agir, erken hafif preeklampsi (PE) ve kontrol grubu gebelerin

fiziksel o6zellikleri

Erken agir | Erken hafif | Kontrol P
PE PE 29. Hafta
Yas 30.8+4.8 305+6.1 | 28.1+55| 0.221
BKI 24.1+3.9 | 0.035
gebelik 264+£56 | 27.5+4.7
oncesi
BKikan | 304+58 | 309+44 |269+3.8| 0.005
alindiginda
Nulliparite %25 %29.2 %23.1 0.883
n=4 n=7 n=6
Sistolik 155.0+£20.3 | 1459+ 11.8 | 100.8+4.8 | <0.0001
KB
Diastolik 96.3+£13.6 89.444.3 60.0+4.9 | <0.0001
KB

Gec donemdeki agir ve hafif preeklampsi ve kontrol gruplari arasinda ayni
parametrelerin karsilastirilmast ise Tablo 9’da verilmistir. Ge¢ doénemde de yas,
nullipariteye ek olarak gebelik dncesi BKI degerleri arasinda anlamli bir fark yokken

diger parametreler arasindaki anlamli iliskiler Tablo 9’da verilmistir.

En 6nemli tam kriteri olarak gebelikteki kan basin¢larinin her iki donemde agir
ve hafif preeklampsili gebelerde kontrollere gore oldukca anlamli derecede yiiksek

oldugu goriilmektedir (p<0.0001) (Tablo 8 ve 9).
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Tablo 9: Geg agir, ge¢ hafif preeklampsi (PE) ve 37. Hafta kontrol grubu

gebelerin fiziksel 6zellikleri

Ge¢  agir | Ge¢ hafif | Kontrol P
PE PE 37. Hafta
Yas 294 +5.6 286+58 |282+59 | 0.796
BKI 0.138
gebelik 26.5+4.8 26.8+59 |[242+39
Oncesi
BKi kan|31.5+46 |316+6.1 |281+3.7 | 0.024
alindiginda
Nulliparite %47.4 %41.7 %26.9 0.332
n=9 n=10 n=7
Sistolik 162.3+£17.0 | 144.2+6.5 103.1+6.2 | <0.0001
KB
Diastolik 98.6+8.0 87.5+£7.9 61.9+5.7 | <0.0001
KB

Kontrol grubuna dahil edilen 29 gebenin 23’tinden 29. ve 37. gebelik
haftalarinda, 29. haftada 3 gebe ve 37. haftada ise 3 farkli gebeden kan 6rnegi alinmis
ve erken ve ge¢ donemlerdeki klinik durumlart Tablo 10°da 6zetlenmistir. Buna gore

sitolik KB disinda diger parametrelerde istatistiksel bir farka rastlanmamustir.

Tablo 10: 29. Hafta ve 37. Hafta kontrol grubu gebeleri fiziksel 6zellikleri

Kontrol Kontrol P
(n=26) (n=26)
29. Hafta | 37. Hafta
Yas 282+55 | 282+59 0.602
BKi 0.932
gebelik 24.1+3.9 (242+39
oncesi
BKI kan [ 26.9+3.8 | 28.1+3.7 0.910
alindiginda
Nulliparite %23.1 %26.9 0.749
n=6 n=7
Sistolik 100.8+4.8 | 103.1+6.2 0.036
KB
Diastolik 60.0£4.9 | 61.94£5.7 0.183
KB
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Preeklampsili gebelerin dogum haftalar1 incelendiginde, erken gruptaki hafif
preeklampsili gebelerin dogum haftasi 35.81, agir preeklampsili gebelerin ise 31.56, geg
gruptaki hafif preeklampsili gebelerin dogum haftas1 38.34, agir preeklampsili gebelerin
ise 37.35°dir. 29. hafta kontrol grubundaki gebelerin dogum haftalar1 incelendiginde ise
39.2, 37. hafta kontrol gruplarininki 39.3 bulunmustur. Gruplar arasindaki dogum
haftalar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0.0001) (Tablo
11).

Preeklampsi ve kontrol gebeleri dogum sekilleri yoniinden karsilastirildiginda
preeklamptik gebelerin 23’iinde (%27.7) dogum vajinal yol ile olurken 60’inda (%72.7)
dogum sezeryan yol ile gerceklesmektedir, kontrol grubunda ise 16’sinda (%55.2)
dogum vajinal yol ile olurken 13’linde (%44.8) sezeryan ile olmustur. Erken hafif
gruptaki gebelerin 5’1 (%20.8) vajinal yol ile dogum yaparken, 19°u (%79.2) sezeryan
ile dogum yapmustir. Erken agir grubunda ise, sadece 1 kisinin (%6.3) dogumu vajinal
yol ile gerceklesirken, 15’inin (%93.7) sezeryan ile ger¢eklesmistir. Geg hafif
grubundaki gebelerin 12’si (%50) vajinal yol ile 12’si (%50) sezeryan ile dogum
yapmustir. Geg agir grup preeklamptik gebelerden 5’inde (%26.3) dogum vajinal yol ile
olurken, 14’tinde (%73.7) dogum sezeryan ile meydana gelmistir. Tablo 11°de
gosterildigi sekilde, tim gruplar arasindaki bu dogum sekilleri karsilagtirildiginda
istatistiksel agidan anlamlilik bulunmustur (p<0.0001).

Preeklampsi ve kontrol gebeleri yenidogan dogum kilolar1 ortalamalar
acisindan karsilastirildiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0.0001). Preeklampsi olan gebelerin bebeklerinin dogum agirliklarinin kontrol
grubundaki gebelerin bebeklerinden daha diisiik bulunmustur. Preeklampsi gruplar
arasindaki gebelerin bebeklerinin dogum kilolar1 karsilastirildiginda ise erken gruptaki
preeklampsi gebelerinin bebeklerinin ge¢ gruptaki preeklamptik gebelerin bebeklerinin
dogum kilolarindan daha diisiikk oldugu goriilmistiir. Preeklamptik gebelerde agir
preeklampsi grubundaki gebelerin bebeklerinin dogum kilolarinin ise hafif preeklampsi

gruptaki gebelerin bebeklerinkinden diisiik oldugu bulunmustur (Tablo 11).

Preeklampsili gebeler ile kontrol grubu gebelerin fetiis cinsiyetleri agisindan
istatistiksel olarak karsilagtirildiginda anlamli bir fark saptanmamistir (p<0.781).
Preeklamptik gebelerin fetiis cinsiyeti erken agir, erken hafif, gec agir ve ge¢ hafif

olarak istatistiksel yonden karsilastirildiginda da fark anlamli bulunmamastir (Tablo 11).
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Preeklampsili gebelerin bebeklerinin %24.1°1 (n=20) [UGR (intrautarin gelisim

geriligi) mevcutken,

kontrol

gebeleri

bebeklerinde

IUGR bulunmamaktadir.

Preeklampsili gebelerden erken hafif gebelerin bebeklerinin %20.8’inde erken agir

gebelerinin ise %62,5’inde IUGR gelismistir. Ge¢ agir preeklampsili gebelerin

bebeklerinin %26.3’iinde IUGR gelisirken ge¢ hafif gebelerinin bebeklerinin gelisimleri

normaldir. Tiim gruplar arasindaki fark istatistiksel agidan anlamlidir (p<0.0001).

Tablo 11: Preeklampsi (PE) ve kontrol gruplari arast dogum sonuglarinin

karsilastirilmasi
Erken agir | Erken hafif | Ge¢ agir | Ge¢ hafif | Kontrol 29. | Kontrol 37.| P
PE PE (n=24) | PE (n=19) | PE (n=24) | Hafta Hafta (n=26)
(n=16) (n=26)
Dogum | 31.6+32 | 358+42 | 374+1.6 | 38313 | 392+1.2 39.3+1.2 |<0.0001
Haftasi
Dogum 1275.9 + 2409.2 £ 2693.4+ | 30239+ 3414.6 £ 3340.7+ | <0.0001
Agirligi 686.6 929.9 735.4 613.0 382.1 443.1
IUGR %62.5 %20.8 %26.3 %0 %0 %0 <0.0001
n=10 n=5 n=5
Dogum
Sekli;
%93.8 %79.2 %73.7 %50 %38.5 %34.6
Sezeryan n=15 n=19 n=14 n=12 n=10 n=9 <0.0001
%6.2 %20.8 %26.3 %50 %61.5 %65.4
Vajinal n=1 n=5 n=5 n=12 n=16 n=17
Fetal
Cinsiyet;
Erkek %50 %41.7 %47.4 %37.5 %56 %53.8 0.781
n=8 n=10 n=9 n=9 n=14 n=14
Kiz %50 %58.3 %52.6 %62.5 %44 %46.2
n=8 n=14 n=10 n=15 n=12 n=12

Calisma gruplarindan erken donemdeki preeklampsi ve kontrol gruplar

arasindaki dogum sonu sonuclar1 Tablo 12’de verilmistir. Buna gore, fetal cinsiyet

acisindan gruplar arasinda fark olmadigi belirlenmistir (p=0.603). Ancak dogum

agirhigl, dogum haftasi, [UGR ve dogum sekli yoniinden erken donem preeklamptik
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gebeler ve 29.hafta kontrolleri karsilastirildiginda (Tablo 12) gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklar bulunmustur (p<0.0001).

Tablo 12: Erken hafif, erken agir precklampsi (PE) ve 29.hafta kontrol gruplari

arast dogum sonuglarinin karsilastirilmast

Erken agir | Erken hafif | Kontrol P
PE PE 29. hafta
Dogum 31.6£3.2 358+4.2 | 39.2+1.2
Haftasi <0.0001
Dogum 12759+ 2409.2 £ 3414.6 £
Agitlig 686.6 929.9 3821 | <0.0001
IUGR %62.5 %20.8
n=10 n=5 %o | <0000
Dogum
Sekli;
Sezeryan %93.7 %79.2 %38.5 <0.0001
n=15 n=19 n=10
Vajinal %6.3 %20.8 %61.5
n=1 n=>5 n=16
Fetal
Cinsiyet;
Erkek %50 %41.7 %56
n=8 n=10 n=14 | 0603
Kiz %50 %58.3 %44
n=8 n=14 n=12

Geg donemdeki preeklampsi ve 37. hafta kontrol gruplari arasindaki dogum
sonu sonuglart Tablo 13’de verilmistir. Sonuglar istatistiksel olarak karsilastirildiginda,
fetal cinsiyet acisindan gruplar arasinda fark olmadigi belirlenmistir (p=0.509). Dogum
agirhigi, dogum haftasi, IUGR ve dogum sekli yoniinden karsilastirildiginda ise (Tablo
13) gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar bulunmustur (sirasiyla p=0.003,

p<0.0001, p=0.001, p=0.035).
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Tablo 13: Geg hafif, gec¢ agir preeklampsi (PE) ve 37.hafta kontrol gruplar arasi

dogum sonuglarinin karsilastirilmasi

Geg¢  agir | Geg hafif | Kontrol P
PE PE 37. Hafta
Dogum 374+16 | 383+1.3 393 +
Haftasi 1.2 <0.0001
Dogum 2693.4 + 3023.9 + 3340.7 &+
Agirhig 735.4 613.0 4431 0.003
[0) [0) 0
IUGR /02_6.3 %0 %0 0.001
n=5
Dogum
Sekli;
Sezeryan 0073.7 9050 0034.6
n=14 n=12 n=9 0.035
Vajinal %26.3 %50 %65.4
n=5 n=12 n=17
Fetal
Cinsiyet;
Erkek %47.4 %37.5 %53.8
n=9 n=9 n=14 0.509
Kiz %52.6 %62.5 %46.2
n=10 n=15 n=12

Preeklampsili gebe gruplar1 ve kontrol 29. ve 37. Hafta gebeleri hemoglobin
(p=0.740), trombosit (p=0.120), ALT (p=0.069) degerleri acgisindan karsilastirildiginda

fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Tablo 14).

