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3’-UTR: “3’-Untranslated Region” 3’-Cevrilmemis Bolge
ACOG : Amerikan Obstetrisyenler ve Jinekologlar Dernegi
ADP: Adenozin Difosfat
AFAS : Antifosfolipid Antikor Sendromu
ALP: Alkalen Fosfataz
AMP: Adenozin Monofosfat
AMPK: “AMP-Activated Protein Kinase” AMP ile Aktive Olan Protein Kinaz
ATP: Adenozin Trifosfat
Bax: Bcl2-1le Iliskili X Protein
Bcl 2: B Lenfosit Losemi/Lenfoma Proteini
CRP: C-Reaktif Protein
CT: “ The Threshold Cycle” Esik Dongiisti
CV : “Coefficient Of Variation’’ Varyasyon Katsayis1
DM: Diyabetes Mellitus
DNA: Deoksiribo Niikleik Asit
DSO: Diinya Saglik Orgiitii
ELISA : “’Enzyme Linked Immunosorbent Assay‘’ Enzim-isaretli Immiin Y6ntem

FPRL : “Human G Protein-Coupled Formylpeptide Receptor” Insan G Proteinine
Bagli Formilpeptid Reseptorii”

GLUT: Glukoz Tastyic
Gp: Glikoprotein

HDL: “High Density Lipoprotein” Yiiksek Yogunluklu Lipoprotein
Vil



HELLP : Hemoliz, Yiikselmis Karaciger Enzimleri ve Diisiikk Trombosit ile

Birliktelik Gosteren Gestasyonel Hipertansif Sendrom
HIF-1o : Hipoksi ile indiiklenen Faktor-1 alfa subiiniti
HLA : insan Lokosit Antijeni

HN: Humanin

HRP: Horseradish Peroksidaz

IL : Interldkin

IUGG : Intrauterin Gelisme Geriligi

KAH: Koroner Arter Hastalig1

KB: Kan Basinci

LDH : Laktat Dehidrojenaz

LDL : Diisiik Yogunluklu Lipoprotein

MELAS: Mitokondriyal Miyopati, Ensefalopati, Laktik Asidoz ve Inme Benzeri

Epizotlar Sendromu

MHC: Majo6r Histokompatibilite Kompleksi
MI: Myokard Infarktiisii

miRNA: MikroRNA

MOTS-c: “Mitochondrial Open-Reading Frame Of The Twelve S rRNA-c” 12S
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PE: Preeklampsi
Plgf : Plasental Biiyiime Faktori

gPCR: “Quantitative Real Time Polymerase Chain Reaction” Kantitatif Gergek

Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu
RNA: Ribo Niikleik Asit
ROS: Reaktif Oksijen Tiirleri

RT-PCR: “Real Time Polymerase Chain Reaction” Ger¢ek Zamanli Polimeraz

Zincir Tepkimesi

sEng: Coziinlir Endoglin

SFlt-1 : Coziintir Fms Benzeri Tirozin Kinaz
SLE : Sistemik Lupus Eritematozus
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TGF : Transforme Edici Biiylime Faktorii
TGF- B: Transforme Edici Biiyiime Faktorii- B
TNF : Tiimor Nekrotizan Faktor
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OZET

Amagclar: Calismamizin amaci, tedavi gormemis preeklamptik gebelerde miR-
200c ekspresyonu ile plazma vaskiiler peroksidaz 1 (VPO1) , humanin ve MOTS-

¢ diizeylerinin degerlendirilmesidir.

Gere¢ ve Yontem: Amerikan Obstetrisyenler ve Jinekologlar Dernegi (ACOG)
kriterlerine gore; kontrol (n:30) ve preeklampsi (n:50) gruplari olusturuldu. Klinige
basvuran hastalarin tedavisi baslanmadan 6nce alinan kan 6rneklerinde miR-200c
RT-PCR yontemiyle, vaskiiler peroksidaz 1 (VPOI1), humanin ve MOTS-c
diizeyleri ELISA prensibi ile &lgiildii. Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak

belirlendi.

Bulgular: Endoglin, VPOl ve miR-200c diizeyleri precklampsi hastalarinda
kontrol grubuna goére anlamli olarak yiiksek bulundu. MOTS-c diizeyleri
preeklampsi hastalarinda kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundu.
Humanin diizeyleri, preeklampsi hastalarinda kontrol grubuna gore anlamli olarak

farkli bulunmada.

Sonu¢: Calismamuizin  sonuglari, preeklamptik  hastalardaki  endotelyal
disfonksiyona VPOL1 ile miR-200c diizeylerinin artiginin ve Humanin ile MOTS-c
diizeylerinin ise azalisinin katkida bulunabilecegini ve bu degisimlerin hastalik

patogenezi ve siddetiyle iligkili olabilecegini destekler niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: Preeklampsi, VPO1, MOTS-c, Humanin, miR-200c

Xl



ABSTRACT

Aim:The aim of our study was to evaluate plasma vascular peroxidase 1 (VPO1),
humanin and MOTS-c levels with miR-200c expression in untreated preeclamptic

pregnant women.

Material and Methods: According to the criteria of the American Society of
Obstetricians and Gynecologists (ACOG), control (n:30) and preeclampsia (n:50)
groups were selected. Patient samples were collected before patients began their
treatment at the clinic. miR-200c was determined by RT-PCR; Endoglin, VPO1,
Humanin and MOTS-c were determined by ELISA. Statistical significance was

determined as p<0.05.

Results: Endoglin, VPO1, and miR-200c levels were significantly higher in
preeclampsia patients than in the control group. MOTS-c levels were significantly
lower in preeclampsia patients than in the control group. Humanin levels were not
found to be significantly different in preeclampsia patients compared to the control
group.

Conclusion: The results of our study support that an increase in miR-200c levels
with VPOL1 and a decrease in MOTS-c levels with Humanin may contribute to
endothelial dysfunction in preeclamptic patients and that these changes may be

associated with disease pathogenesis and severity.

Keywords: Preeclampsia, VPO1, MOTS-c, Humanin, miR-200c

Xl



1. GiRiS VE AMAC

Preeklampsi, gebeligin 20. haftasindan sonra ortaya ¢ikan, hipertansiyon ve
proteiniiri/hedef organ hasari ile karakterize, sistemik bir hastaliktir(l). Tim
gebeliklerin =~ %5’inde  preeklampsi  gelisir(2).  Preeklampside  olusan
komplikasyonlar nedeniyle anne ve fetiis risk altindadir(3). Bu yiizden preeklampsi
maternal, fetal ve neonatal mortalitenin baslica nedenlerinden biridir(4). Gelismis
tilkelerde ~ maternal ~ Oliimlerin ~ %16’s1  hipertansif ~ bozukluklardan
kaynaklanmaktadir. Ulkemizde de anne &liimlerinin en onde gelen nedeni

preeklampsidir.

Preeklampsinin sebebi heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Patogenezinde
endotelyal disfonksiyonu, plasentanin anormal gelisimi (anormal sitotrofoblastik
invazyon, plasental hipoperfiizyon, hipoksi, iskemi), artmig immiin sistem yaniti,
genetik yatkinlik, gevresel faktorler, enflamasyon, anjiotensin 2’ye karsi artmis
hassasiyet ve kompleman aktivasyonu gibi pek c¢ok faktoriin etkili olabilecegi
diistiniilmektedir(5-21).

Preeklampsi Kklinik bulgularin ortaya cikis haftasina gore erken (34 hafta
Oncesi) ve ge¢ (34 hafta sonrasi) preeklampsi olarak simiflandirilmaktadir.
Preeklampside mevcut patoloji gebeligin olusum agamasindan itibaren vardir,
ancak klinik bulgular (hipertansiyon ve proteiniiri gibi) gebeligin ilerleyen
haftalarinda ortaya c¢ikar. Erken dogum yaptirilmak zorunda kalinilan preeklampsi
olgularinda, maternal mortalite 20 kat daha yiiksektir(22). Preeklampsinin tanisinin
erken donemde konulmasi ve erken tedaviye baglanilmasi, hastaligin seyrini
hafifletmekte, eklampsi goriilme oranini azalmakta ve sonugta hem maternal hem
de fetal morbidite ve mortalite riskini ciddi 6l¢lide azaltmaktadir. Rutin gebe
takibinde preeklampsi igin gegerli bir tarama testi bulunmamaktadir. Endotel
disfonksiyonu ile iligkili belirtecler son donemde en ¢ok arastirma yapilan
konulardandir.

Preeklampsili hastanin tiim klinigi endotelyal disfonksiyona yanit olarak
aciklanabilir(13,22,23) . Damar tonusunun kontroliiniin bozulmas1 hipertansiyona,
damar gecirgenliginin asir1 artmas1 6dem ve proteiniiriye, endotelde asir1 iiretilen
pihtilagsma faktorleri pihtilasma bozukluklarina sebep olur. Beyin, karaciger,

bobrek ve plasenta gibi hedef organlarin damar endotelindeki disfonksiyon;

1



basagrisi, nobetler, gorsel semptomlar, epigastrik agr1 ve fetal biiyiime gelisme
geriligi gibi bulgulara sebep olur. Fetiise yeterli oksijen ve besin saglanabilmesi igin
anne ve fetlis arasinda uygun bir damar ag1 kurulmasi gereklidir. Uygun bir damar
aginin kurulabilmesi i¢in genis bir damar olusumu (anjiogenez) ve bu yeni damar
olusumunda gerekli olan anjiogenetik faktorlerin dengesi sarttir. Plasentada
proanjiojenik ve antianjiojenik faktorler ile bu denge saglanir. Antianjiyojenik
faktorlerin artmis iiretimi bu dengeyi bozar ve preeklampsinin sistemik endotelyal
disfonksiyonu ile sonuglanir. Damar yapimini anjiojenik faktorler olan vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ve plasental biiyiime faktorii (PIGF) uyarirken,
antianjiojenik faktorler olan ¢oziiniir fms benzeri tirozin kinaz-1 (SFlt-1) ve ¢oziintir
endoglin (sEng) ise inhibe eder. Bu denge preeklampside antianjiyogenez yoniinde
bozulmustur. Endotel disfonksiyonu ile iliskili belirteglerin, hastaligin klinik
belirtileri baslamadan dnce hastaligi ongorebilecegi gosterilmistir(24).
18-25 niikleotid uzunlugunda kodlanmayan bir RNA grubu olan
mikroRNA(mMiRNA)’lar, mRNA translasyonunu inhibe ederek veya mRNA
degredasyonunu uyararak gen ifadesini diizenler. 1993'te kesfedilmesinin ardindan,
bu molekiillerin ¢ok c¢esitli biyolojik ve patolojik siireclerde (metabolik-
kardiyovaskiiler hastaliklar vs.) kritik diizenleyici rol oynadigi gosterilmistir.
Giincel ¢aligmalarda birgok genin regiilasyonunda ve o gen ile iliskili endotelyal
disfonksiyon , diyabet, ateroskleroz ve kanser gibi patolojik siireclerde
MIRNA’larin belirgin rolii oldugu bildirilmistir. MikroRNA’lar dokularda spesifik
olarak eksprese edilir ve patolojik durumlarda degismeleri sebebiyle yeni
biyobelirte¢ adaylaridirlar. MiRNA’larin ve genetik hedeflerinin arastirilmasiyla,
hastalik stireglerindeki yer alan yolaklar kesfedilebilrbilecegi ve bu durumun da
preeklampsi tedavisideki yaklasimlar: degistirilebilecegi diistiniilmektedir.

MiRNA’larin birgok ¢alismada gebelik komplikasyonlariyla iligkili oldugu
gosterilmistir, preeklamptik hastalarda, normal hastalarla karsilagtirildiginda
plasentalardan miRNA salimim farkliliklar1 saptanmistir(25). Plasenta kaynakl
miRNA’larin  anne serumundaki Kkonsantrasyonlarindaki degisimin gebelik
komplikasyonlarinin ~ saptanmasinda bir belirteg olarak kullanilabilecegi
diistiniilmektedir(26).

Endotel disfonksiyonunda dnemli rol oynayan miRNAlardan birisi de miR-
200c’dir. Oksidatif stres miR-200c upregiilasyonunu saglar, upregiile olan miR-
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200c ZEB1(zinc finger E-box binding homeobox-1) molekiiliinii inhibe ederek
endotelyal hiicrelerin apoptozunu uyarir(27). Oksidatif stres ile artan miR-200c'nin,
endotelde Sirtuinl (SIRT1), endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) ve forkhead box
(FOXO1) arasinda mevcut olan otoregiilasyon dongiisiinii bozdugunu ve bunlarin
tiimiini hedefleyerek NO azalmasina ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artmasina
neden oldugu gosterilmistir(28). Bu tez ¢alismasinda miR-200c'nin preeklampsi
igin bir biyobelirte¢ olup olmadigi amaglanmustir.

