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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

PREEKLAMPSININ ERKEN TANISI ICIN MEZENKIMAL KOK
HUCRELERDEN ELDE EDILEN MiRNA’LARDAN BIYOBELIRTEC
SECIMI

Niliifer KAMALI

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Damisman : Do¢. Dr. Tuba GUNEL

Preeklampsi (PE), gebelige 0zgii hipertansif bir hastaliktir. Anormal plasentasyon
preeklampsinin ayirt edici bir 6zelligidir ve plasental oksidatif stresin artmasina neden olur.
Oksidatif stres, desidual vaskiiler yapida lokal hasara neden olan anti-anjiyogenik faktorlerin
saliimin tetikler. Hasar daha sonra sistematik olarak yayilir ve maternal klinik semptomlarla
sonuglanir.

Maternal-fetal araylizdeki mezenkimal kok hiicrelerin (MKH) preeklampsi patogenezinde
onemli bir rol oynadig: diisiiniilmektedir. Desidua bazalis mezenkimal kok hiicreleri (AIMKH)
vaskiiler bir mikrogevrede bulunur. Preeklampside, dMKH'ler anormal derecede yiiksek
seviyelerde oksidatif strese ve maternal kanda dolasan inflamatuar faktorlere maruz kalirlar.
Oksidatif strese maruz kalan dMKH'lerin preeklampsi gelisiminde rol aldig1 diistiniilmektedir.

MikroRNA’lar (miRNA) kisa (19-25 niikleotit), tek zincirli ve kodlama yapmayan RNA’lardur.
Gen ekspresyonunu, hedef mRNA’larin 3’ kodlama yapmayan bdlgelerine baglanarak
diizenlerler. Gelisim, farklilagsma, apoptoz ve onkogenez gibi bir¢ok biyolojik olayda dnemli
rol oynadiklari bilinmektedir. Kii¢lik kodlama yapmayan RNA’lar sinifindan olan miRNA’larin
MKH'lerin farklilagmasi, olgunlagmasi ve islevleri iizerinde énemli bir etkiye sahip oldugu
aragtirmalarla gosterilmistir. MiRNA'lar {izerinde yapilan son arastirmalar, bu RNA’larin
PE’de yeni molekiiler belirtegler olarak kullanilabilecegi fikrini beraberinde getirmistir.
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Mezenkimal kok hiicler (MKH) birgok hiicre tipine farklilasabilen multipotent 6ncii hiicrelerdir
ve maternal fetal araylizde bol miktarda bulunurlar. Salgiladiklar1 maddeler yoluyla
anjiyogenez ve norogenezi tesvik etme yetenekleri vardir. Yapilan ¢alismalarda, miRNA’larin
PE hastasi gebelerin plasentasindan elde edilen MKH’lerde normal gebelere gore anlatimlarinin
farklilastig1 goriilmiistiir.

Bu tez, PE hastasi ve saglikli gebelere ait desidua ve periferal kan kdkenli MKH’lerin miRNA
anlatim analizini kapsamakta ve olas1 biyobelirteclerin arastirilmasi i¢in bir 6n ¢alisma niteligi
tagimaktadir. Tez kapsaminda, 7 PE hastas1 ve 7 saglikli olamak iizere toplam 14 gebenin hem
desidua ve hem de periferal kan ornekleri ile c¢alisildi. Toplam 28 o6rnek ile yapilan
aragtirmamizda MKH kiiltiirii ile hiicre sayisi arttirildi1 ve ardindan saf MKH eldesi i¢in spesifik
hiicre yiizey belirtecleri kullanilarak MKH ayrimi (“sorting”) gergeklestirildi. MKH’lerden
total RNA izolasyonu sonrasinda miRNA analizi i¢in let-7b-3p, let-7f-1-3p, miR-191-3p, miR-
550a-5p, miR-33b-3p ve miR-425-3p ve normalizasyon i¢in U6 snRNA kullanildi. MiRNA
analizi damlacikl dijital polimeraz zincir reaksiyonu (ddPZR) yontemi ile gergeklestirildi ve
elde edilen sonuglar “GraphPad Prism 8.1.2” programi kullanilarak degerlendirildi. Anlamlilik
testleri parametrik olmayan “Mann Whitney Test”, duyarlilik ve spesifiklik testleri ise
“Receiver operating characteristic” (ROC) analizi ile yapildi.

Yapilan analiz sonucunda, PE hastalarinin dMKH’lerinde hsa-miR-33b-3p seviyesinde saglikli
kontrollere gére anlamli bir artis oldugu gozlendi (AUC: 0,93, p= 0,04, kat degisimi: 4,5). let-
7b-3p, let-7f-1-3p, miR-191-3p, miR-550a-5p ve mMIiR-425-3p p<0,05 sartini
saglamadiklarindan anlamli olarak degerlendirilmedi.

Temmuz 2019, 126 sayfa.

Anahtar kelimeler: Preeklampsi, Desidua Kokenli Mezenkimal Kok Hiicre, Periferal Kan
Kokenli Mezenkimal Kok Hiicre, MikroRNA, Damlacikli Dijital PZR
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Preeclampsia (PE) is a pregnancy-specific hypertensive disease. Abnormal placentation is a
distinctive feature of preeclampsia and causes increased placental oxidative stress. Oxidative
stress triggers the release of anti-angiogenic factors that cause local damage to the decidual
vascular structure. Afterwards, the damage spreads systematically and results in maternal
clinical symptoms.

Mesenchymal stem cells (MSC) at the maternal-fetal interface are thought to play an important
role in the pathogenesis of preeclampsia. Decidua basalis mesenchymal stem cells (dMSC) are
found in a vascular microenvironment. In preeclampsia, dMSCs are exposed to abnormally high
levels of oxidative stress and inflammatory factors circulating in the maternal blood. dMSC
exposed to oxidative stress is thought to play a role in the development of preeclampsia.

Micro RNAs (miRNAs) are short (19-25 nucleotides), single-stranded, non-coding RNAs. They
regulate gene expression by binding to 3’non-coding regions of target MRNAS. They are known
to play an important role in many biological processes such as development, differentiation,
apoptosis and oncogenesis. MiRNAs from the class of small non-coding RNAs have been
shown to have a significant impact on the differentiation, maturation and function of MSCs.
Recent researches on miRNAs have assert to the idea that these RNAs can be used as new
molecular markers in PE.

Xvii



MSCs are multipotent precursor cells that can differentiate into many cell types and are
abundant at the maternal fetal interface. They have the ability to promote angiogenesis and
neurogenesis through the substances they secrete. Studies have shown that the expression of
miRNAs in MSCs obtained from placenta of pregnant women with PE differs from that of
normal pregnant women.

This thesis covers miRNA expression analysis of MSCs originated decidua and peripheral
blood obtained from PE patient and healthy pregnant women and is a preliminary study to
investigate putative biomarkers. In this thesis, both decidua and peripheral blood samples were
studied from total 14 pregnant women, 7 PE patients and 7 healthy subjects. In our research
with a total of 28 samples, the number of cells was increased by MSC culture and then MSCs
were sorted using by specific cell surface markers to obtain pure MSCs. After isolation of total
RNA from MSCs, let-7b-3p, let-7f-1-3p, miR-191-3p, miR-550a-5p, miR-33b-3p and miR-
425-3p were used for miRNA analysis and U6 snRNA was used for normalization of the
samples. MiRNA analysis was performed by droplet digital polymerase chain reaction (ddPCR)
method and the obtained results were evaluated using “GraphPad Prism 8.1.2” program.
Significance tests were performed using non-parametric “Mann Whitney Test”. Sensitivity and
specificity tests were performed using “Receiver Operating Characteristic” (ROC) analysis.

As a result of the analysis, it was observed that the levels of hsa-miR-33b-3p significantly
(AUC: 0.93, p = 0.04, fold change: 4.5) increased in dMSC of PE patients compared to healthy
controls. However, let-7b-3p, let-7f-1-3p, miR-191-3p, miR-550a-5p, and miR-425-3p were
not considered as significant because they did not meet the p<0,05 requirement.

July 2019, 126 pages.

Keywords: Preeclampsia, Decidua Derived Mesenchymal Stem Cell, Peripheral Blood
Derived Mesenchymal Stem Cell, MicroRNA, Droplet Digital PCR
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1. GIRIS

Plasenta, fetiis icin gerekli besini, gaz degisimini ve immiinolojik toleransi destekleyerek fetal
gelisimde onemli bir rol oynamaktadir. Hastalik plasental disfonksiyon ile ilk trimesterda
bagslar. Etiyopatogenezi hala tam olarak anlasilamamis olsa da feto-plasental bolgedeki
bozukluklar ve buna bagli maternal-plasental patolojilerin etkili oldugu diisiiniilmektedir. Bu
nedenle, plasenta gelisimi ve devamlilig: ile ilgili problemler preeklampsi (PE) gibi gebelige

bagli bozukluklarla sonuglanabilmektedir.

20. gebelik haftasindan sonra gelisme gosteren hipertansiyon (kan basincinin > 140/90 mm-Hg
Ol¢iilmesi) ve proteiniiri (24 saatlik idrarda protein atiminin > 300 mg olmasi) olarak
tanimlanmasina ragmen ACOG (“The American College of Obstetricians and Gynecologists™)
2019 biilteninde, proteiniiri olmaksizin preeklampsi gelisebilecegi bildirilmistir (North ve dig.,
2011; ACOG, 2019). Diinya genelinde gebeliklerin yaklasik %5’inde goriilen preeklampsia
(Sibai, Dekker ve Kupferminc, 2005) maternal-fetal hastalik ve Sliimlere neden olmaktadir
(Sibai, Dekker ve Kupferminc, 2005; North ve dig., 2011). Hastaligin olusum mekanizmasi
hala tam olarak anlasilamamis olsa da maternal-fetal arayilizdeki immiin sistem
dengesizliklerinin preeklampsi patogenezinin nedenleri arasinda olabilecegi diistiniilmektedir
(Goldman-Wohl ve Yagel, 2007; Miitze ve dig., 2008; Zhou ve dig., 2008; Kanasaki ve Kalluri,
2009). Feto-plasental bolgedeki maternal immiin bozukluklar, preeklampsi gibi defektif
trofoblast ve buna bagli maternal-plasental patolojik anomalilerin gelismesinin bir nedenidir
(Erlebacher, 2013; Rolfo ve dig., 2013). Yapilan diger c¢alismalar da, preeklampsili
hastalarda anjiyogenezde bozulmalar ve anti-anjiyogenik faktorlerin plasental dolasim
bozukluklariyla sonuglanmasina neden oldugu bildirilmistir (Venkatesha ve dig., 2006;
Verlohren, Stepan ve Dechend, 2012). Bu durum da plasental damar olusumundaki
anormalliklerin preeklampsi patogenezinin muhtemel nedenlerinden biri olabilecegini

gostermektedir.

Mezenkimal kok hiicreler (MKH); osteoblast, adiposit ve kondroblast gibi c¢esitli hiicrelere
farklilasabilen, kolaylikla izole edilebilen ve “ex vivo” saklanabilen multipotent Oncii
hiicrelerdir (Karahuseyinoglu ve dig., 2007; Liu, Zhao, ve dig., 2012). MKH'ler esas olarak
kemik iliginde bulunur, ancak kordon kani ve umblikal kord, yetiskin periferik kani, yag
dokusu, trabekiiler kemik ve dis pulpasi da dahil olmak tizere ¢esitli konak¢1 dokularda benzer
ama 6zdes olmayan Ozelliklere sahip olduklar1 da gosterilmistir (Gronthos ve dig., 2000; Wang
ve dig., 2004; Sakaguchi ve dig., 2005; Wagner ve dig., 2005; Kassis ve dig., 2006; Locke,
Feisst ve Dunbar, 2011). Farklilagmanin yani sira kendini yenileme yetenegine de sahiptirler.



Boylece bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadirlar (Shi ve dig., 2010). Maternal-fetal
arayiiz onemli bir MKH kaynagidir (Atkinson ve dig., 2005; Schwab ve Gargett, 2007; Cutler
ve dig., 2010). Castrechini ve digerleri tarafindan vaskiiler nigin damar olgunlagsmasina ve
stabilizasyonuna katki saglayan plasenta kokenli mezenkimal kok hiicreleri barindirdigi
bildirilmistir (Castrechini ve dig., 2010). Diger bir ¢alismada ise preeklampsi hastalarindan
aliman desidua kokenli MKH’lerde anormal diizeyde sitokin seviyeleri gozlenmis ve
preeklampsi hastalarindan alinan plasentalarda yiliksek seviyede “MKH negatif markerlar”
bulunmustur (Benian ve dig., 2008; Hwang ve dig., 2010). Bu bulgular MKH’lerin preeklampsi

patogenezine katki saglayabilecegini gostermektedir.

MikroRNA (miRNA)’lar protein kodlamayan, kisa (19-25 niikleotid), tek zincirli ve hedef
mRNA’larin 3” kodlama yapmayan bolgelerine baglanarak gen anlatimini diizenleyen RNA
molekiilleridir (Lee ve Ambros, 2001). Gelisim, farklilasma, apoptozis ve onkogenezis gibi
bircok biyolojik olayda 6nemli rol oynadiklari bilinmektedir (Bushati ve Cohen, 2007).
MiRNA’larin aynt zamanda kok hiicrelerin farklilasmasi, olgunlagmasi ve fonksiyonlari
tizerinde onemli etkileri vardir (Heinrich ve Dimmeler, 2012; Leonardo ve dig., 2012).
Preeklampsi hastalarindan alinan plasentalarda miRNA anlatim seviyelerinde farklilagsmalar
gozlemlenmistir (Hu ve dig., 2009; Noack ve dig., 2011). Bu durum, miRNA’larin desidua
kokenli MKH’leri diizenleyerek preeklampsi patogenezinde rol oynayabilecegini

distindiirmektedir.

Bu tez kapsaminda, ¢aligma grubumuz tarafindan PE hastalarinin plasenta ve plazma 6rnekleri
ile yapilmis olan microdizilim ¢aligmasi sonucu hem plasenta hem de plazmada farklilastig:
goriilen 6 farkli aday miRNA’nin Damlacikli Dijital Polimeraz Zincir Reaksiyonu (ddPZR) ile
validasyonu yapilmistir. Calisma grubu olarak, 7 PE hastast ve 7 saglikli gebeden alinan
toplamda 14 plasenta (desidua tabakasi) ve 14 kan 6rnegi kullanilmis ve hem desidua hem de
periferal kan kokenli MKH Kkiiltiirii yapilmistir. Hiicre kiiltlirtiniin ardindan MKH’lerde aday
miRNA analizi yapilmistir. Bu ¢alismada PE hastas1 ve saglikli gebelerden elde edilen plasenta
ve kan kokenli MKH’lerde miRNA anlatim farkliliklarin1 belirleyerek potansiyel biyobelirteg

calismas1 yapmak ve PE patogenezine katkida bulunmak amaclanmastir.

Calisma sonucunda elde edilen verilerle istatistiksel “Graphpad Prism 8.1.2.” programinda
yapilmis ve miRNA’larin anlamlilik degerleri parametrik olmayan “Mann Whitney Test”,
duyarlilik ve Ozgiilliikleri ise “Receiver operating characteristic’ (ROC) analizi ile
degerlendirilmistir. Yapilan testler sonuncunda PE hastas1 ve saglikli gebelerin dMKH’lerinde
yapilan miRNA analizinde yalnmizca miR-33b-3p (p=0,004, AUC=0,93) anlamli olarak
degerlendirilmis, let-7b-3p (p= 0,38, AUC=0,65), let-7f-1-3p (p=0,8, AUC=0,55), miR-191-3p



(p=0,09, AUC=0,77), miR-550a-5p (p=0,053, AUC=0,81) ve miR-425-3p (p=0,71,
AUC=0,57) anlaml1 bulunmamustir.

“MIRO 2.0” ile yapilan biyoinformatik tabanli hedef gen ve yolak analizinde, aday
miRNA’larin hepsinin ortak olarak bulunduklari yolaklar, anlamli olarak bulunan miR-33b-3p
ile preeklampsinin ortak olarak bulunduklar1 yolaklar ve miR-33b-3p’nin hedef genleri igin
tarama yapilmistir. Analiz sonucunda, TGFBI1’in miR-33b-3p’nin hedefi oldugu ve
preeklampside de etkili olan syndecan-2 aracili sinyal yolaginda, VEGF ve VEGFR
sinyallenme aginda, MAPK sinyal yolaginda, mTOR sinyal yolaginda, Akt aracili sinif I PI3K

sinyallenmede ve fokal adezyon kinaz aracili sinyallenmede rol aldig1 tespit edilmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. INSAN PLASENTASININ YAPI VE FONKSIYONU

Insan plasentas:; fetiisiin gelisimini destekleyen hem maternal hem de fetal hiicrelerin bir arada
oldugu ¢ok hiicreli bir bariyer olarak gebelikte essiz ve vazgegilmez bir organdir. Plasenta,
genetik olarak iki farkli birey olan anne ve fetiis arasindaki metabolik degisim, endokrin
diizenleme Ve bunlar arasindaki immiinolojik toleranstan sorumludur (Siiteri ve Stites, 1982;
Cross, Werb ve Fisher, 1994).

Latinceden tiiretilen plasenta terimi, diskoid sekli nedeniyle “yassi kek” anlamma gelir.
Gebeligin sonunda, 2-3 cm ¢apinda, 2-3 cm kalinliginda ve 500 g agirliginda, fetal agirligin
1/6's1 kadardir.

Plasenta; plasental disk, amniyotik ve koryonik membranlar olarak ikiye ayrilan fetal
membranlar ve gobek kordonu gibi fetal kokenli yapilardan olusur. Plasenta ayrica
endometriyumdan kokenlenen ve desidua adi verilen maternal kokenli bir zardan da olusur
(Sekil 2.1). Plasentanin fonksiyonel birimi, hamilelik sirasinda maternal ve fetal kan arasindaki

smir1 olusturan bariyerdir.
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Sekil 2.1: Plasentanin yapist ve membranlari.

2.2. PLASENTA GELIiSIMi

Plasenta gelisimi, erken embriyolojik asamalarda, gastrulasyon gerceklesmeden 6nce baslayan
ve gebelik boyunca devam eden bir siirectir. Déllenmeden dort bes giin sonra morula (blastomer
ad1 verilen kat1 hiicre kitlesi) uterusa ulasir. Sivi dolgulu i¢ bosluklu goériiniim, moruladan
blastosiste gegisi isaret eder ve buna hiicresel farklilasma eslik eder: Yiizey hiicreleri trofoblast
hiicrelerini olustururken (plasenta ve gobek kordonu dahil olmak iizere ekstraembriyonik
yapilara yol acar) i¢ hiicre kiitlesi de embriyoyu meydana getirir. Endometriyuma
implantasyondan hemen 6nce, i¢ hiicre kitlesi (embriyoblast) hiicresel yeniden yapilanma gibi
onemli degisikliklerden geger ve bunun sonucunda epiblast ve hipoblast (ilkel endoderm) adi
verilen yapilar olusur. Amniyon gibi bazi ekstraembriyonik dokular, hamilelik sirasinda
embriyoyu barindiran ve amniyotik boslugu simirlayan epiblastlardan kdkenlenmektedir.

Gebelik sirasinda amniyon sivisinin {retimindeki artis nedeniyle, amniyon genisler ve



amniyokoryonik membrani olusturmak icin trofoblast ile birlesir. Insan embriyogenezindeki
dis sinsisyotrofoblast ve i¢ sitotrofoblastin gelismesi, erken asamada trofoblastta gerceklesir.
Sitotrofoblast, yiiksek oranda proliferatif mononiiklear hiicrelerden olusur. Sinsisyotrofoblast,
sitotrofoblastik hiicrelerin fiizyonu ile olusur ve yiiksek invaziv kapasiteye sahiptir. Olusan
sinsisyum, blastosistin uterus duvarlarina implantasyonundan sorumludur (de la Torre, Perez-

Lorenzo ve Flores, 2018).

Lakiin

Endometriyum mem—_

> ®y
e X
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Sekil 2.2: Sinsisyotrofoblastin, maternal damarlar1 agindirmasi (de la Torre, 2018).

Endometriyum matriksinin bozulmasindan sorumlu olan sinsiSyotrofoblastin litik aktivitesi,
endometriyumu asindirarak uterus kilcal damarlarina ulasir. Vaskiiler hasarin bir sonucu olarak
maternal kan, lakiinlere akmaya baglar. Bu lakiiner evre fetomaternal dolasimin temelini
olugturur. Ayn1 zamanda, ¢ogalmaya devam eden sitotrofoblastin epitel benzeri hiicreleri,
sinsisyotrofoblasta dogru ¢ikint1 yapan birikimler olusturur (Pijnenborg ve dig., 1980). Bu
parmak benzeri yapilar (sinsisyotrofoblast ile kaplanmis sitotrofoblast) déllenmeden sonraki
dordiincii haftada her villusun igindeki kan damarlarini meydana getiren ekstraembriyonik
mezoderm tarafindan istila edilir. Bu durum fetal dolasim ile trofoblastik lakiin i¢inde bulunan
maternal kan arasindaki etkilesimin olusumunu miimkiin kilar (Sekil 2.2). Trofoblastin farkli
katmanlar1 (sitotrofoblast ve sinsisyotrofoblast), fetal damarlarin bazal membranlari ve bu
damarlarin vaskiiler endotelleri, maternal ve fetal dolasim arasindaki metabolit degisimini
diizenleyen plasenta bariyerini olusturur. Bu degisim yiizeyinin gebeligin 28. haftasinda
yaklastk 5 m? oldugu ve dogumda 10-11 m?'ye ulastig1 tahmin edilmektedir. Bu bariyerde

gebeligin baslangicindan sonuna dogru 10 mikrondan 1-2 mikrona kadar ilerleyen bir incelme



meydana gelmektedir (Burton ve Watson, 1997). G6bek kordonu; plasentay: fetusa baglayan,
anne ve fetus arasinda metabolitleri tasimak igin iki atardamar ve bir toplardamar i¢eren dar bir

tiip olarak meydana gelir.

2.3. KOK HUCRELER

Kok hiicreler; uzun siire kendini yenileyebilen ve farkli hiicre tiplerine farklilasarak viicudun
doku ve organlarini olusturan benzersiz hiicrelerdir. Farkli hiicre tiplerine farklilagsma yetenegi
plastisite olarak adlandirilir. K8k hiicreler embriyo, gobek kordonu ve birgok yetiskin
dokusundan izole edilebilir ve farklilasma potansiyelleri nereden geldiklerine bagl olarak

degisir (Panno, 2005; Kelly, 2007).

Embriyonik kok hiicre (EKH), blastosist adi verilen erken embriyonun (4-5 giin) i¢ hiicre
kiitlesinden elde edilir (Chung ve dig., 2008). EKH farklilasmadan smirsiz sayida simetrik
bolinme yetenegine sahiptir ve bu da uzun siireli kendini yenileme yetenegine sahip olduklari
anlamina gelir (Kirschstein, 2001). Uygun ortam ve kosullarda kiiltiirlendiklerinde, segici
olarak daha 6zellesmis popiilasyonlara ayrilmasi i¢in uyarilabilirler. EKH’ler pluripotenttir ve
viicuttaki her hiicre tipine farklilasabilirler. Bu nedenle, ¢ok c¢esitli doku rejenerasyonu ve
rejeneratif tipta hiicresel tedaviler i¢in 6nemli adaylardir (Ami ve dig., 2008). Bugiine kadar,
fare EKH’lerinin kardiyomiyositler, diiz kas hiicreleri, néron hiicreleri ve hepatositler gibi
belirli hiicre tiplerini olusturmak i¢in uyarilmasinda bir miktar basar1 elde edilmistir (Thumanu

ve dig., 2011).