Tim gruplar arasinda WBC (p=0.049), AST (p=0.040), LDH (p=0.001),
kreatinin (p<0.0001), ve total protein (p<0.0001) serum degerleri karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (Tablo 14).
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Tablo 14: Erken ve gec preeklamptik (PE) gebeler ile 29. ve 37. Hafta kontrol

gebeleri biyokimyasal parametreler

Erken agir | Erken hafif | Geg agir PE | Geg hafif PE | Kontrol | Kontrol P

PE PE 29. Hafta | 37. hafta
Hemoglobin | 11.9+ 1.7 11.4+1.3 11.8+2.9 11.1+1.4 11.6 £1.9 | 11.7 £2.0 | 0.740
, g/dL
Trombosit, |2154+ 2314 + 176.9 £ 209.5+53.5 | 2184+ 205.2 + 0.120
x10%uL | 86.9 68.1 68.9 50.4 51.3
WBC, 12.6+4.0 11.8+3.8 12.1+£3.9 11.1+£3.8 10.1 £+ 9.9+2.0 | 0.049
mm3 2.3
AST, 925+ 222 +33.1 |40.2+253 |20.7+£8.5 14.9 + 152+ 0.040
U/L 233.2 4.4 4.6
ALT, 96.3 + 209+80.3 |389+£429 |150+12.8 |11.8+ 11.7+ 0.069
U/L 254.8 6.0 6.2
LDH, 408.0 £ 2199 £ 301.6 £ 227.8+753 | 177.5+ 183.3 £ 0.001
U/L 483.5 65.7 111.2 29.8 404
Kreatinin, 0.6+0.1 0.5+0.1 0.6+0.2 0.5+0.1 0.5+0.1 | 0.5+0.1 |<0.0001
mg/dL
Total 6.3+0.7 6.3+0.7 5.8+£0.5 6.2+0.5 6.7+0.5 | 6.6+0.5 | <0.0001
protein,
g/dL
Idrarda 0.9+0.5 1.25%1.6 1.7+1.9 1.9+2.6 0.0+0.0 0.0+0.0 <0.0001
protein

Erken agir, erken hafif ve 29. Hafta kontrol gebeleri biyokimyasal degerleri

acisindan karsilastirildiginda LDH, kreatinin, total protein ve idrarda protein degerleri

karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (sirasiyla p=0.011,

p<0.0001, p<0.029, p<0.0001) (Tablo 15).
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Tablo 15: Erken agir, erken hafif preeklampsi (PE) ve 29. hafta kontrol gebeleri

Biyokimyasal Parametreleri

Erken agir PE | Erken  hafif | Kontrol 29.| P
PE Hafta

Hemoglobin, 11.9+1.7 114+13 11.6 £1.9 0.572
g/DlI
Trombosit, 215.4+86.9 | 231.4+68.1 | 2184+504 0.705
x 10%/uL
WBC, 126 £4.0 11.8+3.8 10.1+2.3 0.055
mm3
AST, 92.5+2332 | 22.2+33.1 149+44 0.089
U/L
ALT, 96.3+254.8 | 29.9+80.3 11.8+6.0 0.135
U/L
LDH, 408.0+483.5 | 2199+£65.7 | 177.5£29.8 0.011
U/L
Kreatinin, 0.6 +0.1 0.5+0.1 0.5+0.1 0.0001
mg/dL
Total 6.3+0.7 6.3+0.7 6.7£0.5 0.029
protein, g/dL
Idrarda 09+0.5 1.25+1.6 0.0+0.0 <0.0001
protein

Gec agir, gec hafif ve 37. hafta kontrol gebeleri biyokimyasal degerleri

karsilastirildiginda ise, AST, ALT, LDH, kreatinin, total protein ve idrarda protein

acisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (sirasiyla; p<0.0001, p=0.001,

p=0.001, p<0.0001, p<0.0001, p<0.001) (Tablo 16).
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Tablo 16: Geg agir, ge¢ hafif preeklampsi (PE) ve 37. Hafta kontrol gebeleri

Biyokimyasal Parametreleri

Geg agir PE | Geg hafif PE | Kontrol 37. P
Hafta

Hemoglobin, 11.8+2.9 11.1+1.4 11.7£2.0 0.475
g/Dl
Trombosit, 176.9+68.9 | 209.5+53.5 | 2052+51.3 | 0.149
x 10%/uL
WBC, 12.1+3.9 11.1 £3.8 9.9+2.0 0.093
mm3
AST, 40.2+25.3 20.7+ 8.5 152+4.6 0.0001
U/L
ALT, 389+42.9 15.0+12.8 11.7+6.2 0.001
U/L
LDH, 301.6x111.2 | 227.8+753 | 183.3+40.4 0.001
uU/L
Kreatinin, 0.6+0.2 0.5+0.1 0.5+0.1 0.0001
mg/dL
Total protein, 5.8+0.5 6.2+0.5 6.6 0.5 0.0001
g/dL
Idrarda protein 1.7£1.9 1.9£2.6 0.0£0.0 0.001

Kontrol grubunun erken ve ge¢ donemlerdeki biyokimyasal parametrelerdeki

degisimleri Tablo 17°de 6zetlenmektedir. Buna gore, 29. hafta kontrol gebeleri ile 37.
hafta kontrol gebeleri hemoglobin, trombosit ve WBC sayilar1 ile AST, ALT, LDH,

kreatinin, total protein diizeyleri agisindan karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli

fark bulunmamustir (Tablo 17). Saglikli gebelerde idrarda protein bulunmadigindan

preeklampsili gebelerin idrarindaki protein miktar: artis1 tanida dnem tasimaktadir.



Tablo 17: 29. hafta ve 37. hafta kontrol gebeleri biyokimyasal parametreleri

Kontrol 29. Kontrol 37. P
hafta Hafta

Hemoglobin, 11.6 £1.9 11.7 £2.0 0.826
g/dL
Trombosit, 218.4+50.4 205.2 +£51.3 0.898
x 10%/uL
WBC, 10.1+£23 9.9+2.0 0.973
mm3
AST, 149+44 15.2+4.6 0.760
U/L
ALT, 11.8+6.0 11.7+6.2 0.771
U/L
LDH, 177.5+29.8 183.3+404 0.102
U/L
Kreatinin, 0.5=+0.1 0.5+0.1 0.495
mg/dL
Total 6.7+0.5 6.6 0.5 0.730
protein, g/dL
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Calismada, hasta ve saglikli gebe gruplar1 arasinda klinik parametrelerin

incelemeleri ardindan se¢ilen miRNA’larin ifade diizeyleri karsilastirildi.

Erken hafif, erken agir, ge¢ hafif, ge¢ agir preeklampsi gruplar ile 29. hafta
kontrol grubu ve 37. hafta kontrol gruplar1 arasinda miRNA’larin ekspresyon diizeyleri
karsilastiririldi. Tablo 18’de gruplarin rolatif kantitasyon (RK, degisim katsayilari)
degerleri verilmistir. Tim gruplar arasinda yapilan Kruskal-Wallis testi analizinde miR-

21-3p’de anlamli bir fark varken diger miRNA’larda fark gézlenmemistir (Tablo 18).
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Tablo 18: Erken hafif preeklampsi (PE), erken agir preeklampsi, ge¢ hafif

preeklampsi, ge¢ agir preeklampsi, 29. Hafta kontrol ve 37. Hafta kontrol gruplari

arasindaki miRNA ifade diizeyi karsilastirmalari

Erken Erken Geg Geg Kontrol | Kontrol
miRNA hafif PE | agir PE | hafif PE | Agir PE | 29. hafta | 37. hafta P
miR-155-5p | 1.6 £2.9 | 1.2+0.9 | 1.1£2.1 1.2+1.2 | 1.2+1.2 | 1.7£1.6 |0.224
miR-21-3p | 0.8+0.6 |1.6+£2.0 | 1.1£1.4 09+08 |14+£2.6 |[1.7+£1.3 | 0.044
miR-518b 24+£24 |55+6.8 |5.6+11.7 |3.0+29 |12+0.7 [{3.2+72 | 0.103

Erken donem agir ve hafif preeklampsi ile 29. hafta kontrol grubu arasinda

yapilan

analiz

sonuclarina

gore

miRNA’larin

ekspresyon

diizeylerinin

karsilastirilmasinda (Tablo 19), miR-518b diizeyinin kontrole goére preeklampsili

gebelerde anlamli olarak arttigi gozlenmistir. Buna gore, miR-518b diizeyinin agir

preeklamsili gebelerde 4.6 kat, hafif preeklamsili gebelerde ise 2 kat arttigi

belirlenmistir.

Tablo 19: Erken donem hafif ve agir preeklampsi (PE) ve 29. hafta kontrol

gruplar1 arasindaki miRNA ifade diizeyi karsilagtirmalari

miRNA Erken agir PE Erken hafif PE Kontrol 29. Hafta p*
RK degeri (Ort +SD) RK Degeri (Ort £SD) RK Degeri (Or+SD)
miR-155-5p 1.2+0.9 16+29 1.2+1.2 0.835
miR-21-3p 1.6+2.0 0.8+0.6 1.4+2.6 0.381
miR-518b 5.5+6.8 24+24 1.2+0.7 0.023

RK: Rolatif kantitasyon, *Kruskal-Wallis test sonucu
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Geg agir ve geg hafif preeklampsi ile 37. hafta kontrol grubu arasinda yapilan
analiz sonuclarma goére miRNA’larin ekspresyon diizeylerinin karsilastirilmasinda
(Tablo 20), miR-155-5p diizeyinin kontrole gore preeklampsili gebelerde anlamli olarak
azaldigr gozlenmistir. MiR-155-5p diizeyinin agir preeklampsili gebelerde 1.4 kat
azaldig1, hafif preeklampsili gebelerde ise 1.5 kat azaldigi belirlenmistir. Ayrica, miR-
21-3p diizeyinin kontrole gore preeklampsili gebelerde anlamli olarak azaldigi
gozlenmistir. miR-21-3p diizeyinin agir preeklampsili gebelerde 1.9 kat azaldigi, hafif
preeklampsili gebelerde 1.5 kat azaldig1 belirlenmistir.
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Tablo 20: Geg¢ donem hafif ve agir preeklampsi (PE) ve 37. hafta kontrol

MiRNA Geg agir PE Geg hafif PE Kontrol 37. Hafta p*
RK seviyesi (Ort£SD) | RK seviyesi (Ort£SD) | RK seviyesi (Ort£SD)
miR-155-5p 1.2+1.2 1.1+ 2.1 1.7+ 1.6 0.051
miR-21-3p 09+0.8 1.1+1.4 1.7+1.3 0.019
miR-518b 3.0+29 56+11.7 32+72 0.364

grafigi
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.
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T
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P=0.019

o
=

Geg Agir PE
Geq Donem

RK: Rolatif kantitasyon, *Kruskal-Wallis test sonucu
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Sekil 16: miR-21-3p’nin ge¢ donemdeki gebeliklerde rolatif kantitasyon degeri
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29. hafta kontrol ve 37. hafta kontrol grubu arasinda yapilan analiz sonuglarina
gore miRNA’larin ekspresyon diizeylerinin karsilastirilmasinda (Tablo 21), sadece miR-
21-3p diizeyinin  gebelik haftas1 ilerledik¢ce anlamli bir sekilde 1.2 kat arttig

gbzlenmistir.