Vaskiiler peroksidaz 1 (VPOI1), hem igeren peroksidaz ailesinin yeni
tanumlanmuis bir tiyesidir. Bu enzim insan viicudunda baslica vaskiiler endotelyal
hiicrelerde, kalp ve diiz kas hiicrelerinde eksprese edilir ve dolagima salinir(29).
Fizyolojik kosullarda VPO1, giiclii bir oksidan olan hipokloréz asit (HOCI)
tiretimini katalize eder(30). Programli endotel dokusu yikiminda VPO1 6nemli bir
rol oynamaktadir(31). VPOI1 aracili oksidatif stresin kardiyovaskiiler hastaliklarda
(hipertansiyon, pulmoner arteriyel hipertansiyon, miyokardiyal iskemi gibi ) kilit
rol  oynadigi birgok caligmada  gosterilmistir(32-35).  Preeklampsinin
etyopatogenezinde suglanan faktorlerden birisi de oksidatif strestir. Bu ¢alismada
preeklampsili gebelerdeki endotel disfonksiyonu ve oksidatif stres ile VPO1
arasindaki iligkinin aydinlatilmas1 amaglanmustir.

Humanin (HN) , 2001 yilinda kesfedilen, antiapoptotik, mitokondri kaynakli
24 aminoasitli bir peptittir(36).  Vaskiiler endotelde sentezlenen humanin,
membran reseptorlerine baglanarak antiapoptotik etkisini gosterir(37). Hiicreyi
oksidatif hasardan korudugu ve apoptozisi inhibe ettigi gosterilmistir(38,39).
Calismalarda endotel fonksiyonu korudugu, plak olusumunu engelledigi
bildirilmistir(40,41). Preeklamptik gebelerde saglikli gebelere gore serum humanin
degerleri anlamli olarak daha artmistir ancak preeklampsi alt gruplari ayri olarak
incelenmemistir(42).

MOTS-c, mitokondriyal DNA'da (mtDNA) kodlanan, 16 aminoasitlik,
mitokondriyal kokenli bir peptittir. Asetilkolin aracili vazodilatasyonu uyardigi,
enflamasyon ile iliskili genlerin ekspresyonunu baskiladigi gosterilmistir.Bu
yiizden dolasimdaki MOTS-c seviyesinin, endotelyal fonksiyonla iliskili
olabilecegi diisiiniilmektedir. Koroner hastalifi olanlarda plazma MOTS-c
seviyeleri, kontrol grubuna gore daha diisiikk bulunmustur(43). MOTS-c ile ilgili

degisimler preeklampsideki endotel disfonksiyonuna katkida bulunuyor olabilir.
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Calismamizin amaci, tedavi gormemis erken ve geg¢ preeklamptik hastalarda
plazma VPO1, humanin ve MOTS-c diizeyleri ile miR-200c ekspresyonunu

degerlendirmektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Gebelikle iliskili Hipertansif Bozukluklar

Saglikl1 bir gebelikte ilk trimesterde sistolik ve diastolik kan basincinda hafif
diislis goriiliir. Kan basinci son trimesterde ise yiikselme egilimindedir. Periferik
vazodilatasyon ve plasenta dolagimimin anne dolasimina eklenmesinden dolay1
sistemik vaskiiler diren¢ azalmistir(44). Kardiyak debinini artmasiyla kan basinci

dengelenir ve fetiisiin oksijenasyonu kolaylasir.

Gebe kadinlarda ortaya ¢ikan dort ana hipertansif bozukluk sunlardir(45):
e Kronik hipertansiyon
e Gestasyonel hipertansiyon
e Preeklampsi / eklampsi / HELLP sendromu

e Kronik hipertansiyona siiperempoze preeklampsi

2.1.1. Kronik Hipertansiyon

Kronik hipertansiyon, gebelik oncesi veya gebeligin 20. haftasindan dnce en
az iki Ol¢timde sistolik arteriyel kan basinci dlglimlerinin 140 mmHg ve iizerinde
veya diastolik kan basinci 6l¢iimlerinin 90 mmHg ve iizerinde olmasidir. ilk kez
gebelikte yakalanan hipertansiyon, dogum sonrasi 12 haftadan daha uzun siire
devam ediyorsa bu durum da kronik hipertansiyon olarak tanimlanir. Primer veya

sekonder hipertansiyon olabilir.

2.1.2. Gestasyonel Hipertansiyon

Gestasyonel hipertansiyon, preeklampsi veya kronik hipertansiyon Kkriterlerini
karsilamayan hipertansif gebe kadinlar i¢in gegici  bir tanidir. Gestasyonel
hipertansiyon tanist i¢in gebede ilk defa gebeligin 20. haftasindan sonra
hipertansiyon tespit edilmeli ve postpartum 12. haftadan sonra tansiyon normale
donmelidir. Hipertansiyona proteiniiri veya preeklampsi ile iligkili son organ
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disfonksiyonu bulgulart eslik etmemelidir. Proteiniirinin ortaya ¢ikmasi taniyi
preeklampsiye ¢evirir. Hipertansiyonun postpartum 12. haftadan sonra hala devam
ediyor olmasi ise taniyr kronik hipertansiyona gevirir. Bu yiizden kesin tani

postpartum 12.haftaya kadar konulamamaktadir.

2.1.3. Preeklampsi, Eklampsi ve HELLP Sendromu

Preeklampsi tanisi i¢in, daha 6nceden normotansif oldugu bilinenen bir gebede,
gebeligin 20.haftasindan sonra yeni baglayan hipertansiyon tespit edilmesi gerekir.
ACOG’un en giincel tami kriterleri Tablo 1’de Ozetlenmistir. Gestasyonel
hipertansiyondan farkli olarak preeklampside hipertansiyona proteiniiri ve/veya son
organ hasar1 bulgular1 eslik etmelidir. Hipertansiyon tanisi i¢in en az 4 saat
araliklarla yapilan iki ol¢iimde sistolik arter basincininin >140 mmHg veya
diastolik arter basincinin >90mmHg 6lglilmesi gerekir(45,46). Proteiniiri i¢in 24
saatlik idrarda >0.3 g protein veya spot idrarda protein/kreatinin oraninin >0.3
(mg/mg) olmasi gerekir. Eger kantitatif protein 6l¢iimii yapilamiyorsa dipstick >2+
protein Ol¢iimii de yeterlidir. Yeni klavuzlara gére preeklampside proteiniirinin
olmasi sart degildir(47). Hipertansiyon ile birlikte asagidaki son organ hasari

semptom veya bulgularindan birinin olmasiyla da tani1 konulabilir:

*  Trombosit sayis1 <100,000/microL

= Serum kreatinin >1.1 mg/dL (97.2 micromol/L) veya diger bobrek
hastaliklarinin olmadigr durumlarda kreatinin konsantrasyonunun 2

katina ¢ikmasi
*  Pulmoner 6dem

» Karaciger transaminaz enzim aktivetelerinin ist referans degerin en az

katina ¢ikilmasi

* Bagka bir taniyla agiklanamayan, normal dozda agri kesiciye yanit

vermeyen, yeni basglayan inatg¢1 basagrisi

»  Gorsel semptomlar (Ornegin; bulanik gériis, skotoma gibi)



Tablo 1: Preeklampsi Tani Kriterleri

Daha once normotansif oldugu bilinen hastada, 20 haftahk

gebelikten sonra en az 4 saat arayla en az 2 kez él¢iimde (Sistolik

kan basinci >140 mmHg veya diastolik kan basinc1 290 mmHg )

yeni baslangich hipertansiyon ve asagidakilerden 1 veya daha

fazlasinin olmasi':

Proteiniiri i¢in 24 saatlik idrarda >0.3 g protein veya spot idrarda
protein/kreatinin oraninin >0.3 (mg/mg), eger kantitatif protein Ol¢iimii

yapilamiyorsa dipstick >+2

Serum kreatinin >1.1 mg/dL (97.2 micromol/L) veya diger bdbrek
hastaliklarinin olmadigi durumlarda kreatinin konsantrasyonunun 2 katina

¢ikmasi

Karaciger transaminaz enzim aktivetelerinin iist referans degerin en az 2

katina ulagmasi

Trombosit sayis1 <100,000/microL

Pulmoner 6dem

Baska bir tanmiyla aciklanamayan, normal dozda agr1 kesiciye yanit

vermeyen?, yeni baslayan inatc1 basagrist

Gorsel semptomlar (bulanik goriis, skotoma gibi)

((45) Numarali kaynaktan Tiirkgelestirilmistir.)

! Sistolik kan basinci 2160 mmHg veya diastolik kan basinci 2110 mmHg ise, birka¢ dakika icinde
onay yeterlidir.
2 Agri kesiciye yanit olmasi preeklampsi olasiligini dislamaz.
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Preeklampsili bir gebede baska bir nedenle agiklanamayan nobet gelisirse tani
eklampsiye ¢evrilir. Eklampside jeneralize , tonik klonik konviilziyonlar veya koma

durumu goriilebilir.

HELLP, gebe ve postpartum kadinlarda hemoliz, artmis karaciger enzim
aktivitesi ve disiik trombosit sayisini ifade eden bir kisaltmadir. Siddetli
preeklampsinin bir formu oldugu diisiiniilmektedir. Ancak HELLP sendromu olan
kadinlarin yiizde 15-20’sinde hipertansiyon veya proteiniiri goriilmez, bu yiizden

preeklampsiden ayr1 bir hastalik oldugunu savunan goriisler de mevcuttur(47).

2.1.4. Kronik Hipertansiyona Siiperempoze Preeklampsi

Gebelik 6ncesi hipertansiyon tanisi olan gebenin preeklampsi gelistirmesine
denir. Yani mevcut olan hipertansiyona gebeligin 20. haftasindan sonra eklenen

proteiniiri ve/veya son organ fonksiyon bozuklugunun eklenmesiyle tani konulur.

2.2.Preeklampsi

2.2.1. Preeklampsinin Epidemiyolojisi

Tim gebeliklerin %5’inde preeklampsi gelisir(2). Preeklampside olusan
komplikasyonlar nedeniyle anne ve fetiis risk altindadir(3). Bu yiizden preeklampsi
maternal, fetal ve neonatal mortalitenin baslica nedenlerinden biridir(4). Gelismis
tilkelerde ~ maternal ~ Oliimlerin ~ %16’s1  hipertansif =~ bozukluklardan
kaynaklanmaktadir. Ulkemizde de anne oliimlerinin en 6nde gelen nedeni

preeklampsidir.

2.2.2. Preeklampsi Patogenezi

Preeklampsinin gelismesine neden olan patofizyoloji; maternal, fetal ve
plasental faktdrleri icerir. Erken gebelik donemindeki plasenta damarlanmasindaki
anormallikler plasentada yetersiz perfiizyon , hipoksi ve iskemiye neden olur. Bu

da antianjiojenik faktorlerin anne dolagimina salinmasina; maternal endotel



disfonksiyonu, hipertansiyon ve hastaligin diger belirtilerinin ortaya ¢ikmasina
neden olur. Ancak plasentanin anormal gelisimini baslatan olay ve sonraki
basamaklar heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Etyopatolojide bir¢ok neden

arastirilmistir:

Plasentanin Anormal gelisimi
» Immunolojik faktorler

* Genetik yatkinlik

= (Cevresel faktorler

= Enflamasyon

= Kompleman Aktivasyonu

= Endotel Disfonksiyonu

2.2.2.1. Plasentanin Anormal Gelisimi

Erken PE’nin gelisiminde plasentanin 6nemli rolii oldugunu goésteren bir¢ok
kanit mevcuttur. Hastalik, fetiis olmasa da ortaya ¢ikabilir ancak plasenta olmadan
olmaz(48). Ayrica PE’nin kesin tedavisi dogumdur. Dogum ile plasenta devreden

cikar ve hasta genellikle bir hafta i¢inde iyilesir(49).

Normal gebe ve PE’li gebelerin plasenta dokular1 histolojik olarak
karsilastirildiginda hastaliga sahip olan bireylerin dokularinda trofoblast invazyonu
ve spiral arter gelisiminin Kusurlu oldugu bilinmektedir(50,51).Bu patolojiler
kusurlu bir plasenta olusumuna ve plasental iskemiye neden olur. Boylece plasental
faktorler dolasima salinir, endotel fonksiyonlarini bozar ve hastaligin bulgular

ortaya ¢ikar.