Yetiskin kok hiicreler, farklilasmis doku ve organlarda bulunan multipotent hiicrelerdir. Ozdes
kopyalar olusturarak kendilerini uzun siire yenileyebilirler ve kokenlendikleri dokularmn tim
Ozellesmis hiicre tiirlerine farklilasabilirler (Kirschstein, 2001). Kan, kemik iligi, kordon kant,
bobrek, yag dokusu, dis gibi ¢esitli dokularda bulunurlar. Yetiskin kok hiicreler, kok hiicre
sayisini sabit tutarak, hiicrelerin yaslanmas1 ve hastaliklari sirasinda dokularin kendi kendilerini
yenilemesi ile homeostazi i¢in 6nemlidir (Perkins ve AC, 1998; Orlic ve dig., 1999). Yetiskin
kok hiicreler, hematopoetik veya mezenkimal dokular dahil olmak {izere herhangi bir organ
veya dokudan ortaya ¢ikabilir. Bu nedenle sirasiyla hematopoetik kok hiicreler (HKH'ler) veya
mezenkimal kok hiicreler (MKH’ler) olarak adlandirilir. HKH'ler kemik iliginden, periferal
kandan ve umbikal kandan elde edilerek hematopoez olarak adlandirilan islemle her tiirlii kan

hiicresini iiretirler. Yetigkin kok hiicrelerin bir baska popiilasyonu, bircok doku tipinden izole



edilebilen ve ayrica adipoz doku, kemik dokusu ve kikirdak dokusu gibi mezenkimal kékenli

dokulara farklilagabilen mezenkimal kok hiicreler olarak adlandirilir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3: Mezengenik siire¢ (Caplan, 2009).
2.3.1. Plasenta Kokenli Kok Hiicreler

Plasenta, bazi avantajlara sahip olan bir kok hiicre kaynagidir. Plasenta dogumda kendiliginden
disar1 atilir ve diger yetiskin kok hiicre kaynaklarinda oldugu gibi invaziv yontemlerin
kullanilmasini gerektirmez. Tibbi bir atik olarak kabul edilir ve embriyonik kok hiicreleri
kullanmaktan farkli olarak, kullaniminda etik kaygilar yoktur (Yen ve dig., 2005). Plasenta,
kemik iligi ve yag dokusu gibi diger kaynaklarla karsilastirildiginda, hiicre geri kazaniminin
donor yast ile azaldigr yiiksek verimli bir kok hiicre kaynagidir (Shigeno ve Ashton, 1995).
Plasental hiicrelerin ¢ok yonliiliikk ve farklilagma potansiyeli muhtemelen ilkel kokenlerinden
dolayr ¢ok yiiksektir (Macias ve dig., 2010). Ayrica, gebelik bir “tolere edilen allograft”
ornegidir ve plasenta, maternal-fetal arayiizde immiin diizenleyici organdir (Medawar, 1953).
Plasenta immiin ayricalikli bir organdir ve plasentadan izole edilen hiicreler, immiin olarak
uyumlu hayvanlara nakledildiginde (“xenotransplantation”) in vitro (Bailo ve dig., 2004) ve in
vivo (Vegh ve dig., 2013) diisiik immiinojenite gosterir. Allojenik transplantasyon igin plasental
hiicrelerin kullanilabilirligi daha dnce yapilan galigmalarla gosterilmistir (Kurtzberg ve dig.,
1996).



Rejeneratif tipta, kok hiicrelerin etkileri sadece hiicre veya doku restorasyonu ile sinirh degildir.
Ayni zamanda gegici parakrin etki de bu siire¢te rol oynar. Bu parakrin etki, yaralanmayi
kontrol eden, immiin yanitlar1 diizenleyen ve hayatta kalan yarali dokuda kendi kendine onarimi
tesvik eden kok hiicreler tarafindan tiretilen ve salgilanan faktorlerle iliskilidir (Gnecchi ve dig.,
2008). Plasenta fetomaternal toleransta temel bir rol oynar ve bu durum, plasenta tiirevli kok
hiicrelerin immiin diizenleme agisindan neden diger kok hiicrelere gére ilave bir avantaja sahip
oldugunu agiklar (Lee ve dig., 2012). Plasentadan kok/progenitdr hiicre 6zelliklerine sahip
farkli hematopoetik, epitelyal, trofoblastik ve mezenkimal hiicre popiilasyonlar: izole

edilmistir.

Plasenta hematopoetik bir organdir. Ciinkii gergek hematopoetik kok hiicrenin (HKH)
fonksiyonel 6zelliklerine sahip biiyiik bir HKH havuzunu barindirir. Plasenta kaynakli HKH,
tim olgun kan hiicrelerine farklilasabilir ve embriyonun émrii boyunca hematopoezi devam
ettirebilir. Plasental HKH aktivitesi, plasental HKH nin fetal karacigere ve embriyo icerisinde
timus, dalak ve kemik iligi gibi diger gelismekte olan hematopoetik organlara mobilizasyonunu

yansitarak gebeligin sonuna dogru azalir (Christensen ve dig., 2004).

Amniyon, koryon ve desidua gibi plasentanin ii¢ tabakasi, kok hiicre kaynaklaridir. Amniyotik
zar, tek hiicreli bir epitel tabakasindan ve sirasiyla epiblast ve hipoplasttan elde edilen daha
derin bir mezodermal tabakadan olusur (Miki ve dig., 2005). Koryon tabakasi, amniyonun
mezenkimal bdlgesine benzeyen i¢ koryonik mezodermden ve trofoblast kokenli bir dis
tabakadan olusur. Plasentanin uterin bileseni olan desidua da mezodermal kokenli bir hiicre

kaynagidir.

Plasental dokulardan izole edilen kok hiicrelerin ¢ogu, mezodermal kokenli hiicrelerdir ve
kokenlendikleri katmana bagli olarak amniyon mezenkimal kok hiicreleri (aMKH), koryon
mezenkimal kok hiicreleri (KMKH), koryonik villus mezenkimal kok hiicreleri (kvMKH) ve
desidua mezenkimal kok hiicreleri (AMKH) olarak adlandirilir (Igura ve dig., 2004; Soncini ve
dig., 2007; Macias ve dig., 2010). Gobek kordonunun iginde, bir umblikal toplardamar ve iki
umblikal atardamari ¢evreleyen bag dokusu vardir. “Wharton” j6lesi olarak da bilinen bu doku,
gobek kordonu mezenkimal kok hiicreleri (JkMKH) olarak adlandirilan zengin bir mezenkimal
kok hiicre kaynagidir (Wang ve dig., 2004). Hepsi, Uluslararas1 Hiicresel Tedavi Dernegi
tarafindan onerilen {i¢ minimum kriteri karsiladig i¢in gercek mezenkimal kdk hiicreler olarak

kabul edilir (Dominici ve dig., 2006). ik olarak, plasental MKH’ler kiiltiir kabina yapisirlar
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(“plastic adherence™). Ikincisi, CD105, CD73 ve CD90 gibi spesifik bir hiicre yiizey belirteci
setini ifade ederken; CD34, CD45, CD14 veya CD11b, CD79a veya CD19 ve HLA-DR dabhil
olmak iizere hematopoetik belirtegleri ifade etmezler. Ugiinciisii, in vitro olarak adipositler,
kondrositler ve osteoblastlar dahil olmak iizere farkli mezodermal hiicre soylarina farklilasma
yetenekleri vardir. Ek olarak, aMKH ve KMKH, plasenta kaynakli kok hiicrelerdeki ilk

uluslararasi ¢alismaya gore fetal kokenlidir (Parolini ve dig., 2008).

2.3.2. Plasenta Kokenli Mezenkimal Kok Hiicreler

Mezenkimal kok hiicreler (MKH), her zaman fazla miktarlarda olmasa da viicuttaki hemen
hemen tiim yetiskin dokulardan izole edilebilir. Her organda destekleyici stromal dokuyu
olusturan tiim hiicresel elemanlar1 yeniden olusturabilen bir dncii hiicre popiilasyonu oldugu
diistiniilmektedir (Owen, 1988). MKH’ler ilk 6nce kemik iliginde hematopoetik olmayan
hiicrelerin alt kiimesi olarak tanimlanmustir (Friedenstein ve dig., 1974). Klinik 6ncesi ve klinik
calismalarda en ¢ok calisilan hiicre tipidir. MKH'nin avantajlari, kiiltiirde izolasyon kolaylig1
ve kiiltiirde devamlilik, yiiksek biiyiime kapasitesi, yiiksek plastisite ve doku tamir aktivitesidir.
MKH'nin restoratif aktivitesi sadece 6lii veya hasar gérmiis hiicrelerin yenilenmesiyle degil,
ayn1 zamanda immiin diizenlemeye aracilik eden ve hiicre biiylimesini ve/veya farklilasmasini
destekleyen parakrin eylemleri ile de ilgilidir. Ayrica, MKH transplantasyondan sonra
teratomlar olusturmaz, konakgiya giivenligi saglar ve diisiik immiinojeniteleri onlar allojenik
transplantasyon i¢in uygun hale getirir. Ayni zamanda bu hiicreler, enflamatuar mikro ortamlara
ve tiimorlere gog etme kabiliyetine sahiptir (L. Chen ve dig., 2008; Moodley ve dig., 2013;
Vegh ve dig., 2013; Bonomi ve dig., 2015). Bu o6zellik, MKH'ye 6nemli bir terapétik avantaj
saglar. Clinkii MKH’ler sistemik inflizyon yoluyla enjekte edilebilir ve antikanser ajanlar gibi

ilaglarin timor bolgesine verilmesi i¢in ara¢ olarak kullanilabilir.

Plasenta'nin bir MKH kaynag1 olarak kullanilmasi, diger yetiskin MKH'lere gore cesitli
avantajlara sahiptir. invaziv yontem olmadan MKH'nin plasentadan ayrilma kolayligmin yan
sira, izole MKH daha homojen ve ilkel bir popiilasyonu temsil eder (Macias ve dig., 2010).
Ayrica, kiiltirde kemik iligi MKH'sine kiyasla daha yiiksek ¢ogalma oranina sahiptir (Barlow
ve dig., 2008). Bu durum, gen ekspresyonunu etkileyen ve yaslanma fenotipiyle sonuglanan ex
Vivo yaslanma riskini azaltarak daha az sayida pasajla daha fazla sayida hiicre elde etmeyi
miimkiin kilar (Wagner ve dig., 2009; Bork ve dig., 2010). Hiicresel tedavide plasenta kokenli
MKH'nin (pMKH) kalite kontrolii i¢in yaslanma durumunun dikkate alinmasi gerekir. Ek
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olarak, pPMKH'in klinik etkinligi ve giivenligi, diger MKH kaynaklarina kiyasla daha yiiksek
olabilir. Ciinkii pMKH, reaktif oksijen tiirleri (ROS), kimyasal ayanlar, biyolojik ajanlar ve
fiziksel stresorler gibi zararli ajanlara daha kisa siireli maruz kalan geng hiicrelerdir (Brandl ve
dig., 2011). PMKH, ¢ogalma sirasinda da kaybedilen diisiik telomeraz aktivitesi ile iligkili
olarak kiiltiirde sinirli biiylime kapasitesine sahiptir ve bu da onlar1 rejeneratif tipta kullanilacak
giivenli bir {irlin haline getirir (Macias ve dig., 2010). Ayrica pMKH, gb¢ etme 6zelligi ve
hasarli dokularda yer degistirme (“homing”) kapasitesi bakimindan avantajli olabilir.
MKH’lerin yer degistirmesi, temel olarak yarali doku tarafindan kemo-g¢ekici maddelerin
salinmasina ve MKH zar1 iizerindeki kemokin reseptorlerinin ifadesine baglidir. Dokuya
ekstravazasyon i¢in, MKH'nin endotele baglanip ge¢mesi gerekir. MKH'de birkag integrin ve
diger adezyon molekiillerinin eksprese edildigi bilinmektedir. Endotel hiicrelerine MKH'nin
yapismasi i¢in VLA-4/VCAM-1 (“very late antigen-4”/vascular cell adhesion molecule-1")
eksenine baglilik gosterilmistir (Ruster ve dig., 2006). PMKH, kemik iligi MKH'sine kiyasla
daha yiiksek bir VLA-4 ekspresyonuna sahiptir ve bu durum pMKH'nin hasarli dokuya
yerlesmesi i¢in gelismis 6zelliklere sahip olabilecegini diisiindiirmektedir (Karlsson ve dig.,
2012).

2.3.3. Periferal Kan Kokenli Mezenkimal Kok Hiicreler

Gilinlimiizde, sayisiz hiicre tipine farklilasma kapasitesine sahip kok hiicrelerin izolasyonu,
rejeneratif tipta ve doku miithendisliginde uygulanmaktadir (Lin ve Lee, 2008; Egusa ve dig.,
2012). Bu baglamda, klinik uygulamalar i¢in yeni kok hiicre kaynaklarinin, minimal invaziv
izolasyon prosediirlerinin ve optimize edilmis hiicre kiiltiirii kosullarinin belirlenmesi
gerekmektedir. MKH’lerin etkili klinik 6zellikleri nedeniyle, ¢ok sayida ¢aligma bu multipotent
hiicrelerin izolasyonu ve farklilagmasina odaklanmistir (Lin ve Lee, 2008; Egusa ve dig., 2012;
Maleki ve dig., 2014). Kemik iliginden izolasyon, diisiik frekansli ve heterojen popiilasyon
saglayan invaziv ve yliksek riskli bir yaklasimdir (Wagner ve dig., 2005). Bu sorunlar1 asmak
icin arastirmacilar MKH’leri alternatif erisilebilir doku kaynaklarindan izole etmeye
calismiglardir (Bieback ve dig., 2008; Hass ve dig., 2011; Chong ve dig., 2012; Maleki ve dig.,
2014). Erisilebilirlik ve yiiksek farklilasma potansiyeli, tibbi uygulamalar igin alternatif bir
kaynak olarak kan kokenli kok hiicreleri diisiindiirmektedir (Caplan, 2007; Hass ve dig., 2011).
Bununla birlikte, insanda kan dolasiminda MKH’lerin tespit edilip edilemeyecegi konusunda

tartismalar vardir.
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Periferal kan kokenli MKH’ler, CD44, CD54, CD105 (SH2) ve CD166 yiizey molekiillerini
ifade ederken, CD14, CD34, CD45 veya CD31 yiizey molekiillerini ifade etmemektedir (Cao,
Dong ve Dong, 2005). Kassis ve dig. CD90 ve CD105 (SH2) ifadesi i¢in pozitif olan ve CD45
ve CD34 i¢in negatif olan kan kokenli MKH’leri izole etmistir (Jorn ve dig., 2010). Tondreau
ve dig. kemik iligi kokenli MKH ve periferal kan kokenli MKH'nin akis sitometrisi analizlerini
gerceklestirmis ve benzer anlatim modellerini, yani CD44, CD105 (SH2) ve CD73 (SH3) 'iin
varligi ve CD14, CD34, CD45 ve HLA-II'nin yoklugunu ortaya ¢ikarmigtir (Tondreau ve dig.,
2005).

2.4. GEBELIKTE HiPERTANSIYON

Gebelige bagli hipertansiyon (GBH), gebeliklerin yaklasik % 6-10'unu etkilemektedir (WHO,
2011). Gebelikte, sistolik kan basinct (SKB)>140 mmHg ve diastolik kan basincit (DKB)>90
mmHg oldugunda bu durum hipertansiyon olarak tanimlanir. Hipertansiyon; hafif (SKB 140-
149, DKB 90-99 mmHg), orta (SKB 150 159, DKB 100-109 mmHg) ve siddetli (SKB>160,
DKB>110 mmHg) olmak {izere ii¢ sekilde siniflandirilmaktadir (Visintin ve dig., 2010).

Kanada Hipertansiyon Toplulugu'na gore, siralanan dort durumdan birinin varhig GBH

gostergesidir:

e Onceden var olan hipertansiyon,

e Gebelik hipertansiyonu ve PE,

e Onceden var olan hipertansiyona ek olarak proteiniiri ile iist iiste binmis gebelik
hipertansiyonu ve

¢ Siniflandirilamayan hipertansiyon (Helewa ve dig., 1997).

ABD'de 1995-2004 yillar1 arasinda yapilan epidemiyolojik bir galisma, gebelikte hipertansiyon
ve PE'nin en sik saptanan hipertansif kosullar oldugunu, 6nceden varolan hipertansiyonun daha

nadir oldugunu gostermistir (Savitz ve dig., 2014).

2.5. PREEKLAMPSI

Preeklampsi, gebeligin 20. haftasindan sonra gelisme gosteren hipertansiyon ve proteiniiri

olarak tanimlanmaktadir (Roberts ve Hubel,2009). ACOG, yenilenmis klavuzlarinda,
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proteiniirinin preeklampsi tanis1 koymak i¢in artik gerekli olmadigina yer vermektedir (ACOG,
2019). Proteiniiri yoklugunda hastaligin tanisi; daha 6nce var olmayan trombositopeni
(trombosit sayist uL basina <100 000) ile iligkili hipertansiyon, karaciger fonksiyonu
bozuklugu ve bobrek yetmezligi, akciger 6demi ya da beyinsel veya gorsel bozukluk geligimi

tizerine kurulabilmektedir.

Diinya genelinde gebeliklerin yaklasik %5’ini etkileyen preeklampsi (Duley, 2009), maternal
ve fetal 6liimlerin 6nde gelen nedenlerindendir (Sibai ve dig., 2005). Bu durum gebe kadinlarin
aileleri, cevreleri ve saglik sistemleri iizerinde biiyiik bir yiik olusturmaktadir (Duley, 2009).
GBH, o6zellikle preeklampsi, her yil diinya ¢apinda 76 bin maternal 6liim, 500 bin fetal ve yeni
dogan Oliimleriyle sonuglanan toplam 10 milyon gebeligi etkilemektedir (Khowaja ve dig.,
2015). Bu oliimlerin neredeyse tamami (>%99) az ve orta gelismis iilkelerde goriilmektedir
(Duley, 2009). Ayrica preeklampsi hem anne hem de c¢ocugun yasamlari siiresince
kardiyovaskiiler bir risk faktorii olmaktadir (Agatisa ve dig., 2004; Mongraw-Chaffin ve dig.,
2010; Davis ve dig., 2012). Preeklampsi gecirmis kadinlar iki kat artmis felg riski gosterirken,
preeklampsi 34. gebelik haftasindan 6nce meydana geldiginde iskemik kalp rahatsizliklar
sonucu dliimler sekiz kat daha fazla olmaktadir (Mongraw-Chaffin ve dig., 2010).

2.5.1. Preeklampsinin Tanmis1

Preeklampsi genellikle proteiniiri ile iligkili hipertansiyon varliginda teshis edilir (Brown ve
dig., 2000; Roccella, 2000; Sibai BM, 2003). Hipertansiyon; 6nceden normotansif oldugu
bilinen kadinlarda 20. gebelik haftasindan sonra en az iki kez ya da en az 4-6 saat araliklarla
Olciilen kan basinci degerlerinin, SKB i¢in 140 mm Hg’den fazla, DKB i¢in 90 mm Hg’den
fazla olmasi olarak tanimlanmaktadir (Brown ve dig., 2000; Roccella, 2000; Sibai BM, 2003).
Tani1 igin en fazla 7 giin araliklarla kan basinc1 6l¢iimii yapilmalidir (Hauth ve dig., 2000;
Roccella, 2000; Sibai BM, 2003). SKB’de en az 160 mm Hg, DKB’de en az 110 mm Hg veya
stirekli olarak yiikselen artiglar varsa hipertansiyon siddetli olarak kabul edilmektedir (Hauth
ve dig., 2000; Roccella, 2000; Buchbinder ve dig., 2002; Sibai BM, 2003).

Proteiniiri, her 24 saatte bir 300 mg veya daha fazla protein atilimi olarak tanimlanmaktadir. 24
saatlik idrar 6rnegi alinamiyorsa proteiniiri, en az 4-6 saat arayla alinan en az iki rastgele idrar
orneginde 300 mg/L veya daha fazla protein konsantrasyonu (seviye ¢ubugu tizerinde > +1)

olarak tanimlanmaktadir (Roccella, 2000; Sibai BM, 2003). Proteiniiri 6l¢tiimii i¢in kullanilan
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idrar gubugu testi en fazla 7 giin araliklarla yapilmalidir (Hauth ve dig., 2000; Roccella, 2000;
Sibai BM, 2003). Preeklampsinin dogru teshisi, kesin tansiyon Ol¢iimlerine (yani, manson
biiyiikliigii, kolun kalp seviyesindeki konumu ve ekipmanin kalibrasyonuna) baghdir.
Arastirmalar, idrar gubugu 6l¢timlerinin yani sira rastgele protein-kreatinin oranlarinin, gebelik
hipertansiyonu olan kadinlarin 24 saatlik idrar 6rneklerinde bulunan proteiniiri miktariyla zayif
bir korelasyon gosterdigini kanitlamistir (Durnwald ve Mercer, 2003; Sibai BM, 2003; Al ve
dig., 2004; Waugh ve dig., 2004). Bu nedenle, proteiniiri teshisi i¢in yapilan kesin testin 24
saatlik kantitatif protein atilimi olmasi gerektigi diisiniilmektedir (Waugh ve dig., 2004).
Proteiniiri yoklugunda hipertansiyon; persistan serebral semptomlar, mide bulantisi, kusma,
trombositopeni ve anormal karaciger enzimleri, epigastrik agri1 veya sag iist kadran agrisi ile

iligkili oldugunda preeklampsi diisiiniilmelidir (Brown ve dig., 2000; Sibai BM, 2003).

Preeklampsi, yiiksek hipertansiyonun proteiniiri ile iliskili olmasi durumunda veya
hipertansiyonun yiiksek proteiniiri ile iliskili olmasi halinde (giinde > 5 g) ciddi olarak kabul
edilmektedir (Sibai BM, 2003; Waugh ve dig., 2004). Ayrica preeklampsi, akciger 6demi,
ndbetler, trombositopeni, persistan epigastrik agri veya sag tist kadran agrisina bagli anormal
karaciger enzimleri veya inat¢1 ve siddetli merkezi sinir sistemi semptomlar1 (bas agrilari,
bulanik goérme veya korliik) gibi birden fazla organi etkilediginde siddetli olarak kabul
edilmektedir (Brown ve dig., 2000; Sibai BM, 2003).

Preeklampsi teshisini dogrulamak i¢in geleneksel kriterler (20 haftalik gebelikten sonra hem
hipertansiyon hem de yeni baslangicli proteiniiri) ¢ogu saglikli ve hi¢ dogum yapmamis
kadinda kullanilmaya uygundur. Bununla birlikte, bazi kadinlarda, siddetli gebelik
hipertansiyonunun (proteiniiri yok) gelismesi, hafif preeklampsiye gore daha yiiksek maternal
ve perinatal morbidite ile iligkilidir (Hauth ve dig., 2000; Buchbinder ve dig., 2002). Ek olarak,
hemoliz gelisen kadinlarin %10-15'inde, yiiksek karaciger enzimleri veya diisiik trombosit
sayist (“hemolysis, elevated liver enzymes, low platelet” HELLP sendromu) (Sibai, 2004) ve
eklampsi gelisenlerin %38'inde hipertansiyon veya proteiniiri mevcut olmayabilir (Douglas ve
Redman, 1994). Bu isaretler, hafif preeklampsiden ¢ok daha yiiksek anne ve perinatal morbidite
oranlart ile iligkilidir (Douglas ve Redman, 1994; Sibai, 2004).
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2.5.2. Preeklampsinin Patogenezi

20 haftalik gebelikten sonra gelisen hipertansiyon ve proteiniiri ile karakterize preeklampsi,
gebelige Ozgii sistemik bir vaskiiler hastaliktir. Genellikle nobetler (eklampsi), bobrek
yetmezligi, HELLP (hemoliz, yiliksek karaciger enzimleri ve diigiik trombositler) sendromu,
beyin kanamasi, pulmoner 6dem ve plasental abrupsiyon (“abruption”) gibi hayati tehdit eden
olaylar eslik eder. Preeklampsideki hipertansiyon hem anne hem de yenidogan sagliginda ciddi
komplikasyonlara neden olabilir. Bununla birlikte, preeklampsideki hipertansiyon etiyolojisi
belirsizligini korumaktadir. Saglikli bir gebelikte; dolasim hacmi ve kalp debisinde artma,
periferik vaskiiler direncte azalma mevcutken (Cope, 1961; MacGillivray, Rose ve Rowe,
1969) maternal damarlarin genislemesi nedeniyle kan basincinda da hafif bir azalma mevcuttur
(sistolik kan basincinda minimal degisiklikler ve diastolik kan basincinda belirgin azalma ile)
(MacGillivray, Rose ve Rowe, 1969). Boyle bir damar genislemesi, annede siv1 artigina izin
verir ve plasental hipoperfiizyona karsi korunmasina yardimer olur (Visser ve Wallenburg,
1995). Ancak preeklamptik gebelikte, siddetli 6dem olmasina ragmen plazma hacmi belirgin
sekilde azalir (Cope, 1961). Sonu¢ olarak, hem maternal organlarin hem de bebegin
organlarinin zarar gormesine neden olabilecek azaltilmis sistemik perfiizyon gelisir (Redman,

1984).