Tablo 21: 29. hafta kontrol ve 37. hafta kontrol gruplari arasindaki miRNA

ekspresyon diizeyi karsilagtirmalari

miRNA 29. hafta control 37. hafta kontrol p*
RK seviyesi (Ort=SD) | RK seviyesi (Ort=SD)
miR-155-5p 1.2+1.2 1.7+£1.6 0.151
miR-21-3p 14+£26 1.7+1.3 0.021
miR-518b 1.2+0.7 32+72 0.843

RK: Rolatif kantitasyon, *Mann-Whitney U test sonucu

Caligmamizda ayrica ge¢ donemde gruplardaki her bir miRNA’nin klinik ve
biyokimyasal siirekli degiskenler ile korelasyonu Sperman’s testi ile incelenmistir
(Tablo 22-24). Buna gore miR-21-3p diizeyinin, kan protein/kreatin miktari, LDH
diizeyi, gebelikte SKB ve BKI degerleri ile zayifda olsa negatif korelasyonu oldugu
bulunmustur (Tablo 22).
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Tablo 22: Geg¢ donem gruplarda miR-21-3p diizeyi ile klinik ve biyokimyasal

degiskenler arasindaki korelasyon

Gebelikte BK1

Korelasyon katsayisi (1) P

Idrarda protein mg -0.27 0.112
Protein/keratin -0.28 0.024
Kreatin mg/dL -0.16 0.203
Total protein g/dL 0.18 0.145
WBC mm® -0.16 0.897
Trombosit x 10%/pL -0.16 0.178
AST U/L -0.05 0.674
ALT U/L -0.02 0.897
LDH U/L -0.33 0.005
Gebelikte diyastolik KB mmHg -0.21 0.079
Gebelikte sistolik KB mmHg -0.31 0.011

-0.28 0.020

Geg donem gruplardaki miR-155-5p ifade diizeyinin, sadece BKI degerleri ile

zay1f bir negatif korelasyonu oldugu bulunmustur (Tablo 23).
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Tablo 23: Geg¢ donem gruplarda miR-155-5p diizeyi ile klinik ve biyokimyasal

degiskenler arasindaki korelasyon

Korelasyon katsayisi (1) P
Idrarda protein, mg -0.21 0.214
Protein/keratin -0.18 0.161
Kreatin, mg/dL -0.04 0.770
Total protein, g/dL 0.14 0.264
WBC, mm® -0.08 0.503
Trombosit, x 10%/uL -0.20 0.099
AST, U/L -0.04 0.772
ALT, U/L 0.04 0.739
LDH, U/L -0.19 0.122
Gebelikte diyastolik KB, mmHg -0.09 0.428
Gebelikte sistolik KB, mmHg -0.18 0.137
Gebelikte BKI 0.25 0.042

Geg donem gruplardaki miR-518b diizeyinin, biyokimyasal degerler ile anlamli

bir korelasyonu bulunmamistir (Tablo 24).
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Tablo 24: Ge¢ donem gruplarda miR-518b diizeyi ile klinik ve biyokimyasal

degiskenler arasindaki korelasyon

Korelasyon katsayisi (1) P
Idrarda protein, mg 0.21 0.222
Protein/keratin 0.18 0.159
Kreatin, mg/dL -0.04 0.731
Total protein, g/dL 0.02 0.856
WBC, mm® 0.11 0.375
Trombosit, x 10%/uL -0.05 0.662
AST, U/L 0.15 0.233
ALT, U/L 0.23 0.060
LDH, U/L 0.04 0.738
Gebelikte diyastolik KB mmHg 0.22 0.071
Gebelikte sistolik KB mmHg 0.17 0.162
Gebelikte BKI 0.04 0.765

Ge¢ donem gruplardaki miR-21-3p, miR-155-5p ve miR-518b diizeyleri

arasinda saptanan pozitif korelasyonlar Tablo 25’de gosterilmektedir (p<0.001).

Tablo 25: Geg donemde preeklampsi ve kontrol gruplarindaki miRNA diizeyleri

birbirleri arasindaki korelasyonlar

miR-21-3p miR-518b miR-155-5p
miR-21-3p 1 0.463 0.810
miR-518b 0.463 1 0.509
miR-155-5p 0.810 0.509 1

r degerleri: Sperman’in koelasyon katsayisi, p<0.001

Geg hafif donem grupta miR-21-3p diizeyinin, biyokimyasal degerler ile anlamli

bir korelasyonu bulunmamistir (Tablo 26).
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Tablo 26: Geg¢ hafif donemde miR-21-3p diizeyi ile klinik ve biyokimyasal

degiskenler arasindaki korelasyon

Korelasyon katsayisi (1) P
Idrarda protein, mg -0.54 0.171
Protein/keratin 0.08 0.724
Kreatin, mg/dL -0.14 0.499
Total protein, g/dL 0.17 0.425
WBC, mm® 0.13 0.540
Trombosit, x 10%/uL -0.34 0.102
AST, U/L 0.33 0.119
ALT, U/L 0.19 0.376
LDH, U/L -0.39 0.063
Gebelikte diyastolik KB mmHg 0.23 0.273
Gebelikte sistolik KB mmHg 0.03 0.883
Gebelikte BKI -0.32 0.127

Geg¢ hafif donem grupta miR-155-5p diizeyinin, biyokimyasal degerler ile

anlamli bir korelasyonu bulunmamustir (Tablo 27).
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Tablo 27: Geg hafif donemde miR-155-5p diizeyi ile klinik ve biyokimyasal

degiskenler arasindaki korelasyon

Korelasyon katsayisi (1) P
Idrarda protein, mg -0.39 0.333
Protein/keratin -0.03 0.894
Kreatin, mg/dL -0.12 0.588
Total protein, g/dL 0.28 0.187
WBC, mm® 0.27 0.205
Trombosit, x 10%/uL -0.17 0.436
AST, U/L 0.19 0.387
ALT, U/L -0.05 0.834
LDH, U/L -0.32 0.128
Gebelikte diyastolik KB mmHg 0.23 0.267
Gebelikte sistolik KB mmHg 0.04 0.863
Gebelikte BKI -0.24 0.269

Geg hafif donem grupta miR-518b ifade diizeyinin, sadece LDH degerleri ile
zayif bir negatif korelasyonu oldugu bulunmustur (Tablo 28).
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Tablo 28: Geg¢ hafif donemde miR-518b diizeyi ile klinik ve biyokimyasal

degiskenler arasindaki korelasyon

Korelasyon katsayisi (1) P
Idrarda protein, mg -0.35 0.399
Protein/keratin 0.12 0.608
Kreatin, mg/dL -0.20 0.340
Total protein, g/dL 0.28 0.178
WBC, mm® 0.06 0.774
Trombosit, x 10%/uL -0.01 0.995
AST, U/L 0.19 0.378
ALT, U/L 0.14 0.520
LDH, U/L -0.43 0.036
Gebelikte diyastolik KB mmHg 0.17 0.415
Gebelikte sistolik KB mmHg -0.14 0.526
Gebelikte BKI -0.21 0.324

Geg hafif donem gruptaki miR-21-3p, miR-155-5p ve miR-518b diizeyleri
arasinda saptanan pozitif korelasyonlar Tablo 29’da gosterilmektedir (p<0.001).
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Tablo 29: Geg¢ hafif donemde preeklampsi miRNA diizeyleri birbirleri

arasindaki korelasyonlar

miR-21-3p miR-518b miR-155-5p
miR-21-3p 1 0.720 0.872
miR-518b 0.720 1 0.754
miR-155-5p 0.872 0.754 1

r degerleri: Sperman’in koelasyon katsayisi, p<0.001

Geg agir donem grupta miR-21-3p ifade diizeyinin, sadece trombosit degerleri

ile orta bir negatif korelasyonu oldugu bulunmustur (Tablo 30).

Tablo 30: Ge¢ agir donemde miR-21-3p diizeyi ile klinik ve biyokimyasal

degiskenler arasindaki korelasyon

Korelasyon katsayisi (r) P
Idrarda protein, mg -0.50 0.667
Protein/keratin 0.38 0.134
Kreatin, mg/dL -0.21 0.399
Total protein, g/dL -0.28 0.251
WBC, mm® -0.13 0.596
Trombosit, x 10%/uL -0.66 0.002
AST, U/L 0.03 0.897
ALT, U/L -0.08 0.737
LDH, U/L -0.06 0.803
Gebelikte diyastolik KB mmHg -0.09 0.701
Gebelikte sistolik KB mmHg -0.15 0.544
Gebelikte BKI -0.27 0.257
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Geg agir donem grupta miR-155-5p ifade diizeyinin, sadece trombosit degerleri

ile zay1f bir negatif korelasyonu oldugu bulunmustur (Tablo 31).

Tablo 31: Ge¢ agir donemde miR-155-5p diizeyi ile klinik ve biyokimyasal

degiskenler arasindaki korelasyon

Korelasyon katsayisi () P
Idrarda protein, mg -0.50 0.667
Protein/keratin 0.44 0.077
Kreatin, mg/dL -0.21 0.399
Total protein, g/dL -0.11 0.659
WBC, mm® -0.14 0.580
Trombosit, x 10%/uL -0.47 0.042
AST, U/L 0.15 0.553
ALT, U/L 0.21 0.399
LDH, U/L 0.04 0.881
Gebelikte diyastolik KB mmHg -0.10 0.684
Gebelikte sistolik KB mmHg -0.07 0.768
Gebelikte BKI -0.37 0.119

Geg agir donem grupta miR-518b diizeyinin, biyokimyasal degerler ile anlamli

bir korelasyonu bulunmamustir (Tablo 32).
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Tablo 32: Geg¢ agir donemde miR-518b diizeyi ile klinik ve biyokimyasal

degiskenler arasindaki korelasyon

Korelasyon katsayisi (1) P
Idrarda protein, mg 0.50 0.667
Protein/keratin 0.31 0.219
Kreatin, mg/dL -0.03 0.915
Total protein, g/dL -0.19 0.428
WBC, mm® 0.31 0.205
Trombosit, x 10%/uL -0.32 0.185
AST, U/L 0.12 0.615
ALT, U/L 0.28 0.242
LDH, U/L 0.30 0.212
Gebelikte diyastolik KB mmHg 0.23 0.349
Gebelikte sistolik KB mmHg 0.40 0.091
Gebelikte BKI -0.09 0.716

Ge¢ agir donem gruptaki miR-21-3p, miR-155-5p ve miR-518b diizeyleri

arasinda saptanan pozitif korelasyonlar Tablo 33’de gosterilmektedir (p<0.05).

Tablo 33: Geg agir donemde preeklampsi miRNA diizeyleri birbirleri arasindaki

korelasyonlar

miR-21-3p miR-518b miR-155-5p
miR-21-3p 1 0.265 0.823
miR-518b 0.265 1 0.418
miR-155-5p 0.823 0.418 1

r degerleri: Sperman’in koelasyon katsayisi, p<0.05
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Caligmamizda erken donem gruplardaki her bir miRNA’nmn klinik ve
biyokimyasal siirekli degiskenler ile korelasyonu Sperman’s testi ile incelenmistir
(Tablo 34-36). Buna gore miR-21-3p ifade diizeyinin biyokimyasal degerler ile anlamli

bir korelasyonu olmadigi saptanmistir (Tablo 34).