Anormal spiral arter gelisimi: Normal gebeliklerde, plasenta sitotrofoblast
hiicreleri, maternal spiral arterleri belirli bir seviyeye kadar istila ederler. Maternal
spiral arterler, uterin arterin terminal dallaridir. Fetiis ve plasentay1 beslerler (Sekil

).
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Sekil 1: Myometriyal ve endometriyal arterler

((52) numaral kaynaktan Tirkgelestirilmistir.)

Saglikli bir beslenme icin sitotrofoblastlar, desiduaya dogru go¢ etmeli,
myometriyumun bir kismini invaze etmeli, arterin ise hem tunica media tabakasini
hem de endotelini invaze etmelidir. Boylece bu arterlerin direngleri diiser ve kan
akimi uterusun diger kisimlarina gore ¢ok daha kolay olur(53). Spiral arterlerin
yeniden modellenmesi ilk trimesterin sonunda baslar ve gebeligin 18 ila 20.
haftasinda biter, ancak bu arterlerin trofoblast invazyonunun durdugu kesin gebelik
haftas1 tam olarak belli degildir. Preeklamptik gebeelerde, sitotrofoblast
hiicrelerinin spiral arterlerin desiduasina niifuz edebildikleri ancak myometriuma
ulasamadiklart gozlenmistir(54). Maternal spiral arterler, kas-elastik duvarin
fibrinoid malzeme ile degistirilmesiyle olusturulan biiyiik, genis vaskiiler kanallara
donlisemez; bunun yerine, damarlar dar kalir ve plasental hipoperflizyona neden

olur (sekil 2).
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Normal

Sitotrofoblast
kok hiicreleri-

Sitotrofoblast

Plazenta 1 Deszidua ) Myometriyum

Sekil 2: Anormal Plasenta Gelisimi

((55) Numarali kaynaktan Turkgelestirilmistir.)

Plasentanin gelisimindeki bu kusur, bircok obstretik patoloji (preeklampsi,
intrauterin bliylime gelisme geriligi, 2. trimester fetlis 6liimii, abrasyo plasenta,
erken dogum) ile yakindan iligkilidir (56).Baz1 gebeliklerde ise uteroplasental
dolasgimin  gelisimindeki dogal basamaklarin neden ortaya c¢ikmadigi
bilinmemektedir. Hastaligin etyopatolojisinin multifaktoriyel oldugu; vaskiiler,
gevresel, immiinolojik ve genetik faktorlerin hepsinin birden rol oynadigi

diistiniilmektedir(57).
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Hatal trofoblast farklhilagsmasi: Trofoblastlarin farklilagsmasi sirasinda
meydana gelen herhangi bir kusur, spiral arterleri dogru bir sekilde istila

edememelerini agiklayan sebeplerden biri olabilir(6).

Normal bir gebelikte trofoblastlar farklilasirken; adezyon molekiilleri,
sitokinler, hiicre dis1 matriks molekiilleri, metalloproteinazlar ve sinif IB MHC
kompleksi molekiilii HLA-G gibi bir ¢ok farkli molekiiliin ekspresyonunu siirekli
olarak degistirirler(58). Psodo-vaskiilogenez olarak adlandirilan bu asamada; epitel
hiicrelerinin (integrin a6/ B 1, aV/B5 ve E-kadherin) ve endotel hiicrelerinin
(integrin  al/Bl, aV/B3 ve VE-Kadherin) ekspresyonlari diizenlenir(59).
Preeklamptik gebelerin trofoblastlarinda, bu ekspresyon diizenlemeleri tam olarak

gerceklesemez.

Plasental hipoperfiizyon, hipoksi, iskemi : Plasentanin perfiizyonu, saglikli
bir plasenta gelisimi i¢in son derece dnemlidir. Preeklampsinin ortaya ¢ikmasinda
anormal plasenta gelisimi ve hipoperfiizyonun rol oynayabilecegini gosteren bir¢ok
goriis vardir. Bazi hayvan ¢alismalarinda PE modeli olusturulmus ve bu modellerde
uteroplasental perflizyonun zayifladigi goézlemlenmistir. Preeklampsi  riski,
vaskiiler yetmezlik ile iliskili hastaliklara sahip bireylerde artmistir(60). Plasenta
kan akiminin sabit kaldig1 ancak plasenta kiitlesinin arttig1 hastaliklar (DM, ¢ogul
gebelikler vs.) goreceli olarak iskemiye neden olur ve bu hastaliklar PE ile
iliskilidir (60,61). Preeklampsi, 3100 metreden yiiksek rakimlarda yasayan
gebelerde daha sik goriiliir(62).

Hipoperfiizyon PE’nin bir sebebi oldugu gibi ayn1 zamanda anormal plasental
gelisiminin de bir sonucudur.Gebelik ilerledik¢e daha da belirginlesir. Ciinkii
yetersiz uteroplasental kan akimi, biiyliyen fetlis ve plasentanin artan ihtiyacina
ayak uyduramaz(63). Gebeligin ilerleyen haftalarinda plasentada iskemi ile uyumlu
histopatoljik degisikler goriiliir. Bunlardan bazilari aterozis, fibrinoid nekroz,
trombozlar, arteriollerin sklerotik daralmasi ve plasental infarktlardir(63,64). Bu
histopatolojik degisikler, preeklampsili bireylerde esit olarak bulunmaz ancak
hastaligin erken baslangici ve siddeti ile bu lezyonlarin 6l¢iisii arasinda bir baglanti

oldugu bildirilmistir(65,66).
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Hipoperfiizyon, hipoksi ve iskemi, PE’nin etyopatogenezinde Onemli
bilesenlerdir. Ciinkii iyi beslenemeyen plasenta, maternal kan dolagimina bazi
faktorleri salar. Bu molekiiller, maternal endotel hiicre fonksiyonunu etkileyip

PE’de goriilen sistemik belirti ve semptomlara neden olur(16,67).

Desidua patolojisi: Bazi arastirmalarda, hastalarin bir kisminda desidua
gelisiminin yetersiz oldugu ve bu durumun da sitotrofoblast invazyonunu
azaltabilecegi gosterilmistir(68). Mikroarray ¢aligsmalari ile PE’li bireylerin koryon
villus  Ornekleri  incelenmis,  yetersiz ~ desidua  gelisimi  gorisi
desteklenmemistir(69). PE’li gebelerin desidua hiicreleri sFlt-1'i ¢ok fazla iiretir.
Yani antianjiyojenik faktorlerin yeterince baskilanamamasi yetersiz implantasyona
sebep olabilir(70).

2.2.2.2. Immunolojik Faktorler

PE’nin altta yatan sebebinin immiinolojik faktorler ile iliskili olabilecegini
savunan cesitli arastirmalar mevcuttur. Fetal ve paternal antijenlere 6nceden maruz
kalmanin preeklampsiye karsi koruyucu oldugunun goézlemlenmesi bu goriisii
destekler(18,19,21,71-74). Paternal antijenlere daha az maruz kalan gebeler
(nullipar, bariyer kontrasepsiyonu kullanan, yardimci tireme teknikleriyle gebe
kalan, iki gebeligi arasinda uzun siire olan, bir dnceki gebeliginden sonra partner
degistiren) PE icin daha yiiksek risk tasir. Ayrica oosit bagisi ile gebe kalan kadinlar
dogal yolla gebe kalanlara gore 4 kat, diger yardimer iireme teknikleriyle gebe
kalanlara gore 2 kat PE riski tasirlar. Bu da fetiis ve anne arasindaki immiinolojik

intoleransin hastaligin altyapisinda gorev alabilecegi goriisiinii destekler (75,76).

PE’li gebelerde, organ transplantasyonu reddi olan bireylerle benzer
immiinolojik siiregler gozlenmesi de bu goriisii destekler niteliktedir(77).
Ekstravillous trofoblast (EVT) hiicrelerinde eksprese edilen antijenler HLA-C,
HLA-E ve HLA-G’dir. Bu antijenleri taniyabilen NK (Natural killer) hiicreleri,
dengeli bir implantasyon gereklidir. Bu dengenin EVT hiiclerinden NK hiicrelerine
kaymasi anormal plasenta olusumunda rol oynuyor olabilir(78) . Dendritik
hiicreler, T hiicrelerinin antijene 6zgii yanitinin baglamasinda gorev alirlar. PE’li

gebelerin plasenta biyopsilerinde desidual infiltrasyonun normale gére daha fazla
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oldugu bildirilmistir. Bu durumun da fetal antijenlerin sunumunu degistirerek anne

bagisiklik sistemi cevabinin asir1 olmasina neden olabilecegi diistintilmistiir (79).

PE’li gebelerde anjiyotensin reseptoriine (AT-1R) kars1 antikor olustugu tespit
edilmistir. AT-1R antikoru hiicreici kalsiyum diizeylerini degistirerek plazminojen
aktivator inhibitorii-1 seviyelerini arttirtp, anormal trofoblast invazyonuna sebep
olabilecegi bildirilmistir (80-83).

Anne NK hiicreleri ve fetiis HLA-C polimorfizmlerinin incelendigi genetik
caligmalarda, KIR-AA genotipi ve fetal HLA-C2 genotipine sahip olan gebelerin
PE riskinin anlamli olarak arttigi gosterilmistir(84).Ancak tiim bunlara ragmen
immunolijik teori i¢in yeteri kadar kanit yoktur. Bir veya daha fazla HLA alelinin
PE patogenezinde rol oynadigina dair bir bulgunun olmadigini sdyleyen sistematik
derlemeler de vardir(79).

2.2.2.3. Genetik Faktorler

Preeklampsi vakalarinin bilyiik bir kismi sporadik olmasina ragmen, genetik

yatkinligin hastalikta rol oynadigi diigiiniilmektedir(85-91).

Onceki gebeliginde PE gegiren gebelerin tekrar PE gecirme riski normale gore
7 kattan fazladir(92). PE ile gecirilen bir gebelik sonrast dogan erkek bireyin
gelecekteki esi daha yiiksek PE riski tasir(86). Esinin eski esi, PE olan kadinlar,

esinin eski esi normotansif olan kadinlara gére daha yiiksek risk tasirlar.

SFIt-1 ve Fltl i¢in genleri kromozom 13 iizerindedir. Trizomi 13’1i fetiisler
diger fetiislere gore bu genin lriinlerini daha fazla iretirler. Fetiisiin Trizomi 13
oldugu gebeliklerde PE riski bariz bir sekilde yiikselmistir(92). Genomik
caligmalarda, fetlis genomundaki FLT1 lokusunun yanindaki kromozom 13'teki

degisimlerin hastaligin ortaya ¢ikmasina neden olabilecegi bildirilmistir (92).

Ailesinde preeklampsi gegmisi olan primigravid gebeler, ge¢misi olmayan
primigravid gebelere gore bes kat PE olma riskine sahiptirler(85,86). PE’li
kardeslerde yapilan bir arastirmada, sadece 10g22'de mutasyonu olan

kizkardeslerde hastaligin gergeklestigi goriilmiistiir.
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PAI-1 4G/5G polimorfizmi, anjiyotensinojen gen varyanti, eNOS geni, 2p13
lokusu ile PE riski arasinda iligki bulundugunu gosteren genetik c¢alismalar
mevcuttur (9,90).

Ancak tiim bunlara ragmen ikizlerde yapilan biiyiik bir calismada hastalik ile
ilgili genetik bir baglanti bulunamamistir. Hem anne hem de baba genlerinin
anormal plasenta gelistiren fetal genlere katkida bulunabilecegi diistiniilmiistiir(93).

Bu gebelerde dolasimdaki sF1t-1/Plgf orani artar (94).

2.2.2.4. Cevresel Faktorler

Aragtirmalarda pekgok farkli beslenme ve yasam tarzi aliskanliklarinin PE ile
iliskili olabilecegi diisiiniilmiistiir. VKI arttikca PE riski de artar. VKi >40 kg/m2
olan gebelerde 6 kat, 25 ila 30 kg/m2 olan gebelerde 1.65 kat PE riski mevcuttur.
Obezitenin kronik enflamasyon ve endotelyal disfonksiyonu arttirarak, PE olma
ihtimalini kolaylastirdig1 diistiniilmektedir(95). Bazi epidemiyolojik calismalar
diisiik kalsiyum aliminin PE riskini arttirdigini, PE riski yiiksek gebelerin kalsiyum
takviyesi almasi gerektigini savunmustur. Kalsiyumun hormonal, vaskiiler ve
bagisiklik sisteminde diizenleyici rol oynadigi bilinse de PE ile arasindaki iliskiyi

tam olarak aciklayacak kapsamli bir ¢aligma yoktur.