Preeklamptik kadinlarda, plazma renin aktivitesi (PRA) normal gebe kadinlara gére daha
distiktir (Brown ve dig., 1992). Renin-anjiyotensin sisteminde anahtar enzim olan Renin, bir
hacim sensorii olarak islev goriir ve diisik PRA, dolasim hacminin genislemesiyle
iliskilendirilir (Blumenfeld ve Laragh, 2001). Preeklampside, anjiyotensin Il gibi vazoaktif
maddeler igin vaskiiler duyarliligin arttigi bildirilmektedir (Gant ve dig., 1973). Yapilan
caligmalar, preeklampsi hastasi kadimnlarin serumlarinda anjiyotensin reseptor tip 1 (ATI1-
AA'lar) i¢in agonistik otoantikorlarin varligin1 géstermektedir (Zhou ve dig., 2008). Bu gibi
AT1-AA'larim preeklamptik kadinlardan gebe farelere enjeksiyonu; hipertansiyon, proteiniiri,
glomeriiler endotelyoz, plasental anormallikler ve embriyonik defektler gibi preeklampsinin
temel Ozelliklerini indiiklemektedir. AT1-AA enjeksiyonlu hamile farelerde bu semptomlar,
losartan (bir AT1 reseptor antagonisti) veya AT1-AA'lara karsi noétrlestirici bir peptit
uygulandiginda zayiflatilir. Bu kanit, preeklampside PRA'nin baskilanmasina ragmen,
anjiyotensin reseptoriiniin aktivasyonunun preeklampsideki hipertansiyon
mekanizmasini/mekanizmalarint ~ anlamada  anahtar  olabilecegini  gdstermektedir.

Preeklampsideki AT1-AA'larin iretimini tetikleyen mekanizmalar hala bilinmemektedir.
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1980'lerde, baz1 raporlar, preeklamptik kadinlarda anjiyotensin-doniistiiren enzim
inhibitoriiniin (captopril) etkinligini, 6nemli derecede hipertansiyon artisi ile ortaya koymustur
(Coen ve dig., 1985; Hurault de Lignya ve dig., 1987). Bu bulgular preeklampsiye bagl
hipertansiyonun agir1 aktif anjiyotensin reseptorii sinyallesmesinden veya vazoaktif madde ile
indiiklenen vazokonstriksiyondan kaynaklanabilecegini gostermektedir. Ne yazik ki, ATI1
reseptor antagonistleri ve ACE inhibitorleri, ciddi teratojenik etkileri nedeniyle preeklampsi

hastas1 kadinlar1 tedavi etmek i¢in klinikte kullanilmamaktadir.

Insan plasenta gelisimi sirasinda, sitotrofoblastlar iki farkli invaziv trofoblast tiiriine ayrilir:
Cok ¢ekirdekli sinsisyotrofoblastlar ve ekstravilloz trofoblastlar (Cross, Werb ve Fisher, 1994;
Zhou ve dig., 1997). Bu farklilagsma, yaklasik 12-13. haftalarda meydana gelen uteroplasental
dolagimin kurulmasinda ¢ok 6nemli bir role sahiptir (Jauniaux ve dig., 2003). Ekstravilloz
trofoblastlar daha sonra uterus vaskiilatiiriine girer (endovaskiiler invazyon) ve maternal kanla
dogrudan temas eder (Zhou ve dig., 1997). Spiral arterlerin diiz kas tabakasinin trofoblastlar
tarafindan degistirilmesi de dahil olmak {izere trofoblastlarin invazyonu sirasinda bu tiir
vaskiiler yeniden yapilanmanin, vazoaktif maddelere direngli damarlar ile sonuglandigi ve bu
gibi damarlarin maternal kan basinci regiilasyonunun kontroliinden bagimsiz oldugu sonucuna
varilmistir. Sonug olarak, normal plasental sirkiilasyon, diisiik direngli genislemis damarlarla
karakterize edilir (Karimu ve Burton, 1994). Ancak preeklampside, bu tiir trofoblast invazyonu
yiizeyseldir ve spiral arterler uygun sekilde yapilanmaz (Sekil 2.4) (Meekins ve dig., 1994).
Sonug olarak, plasental dolasim, bu yiiksek direngli/genislemeyen damarlar nedeniyle

embriyonik talebi karsilamak igin yeterli kani1 temin edemez.
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Sekil 2.4: Gebe olmayan kadin, PE hastas1 ve saglikli gebelerde vaskiiler diizenlenme (Parham, 2004).

Uterroplasental {initedeki kan dolagiminin azalmasi (muhtemelen anormal plasentasyonun bir
sonucu olarak) kismen preeklampsinin patogenezini agiklayabilir (Lunell ve dig., 1982;
Genbacev ve dig., 1996). 1939'da Page, plasentadaki iskeminin eklampsi ile iliskili oldugunu
gostermistir. Lunell ve dig. (1982), preeklamptik kadinlarda uteroplasental dolasimda %50
azalma oldugunu tanimlamistir. Bu gozlemi desteklemek i¢in Ogden ve dig. 1940 yilinda,
kopeklerde uteroplasental dolasimin %50 azalmasinin (inen aortay1 kistirarak) kan basincinda
yaklasik 25 mmHg artisla sonuglandigimi gostermistir (Ogden, Hildebrand ve Page, 1940).
Daha sonra, bazi hayvan calismalar1 preeklampsi benzeri belirtiler ve azalmig plasental
perfiizyon arasindaki iliskiyi dogrulamistir (Roberts ve Lain, 2002). Bu calismalar plasenta
dolasimindaki azalmanin preeklampsi baslangicinda muhtemelen temel bir faktér oldugunu
gostermektedir. Gebeligin ilk ii¢ ayinda anormal implantasyonun (Redline ve Patterson, 1995)
velveya vaskiiler yeniden sekillenmedeki kusurlarin (Meekins ve dig., 1994) plasenta
dolagimmnin azalmasina katkida bulunan ana faktorler oldugu varsayilmigtir. Ancak,
preeklampsideki plasental hipoksiye yol agan kesin mekanizmalar hala belirsizligini

korumaktadir.

PE c¢ok faktorlii bir hastalik olarak kabul edilir. Patogenezi hakkinda birgok teori gelistirilmistir
ve bunlarin ortak ozellikleri, plasentanin merkezi roliidiir. “Iki asamali teori” preeklampsi

mekanizmalarinda yaygin olarak kabul edilmektedir (Roberts ve Hubel, 2009). Erken
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plasentasyonda, trofoblast hiicreleri maternal uterin spiral arterlerin duvarini istila eder ve bu
arterleri kan akisina kars: diisiik direngli biiyiik ¢apli damarlara doniistiiriir (De Wolf ve dig.,
1980; Zhou ve dig., 1997). Preeklampside, bu transformasyon bozulur (anormal plasentasyon)
(Robertson, Brosens ve Dixon, 1967; Brosens, Robertson ve Dixon, 1972; Pijnenborg ve dig.,
1991; Zhou ve dig., 1993) ve ortaya ¢ikan hipoperfiizyonlu plasenta, maternal dolasima
sistemik vaskiiler ve endotel fonksiyon bozukluguna yol agan plasental faktorler salgilar.
Anormal yerlesimin birincil nedeni belirsizligini korumaktadir; ancak genetik, immiinolojik ve

cevresel faktorlerin hepsinin dahil olmasi muhtemel gériinmektedir (Saito ve dig., 2010).

Plasental faktorlerin belirlenmesi yillardir birincil aragtirma konusu olmustur. 2003 yilinda, ii¢
arastirma grubu (Koga ve dig., 2003; Maynard ve dig., 2003; Tsatsaris ve dig., 2003)
preeklampsi hastas1 kadinlarda serum sFlt1'de (ayrica ¢oziiniir vaskiiler endotel biiyiime faktorii
reseptori 1 (SVEGFR1) olarak da anilir) anormal artiglar bildirmistir. Maynard ve dig. de
sFItl'in adenoviral gen transferinin gebe siganlarda hipertansiyon ve proteiniiri gibi
preeklamptik fenotipleri indiikledigini bildirmistir. Daha sonra, Levine ve dig., sFltl'in klinik
preeklampsi semptomlarinin baslamasindan Once artmaya basladigini ve sFltl diizeyinin
preeklampsi siddeti ile iyi korele oldugunu goéstermistir (Levine ve dig., 2004). Bu raporlarla
birlikte, sFItl iyi bir plasental faktor olarak goriilmis ve anjiyogenik dengesizlik

preeklampsinin en 6nemli patojenik mekanizmalarindan biri olarak ortaya ¢ikmistir.

Hipertansiyon ve proteiniiri preeklampsinin konvansiyonel tanisi i¢in belirleyicidir. Normal
olarak hamilelik sirasinda maternal dolagim, artmis intravaskiiler hacim ve belirgin sekilde
azalmig vaskiiler direnci iceren fizyolojik adaptasyonlardan geger (Mashini ve dig., 1987,
Robson ve dig., 1989; Duvekot ve dig., 1993; Mabie ve dig., 1994). Bu adaptasyonlar gebe
olmayan kadinlardaki seviyenin (Christianson, 1976; Moutquin ve dig., 1985) biraz altinda bir
arteriyel kan basinci ve artmis glomeriiler filtrasyon hizi ile sonuglanir (Cornelis ve dig., 2011).
Preeklampside, artmis plasental sFltl'in (¢6ziiniir fms benzeri tirozin kinaz 1), VEGF (vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii) ve PIGF (plasental biiyiime faktorii) ile indiiklenen mikrovaskiiler
gevsemeyi Onleyerek periferik vaskiiler direnci (ve dolayisiyla arteriyel basinci) arttirdigi
distiniilmektedir (Maynard ve dig., 2003). VEGF sinyallemesi, fenestre edilmis endotelin
devamliligi i¢in de 6nemlidir. VEGF sinyallemesinin inhibe edilmesi, glomeriiler endotel
fenesterazi daraltir ve glomeriiler filtrasyon hizim1 azaltip idrar protein atilimini artiran,

glomeriiler kilcal endotelyoz olarak adlandirilan endotel sismesine neden olur (Mattot ve dig.,
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2002; Eremina ve Quaggin, 2004). VEGF sinyallemesinin inhibisyonu ayrica, glomeriiler kilcal

endotelyoza ve renal trombotik mikroanjiyopatiye yol agabilen podosit fonksiyon bozukluguna

da yol agar (Eremina ve dig., 2003, 2008).

Yukarida agiklandigi gibi, preeklampsi, maternal antianjiyogenik durumun neden oldugu

endotel fonksiyon bozuklugunu igeren sistemik bir vaskiiler bozukluk olarak tanimlanabilir.

2.5.3. Preeklampsinin Epidemiyolojisi ve Risk Faktorleri

Saglikli nullipar kadinlarda preeklampsinin siklig1 %2 ile %7 arasinda degismektedir (Hauth
ve dig., 2000; Sibai BM, 2003; Vatten ve Skjaerven, 2004). Bu kadinlarda, hastalik cogunlukla
hafif, baslangi¢ ¢ogunlukla doguma yakin veya intrapartum (vakalarin % 75'1) ve yalnizca
olumsuz gebelik sonuglari i¢in ihmal edilebilir diizeyde yiiksek bir risk tagimaktadir (Hauth ve
dig., 2000; Sibai BM, 2003; Vatten ve Skjaerven, 2004). Buna karsilik, ¢ogul gebelik (Caritis
ve dig., 1998; Sibai ve dig., 2000; Wen ve dig., 2004), kronik hipertansiyon (Caritis ve dig.,
1998; Sibai, 2002), preeklampsi Oykiisii (Caritis ve dig., 1998; Hnat ve dig., 2002), gebelik
oncesi diyabet (Caritis ve dig., 1998) ve dnceden var olan trombofililerin bulundugu kadinlarda,
hastaligin siklig1 ve ciddiyeti daha yiiksektir (van Pampus ve dig., 1999; Alfirevic, Roberts ve
Martlew, 2002; Kupferminc, 2003).

Preeklampsi riskinde artis ile birlikte gesitli risk faktorleri tanimlanmistir (Dekker ve Sibai,
2001). Gebe kalmadan 6nce ayni partnerle sinirlt sperm maruziyeti olanlarda risk artar (Dekker
ve Sibai, 2001; Dekker ve Robillard, 2003; Einarsson, Sangi-Haghpeykar ve Gardner, 2003).
Ayni partnerle uzun siireli sperm maruziyetinin koruyucu etkileri, 20 yasindan kiiciik
kadinlarda preeklampsi riskinin yiiksek oldugunu agiklayabilmektedir. Ayni es ile daha dnce
yapilan bir kiirtaj (kendiliginden veya indiiklenmis) veya saglikli bir hamilelik, preeklampsi
riskinin azalmasiyla iliskilidir, ancak bu koruyucu etki bir es degisikligi ile kaybedilmistir
(Dekker ve Robillard, 2003; Saftlas ve dig., 2003). iskandinav ve ABD ¢alismalari, paternal
faktorlerin dnemini dogrulamaktadir (Lie ve dig., 1998; Esplin ve dig., 2001).

Biitiin popiilasyon verileri ile Lie ve dig. (1998), preeklamptik bir gebeligin babasi olan
erkeklerin, preeklamptik bir hamilelik gecirip gecirmediklerine bakilmaksizin farkli bir kadinda
preeklamptik bir gebeligin babasi olma ithtimalinin neredeyse iki kat oldugunu gostermistir. Bu
nedenle, anneler, bagka bir kadinda preeklamptik bir ilk gebeligin babasi olan bir erkek

tarafindan gebe kaldiklarinda, ikinci gebeliklerinde (neredeyse %3) 6nemli 6l¢giide artmis bir
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riske sahip olurlar. Bu risk neredeyse ilk gebeliklerdeki ortalama risk kadar yiiksektir (Lie ve
dig., 1998).

Yardimer iireme teknolojisindeki ilerlemeler, maternal bagisiklik sistemi i¢in preeklampsi
riskini artiran ¢esitli zorluklar dogurmustur. Bunlara 40 yasindan biiyiik, ilk gebeliklerinde
infertil veya polikistik over sendromlu obez olan kadinlar ve bagislanan gametler; yani
bagislayici tohumlama, oosit bagis1 ve hatta embriyo bagisi ile hamile kalan kadinlar dahildir.
Bagislanan gamet kullanimi, maternal-fetal immiin etkilesimi etkilemekte ve bu kadinlarin
cogunda multifetal gebelikler meydana gelmektedir (Dekker ve Sibai, 2001; Wang ve dig.,
2002; Wen ve dig., 2004).

Obezite preeklampsi igin kesin bir risktir. Risk, yiiksek viicut kitle indeksi ile artmaktadir
(Dekker ve Sibai, 2001; O’Brien, Ray ve Chan, 2003). Obezitede diinya ¢apindaki artisin
preeklampsi sikligini arttirmasi muhtemeldir (Dekker ve Sibai, 2001; Cedergren, 2004).
Obezitenin preeklampsi i¢in risk faktorii olan insiilin direnci ile giiglii bir baglantisi
bulunmaktadir (Dekker ve Sibai, 2001; Wolf ve dig., 2002). Obezite veya insiilin direncinin
hastalikla iliskilendirilen kesin mekanizmas: tam olarak anlasilmamistir. Muhtemel
aciklamalar; hiperdinamik dolagimla iligkili dislipidemi veya artmis sitokin aracili oksidatif
stres, gli¢lendirilmis sempatik aktivite, artmig tiibiiler sodyum rezorpsiyonu ve insiilin
direncinin, dolayisiyla hiperinsiilinemik durumun plasenta olusumu ile dogrudan etkilesimi

seklindedir (Dekker ve Sibai, 2001).

Saglikli hamileligin kendisi, en azindan ti¢iincii trimesterde, sistemik iltihaplanma durumudur.
Buna dayanarak, preeklampsi ayri bir olusum degildir, ancak hamileligin kendisinin yol agtig1
bir dizi maternal sistemik inflamatuar yanitin etkisidir. Sonug, bu yanit1 artiracak herhangi bir
faktoriin preeklampsiye zemin hazirlayacagi yoniindedir (Redman ve Sargent, 2003). Buna
bagli olarak, enfeksiyonlar ve romatizmal hastaliklar gibi maternal enflamatuar yaniti arttiran
herhangi bir faktoér ayn1 zamanda kadinlari preeklampsiye yatkinlastiracaktir (Von Dadelszen
ve Magee, 2002; Boggess ve dig., 2003; Wolfberg ve dig., 2004). Son ¢alismalar maternal
enfeksiyonlarin (6rnegin idrar yolu, periodontal hastalik, klamidya ve sitomegaloviriis)
preeklampsi ile iliskili oldugunu géstermektedir (Von Dadelszen ve Magee, 2002; Boggess ve
dig., 2003). Inflamasyon muhtemelen obezitenin preeklampsiye zemin haziradigi nedensel

yolun 6nemli bir pargasidir (Wolf ve dig., 2001).
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Preeklampsili kadinlarda kontrollere kiyasla genel olarak artmis bir trombofili oram
goriilmiistiir (Alfirevic, Roberts ve Martlew, 2002; Kupferminc, 2003). Ancak, bu bulgular
tekrarlayamayan birgok rapor olmustur (Livingston ve dig., 2001; Morrison ve dig., 2002).
Calisilan hastalarin heterojenligi bu durumu agiklayabilir. Olumsuz ¢alismalarin ¢ogu temel
olarak (gec¢) ii¢lincii trimester vakalarini igermektedir. Bugiine kadarki en genis preeklamptik
hasta serisini inceleyen van Pampus ve dig. (1999), ¢ok erken baslangigli hastaligi olan
kadinlarda (28. haftadan once) tigiincii trimesterde dogum yapanlara gore (36. haftadan 6nce)

farklilagmis trombofili varligini agik¢a gostermistir.

2.5.4. Preeklampside Kullanilan Biyobelirtecler

Ongoriicii testin faydasmin hastaligin genel tekrarlanma sikligia bagl olacagima dikkat etmek
onemlidir. Preeklampsi meydana gelme siklig1 (“incidence”) nispeten diisiik oldugu i¢in, pozitif
test sonuglarina sahip tarama testleri, hastaliklarin olasiligin1 dogru bir sekilde tahmin etmek
icin yiiksek olasilik oranlar1 gerektirir. Negatif sonuglara sahip testler ise hastaligi giivenle
diglamak i¢in ¢ok diisiik olasilik oranlar1 gerektirir. Bu nedenle, preeklampsi igin faydali bir
Ongori, pozitif sonug igin ¢ok yiiksek (> 15), negatif sonug igin ise ¢ok diisiik (<0.1) olasilik
oranlart gerektirmektedir (Conde-Agudelo, Villar ve Lindheimer, 2004; Conde-Agudelo ve
Romero, 2009).

2.5.4.1. Anjiyogenik Belirtecler

Mutlak sFlt-1, VEGF, PIGF ve sEng (¢oziiniir endoglin) seviyelerindeki degisiklikler maternal
dolagimda preeklampsinin klinik baslangicindan birkag haftadan birka¢ aya kadar once
gozlemlenebildigi i¢in potansiyel bir ongdriicii test olarak onerilmistir (Levine ve dig., 2004,
2006; Noori ve dig., 2010). Levine ve dig. (2004) 120 preeklamptik kadin ve 120 normotansif
hamilelik i¢eren “Calcium for Preeclampsia Prevention” (CPEP) ¢alismasi kapsaminda bir i¢
ice vaka kontrol caligmas1 gergeklestirmis ve gebelik boyunca incelenen anjiyogenik faktorlerin
(toplam sFtl-1, serbest VEGF ve serbest PIGF) serum konsantrasyonlarini 6l¢gmiistiir. Yapilan
caligmada; normotansif gebeliklerde, sFlt-1 diizeyleri gebeligin erken ve orta evrelerinde
stabildir ve 33-36. haftalarda yiikselmeye baslamaktadir. PIGF konsantrasyonlart ilk iki
trimesterde artmis, 29-32. haftalarda zirveye ulagmis ve ardindan azalmistir. Saglikli gebelerde
gozlemlenenden farkli olarak, sFlt-1 seviyeleri klinik hastalik sirasinda preeklamptik grupta

anlamli olarak daha yiiksektir. Ayrica, Levine ve dig. (2004) dolasimdaki sFlt-1 seviyelerinin
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preeklampsinin klinik baslangicindan 5 hafta 6nce artmaya basladigini ve hastalik siddeti ile
iliskili oldugunu gézlemlemistir. SFlt-1 seviyelerindeki artisa paralel olarak, serbest PIGF ve
serbest VEGF seviyeleri diismekte ve bu seviyelerdeki diismenin SFlt-1 ile baglanmanin bir
sonucu oldugu one siiriilmektedir. Hem 13-20. hem de 21-32. haftalardaki diisiik PIGF
seviyeleri preterm preeklampsinin, 33-41 haftalarindaki diisiik seviyeler ise term
preeklampsinin ongoriiciistidiir. SFIt-1 diizeyleri ile preeklampsi arasindaki iligki hastaligin
baslangicina kadar gozlenmemektedir. 21-32. haftadan daha erken olmayan yiiksek sFIt-1
diizeyleri preterm preeklampsinin belirleyicisi iken, 33-41. haftadaki yiiksek sFlt-1 diizeyleri
term preeklampsinin belirleyicisidir. Genelde, siddetli ve/veya erken baslangigli preeklampsi
gelisen kadinlar, her zaman araliginda daha yiiksek sFlt-1 ve daha diisiikk PIGF seviyelerine
sahip olmaktadir (Levine ve dig., 2004).

Daha sonra ayn1 grup, SEng'in preeklampsinin patogenezinde sFlt-1 ile birlikte hareket ettigi
bulgusu ile bir bagka i¢ i¢e vaka kontrol ¢alismasi gergeklestirmistir (Levine ve dig., 2006).
Normal gebeliklerde, sEng'nin serum seviyeleri 33-36. haftalarda artmaya baslamig; ancak
preeklampsi gelisen ve klinik hastaligin baslangicinda zirveye ulagsmis kadinlarda daha erken
ve daha dik bir sekilde yiikselmistir. sEng seviyeleri preeklampsinin klinik baslangicindan 9—
11 hafta once ve term preeklampsinin klinik baslangicindan 12-14 hafta 6nce yiikselmeye
baglamaktadir. 13-20. haftalarda ve 21-32. haftalarda yiiksek sEng seviyeleri preterm
preeklampsi, 21-32. haftalarda ve 33-41. haftalarda yiiksek SEng seviyeleri ise term
preeklampsi i¢in ongiirticiidiir. Ek olarak, gestasyonel hipertansiyon gelisen kadinlarda veya
gebelik yasina gore kiiciik olan bebek (“small for gestational age”) sahibi olan normotansif
kadinlarda, hastaligin ortaya ¢ikmasindan once bu belirteglerin seviyelerinde belirgin bir artig

olmamaktadir (Levine ve dig., 2006).

SFIt-1:PIGF orani (hem artan sFIt-1 hem de azalmis PIGF'yi yansitan bir antianjiyogenik
aktivite indeksi) da degerlendirilmis ve sonuglar SEng seviyelerine paralel bulunmustur.
Bununla birlikte, ¢ok degiskenli analiz, her birinin bagimsiz olarak preeklampsi ile iligkili
oldugunu ve sFIt-1:PIGF oraninin, preeklampsiyi tek basina herhangi bir proteinden daha
giivenilir sekilde ongordiigiinii géstermektedir. Formiile sEng seviyesinin eklenmesiyle, (sFlt-
1+sEng):PIGF oraninin preeklampsiyi bireysel biyobelirteglerden daha giiglii bir sekilde
belirledigi goriilmistiir. Son olarak; sEng ya da SFIt-1:PIGF oran1 veya her ikisinin seviyesi

yiiksek veya diisiik olan kadinlar arasindaki risk analiz edildiginde, tek bir biyobelirtecin
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yiiksek seviyelerde bulundugu kadinlarda preeklampsi gelisme riskinde sadece kiiciik artislar
goriiliirken (olasilik orani: 2.3-7.4), hem sEng hem de sFItl: PIGF orani yiiksek seviyelerde

olan kadinlarda preeklampsi gelisme riski ¢cok yiliksek bulunmustur (olasilik oran1 > 30).
2.5.4.2. Plasental Protein 13

Plasental protein-13 (PP-13) (Bohn, Kraus ve Winckler, 1983), normal implantasyon ve
plasenta vaskiiler gelisimde rol oynayan, sinsisyotrofoblastlar tarafindan anlatimi yapilan,
galektin ailesinin bir iyesidir (Than ve dig., 2004; Visegrady ve dig., 2001). Preeklampsi,
fetiiste bliytime geriligi [“intrauterine growth retardation” (IUGR)] ve erken dogum gelismekte
olan kadinlarda, ilk trimesterde dolasimdaki PP-13 seviyeleri anlamli derecede diisiiktiir
(Burger ve dig., 2004; Huppertz ve dig., 2008). 290 kontrol ve 47 preeklamptik kadini igeren
prospektif bir i¢ ice vaka kontrol g¢alismasinda, Chafetz ve dig. (2007) preeklamptik
gebeliklerin, ilk trimesterde (9-12. haftalar) kontrollere kiyasla daha diisiik PP-13 seviyelerine
sahip oldugunu gézlemlemistir (Chafetz ve dig., 2007).