Tablo 34: Erken donem gruplarda miR-21-3p diizeyi ile klinik ve biyokimyasal

degiskenler arasindaki korelasyon

Korelasyon katsayisi (1) P degeri
Idrarda protein mg -0.09 0.547
Protein/keratin 0.16 0.269
Kreatin mg/dL 0.02 0.880
Total protein g/dL 0.04 0.770
WBC mm® 0.19 0.127
Trombosit x 10°/uL -0.06 0.642
AST U/L -0.05 0.703
ALT U/L 0.04 0.731
LDH U/L -0.11 0.403
Gebelikte diyastolik KB mmHg 0.04 0.782
Gebelikte sistolik KB mmHg 0.04 0.760
Gebelikte BKI 0.09 0.498

Erken donem gruplardaki miR-155-5p ifade diizeyinin, biyokimyasal degerler

ile iligkili korelasyonu olmadigi bulunmustur (Tablo 35).
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Tablo 35: Erken preeklamptik gruplarda miR-155-5p diizeyi ile klinik ve

biyokimyasal degiskenler arasindaki korelasyon

Korelasyon katsayisi (1) P degeri
Idrarda protein, mg -0.06 0.692
Protein/keratin 0.14 0.328
Kreatin, mg/dL 0.03 0.832
Total protein, g/dL -0.08 0.530
WBC, mm® 0.03 0.829
Trombosit, x 10%/uL -0.07 0.569
AST, U/L -0.08 0.501
ALT, U/L 0.13 0.318
LDH, U/L -0.13 0.305
Gebelikte diastolik KB, mmHg -0.001 0.992
Gebelikte sistolik KB, mmHg 0.009 0.940
Gebelikte BKI 0.05 0.689

Erken donem gruplardaki miR-518b ifade diizeyinin, kan protein/kreatin
miktari, idrarda protein, gebelikte SKB ve DKB degerleri ile zayifda olsa pozitif
korelasyonu oldugu bulunmustur (Tablo 36).
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Tablo 36: Erken donem gruplarda miR-518b diizeyi ile klinik ve biyokimyasal

degiskenler arasindaki korelasyon

Korelasyon katsayisi (1) P degeri
Idrarda protein, mg 0.27 0.049
Protein/keratin 0.40 0.005
Kreatin, mg/dL -0.05 0.717
Total protein, g/dL -0.05 0.700
WBC, mm® 0.24 0.054
Trombosit, x 10%/uL 0.10 0.426
AST, U/L 0.03 0.806
ALT, U/L 0.05 0.714
LDH, U/L 0.08 0.546
Gebelikte diastolik KB, mmHg 0.27 0.033
Gebelikte sistolik KB, mmHg 0.28 0.024
Gebelikte BKI 0.15 0.237

Ayrica ¢alismamizda erken donem gruplarindaki her bir miRNA’nin birbirleri

ile korelasyonu Sperman’s testi ile incelenmistir (Tablo 37). Buna gére, miR-21-3p,

miR-155-5p ve miR-518b diizeyleri arasinda bulunan anlamli pozitif korelasyonlar

(p<0.05) Tablo 37°de verilmektedir.
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Tablo 37: Erken donemde preeklampsi ve kontrol gruplarindaki miRNA

diizeyleri arasindaki korelasyonlar

miR-21-3p miR-518b miR-155-5p
miR-21-3p 1 0.502 0.763
miR-518b 0.502 1 0.535
miR-155-5p 0.763 0.535 1

r degerleri: Sperman’in korelasyon katsayisi, p<0.05

Erken hafif donemde miR-21-3p ifade diizeyinin, AST, LDH degerleri ile zayif,
ALT degeri ile orta negatif korelasyonu oldugu bulunmustur (Tablo 38).

Tablo 38: Erken hafif donemde miR-21-3p diizeyi ile klinik ve biyokimyasal

degiskenler arasindaki korelasyon

Korelasyon katsayisi (1) P
Idrarda protein, mg 0.02 0.949
Protein/keratin -0.09 0.800
Kreatin, mg/dL -0.20 0.374
Total protein, g/dL -0.20 0.364
WBC, mm® 0.03 0.893
Trombosit, x 10°/uL -0.20 0.361
AST, U/L -0.45 0.033
ALT, U/L -0.52 0.011
LDH, U/L -0.43 0.042
Gebelikte diyastolik KB mmHg -0.03 0.883
Gebelikte sistolik KB mmHg 0.08 0.713
Gebelikte BKI -0.14 0.530
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Erken hafif donemde miR-155-5p ifade diizeyinin, biyokimyasal degerler ile

iliskili korelasyonu olmadig1 bulunmustur (Tablo 39).

Tablo 39: Erken hafif donemde miR-155-5p diizeyi ile klinik ve biyokimyasal

degiskenler arasindaki korelasyon

Korelasyon katsayisi (1) P
Idrarda protein, mg 0.07 0.771
Protein/keratin 0.20 0.552
Kreatin, mg/dL 0.02 0.923
Total protein, g/dL -0.25 0.234
WBC, mm® -0.02 0.913
Trombosit, x 10%/uL -0.20 0.368
AST, U/L -0.40 0.054
ALT, U/L -0.26 0.219
LDH, U/L -0.35 0.091
Gebelikte diyastolik KB mmHg -0.23 0.276
Gebelikte sistolik KB mmHg 0.11 0.607
Gebelikte BKI 0.17 0.939

Erken hafif donemde miR-518b ifade diizeyinin, AST degeri ile zayif, ALT

degeri ile orta negatif korelasyonu oldugu bulunmustur (Tablo 40).
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Tablo 40: Erken hafif donemde miR-518b diizeyi ile klinik ve biyokimyasal

degiskenler arasindaki korelasyon

Korelasyon katsayaist (r) P
Idrarda protein, mg 0.23 0.330
Protein/keratin 0.06 0.872
Kreatin, mg/dL -0.15 0.481
Total protein, g/dL 0.04 0.844
WBC, mm® 0.11 0.604
Trombosit, x 10%/uL -0.01 0.987
AST, U/L -0.47 0.022
ALT, U/L -0.55 0.005
LDH, U/L -0.30 0.152
Gebelikte diyastolik KB mmHg -0.06 0.772
Gebelikte sistolik KB mmHg 0.22 0.296
Gebelikte BKI 0.01 0.994

Ayrica erken hafif preeklampside miR-21-3p, miR-155-5p ve miR-518b
diizeyleri arasinda bulunan anlamli pozitif korelasyonlar (p<0.001) Tablo 41’de

verilmektedir.

Tablo 41: Erken hafif preeklampsi miRNA diizeyleri birbirleri arasindaki
korelasyonlar

miR-21-3p miR-518b miR-155-5p
miR-21-3p 1 0.545 0.773
miR-518b 0.545 1 0.598
miR-155-5p 0.773 0.598 1

r degerleri: Sperman’in korelasyon katsayisi, p<0.001
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Erken agir donemde miR-21-3p ifade diizeyinin, total protein degeri ile orta

pozitif korelasyonu oldugu bulunmustur (Tablo 42).

Tablo 42: Erken agir donemde miR-21-3p diizeyi ile klinik ve biyokimyasal

degiskenler arasindaki korelasyon

Korelasyon katsayisi (r) P
Idrarda protein, mg 0.18 0.670
Protein/keratin 0.16 0.603
Kreatin, mg/dL 0.23 0.387
Total protein, g/dL 0.51 0.043
WBC, mm® 0.47 0.068
Trombosit, x 10%/uL 0.04 0.875
AST, U/L 0.29 0.274
ALT, U/L 041 0.111
LDH, U/L 0.38 0.152
Gebelikte diyastolik KB mmHg -0.10 0.710
Gebelikte sistolik KB mmHg 0.42 0.877
Gebelikte BKI -0.09 0.733

Erken agir donemde miR-155-5p ifade diizeyinin ALT degeri ile orta pozitif
korelasyonu oldugu bulunmustur (Tablo 43).
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Tablo 43: Erken agir donemde miR-155-5p diizeyi ile klinik ve biyokimyasal

degiskenler arasindaki korelasyon

Korelasyon katsayisi (1) P
Idrarda protein, mg -0.12 0.778
Protein/keratin 0.31 0.301
Kreatin, mg/dL -0.12 0.669
Total protein, g/dL 0.15 0.957
WBC, mm® 0.27 0.305
Trombosit, x 10%/uL 0.14 0.617
AST, U/L 0.15 0.572
ALT, U/L 0.52 0.038
LDH, U/L -0.01 0.974
Gebelikte diyastolik KB mmHg -0.07 0.811
Gebelikte sistolik KB mmHg -0.19 0.486
Gebelikte BKI -0.19 0.488

Erken agir donemde miR-518b ifade diizeyinin, protein/kreatin degeri ile orta

degerde pozitif korelasyonu oldugu bulunmustur (Tablo 44).
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Tablo 44: Erken agir donemde miR-518b diizeyi ile klinik ve biyokimyasal

degiskenler arasindaki korelasyon

Korelasyon katsayisi (1) P
Idrarda protein, mg 0.43 0.289
Protein/keratin 0.60 0.031
Kreatin, mg/dL -0.39 0.136
Total protein, g/dL -0.29 0.285
WBC, mm® 0.15 0.575
Trombosit, x 10%/uL 0.34 0.196
AST, U/L -0.15 0.586
ALT, U/L 0.18 0.516
LDH, U/L -0.02 0.931
Gebelikte diyastolik KB, mmHg 0.01 0.977
Gebelikte sistolik KB, mmHg -0.01 0.982
Gebelikte BKI -0.08 0.778

Erken agir preeklampside miR-21-3p, miR-155-5p ve miR-518b diizeyleri

arasinda bulunan anlamli pozitif korelasyonlar (p<0.05) Tablo 45’de verilmektedir.

Tablo 45: Erken agir preeklampsi miRNA diizeyleri birbirleri arasindaki

korelasyonlar

miR-21-3p miR-518b miR-155-5p
miR-21-3p 1 0.378 0.683
miR-518b 0.378 1 0.734
miR-155-5p 0.683 0.734 1

r degerleri: Sperman’in korelasyon katsayisi, p<0.05
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Korelasyon analizlerinde 6zet olarak, ge¢ donemin tiim alt gruplarinda miR-
518b diizeyi ile herhangi bir parametre ile korelasyon bulunmamigken, miR-21-3p
diizeyi ile kan protein/kreatin miktar;, LDH diizeyi, gebelikte SKB ve BKI degerleri ile
zayifda olsa negatif korelasyonu oldugu, miR-155-5p ifade diizeyinin ise sadece BKI
degerleri ile zayif bir negatif korelasyonu oldugu bulunmustur.

Geg donemde klinik siddetine gére miRNA’larin korelasyonuna bakildiginda;
Hafif grupta, sadece miR-518b ifade diizeyi LDH degerleri ile zayif bir negatif
korelasyonu oldugu bulunmustur. Agir klinik grupta ise, miR-21-3p ve miR-155-5p
ifade diizeyleri sadece trombosit degerleri ile negatif korelasyonu oldugu tespit
edilmistir.

Calismamizda erken donem gruplardaki her bir miRNA’nin klinik ve
biyokimyasal siirekli degiskenler ile korelasyonuda, miR-21-3p ve miR-155-5p ifade
diizeylerinin herhangi bir parametre ile korele degil iken miR-518b ifade diizeyinin, kan
protein/kreatin miktari, idrarda protein, gebelikte SKB ve DKB degerleri ile zayifda
olsa pozitif korelasyonu oldugu bulunmustur.

Erken donemin klinik siddetine gore alt grup incelemesinde ise;

Hafif grupta, miR-21-3p ifade diizeyinin, AST, LDH degerleri ile zayif, ALT
degeri ile orta degerde negatif korelasyonu oldugu, miR-518b ifade diizeyinin ise, AST
degeri ile zayif, ALT degeri ile orta negatif korelasyonu oldugu bulunmustur.

Agir grupta ise, miR-21-3p ifade diizeyinin, total protein degeri ile orta pozitif
korelasyonu oldugu, miR-155-5p ifade diizeyinin ALT degeri ile orta pozitif
korelasyonu oldugu, miR-518b ifade diizeyinin, protein/kreatin degeri ile orta degerde
pozitif korelasyonu oldugu bulunmustur.

Sonug olarak bu ¢alismada, preeklampsinin ge¢ ve erken donem, agir ve hafif
klinik durumda 3 aday miRNA ifade diizeyleri belirlenmis ve klinik parametreler ile

iliskileri detayl1 olarak arastirilmistir.
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5. TARTISMA

Preeklampsi, hipertansiyon ve proteiniiri ile karakterize olan, trombositopeni,
bobrek yetmezligi, karaciger fonksiyon bozuklugu, pulmoner &6dem, serebral
semptomlar ve gorsel belirtiler ile iligkili bir gebelik hastaligidir. Diinya capinda
gebeliklerin yaklasik %5-8'ini etkiledigi bildirilmistir (103,2). Anne ve fetusta ciddi
morbidite, uterin biiylime kisitlamasi ve prematiiriteye yol acarak, anne o6liimlerinin

%10-15’inden sorumlu tutulmaktadir (103,45).