2.2.2.5. Enflamasyon

PE’de normal gebelige gore enflamasyon daha fazladir. Anne sistematik
dolagimina gecen plasental DNA’lar ve trofoblast artiklarinin enflamasyona neden
olabilecegi diisliniilmiistiir(96-98). Ayrica plasentanin hipoperfiizyonu daha ¢ok
plasenta hiicresinin oliimiine bu da daha ¢ok plasenta DNA’sinin anne dolasimina
gecmesine sebep olur. Gebeligin 20. Haftasindan once kanda trofoblast DNA’s1
yiiksek seviyelerde olan gebelerin PE riski anlamli olarak yiiksektir(99). Bu
kisilerde ayn1 zamanda DNA seviyelerine paralel olarak sFlt-1’in de yiiksek oldugu
sonraki ¢alismalarda gosterilmistir(100,101). Sistematik enflamatuvar cevabi
arttiran maternal enfeksiyon (iiriner sistem enfeksiyonlari, periodontal

enfeksiyonlar gibi) geciren kadinlarda PE riski anlamli olarak yiikselmistir.
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2.2.2.6. Anjiyotensin Il'ye asir1 duyarhhk

PE’de anjiyotensin II'ye karsi olan duyarliligin arttigi saptanmistir. Bunun
bradikinin (B2) reseptor upregiilasyonu ile iliskili olabilecegi diistintilmiistiir(102).
Ayrica yapilan hayvan c¢alismalarinda amlodipin ile PE modelli denekler tedavi
edilmis ve amlodipinin ATI/B2 downregiilasyonu yaparak PE’yi 0Onledigi
diigiiniilmiistiir(103,104).

PE’li hastalar anjiyotensin AT-1 reseptoriine kars1 antikor diizeylerinde artisa
sahiptir. Anjiyotensin II, AT-1 reseptorii i¢in endojen liganddir, bu yilizden bu
reseptOriin otoantikorlarla aktivasyonunun artmasi, PE’de goriilen hipertansiyon ve
vaskiiler =~ hasar1  tetikleyebilir. =~ Hayvan  caligmalar1  bu  hipotezi

desteklemektedir(105,106).

2.2.2.7. Kompleman aktivasyonu

Preeklampsi, otoimmiin hastaliklar; 6zellikle SLE ve AFAS olan gebelerde
daha sik gorilir (107,108). Bu hastalarin plasentasinda klasik ve alternatif
kompleman yolunun aktivasyonunu gosteren bulgular mevcuttur(109-112).
Komplemanlar diizenleyen proteinlerdeki mutasyonlar, preeklampsiye yatkinlik
yaratabilir(113). Yapilan calismalar kompleman diizensizliginin  veya
aktivasyonunun preeklampsi patogenezinde rol oynayabilecegini gdstermektedir

ancak ileri arastirmalara ihtiyag¢ vardir.

2.2.2.8. Endotel disfonksiyonu

PE’de goriilen tim klinik semptomlar, sistematik endotelyal disfonksiyona
verilen klinik cevap olarak agiklanabilir (13,23) Islevini tam olarak gdremeyen
endotel vaskiiler tonusu kontrol edemez ve bu da hipertansiyon ile sonuglanir.
Vaskiiler gecirgenligin artmasi 6dem ve proteiniiriye yol agar. Endotelin
prokoagiilanlar1 eksprese etmesindeki diizensizlikler de koagiilopatiyi agiklayabilir.
Beyin, karaciger, bobrek ve plasenta gibi hedef organlarda endotel fonskiyon
kaybiyla bas agrisi, ndbetler, gorsel semptomlar, epigastrik agr1 ve fetal biiylime

kisitlamasi goriiliir.
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Endotel disfonksiyonu gosteren klinik kanitlar oldugu gibi bir¢ok laboratuvar

bulgusu da vardir:

Endotelden iretilen vazodilatérler (NO, prostasiklin)  azalirken,
vazokonstriktorler (endotelin ve tromboksan) artmistir. Dolasimda fibronektin,
Faktor VIII ve trombomodulin konsantrasyonlar1 yiikseldigi tespit edilmistir(114—
116). Preeklamptik kadinlardan elde edilen serum, insan umbilikal ven endotel

hiicre kiiltiirlerinde endotel aktivasyonuna neden olur (117).

sFit-1, VEGF, PIGF:Plasenta olusumu sirasinda fetiise yeterli oksjen ve besin
saglayacak bir vaskiiler ag olusturabilmek i¢in iyi bir anjiogenez gereklidir.
Anjiyogenez dengesi proanjiyojenik (VEGF, PIGF) ve antianjiyojenik faktorler
(sFlt-1,sEng) ile saglanir. Bu dengenin antianjiyojenik faktorler lehine kaymasi

PE’nin sistematik endotel disfonksiyonuna neden olur.

sFlt-1, VEGF’nin dolasimdaki bir antagonistidir($Sekil 3). VEGF, endotelden
salinarak anjiogenezi uyaran bir faktordiir(118,119). Aktivitesini ilk 6nce vaskiiler
endotel hiicre yiizeyinde eksprese edilen iki reseptor tirozin kinaz; VEGFR-1 ve
VEGFR-2 ile etkileserek gosterir. VEGFR-1'in transmembrandz ve ¢oziiniir (SFIt-
1 veya SVEGFR-1) olmak iizere iki izoformu vardir. Plasental biiyiime faktorii
(PIGF), agirlikli olarak plasentada yapilan VEGF ailesinin bir bagka iiyesidir.
Ayrica VEGFR-1 reseptoriine baglanir.
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Sekil 3: sFlt-1, VEGF ve sEng

((120)Numarali kaynaktan Turkgelestirilmistir.)

sFlt-1, dolasimdaki VEGF ve PIGF’e baglanir ve endojen reseptorleri ile
etkilesimlerini 6nler. Boylece anjiyojenik aktivitelerini antagonize eder. Yapilan
birgok ¢alisma artan sFIt-1 sekresyonunun PE patogenezinde Kkritik bir rol

oynadigini gostermistir(121-128).

sFlt-1, gebe hayvanlara uygulandiginda proteiniiri ve hipertansiyon
olusmustur. Hiicre kiiltliriiyle yapilan ¢calismalarda VEGF ve PIGF uygulanmasinin
bulgular1 azalttigi ve buna paralel olarak da daha diisikk SFlt-1 diizeylerinde
hastaligin geriledigi goriilmiistiir(129-134).
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Sekil 4: Haftalara gore sFlt-1 konsantrasyonlari

((123) Nolu kaynaktan diizenlenerek, Turkgelestirilmistir.)

sFlt-1 diizeyleri, tim hamileliklerde artar; ancak preeklampsili gebelerde
normotansif gebelere gore, bu artis daha erken baslar ve daha yiiksek
konsantrasyonlara ulagir. PE’li gebelerde bu artis 21 ile 24 hafta arasinda olurken
normotansif gebelerde 33 ile 36 hafta arasinda gergeklesir(Sekil 4). Iki grup
arasindaki serum sFlt-1 konsantrasyonunda anlamli bir fark, klinik hastaligin
baslamasindan bes hafta 6nce belirginlesir. PIGF ve VEGF seviyeleri de sFlt-1'deki
artigla eszamanli olarak diiser(Sekil 6 ) (123). sFlt-1 konsantrasyonu hastalik siddeti
ile de koreledir. Dolagim konsantrasyonlari siddetli veya erken (<34 hafta) PE olan
gebelerde hafif veya ge¢ PE olanlara gore daha yiiksektir(128). sFlt-1 ve PIGF'deki
diizeylerindeki degisiklikler, PE’nin maternal ve neonatal komplikasyonlar ile de
iliskilidir(135,136).Tiim bunlar sFlt-1 artisinin, PE patogenezinde merkezi bir rol
oynadigimi gosterse de bu artisi neyin tetikledigi heniiz bilinmemektedir(Sekil 5)

(137). Plasental iskemi en olasi adaydir(137).
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Sekil 5: sFlt-1 artisi ve preeklampsi

((138) numarah kaynaktan Turkgelestirilmistir.)

Plasental sitotrofoblastlar, oksijen mevcudiyeti azaldiginda sFlt-1 iiretimini
arttirirlar  (139). PE’li gebelerin  plasentalarnda hipoksi ile indiiklenebilen
transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunun artmast bu hipotezi destekler
niteliktedir(139). Yiikselmis sFlt-1 diizeylerinin PE’nin erken plasental gelisimsel
anormalliklerinden mi yoksa bagka bir faktoriin neden oldugu plasental iskemiye
ikincil bir yanittan m1 kaynaklandig: bilinmemektedir. Ayrica genetik faktorler de

plasental boyut ve sFlt-1'in asir1 tiretiminde rol oynayabilirler(140).
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Sekil 6: Haftalara Gore PIGF konsantrasyonlari

((123) Nolu kaynaktan diizenlenerek Tirkcelestirilmistir.)

Hayvan calismalari, SFlt-1'in vaskiiler oksidatif strese ve anjiyotensin I1’ye
kars1 olan duyarliligr arttirdigini gostermistir. Bu bilgiler, anormal antianjiyojenik
durum ile gelisen endotel disfonksiyonunun, vazopressor duyarliligina ve

hipertansiyona yol acan birincil olay olabilecegini gostermektedir (141).

Serumdaki SFIt-1:PIGF oranimnin o6lgiilmesi, preeklampsi siiphesi olan
gebelerde hastaligi dislamak igin yararli bir testtir(24). Yiksek plazma sFlt-1:
PIGF, siddetli preeklampsi nedeniyle iki hafta icinde dogum yapma riski tagiyan
kadinlar1 da belirleyebilir(142). Gelecekte, sFlt-1 seviyelerini diigiiren veya PIGF
seviyelerini yiikselten aferez veya ilaglar preeklampsiyi 6nlemek veya tedavi etmek
icin yararlt olabilir(143-146).Diisiik doz aspirin tedavisi, ilk trimesterde 6lgiilen
diisiik PIGF seviyeleri olan bireylerde oldukga etkili oldugu gorilmiistiir (147).
Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda, aspirinin sFlt-1 {iretimini inhibe edebilecegini ve

PE’li plasentalarda anjiyojenik dengeyi diizenleyebilecegini gostermistir (148).

Normal trofoblast farklilagsmasi ve invasyonu i¢in fVEGF , fPLGF ve VEGFR-

1 (FIt-1) diizeylerinin yeterli seviyelerde olmasi gereklidir. Bozulmus trofoblast
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doniigiimiiniin sebebi olarak anjiyojenik faktorlerin yetersiz konsantrasyonlarda
sentezlenmesi, preeklampsi patogenezinde diisiiniilen hipotezlerden biridir. VEGF,
anjiyogenez ve sitotrofoblast istilasi ile iligkili olan avB33 integrinin endotel hiicre
ekspresyonunu uyarir. Ayrica, sitotrofoblastlar, fms benzeri tirozin kinaz 1 (Flt1)
reseptorii. (VEGF reseptorii-1 olarak da bilinir) dahil olmak tizere VEGF
reseptorlerine sahiptirler. Invaziv sitotrofoblastlarda déllenmeden 6 hafta sonra,
yiiksek Flt1 seviyeleri bulundugundan, reseptoriin VEGF ve PIGF ile etkilesimin
invazyon ve psodo-vaskiilogenez i¢in c¢ok Onemli oldugu diisiiniilmektedir.
Preeklamptik plasentalarda VEGF mRNA seviyeleri diisiiktiir. Bu da VEGF nin
bozulmus plasentasyonda rol aldigi hipotezini destekler. immunohistokimyasal
olarak sitotrofoblastlarda VEGF ve Fltl , preeklampside normal gebelige gore
azdir. Gebeligin sonraki asamalarinda insan plasentasinda tretilen Fltl'in ¢ogu,
alternatif splicing/ekleme ile iiretilen ¢oziiniir bir formdur (sFlt-1) sFlt-1, Fltl'in
transmembran ve sitoplazmik domainlerinden yoksundur ve biiyiik oranlarda kana
salinir. Preeklamptik plasentalardan izole edilen sitotrofoblastlar, normal
plasentalardan daha fazla sFItl1 salar ve preeklamptik plasentalarda sFlt-1
mRNA'nin upregiilasyonu tespit edilmistir. Bu nedenle, asir1 sFlt-1 {iretimi,
VEGF'nin sitotrofoblast hiicrelerinde Fltl reseptorlerine baglanmasini 6nleyerek,
plasental trofoblastlarda kusurlu sitotrofoblast farklilasmasindan ve preeklampsinin

anormal plasentasyonundan sorumlu olabilir(156).