Son zamanlarda yapilan bir ¢alisma, PP-13 ile yapilan ardisik testlerin faydali oldugunu
gostermistir. Gonen ve dig. (2008) 1366 kadinda 6-10., 16-20. ve 24-28. haftalarda PP-13
seviyelerini 6l¢miis ve PP-13'"lin sadece ilk trimesterde ya da ilk ve ikinci trimesterler arasindaki
egim ile birlikte kullanildiginda preeklampsi riskini degerlendirmek i¢in uygun bir belirteg

olarak kullanilabilecegini raporlamiglardir (Gonen ve dig., 2008).

Tek bir zamanda degerlendirilen ikinci trimester PP-13 seviyelerinin (22-32. hafta)
preeklampsiyi Ongdérmede faydali olmadigt ve Doppler velosimetrisi ile birlestiginde

Ongoriistiniin artmadig1 gorillmistiir (Spencer ve dig., 2007).
2.5.4.3. Gebelige Bagh Plazma Proteini A

Gebelige bagli plazma proteini A (PAPP-A); insiilin benzeri biliyiime faktorii baglayici
proteinler i¢in hidrolitik aktiviteye sahip, sinsisyotrofoblast tarafindan iiretilen bir peptidazdir
(Lawrence ve dig., 1999; Giudice ve dig., 2002). Bu proteinler; implantasyon, maternal
desiduanin trofoblast invazyonu ve plasental biiylime i¢in 6nemli oldugu bilinen insiilin
biiyiime faktorlerini diizenler (Hamilton ve dig., 1998) ve maternal dolasimda salinir (Oxvig ve
dig., 1993).
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[k trimesterde azalmis PAPP-A seviyeleri preeklampsi de dahil olmak iizere olumsuz gebelik
riskindeki artisla iliskilendirilmistir (Spencer ve dig., 2008). PAPP-A aslinda trizomi 21 i¢in
belirlenmis bir biyobelirtectir. Spencer ve dig. gelismekte olan preeklampsinin olasilik oraninda
hafif bir artigin, azalan PAPP-A seviyeleri ile iligkisini ortaya koymustur. Normal PAPP-A
degerleri goriilen vakalarin %5’inde, olasilik oranlar1 3.7 kat artmis (%95 Giiven Araligi
“Confidence Interval” (CI): 2.3 — 4.8) ve bu vakalarin da %15’inde preeklampsi tanimlanmigtir

(Spencer, Cowans ve Nicolaides, 2008).

Bir sistematik derleme ve metaanaliz, Down Sendromlularin serum taramasinda kullanilan bes
serum analitinin preeklampsiyi 6ngormedeki dogrulugunu degerlendirmistir. Normal PAPP-A
degerleri goriilen vakalarin %5’inde, pozitif olasilik orani 2.10 (%95 CI: 1.57-2.81) ve negatif
olasilik oran1 0.95 (% 95 CI: 0.93-0.98) olarak bulunmustur (Morris ve dig., 2008). Birinci
trimester serum PAPP-A’nin, ge¢ baslangigli preeklampside iyi bir belirleyici olmadigi
goriilmistiir (D’ Anna ve dig., 2009).

2.5.4.4. Bobrek Fonksiyon Bozuklugu ile Tliskili Testler

Bobrek preeklampsinin ana hedef organi oldugundan, preeklampsinin olas1 belirleyicileri

olarak bobrek fonksiyon bozuklugu ile ilgili testler onerilmistir.

Serum iirik asit: Preeklampside gozlenen hiperiirisemi, preeklampsiyi tahmin etmek i¢in serum
tirik asit diizeylerini 6l¢gmenin kullanilip kullanilamayacagini belirlemeye yonelik ¢aligmalara
yol agmustir. Ne yazik ki, iirik asit preeklampsiyi gebeligin diger hipertansif hastaliklarindan
ayirt etmede veya olumsuz sonuglarin klinik bir 6ngoriiciisii olarak sinirl klinik kullanimdadir

(Lim ve dig., 1998; Thangaratinam ve dig., 2006).

Proteiniiri: Proteiniiri, ilk gebelik tanisindan itibaren dogum o6ncesi bakim ziyaretlerinde rutin
olarak degerlendirilir. Proteiniiri 6l¢limii, 24 saat boyunca total protein veya toplam alblimin
atilimini, mikroalblimintiri, alblimin:kreatinin orani ve spot proteiniiri veya albiiminiiri i¢in
seviye ¢ubuklarini igerir. Morris ve dig. preeklampsideki idrar spot protein:kreatinin oraninin
sistematik derleme ve metaanalizini yapmis ve spot protein:kreatinin orani anlamli proteiniiri
tanisinda rol alirken, preeklampsiye bagl olumsuz sonuglarla iliskili olmadig1 dogrulamistir

(Morris ve dig., 2012).
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Kallikreinler: Kallikrein-kinin sistemi, damar dilatasyonunun ve dolayisiyla kan akisinin
onemli bir parakrin diizenleyicisidir. Millar ve dig. ve Kyle ve dig., preeklampsinin bir
belirleyicisi olarak idrar kallikrein seviyelerini degerlendirmistir. Preeklampsi hastasi gebelerde
kallikreintirinin komplike olmayan gebeliklere gore azaldigi gosterilmistir. Ancak, bildirilen
Ozgiillik degerleri oldukga diisiik oldugu i¢in bir tarama testi olarak faydali olmasi muhtemel
bulunmamustir (Kyle ve dig., 1996; Millar ve dig., 1996).

2.5.4.5. Serbest Fetal Niikleik Asitler

Annedeki fetal hiicrelerin varliginin ilk tanimi, bir Alman patologunun eklampsiden Olen
kadinlarin cigerlerinde trofoblast hiicreleri tespit ettigi 19. yilizyila dayanmaktadir. 1969'da
saglikli gebelerin kaninda erkek fetal hiicreleri bulunmustur (Walknowska, Conte ve
Grumbach, 1969). Baz1 ¢alismalar bu sonuglar1 dogrulamis ve fetal-maternal hiicre trafiginin
tanimlanmasina yol agmustir. Birkag arastirmaci, fetal hiicrelere gore daha fazla miktarda
bulunan maternal dolasimdaki fetal kokenli niikleik asitleri tanimlamistir (Lo ve dig., 1997;
Poon ve dig., 2001). Allojenik fetal hiicrelerin maternal dolagima transferinin oldugu (Klonisch
ve Drouin, 2009) ve maternal kanda hiicre icermeyen fetal niikleik asitlerin (DNA ve mRNA)
dolastig1 yaygin olarak kabul edilmektedir (Chiu ve Lo, 2004). Fetal sitotrofoblastlarin gocii
disinda, hiicrelerin ¢ift yonlii transplasental gogiine yol agan kesin mekanizma biiyiik 6l¢iide
bilinmemektedir. Ayrica, serbest hiicre disi niikleik asitlerin dolasima serbest birakilma
mekanizmasi heniiz net degildir. Kanitlarin ¢ogu, maternal plazmada hiicre icermeyen fetal
DNA'nin biiyiik cogunlugunun muhtemelen plasentadan, bazilar1 dolasimdaki hiicrelerden elde

edilebilse de sitotrofoblastlarin apoptoz ve nekrozu yoluyla elde edildigini gostermektedir.

Ozellikle eritroblastlar olmak iizere fetal hiicrelerin ve gebe kadinlarin kanlarindan elde edilen
hiicre dis1 fetal DNA'nin incelenmesi, dogum 6ncesi tani igin yeni risksiz yontemler gelistirmek
amaciyla yogun arastirmalara konu olmaktadir (Dennis Lo ve Chiu, 2007; Maddocks ve dig.,
2009). Hiicre dis1 fetal DNA, fetal cinsiyet ve fetal kan grubu durumunun belirlenmesinde zaten
kullanilmaktadir (Maddocks ve dig., 2009).

Preeklampside fetal-maternal hiicre trafigi, bu gebelikler sirasinda maternal dolasimda tespit
edilen yiiksek sayida fetal hiicre ile dnemli 6l¢iide degismektedir (Holzgreve ve dig., 1998).
Prospektif ¢alismalar ayrica bu durumun preeklamptik gebeliklerde erken gergeklestigini
gostermistir (Al-Mufti ve dig., 2000; Holzgreve ve dig., 2001). Benzer bir sekilde preeklamptik
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gebeliklerde hiicre dis1 fetal DNA'nin hastalifin klinik baslangicindan ¢ok once yiikseldigi
gosterilmistir ( Lo ve dig., 1999; Leung ve dig., 2001; Zhong, Holzgreve ve Hahn, 2002). Bu
sonuclar CPEP ¢aligmasi kapsaminda genis bir vaka kontrol c¢alismasinda dogrulanmistir.
Levine ve dig. preeklampsi baslangicindan dnce maternal serumlarda hiicre dis1 fetal DNA'da
iki asamali bir artis bildirmistir. Ilk yiikselme 17-28. haftalarda (36 vs. 16 genomik esdeger/mL,
p <0.001) ve ikincil bir yiikselme ise klinik sendromun baslamasindan yaklasik 3 hafta 6nce
baglamaktadir (176 vs. 75 genomik esdeger/mL, p <0.001). Ayrica, fetal DNA, kontrollere gore
17. haftadan 20. haftaya dogru gidildikge daha fazladir. Ancak 25 ila 28. haftaya kadar
istatistiksel olarak farkli bulunmamistir. Hamileligin erken doéneminde (13-16. haftalar

arasinda) belirgin bir fark goriillmemistir (Levine ve dig., 2004).

Crowley ve dig. normal gebeliklere kiyasla preeklampsi goriilen gebeliklerde 20. haftadan 6nce
plazma fetal DNA'sin1 6lgmek i¢in i¢ ice gegmis bir vaka kontrol ¢aligmasi gerceklestirmistir.
Ornek toplamada ortalama gebelik yas1 13 haftadir. Y kromozomuna 6zgii “sex determining
region Y” (SRY) geni fetal belirte¢ olarak kullanilmistir. Bu gen preeklamptik gebeliklerin
%94'linde ve normal gebeliklerin %78'inde tespit edilmistir. Ancak ortalama seviyeler, vakalar
ve kontroller arasinda benzerlik gostermektedir. Yazarlar, 20. haftadan 6nce maternal plazmada
serbest fetal DNA miktarinin preeklampsi igin kullanigh bir 6ngériicii olmadigi sonucuna
varmislardir (Crowley ve dig., 2007). Ik dogum oncesi ziyarette toplanan tam kan 6rneklerini
kullanarak (ortalama 15.7 + 3.6 hafta), Cotter ve dig. 50.000 SRY kopya/mL esik degerinde
preeklampsiyi 6ngérmek igin %39 duyarlilik ve %90 6zgillik bildirmistir (Cotter ve dig.,
2004).

Bu testleri preeklampsiyi ongérmek icin tarama araclari olarak kullanmanin bir dezavantaji,
fetal hiicrelerin veya hiicre dis1 fetal DNA analizlerinin hala karmagsik ve maliyetli olmasidir.
Yiiksek maternal DNA arka plani nedeniyle, maternal plazmadan fetal DNA'nin saptanmasi
zordur. Ek olarak, fetal DNA'nin Slgiilmesi tipik olarak Y kromozomuna spesifik dizilere
dayanir ve bu da teknigin kullanimini sadece erkek fetiis tasiyan gebelerde kullanilmasi ile
smirlar. Bu nedenle, bu sinirlamanin iistesinden gelmek igin maternal ve fetal DNA (Tsui ve
dig., 2007) ve fetal RhD geni (Cotter ve dig., 2005) arasindaki farkli epigenetik belirte¢lerin,
evrensel ve cinsiyetten bagimsiz fetal belirtegler olarak kullanilmasi gibi baska yaklasimlar
kullanilmistir. Total serbest DNA da kullanilmis ve daha sonra preeklampsi gelisen kadinlarda

total serbest DNA’nin arttig1 ve bdylece cinsiyet sorununun iistesinden gelindigi bildirilmistir
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(Farina ve dig., 2004). Ayrica, plasenta kokenli mRNA’lar da hamile kadinlarda tespit edilmis
ve bu alandaki arastirmalar, yeni biyobelirtegler iiretmek igin fetal olmayan mRNA'ya
odaklanmistir. MRNA kullanmanin avantaji; plasental/fetal kokenli olmasi, hamilelige 6zgii
olmasi ve fetal cinsiyetten bagimsiz olmasidir. Ng ve dig., yalnizca plasenta tarafindan iiretilen
proteinler olan insan koryonik gonadotropin ve insan plasenta laktojeni i¢in maternal plazmada
mRNA anlatim analizi yapmistir. Bu proteinlerdeki mRNA anlatiminin gebelige 6zgili oldugu

ve plasental gen anlatimini kismen yansittigi bulunmustur (Ng ve dig., 2003).

Purwosunu ve dig. preeklamptik gebeliklerde 15-20. gebelik haftalarinda maternal plazmada
plasenta kokenli serbest mRNA panelinin arttigini gostermistir. %5'lik bir yanlis pozitif
oraninda, tespit oran1 %84 (%95 Cl: 71.8-91.5), ROC egrisi altindaki alan 0.927 (p <0.001)
olarak bulunmustur (Purwosunu ve dig., 2009). Anne kaninda dolasimdaki fetal hiicreler ve

hiicre dis1 fetal niikleik asitlerin kullanimi biyobelirte¢ ¢aligmalari i¢in iyi bir arastirma alanidir.
2.5.4.6. Doppler Velosimetrisi

Preeklampsi, anormal plasenta olusumu ve maternal uterin arterlerin sitotrofoblast hiicreleri
tarafindan azalmis invazyonu ile karakterize oldugundan maternal uterin spiral arterlerin
yiiksek akigh ve diisiik direngli damarlara normal vaskiiler yeniden yapilanmasi meydana
gelmez. Bu nedenle Doppler ultrasonografi preeklampsi i¢in potansiyel bir prediktif test olarak

degerlendirilmistir.

Cesitli calismalar erken baslangicli preeklampsi i¢in uterin Doppler velosimetrinin tahmin
dogrulugunu degerlendirmistir. Pozitif olasilik oran1 5 ile 20, negatif olasilik orani ise 0,1 ile
0,8 arasinda degismistir (Conde-Agudelo ve Romero, 2009). Kullanilan indeks veya indeks
kombinasyonlarindan bagimsiz olarak, uterin arter Doppler velosimetrisi (UADV), erken

baslangi¢li preeklampsi gelisimi igin orta-iyi bir belirleyici olabilir.

2.5.5. Yeni Biyobelirtecler

Insan genom projesinin tamamlanmasiyla, ayn1 anda binlerce genin (genomik), gen
transkriptinin (transkriptomik), proteinlerin (proteomik), metabolitlerin (metabolomik), protein
etkilesiminin (interaktomik) ve kromatin modifikasyonlarinin (epigenomik) tek bir deneyde
incelenmesine izin veren ¢esitli ileri teknoloji teknikleri gelistirilmistir. Bu yeni teknolojiler

potansiyel DNA, RNA ve protein biyobelirteglerinin sayisinda artisla beraber bu alana duyulan



28

ilgiyi arttirmistir. Tek bir biyobelirte¢ veya sadece birkaginin bir kombinasyonunun analizi;
genlerin, RNA'nin veya proteinlerin bir imzasini veren ¢ok parametreli bir analiz ile
degistirilmektedir. Bu yeni metodolojiler su anda onkoloji (Quackenbush, 2006; Cho ve Cheng,
2007; Fan ve dig., 2009), nefroloji (Magnussen ve dig., 2009), kardiyoloji (Arab ve dig., 2006;
Chen ve dig., 2008; Ping, 2009) ve digerleri gibi hemen hemen tiim tip alanlarinda; erken tani,
siniflandirma, prognoza yardimci olan kaliplar1 ayirt etme ve tedavilere verilen cevabin

tahmininde kullanilmaktadir.
2.5.5.1. Transkriptomik

Transkriptom, herhangi bir anda RNA'ya (MRNA, tRNA, miRNA ve diger RNA tiirlerine)
transkripsiyonu yapilan tiim DNA'nin bir tanimidir. Ilgili proteomun olusmasi ile sonuclanan
protein sentezi sablonunu olusturur. Transkriptomik, global bir RNA degerlendirmesini ifade

etmektedir.

Farina ve dig. 6 preeklampsi hastasi ve 30 kontrolden olusan gebelerin maternal kaninda
dolagimdaki 7 mRNA’nin Sl¢limiinii yapmistir. Vakalar ve kontroller arasinda ekspresyon
paterninin farkli oldugu rapor edilmistir. Normotansif kontrollere kiyasla; inhibin A, p-selektin
ve VEGF reseptorii mRNA degerleri preeklampside daha yiiksek; insan plasental laktojen,
KISS-1 ve plazminojen aktivator tip | mRNA degerleri ise daha diigiik bulunmustur (Farina ve
dig., 2006). Yazarlar, preeklamptik kadinlardan alinan serumda plasentaya 6zgii, dolasimdaki
mRNA'nin anormal kantitatif ifadesinin bu hastaligin tahmini i¢in yararli olabilecegini 6ne
stirmislerdir (Farina ve dig., 2006). Tsui ve dig., maternal plazmada plasentaya 6zgii mRNA
belirteglerinin tanimlanmasi i¢in mikrodizilim teknolojisinin kullanimini ag¢iklamistir (Tsui ve
Lo, 2008). Fetal/plasental orijinli dolasimdaki hiicreler de potansiyel bir biyobelirte¢ olarak
degerlendirilebilecek bir mRNA kaynagidir. Okazaki ve dig. preeklampsinin potansiyel
biyobelirteglerini tanimlamak i¢in maternal kanin hiicresel bileseninde gen anlatim profili ve
gergek zamanli kantitatif ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-qPZR)
caligmalarin1  gerceklestirmistir. Preeklampsi hastast bes kadindan alinan Ornekte ve
eslestirilmis bes kontrol 6rneginde mikroarray analizi yapilmis ve bunu preeklampsi hastasi 28
ve kontrol grubu 29 kadmin kan 6rnegi ile yapilan RT-gPZR analizi izlemistir. Preeklampsi
hastas1 kadinlarda, trofoblast glikoproteini (bir trofoblast membran proteini) ve gebelige 6zgii

B1 glikoproteini (sinsisyotrofoblastlar tarafindan iiretilen protein) mRNA’lart artmis ve
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gebelige 6zgii B1 anlatim seviyeleri ile hastaligin siddeti arasinda dogrudan bir korelasyon

oldugu goriilmiistiir (Okazaki ve dig., 2007).

MRNA'nin yani sira, miRNA'lar gibi kii¢iik RNA molekiilleri artik dolasimdaki yeni belirtegler
olarak arastirilmaktadir. MiRNA'lar kisa (19-25 niikleotit uzunlugunda), hedef mRNA'larin 3’
anlatim yapmayan bolgelerine baglanarak gen ekspresyonunu diizenleyen tek iplikli protein
kodlamayan RNA'lardir. MiRNA'lar fertilite diizenlemesi de dahil olmak {izere insan
dokularinda gesitli genetik yolaklara katilmaktadirlar (Luense, Carletti ve Christenson, 2009).
Pineles ve dig. (2007) ve Zhu ve dig. (2009) dogum sirasinda elde edilen preeklamptik
plasentalarda miRNA'larin ekspresyonunu, normal gebeliklerden elde edilen plasentalarla
karsilastirarak incelemislerdir. Arastirmacilar iki grup arasinda farkli bir anlatim profili
gozlemlemistir. Preeklampsideki risk degerlendirmesi i¢in klinik yararli bir test minimal
invaziv olmalidir (Conde-Agudelo, Villar ve Lindheimer, 2004). Bu baglamda plasentaya 6zgii
miRNA'nin maternal dolasimda salgilandigi (Luo ve dig., 2009) ve maternal plazma 6rneginde

saptanabilecegi gosterilmistir (Chim ve dig., 2008).
2.5.5.2. Proteomik

Proteom; biitiin bir organizma, hiicre, organel, kan, amniyotik siv1 ya da idrar gibi herhangi bir
biyolojik materyalde bulunan proteinlerin toplamidir. Proteomigin transkriptomige gore

avantaji; proteinin kendisini, yani gen anlatiminin fonksiyonel {iriiniinii dl¢mesidir.

Blumenstein ve dig. (2009), preeklampsi gelisen ve saglikli bir gebeligi olan kadinlarin 20.
gebelik haftalarinda plazma proteomlarini karsilastirmis ve iki grup arasinda farkli bir protein
paterni  oldugunu bildirmistir. Farkli sekilde anlatimi yapilan proteinler; lipid
metabolizmasinda, pihtilasmada, tamamlayici diizenlemede, hiicre dist matriks yeniden
diizenlenmesinde, proteaz inhibitdr aktivitesinde ve akut faz tepkilerinde rol aldiklar

belirtilmistir.

Buhimschi ve dig. (2008), hamile kadinlarin idrarin1 kullanarak proteomik bir profil ¢ikarmig
ve zorunlu dogum gerektiren ciddi preeklampsi hastasi kadinlarin benzersiz bir idrar proteomik
parmak izine sahip oldugunu bildirmislerdir. Ayrica bu karakteristik proteomik profil, klinik
belirtilerden 10 haftadan daha Once ortaya cikmis ve preeklampsiyi hamilelikteki diger

hipertansif veya proteiniirik bozukluklardan ayirmustir. Idrarm proteomik profili, zorunlu
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dogum gerektiren preeklampsinin tahmini i¢in P:C (protein:kreatinin) oran1 ve sFIt1:PIGF

oranindan daha iyi sonug¢ vermistir (Buhimschi ve dig., 2008).
2.5.5.3. Metabolomik

Metabolomik, biyolojik bir sistemde endojen ve salgilanan metabolitlerin genis ¢apli analizi
olarak tanimlanmaktadir. Proteomikte oldugu gibi, insan metabolom ¢alismalari, idrar, plazma
veya serumun rutin numuneleri lizerinde yapilabilir ve minimal numune hazirlig1 gerektirir.
Metabolomigin bir avantaji, proteoma kiyasla daha kii¢iik ve daha izlenebilir bir bilesikler

grubunu icermesidir.

Bir 6n ¢alisma, metabolomik stratejilerin trofoblast dokusunun veya plasental dokunun
metabolik fonksiyonunu arastirmak ve degisen cevresel kosullara cevaben degisiklikleri
degerlendirmek i¢in uygun olabilecegini ortaya koymustur. Heazell ve dig. plasental
metabolomu farkli oksijen oranlari altinda incelemistir (Heazell ve dig., 2008). Plasental villus
eksplantlart 96 saat boyunca %1, 6 ve 20 oksijende kiiltiirlenmis ve yeni redoks
biyobelirteglerini ortaya c¢ikarmistir (Heazell ve dig., 2008). Aymi grup, preeklamptik
eksplantlardan elde edilen besi ortaminin komplike olmayan gebeliklerden elde edilen besi
ortamu ile karsilagtirildiginda farkli bir metabolik parmak izine sahip oldugunu gostermistir
(Dunn ve dig., 2009). Metabolomik stratejiler plazmaya da uygulanmig ve preeklamptik
gebeliklerin normal gebeliklerle karsilagtirildiginda farkli bir metabolomik profile sahip oldugu
bulunmustur (Kenny ve dig., 2008). Metabolit pik degiskenlerinin ti¢ii kullanarak preeklampsi,
%100 duyarlilik ve %98 ozgiillik ile saglikli gebe kontrollerinden ayirt edilebilmektedir
(Kenny ve dig., 2005). Gebeligin erken déoneminde preeklampsiyi dngérmede metabolomigi
kullanmak i¢in, Kenny ve dig. iki fazli bir kesif/dogrulama metabolik profil ¢galismasi kullanmis
ve 0.92’lik AUC degeri ile tim preeklampsiyi 6ngdren 14 metabolitin varligini gézlemlemistir
(Kenny ve dig., 2010).

Hastaligin varligin1 6ngérmeye ek olarak, bir biyobelirte¢ ayrica hastalik ciddiyeti, prognoz ve
terapotiklere yanitin bir gostergesi olarak da kullanilabilir. Bu baglamda, plasentanin gen
ekspresyon profilinin preeklampsi ve komplike olmayan gebelikler ile erken ve gec baslangich
preeklampsi arasinda farkli oldugu gosterilmistir (Nishizawa ve dig., 2007; Sitras ve dig.,
2009). Buna gore, preeklampsi hastasi kadinlarda plasentanin (Jin ve dig., 2008), amniyotik
sivinin (Joong Shin Park ve dig., 2008), plazmanin (Watanabe ve dig., 2004) ve idrarn
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(Buhimschi ve dig., 2008) proteomik analizleri normal kontrollerden farkli proteomik profiller
ortaya koymustur. Diger biyobelirtegler i¢in bildirilene benzer sekilde, bu sonuglar gelecekteki
karmasik durumlarda preeklampsiyi ortadan kaldirmak, hastaligi ciddiyet agisindan
siiflandirmak ve prognozunu degerlendirmek i¢in genomik ve proteomik stratejiler uygulama
olasiligimi vurgulamaktadir. Ek olarak, bu teknoloji islemsel (“computational”) biyologlar
tarafindan ¢ikarilabilecek ¢ok biiyiik bir veri tabani olusturabilir ve hastaligin mekanizmasina
yeni bakig acilar1 getirebilecek yeni yollar ve molekiiller saglayabilir. Ayrica, preeklampsi
biyolojisini ¢6zme ¢abalarini hizlandiracak ve sonucta yeni tedavilere yol acacak olan hipotez

odakli arastirmalar tesvik edecektir.