Anormal plasentasyon preeklampsinin baslica patolojik nedenlerinden biridir ve
gebeligin sonlandirilmasi, preeklampsi i¢in tek kesin tedavi yontemi olmayi
stirdiirmektedir. Plasenta yapisi, preeklampsinin gelisiminde O6nemli bir rol
oynamaktadir. Normal gebelikte proinflamatuvar olan trofoblastik debris ve
mikropartikiillerin kana sac¢ilmasi (veya dokiilmesi) preeklampside oldukca artmis
olarak gozlenmektedir (104). Preeklampsinin patofizyolojisi heniiz tam olarak
anlasilamamis olmasina ragmen, plasental dolasim faktorlerinin  preeklampsi
patogenezine katkida bulunabilecegi bildirilmistir. Bu nedenle, 6zellikle preeklampsili
gebelikte maternal kandaki molekiillerin degisimlerini belirlemek, preeklampsinin

sebeplerini ve biyobelirteclerini tanimlamak i¢in yarar saglayacagi belirtilmektedir
(105).

miRNA!'lar, hiicre farklilasmasi, proliferasyon, biiyiime, apoptoz, anjiyogenez ve
enflamasyonu iceren hem fizyolojik hem de patolojik siirecleri etkileme kapasitesine
sahiptir. Plasental dokularda ve trofoblastlarda birgok miRNA tanimlanmigtir
(52,62,106). Preeklampside plasental ve fetal, gelisim ve vaskiiler homeostazlar
bozuldugundan, epidetik faktorler ve miRNA'lar gibi 6nemli diizenleyici olaylar
preeklampsi patogenezinde bozulmaya baslamaktadir. Birkag c¢aligmada, plasental
dokularda hem konvansiyonel hem de mikroarray yaklasimlart ile miRNA'larin
ekspresyonunu degerlendirmis ve preeklampsiden etkilenen kadinlarin plasentasinin

transkriptomasinda  genlerin  farkli  olarak ifade edildigi tanimlanmistir
(6,76,81,107,108).

Preeklampsinin ciddi fetal-maternal komplikasyonlari g6z 6niine alindiginda, bu
calismada klinik veriler ile kandaki miRNA diizeyleri arasindaki iliski arastirilarak hem

preeklamsi patogenezindeki rolii hem de hastaligin daha erken tespitinde bir
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biyobelirte¢ olarak kullanimimin uygun olup olmadigi hakkinda yeni bilgilerin elde

edilmesi amaglanmustir.

Preeklampsinin ilk gebeliklerde daha ¢ok goriildiigli ve nulliparitenin bir risk
faktorli oldugu bilinmektedir (2). Ancak bu ¢alismada, erken hafif, erken agir, geg hafif,
gec agir ve kontrol gruplar karsilastirildiginda nulliparite istatistiksel olarak anlamsiz
bulunmustur (p>0.05). Erken grupta PE ile 29. hafta kontrol arasinda (p>0.05), gec
grupta PE ile 37. hafta kontrol arasinda, nulliparite yoniinden karsilastirildiginda da fark
anlamsiz bulunmustur (p>0.05). Bunun nedeni nulliparite yoniinden degerlendirebilmek

icin ¢alismanin preeklamptik ve kontrol gebe sayisinin yetersizliginden olabilir.

Preeklampsi, erken yas (20 yas alti) ile 35 yas istii kadinlarda daha fazla
goriilmektedir (2). Calismamiza dahil edilen gebelerin yas ortalamalari, 29.75+5.6 yil
olarak belirlenen preeklampsili gebelerden olustugu icin kontrol grubundaki saglikli
gebelerin yas ortalamalar1 da 28.17+£5.6 yil olarak buna gore se¢ilmistir. Bu sekilde
secim yapmamizin sebebi, miRNA ifade diizeylerini incelerken yag faktoriinii ortadan

kaldirilmasi diisiiniilmiistiir.

Obezitenin preeklampsi riskini arttirdigi belirlenmistir. Obez ve asirt kilolu
kadinlarda, preeklampsi riski hastaligin siddetli veya hafif olmasina (109) ve erken
veya ge¢ donemde (110) ortaya ¢ikmasindan bagimsiz olarak zayif kadinlarda daha
yiiksektir. Ayrica, bu iligkinin obez ve asirt kilolu kadinlar ile smirli olmadig,
gebelikteki BKI artislar1 da preeklampsi riskinin artmasi ile iligkili bulunmustur
(111). Bu durumda, yag kiitlesinin artisinin 6nemli oldugu, kilo kaybinin preeklampsi
riskini azalttigi gosterilmistir (112,113). Bu ¢alismada, tiim gebelerin preeklampsi ve
kontrol grubuplari arasinda kanlar1 alindigi zaman ki BKI’leri incelendiginde
istatistiksel olarak belirgin bir anlamli degisim gozlenmistir (p=0.002). Ayrica erken
donemdeki preeklamtik gruplarin kan alindign zaman ki BKI’leri karsilastirildiginda
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar bulunmustur (p<0.05). Ayn sekilde
ge¢ donemdeki preeklamptik grup gebelerinin kan alindigi zaman odlgiilen BKI’leri
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.024). 29. Hafta ve 37.hafta kontrol
gebelerin BKI’leri karsilastirma yapildiginda fark anlamsiz ¢ikmustir (p=0.910).
Calisma sonuglarimiz, literatiir ile uyumlu olarak preeklampsi ve BKI arasindaki iliskiyi

destekler niteliktedir.



82

Preeklampsi tanisindaki en onemli kriterlerden biri hipertansiyondur. Hafif
preeklampsi, 2 ayr1 6l¢limde kan basincinin (KB) 140/90mmHg {iistiinde olmasi, agir
preeklampsi ise kan basincinin 160/110mmHg iistiinde olmasi hipertansiyon olarak
degerlendirilmektedir (10). Calismadaki tiim gruplar, erken ve ge¢ donemdeki gebelerin
sistolik ve diastolik KB’lar1 incelendiginde gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (tim gruplar p<0.0001), (erken grup p<0.05), (ge¢c grup
p<0.0001). En 6nemli tan1 kriteri olarak preeklamptik gebelikteki kan basinglar1 gruplar
arasinda anlamli derecede yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu sonuglar, literatiir ile

uyumludur.

Preeklampsinin plasental iskemiye neden olmasi ve patofizyolojisinin plasenta
kaynakli olmasi, preeklampsinin ortadan kaybolmasi ic¢in plasentanin c¢ikarilmasini
gerektirmektedir. Bu nedenle indiikklenmis erken dogum, preeklampsiyi tedavi etmek
icin tek segenck olarak kalirken, postpartum komplikasyonlarin tam olarak
¢ozlimlenmesini garanti etmemektedir. Bu nedenle, preeklampsinin dogru ve zamaninda
tahmin edilmesi, komplikasyonlarinin dnlenmesi veya azaltilmasi agisindan 6nemlidir
(114). Bozhinova ve arkadaglarinin yaptiklari ¢alismada (2004) dogumlarin %47.62
oraninda termden 6nce sezaryen ile gerceklestigi saptanmistir (115). Yaptigimiz bu
calismada, preeklamptik gebelerin dogumlar literatiir ile uyumlu olarak kontrol grup ile
karsilastirdigimizda termden Once erken dogum haftalarinda gergeklesmistir. Ayni
sekilde literatiir ile uyumlu olarak gruplar arasinda dogum sekilleri yoniinden
karsilagtirma yapildiginda ise erken donemde agir gruptaki gebelerin %93.8°1, hafif
gruptaki gebelerin ise %79.2’si sezeryan ile dogum yapmustir. Ge¢ dénemde agir
gruptaki gebelerin %73.7’°s1, hafif gruptakilerin ise %350’s1 sezeryan ile dogum
yapmigtir.

Anormal plasental implantasyon ya da azalmis trofoblast invazyonu teorisi,
preeklampsi ve ITUGR’1 ortak bir patogenez ile gebelik bozukluklari olarak
iliskilendirmektedir (116). Aslinda, fetal [IUGR hastaligin diger maternal belirtilerine
bakilmaksizin siddetli preeklampsinin tani kriterlerine dahil edilmistir (117) ve
preeklampsinin en siddetli [IUGR vakalarina yol agtigi diistinilmektedir. Srinivas ve
arkadaglarinin yaptigi ¢alismada (2009) trofoblast invazyonu patogenezine dayanarak,
hafif preeklampsili kadinlarda agir preeklampsi ile kiyaslandiginda IUGR'den etkilenen

fetiislerin daha az oldugu gosterilmistir (118). Calismamizda, erken ve ge¢ donemdeki
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preeklamptik gebelerin bebeklerinin kontrol grubundaki saglikli gebelerin bebekleri ile
kiyaslandiginda dogum agirliklarinin diisiikk oldugu ve IUGR gelistigi goriilmiistiir.
Bunun nedeni preeklampsinin uteroplasental bir rahatsizlik olmasi ve bebegin anne
plasentasindan beslenmesi gerekirken anormal plasental invazyon nedeniyle bebegin

yeteri kadar beslenemeyip gelisim geriligi gostermesi olarak agiklanabilir.

Trombositopeni, preeklampsi tanisi almis gebelerde en sik goriilen
anormalliklerin basinda gelmektedir. Trombositopeni goriilme orani agir preeklampsi
olan gebelerde %30-50 iken hafif preeklampside bu oran %7°dir. AST ve ALT ve LDH
enzimlerinin yliksekligi de preeklampside beklenilen bir bulgudur (40). Preeklamptik
hastalar da WBC degerinde ki artista sik¢a rastlanilan bir durumdur (2). Calismamizda
kanlar1 alinan tiim gruplarimiz biyokimyasal parametreler yoniinden incelendiginde
erken gruptaki gebeler arasinda LDH, ge¢ gruptaki gebeler arasinda ise AST, ALT ve

LDH degerlerinde istatistiksel olarak anlamliliklar g6zlemlenmistir.

Proteiniiri preeklampsi tanisinda en onemli ayirict 6zelliklerden ikincisidir.
Preeklamptik gebelerde idrarda protein miktarinin, 24 saatlik 6l¢iimde > 300 mg ya da
idrar analizinde bakilan protein/kreatin oraninin > 0.3 olmas1 gerekir (2). Preeklamptik
gebe gruplart saglikli gebeler ile proteiniiri yoniinden kiyaslandiginda literatiir ile

uyumlu olarak istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur.

Preeklampsinin etiyolojisi ve patogenezi hakkinda birgok teori olsa da kesin bir
cevap yoktur. Giinlimiizde tiim kaynaklar preeklampsinin plasenta iskemi ve hipoksi,
immiin faktorler ve genetik faktorler gibi cesitli faktorlerle iligkili oldugunu
diisiindiirmektedir. Plasental trofoblast hiicre disfonksiyonu si1g trofoblast invazyonuna
yol agar. Bu nedenle, plasentanin s1g implantasyonu preeklampsinin temel patolojik
ozelligidir. Yetersiz plasental vaskiiler yeniden yapilanma, preeklampsinin patogenezi
icin kritik olan plasental hipoperfiizyona neden olur (119). Annenin ve dolayisiyla
fetusun genellikle erken dogumu gerektiren bu ciddi rahatsizlik i¢in spesifik bir
tedavisinin olmamasi nedeniyle, preeklampsinin tahmin edilmesi, maternal-fetal tibbin
en onemli hedeflerinden biridir. Gebelikte kadinlar1 erken donemde tanimlayabilen bir
tarama testi, daha sonra preeklampsinin gelismesi, sadece risk altindaki kadinlarin
gbzetimini arttirmakla kalmayip, ayn1 zamanda profilaktik tedaviden yarar saglayacak
olanlar1 da tamimlayacagi ongoriilmektedir (120). Biyobelirteglerin mevcut tani giicii

preeklampsi icin smirlhidir. Biyobelirtegler, preeklampsiyi, diger hipertansif gebelik
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kosullarindan ayirmaya yetecek kadar duyarli ve spesifik olmalidir (121). Bu baglamda
anjiyojenik ve anti-anjiyogenik faktorler, anne dolagimindaki dengesizliklerin
preeklampsi ve bunun ciddiyeti igin prediktif degere sahip oldugunu gosteren

calismalarla tedavi i¢in umut olmaktadir (122-125).