VEGF-FItl etkilesimi, NOS enziminin arjininden NO sentezlemesini indiikler.
Insan plasentasinda indiiklenebilir veya ndronal NOS bulunmaz, ancak endotelyal
NOS gobek kordonunun endotelinde, koryonik plakada ve villoz sitotrofoblastlarda
bulunur. Baz1 ¢alismalarda ekstravilloz trofoblast hiicrelerinde yiliksek miktarda
eNOS ekspresyonu tanimlanmistir. NO, trofoblastlarda embriyo implantasyonu
sirasinda istila icin gerekli olan MMP2 (matriks metalloproteinaz) ve MMP9
proteazlarin ekspresyonunu ve aktivitesini diizenler. MMP2 ayrica hamilelik
sirasinda regiile edilen relaksin—jelatinaz yollarinda onemli bir rol oynar ve
endotelyal endotelin B reseptorii—-NO yolaklarinin aktivasyonu yoluyla kiiclik
arterlerin miyojenik reaktivitesinin azalmasina katkida bulunur. NO saliniminin
anjiyopoietin kaynakli biiyiime ve ekstravilloz trofoblast hiicrelerinin gogiine

aracilik ettigi gosterilmistir. NO, Fltl sinyallemesi iizerinden sitotrofoblast istilasi
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ve VEGF ile indiiklenen motilite ile iliskilidir. Ek olarak, plasental gelisim icin
gerekli tiim siire¢lerde endovaskiiler trofoblastlarda VE-Kadherin'in VEGF
kaynakl1 upregiilasyonuna aracilik eder. Vazodilatatér ve anjiyojenik/vaskiilojenik
Ozellikleri sayesinde, lokal olarak iiretilen NO, normal plasentasyon sirasinda
sitotrofoblastlarin  endovaskiiler invazyonunun tesvik edilmesinde etkili
gorinmektedir. Bu nedenle, preeklampsideki plasental degisiklikler ile
sitotrofoblast hiicrelerinin NO olusturma kapasitesi azalmis olabilir. Preeklamptik
NO aktivitesinde azalma plasentadaki NO’I olusturan enzimdeki bir kusurun
sonucu olmadigi, ¢iinkii preeklamptik kadinlarin  plasentalarinda eNOS
seviyelerinin normal oldugu ve normal miktarlarda NO olusturdugu calisilmistir.
Bunun yerine, NO’in azalmis aktivitesi, yar1 Omriiniin azalmasi veya
biyoyararliginin azalmasinin mekanizmada etkili olabilecegi ihtimali iizerinde
durulmaktadir. Normal gebelige kiyasla plasental dolasimda daha diisiik siklik
GMP konsantrasyonlarina (hiicre i¢i ikinci haberci) doniisiir. Azalmig NO aktivitesi
hipotezi, trofoblastlarin fetal kan damarlarinda gozlenen nitrotirozinin yogun
immunhistokimyasal boyanmasi ile desteklenir. Preeklamptik plasentada NO’n,
anjiyojenik Ozelliklerden yoksun gii¢lii bir sitotoksik anyon olan peroksinitrite
(ONOO-) hizla pargalanmasi s6z konusu olabilir. Calismalar, NO’nun normal
plasentaya kiyasla preeklamptik plasentada bol miktarda bulunan siiperoksit
anyonu (Oz2") dahil olmak {izere reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile etkilesime girdigini
gostermektedir(156).

Preeklampside agirt ROS iiretiminin sebeplerinden biri de NOS’un NO sentezine
ek olarak, siiperoksit anyonunun (O2") liretimini kolaylastirmasidir. Normalde NO
ve O2'in oranlari, hiicre i¢i 1-arjinin seviyeleri ile siki bir sekilde diizenlenir. Yeterli
arjinin varhiginda, hiicrelerde eNOS sadece NO f{iretir. Arjininin azalmasi, NO
tiretiminin yaninda Oz {iretimine ve daha sonra da ONOO-olusumuna yol agtig1
gozlemlenmistir. Arjinin azalmasi1 sonucu eNOS yolaginda ortaya ¢ikan bu
sapmanin preeklampsi patogenezine katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir.
Arjinin azalmasinin sebeplerinden biri Arjinaz II enziminin aktivitesinin asiri
artamasi olabilir. Arjinaz II enzimi, l-arjinin’i ornitin ve iireye hidrolize eden
enzimdir. Preeklamptik dokuda arjinin seviyeleri diisiik, Arjinaz Il enziminin

ekspresyonunun artmis oldugunu gosteren calismalar mevcuttur. Bu veriler de
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eNOS’daki sapmanin preeklampside ortaya c¢ikabilecegini diisiindiirmektedir.
Preeklampside Arjinaz Il enziminin ekspresyonunun artma sebebi tam olarak
bilinmemektedir. Gebelikte yiiksek seyreden testesteron seviyelerinin potansiyel
olarak rol oynadig diisiiniilmektedir. Preeklampsi riski tasiyan gebelere uzun siireli
[-arjinin takviyesi ile uterin arter direncinin azalmasi, komplikasyonlar1 azalttig
belirtilmistir. Ayrica yapilan bir hayvan ¢alismasinda 1-arjinin antagonisti nitro-I-
Arg-metil-esterin uygulanmasi, siirekli hipertansiyon, proteiniiri ve intrauterin
bliylime geriligi ile karakterize preeklampsi benzeri bir sendroma neden oldugu,
oksidatif stresin belirteglerinin seviyelerini kan ve dokularda arttirdig
gozlemlenmistir(160). Bu caligmalar l-arjinin eksikligi ile preeklampsideki
oksidatif stres arasindaki baglantiyr destekler. Antioksidan tedavinin plazma
peroksidasyon iiriinlerinin seviyelerini normallestirdigi ve proteiniiri ve fetiis 6lim

oranlarini azalttigi goriilmiistiir(156).

NO aracili vazodilatasyondaki bir kusur fetoplasental damarlarin
vazokontriksiyonuna ve preeklampsi klinigine neden olabilir. Anormal
sitotrofoblast farklilagmasi ile gelisen plasental hipoperfiizyon ve iskemi maternal
sendromla sonuglanabilir. Plasental hipoperfiizyon ve aralikli perfiizyon, oksidatif
hasart arttiran bir hipoksi-reoksijenasyon siirecini baglatir. Hipoksi, ROS {ireten bir
enzim olan ksantin oksidazin (XO) aktivitesini arttirir. Preeklamptik kadinlarin
invaziv sitotrofoblastlarinda XO ekspresyonu ve XO aktivitesi artmistir. Bunlarla
birlikte artan ONOO- iiretimi , plasentadan maternal dolasima ROS salinmasina
neden olur. Sonug olarak ROS, sonunda sistemik maternal endotel disfonksiyonuna

katkida bulunur(156).
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Sekil 7: Preeklampsi Yolaklar

Preeklampside I-Arjininin azalmasi plasental hipoperfiizyonu ve mikrovaskiiler hasari

tesvik eder. Vaskiiler endotel bliyime faktori ve plasental biyime faktorinin

sitotrofoblastlar Uzerindeki FMS benzeri tirozin kinaz 1 reseptdriine baglanmasi, eNOS

sentaz ile NO Uretimini uyarir. Vaskiler endotel blylime faktorl ve plasental biyime

faktoriinlin FMS benzeri tirozin kinaz 1 reseptoéri ile etkilesimi, ¢dzlinir FMS benzeri

tirozin kinaz 1 tarafindan inhibe edilir. Yeterli |-arjinin ile normal plasenta, eNOS ile yeterli

NO Uretimini slirdlrir. Buna karsilik, preeklampside, artan ¢éziinlir FMS benzeri tirozin

kinaz 1 seviyeleri, Fms benzeri tirozin kinaz 1 reseptori tarafindan eNOS aktivasyonunu

inhibe eder. Ayni zamanda, asiri arjinaz

konsantrasyonunu azaltir ve eNOS’un

tercihen

ekspresyonu

stperoksit

plasental L-arjinin

anyon Uretimini

kolaylastirmasina neden olur.Stperoksit anyonu, peroksinitrit olusturmak icin NO ile

reaksiyona girer, bdylece NO’nun yari dmrini azaltir. Bu durum anormal plasental

perflizyonu ve mikrovaskuler oksidatif hasari tesvik eder.

((156)Nolu Kaynaktan Turkcelestirilmistir.)
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Coziiniir endoglin(Soluble endoglin,sSEng): TGF-p i¢in bir koreseptordiir ve
vaskiiler endotel ve sinsitiyotrofoblastlarin hiicre zarlarinda yiliksek miktarda
eksprese edilir (149). seng de sFlt-1 gibi antianjiyojenik bir proteindir(149-151).
SEng ile sFIt-1 arasindaki kesin iliskisi bilinmemektedir. ikisinin de PE
patogenezinde ayr1 mekanizmalarla rol oynadigi diistiniilmektedir(149-151). sEng,
preeklampsi klinik bulgularinin baslamasindan iki ila {i¢ ay dnce PE’li gebelerin
serumlarinda yiikselir, hastaligin siddeti ile koreledir ve dogumdan sonra diiser.
Artmis bir sFIt-1/PIGF orami ile birlikte artan SEng seviyesi, preeklampsi

gelisiminin en prediktif laboratuvar bulgusudur.

sEng’nin in vivo ¢aligmalarda vaskiiler gegirgenligi arttirdigi ve hipertansiyonu
indiikledigi, hayvan caligsmalarinda ise HELLP benzeri sendrom olusturdugu,
fetliste intrauterin gelisme geriligi olusturdugu, yani ciddi bir preeklampsi benzeri
durumu indiiklemek igin sFlt-1'in vaskiiler etkilerini gii¢lendirebilecegi

disiinilmistir.

2.3. MikroRNA

MikroRNA’lar, 18-25 niikleotid uzunlugundadir. Kiigiik kodlanmayan RNA
grubunun ana iyesidirler. Genlerin 3’UTR’lerini hedef alarak, genin
posttranskripsiyonel olarak diizenlenmesinde gorev alirlar. mRNA translasyonunu
inhibe ederek veya mRNA degredasyonunu aktive ederek gen ifadesini diizenlerler.
Ik defa 1993'te Caenorhabditis elegans’ta kesfedilmistirler. 2000 yilinda insanda
ilk kesfedilen miRNA let-7°dir. 2018 yili itibariyle miRNA veritabaninda 2675
insan miRNA’s1 yer aldigi agiklanmigtir. miRNA dizilerinin biiyiik ¢ogunlugu,
kodlamayan RNA'larin intronlari,ekzonlari ve pre-mRNA intronlari i¢inde bulunur.
MIRNA genlerinin ¢ogu, RNA polimeraz II tarafindan kodlanir. Bu molekiillerin
bir¢cok biyolojik ve patolojik siireclerde (metabolik-kardiyovaskiiler hastaliklar )
onemli rol oynadigi gosterilmistir. Bir dizi genin diizenlenmesinde ve 0 genle
alakali endotel disfonksiyonu, diyabet, ateroskleroz ve kanser gibi patolojik
stireglerde miRNA’ larin 6nemli rolii vardir. MikroRNA’lar dokularda spesifik
olarak eksprese edilirler ve patolojik durumlarda degisim gosteribilecekleri igin
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yeni biyobelirteg adaylaridirlar. MiRNA’larin  ve genetik hedeflerinin
arastirtlmasiyla, hastalik siireglerindeki yer alan yolaklar kesfedilebilir, tedavideki

yaklasimlar degisebilir(152).

MiRNA’larin bir¢ok calismada gebelik komplikasyonlariyla iligkili oldugu
gOsterilmistir, preeklamptik  hastalarda komplikasyonsuz gebelerle
karsilastirildiginda birgok plasental miRNA salinimmin farkli  oldugu
saptanmistir(153).  Anne dolasimindaki plasenta kaynakli miRNA’larin
konsantrasyonlarindaki degisim gebelik komplikasyonlarmin saptanmasinda bir

belirteg olarak kullanilabilir(26) .

2.3.1. miR-200c

miR-200c, miR-200 ailesi’nin (miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-429) bir
tiyesidir. miR-200 ailesi mir-141 ile birlikte 12.kromozom (12g13.31)’dadur.

mMiR-200¢’nin hiicrede fizyolojik olarak proliferasyon, hiicre dongiisii kontrolii,
apoptozis, patolojik olarak kanser invazyonu, metastaz, oksidatif hasar ve endotel

disfonksiyonu ile iliskili oldugu diistiniilmektedir.