2.6. MIKRORNA (MIiRNA)

fIk mikroRNA (miRNA) lin-4'iin, Caenorhabditis elegans'ta 1993 yilinda Ambros ve Ruvkun
gruplari tarafindan kesfedilmesi molekiiler biyoloji alaninda devrim yaratmistir (Lee, Feinbaum
ve Ambros, 1993; Wightman, Ha ve Ruvkun, 1993). Yillar 6nce lin-4, Horvitz’in
laboratuarinda C. elegans larvalarinin zamansal gelisimini diizenleyen genlerden biri olarak
nitelendirilmistir (Horvitz ve Sulston, 1980; Chalfie, Horvitz ve Sulston, 1981). Hem Ambros
hem de Ruvkun, Horvitz’in laboratuarindan ayrildiktan sonra lin-4 ve lin-14 ¢alismalarina
devam etmis, ancak daha sonra lin-4'iin protein kodlayan bir RNA olmadigini, aslinda kiigiik
bir kodlama yapmayan RNA oldugunu kesfetmislerdir (Lee, Feinbaum ve Ambros, 2004;
Almeida, Reis ve Calin, 2011). Ayrica lin-14'in transkripsiyon sonrasi asamada 3’ anlatim
yapmayan bolgede (“untranslated region”) (UTR) anlatiminin azaldigini ve lin-4'in lin-14'in
3’ UTR'sinin tamamlayict bir dizisine sahip oldugunu da bulmuslardir (Lee, Feinbaum ve
Ambros, 1993). Bu nedenle, lin-4'iin transkripsiyon sonrasi seviyede lin-14"i diizenledigini 6ne
stirmiislerdir (Wightman, Ha ve Ruvkun, 1993). O zamandan beri miRNA’lar tiim hayvan
modeli sistemlerinde tespit edilmis ve bazilarinin tiirler arasinda yiliksek oranda korundugu
gosterilmistir (Pasquinelli ve dig., 2000; Davis ve Hata, 2010; Li ve dig., 2010; Friedlédnder ve
dig., 2014). Yeni miRNA'lar hala kesfedilmektedir ve gen diizenlemesindeki rolleri iyi
bilinmektedir (de Rie ve dig., 2017).

MiRNA'lar, ortalama 22 niikleotit uzunlugunda kodlama yapmayan kiiciik RNA'lardir. Cogu
miRNA, DNA dizilerinden once birincil miRNA'lara (pri-miRNA'lar) transkribe edilir ve

ardindan 6nciil miRNA'lara (pre-miRNA’lar) ve olgun miRNA'lara iglenir. Cogu durumda,
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miRNA'lar anlatim1 baskilamak i¢in hedef mRNA'larin 3’ UTR'si ile etkilesime girer (Ha ve
Kim, 2014a). Bununla birlikte; miRNA'larin 5’ UTR, kodlama dizisi ve gen promotorleri dahil
diger bolgelerle etkilesimi de rapor edilmistir (Broughton ve dig., 2016). Ayrica, miRNA'larin
belirli kosullar altinda gen anlatimini aktive ettigi gosterilmistir (Vasudevan, 2012). Son
donemlerde yapilan galismalar, miRNA'larin translasyonu ve hatta transkripsiyonu kontrol
etmek i¢in farkli hiicre i¢i boliimler arasindaki hareketini ileri siirmektedir (Makarova ve dig.,

2016).

MiRNA'lar normal hayvan gelisimi i¢in kritik dneme sahiptir ve ¢esitli biyolojik islemlere
katilmaktadir (Fu ve dig., 2013). MiRNA'larin anormal anlatimi bir¢ok insan hastaligi ile
iliskilidir (Tufekci ve dig., 2014; Paul ve dig., 2018). Ek olarak, miRNA'lar hiicre dis1 sivilara
salgilanmaktadir. Hiicre dis1t miRNA'lar ¢esitli hastaliklar i¢in potansiyel biyobelirtegler olarak
genis capta arastirllmakta ve ayrica hiicre-hiicre iletisimine aracilik etmek i¢in sinyal
molekiilleri olarak da gorev yapmaktadirlar (Hayes, Peruzzi ve Lawler, 2014; Wang, Chen ve
Sen, 2016; Huang, 2017).

2.6.1. MikroRNA Biyogenezi

MiRNA biyojenezi; RNA polimeraz I/l transkriptlerinin, transkripsiyon sonrasinda ve
transkripsiyon sirasinda iglenmesiyle baslar (Ha ve Kim, 2014b). Hali hazirda tanimlanmis tiim
miRNA'larin yaklasik yarisi intrageniktir ve cogunlukla intronlardan ve nispeten az sayida
protein kodlayan gen ekzonundan islenirler. Diger miRNA’lar ise intergeniktir, bir konakg¢i
geninden bagimsiz olarak kopyalanir ve kendi promotorleri tarafindan diizenlenir (Kim ve Kim,
2007; de Rie ve dig., 2017). Bazen miRNA'lar, benzer tohum bdlgelerine sahip olabilecek
kiimeler ad1 verilen uzun bir transkript olarak kopyalanir ve bu durumda bir aile olarak kabul
edilir (Tanzer ve Stadler, 2004). MiRNA'nin biyolojik olusumu kanonik ve kanonik olmayan

yollara smiflandirilir.

Kanonik biyogenez yolu, miRNA'larin islendigi baskin yoldur. Bu yolda, pri-miRNA'lar
genlerinden kopyalanir ve daha sonra bir RNA baglayici protein “DiGeorge Syndrome Critical
Region 8” (DGCRS8) ve bir riboniikleaz III enzimi olan Drosha’y: i¢eren mikroislemci
kompleksi tarafindan pre-miRNA'lara islenir (Denli ve dig., 2004). Pre-miRNA'lar iiretildikten
sonra, bir exportin 5 (XPOS5)/RanGTP kompleksi tarafindan sitoplazmaya taginir ve daha sonra
bir RNaz III endoniikleaz olan Dicer tarafindan islenir (Denli ve dig., 2004; Okada ve dig.,
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2009). Bu islem, terminal halkanin g¢ikarilmasini gerektirir ve bu da bir olgun miRNA
dupleksinin olusmasiyla sonuglanir (Zhang ve dig., 2004). MiRNA dizisinin yonii, olgun
miRNA formunun adin1 belirler. 5p zinciri pre-miRNA sag tokasinin 5’ ucundan, 3p zinciri ise
3" ucundan meydana gelir. Olgun miRNA dupleksinden meydana gelen her iki zincir de ATP
bagimli yolla Argonaute (AGO) protein ailesine (insanlarda AGO1-4) baglanabilir (Yoda ve
dig., 2010). Herhangi bir miRNA i¢in, AGO-bagli 5p veya 3p zincir orani, hiicre tipine veya
hiicresel ortama bagli olarak biiyiik dlglide degismektedir. Miktarlari esit olabilir ya da biri
digerine gore daha fazla miktarda olabilir (Meijer, Smith ve Bushell, 2014). 5p veya 3p dizisinin
secimi, kismen miRNA dupleksinin 5’ uclarindaki termodinamik stabiliteye veya 1.
pozisyonundaki niikleotiddeki 5’ U’ya dayanmaktadir (Khvorova, Reynolds ve Jayasena,
2003).

Bugiine kadar, bircok kanonik olmayan miRNA biyojenez yolu aciklanmistir. Bu yollar,
kanonik yoldaki proteinlerin, 6zellikle Drosha, Dicer, exportin 5 ve AGO2'nin farkh
kombinasyonlarmi1  kullanir. Genel olarak, kanonik olmayan miRNA biyojenezi,
Drosha/DGCRS8'den bagimsiz ve Dicer'den bagimsiz yolaklar halinde gruplandirilabilir (Ruby,
Jan ve Bartel, 2007; Babiarz ve dig., 2008).

2.6.2. MikroRNA Fonksiyonu ve Regiilasyonu

MiRNA’larin, mRNA'y1 yikima ugratmak ve translasyonu baskilamak i¢in 5’ terminal tohum
sekanslarinin (“seed sequence”) (2-8 niikleotid) mRNA'nin 3> UTR’si ile eslesebilecegi ve
transkripsiyon sonrasi diizenleyici molekiiller olduklar1 yaygin olarak kabul edilmektedir
(Beermann ve dig., 2016). MiRNA, hedef mRNA's1 ile tamamen baz eslesmesi yaptiginda,
hedef mRNA'daki tek bir fosfodiester bagi mRNA'y1 yikima ugratmak i¢in dogrudan ayrilabilir.
3” UTR'de ¢oklu bolgelere tamamen tamamlayici olmadiginda ise protein sentezi inhibe edilir
(Beermann ve dig., 2016). Son yillarda, arastirmalar mRNA'nin yikilmasi ve translasyon
baskilamasinin yakindan baglantili olaylar oldugunu ve miRNA aracili gen susturma isleminin
erken asamada translasyonu engelledigini gostermistir (Djuranovic, Nahvi ve Green, 2012).
MiRNA'lar hiicre ¢ogalmasinda, anjiyogenezde, immiin hiicre gelisiminde ve c¢esitli organ
sistemlerinin gelisiminde dnemli bir rol oynamakta ve miRNA anormallikleri meme kanseri,
akciger kanseri, mide kanseri, yumurtalik kanseri ve lenfoma gibi bir¢cok kanserde

bulunmaktadir (Bhaskaran ve Mohan, 2014).
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2.6.3. Preeklampsi’de mikroRNA’larin Rolii

Preeklampsi hastalarinda degismis miRNA ifadeleri ¢alismalarla ortaya ¢ikmaktadir. Bununla
birlikte, PE patogenezindeki rolleri heniiz tam olarak anlasilmamistir. Biyolojik bilgi analizi
PE'deki farklilasan miRNA'larin metabolik degisiklikler; transkripsiyonel diizenleme;
kardiyovaskiiler ve tireme gelisimi; bagisiklik fonksiyonu; hiicre déngiisii; hiicre adezyonu; ve
MAP kinazlar, “transforming growth factor-beta”, Hippo ve mitojenle aktive edilmis protein
kinaz (MAPK) sinyallenmesini iceren iligkisel sinyal yolaklarinda yer aldiklarim
gostermektedir (Enquobahrie ve dig., 2011; Wu ve dig., 2012; Luo ve dig., 2017). PE'de

miRNA'nin fonksiyonlarinin ve mekanizmalarinin kesfi agagidaki gibi 6zetlenebilir.

Daha once bahsedildigi gibi, PE'nin belirgin 06zelliklerinden biri yetersiz trofoblast
invazyonudur. Anormal big¢imde ifade edilen bazi miRNA'lar g¢ogunlukla trophoblast
invazyonunu diizenlemeye odaklanmaktadir. Caligsmalar, miR-195 (Bai ve dig., 2012), miR-
376c (Fu, Ye, ve dig., 2013) ve miR-378a-5p’nin (Luo ve dig., 2012) HTR8/SVneo hiicrelerinin
¢ogalmasini ve invazyonunu tesvik edebilecegini gostermistir ve bu miRNA’larin aktivin A tip
II reseptorii (ACVR2A) (Bai ve dig., 2012), aktivin reseptorii benzeri kinaz 5 (ALKS), ALK7
(Fu, Ye, ve dig., 2013) ve Nodal (Luo ve dig., 2012) gibi farkli hedefleri bulunmaktadir. Buna
karsilik miR-299 (Gao ve dig., 2018), miR-181a-5p (Wu ve dig., 2018) ve miR-134 (Zou ve
dig., 2018); histon deasetilaz 2 (HDAC2) (Gao ve dig., 2018), insiilin benzeri biliytime faktorii
2 mRNA-baglayici protein 2 (IGF2BP2) (Wu ve dig., 2018) ve integrin f1'i (ITGB1) (Zou ve
dig., 2018) hedef alarak trofoblast hiicre invazyonunu ve gociinii 6nlemektedir. Preeklamptik
plasentadaki anlatimi artmis miR-29b; miyeloid hiicre 16semi sekanst 1, matriks
metaloproteinaz 2, VEGFA ve integrin f1’in 3> UTR boélgesine direkt olarak baglanarak
trofoblastik apoptozu ve trofoblast invazyonunun baskilanmasini indiikleyebilmektedir (Li,
Guo ve et., 2013). Benzer sekilde, PE plasentada miR-20a'nin asir1 anlatimi, “Forkhead box
protein A1” (FOXAL)'in dogrudan diizenlenmesi yoluyla JEG-3 hiicrelerinin proliferasyonunu,
goctinii ve invazyonunu 6nemli 6lglide inhibe edebilmektedir (Wang ve dig., 2014). MiR-30a-
3p (Niu ve dig., 2018) ve miR-4421 (Gao, Li ve Wei, 2018) de trofoblastlarin fonksiyonunu

olumsuz etkileyebilmekte ve PE gelisimini diizenlemektedir.

PE'de ¢esitli anjiyogenez ile iliskili faktorlerin anlatimlarinin diizenlenmesinde birgok miRNA
rol oynayabilir. PE hastas1 gebe kadinlarda anlatimi artmis miR-195-5p, yiiksek sFLT-1

seviyesi (Sandrim, Eleuterio, ve dig., 2016) ve azalmis VEGF anlatimina (Sandrim, Dias, ve
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dig., 2016) eslik etmektedir. MiR-20b, Ephrin-B2 ve Eph reseptorii B4'ii hedef alarak insan
gbbek kordonu endotel hiicreleri ve trofoblastlarinda hipoksi ile indiiklenebilir faktor (HIF) 1A,
matris metallopeptidaz 2 ve VEGFA'nin ekspresyonunu etkileyebilir (Wang ve dig., 2012).
MiR-346 veya miR-582-3p'nin asir1 anlatimi, trofoblastlarda VEGF seviyesini 6nemli dl¢iide
azaltabilir (Su ve dig., 2017). MiR-126 ve VEGF mRNA’smin anlatimi arasinda pozitif bir
korelasyon bulunmakta ve miR-126'nin anlatiminin azalmasi VEGF anlatimini1 6nemli 6l¢iide
azaltmaktadir (Hong, Li ve Xu, 2014). Mevcut aragtirmalar, plasenta spesifik miRNA'larin
insan Villoz trofoblast hiicreleri tarafindan anlatimlarinin yapilip daha sonra eksozomlarin
icinde maternal dolasima salinabilecegini gostermektedir. Bu miRNA’larin dolagima salinmasi
plasental implantasyon anormalliklerinin nasil sistemik vaskiiler fonksiyon bozukluklarina yol
actigmi1 kismen agiklayabilmektedir (Luo ve dig., 2009). Diger ¢alismalar, PE'de anormal
sekilde anlatimi1 yapilan miRNA'larin, gébek kordonu endotel hiicrelerinin kilcal damar

olusturma kapasitesini etkileyebilecegini bulmuslardir (Chen ve dig., 2015).

PE desidua'lardaki MKH'lerde yiiksek miR-494 seviyeleri, MKH'lerde G1/S gegisini
onleyebilir ve siklin bagimli kinaz 6 (CDKG6) ve siklin D1'i hedef alarak MKH ¢ogalmasini
etkileyebilir (Chen ve dig., 2015). MiR-494'iin asir1 anlatimina Sahip olan desidual MKH'ler,
PGE2 salgilanmasinin azalmasi aracihigi ile PE'de maternal-fetal araylizde bir immiin
dengesizlige yol acarak makrofajlarin M2 polarizasyonunu inhibe etmektedir (Zhao ve dig.,
2016). Benzer sekilde, miR-181a'nin gébek kordonu ve desidua kokenli MKH'lerde anlatimi
PE hastalarinda artmis ve MKH'lerin ¢ogalmasini Onleyebilmistir; ancak, apoptozu
etkilememistir (Liu ve dig., 2012). Ayrica, anlatimi1 artmis miR-495, MKH apoptozunu tegvik
edebilmekte ve hiicresel yaslanmaya neden olabilmektedir (Li ve dig., 2017). Kontrol grubu
olarak MKH ile tedavi, dekstran siilfat sodyum kaynakli deneysel kolit gelistirirken, miR-181a
transfeksiyonu ile tedavi edilen grup, benzer sonuglar géstermemistir. Bu durum miR-181a'nin,
in vivo olarak MKH'lerin immiinosiipresif ¢zelliklerini azaltabildigini gostermektedir (Liu ve
dig., 2012).

2.6.4. MikroRNA Tespitinde Kullanilan Yéntemler

MiRNA'lar, memeli hiicrelerinde gelisme, hiicresel cogalma ve farklilagsma gibi cesitli biyolojik
islemlerde kritik diizenleyici rol oynayan kiiciik kodlayic1 olmayan RNA’lardir (yaklasik 18-
24 baz) (Lee, Feinbaum ve Ambros, 1993; Farh ve dig., 2005; Lim ve dig., 2005). MiRNA

ekspresyon diizeyi, hastaliklarin ortaya ¢ikmasi ve gelismesi ile yakindan iligkilidir (Esquela-
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Kerscher ve Slack, 2006; Tavazoie ve dig., 2008). Bu nedenle miRNA tespiti, biyolojideki
temel arastirmalar ve hastaliklarin molekiiler tan1 ve tedavisi i¢in ¢cok 6nemlidir. Ancak; kiigiik
boyut, doku ve hiicrede diisiik icerik, miIRNA ailesini olusturan miRNA’lar arasindaki dizi
benzerlikleri gibi ozellikler saptama yontemlerini zorlastirmaktadir. Geleneksel miRNA
saptama metotlar1 esas olarak “northern-blotting”, mikrodizilim, in situ hibridazyon (ISH),
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), ligaz zincir reaksiyonu (LZR), yuvarlanan daire
amplifikasyonu (“rolling circle amplification” (RCA)), iistel izotermal amplifikasyon
reaksiyonu (“exponential isotermal amplification reaction” (EXPAR)), niikleaz destekli
¢ogaltim ve nanomateryal tabanli saptama vb. teknikler dahil niikleik asit gogaltim teknikleridir
(Dong ve dig., 2013; Hunt ve dig., 2015; Graybill ve Bailey, 2016). Son yillarda, miRNA
aragtirmalarinin artmasiyla birlikte, miRNA'nin tespiti i¢in pek c¢ok yontem duyarlilik,
ozgullik, ¢esitlilik ve yerinde goriintiileme vb. acisindan gelistirilmistir. Ayrica, niikleik asit
cogaltimina dayali yontemler hizla gelistirilmis ve damlacikli dijital PZR (ddPZR) (Pinheiro ve
dig., 2012; Miotke ve dig., 2014), elektrokimyasal 1s1ma (ECL) (Cheng ve dig., 2014), yiizey
arttirilmig raman spektroskopisi (“surface-enhanced raman spectroscopy” (SERS)) (Zhou ve
dig., 2017) ve kiitle spektrometrisi (MS) (de Bang ve dig., 2014; Kullolli ve dig., 2014) gibi
tespit tekniklerinin bircogu kullanilmis ve miRNA'larin son derece hassas belirlenmesi i¢in

amplifikasyon teknikleri ile bir araya getirilmistir.
2.6.4.1. Northern Blotting

"Northern blotting”, gen anlatimmi 6lgmek igin iyi kurulmus ve saglam bir yontemdir. ilk
miRNA ¢alismasindan bu yana geleneksel ve standart bir yontem olmustur (Lagos-Quintana ve
dig., 2001; Bagga ve dig., 2005; Lim ve dig., 2005). Bununla birlikte, "northern blotting"
genellikle ¢oklu yikama prosediirlerinin yani sira; poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) ile
ayristirma, membrana transfer ve radyoaktif isaretli oligoniikleotid problar ile tespit edilmesini
gerektirir. Hem miRNA hem de pre-miRNA'nin tespit edilmesine izin veren tek yontemdir.
Ancak zaman alicidir ve ¢ok miktarda RNA gerektirir (genellikle 10-15 pg) (van Rooij, 2011).
"Northern blotting"in karmasik prosediirleri ve diisiik hassasiyeti, kullanimini sinirlamaktadir.
Bu nedenle, "northern blotting" tabanli miRNA tespitini iyilestirmek i¢in ¢esitli yaklasimlar
gelistirilmistir. Literatiirde radyoaktif veya radyoaktif olmayan etiketli LNA (“locked nucleic
acid”) igeren “Northern blot” problarmi kullanan birkag metod bulunmaktadir (Varallyay,
Burgyan ve Havelda, 2008; Obad ve dig., 2011; van Rooij, 2011). MiRNA tespitinde LNA ile
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modifiye edilmis “Northern blot” problari kullanilmasinin DNA oligoniikleotidi kullanmaktan

10 kat daha hassas ve spesifik oldugu goriilmistiir (Valoczi ve dig., 2004).
2.6.4.2. Mikrodizilim

MiRNA profili, normal ve hastalikli dokularda oldugu gibi farkl: tiirlerde ve farkli organlarda
veya ayni tiirdeki dokularda da miRNA'larin ekspresyon seviyelerini kapsamli bir sekilde
karsilastirabilmektedir (Yin, Zhao ve Morris, 2008; Pritchard, Cheng ve Tewari, 2012).
MiIRNA mikrodizilimi, miRNA profilleme analizini ger¢eklestirmek i¢in 6nemli bir tekniktir.
MiRNA mikrodizilim analizi, genellikle yiiksek yogunluklu bilinen DNA prob dizisinin cam
veya naylon membran gibi kat1 destek iizerine sabitlenmesi ile ger¢eklestirilir, daha sonra hedef
miRNA'lar ve bunlara karsilik gelen tamamlayici problar arasindaki niikleik asit
hibritlesmesine dayanan ¢esitli miRNA hedef molekiilleri ile etkilesime girer ve hibridizasyon
problarinin sinyal yogunlugu tespit edilir. Mikrodizilim ayni anda yiiksek verim ve ¢oklu
miRNA analizini gergeklestirebilir. Ancak, mikrodizilimin tiretim ve tespit maliyeti yiiksektir.
MiRNA'nin tespiti i¢in duyarhilik, mikrodizilim i¢in uygun O6rnek miktarinin az olmasi
nedeniyle nispeten diisliktiir. Mikroarray yonteminin segiciligi, kisa miRNA dizisi ve yiiksek
dizi benzerligi nedeniyle zayiftir. Bu nedenle, miRNA mikrodizi analizi i¢in floresan,
kemiliiminesan, nanopargacik bazli ve elektrokimyasal tespit gibi hassas ve spesifik bir yontem
veya teknigin kullanmasi ¢ok 6nemlidir (Nelson ve dig., 2004; Fang ve dig., 2006; Fan ve dig.,
2007; Cissell ve dig., 2008).

2.6.4.3. Damlacikli Dijital PZR

Damlacikli Dijital PZR (ddPZR) teknolojisi, su-yag emiilsiyon damlacik sistemini kullanan
dijital bir PZR yontemidir. DdPZR Sistemi niikleik asit 6rneklerini binlerce nanolitre boyutlu
damlaciklara boler ve her damlacikta PZR reaksiyonu gerceklestirilir. Bir kuyucuktaki
reaksiyon 20.000 damlaciga boliiniir ve sablon molekiillerin PZR ¢ogaltimi her bir damlacikta
gerceklesir. Damlaciklar, esasen PZR reaksiyonunun gerceklestigi bir “plate”teki ayr test
tiipleri veya kuyucuklar ile ayn1 islevi goriir. Ancak daha kii¢lik bir formattadir. On binlerce
damlacik olusturulmasi, tek bir numunenin tek bir sonugtan ziyade on binlerce veri noktasi
tiretebilecegi ve dijital PZR'deki pratik analizin giiclinii pratik uygulamaya getirdigi anlamina
gelir. Orneklerin binlerce damlaciga bdliimlenmesi ddPZR tekniginin kilit bir dzelligidir. DNA

ornegi her bir damlaciga rastgele miktarlarda dagilir. Bu teknik, maliyeti diigiiren ve degerli
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ornekleri koruyarak ticari olarak temin edilebilen diger dijital PZR sistemlerinden daha kii¢iik
bir numune gereksinimine sahiptir. DAPZR teknolojisi, daha diisiik numune ve reaktif hacimleri
kullanan ve dijital PZR'nin belirleyici 6zellikleri olan duyarlilig1 ve hassasiyeti korurken diger
yontemlerle karsilastirildiginda toplam maliyeti azaltan daha yiiksek verimli dijital PZR saglar
(Hindson ve dig., 2011).