Son  yillarda, mMIRNA  ekspresyonu preeklampsi  gibi  hamilelik
komplikasyonlariyla iliskilendirilmistir (126). Bu hastalikla 1ilgili ¢alismalarda
miRNA'lar ¢esitli avantajlara sahip olan odak noktalari olmustur (127,128). Birinci
avantaji, mMiRNA'lar bir ¢ok geni (insan genlerinin yaklasik tigte biri) diizenlediginden,
islevleri kendine hastir ve bozulmaya kars1 direnglidir. Ikincisi, plazmada bulunan
miRNA'lar stabil oldugundan, biyobelirte¢ olarak daha kolay (non-invaziv ve elde
edilmesi kolay) ve molekiiler tani i¢in kullanimlari elverislidir. Bu nedenle, dolasimdaki
miRNA'larin preeklampsinin erken tanisi i¢in duyarli ve spesifik biyobelirte¢ olarak
potansiyelini, ya kendi baslarina ya da sonografik belirte¢ler gibi diger biyometrik
degiskenler ile kombine edildiginde tahmin modellerinde ¢ok degiskenli algoritmalarla
birlikte degerlendirilmesi miimkiin goriilmektedir (129,130). miRNA’lar son yillarda
tizerinde ¢ok sayida ¢alisma yapilan 6nemi her gecen giin daha da artan molekiillerdir.
miRNA’larin gebelikle ve 6zellikle plasenta ile iligkisinin belirlenmesi, miRNA’larin
preeklampsinin tani ve tedavisinde de kullanilabilecegini diisiindiirmiistiir. Bu nedenle,
preeklampsi ile iligkili miRNA c¢alismalar1 son yillarda hiz kazanmistir. Bu ¢alismada
aday olarak belirledigimiz miRNA’larin, maternal kan l6kositlerindeki preeklampsi ile
iligkisi aragtirllmistir. Ancak, preeklampsinin tek tedavisinin dogum olmasi, ¢aligmamiz
siiresince hasta takibinde ve 6rnek toplanmasinda bazi sorunlara neden olmustur.
Preeklampsi sikayetiyle klinige bagvuran gebelerin bazilarinin saghk durumu
ciddilestiginde, arastirma i¢in kan 6rnegi alinamadan acil dogum gerekliligi olusmustur.
Ayn1 nedenle giin i¢inde klinige basvuran gebelerin sabah kan alim zamanina kadar
kotiilesmesi durumunda da gebeler acil doguma alinmistir. Bu nedenle sabah 08:00 —
10:00 saatleri arasinda klinige bagvuran gebelerin kanlar1t EDTA’ 1 tiiplere, giiniin diger
saatinde basvuran gebelerin kanlar1 ise stabilizatdr igeren Ozel tiiplere alinmistir.
EDTA’lW tiiplere alinan kanin maksimum 4 saat igerisinde laboratuvara gelerek
calisilmas1 gerekirken, 6zel kan tiiplerindeki kanlar ise 1 ay boyunca stabil sekilde
kalabilmektedir. Calisma Orneklerinin RNA izolasyosyonu igin transferi ve ¢alisma
tekniklerinin standardizasyonu, miRNA ifade diizeylerinin arastirildigi ¢aligmalarda

onem tagimaktadir. Calismamizda preklampsi hastalarindan acil durumlarda stabilizator
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iceren Ozel tiiplere kan alinmistir. Caligsma i¢i standardizasyonu i¢in ayni oranda kontrol
vakalarindan da bu tiiplere kan alinarak RNA izole edilmistir. Sonu¢ olarak,
calismamizda ornek toplanmasi ve uygulamalar olabildigince standardize edilmeye
calisilmistir. Ancak, literatiirde bazi miRNA’larin giin i¢i ifade farkliliklarinin dahi
oldugu bilinmektedir (131). Hastalik tan1 ve takibinde kullanilmak tizere biyobelirteg
olarak miRNA’larin arastirildigr calismalarda oncelikle giin i¢i ifade degisimlerinin
olup olmadiginin arastirilmasi 6nemli olabilir. Bu c¢alismanin bir kisithiligi olarak,
rastgele secilmis az sayidaki saglikli ve hasta kanlarinda giin i¢inde farkli saatlerde
alman orneklerdeki miRNA ifade diizeyleri aragtirllamamistir. Calisilan miRNA’larin

giin i¢i ifade farkliliklar1 halen bilinmemektedir.

miR-155"in asir1 ekspresyonu, bir preeklampsi belirteci olarak ve onun siddetinin
belirleyicisi olarak calisilmistir (88). 2010 yilinda, Zhang ve arkadaslar1 ilk kez miR-
155'in  CYR61'l (cysteine-rich protein 61) disiirerek preeklampsiye katkida
bulundugunu kesfetmislerdir. Yaptiklar1 ¢alismada, miR-155’in, plasental anjiogenezi
engelleyen ve boylece preeklampsi patogenezini artiran miR-155-CYR61-VEGF yolu
ile trofoblast migrasyonuna miidahale ettigini gostermislerdir (88). Li ve arkadaslari
yaptiklar1  calismada (2014), agir preeklampsi plasentalarinda  kontrollerle
karsilastirildiginda, miR-155 diizeylerinde ve eNOS ekspresyonunda onemli bir artig
oldugunu gostermistir (132). Son zamanlarda, preeklampsinin patogenezinde NF-kB'ye
bagli miR-155/eNOS yolunda yer alan miR-155 bulunmustur. miR-155'in trofoblast
hiicrelerinde hiicre invazyonunu inhibe ettigini ve etkinin eNOS'un asir1 ekspresyonu ile
kurtarildigimi gostermistir (133). Bu g¢alisma, miR-155'in eNOS modiilasyonu yoluyla
go¢ davranisinda negatif diizenleyici bir role sahip oldugunu ortaya koymustur (89).
Kim ve arkadaslar (2017) redoks-duyarli NF-kB/miR-155/eNOS ekseninin
preeklampside de dahil olmak iizere vaskiiler bozukluklarin patogenezinde ¢cok 6nemli
olabilecegini gostermistir (133). Jairajpuri ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada (2017),
yedi miRNA tiirti, preeklamptik gebeler ve kontrol grubuyla karsilastirildiginda,
miRNA'lardan miR-215, miR-155, miR-650, miR210 ve miR-21 diizeyleri
yiikselmisken, kontrol kadinlara goére preeklamptik kadinlarda miR-18a ve miR-19b
asag1 regiile edilmistir (134). Yaptigimiz bu ¢alisma da, preeklamptik gebelerde ve
saglikli gebelerde, miR-155-5p’nin ekspresyon diizeyleri karsilagtirilmistir. Erken hafif
preeklampsi, erken agir preeklampsi ve 29. hafta kontrol gruplar1 arasindaki miR 155-

5p ifade diizeyi karsilagtirmalarinda anlamsizlik gozlenirken, ge¢ hafif preeklampsi,
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gec agir preeklampsi ve 37. hafta kontrol gruplar1 arasindaki miR-155-5p ifade diizeyi
karsilagtirmalarinda, miR-155-5p diizeyinin kontrole gore preeklampsili gebelerde
anlamli olarak azaldigi gozlenmistir. miR-155-5p diizeyinin ge¢ agir precklampsili
gebelerde 1.4 kat azaldigi, ge¢ hafif preeklampsili gebelerde ise 1.5 kat azaldigi
belirlenmistir. Erken donem ve ge¢ donem arasindaki bu ekspresyon farklilar1 bize
preeklampsinin patogenezinin gebeligin 34. haftasindan sonra farkli olabilecegini
gostermektedir. Tiim gruplar arasinda ki ve erken donemdeki miR 155-5p diizeylerinin
literatiire gére anlamsiz ¢ikmis olma sebebi diger calismalarda maternal serumdaki
diizeyleri incelenirken bu c¢alismada maternal kandan elde edilen I6kositlerdeki
diizeyleri belirlenmistir. Ayrica bu ¢alismada ki preeklamptik gebeler erken ve geg
donem, agir ve hafif preeklampsi olarak gruplandirilarak literatiirde daha Onceki
miRNA c¢alismalarindan farkli olarak sadece preeklampsi tanmist1 seklinde
incelenmemigtir. Bu durumlar, miRNA ekspresyon farkliliklarinin nedenleri olarak

degerlendirilebilir.

miR-21, apoptosis ile iliskilendirilmis bir miRNA'dir ve invazyon, intravasasyon
ve metastazda rol aldig1 kolorektal kanser de dahil olmak {izere ¢esitli kanser tiplerinde
en fazla arastirilan miRNA'lardan biridir (94) ve anormal ekspresyonunda kolorektal
kanserde kotii prognozu ongorebilecegi belirtilmistir (135,136). Lie ve arkadaslarinin
yaptigt bir calismada (2013), SOLID sekanslama kullanilarak hafif preeklampsi
gebelerinin plazmasi lizerinde miR-21'in yukar1 regiilasyonu tespit edilmistir (92).
Ayrica Lasabova ve arkadaglarinin 2015 yilinda gercgeklestirmis oldugu bir baska
caligmada preeklampsili kadinlarda plasental miR-21'in asir1 ekspresyonun oldugu
gosterilmistir  (93). Jairajpuri ve arkadaglarinin yaptiklart ¢alismada (2017),
preeklamptik gebeleri saglikli gebelerle karsilagtirarak, her iki gruptada alinan plazma
orneklerinde miRNA ekspresyon farkliliklart incelemistir. Arastirilan miRNA'lardan
miR-215, miR-155, miR-650, miR-210 ve miR-21 diizeylerinin preeklamptik gebelerde
yiikseldigi, miR-18a ve miR-19b ise asagi regiile edildigi belirlenmistir (137). Bu
calismada ise arastirilmak tlizere secilen miR-21-3p’in ifade diizeyleri Ozellikle geg
donemde preeklamsili gebelerde saglikli gruba gore azalmis bulunmustur. Klinik
siddetine gore miR 21-3p ifade diizeyinin agir preeklampsili gebelerde 1.9 kat azaldigi,
hafif preeklampsili gebelerde 1.5 kat azaldigi belirlenmistir. Saglikli gebelerde kendi
icinde miR-21 diizeyinin gebelik haftasi ilerledik¢e anlamli bir sekilde 1.2 kat arttig1

(29. Haftasina gore 37. Haftada) gozlenmistir. Bu ¢alismanin sonuglarina gore, literatiir
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ile uyumlu olarak ge¢ gruplarda ve kontrol gruplarinda miR 21-3p’nin ekspresyonunda
farklilar gozlemlenirken, tiim gruplar arasinda ve erken donem gruplar1 arasinda
karsilastirma yapildiginda istatistiksel olarak fark bulunmamistir. Bunun nedeni mir-21-
3p’nin preeklampsi ile iliskili olarak yapilan ¢alismalarin ¢ok az olmasi ve yapilan
calismalarinda maternal plazma ve plasenta dokusunda yapilmis olmasindan
kaynaklaniyor olabilir (92,93). Ayrica literatlirdeki yapilan ¢aligmalarda, agir ve hafif
grup olarak preeklamptik gebeler ayirilmamis, tiim gruplar1 birlikte ¢alisilmistir. Bu
calismada preeklamptik gebelerde ge¢ donemde ve kontrol gruplarinda 37. gebelik
haftasinda 29. haftaya kiyasla miR-21’in ekspresyonunun artmasindan dolayi, miR-

21’in liglincii trimesterin son donemi ile iliskili olabilecegin diisiindiirmektedir.