A.
cu - a u u gg
cc cguc uuaccc gcaguguu ggg gc a
N N g
gg guag aauggg cgucauaa cuc ug g
ag u c u - a9
B.

200bg200agy 429
Chr 1p36.33 Chr 12p13.31
miR-200b UAAUACUGCCUGGUAAUGAUGA

miR-200c UAAUACUGCCGGGUAAUGAUGGA
miR-429 UAAUACUGUCUGGUAAAACCGU

miR-200a UAACACUGUCUGGUAACGAUGU
miR-141 UAACACUGUCUGGUAAAGAUGG

Sekil 8: miR-200 ailesi
(154) nolu kaynaktan Tirkcelestirilmistir. Sekil A: Prekiirsér miR-200c Sekil B: miR-200
ailesi
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miR-200c, hipoksiye cevabi diizenlemede 6nemli rol oynayan HIF-1a'y1 azaltir.
miR-200c ekspresyonu arttik¢a hipoksiye karsi verilen yanit zayiflar. HIF-1a bir
transkripsiyon faktoriidiir ve hipoksi ile iliskili miRNA’larin ekspresyonunu
diizenlerken, HIF-1o da miRNA'lar tarafindan diizenlenir(155). HIF-1a, oksijen
konsantrasyonun diisiik oldugu durumlarda gesitli genlerin transkripsiyonunu
diizenleyerek hiicrenin bu kosullara adaptasyonunu saglar. HIF-1a’nin,
preeklampsi hastalarinin plasenta trofoblastlarinda asir1 ekprese edildigini belirten
caligmalar mevcuttur. Preeklampside hipoksik kosullarin HIF-1a’nin ekpresyonunu
arttirdigi, HIF1’in, trofoblast farklilasmasinin gii¢lii bir inhibitoérii olan TGF-$3
ekspresyonunu diizenledigi belirtilmistir. TGF-B3 preeklamptik plasentada asiri
eksprese edilir. HIF-1a aracili TGF-B3 ekspresyonunun trofoblastlarin invazyon
yeteneklerinin  gelisememesine ve bdylece de preeklampside trofoblast
disfonksiyonuna yol agabilecegi diistiiniilmektedir. VEGFR — 1 reseptorii Flt1 geni
tarafindan kodlanir. HIF-1a bu genin promotdriine baglanarak hipoksik kosullarda
diizenlenmesini saglar. HIF-1a anjiyojenik faktorleri (VEGF, PIGG ve VEGFR-
1/FItl) ve TGF-B3 ekpresyonlarmi etkileyerek endotel disfonksiyonuna yol
acabilir, preeklampsinin etyopatogenezinde rol oynuyor olabilir(156). HIF la
oksijen seviyesinin normal oldugu sartlarda hizlica bozulmaya ugrar ve 5 dakika

gibi kisa bir yar1 dmrii vardir.

Endotel disfonksiyonunda 6nemli rol oynayan miRNAlardan birisi de miR-
200c’dir. Oksidatif stres miR-200c upregiilasyonunu saglar, upregiile olan miR-
200c ZEB1(zinc finger E-box binding homeobox-1) molekiiliinii inhibe ederek
endotelyal hiicrelerin apoptozunu uyarir(27). Oksidatif stres ile artan miR-200c'nin,
endotelde Sirtuinl (SIRT1), eNOS ve forkhead box (FOXOT1) arasinda mevcut olan
otoregiilasyon dongiisiinii bozdugu ve bdylece NO azalmasina ve reaktif oksijen

tiirlerinin (ROS) artmasina neden oldugu gosterilmistir(157).

miR-200c ailesi, ROS tarafindan indiiklenir, miR-200c’nin apoptoz, yaslanma,
ROS artis1 ve NO azalmasindan en fazla sorumlu olan iiye oldugu ve endotel yal
disfonksiyona sebep oldugu diistiniilmektedir(27). miR-200c’nin hem ROS ile
indiikleniyor olmasi hem de ROS artisina sebep olmasi, NO biyoyararliligini

degistirmesi preeklampsi etyopatogenezine katkida bulunuyor olabilir.
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Intrauterin biiylime geriligi, plasenta patolojileri ile iliskilidir. Intrauterin
biiyiime geriligi olan gebeliklerde maternal plazmada miRNA diizeylerinin arttigini
belirlenmistir(26).

Preeklampsinin etyopatolojisinde oldugu gibi kararsiz plaklarin altyapisinda da
endotel disfonksiyonu, ROS ve enflamasyon yer alir. miR-200¢’nin, aterosklerotik
plak progresyonu ile iliskili oldugu ve yiiksek embolik risk tagiyan hastalarda

biyobelirte¢ kullanilabilecegini gosteren ¢alismalar mevcuttur(158).

miR-200c, VEGF’yi hedef alarak mRNA ve protein seviyelerini degistirdigi
preeklamptik grupta miR-200c ekspresyonlarinin artarak VEGF diizeylerinin
azaltabilecegi belirtilmistir(159).

PE modeli olusturulan sigan modellerinde, hasta grubunun plasenta
trofoblastlarinda miR-200c ekspresyonun kontrol grubuna gore anlamli olarak daha
yiiksek oldugu bulunmustur. mir-200c ekspresyonun artmasi, Bax ve Kaspaz-3’i
upregiile ederken, Bcl-2’yi downregiile eder.Bu sekilde plasental trofoblastlarda
apoptozisi arttirabilir. miR-200¢’nin asir1 eksprese edildigi PE grubunda apotozisin
arttigi flowstometri ile  gosterilmistir. MiR-200c, Wnt/p-katenin sinyal yolu
hedefler ve diizenler boylece PE'nin gelisimi ve ilerlemesinde rol oynayabilecegi

diistiniilmektedir.(161).

2.4.Vaskiiler peroksidaz 1 (VPO1)

Vaskiiler peroksidaz 1 (VPOI1, eski adi Peroksidasin) hem grubu igeren,
peroksidaz enzim ailesinin yeni tanimlanmis bir {iyesidir(162). Bu enzim insan
viicudunda baslica endotelyal hiicrelerde, kalp ve diiz kas hiicrelerinde {iretilir ve

dolasima salinir.

NAPDH +202 NOX, NADPH'+ H'+

202" + 2H’ SODI H20:2+ 02

ClI'+Hz20:2 + H* VP01I HOCI+ H20

Sekil 9: NOX, SOD ve VPO1 yolaklari
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VPOL1, fizyolojik kosullarda, giiglii bir oksidan olan hipokloréz asit (HOCI)
tiretimini katalize eder(163). HOCI, Oz ve H20; bilesiklerinden daha oksidan bir
molekiildiir. H2O2 SOD enziminin aktivitesiyle veya Oz ‘den kendiliginden
olusabilir. Olusan H2O», ortamdaki CI" iyonlar1 varliginda VPOI1 ile HOCI’yi
olusturur. Arastirmalar, VPOI’in gii¢li bir oksidan bilesik olan HOCI’yi
olusturarak oksidatif hasara neden oldugunu gostermistir. Endotel dokusu
hasarinda VPOI1 o6nemli bir rol oynamaktadir. VPO1 aracili oksidatif stresin
kardiyovaskiiler hastaliklarda (hipertansiyon, pulmoner arteriyel hipertansiyon,
miyokardiyal iskemi gibi ) kilit rol oynadig1 birgok ¢aligmada gosterilmistir(164—
166). VPOI’in oksidan etkisinin yaninda ayrica fibroblast proliferasyonunu
tetikleyerek iskemi sonrasi fibroziste direkt olarak rol oynayabilecegini gdsteren
caligmalar da mevcuttur(164). VPO1’in kardiyovaskiiler sistemdeki etkileri Sekil

10°da Ozetlenmistir.

Cesitli Durumlar Diger Yolaklar
(Iskemi-reperfizyon,
hipertansiyon vs.}

M 0!1
Zayf
- |
T
gn.u.l ] ] Kardiyovaskiler
Orta Oksidatif Stres Degisiklikler
» $ | -Mekroz
-Apoptozis
-Proliferasyon
UP°11 Gl.l!;ll.l -Fibrozis
—

Ekstraselliiler
matrix
formasyonu

Sekil 10: Kardiyovaskiiler sistemde NOX, SOD ve VPO1 aracili oksidatif stres
((167) numarali kaynaktan Turkgelestirilmistir.)
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HOCI, direkt olarak DNA, lipit ve proteinlere oksidatif hasar verebilir. Ayrica
apoptotik yolaklar1 aktive edebilir, onkotik hiicreleri 6ldiirmede de gorev alir.
Sitotoksik etkisi yiiksek konsantrasyonlarinda goriiliir. Diisiik konsantrasyonlarda
MAPKinaz yolaklarimi aktive ederek hiicrenin biiylimeSinin durmasma veya
apoptozisine sebep olabilir(168). Notrofiller basta olmak {izere myeloperoksidaz
enzimi ile iretilerek bakteri ve diger mikroorganizmalara karst kullanilir.
Bakterilerde DNA’y1 ve ATP iireten sistemleri hedef alir. HOCI bir¢ok biyolojik

substratin oksidasyon ve klorinasyon reaksiyonlarini uyarabilir.

Oksidatif stresin, preeklampsi etyopatolojisinde yer aldigi bilinmektedir.
Preeklampside uteroplasental vaskiiler direncin arttigi bildirilmektedir. Reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) ve reaktif azot tiirlerinin (RNS) artan seviyelerinin neden
oldugu doku hasarmin ortaya c¢ikabilecegi diisliniilmektedir. Pro- ve anti-
oksidanlar arasindaki denge, oksidanlar yoniinde bozulmustur. ROS ayrica
trombosit adezyon ve agregasyonunu tetikleyerek intravaskiiler koagiilopatiye
neden olabilir. Koagiilopati, plasental enfarktiise ve fetiisiin beslenmesinin
bozulmasima neden olur. Plasental iskemi, ROS’tan koruyucu olan katalaz,
stiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi plasental
antioksidan enzimlerin aktivitesinin azalmasma da neden olur.Oksidatif hasar,
preeklampside hipertansiyon ve proteiniiri basta olmak {izere, preeklampsi

bulgularina sebep olur (169).

2.5. Humanin (HN)

Humanin (HN), 2001 yilinda kesfedilen, antiapoptotik, mitokondri kaynakli 24
aminoasitli bir peptittir(170). Mitokondri 16S RNA kodlama bolgesindeki
mitokondriyal DNA’nin a¢ik okuma alanindan (open reading frame-ORF)
kodlanan mitokondriyal tiirevli peptitler (MDPs) olarak isimlendirilen polipeptit

ailesnin ilk kesfedilen iiyesidir.
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Sekil 11: Humanin

((171)Numarali kaynaktan Turkgelestirilmistir.)

Merkezinde hidrofobik, N-terminalinde pozitif yiikli, C-terminalide negatif
yiikli olmak {izere ii¢ boliimden olusur.Sinyal iletiminde Leu9-LeulO-Leull
bolgesi gorev alir. Sitoproteksiyonda Pro3-Pro19 gorev alirken, sinyalizasyonda
en kritik aminoasit Leu-10’dur. IGF baglayici proteine (IGFBP-3) baglanmast i¢in
gerekli bolge Phe6 ve Lys21’dir. HN’in analoglart HNG, HNGF6A, HN-C8P ,
HNG17, HN-S7A, gibi analoglar1 bilinmektedir. HN’in sentetik tiirevi olan HNG,
HN’den 1000 kat daha giiclii aktiviteye sahiptir. Yapilan ¢aligmalarda HN’in
hiicreleri oksidatif stres, hipoksiden korudugu, kardiyovaskiiler ve ndrodejenaratif

hastaliklarda da gelecekte tedavi amagli kullanilabilecegi diistiniilmektedir(171).
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Sekil 12: Humaninin hiicresel etkileri

((172) numarali kaynaktan Tiirkgelestirilmistir.)

Vaskiiler endotelde sentezlenen humanin, membran reseptorlerine ve hiicre igi
bilesiklere baglanarak etki gdsterebilir.Membran reseptorlerine baglanarak
antiapoptotik etkisini gosterebilecegi diistiniilmektedir. Baglandiklar1 reseptorler
arasinda; GPCRs, FPRLI1, FPRL2 ve {iglii reseptor CNTFR/WSX-1/gp130 bulunur.
Humanin hiicre iginde proapoptotik olan Bax proteini etkilesir(173).Bax’in
transferini ve konformasyonel degisimini engeller.Bu sekilde apoptozisin ilk adimi1
olan sitokrom c¢ salinimi inhibe edilip apoptozisi durdurdugu gosterilmistir. HN,
ayrica tBid ile Bax oligemerasyonunu da dnleyerek bu etkisine katkida bulunur.
Preeklamptik plasenta trofoblastlarinda kontrollere gdre apoptozis arttigini

gosteren ¢aligmalar mevcuttur(174).

HN ile ilgili yapilan ilk arastirmalar daha ¢ok norodejenatif hastaliklar

iizerinedir, amiloid oncii protein (APP) aktivasyonunu inhibe ettigi boylece
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noroprotektif etki gosterdigi bildirilmistir(170). HN’in; IGFPB3 (insulin-like
growth factor-binding protein 3) ile etkilesime girerek glial hiicrelerde IGFBP3
aracilt apoptozisi durdurabilecegi, ayrica iki molekiiliin birlikte sinerjitik etki

gostererek amiloid-b-aracili apoptozisten néronlart korudugu belirtilmistir(171).