DdPZR, gPZR ile karsilastirildiginda daha yiiksek hassasiyete sahip PZR bazli mutlak bir
Olgtim teknigidir. DAPZR, gPZR ile ayni primerleri ve problart kullanir, ancak daha yiiksek
hassasiyet saglayabilir. QPZR'de, gen ifadesi farkliliklar1 veya 2 kattan kiiclik kopya sayisi
degisiklikleri ayirt edilemez. Frekanslar1 yaklasik %1'den az olan alelleri belirlemek zordur.
Cilinkii benzer dizilere sahip oldukga bol ortak alelleri de tespit eder. ddPZR, gen ifadesindeki
daha kiigiik farkliliklari 6lgebilir ve binde bir frekansta bulunan alelleri tanimlayabilir (Manoj,
2014). Kanser ve viral enfeksiyonlar ile yapilan gesitli ¢alismalar qPZR ile kiyaslandiginda
ddPZR’nin duyarliliginin ve hassasiyetinin daha yiiksek oldugunu gostermistir (Kim, Jeong ve
Cho, 2014). Bu avantajin asil nedeni, reaksiyonlarin tek tek boliimlendirilebilmesidir (Hindson
ve dig., 2011). Gelencksel qPZR ile kiyaslandiginda ddPZR teknik olarak ¢ok daha basittir ve
esik degerlerini yorumlayabilmek i¢in standart diliisyon egrilerine gerek duyulmamaktadir
(Wiencke ve dig., 2014). Bu nedenle gPZR ile tespit edilemeyen biyolojik ve translasyonel
potansiyele sahip diisiik diizeyde anlatim yapan genlerin varligi ddPZR ile saptanabilmektedir.
Ayrica, ddPZR nin diger bir tstlinligii de mutlak 6l¢iim (“absolute quantitation”) saglamasidir.
gPZR yontemi ile tespit edilemeyen hedefleri tespit etmek icin ddPZR kullanilmasi ¢aligsmalara
avantaj saglamaktadir (Takahashi ve dig., 2014). DdPZR’den daha kesin sonug alinmasindaki
en Onemli Ozellik metot saglamlhigindan (“robustness”) kaynaklanmaktadir. QRT-PZR
ddPZR’ye gore daha yiiksek bir dinamik araliga sahiptir ancak ddPZR 6rnekler arasindaki en
kiigiik degisiklikleri bile saptamaya olanak saglamaktadir. DdAPZR qRT-PZR ’nin aksine, diisiik
PZR verimliligi karsisinda daha direnclidir. qRT-PZR ile karsilastirildiginda ddPCZR ’nin daha
diisiik bir dinamik araligi olmasi bir dezavantajdir (Jahn ve dig., 2014). DdPZR’de yiiksek
verimlilik daha diisiik maliyetlerde mimkiindiir (Kim, Jeong ve Cho, 2014). DdPZR
sisteminde, hedefler floresan bazli problar kullanilarak ¢ogaltilir ve tespit edilir. Hedefin en az
bir kopyasini iceren pozitif (1) damlaciklar, negatif (0) damlaciklara gore daha fazla floresan
sergiler. DAPCR Sisteminde, QuantaSoft ™ Yazilimi, her bir numunedeki her florofor i¢in
(6rnegin, FAM ve HEX veya VIC) pozitif ve negatif olan damlaciklarin sayisini belirler.

Ardindan, yeterli seyreltmeler ile standart bir egriye ihtiya¢ duyulmadan Poisson istatistikleri
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kullanilarak analiz edilir (Wiencke ve dig., 2014). Bu metod analizin daha uygulanabilir ve
tekrarlanabilir olmasina olanak saglamaktadir (Usmani-Brown ve dig., 2014). Teorik olarak
ddPZR, tek bir hedef molekiiliin saptanabilmesine olanak saglamaktadir ve bu nedenle yiiksek
hassasiyete sahip bir metottur (Jahn ve dig., 2014). DdPZR, diisiik RNA miktarina sahip
hedeflerde bile gen anlattminin saptanmasina olanak saglar (Takahashi ve dig., 2014).
ddPZR’nin niikleik asit miktar tayininde kullanilmasinin temel sebebi qPZR ’nin aksine, harici

kalibrator kullanimina gerek duyulmamasi ve enzim inhibisyonuna yol agacak maddeleri tolere

edebilmesidir (White ve dig., 2009; Dingle ve dig., 2013).

DAPCR, faj-konak etkilesimi ¢alismalar1 (Tadmor ve dig., 2011), fetal tarama (Lo ve dig.,
2007), biyobelirte¢ analizi (Day, Dear ve McCaughan, 2013), viral saptama (Shen ve dig.,
2011), prognostik izleme (Belgrader ve dig., 2013), hiicre i¢i profilleme (Sindelka ve dig.,
2008), gidalardaki GDO'nun tespiti (Morisset ve dig., 2013), yiiksek verimli dizileme (White
ve dig., 2009), Alzheimer hastaliginda mitokondrial DNA degisimi (Podlesniy ve dig., 2013)
ve mitokondriyal DNA mutasyonlar1 (Taylor ve dig., 2014) calismalarinda kullanilmaktadir.



40

3. MALZEME VE YONTEM

3.1. CALISMA GRUPLARI

Istanbul Universitesi — Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi’nde uzman hekim tarafindan
Preeklampsi tanis1 koyulan ve saglikli olarak degerlendirilen gebelerden sezaryen ameliyati
sirasinda alman desidua pargast %1 antibiyotik-antimikotik iceren HBSS 1X (“Hank's
Balanced Salt Solution”) (GIBCO®) soliisyonu i¢eren 50 mL’lik falkon tiip i¢ine alindi.
Ameliyattan hemen 6nce ise yine uzman hekim tarafindan 10 mL periferal kan mor kapakli BD
Vacutainer® K2E (EDTA) tiiplerine alindi. Ornekler Sekil 3.1°de gosterildi. Calismamizin etik
kurul izni Istanbul Universitesi — Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu’ndan 09.06.2017 — 219819 tarih ve sayili karar ile alind1 ve 06.09.2018 — 52166
tarih ve sayili karari ile giincellendi. Alinan Ornekler oda sicakliginda taginarak Kog

Universitesi Translasyonel Tip Arastirma Merkezi (KUTTAM)’ ne transfer edildi.

Sekil 3.1: PE hastas1 ve saglikli gebelerden alinan desidua (A) ve kan (B) 6rnekleri.
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3.2. MEZENKIMAL KOK HUCRE KULTURU

3.2.1. Besiyeri Hazirlama

Asagida maddeler halinde siralanan malzemeler sirasi ile steril cam sisede birlestirilip
karistirildi ve son hacim dH0 ile 1000 mL’ye tamamlandi. Elde edilen soliisyon filtre ile

sterilize edildi.

1. 800 mL dH20

2. “Dulbecco’s Modified Eagle Medium” (DMEM)/F-12 1:1 (Gibco®, UK) tozu
3. 1,2 g Sodyum Bikarbonat

4. 10 mL Penisilin-Streptomisin (PS), (10000 Unit/mL Penisilin, 10000 pg/mL Streptomisin),
(Gibco®, UK)

5. 20 mL L-glutamin (Gibco®, UK)
6. 100 mL “Fetal Bovine Serum” (FBS) (Gibco®, UK)

3.2.2. Desiduadan Mezenkimal Kok Hiicre Kiultiirii

1. Plasenta 6rnegi hemen HBSS soliisyonu iginden alindi ve kandan arindirilmasi igin

“Phospahate Buffered Saline” (PBS) ile birkag kez yikandi.

2. Daha 6nce hazirlanan besi yeri (DMEM/F-12 %10 FBS, %1 PS, %2 L-glu) %0,4 kollajenaz
igerecek sekilde 40 mL hazirlandi.

3. Plasenta bistiiri ve pens yardimi ile 1 mm? boyutunda pargalara kesildi.

4. Kiigiik pargalara ayrilan doku parcalar1 50 mL’lik falkon tiip icerisine alindi, lizerine enzim
soliisyonu eklendi ve karistirildi. Ardindan karisim 37°C su banyosunda, ¢alkalayici tizerinde

iyice homojen pargalanma goriilene kadar yaklasik 2 saat bekletildi.

5. Parcalanma asamasindan sonra enzimli hiicre soliisyonu iige boliindii ve tizerine iki kat1 kadar

“Dulbeco’s Phosphate Buffered Saline” (DPBS) (Gibco®, UK) eklenip ve karistirildi.

6. Elde edilen soliisyon 350 g, +4°C’de 20 dk santrifiij edildi.
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7. Pellet ve siipernatant ayr1 ayr1 ekildi.
8. Stipernatant T75 kiiltiir kabina ekildi ve {izerine gereken miktarda besi yeri eklendi.

9. Pellet hazirlanan besi yeri ile siispanse hale getirildi ve kiiltiir kaplarina (2 x 100 mm) ekilerek

37°C inkiibatore kaldirild.

3.2.3. Periferal Kandan Mezenkimal Kok Hiicre Kiiltiirii

1. 10 mL kan 50 mL’lik falkona aktarildu.

2. 1:3 oraninda sulandirmak i¢in iizerine 20 mL “Roswell Park Memorial Institute” (RPMI)
(Gibco®, UK) besi yeri eklendi ve karigtirildi.

3. 15 mL’lik falkonlara 3’er mL “Ficoll ™ Paque Premium” (GE Healthcare) soliisyonu eklendi
ve ardindan {izerine 4’er mL kan yavasca eklendi. Baslangigta iki farki faz olusmasi i¢in kani

yavas eklemek dnemlidir.

4. Elde edilen karisim 400 g, +4°C’de 30 dk santrifiij edildi.

5. Ornekler santrifiijden dikkatlice, olusan fazlar1 bozmadan alindi.

6. Tiim falkonlarda ortada bulunan bulutsu goriiniimdeki faz tek bir falkona toplandu.

7. Topladigimiz faz tizerine 8 mL DPBS eklendi ve 400 g, +4°C’de 10 dk santrifiij edildi.
Siipernatant atildi ve bu islem tekrarlandi. Bu asama yikama asamasi olup, Ficoll’i

uzaklastirmak i¢in yapildi.

8. Elde edilen pellet lizerine 2 mL besi yeri eklendi ve olusan hiicre siispansiyonu kiiltiir kabina
ekildi.

3.3. MEZENKIMAL KOK HUCRE AYRIMI

1. %1 FBS ve %1 PS iceren DPBS soliisyonu hazirland1 ve filtreden gegirilerek sterilize edildi.

2. Hiicreler %0,05 tripsin ile kaldirild1 ve %1 FBS ve %1 PS iceren DPBS soliisyonu ile 1500
rpm’de 5 dk santrifiij edilerek yikandi. Bu islem bir kez daha tekrarlandi.



43

3. Santrifiijden sonra elde edilen pellet 100 uL %1 FBS ve %1 PS iceren DPBS soliisyonu
iginde siispansiyon haline getirildi ve antikorlar ile boyamaya baslandi. pL basina 5000-10000

arasi hiicre kullanildi.

4. Antikorlar (PerCP CD105, FITC CD73, APC CDA45, PE CD34) firmanin 6nerdigi miktarda

hiicre soliisyonuna eklendi ve karanlikta 15 dk buz iizerinde bekletildi.

5. Antikorlu hiicre soliisyonu ig¢ine 500 pL %1 FBS ve %1 PS igeren DPBS soliisyonundan
eklendi ve 1500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.

6. 2 adet “sorting” ve 1 adet “collection” tiip hazirlandi. “Collection” tiipe 4,5 mL besi yeri

eklendi.

7. Pellet, stipernatant atildiktan sonra 500 uL %1 FBS ve %1 PS iceren DPBS ile siispansiyon
haline getirildi. Bu siispansiyon “sorting” tiipe aktarildi ve buzda bekletildi.

8. Negatif kontrol i¢in de ayri bir “sorting” tiip hazirlandi. pL basma yaklasik 2000 hiicre
kullanildi.

9. Sorting bittikten sonra “collection” tiipteki slispansiyon 15 mL’lik falkon tiipe alindi ve 1500
rpm’de 5 dk santrifiij edildi.

10. Pellet besi yeri iginde siisyansiyon haline getirildi ve 6 kuyucuklu kiiltiir kabina ekildi.

Hiicreler yeterli yogunluga ulastiklarinda pasajlandi.

3.4. MEZENKIMAL KOK HUCREDEN MiKRORNA iZOLASYONU

Mezenkimal kok hiicrelerden miRNA izolasyonu igin “NucleoSpin® miRNA kit” (Macherey-
Nagel GmbH & Co. KG, Almanya) kullanildi. Kitin hiicre kiiltiirleri i¢in 6nerdigi prosediir
asagidaki gibi uygulandi.

1. Kiiltiir kabindan besi yeri uzaklastirildi ve PBS eklendi. Kiiltiir kabinin tabaninda PBS

gezdirildi ve dokiildii. Bu islem besi yeri kalintilarini uzaklastirmak i¢in yapildi.

2. Ardindan hiicreler %0.05 tripsin ile kiiltiir kabindan kaldirildi. Tiim hiicreler kalktiginda

besiyeri eklenerek tripsin inhibe edildi ve kiiltiir kabindaki hiicre besi yeri karisimi falkon tiipe
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alinarak 1500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Stipernatant uzaklastirildi ve pelletin tizerine 300 pL
“ML Buffer” eklendi, pipetaj yapildi ve 5 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

3. Mor halkali “NucleoSpin Filter Column” 2 mL, kapakli “Collection” tiipe yerlestirildi ve
lizat eklendi. 11.000 g’de 1 dk santrifiij edildi. Filtre atild1 ve altta kalan siv1 ile devam edildi.

4. 150 uL %96-100 etanol eklendi ve hemen 5 s vorteks yapildi. 5 dk oda sicakliginda inkiibe
edildi.

5. Mavi halkali “NucleoSpin RNA Column” 2 mL, kapakli “Collection” tiipe yerlestirildi ve
cOkeltiyi de iceren 6rnek kolona yiiklendi. 11.000 g’de 1 dk santrifiij edildi. Hem biiyiik RNA
ve DNA’larin baglandigi “NucleoSpin RNA Column” hem de kii¢iik RNA ve proteinleri igeren
s1vi sonraki adimlarda kullanilmak {izere saklandi. “NucleoSpin RNA Column” yeni bir 2 mL,
kapaksiz “Collection” tiipe yerlestirildi. Siviyr igeren “Collection” tiipiin kapag1 kapatildi.
“NucleoSpin RNA Column” ile devam edildi.

6. 350 uL “MDB Buffer”, “NucleoSpin RNA Column”a eklendi ve 11.000 g’de 1 dk santrifiij
edildi. Altta kalan s1v1 atild1 ve kolon tekrar “Collection” tiipe yerlestirildi.

7. Kolonun silika membran: tizerine 100 pL “rDNase” eklendi. Oda sicakliginda 10. adim
tamamlanana kadar en az 15 dk inkiibe edildi.

8. 4. adimda elde edilen siviya 300 uL “MP Buffer” eklendi ve 5 s vorteks yapildi. Proteinleri
pellet haline getirmek igin 11.000 g’de 3 dk santrifiij edildi.

9. Beyaz halkali “NucleoSpin Protein Removal Column” 2mlL, kapakli “Collection” tiipe
yerlestirildi ve 7. adimda elde edilen siipernatant kolona yiiklendi. 11.000 g’de santrifiij edildi.

“NucleoSpin Protein Removal Column” atild: ve altta kalan s1v1 ile devam edildi.
10. Elde edilen siviya 800 pL “MX Buffer” eklendi ve 5 s vorteks yapildi.

11. 9. adimda elde edilen karistmin 600 pL’si 4. adimdan kalan ve biliylik RNA’lar1 igeren
“NucleoSpin RNA Column”a yiiklendi. 11.000 g’de 30 s santrifiij edildi. Altta kalan siv1 atildi

ve kolon tekrar “Collection” tiipe yerlestirildi. Bu adim 6rnek bitene kadar tekrar edildi.

12. Birinci yikama: “NucleoSpin RNA Column”a 600 pL “MW1 Buffer” eklendi ve 11.000 g’de

30 s santrifiij edildi. Altta kalan siv1 atildi ve kolon tekrar “Collection” tiipe yerlestirildi.
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Ikinci yikama: “NucleoSpin RNA Column”a 700 uL “MW2 Buffer” eklendi ve 11.000 g’de 30

s santrifiij edildi. Altta kalan siv1 atildi1 ve kolon tekrar “Collection” tiipe yerlestirildi.

Uciincii yikama: “NucleoSpin RNA Column”a 250 pL “MW2 Buffer” eklendi ve silika
membrani kurutmak igin 11.000 g’de 2 dk santrifiij edildi. Altta kalan siv1 atild1 ve kolon tekrar
“Collection” tiipe yerlestirildi. “Collection” tiip atild1 ve “NucleoSpin RNA Column” yeni bir

1.5 uL, kapakli “Collection” tiipe yerlestirildi.

13. 30 pL (yiiksek konsantrasyon i¢in), 50 uL (orta derecede konsantrasyon ve miktar i¢in) ya
da 100 pL (diisik konsantrasyon ve fazla miktar igin) RNazsiz su, “NucleoSpin RNA
Column”un tam ortasina eklendi. Oda sicakliginda 1 dk inkiibe edildi ve sonra 11.000 g’de 30
s santrifiij edildi. Elde edilen RNA “Nanodrop” él¢iimii i¢in buz iizerine alind1. Olgiimden sonra

ornekler; kisa siireli saklama i¢in -20°C, uzun siireli saklama i¢in -80°C dondurucuya koyuldu.

3.5. RNA KALITE KONTROL

Tez kapsaminda toplanan desidua ve periferal kan kokenli MKH’lerden izole edilen
miRNA’larin, “NanoDrop IMPLEN P-Class” spektorofotometre cihazi kullanilarak kalite ve
miktar tayinleri yapildi. Ornekler izole edilirken kullanilan “NucleoSpin® miRNA Kkit”
icerisindeki RNaz icermeyen su kor 6rnek (“blank™) olarak kullanildi. Olgiim sirasinda her

ornekten 1 pL kullanildi.

3.6. MIKRORNA’DAN CDNA SENTEZI

Desidua ve periferal kan kokenli MKH’lerden izole edilen total RNA’larin cDNA sentezi,
“miRCURY LNA™ RT Kit” (Qiagen, Germany) kullamlarak firmanm &nerdigi protokole gore
yapildi. Kit bilesenleri -20°C, total RNA o6rnekleri ise -80°C dondurucudan alinarak buz iizerinde
¢oziildiikten sonra masaiistii mini santrifiij cihazt (“Beckman Coulter”) kullanilarak hizlica
gevrilir ve ¢alisma soliisyonu (“master mix”) Tablo 3.1’deki sira ile belirtilen miktarlarda
bilesen eklenerek hazirlandi. Caligsma soliisyonu her bir 6rnek i¢in hazirlanip etiketlenen PZR
tiiplerine dagitildi ve ardindan cDNA o6rnekleri de tiiplere eklendi (Tablo 3.2). PZR tiipleri
kisaca santrifiij edildikten sonra Tablo 3.3’teki termal kosullarda RT-PZR gergeklestirildi.
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Tablo 3.1: cDNA sentezi i¢in hazirlanan ¢alisma soliisyonu bilesenleri.

BILESEN MIKTAR
Niikleaz icermeyen su 45 uL
5x miRCURY RT Reaction Buffer 2L
10x miRCURY RT Enzyme Mix 1uL
Synthetic RNA spike-in 0,5uL
TOTAL 8 uL

Tablo 3.2: RT-PZR bilesenleri.

BiLESEN MIKTAR
Calisma soliisyonu 8 uL
Total RNA (5 ng/ pL) 2uL
TOTAL 10 uL

Tablo 3.3: RT-PZR termal dongiisii.

ZAMAN SICAKLIK
60 dakika 42°C
5 dakika 95°C

%0 4°C
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3.7. DAMLACIKLI DIiJITAL POLIMERAZ ZINCIiR REAKSIYONU (DDPZR)

1. Kullanilan her primer [mMiRCURY LNA miRNA PCR Assay (Qiagen, Germany)] igin
reaksiyon sayisina gore karigim (“mix”) hazirlandi (Tablo 3.4) ve steril PZR tiiplerine dagitildi.

Karisim cDNA o6rneklerini igermemektedir.

Tablo 3.4: ddPZR igin hazirlanan bir reaksiyon igin gerekli “mix” bilesenleri ve miktarlari.

BIiLESEN MIKTAR
“0X200™ ddPCR™ EvaGreen® Supermix” 10 uL
Primer (miRCURY LNA miRNA PCR Assay) 1uL
cDNA ornegi 2 uL
Niikleazsiz su 7ulL
TOTAL 20 uL

2. Final konsantrasyon 1 ng olacak sekilde cDNA 6rnekleri gerekli hacimlerde PCR tiiplerine
eklendi.

3. Her bir primer i¢in cDNA 6rnegi igermeyen “no template control” (NTC) o6rnekleri de

hazirlandi. cDNA yerine ayn1 miktarda niikleazsiz su kullanildi.
4. PCR tiiplerindeki 6rneklere spin atild1 ve i¢lerinde baloncuk kalmamasina dikkat edildi.

5. Ornekler (20 pL) 8 kanalli pipet yardimiyla “DG8 cartridgein “sample” kuyucuklarina
yiiklendi.

6. Ardindan “Droplet Generator Oil” (70 uL) “DG8 cartridge”in “oil” kuyucuklarina 8 kanall1
pipet ile yiiklendi.

7. “Droplet” olusumu i¢in “DG8 cartridge”, “QX200™ Droplet Generator” cihazina

yerlestirildi ve cihaz “droplets” kuyucuklarinda “droplet”leri olusturdu.
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8. “DG8 cartridge”den “droplet”ler 8 kanall1 pipet yardimiyla yavasga “droplet”leri kirmamaya
dikkat edilerek 40 pL alind1 ve 96 kuyucuklu “plate”e aktarildi.

9. Bu agama tiim 6rnekler i¢in tekrarlandi ve tiim 6rnekler 96 kuyucuklu “plate”e aktarildiktan
sonra “plate”in iizeri folyo ile “PX1™ PCR Plate Sealer” (Bio-Rad) cihazinda 180°C’de
kapatildi.

10. Folyo ile kapatilan 96’11 “plate”, PCR asamasi i¢in “7700™ Thermal Cycler” (Bio-Rad)

cihazina aktarildi. Termal dongii Tablo 3.5’te gosterildi.

11. PCR sirasinda “QuantaSoft” yazilim: kullanilarak orneklerin tanimlayici ozelliklersi,

kullanilan “supermix” ve kullanilan yontem bilgileri sisteme girildi.

12. PCR islemi tamamlandiktan sonra 96’l1 “plate” “QX200™ Droplet Reader” cihazina
aktarildi. Cihaz kuyucuklardaki pozitif ve negatif dropletleri okudu ve ardindan sonuglar analiz
edildi.

Tablo 3.5: ddPZR termal dongiisii.

Asama Sicakhik Siire Sicaklik degisme  Dongii sayisi
siiresi “Ramp
rate”
Enzim aktivasyonu 95°C 5dk 1
Denatiirasyon 95°C 30sn 40
Baglanma/Uzama 56°C 1dk 40
2°C/sn
4°C 5 dk 1

Sinyal stabilizasyonu

90°C 5dk 1

Bekleme (opsiyonel) 4°C 0 1
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3.8. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Tez kapsaminda, “Eva Green” tabanli ddPZR analizinde miRNA spesifik primerler ve
orneklerin normalizasyonu icin U6 snRNA kullamildi. Orneklere ait kopya/uL degerleri
“QX200™ Droplet Reader” cihazinda bulunan “Quantasoft version 1.7.4” programinda
otomatik olarak belirlendi. Normalize edilen verilerin istatistiksel analizleri “Graphpad Prism
8.1.2” programinda prametrik olmayan “Mann Whitney Test” ile yapildi. Istatistiksel analiz

sonucu p degeri 0,05°ten kiigiik olarak belirlenen sonuglar anlamli olarak kabul edildi.

Bir testin tanisal performansi veya kullanilan testin hastalikli vakalart normal vakalardan ayirt
etme giicii, “Receiver Operating Characteristic” (ROC) egrisi analizi kullanilarak
degerlendirilir. ROC egrisinin altinda kalan alan (AUC), bir parametrenin iki tani grubu
(hastalikli / normal) arasinda ne kadar iyi ayrim yapabileceginin bir dlciisiidiir. (Metz, 1978,
Zweig ve Campbell, 1993). Tez kapsaminda, amaglarimiz arasinda PE hastaliginin erken
tanisinda kullanilmak tizere potansiyel biyobelirte¢ ¢aligmasi yapmak oldugu i¢in elde edilen

veriler ROC analizi ile degerlendirildi ve testin dogrulugu analiz edildi.