Mikrodizin ve gercek zamanli PZR sonuglarinda, saglikli gebeler ile
preeklamptik gebeler karsilastirildiginda, preeklampsili gebelerde  miR-518b'nin
plasental ifadesinin anlamli olarak arttig1 gosterilmistir (12). Bu plasentaya o6zgii
miRNA'lar, yaklasik 100 kb'lik bir bolge iginde, plasenta ile oldukga iligkili 46 miRNA
iceren, yaygin olarak CI9MC (kromozom 19 miRNA kiime) olarak adlandirilan
19q13.42'de yerlestirilmistir (137). C19MC miRNA'lar maternal dolasima salinmakta
ve plasentada C19MC miRNA’lart preeklampsili kadinlarin plazmalarinda anormal
ifade diizeylerine sahip oldugu go6zlenmistir. Boylece, C19MC miRNA'larinin
preeklampsinin etiyolojisine katkida bulunabilecegi Ongoriilmektedir (8,138,139).
Preeklampsinin patogenezi yeterince anlasilamamis olmakla birlikte erken donem
preeklampsinin plasenta aracilikli bir hastalik oldugu diistinilmektedir (140,141).
STBM (yiikselmis dolasim sinsitotrophoblastik mikropartikiiller), erken doénem
preeklampside ge¢ donem preeklampsiye oranla daha sik tespit edilmistir. STBM
konsantrasyonu ve normal saglikli gebelik arasinda da dogrusal bir iliski vardir (142).
Farkli ¢alismalar da C19MC miRNA'larinin hamilelik sirasinda trofoblastlarda yiiksek
oranda eksprese edildigini ve dogumdan sonra anne kanindan atildigimi bildirmistir
(138). Bu calismada ise, tiim gruplar arasinda ve ge¢ donemde miR-518b ifade
diizeylerinde anlamli bir degisim gdzlenmezken diger calisma sonuglari ile uyumlu
olarak erken donemdeki (29. Haftadaki) preeklampsili gebelerde anlamli olarak arttig:
gozlenmistir. Buna gore, miR 518b diizeyinin erken agir preeklamsili gebelerde 4.6 kat,
erken hafif preeklamsili gebelerde ise 2 kat arttig1 belirlenmistir. Mevcut hipoteze gore,
bozulmus ekstravillous trofoblastlar, hipoksiya, sinsityotrofoblast membran pargalarinin

maternal dongiiye karigmasi ve klinik septomlara yol acan maternal inflamatuvar yaniti
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gibi etkilerinin ardindan uterin spirel arterlerin doniistimiinde hatalara sebep olmaktadir.
Bu nedenle, maternal plazmada CI9MC miRNA'larinin yukar1 regiilasyonu,
preeklampsinin baglangicinda trofoblastlarin disfonksiyonu ile iliskili olabilecegi
belirtilmektedir (140). Benzer sekilde maternal kandaki I6kositlerde de bu artisin

gozlemesi inflamatuvar bir etkilesim oldugunu da gosteriyor olabilir.

Calismamizda ayrica ge¢ ve erken donemde gruplardaki her bir miRNA’nin
klinik ve biyokimyasal siirekli degiskenler ile korelasyonu detayli bir sekilde
incelenmistir. Ge¢ donemdeki korelasyon sonuglarina gore, miR-21-3p diizeyinin, kan
protein/kreatin miktar;, LDH diizeyi, gebelikte SKB ve BKI degerleri ile zayifda olsa
negatif korelasyonu oldugu, miR-155-5p ifade diizeyinin, sadece BKI degerleri ile zayif
bir negatif korelasyonu oldugu ve miR-518b diizeyinin, biyokimyasal degerler ile
anlamli bir korelasyonu bulunmamustir. Erken donemde miR-21-3p ve miR-155-5p
ifade diizeyinin biyokimyasal degerler ile anlamli bir korelasyonu olmadigi
saptanmigtir. MiR-518b ifade diizeyinin ise kan protein/kreatin miktari, idrarda protein,
gebelikte SKB ve DKB degerleri ile zayifda olsa pozitif korelasyonu oldugu
bulunmustur. Preeklamptik gebelerde sectigimiz aday miRNA’larin preeklampsi
arasindaki iligki hem literatiirde hem de ¢alismamizda gosterilmistir. Preeklampsinin
ortaya ¢ikmasi durumunda biyokimyasal parametrelerdeki AST, ALT, LDH ytiksekligi,
trombosit diisiikliigii gibi degisiklikler belirlenmistir (2). Daha o6nce yapilan
preeklampsi ile miRNA arasindaki iligkiye yonelik c¢aligmalarda, miRNA’lar ve
biyokimyasal parametreler arasindaki korelasyonlar bu sekilde detayli olarak
gosterilmemistir. Calismamizdaki biyokimyasal parametreler ve miRNA’lar arasindaki
korelasyon sonuglar1 preeklamptik gebelerde ekspresyonu degisen miRNA’nin yine
ayn1 sekilde preeklamptik gebelerde meydana gelen biyokimyasal parametrelerin

degismesinden kaynakli bir iligki olabilir.

Sonug olarak yaptigimiz bu c¢alismamizda preeklampsinin erken, gec, hafif ve
agir gruplar ile 29. hafta ve 37. hafta kontrol gruplar karsilastirildiginda aday olarak
secilmis MIRNA ifade diizeylerinde anlamliliklar goézlenmistir. Simdiye kadarki
calismalardan farkli olarak, preeklamsi ile iligkili olabilecek sectigimiz bu aday
miRNA’lar ilk defa bu calismada, farkli baslangic dénemi ve klinik siddetine gore
gruplanmig vakalarda arastirnllmistir. Bu proje sayesinde, agir komplikasyonlara

sebebiyet veren preeklampside gebelerin tan1 ve takibinde kullanilabilecek yeni



89

biyobelirteglerin belirlenmesine ve maternal kandaki 16kositlerdeki ifade diizeylerinin
belirlenmis olmasi hastalik patogenezini aydinlatmaya yonelik yeni bilgilerin eldesine
imkan saglamistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda, preeklampsili gebelerde miRNA
ifade diizeyleri arastirilirken dénem ve hastaliklik siddetinin 6nem tasidigi ortaya
konmustur. Bu calisma sonuglarina gore preeklampside, yeni biyobelirte¢ adaylari
olarak miRNA’larin tespitinde kullanilabilecek yeni tam1 ve takip testlerinin
gelistirilmesinde, 6zellikle RNA kaynaginin kokeni ve kapsadigi gebelik donemleri ile
siddetinin belirlenmesi gerekliligi ortaya ¢ikmistir. Daha oOnce yapilmis olan
preeklampsi caligmalarinda oldugu gibi (88,92), ileri vadede ise, ¢alismis oldugumuz
hasta gruplarindan alinarak uygun sartlarda saklanmis olan serumlarinda miRNA
ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi ve bdylece lokosit diizeyleri ile karsilastirilarak
tan1 ve takipteki Onemlerinin ortaya konulmasi hedeflenmektedir. Ayrica, gebelik
donemlerinde miRNA ekspresyonlar1 arastirilan preeklamptik hastalarin dogumdan
sonraki 2. aylarinda ve 1. yillarindaki kan miRNA diizeylerinin belirlenmesi de ileride
yapilmasi planlanan ¢alismalarin arasinda yer almaktadir. Preeklamsi patogenezinde
l16kositlerdeki miRNA diizeylerindeki degisimlerin etkisini incelemek icin regiile ettigi

hedef mRNA’larin ifade diizeylerinin belirlenmesi 6nem tasiyabilir.
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FORMLAR

GENETIK ARASTIRMALAR ICiN BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR
FORMU

Arastirmanmin  Adi: Maternal kanda preeklampsi ile iliskili mikroRNA’larin

belirlenmesi

LUTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ !!!
Bu caligmaya katilmak {izere davet edilmis bulunmaktasiniz. Bu ¢alismada yer
almayr kabul etmeden Once calismanin ne amagla yapilmak istendigini
anlamaniz ve kararmizi bu bilgilendirme sonrasi 0Ozgilirce vermeniz
gerekmektedir. Size 06zel hazirlanmig bu bilgilendirmeyi litfen dikkatlice

okuyunuz, sorulariniza agik yanitlar isteyiniz.

Preeklampsi gebelikte yiiksek kan basinci ve idrarda protein goriilmesidir.
Idrarda protein goriilmesi bobreklerin tam galismadiini gosterir. Preeklampsi ayrica
toksemi olarak veya gebelige bagl yiliksek tansiyon olarak da bilinmektedir. Genelde
gebeligin  20. haftasindan sonra teshis edilir. Gebelikte ciddi riskler olusturan
preeklampsinin genetik nedenlerini bulmak {izere yeni bir arastirma yapmaktayiz.
Arastirmanin ismi  “Maternal kanda preeklampsi ile iligkili mikroRNA’larin
belirlenmesi” dir ve yaklasik 2 yil siirecektir.

Sizin de bu arastirmaya katilmanizi Oneriyoruz. Ancak bu arastirmaya katilip
katilmamakta serbestsiniz. Caligmaya katilim goniilliiliik esasina dayalidir. Kararinizdan
once arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri okuyup anladiktan
sonra aragtirmaya katilmak isterseniz formu imzalayiniz.

Arastirmaya davet edilmenizin nedeni, gebelik siiresinde gelisen preeklamsi ile
iliskili sikayetinizin bulunmasindan dolayidir. Istanbul Universitesi, Aziz Sancar
Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii, Genetik Anabilim Dali bu hastaligin nedenlerini
ortaya ¢ikaracak bir arastirma gerceklestirilecektir. Kendinizde bir sikayet olmasa bile
katiliminiz arastirmanin basarisi i¢in onemlidir. Arastirmaya katilacak goniillii sayisi

yaklasik 120’dir.



103

Eger arastirmaya katilmayi kabul ederseniz Dr. Meryem Hocaoglu ve ekibi
tarafindan arastirma yapilacak ve bulgular kaydedilecektir. Bu kayitlar ilerde tekrar
incelenerek dogru tani konulmasma yardimci olacaktir. Bu kayitlar kimliginiz
belirtilmeden tip Ogrencilerinin egitiminde veya bilimsel nitelikte yayinlarda
kullanilabilir. Bu amaglarin disinda bu kayitlar kullanilmayacak ve baskalarina
verilmeyecektir.

Bu calismay1 yapabilmek i¢in hastaligimiza sebep olan genetik faktorleri
belirlemek i¢in kolunuzdan 10 (2 tiip) ml. kadar kan almamiz gerekmektedir. Bu kandan
ise genetik materyal (DNA ve RNA) elde edilecektir. Bu asamada basarisiz
olundugunda bir kez daha kan vermeniz istenebilir.

Bu calismaya katilmaniz icin sizden herhangi bir iicret istenmeyecektir.

Calismaya katildiginiz i¢in size ek bir 6deme de yapilmayacaktir.

Kan alinmasi sirasinda olusabilecek riskler: Kan alma islemi ile ilgili riskler arasinda
bayilma, agr1 ve/veya kan alma bolgesinde morarma sayilabilir. Ender durumlarda igne
deliginin yerinde enfeksiyon ya da kiiciik bir kan pihtis1 olabilir. Olas1 bir soruna kars1

gerekli tedbirler tarafimizdan alinacaktir.

Yapilacak genetik testin getirebilecegi olast riskler: Genetik bilginin kullanilmasina
bagl olarak sosyal, ekonomik ve psikolojik sorunlar ortaya ¢ikabilir. Size ait genetik
bilginin gizli kalacagina dair elimizden geleni yapacagiz. Ancak hemen belirtmemiz
gerekir ki; yaptigimiz testler sizin veya ailenizin bir ferdinin ileriki bir zamanda bu
genetik hastaliktan etkilenebilecegini ortaya c¢ikarabilir. Bu bilginin koétii yonde
kullanilmas sizi ekonomik ve sosyal yonden etkileyebilecegi gibi, boyle bir hastaliga
sahip oldugunuzu 6grenmeniz sizi psikolojik yonden de etkileyebilir. Sizin anormal bir
gen tasidigimizi saptadigimizda bulgularimizi herhangi bir iicret talep etmeden size
bildirecegiz. Ancak boylesi bir bilgiyi 6grenmeyi reddetmek her zaman hakkinizdir.
Yine hemen belirtmeliyiz ki; bu bilgiyi sizin disinizda birisi ile paylasmamiz sadece
sizin izninizle olacaktir.

Yukarida sayilanlar bdylesi bir analizde yasanabilecek potansiyel risklerdir.
Ancak bunlardan en az oranda zarar gormenizi saglamak icin elimizden geleni
yapacagiz. Calismanin devami sirasinda ortaya c¢ikabilecek sorun ve riskler

katilimcinin/hastanin kendisine ya da ebeveyni/sorumlusuna iletilecektir.
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Yapilacak genetik testin getirecegi olast yararlar: Boyle bir analiz ilgili hastaligin
genetik nedeninin §grenilmesinde yararli olacaktir. Su anda bu ¢alismanin hemen size
bir fayda olarak doniip donmeyecegini bilmiyoruz. Ancak ilgili hastaligin temelinde
yatan nedenlerin Ogrenilmesi ileride ilgili hastaliktan etkilenmis bireylere fayda
saglayacaktir.