Yapilan c¢alismalarda HN’in serum diizeylerinin yas arttikga azaldigi
gozlenmistir(175).Mitokondriyal fonksiyon yasla birlikte azalir ve bu durum da
oksidatif stresin artmasina sebep olur. Oksidatif hasarin yasla birlikte artmasinda
sebep olan bu durum kardiyovaskiiler hastaliklar (myokard infarktiisi,
hipertansiyon, inme vs.) ve norodejeneratif hastaliklar (Alzheimer, Parkinson vs.)
icin 6nemli bir role sahiptir(176). HN, noronlar1 AP sebepli hiicre apopitozuna kars1
koruyucu etki tagir. Mitokondriyal membran potansiyelini diisliriir ve apopitozun
onemli basamagi olan sitokrom c salimini engeller(177). Oksidatif stresin arttigi
bazi hastaliklarda HN’in upregiilasyonu ile kompansasyon saglanmaya calisildigini
gosteren  calismalar  mevcuttur.  Iskemi-Reperfiizyon  sonras1  fare
myokardiyositlerinde HN diizeyinin arttigr, MELAS sendromlu hastalarin
myositlerinde HN ekspresyonunun arttigi gozlemlenmistir(175,178). Buna karsin
endotel fonksiyonun bozuldugu hastaliklarda HN diizeylerinin azaldigini gosteren
arastirmalar, profilatik tedavide kullanildiginda endotel fonksiyonu korudugunu
savunan deneysel ¢alismalar da mevcuttur. HN’in analogu olan HNG nin, iskemide
profilaktik olarak veya reperflizyonda tedavi olarak uygulandiginda infarkt alanini
azalttigl, tedavi edilen farelerin daha iyi myokardiyal aktivite gosterdigi
bildirilmistir(175). Baska bir ¢aligmada diger bir HN analogu olan HNGF6A ile
tedavi edilen, Apo-E eksiligi olan farelerin aortunda aterosklerotik plak boyutunun

kiiciildiigli, endotel disfonksiyonun ise geriledigi gézlemlenmistir(40).

Preeklamptik gebelerde yapilan bir ¢alismada saglikli gebelere gore serum
humanin degerlerinin anlamli olarak degistigi bulunmustur(42). Vaskiiler endotel
duvarlarinda eksprese edilen HN’in oksidatif strese karsi koruyucu olarak gérev
alabilecegi belirtilmistir(179).
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2.6. MOTS-c (mitochondrial open-reading frame of the twelve S rRNA-c)

MOTS-c mitokondriyal DNA'da (mtDNA) kodlanan, 16 aminoasitlik bir
peptittir. HN gibi, mitokondri genomunun agik okuma ¢ercgevelerinde kodlanan,
mitokondriyal tiirevli peptitler (MDPs) isimli polipeptit ailesnin bir iiyesidir.
MOTS-c geni 51 baz ¢iftinden olusur, yiiksek miktarda eksprese olur, translasyonu
ise stoplazmada gergeklesir. Yapisindaki aminoasit dizilimi Met-Arg-Trp-GIn-Glu-
Met-Gly-Tyr-lle-Phe-Tyr-Pro-Arg-Lys-Leu- Arg seklindedir(180).

125 rRNA
ATGAGGTGGCAAGAAATGGGCTACATTTTCTACCCCAGAARACTACGATAG
mtDNA Mitokondrival Translasyon: M*

Sekil 13: MOTS-c agik okuma cergevesi

((180) numarali kaynaktan Tirkgelestirilmistir.)

MOTS-c, hiicrede stoplazmadan niikleusa gegerek DNA ile etkilesir, etkisini
adenozin monofosfat ile aktiflesen kinaz (AMPK) iizerinden gosterir. Kiigiik
boyutlu bir peptit oldugu igin niikleus porlarindan kolayca gegebilir, tasiyicisi
yoktur. Kendisine 6zgii baglandigi spesifik bir reseptor hentiz bulunmamistir(181).
Yapilan hayvan ¢alismalarinda kalp, testis , iskelet kas1 , vazoendotelyal duvar gibi

bir¢ok dokuda sentez edildigi gdzlemlenmistir.

MOTS-c, AMPK yolagini uyararak glukoz diizeylerinin diizenlenmesini saglar.
De-novo piirin sentezi ve metiyonin-folat dongiisiindeki gorev alan genlerin
ekspresyonlarin1 degistirerek metiyonin ve 5SMe-THF (5metil-tetrahidrofolat)
diizeylerinde azalmaya, homosistein diizeylerinde ise artmaya sebep olur. De-novo
piirin sentezi, SMe-THF diizeylerinde azalma ile inhibe olur ve bu ylizden AICAR
(S-aminoimidazol-4-karboksamitriboniikleotit) birikir. Artan AICAR, AMPK
yolagini uyarir, bdylece kas hiicrelerinde oksidatif fosforilasyon artar glukoz

direnci diiser, yag asidi oksidasyonu artar(180,182).
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Sekil 14: MOTS-c'nin etkileri

((180) numarali kaynaktan Tirkgelestirilmistir.)

Obez erkek cocuk ve adolesantlarda dolasimdaki MOTS-c seviyeleri anlaml
olarak diigiik bulunmus ve instilin direnci ile iliskili oldugu gdsterilmistir. Diyabette
uzun siiredir kullanilan bir ila¢ olan metforminin, AMPK yolagini aktive ederek
etkisini gosterdigi bilinmektedir. Bu yiizden ¢ocukluk ¢agi obezitesinde insiilin
direncini gostermede yeni bir biyobelirte¢ olabilecegi, tedavide Tip 2 DM in
tedavisinde yeni bir ilag olarak kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir(183). Diger bir
calismada overektomi yapilan farelere intraperitonal MOTS-c uygulanmis;
overektominin neden oldugu viicut agirligr artisi, insiilin direnci, enflamasyonu
onledigi gozlemlenmistir. Postmenapozal metabolik disfonksiyonda yeni bir ilag

olarak kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir(184).

AMP-aktive Protein Kinaz (AMPK) Yolagi: Uzun siliren egzersizlerde

dolasimdaki glukoz seviyesi dengede tutmaya ¢alisan metabolik yolaklardan biri de
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AMPK Yolagidir. Iskelet kaslar1 dolasim glukoz seviyelerini diizenlemede énemli
bir rol oynasa da uzun siireli egzersizlerde mitokondriler ADP’yi ATP’ye
cevirmede yetersiz kalir ve ADP diizeyleri artar. Artan enerji ihtiyacini karsilamak
icin AMPK yolagi kullanilir. Adenilat kinaz, sitoplazmada iki ADP’den bir ATP ve
bir AMP olusturur. Artan AMP , AMPK enzimini fosforilleyerek aktive eder.
AMPK , ATP kullanan yolaklart inhibe ederken ATP iireten yolaklar1 uyarir.
Kaslarda glukozu hiicre i¢ine alan GLUT-4’lin ekspresyonunu arttirir, glikoliz
enzimlerinden hekzokinazi, TCA enzimlerinden siiksinat dehidrojenaz (SDH) ve
sitrat sentazi aktive eder, oksidatif fosforilasyonda sitokrom c’nin tiretimini arttirir.

Asetil-KoA karboksilazi (ACC) inhibe ederek yag asidi oksidasyonu arttirir.

Koroner hastalig1 olanlarda plazma MOTS-c seviyeleri kontrol grubuna gore
daha diisiik bulunmustur . MOTS-c’nin asetilkolin aracili vazodilatasyonu uyardig,
enflamasyon ile iliskili genlerin ekspresyonunu baskiladigi gosterilmistir.Bu
yizden dolasgimdaki MOTS-c seviyesinin, endotelyal fonksiyonla iliskili
olabilecegi diistiniilmektedir. MOTS-c peptidinin direkt olarak vazoaktif bir 6zellik
tasimadigi ancak dolasimdaki diisik MOTS-c seviyelerinin endotel disfonksiyonu

ile anlamli olarak iligkili bulundugu ¢alisilmistir(185).

Endotel disfonksiyonu; artan siiperoksit tiretimi, bozulmus NO aktivitesi,
endotel apoptozu, inflamasyon ve azalmis endotele bagimli vazodilatasyon ile
karakterize bir durumdur. AMP-aktive protein kinaz (AMPK) hiicresel enerji
durumunun bir sensorii gibi vazife goriir. Endotel hiicre enerji durumunu, otofajiyi
arttirarak, apoptozisi ise azaltarak diizenler. eNOS aktivasyonunu uyarir ve
enflamasyonu inhibe eder . Damarlarda AMPK ’nin uyarilmasi endoplazmik stresin
arttigt  durumlarda, yiiksek glukoz seviyelerinde, hipertansiyonda damarin
vazodilatasyon yetenegini arttirir.  Yapilan calugsmalar MOTS-C’nin endotel
fonksiyonunu iyilestirebilen AMPK’y1 aktive ettigini gdstermistir. Endotelyal
hiicrelerden eNOS aracilit NO iiretimi énemli bir rol oynar. Fosfatidilinositol-3
kinaz (PI3K) ve AKT NO fdretiminin 6nemli aktivatorleridir. AMPK,
PIBK/AKT/eNOS yolagini upregiile ederek endotelin vazodilatasyon yetenegini
iyilestirebilir. MOTS-c, inflamatuar gen ekspresyonunu inhibe ederek inflamasyon
aracili ED’u azaltabilir(185). MOTS-c seviyelerinin disiikliigii preeklampsideki

artmis inflamasyona katkida bulunuyor olabilir.
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Sicanlarda vaskiiler kalsifikasyon modeli olusturulmus, MOTS-c verilen grupta
kalp fonksiyonlarinin, damar elastik yapisinin iyilestigi, kalsiyum seviyelerinin
distiigii, ALP aktivitesinin yar1 yartya azaldigi, hem sistolik hem de diastolik kan
basincinin neredeyse kontrol grubu diizeylerine indigi gézlemlenmistir(185). Biitiin
bu veriler birlikte ele alindiginda, MOST-c cesitli mekanizmalarla endotel
fonksiyonun siirdiiriilmesinde 6nemlidir. Preeklampsi etyopatogenezinde en
onemli mekanizmalardan biri endotel disfonksiyonudur. Preeklampsili hastalarin
endotelinde NO, prostasiklin gibi vazodilatér ajanlarin iiretimi azalmistir. NO
tretiminin azalma sebebi, MOTS-c eNOS yolagindaki bir patolojiden
kaynaklaniyor olabilir. Diisiik MOTS-c seviyeleri, AMPK’nin PI3K/AKT/eNOS
yolagim1 upregiile edememesine ve endotelin vazodilate olamamasina neden

olabilir. MOST-c, preeklampsi igin potansiyel bir biyobelirte¢ olabilir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Calisma gruplarinin olusturulmasi

Bu calisma, Istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Etik
Kurulu'nun (07/12/2018 tarihli, 106555 sayili yazi) onayr alinarak
gerceklestirilmistir. Calismaya katilan tiim bireylere, g¢alismanin Oncesinde

bilgilendirilmis goniillii olur formu verildi ve imzalatilarak onam belgesi alindu.

Calisma gruplarimiz; Mart 2020-Agustos 2020 tarihleri arasinda Istanbul
Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Kadin Dogum Klinigi’ne
bagvuran bireyler arasindan secildi. Bireylerin anamnezleri alindi, diglama kriterleri
acisindan degerlendirildi. Muayene ve laboratuvar sonuglarina goére ACOG
kriterleri g6z Oniine alinarak 50’si preeklampsi 30’u kontrol, toplam 80 gebeyi

kapsayan ve agagida belirtilen sekilde hasta ¢alisma gruplari olusturuldu.