50

4. BULGULAR

4.1. KULLANILAN ORNEKLERIN OZELLIKLERI

Bu ¢alisma Istanbul Universitesi — Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Kadin Hastaliklar1 ve
Dogum Anabilim Dali’nda takip edilen 7 preeklampsi hastasi (plasenta + kan) ve 7 saglikli
(plasenta + kan) toplam 14 gebe, 28 6rnek (14 plasenta, 14 kan) ile gerceklestirildi. Hasta ve
kontrol grubuna dahil edilen bireylerin tanilari uzman hekimler tarafindan belirlendi. Calismaya

katilan bireyleri klinik 6zellikleri Tablo 4.1’de gosterildi.

Tablo 4.1: Calismaya katilan gebelerin klinik 6zellikleri.

PREEKLAMPSI (n=7) KONTROL (n=7) p DEGERI
Yas (yil) 31,3+5,02 282 +4,7 Anlamli degil
Gebelik yas1 (hafta) 37,6 £ 1,53 38+0,92 Anlamli degil
BMI kg.m 36,1 £5,33 31,1 +£7,1 Anlamli degil
Sistolik kan basinct mmHg 143,5 4,25 114,2 £5,07 p<0,05
Diastolik kan basinct mmHg 93,3+3,7 78,3+ 6,1 p<0,05
Idrarda protein mg/24 saat >3000 yok p<0,05

4.2. MEZENKIMAL KOK HUCRELERIN PLASENTA VE KANDAN HUCRE
KULTURU iLE ELDESI

4.2.1. Plasentadan Mezenkimal Kok Hiicre Eldesi

Boliim 3.2.2.°de anlatildig1 gibi desidua dokusunun enzimatik olarak parcalanmasiyla izole
edilen hiicreler, desidua kokenli mezenkimal kok hiicre (AIMKH) eldesi amaciyla kiiltiir kabina
ekildi. Hiicre kiiltiiriiniin ilk gliniinde, fibroblast benzeri hiicrelere ek olarak parlak ve kiiltiir
kabina yapismayan hematopoetik progenitér hiicreler ve eritrositler gorildi (Sekil 4.1).
dMKH’ler yeterli yogunluga ulasana kadar besi yeri aspire edilip degistirilerek bu tiir

istenmeyen hiicreler kiiltiir Kabindan arindirildi. Yapilan besi yeri degisimi sirasinda, plastige
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yapisma Ozelligi sayesinde dMKH’ler elde edildi. Bu asamada elde edilen hiicreler pasaj 0
olarak adlandirilir (Sekil 4.1). Hiicreler kiiltiir kabinda yeterli yogunluga ulastiklarinda
pasajlanarak kontaminant hiicrelerden tamamen arindirildi. 3-4 pasaj sonra hiicreler donduruldu
ve toplamda 14 farkli desidua kdkenli MKH kiiltiiriine ait hiicre 6rnegi akim sitometrisi ile
MKH ayrimi i¢in sivi azotta bekletildi. 14 farkli desidual 6rnek kiiltliriiniin 1. gilinlerinin
goriintlisii ve akis sitometrisine gitmeden once yeterli yogunluga ulagsmis hiicre kiiltiiriiniin

goriintiileri Sekil 4.1°te verildi.

Sekil 4.1: dMKH’lerin kiiltiire alindig ilk giin (A) ve MKH ayrimidan 6nce (B) alinan goriintiiler.

4.2.2. Kandan Mezenkimal Kok Hiicre Eldesi

Boliim 3.2.3.°te anlatildig1 gibi kanda bulunan tek ¢ekirdekli hiicreler MKH eldesi amaciyla
“ficoll” izolasyon yontemi kullanilarak izole edildi. Hiicre kiiltiiriiniin ilk giiniinde, fibroblast
benzeri hiicrelere ek olarak parlak ve kiiltiir kabina yapismayan hematopoetik progenitr
hiicreler ve eritrositler IMKH’lere gore daha fazla oranda goriildii (Sekil 4.2). MKH’ler yeterli
yogunluga ulagana kadar besi yeri aspire edilip degistirilerek bu tiir istenmeyen hiicreler kiiltiir
kabindan arindirildi. Yapilan besi yeri degisimi sirasinda, plastige yapisma 6zelligi sayesinde
dMKH’ler elde edildi. Bu agsamada elde edilen hiicreler pasaj 0 olarak adlandirilir (Sekil 4.2).
Hiicreler kiiltiir kabinda yeterli yogunluga ulastiklarinda pasajlanarak kontaminant hiicrelerden
tamamen armdirildi. 3-4 pasaj sonra hiicreler donduruldu ve toplamda 14 farkli periferal kan
kokenli MKH (KMKH) kiiltiiriine ait hiicre 6rnegi MKH ayrimi igin sivi azotta bekletildi. 14
farkl1 periferal kan 6rneginin kiiltiiriiniin 1. giinlerinin goriintiisii ve akis sitometrisine gitmeden

once yeterli yogunluga ulasmus hiicre kiiltiiriiniin goriintiileri Sekil 4.2°de verildi.
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Sekil 4.2: KMKH’lerin kiiltiire alindigi ilk giin (A) ve MKH ayrimindan once (B) alian goriintiiler.

4.3. HUCRE KULTURUNDEN MEZENKIMAL KOK HUCRE AYRIMI

4.3.1. Desidua Kokenli Mezenkimal Kok Hiicre Ayrimi

PE ve saglikli kontrollerden elde edilen 14 6rnegin 3-4 pasaj sonunda yeterli yogunluga erisen
desidua kokenli heterojen MKH’lerden saf MKH eldesi i¢in kiiltiir kabindan hiicre ayrimi
yapildi. Floresan isaretli PerCP CD105 ve FITC CD73 hiicre yiizey belirtecleri agisindan
pozitif, APC CD45 ve PE CD34 hiicre ylizey belirteclerini acisindan negatif olan MKH’lerin

hiicre kiiltiirtinden se¢ilmesi i¢in “Sonny Cell Sorter” sistemi kullanildi.

Akim sitometrisinden elde edilen veriler 6lii hiicreler ve debri gibi istenmeyen partikiillerden
elimine edilmek {izere kap1 alma (“gating”) islemi yapildi. Kap1 alma ile bolgeler (“region”)
olusturuldu. Aymrimi yapilan Orneklere ait bilgiler “Flow Cytometry Standard” (FCS)

dosyalarinda saklandi.

4.3.2. Periferal Kan Kokenli Mezenkimal Kok Hiicre Ayrimi

PE ve saglikli kontrollerden elde edilen 14 6rnegin 3-4 pasaj sonunda yeterli yogunluga erisen
periferal kan kokenli heterojen MKH’lerden saf MKH eldesi i¢in kiiltiir kabindan hiicre ayrimi
yapildi. Floresan isaretli PerCP CD105 ve FITC CD73 hiicre yiizey belirtecleri agisindan
pozitif, APC CD45 ve PE CD34 hiicre yiizey belirteclerini agisindan negatif olan MKH’lerin

hiicre kiiltiiriinden se¢ilmesi icin “Sonny Cell Sorter” sistemi kullanildi.

Akim sitometrisinden elde edilen veriler 6lii hiicreler ve debri gibi istenmeyen partikiillerden

elimine edilmek iizere kap1 alma (“gating ) islemi yapildi. Kap1 alma ile bolgeler (“region”)
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olusturuldu. Kapi1 alma ile bolgeler (“region”) olusturuldu. Ayirimi yapilan 6rneklere ait bilgiler
“Flow Cytometry Standard” (FCS) dosyalarinda saklandi.

4.4. ORNEKLERIN KALITE KONTROLU

Tez kapsaminda 7 preeklampsi hastasi ve 7 saglikli bireyden toplanan plasenta ve kan
orneklerinden toplamda 28 6rnegin mezenkimal kok hiicre kiiltiirii sonrasinda “NucleoSpin®
miRNA kit” (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Almanya) ile yapilan total RNA
izolasyonlarmin kalite ve miktar tayinleri “NanoDrop IMPLEN P-Class” spektrofotometre
cihazi ile yapildi. Total RNA’dan elde edilen konsantrasyonlar (ng/puL) ve Azeo2g0 oranlari
Tablo 4.2 ve Tablo 4.3’te gosterildi.

Tablo 4.2: PE hastalarindan (P) izole edilen total RNA’larin kalite kontrol ve miktar tayinleri.

PLASENTA KAN
Ornek No. ng/uL Aa60/280 ng/pL A260/280
P1 380 2,07
P2 387,6 2,09
P3 399,5 2,11 430,7 2,09
P4 193,1 2,07
P5 431,6 2,12
P6 377,6 2,09

P7 1573,9 2,1 465,2 2,06
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Tablo 4.3: Saglikli gebelerden (S) izole eilen total RNA’larin kalite kontrol ve miktar tayinleri.

PLASENTA KAN
Ornek No. ng/uL Aa60/260 ng/uL Aa60/280
S1 1168,1 2,1 121 2,13
S2 1663,1 2,1 907,8 2,14
S3 614,1 2,11
S4 395,5 2,09
S5 2514 2,06
S6 14141 2,12
S7 25455 2,1 711,8 2,11

4.5. MIKRORNA ANLATIM ANALIiZi

Calisma kapsaminda, 7 PE hastasi ve 7 saglikli gebeye ait 28 MKH 06rneginde aday
miRNA’larin (Tablo 4.4) anlatim seviyeleri analiz edildi. Bu amagla her bir miRNA ’ya spesifik
primer ve normalizasyon icin ise U6 kullanildi. Ornekler PZR sonrasinda “QX200 Droplet
Reader” (Bio-Rad) cihazina aktarildi ve istatistiksel analiz i¢in kullanilan kopya/uL degerleri
cihazda otomatik olarak belirlendi. Orneklere ait istatistiksel analizler “GraphPad Prism 8.1.2”
programinda yapildi. Anlamlilik analizi i¢in parametrik olmayan “Mann Whitney Test”,
duyarlilik ve 6zgiilliik i¢in ise ROC (“Receiver Operating Characteristic”’) analizi yapildi. Tiim
istatistiksel analizlerde p<0,05 degeri istatistiksel agidan anlamli olarak degerlendirildi.

4.5.1. Desidua Kokenli MKH’lerde miRNA Analizi

Desidua kokenli 14 6rnege ait MKH’lerden ddPZR ile analizi yapilan 6 miRNA’dan let-7b-
3p’de 1,52, miR-191-3p’de 1,83, miR-550a-5p’de 1,95 ve miR-33b-3p’de 4,5 kat artis
goriiliirken let-7f-1-3p ve miR-425-3p’de herhangi bir artis goriilmedi (Sekil 4.3, 4.4, 4.5, 4.6,
4.7, 4.8). “Mann Whitney Test” ile yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucunda p<0,05
degeri dikkate alinarak yalnizca miR-33b-3p (p=0,004) anlamli bulundu (Tablo 4.4).



55

Tablo 4.4: dMKH’lerde ddPZR ile yapilan miRNA anlatim analizlerinin istatistiksel sonuglari.

""Mann Whitney Test" ROC Analizi
ADAY miRNA p DEGERI AUC STANDART p . %9 GQVEN
SAPMA DEGERI ARALIGI

Let-7b-3p 0,38 0,65 0,15 0,33 0,35-0,95
Let-7f-1-3p 0,8 0,55 0,16 0,75 0,22-0,88
Hsa-miR-425-3p 0,71 0,57 0,16 0,65 0,25-0,89
Hsa-miR-191-3p 0,097 0,77 0,14 0,08 0,50-1,0
Hsa-miR-550a-5p | 0,053 082 0,11 0,047 0,58-1,0
Hsa-miR-33b-3p 0,004 0,93 0,06 0,006 0,80-1,0

Hsa-miR-33b-3p anlatim seviyesi saglikli gebeler ile karsilastirildiginda, PE hastalarinin
desidualarindan elde edilen MKH’lerde 4,5 kat daha yiiksek bulundu. “Mann Whitney Test” ile

yapilan istatistiksel analiz sonucunda p=0,004 bulunarak anlamli olarak degerlendirildi.

Elde edilen verilerin duyarlilik ve 6zgiilliikk degerlerini belirlemek ve hsa-miR-33b-3p’nin tani
icin uygun olup olmadigint degerlendirmek i¢in ROC analizi yapildi. Hsa-miR-33b-3p i¢in egri
altinda kalan alan (“Area Under the Curve”, AUC) 0,93 ve p degeri 0,006 bulunarak yapilan

analiz %95 giiven araliginda anlaml olarak degerlendirildi (Sekil 4.3).



56

A . B .
miR-33b-3p miR-33b-3p
* Xk
54 | — 100 * & & @
— = 80
7]
o R
> 34 = 60
a r—
< S
<T
=z 24 2 40
x a
E 14 [ 20
0- T 0 T T T T |
Preeklampsi Kontrol 0 20 40 0 80 100
Ozgiilliik %
Sekil 4.3: Hsa-miR-33b-3p’nin rélatif miRNA anlatim seviyesi ve ROC egrisi analizi.
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Sekil 4.4: Hsa-let-7b-3p’nin rolatif miRNA anlatim seviyesi ve ROC egrisi analizi.
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Sekil 4.5: Hsa-let-7f-1-3p’nin rolatif miRNA anlatim seviyesi ve ROC egrisi analizi.
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Sekil 4.6: Hsa-miR-425-3p’nin rélatif miRNA anlatim seviyesi ve ROC egrisi analizi.
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Sekil 4.7: Hsa-miR-550a-5p’nin rolatif miRNA anlatim seviyesi ve ROC egrisi analizi.
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Sekil 4.8: Hsa-miR-191-3p’nin rolatif miRNA anlatim seviyesi ve ROC egrisi analizi.
4.5.2. Periferal Kan Kokenli MKH’lerde miRNA Analizi

Periferal kan kokenli 14 6rnege ait MKH kiiltiiri, “ficoll” izolasyon yontemi ile tek ¢ekirdekli
hiicre izolasyonu sonrasinda yapildi. Hiicreler 3-4 pasaj kiiltiire edildi. MKH ayirimi sirasinda
cihazdaki teknik aksakliklar sebebiyle PE hastas1 2, saglikli ise 3 gebeden alinan 6rnegin MKH
ayrmmi gergeklestirilebildi. Izolasyonu gergeklestirilen 5 periferal kan kokenli MKH &rneginde
ddPZR ile miRNA anlatim analizi ger¢eklestirildi. Elde edilen sonuglar Tablo 4.5’te verildi.
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Tablo 4.5: kMKH’lerde ddPZR ile yapilan miRNA anlatim analizleri. P: PE hastasi, S: Saglikli.

Ornek no hsa-let-7b- hsa-let-7f-1-  hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
3p 3p 425-3p 550a-3p 191-3p 33b-3p
P3 0,603563 0,200445 0,296214 0,111359 0,140312 0,115813
pP7 4,768657 0,619403 0,813433 0,238806 0,38806 0,208955
S1 3,916667 0,722222 0,916667 0,444444 0,486111 0,305556
S2 4,514286 1,185714 1,328571 0,842857 0,9 0,714286
S7 1,692308 0,557692 0,605769 0,365385 0,596154 0,557692

4.5.3. Biyoinformatik Tabanh Hedef Gen ve Yolak Analizi

Bu tez kapsaminda, Gunel ve dig. (2017) tarafindan yapilan mikrodizilim ¢aligmasinda valide
edilen miRNA’lar (let-7b-3p, miR-191-3p, miR-550a-5p, miR-33b-3p, let-7f-1-3p ve miR-425-
3p), “miRO 2.0” veritabani1 kullanilarak yolak analizi ¢aligmalar1 igin kullanilmistir. Calisma
sonucu preeklampsi ve anlamli olarak degerlendirilen miR-33b-3p’nin ortak olarak bulundugu
yolaklar Tablo 4.6’da, tiim miRNA’larin ortak olarak bulunduklar1 yolaklar ise Tablo 4.7°de

verilmistir. Ayrica miR-33b-3p’nin hedef gen analizi “miRGator V 3.0” veritabani ile yapilmig

ve sonu¢ Sekil 4.9°de verilmistir.
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Tablo 4.6: Preeklampsi ve aday miR-33b-3p’nin ortak olarak bulunduklari yolaklar.

YOLAK ADI OZGULLUK p DEGERI
LPS transferred from LBP carrier to CD14 1,29E+06 1,91E+02
BMALL1:CLOCK/NPAS2 Activates Gene Expression 3,35E+05 1,34E+01
Folate transformations 2,86E+05 8,32E+02
Circadian Clock 2,41E+05 3,563E+01
FGF signaling pathway 1,61E+05 1,10E+02
Amine ligand-binding receptors 1,51E+05 4,21E+02
Salivary secretion 1,16E+05 1,07E+02
Antigen Presentation: Folding; assembly and peptide loading of class  1,12E+05 1,99E+03
::Iz:l/llgucm signaling pathway 1,02E+05 1,64E+01
Syndecan-2-mediated signaling events 1,00E+05 3,80E+02
NCAM signaling for neurite out-growth 9,18E+04 1,01E+03
Vascular smooth muscle contraction 9,02E+04 2,43E+02
S1P3 pathway 8,86E+04 2,44E+03
HIF-2-alpha transcription factor network 7,56E+04 2,80E+03
Phase Il conjugation 6,76E+04 3,07E+03
Signaling events mediated by HDAC Class |1 6,76E+04 3,07E+03
Platelet homeostasis 6,59E+04 3,14E+03
Integration of energy metabolism 6,43E+04 1,79E+03
Progesterone-mediated oocyte maturation 6,12E+04 1,93E+03
FOXAZ2 and FOXAS transcription factor networks 5,98E+04 3,40E+03
ABC transporters 5,84E+04 3,46E+03
Toll-like receptor signaling pathway 5,14E+04 2,50E+03
E-cadherin signaling in the nascent adherens junction 4,69E+04 1,25E+03
VEGF and VEGFR signaling network 2,37E+04 5,98E+03
MAPK signaling pathway 2,97E+04 4,57E+03
MTOR signaling pathway 2,36E+04 6,05E+03
Class | PI3K signaling events mediated by Akt 2,40E+04 5,81E+03

Signaling events mediated by focal adhesion kinase 2,40E+04 5,81E+03
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Tablo 4.7: Aday miRNA’larin ortak olarak bulundugu yolaklar. “miRO 2.0” ile analiz edildi.

YOLAK ADI OZGULLUK  p DEGERI
BMALL:CLOCK/NPAS2 Activates Gene Expression 2,43E+04 7,52E+01
Circadian Clock 2,22E+04 7,17E+01
E-cadherin signaling events 1,69E+04 4,06E-01
E-cadherin signaling in the nascent adherens junction 1,69E+04 5,69E-01
Stabilization and expansion of the E-cadherin adherens junction 1,69E+04 5,69E-01
Posttranslational regulation of adherens junction stability and 1,68E+04 2,65E+00
dissassembly

N-cadherin signaling events 1,65E+04 3,44E+00
Developmental Biology 1,53E+04 2,82E+00
Androgen-mediated signaling 1,52E+04 3,68E+02
CDC42 signaling events 1,51E+04 5,76E-02
Regulation of CDC42 activity 1,51E+04 6,67E-02
Regulation of Androgen receptor activity 1,51E+04 6,32E+02
Proteoglycan syndecan-mediated signaling events 1,48E+04 2,10E-04
AP-1 transcription factor network 1,48E+04 1,75E+00
VEGF and VEGFR signaling network 1,48E+04 7,25E-04
Signaling events mediated by Hepatocyte Growth Factor Receptor (c- 1,47E+04 1,10E-03
Met)

Betal integrin cell surface interactions 1,47E+04 7,35E-04
Signaling events mediated by VEGFR1 and VEGFR2 1,47E+04 1,44E-03
Thrombin/protease-activated receptor (PAR) pathway 1,47E+04 1,45E-03
Syndecan-1-mediated signaling events 1,47E+04 1,45E-03
ErbB receptor signaling network 1,47E+04 1,36E-03
Alpha9 betal integrin signaling events 1,47E+04 1,59E-03
Integrin family cell surface interactions 1,47E+04 7,11E-04
ErbB1 downstream signaling 1,47E+04 2,00E-03
S1P1 pathway 1,47E+04 2,00E-03
Urokinase-type plasminogen activator (uPA) and uPAR-mediated 1,47E+04 2,00E-03
signaling

Signaling events mediated by focal adhesion kinase 1,47E+04 2,00E-03
Class | PI3K signaling events 1,47E+04 2,00E-03
Arf6 downstream pathway 1,47E+04 2,00E-03
Class | PI3K signaling events mediated by Akt 1,47E+04 2,00E-03




Tablo (devam) 4.7:
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Insulin Pathway

Internalization of ErbB1

Arf6 signaling events

PDGFR-beta signaling pathway

EGF receptor (ErbB1) signaling pathway
Arf6 trafficking events

IL3-mediated signaling events

Nectin adhesion pathway

Integrin-linked kinase signaling

GMCSF-mediated signaling events

PAR1-mediated thrombin signaling events
EGFR-dependent Endothelin signaling events
mMTOR signaling pathway

Glypican pathway

PDGF receptor signaling network

LKB1 signaling events

IGF1 pathway

IL5-mediated signaling events

Glypican 1 network

IFN-gamma pathway

Endothelins

Sphingosine 1-phosphate (S1P) pathway
TRAIL signaling pathway

Plasma membrane estrogen receptor signaling
Hematopoietic cell lineage

Metabolism

1,47E+04
1,47E+04
1,47E+04
1,47E+04
1,47E+04
1,47E+04
1,47E+04

1,47E+04

1,47E+04

1,47E+04

1,47E+04
1,46E+04
1,46E+04
1,46E+04
1,46E+04
1,46E+04
1,46E+04
1,46E+04
1,46E+04
1,46E+04
1,46E+04
1,46E+04
1,46E+04
1,45E+04
1,44E+04

1,00E+04

2,00E-03
2,00E-03
2,00E-03
2,00E-03
2,00E-03
2,00E-03
1,86E-03
1,86E-03

2,07E+00
2,01E-03

1,87E-03
2,18E-03
1,75E-03
1,31E-03
2,19E-03
2,07E-03
2,59E-03
2,83E-03
2,63E-03
2,85E-03
2,67E-03
2,69E-03
3,01E-03
6,09E-03
1,49E+03

9,89E+03
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Sekil 4.9: Hsa-miR-33b-3p’nin hedef gen analizi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Gebeligin 20. haftasindan sonra, tansiyonu 140/90 mmHg’den daha yiiksek ve proteiniirisi olan

kadinlara preeklampsi (PE) tanisi koyulur (North ve dig., 2011). Diinya ¢apinda gebeliklerin
%5'ini etkileyen ve yaygin bir hipertansif gebelik bozuklugu olan PE belirtileri plasentanin
atilmasma kadar devam eder (Sibai, Dekker ve Kupferminc, 2005). PE'nin tam patolojik
mekanizmalar1  bilinmemekle birlikte, genellikle plasenta diizensizliginin  gebelik
bozukluklarina aracilik ettigi diistiniilmektedir. PE'de anormal invazyon, damar anormallikleri,
yapisal degisiklikler, kalsifikasyon, oksidatif hasar ve inflamasyon cevabi gibi plasental
bozukluklar gozlenir (Song ve dig., 2017).

Mezenkimal kok hiicre (MKH) ler, farklilasmis doku ve organlarda bulunan multipotent
hiicrelerdir ve son birka¢ yildir, arastiricilar farkli kaynaklardan yetiskin MKH izolasyonu
yapmaktadir. Ilk olarak Friedenstein ve dig. (1976) tarafindan bildirilen kemik iligi kaynakli
kok hiicreler halen en sik arastirilan hiicre tipidir. Ancak adipoz dokudan (Fraser ve dig., 2006),
plasentadan (de la Torre, Perez-Lorenzo ve Flores, 2018), periferik kandan (Cao, Dong ve
Dong, 2005), akcigerden (Griffiths, Bonnet ve Janes, 2005) veya kalpten (Beltrami ve dig.,
2003) tiiretilmis mezenkimal kok hiicreler de farkli hiicre tiplerinde ¢ogalma ve farklilasma igin

Iyi bir potansiyele sahiptir.

Insan MKH?'sini tanimlamak igin &nerilen asgari kriterler 2006 yilinda Dominici ve digerleri
tarafindan yayimlanmaistir. Bu 6nerilen kriterler arasinda CD105 (SH2), CD73 (SH3), CD44 ve
CD90'm pozitif ifadesi ve CD45, CD34, CD14 veya CD11b, CD79a veya CD19 ve HLA-DR
yiizey molekiillerinin negatif ifadesi yer almaktadir. Ayrica, MKH’ler standart kiiltiir kosullari
altinda plastik kiiltiir kabina yapisirlar. Osteoblastlara, kondroblastlara ve adipositlere in vitro

farklilagsma konusunda yetkindirler (Dominici ve dig., 2006).