Bu calismaya katilmayir reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen
istege baglidir ve reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide herhangi bir degisiklik
olmayacaktir. Yine ¢alismanin herhangi bir asamasinda onayinizi ¢ekmek hakkina da
sahipsiniz. Eger Orneginizin imha edilmesine karar verirseniz, bu isteginizden once
tiretilmis her tiirlii veri ve yapilmis analiz ortadan kaldirilmayacak ama daha fazla analiz
yapilmayacaktir. Aksi halde, saklama siiresinin sonunda 6rnegin imha edilmesinden

destekleyici/arastirici sorumludur.

Orneklerin Saklanmasi

Sizden alinan orneklerin kullanimi bu olur formunda tanimlanan arastirma ile sinirh
olacaktir. Eger bu ornekleri bu olur formunda tanimlanmayan baska test/amaclar i¢in
kullanmak istersek, once Etik Kurul’a onay verilmesi i¢in bagvurulacaktir. Eger yeni
calisma onaylanacak olursa sizden baska bir bilgilendirilmis olur formu imzalamaniz
istenecektir.

Veya

Bu bilimsel arastirma sirasinda alinan kan Orneklerinin tamami kullanilmayip bir
boliimii benzeri arastirmalarda kullanilmak tiizere saklanabilir. Liitfen asagidaki 2
climleyi okuyarak uygun olanini isaretleyiniz:

( ) Doku ve kan orneklerinin sadece bu calismayla ilgili olarak kullanilmasini
istiyorum. Caligma bitiminde kalan 6rneklerin uygun sekilde yok edilmesini istiyorum.
() Doku ve kan 6rnekleri bu ¢alismada kullanildig: gibi gelecekteki hastaligimla ilgili
diger bilimsel calismalarda kullanilabilir. Ancak kalan Orneklerimin hastaligim

disindaki baska bir arastirmada kullanilmasini uygun bulmuyorum.

Katilimcinmin/Hastanin Beyani
Saym Dr. Meryem Hocaoglu ve ekibi tarafindan (Irtibat Tel: 0212-4142200-33319)
tarafindan Istanbul Universitesi, Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii,

Genetik Anabilim Dali’nda tibbi bir arastirma yapilacagi belirtilerek bu aragtirma ile
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ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir aragtirmaya
“katilime1” (denek) olarak davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait
bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda da biiyiik 6zen ve saygi ile yaklasilacagina
inantyorum. Arastirma sonuclarmin egitim ve bilimsel amaglarla kullanimi sirasinda
kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli gliven verildi.

Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim. Ancak arastirmacilari zor durumda birakmamak icin arastirmadan
¢ekilecegimi Onceden bildirmemim uygun olacaginin bilincindeyim. Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma
dis1 tutulabilirim.

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk
altina girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan
nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde,
her tiirlii tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi
miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir ylik altina girmeyecegim).

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya
katilmam konusunda zorlayict bir davranigla karsilasmis degilim. Eger katilmayi
reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iligkime herhangi bir zarar
getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilartyla anlamis bulunmaktayim. Kendi
basima belli bir diisiinme siiresi sonunda adi1 gecen bu arastirma projesinde “katilimc1”
olarak yer alma kararin1 aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiik bir memnuniyet ve

goniilliiliik icerisinde kabul ediyorum.

Bu formun imzali ve tarihli bir kopyasi bana verildi.



106

5.1.1. GONULLUNUN 5.1.2. IMZASI
51.2.1. ADI &
SOYADI
ADRESI
TEL. & FAKS
TARIH

VELAYET VEYA VESAYET ALTINDA BULUNANLAR ICIN

VELI VEYA VASININ 5.1.3. IMZASI

51.3.1. ADI &
SOYADI
ADRESI
TEL. & FAKS
TARIH
5.1.4. ACIKLAMALARI YAPAN ARASTIRICININ 5.1.5. IMZASI

5.151. ADI &
SOYADI

5.1.5.2. TARIiH




107

5.1.6. RIZA ALMA ISLEMINE BASINDAN SONUNA

KADAR TANIKLIK EDEN KURULUS GOREVLISININ | >/ TMZASI

5.1.71. ADI &
SOYADI

5.1.7.2. GOREVi

5.1.7.3. TARIiH




108

ETIiK KURUL KARARI

Sayin Dog. Dr, Ayse Evrim BAYRAX
Molekiller Genatik N
Iigi : Geretik Anabilim Dadnin 08/05/2017 gln ve 172714
Sorumly sraghinch@ire Gstiendigniz w Bio Sein DEMIRER in

“Maternal Kanda Preasiamast (i ligkil miraRNA'ann Beiriermesi® baghich galgma
ve 09 sayl toplantsinda ganglierek etik yoadan uygun bulinmug olup, utanakar o

Bilgikriéz rica edanm




";]

109

) Bekge Ab 0
WTIKET CRNEO) o =
SIGORTA 0 ;
4 : =
3 MATHUYEL TIANSELN PORMA! a
* [WASTA KARTIGONLOK LRl O
a
YILLIK SlLORD a
SONL RAMGHRL a
COVESLILIK SlLoBo 1) a .
TS . Arabn Db Bagearhprcias Ust a2 ve Akssemd R
: Keyrand, Soumiuba Fadagn Beiges, Oge Magee Mmﬁi e
Riglensricre Dai Beige, CV. C0 >
Warar Nectd Tarth: 12042017 1
Estmbud Coviesticss i S Direyict Trp Avestevna Eosind Gesctib Anstnbes Dubrda goornti Dog, D, Ayse Eyrim BAYRAK '
wonawhbafurds ve Bia. Scho DEMIRER! in yorcsecety o bogier verihes arsiamas tusvors <Sonsas e BRIt belpaier wastamanin gondin wes,
mnmmu—:nmmmmumummw*n*hmmu i

ISTANBUL TP FAKCLYESE KLINIK ARASTIRMALARE LT IK KURLLL

CALESMA ESASI mnmmmmmmc-m,mmmwwn_;
 [BASKANIN UNVANI S ADI/ SOVADE | Prol Or. A Yaga URESIN 3
[T Camastik Alow Kwons Cirseyrt Anpupt Retnm {H\
TS L o P bW ol 0 Cl I ET N EC LY
O, Barrin UN by KerstBogtas vodmont | ED |%x® | €0 [nm [gm |40
e Itnatad T Fanbhes: E® k0 |60 |um |om |
sy leazet T Fasktan | | k0 w0 HE | Em
L A I PR P R T




110

v
L) Y V |
 TELEFON 0(212) 41421 53 N
1 FAKS 0214142153
F-POSTA . =
ARASTIRMANIN AGIK ADI 'I”"""I' e FTeevia )
[T ARASTINEA PROTOROL
KOOU )5 =
ROORDINATOHLSORUMIL U
ARASTIRMAC Dog. Dr. Ayse Evrim BAYRAK I
UNVANIADLSOY AT
KOOHDINATOILSORLINI L e
ARASTIEMACTNIY LZMANLIK | Modekiiler Genetik
ALAN
ROOIDINATORSORUMLL | Fstanbul Universitest Aziz Snurnenquﬂ'g
ARASTIRMACININ Ara o
o s stirma Enstitiisii Genetik Anabilim Dal |
DESTERLEYICY Ixtantrul Cniversites Bilimsel Arastirma Projelert Birimi
DESTURLEYICININ Y ASAL =
TMSILCEs] o
FAZY 0
ARASTIRMANIS FAZY | 02 i .
FAZY 4]
FAZA o
- Yenol Bie Endkasyen o =
ARASTIRMANIN TURL | Yitksek Do Aragtirmssss =5
3 o i , " 3 z xk.‘.‘“‘l’t | ———
THMAYA K _
M3 = > SR R




INTIHAL RAPORU ILK SAYFASI

111

MATERMNAL KANDA PREEKLAMPSI ILE ILISKILI MIKRORNA
LARIN BELIRLENMESI

ORLUIMALLE RAFORU

%o

%4 %2

BEMZERLEK EMDEKSI INTERMET YAYINLAR

FAYMAKL AR

%1

GERENC| DDEVLER

BIRINCL FAYTARLAR

.

istanbulsaglik.gov.tr
Intemet Kaynagi

%1

[l

www.readperiodicals.com
Intemet Kaynagi

%1

slideplayer.biz.tr

ﬂ hemt?ﬁayr?agl {“.-"rn-1

H Submitted to Mersin Aniversitesi < 1
Ogrenc Odevi Yo
kutuphane.pamukkale.edu.tr

ﬂ hemetpﬁaynagl . {n:.rﬂ1
acikerisim.deu.edu.tr

H Intemet Kaynad {n-'"rﬂ'1

=y Submitted to Ankara University

Ofrenc Odeavl {".r"ﬂ-1
kutup dicle.edu.tr

i'ltemetpﬁag.-nagl {“.r"ﬂ-1




112

OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Ad Selin Soyadi Demirer
Dog.Yeri |Istanbul Dog. Tar. [11.06.1988
Uyrugu T.C. TC Kim No |19726798290
Email selin.demirer34@gmail.com Tel 05556023955
Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yi
Doktora
Yiik.Lis. Namik Kemal Universitesi, Histoloji ve Embriyoloji Devam ediyor
Yiik.Lis. Istanbul Universitesi DETAE, Genetik AD.
Lisans Fatih Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii 2012
Lise Suadiye Hac1 Mustafa Tarman Anadolu Lisesi 2006

Is Deneyimi (Sondan gecmise dogru siralayin)

Gorevi Kurum Siire (Y1l - Yil)

1. -

2. -

3. -
Yabana |Okudugunu % - KPDS/UDS (Diger)
Dilleri Anlama* Konusma* | Yazma Puam Puani
Ingilizce | lyi iyi iyi
*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin

Sayisal Esit Agirhk Sozel
ALES Puam 75

(Diger) Puam

Bilgisayar Bilgisi

Program

Kullanma becerisi

Yaynlary/Tebligleri Sertifikalary/Odiilleri




113

- Ersahin AA, Hocaoglu M, Demirer_S, Cengiz F. Quercetin improves metabolic
sequels and placental morphology in streptozotocin-induced diabetic rats. Perinatal
Journal 2016;24(3):147-155

- Hocaoglu M, Turgut A, Ozdamar O, Aslan A, Demirer S, Usta A, Akdeniz E,
Karateke A. Abdominal wall endometriosis in cesarean surgical scar: retrospective

study of a rare entity. Annali Italiani di Chirurgia (Basim asamasinda)

Ulusal Kongre Ozetleri

1- Meryem Hocaoglu, Selin_Demirer, Evrim Komiircii Bayrak, Hilal Sentiirk,

Abdulkadir Turgut, Ates Karateke. Preeklampsi ve gestasyonel diyabetes mellitus
tanisinda maternal kan miRNA diizeylerinin incelenmesi. Tiirk Jinekoloji ve Obstetrik
Kongresi 2018 (9 Mayis- 13 Mayis)

Uluslararasi Kongre Ozetleri

1- Akin Usta, Gulay Turan, Meryem Hocaoglu, Abdulkadir Turgut, Selin Demirer. The
expression of proliferating cell nuclear antigen (PCNA) in eutopic end ectopic
endometrial tissue of women with endometrioma. European Society of Gastrointestinal
Endoscopy 26" Annual Congress 2017 (18 Ekim- 21 Ekim)

2- Hocaoglu M, Turgut A, Ozdamar O, Demirer S, Akdeniz E, Karateke A. The Role

of Neuthrophil to Lymphocyte Ratio and Mean Platelet VVolume in the Prediction of
Endometriosis. Congress of Society of Pelvic Pain and Endometriosis 2017 (4 Mayis- 7
Maysis)

3- Hocaoglu M, Turgut A, Ozdamar O, Aslan A, Demirer S, Usta A, Akdeniz E,
Karateke A. Abdominal wall endometriosis in cesarean surgical scar: retrospective
study of a rare entity. Congress of Society of Pelvic Pain and Endometriosis 2017 (4

Mayis- 7 Mayis)



114

Sertifikalar
- Real Time PCR Uygulama Kursu (04.04.2017)
- Kok Hiicre Kursu (06.05.2017)

- Non-invaziv Prenatal Test Uygulama Kursu (04.05.2018)