MKH, plasenta, amniyon, gobek kordonu ve kordon kani dahil olmak iizere dogumla iligkili
birka¢ dokudan elde edilebilir. Neonatal dokularin 6nemli bir avantaji kullanima hazir durumda
olmalaridir. Bu sayede invaziv prosediirleri ve etik problemleri 6nlemektedir. Ayrica, dogumla
iligkili dokular; MKH, endotelyal kok/progenitdr hiicreler ve hematopoetik kok hiicreler
(CD34+, CD133+) dahil olmak iizere ¢esitli embriyonik veya erken hiicre popiilasyonlarini
barindirir. Bu neonatal dokulardan alinan MKH'lerin, yetiskin kaynaklardan elde edilen

MKH'lere kiyasla ek kapasitelere sahip olabilecegi de 6nerilmektedir. Yapilan birgok ¢aligma,
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dogumla iliskili dokulardan elde edilen MKH'lerin kemik iligi kokenli MKH’lere gore gelismis
proliferatif kapasite, yagam siiresi ve farklilagsma potansiyeli gibi 6zelliklerini bildirmistir (in ’t

Anker ve dig., 2004; Barlow ve dig., 2008; Brooke ve dig., 2008).

Plasentada, kok veya progenitor 6zelliklere sahip en az dort farkli hiicre popiilasyonu ayirt
edilebilir: insan amniyotik epitel hiicreleri, insan amniyotik mezenkimal stromal hiicreleri,
insan koryonik mezenkimal stromal hiicreleri ve insan koryonik trofoblastik hiicreleri (Parolini
ve dig., 2008). Amniyon zar1 (Miki ve dig., 2005; Tamagawa ve dig., 2007; Marcus ve dig.,
2008; Wolbank ve dig., 2010), koryon zar1 (Portmann-Lanz ve dig., 2006; Soncini ve dig.,
2007) ve koryonik villus dahil olmak tizere fetal dokulardan elde edilen plasenta kaynakli
MKH’lerin (Fukuchi ve dig., 2004; Igura ve dig., 2004; Chang ve dig., 2007), ekstraembriyonik
membranlarin maternal (desidua) kismindan elde edilen MKH (dMKH) popiilasyonlarindan
daha sinirli bir dmre sahip oldugu belirtilmistir (Portmann-Lanz ve dig., 2006; Okamoto ve
dig., 2007; Soncini ve dig., 2007). Ayrica, dMKH'nin klonal alt popiilasyonlar1, her ii¢ germ

tabakasinin dokularina da farklilagsma potansiyeli ile iliskilendirilmistir (Macias ve dig., 2010).

Maternal-fetal arayiiz, 5nemli bir MKH kaynagidir (Atkinson ve dig., 2005; Schwab ve Gargett,
2007; Cutler ve dig., 2010). Yapilan ¢alismalar; gobek kordonu ve desidua tiirevli MKH'lerin
PE'de bozulmus proliferasyon, anjiyogenez ve immiinoregiilasyon sebebiyle degisime
ugradigini gostermistir (Chen ve dig., 2015; Nuzzo ve dig., 2017). Bir diger ¢alisma, PE hastasi
gebelerde saglikli gebelere kiyasla plasenta kokenli MKH’lerde sitokin seviyelerinde asir1 artig
gozlendigini bildirmistir (Hwang ve dig., 2010). Bu bulgular anormal MKH'lerin PE gelisimine

neden olabileceginin kanitlaridir.

Periferik kan kokenli MKH’ler, CD44, CD54, CD105 (SH2) ve CD166 yiizey molekiillerini
ifade ederken, CD14, CD34, CD45 veya CD31 yiizey molekiillerini ifade etmemektedir (Cao,
Dong ve Dong, 2005). Kassis ve dig. CD90 ve CD105 (SH2) ifadesi i¢in pozitif olan ve CD45
ve CD34 i¢in negatif olan kan kokenli MKH’leri izole etmistir (Jorn ve dig., 2010). Tondreau
ve dig. kemik iligi kokenli MKH ve periferal kan kokenli MKH'nin akis sitometrisi analizlerini
gerceklestirmis ve benzer anlatim modellerini, yani CD44, CD105 (SH2) ve CD73 (SH3) 'iin
varhigi ve CD14, CD34, CD45 ve HLA-II'nin yoklugunu ortaya ¢ikarmistir (Tondreau ve dig.,
2005).
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Kok hiicrelerin ana kaynaginin esas olarak kemik iliginden elde edildigi ve kemik iliginin
mevcut MKH'lerin biiyiik ¢ogunlugunu igeren viicuttaki tek doku oldugu literatiirde yerini
almistir (Jiang ve dig., 2002; Yoo ve dig., 2005). insanda, kan dolasimimda MKH’lerin tespit
edilip edilemeyecegi konusunda tartigmalar vardir. Roufosse ve digerlerine gore, doku hasar
gordiiginde MKH'ler yenilenmeyi desteklemek ig¢in kan yoluyla kemik iliginden hasarli
bolgeye tasmirlar (Roufosse ve dig., 2004). Normal gebelik, implantasyon gergeklesmeden
once adet dongiisiiniin luteal fazinda belirgin hale gelen ve gebelik ilerledik¢e gelisen hafif
sistemik inflamatuar yanit ile karakterize edilir. Preeklampside ise normal gebelikte meydana
gelen inflamatuar yanit daha biiyiik bir yogunlukta meydana geldigi (Redman ve Sargent, 2003)
dolayistyla MKH sayisinda da artis olabilecegi diisiiniilmektedir.

MikroRNA'lar (miRNA'lar), 21-25 niikleotid uzunlugunda kiigiik, kodlama yapmayan endojen
RNA molekiilleridir (Lee ve Ambros, 2001). Tek bir miRNA birden fazla geni
hedefleyebilirken birkagc miRNA da ayni geni diizenleyebilmektedir. Bu karmasik ag, tek bir
miRNA ile c¢oklu genlerin anlatimlarini diizenler. Cesitli miRNA kombinasyonlari, gen
anlatiminin diizenlemesinde de rol almaktadir (Vasudevan, 2012). MiRNA'lar, 5° sapkali ve
poliadenillenmis primer transkriptlerin (pri-miRNA'lar) bir pargasi olarak RNA polimeraz II
tarafindan kopyalanir (Ha ve Kim, 2014). Ozellikle mRNA’nimn 3’ anlatim yapmayan bdlgesi
(3'-UTR) ile dogrudan etkilesime girerek, hedef genin ana fonksiyonunun
transkripsiyon/translasyon baskisi ile engellenmesinde onemli roller oynamaktadir. Ayrica,
bazi MRNA’lar, farkli miRNA'lar i¢in ¢oklu baglanma bolgelerine sahip olup karmasik bir
diizenleme agi iginde yer alirlar (Wu ve dig., 2018). Genel olarak, miRNA'larin hiicresel
biiyiime, organogenez, invazyon, gog, apoptoz gibi bir¢ok patolojik ve fizyolojik siirece dahil
oldugu bilinmektedir (Sergi ve dig., 2017). Var olan bulgular, miRNA'larin analizinin,
diyabetten (Amr ve dig., 2018) tiimorogeneze kadar ¢esitli hastaliklarin incelenmesinde faydali
olacagini gostermektedir (Al-Haidari ve dig., 2018; Farran ve dig., 2018). Ayrica, miRNA
calismalari1 RNA-bazli tedavilerde teknolojik ilerlemeleri hizlandirmistir. MiRNA'lar artik
potansiyel yeni nesil ilaglar olarak ¢alisilmaktadir. PE hastalarinin plazmalarinda yapilan bir
mMiRNA anlatim profili galismasi, PE ile iligkili farklilasmis miRNA'larin ¢ogunu aragtirmistir
(Zhu ve dig., 2009). Bugiine kadar bir¢ok ¢alisma, miRNA'larin plasenta gelisiminde 6zel bir
rol oynadigini ve PE'nin erken déonemde taranmasinda daha fazla miRNA’nin biyobelirtecler

icin aday olabilecegini ortaya koymustur (Noack ve dig., 2011; Niu ve dig., 2018).
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Bu tez kapsaminda amacimiz, PE hastas1 ve saglikli gebelerden elde edilen plasenta ve kan
kokenli MKH’lerde miRNA anlatim farkliliklarin1 belirlemek ve ardindan biyoinformatik
programlar yardimi1 ile aday miRNA’larin hedef gen analizini yapmaktir. Bu amag
dogrultusunda, ¢aligma grubumuzun daha 6nce PE hastalar1 ve saglikli gebelerin plazma ve
plasenta 6rnekleri ile yaptig1 mikrodizilim ¢alismasinda hem plazma hem de plasentada ortak
olarak anlamli farklilik gériilen ve qRT-PZR ile valide edilen miRNAlar (let-7b-3p, miR-191-
3p, miR-550a-5p, miR-33b-3p, let-7f-1-3p ve miR-425-3p) kullanilmistir (Gunel ve dig.,
2017).

Tez calismasinda, 7 PE hastas1 ve 7 saglikli gebeden alinan toplamda 14 plasenta (desidua
tabakasi) ve 14 periferal kan 6rnegi ile galisilmistir. Desidua ve periferal kan 6rnekleri MKH
kiiltiiriine alinarak 3-4 pasaj boyunca kiiltiire edilmis ve ardindan saf MKH eldesi i¢in kok hiicre
ayrimi (“sorting”) islemi gergeklestirilmistir. Kok hiicre ayirimi sirasinda floresan isaretli
PerCP CD105 ve FITC CD73 hiicre ylizey belirtegleri acisindan pozitif, APC CD45 ve PE
CD34 hiicre yiizey belirteclerini agisindan negatif MKH’ler secilmistir. Elde edilen hiicrelerle
yapilan total RNA izolasyonunun ardindan cDNA sentezi gerceklestirilmis ve ddPZR tabanli
miRNA analizi yapilmstir.

Desidua kokenli 14 6rnege ait MKH nin ddPZR sonuglari parametrik olmayan “Mann Whitney
Test” ile istatistiksel olarak analiz edilmistir. Analiz sonucunda, miR-33b-3p (p=0,004,
AUC=0,93) anlamli olarak degerlendirilirken, let-7b-3p (p= 0,38, AUC=0,65), let-7f-1-3p
(p=0,8, AUC=0,55), miR-191-3p (p=0,09, AUC=0,77), miR-550a-5p (p=0,053, AUC=0,81) ve
miR-425-3p (p=0,71, AUC=0,57) anlamli bulunmamistir. Analizi yapilan 6 miRNA’dan let-
7b-3p’de 1,52, miR-191-3p’de 1,83, miR-550a-5p’de 1,95 ve miR-33b-3p’de 4,5 kat artig
goriiliirken let-7f-1-3p ve miR-425-3p’de herhangi bir artis goriilmemistir.

Periferal kan kokenli MKH’lerin akis sitometrisi ile ayrimi sirasinda cihazda olusan teknik bir
aksakliktan dolay1 sadece 3 saglikli ve 2 PE hastas1 0rnegin ayrimlar1 gerceklestirilmistir. Bu
sebeple, Ornek sayist yetersiz oldugundan ddPZR analizi sonucunda elde edilen verilerin
istatistiksel analizi yapilamamistir. ddPZR ile miRNA analizi sonucu U6 snRNA ile normalize

edilen veriler Tablo 4.5’te verilmistir.

Hsa-miR-33b, insan miR-33 ailesinin bir iiyesidir ve insan SREBP-1 geninin intron 17
bolgesinde bulunur (Rayner ve dig., 2010; Horie ve dig., 2013). miR-33b'nin ABCA1, AMPK



68

ve SIRT6 genlerini hedefleyerek lipit metabolizmasini ve kolesterol homeostazisini diizenledigi
bildirilmistir (Rottiers ve dig., 2011).

Chromosome 17 - NC_000017.11

[ 17681576 b [ 1016559 e
RAT1 TOMILZ
ZNCRE LOGL0 PE4 05D
HIRETTT BRIGPS
ZREBF1 DRCE
HIRS3E 4

Sekil 5.1: miR-33b-3p’nin insan genomundaki lokalizasyonu.

Aday miRNA’lar i¢in “miRO 2.0” veritabani kullanilarak biyoinformatik tabanli hedef gen ve
yolak analizi ¢alismalari da yapilmis ve elde edilen sonuglar Tablo 4.6, Tablo 4.7 ve Sekil
4.11°de verilmistir. Yapilan analizde, aday miRNA’larin (let-7b-3p, miR-191-3p, miR-550a-
5p, miR-33b-3p, let-7f-1-3p ve miR-425-3p) ortak olarak bulunduklari yolaklar, anlamli olarak
bulunan miR-33b-3p ile preeklampsinin ortak olarak bulunduklar1 yolaklar ve miR-33b-3p’nin
hedef genleri veri tabaninda analiz edilmistir. Analiz sonucunda, TGFB1’in miR-33b-3p’nin
hedefi oldugu ve biyoinformatik analiz sonucunda preeklampside de etkili oldugu goriilen
syndecan-2 aracili sinyal yolaginda, VEGF ve VEGFR sinyallenme aginda, MAPK sinyal
yolaginda, mTOR sinyal yolaginda, Akt aracili sinif I P13K sinyallenmede ve fokal adezyon

kinaz aracili sinyallenmede rol aldigi bulunmustur.

Aday miR-33b-3p’nin hedefi olan TGFBI1 geni, protein siiper ailelerinden olan transforme edici
bliylime faktorii betadan (TGFB) salgilanan ligandlardan biridir. Bu ailenin ligandlar ¢esitli
TGFB reseptorlerine baglanirlar ve gen anlatimmi diizenleyen SMAD ailesi transkripsiyon
faktorlerinin aktivasyonu saglarlar. Kodlanmig preproprotein, “latency-associated peptide”
(LAP) ve olgun bir peptid iliretmek igin proteolitik olarak islenir. Bir olgun peptid
homodimerinden, bir LAP homodimerinden ve bir gizli TGFB baglayic1 proteinden olusan
latent bir formda veya sadece olgun peptid homodimerinden olusan aktif bir formda bulunur.
Olgun peptid ayrica diger TGFB ailesi iiyeleriyle heterodimerler olusturabilir. Bu kodlanmig
protein, hiicre ¢ogalmasini, farklilagsmasini ve biiylimesini diizenler ve ayrica interferon gama
ve tiimor nekroz faktorii alfa dahil diger biiylime faktorlerinin anlatimini ve aktivasyonunu

diizenleyebilir. Bu genin anlatimi, tiimdr hiicrelerinde siklikla artar (NCBI).
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Insan plasenta dokusunun bir TGFB kaynag1 oldugu ve yiiksek TGFB mRNA aktivitesi ifade
ettigi gosterilmistir (Dungy, Siddiqi ve Khan, 1991). TGFB’nin trofoblast-endometriyal
etkilesim ve trofoblast farklilasmasinin parakrin diizenlemesinde rol oynadig1 gosterilmistir
(Caniggia ve dig., 1999). Dolayisiyla, biiyiime faktorlerinin TGFB siiper ailesinin {iyelerinin,
trofoblastlarin invazif bir fenotipe dogru farklilagsmasini dnleyerek preeklampsi patogenezinde

rol oynayabilecegi tahmin edilmektedir.

Hiicre ylizeyi proteoglikanlari, hiicre dis1 mikro ¢evrenin bilesenleri ile etkilesimler dahil olmak
tizere bircok fonksiyonda yer alir ve hiicre sekli, yapismasi, ¢ogalmasi ve farklilasmasinda
etkilidir. Ayrica cesitli biiylime faktorleri ve sitokinlerin etkilerini baglamaya ve diizenlemeye
yardimci olmak i¢in koreseptorler olarak hareket edebilirler. Sindekan ailesi tiyeleri (sindekan-
1 ve sindekan-2), bir hiicre yiizeyi proteoglikan siifidir (Bernfield ve dig., 1992). Syndecan-2,
kemik gelisimi ve osteoblast farklilasmasi sirasinda ifade edilir ve ana kaynagi mezenkimal
hiicreler olarak goriilmektedir (David ve dig., 1993; Essner, Chen ve Ekker, 2006).
Worapamorn ve digerleri; ¢esitli proinflamatuar sitokinlerin ve biiyiime faktorlerinin, hiicre
yiizeyi proteoglikan ifadesini diizenleyebilecegi hipotezine dayanarak bir c¢alisma
gerceklestirmistir. Bu calismada peridontal ligament fibroblast hiicreleri, osteoblastlar ve dis
eti fibroblast hiicrelerinin in vitro stimiilasyonunun syndecan-1 ve syndecan-2 sentezi
tizerindeki etkisi arastinnlmistir. TGFB’ye cevaben osteoblastlarda syndecan-2 mMRNA
seviyelerinin artti@i bulgusunun, osteoblastlarda ve periodontiyumun gelismesi sirasinda
devam eden kemik olusumu boélgelerinde goriilen sindekan-2'nin farklilasmis anlatimina ve

dagilimina uydugu belirtilmistir (Worapamorn ve dig., 2000, 2002).

PIBK/Akt/mTOR; dogrudan hiicre proliferasyonu, hiicre dongiisii, karsinogenez ve uzun
Omiirliliik ile ilgili 5nemli bir hiicre i¢i sinyal yolagidir (Vadlakonda, Pasupuleti ve Pallu, 2013;
Wang ve dig., 2015). PI3K fosforilasyonundan sonra, Akt aktive edilir ve plazma zarina
yerlestirilir. Sinyal Akt vasitasiyla; CREB (siklik adenozin 3,5-monofosfat duyarli element
baglama proteini) aktivasyonu, p27 inhibisyonu, sitoplazmada FOXO'nun (Forkhead Box O)
lokalizasyonu ve mTOR aktivasyonu (p70 veya 4EBP1'in transkripsiyonunu etkileyerek) gibi
farkli hedeflere iletilir (Dienstmann ve dig., 2014).

Serin/treonin protein kinaz olan MAPK'ler; sitokinler, nérotransmiterler, hormonlar, hiicre
stresi ve hiicre yapigmasi gibi farkli hiicre dis1 uyaranlarla aktive edilir Han ve dig., 2018).

Aktive edilmis MAPK'ler niikleer transkripsiyon faktoriinii fosforile edebilir ve daha sonra
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doku fibrozisine katilan ilgili genlerin transkripsiyonunu diizenleyebilir (Lee ve dig., 2013).
Memeliler icin, MAPK siiper ailesinin tiyeleri temel olarak ERK, p38 MAPK ve ¢ - JUN, NH2
- terminal protein kinazi (JNK) icerir (Wang ve dig., 2014). Tian ve digerlerinin (2019) yaptig1
calisma, MAPK sinyal yolunun TGFBI ile indiiklenen pulmoner fibrozisin sinyal iletiminde
aktive edilebilecegini gostermesine ragmen, yine de tiirler ve hiicre tipleri arasinda farkliliklar

oldugu belirtilmistir (Xi ve dig., 2013).

Jive dig. (2017)’nin PE hastalarinin desidua dokulariyla yaptigi caligmada, anlatim1 artan miR-
136’nin antiapoptotik bir hedef olan BCL-2’yi baskilayarak MKH apoptozunun artmasina
neden oldugu gosterilmistir. Aynt zamanda miR-136’nin anjiyogenezin en yaygin
promotorlerinden biri olan VEGF’yi hedefleyerek MKH’lerde trofoblast hiicrelerinin
invazyonunu inhibe ettigi ve PE patogenezinde rol aldigi da aymi grup tarafindan ortaya

cikartlmistir.

PE hastalarinda MKH ve miR-495 arasindaki iligkiyi arastiran Li ve dig. (2017), gébek kordonu
dokusunda ve MKH’lerinde miR-495’in anlatiminin arttig1 sonucuna varmistir. Anlatimi artan
miRNA’nin hiicre dongiisiinii S fazinda durdurdugunu ve hiicre apoptozunu tesvik ettigini

gostermistir.

Chen ve dig. (2015) PE gelisiminde fazla anlatim yapan miRN’larin roliinii agiklamak igin
MKH’ler ve miR-494 arasindaki iliski iizerine ¢aligmalar yapmis ve anlatimi artan miR-494’{in
CDK6, CCNDI ve VEGF’nin anlatimini azaltarak MKH’lerin biliylime ve parakrin
fonksiyonlarini inhibe ettigini gdstermistir. Yapilan ¢aligma, miR-494’{in hiicre dongiisiinii
G1/S fazinda durdurdugunu ve MKH’lerin VEGF salgilama fonksiyonunu etkiledigini ortaya

cikarmustir.

Zhao ve dig. (2014)’nin PE hastasi ve saglikli gebelerin desidua dokularindan izole edilen
MKH’ler ile yaptigi mikrodizilim c¢alismasinda 21 miRNA’nin anlatimi artarken 28
miRNA’nin anlatimi azalmstir. Istatistiksel agidan anlamli olarak degerlendirilen sonuglarda
miRNA’larin farklilasma oranlar1 2 kattan daha fazladir. MiR-136, miR-495, miR-16, miR-
29b, miR-140-5p, miR-30a, miR-100, miR-494 ve miR-221’in dahil oldugu anlatimi artan 9
miRNA ve anlatim1 azalan miR-1207-5p qPZR ile valide edilmistir.

Wang ve dig. (2012), PE hastas1 ve saglikli gebelerden elde edilen dMKH’ler ile yaptiklari

mikrodizilim ¢alismasinda, PE dMKH’lerde miR-16 anlatim seviyesinin normal gebelere gore
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arttigin1 bildirmistir. Arastirmacilar ayn1 zamanda PE dMKH’lerde proliferasyon aktivitesinde
azalma goriildiigiinii ve miR-16"nin dMKH’lerde proliferasyonu inhibe ettigini ve hiicrelerin
Go/G1 fazinda duraklamasina sebep oldugunu bildirmistir. Yapilan diger ¢alismalar da miR-
16’ nin hiicre proliferasyonunu diizenledigini (Balakrishnan ve dig., 2010; Wang ve dig., 2011)
ve hiicre dongiisiinde gorevli genler araciligiyla hiicre dongiisiinii Go/G1 fazinda duraklatarak
bu siireci kontrol ettigini kanitlamistir (Linsley ve dig., 2007; Liu ve dig., 2008; Bandi ve dig.,
2009). Wang ve dig. (2012) yaptiklar1 ¢alismada G1-S gegisini diizenleyen CCNE1, CCND1,
CDK2 ve CDK6’nin anlatim seviyelerini incelemis ancak yalnizca CCNE1’in miR-16
tarafindan baskilandigin1 gézlemlemistir. AMKH’ler tarafindan salgilanan VEGF-A, trofoblast
hiicrelerinin gociinde etkilidir ve ayn1 zamanda miR-16’nin da olas1 hedefleri arasindadir.
Wang ve dig. (2012), dMKH’lerden VEGF-A salinmasinin miR-16’nin anlatimindaki artig
sebebiyle inhibe edildigini kanitlamistir.

Liu ve dig. (2012), PE hastalar1 ile yaptiklari ¢galismada normal gebelerle karsilastirildiginda
miR-181a’nin MKH’lerde anlatiminin arttigini belirtmektedir. Aragtirmacilar ayn1 zamanda,
TGFB sinyal yolagi diizenleyicilerinden olan TGFBR1 ve TGFBRAP1’in miR-181a tarafindan
diizenlendigini bulmuslardir. Yapilan deneylerde miR-181a’nin TGFB sinyal yolag: tizerinde
inhibe edici bir rol oynadigi ve MKH proliferasyonunu engelledigi goriilmiistiir. MiR-181a
ayrica, mitojen-aktiflestirilmis protein kinaz (“‘mitogen-activated protein kinase”) (MAPK)
yolagini ve in vitro ve in vivo olarak zayiflatilmis MKH'lerin immiin baskilayici 6zelliklerini
aktive ederek IL-6, VEGF ve indoleamin 2,3-dioksijenaz (IDO) ifadesini arttirdigi gorilmiistiir.
Bu nedenle Liu ve digerlerinin elde ettigi veriler, miR-181a aktivitesinin PE'de etkili oldugunu
ve miR-181a'nin anormal sekilde anlatiminin artmasmmin, PE hastalarinda TGFB

sinyallenmesinin azalmasina ve MAPK sinyalinin ise artmasina yol agtigini géstermektedir.

Tez kapsaminda yapilan analizlere gore, miR-33b-3p’nin (p=0,004, AUC=0,93) PE
hastaliginin tespitinde MKH’lerde biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi ongoriilmektedir.
Ayrica, analizi yapilan let-7b-3p’de 1,52, miR-191-3p’de 1,83, miR-550a-5p’de 1,95 kat artis
goriilmesine ragmen yapilan biyoinformatik analizlerde bu miRNA’lar anlamli bulunmamustir.

Bunun sebebinin drnek sayisinin az olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.
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