Kontrol grubu (n:30)

V' Gebeligin 20. Haftasindan sonra bagvuran, preeklampsi kriterleri ve diglama
kriterlerine uymayan 30 gebe (Yas ortalamast 26,7+4,9 yil, Gebelik haftasi
ortalamasi 32.2+4,8 hafta).

v Erken kontrol grubu: Kontrol grubundan gebelik haftas1 20-34 hafta arasinda
olan 15 gebe (Yas ortalamasi 26,4+4,1 yil, Gebelik haftas1 ortalamas1 27,9+2,7
hafta)

v Geg kontrol grubu: Kontrol grubundan gebelik haftas1 34 haftadan ge¢ olan
15 gebe (Yas ortalamasi 26,9+,5,5 y1l, Gebelik haftasi ortalamasi 36,6+1,4 hafta)

Preeklampsi grubu (n:50):

ACOG tani kriterleri rehber alinarak preeklampsi tanisi alan 50 gebe, 34. Hafta
once ve sonrasi olmak iizere erken ve ge¢ preeklampsi olarak 2 gruba ayrilmistir

(Yas ortalamasi 29,1+ 6,1y1l, Gebelik haftasi ortalamas1 32,2+5 hafta).
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v Erken preeklampsi grubu: 34. Gebelik haftasindan daha 6nce tani almig 25
hasta (Yas ortalamasi 3146 yil, Gebelik haftasi ortalamas1 27,9+3,2 hafta)

v Geg preeklampsi grubu: 34. Gebelik haftasindan daha sonra tani almis 25 hasta
(Yas ortalamasi 27,1+5,6 y1l, Gebelik haftasi ortalamasi 36,6+1,69 hafta)

3.2. Calismadan dislanma kriterleri

Asagidaki 6zelliklerden birini tastyan gebeler ¢alismaya alinmamustir.

e Akut veya kronik enfeksiyoz hastaliklar ve sepsis

e Akut enflamatuvar hastaliklar ve kronik enflamatuvar hastaliklarin akut

alevlenme donemleri

e Siddetli iskemik hastalik (akut veya gecirilmis MI, gegirilmis SVO,

gecirilmis koroner/periferal arter revaskiilarizasyon operasyonu)
e Cogul gebelik
e HELLP sendromu
e Eklampsi gelistiren gebeler
e Son adet tarihi ile giinlemeye (dating) gore yas tahmini uyusmayan gebeler

e Bilgilendirilmis onam vermeyen ya da sonradan onamlarin1 ¢cekmek isteyen

hastalar
o Koagiilopatisi olan hastalar veya antikoagiilan tedavi alan hastalar
e Tedavi alan preeklamptik gebeler

e Kronik hastaligi olanlar (HT,DM,KAH vs.)
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3.3.  Orneklerin alinmasi ve galisilan parametreler

10-12 saat gece agligi sonrasinda 08.00-10.00 saatleri arasinda vendz kan
alinma islemi yapildi. Ornekler 6n koldan ikiser tane jelli serum tiiplerine (BD SST
I, 5 mL, 367953), EDTA’ll tiiplere (BD K3 EDTA, 2 mL, 367836) alindu.
Numuneler 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Ayrilan serum ve plazma
ornekleri ependorflara ayrilip etiketlenerek -30°C’de muhafaza edildi. Diger

tiiplerden rutinler Fikret Biyal Merkez Laboratuvarinda analiz edildi.

3.4. Yontemler

3.4.1. Serum miRNA-200c tayini
3.4.1.1. RNA izolasyonu
Izolasyon i¢in ExtractMe miRNA (BLIRT, Gdansk,Poland) kiti kullanild.
1. 200 pL B-merkaptoetanol, 20 mL miRNA Lysis tamponuna eklendi.
2. 87 mL etanol 124 mL miRNA-wash tamponuna eklendi.
3. Tamponlarin kapaklari, buharlagmay1 6nlemek i¢in iyice kapatildi.

4. -30°C’de muhafaza edilen serumlar, ¢alisma 6ncesinde oda sicakliginda

bekletildi.

5. Her bir ependorfa 200 pL serum daha sonra iizerlerine 400 pL miRLysis
tamponu pipetlendi. 10 saniye vortekslendikten sonra 3 dakika 14000g’de
santrifiij edildi.

6. 500 pL siipernatan, toplama tiiptindeki DNA piirifikasyon kolonuna transfer
edildi. 3 dakika 14000g’de santrifiij edildi. DNA kolonu ayrilip saklandi.
Filtreden akan ¢6zeltiden 450 pL alinarak 1,5 mL'lik steril ependorflara
pipetlendi.

7. Ependorflara 225 pL etanol eklenerek 10 saniye boyunca vortekslendi.

8. Toplama tiiplindeki RNA piirifikasyon kolonuna, hazirlanan karigim
pipetlendi. 3 dakika boyunca 14000g’de santrifiij edildi. RNA kolonu
ayrilip saklandi, filtrat ependorflara aktarildi.
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9. Elde edilen filtrat hacmi kadar etanol eklenerek vorteks ile iyice karistirildi.
650 uL pipetlenerek mMiRNA kolonuna aktarildi. 14000g’de 3 dakika
boyunca santrifiij edildi. Filtrat atildi. miRNA kolonu ve toplama tiipii
tekrar kullanildi.

10. Artmis olan 6nceki filtrat miRNA kolonuna aktarilarak 14000g’de 3 dakika
boyunca santrifiij edildi.

11. miRNA baglanmis mini kolonlar hazirlandi.

12. Mini kolonlara 500’er uL. miRNA-wash tamponu eklendi. 14000g’de 2
dakika boyunca santrifiij edildi. (Bu basamak ii¢ kez tekrarlandi.)

13. En son santrifiij yapildiktan sonra altta kalan filtrat atildi. 2 dakika boyunca
14000g’de bos santrifiij yapildi.

14, Santrifiijden sonra filtrat ve toplama tiipii atildi. Minikolonlar steril

ependorf tiiplerine konuldu. Kurumasi beklendi.

15. Minikolonlardeki membranlarin ortasina gelecek sekilde 70 pL miREB
(elisyon) tamponu eklendi. 2 dakika beklenildi. 11000g’de 2 dakika
santrifiij yapildi.

16. RNA  konsantrasyon ve safligit  NanoDrop  spektrofotometrede
(ThermoFisher Scientific, Wilmington, DE 19810, USA) olgiiliip,
kaydedildi. Niikleik asit 6l¢limii i¢in 260 nm, kontaminasyon i¢in 230 nm
dalga boyu kullanildi. Her bir 6rnek i¢in 260 ve 230 nm absorbans degerleri
ve 260/230 oranlart tablo haline getirildi. 260/280 veya 260/230 orani saflik
(~1,8 ve 2,0) belirlemede kullanildi.

17. Ayristirilmig olan miRNA’larin bulundugu ependorflar bir sonraki asamada

calisilmak iizere -30°C’de muhafaza edildi.

3.4.1.2. cDNA Sentezi

cDNa sentezi i¢in “WizScript™ cDNA Synthesis Kit (High Capacity)” kiti
kullanildi.
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Tablo 2: miR-200c ve U6 primer sekanslari

miR-
200c
RT
primer

GAAAGAAGGCGAGGAGCAGATCGAGGAAGAAGACGGAAGAATGTGCGTCTCGCCTTCTTTCTCCATCAT

miR-
200c F
primer

GCGGTAATACTGCCGGGTAA

miR-
200c R
primer

CGAGGAAGAAGACGGAAGAAT

U6 F
primer

GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT

U6
RT/R
primer

CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT

Tablo 3: cDNA Sentezi Master Karisim Hazirlama Oranlari

REAKTIF HACIM
10X Reaksiyon Tamponu 2 uL
20X dNTP karisimi 1 uL

RT primer miR-200c 1ulL

RT primer U6 1 uL
WizScript™ RTaz 1 uL
RNaz Inhibitorii 0,5 uL
RNaz’s1z Su 3,5 ulL
TOPLAM 10 pL.

1. Onceden spektrofotometrede yapilan konsatrasyon &lgiimiine gére herbir

ornek igin diliisyonda kullanilacak su hacmi hesaplandi. Ornekler oda
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sicakligina ¢ikartilip, RNA konsantrasyonu 1 ng/uL olacak sekilde diliie
edildi.

2. Ana 2X RT karisimi, mikrotiiplere tabloda belirtilen oranlarda 80 hasta igin
hazirland1 (Tablo 3).

3. Hazirlanan karisim nazikge karistirildi.
4. Kuyucuklara 10 uL 2X RT karigimi1 mikroplaklara pipetlendi.

5. Her kuyucuga 10 pL miRNA 06rnegi eklendi ve birkag kez pipetlenerek

karismasi saglandi. (Boylece 2X RT karisimi yar1 konsantrasyona inmis oldu.)

6. Hava kabarciklar1 ve diger kat1 partikiilleri ¢oktiirmek igin kisaca santrifiij

yapildu.
7. Tipler RT reaksiyonu yapilana kadar buzda bekletildi.

8. Mikroplate StepOnePlus real-time PCR (Applied Biosystems, Carlsbad, CA,
USA) cihazina vyerlestirildi. RT reaksiyon karisimi tabloda(Tablo 4)
belirtildigi gibi inkiibe edildi.

9. Sentezlenen cDNA’lar, real-time PCR’da kullanilmak tizere —30°C’de

saklandi.

Tablo 4: cDNA RT protokolii

Adim 1 Adim 2 Adim 3 Adim 4

Sicakhk 25 37 85 4

((®)

Zaman 10 dk 120 dk 5dk o (Tercihe
bagli)

44



3.4.1.3. Real Time PCR

cDNA amplifikasyonu ve miR-200c ekspresyon seviyelerinin analizinde,
StepOnePlus real-time PCR cihazi1 (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) ve
spesifik AMPLIFYME SYBR Universal kiti (BLIRT, Gda nsk, Poland) kullanildi.
U6 (Small RNAControls from Applied Biosystems), endojen kontrol olarak
kullanildi.

3.4.1.4. Yontemin prensibi

RT (ES-ZAMANLI) PCR’da ortama 1siya dayanikli polimeraz enzimi,
tepkimelerin gerceklesmesi i¢in gerekli tampon ve kofaktorler, cogaltilacak olan
DNA o6rnegi, DNA’daki hangi hedef bolgeyi ¢ogaltacagimizi belirleyen primerler,
floresan boya ve DNA iplginin uzamasini saglayan niikleotidler eklenir. PCR
cihazinin icerisinde sicaklik belirli dongiiler igerisinde siirekli olarak degisitirilir.ilk
basamakta sicaklik 95°C’ye ¢ikartilir, denatiirasyon gerceklesir, DNA zincirleri
birbirinden ayrilir. Ikinci basamakta sicaklik 60°C’ye diisiiriiliir. Primerler tek
sarmalli DNA’lardaki hedef bolgelerine baglanirlar. DNA polimeraz enzimi
baglanmis primerlerin ucuna karsisindaki kalip DNA zincirine karsilik gelecek
sekilde ortamdaki niikleotidleri ekler.Ilk basamak denatiirasyon basamag:, ikinci
basamak baglanma ve uzama basamagi olarak adlandirilir. Bu iki basamak 40
dongii olacak sekilde tekrarlanir. Dongii sayisi arttikca hedef DNA bdlgesi stirekli
olarak cogaltilir. SYBR green boyasi ¢ift sarmalli DNA’ya baglanabilirken tek
sarmalli DNA’ya baglanamaz. Ortamdaki ¢ift sarmalli DNA’ya baglanarak
floresan 1s1ma yapar. Hedef DNA c¢ogaldik¢a dedektore diisen sinyal miktar artar.
Es zamanli PCR’da herbir dongtideki floresan sinyali olgiiliir. Hedef DNA ‘daki ilk
anlamlt artisin oldugu eksponensiyel faz gozlemlenir. Baglangigtaki hedef cDNA
konsatrasyonu ne kadar fazlaysa ekponensiyel artisin gézlemlendigi ilk dongii o
kadar erken olur. Floresans degerlerinin esik degerini gegtigi noktaya esik dongiisii
(Ct) denir. Ct degeri, sistemin floresan miktarindaki artis1 farketmeye basladigi ve
PCR firiiniinlin log-lineer fazda eksponensiyel olarak artmaya bagladigi dongii
sayisidir. 40 dongiliden sonraki Ct degerleri arkaplan giliriiltiisiinden ayirt

edilemedigi i¢in ¢cogalma olarak hesaplara katilamaz.
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Tablo 5: Real-Time PCR reaksiyon karisimi

Reaktif 1x 55x
Primer F (10 pM) 0,6 ul 33 ul
Primer R (10 pM) 0,6 ul 33 ul
PCR-grade su 6,4 ul 352 ul
50x High ROX ¢ozeltisi 0,4 ul 22 ul
gPCRmMuix (10x) 10 ul 550 ul

Real Time PCR su sirayla uygulandi:

1. Reaktifler ve cDNA 6rnekleri ¢ozdiiriildii ve karigmasi saglandi.
2. Reaksiyon karigimi tabloda belirtilen oranlarda karistirilarak hazirlandu.
3. Hazirlanan karisim, qPCR reaksiyon plagina pipetlendi.

4. cDNA kaliplari plaga eklendi. Herbir 6rnek ve kontrol ¢ift ¢alisildi. Plaklar
Ozel filmleri ile kapatildi. 1-2 dakika diisiik devirde santrifiij edildi.

5. Plaklar cihaza yerlestirildi.
6. Tablo 6°te belirtilen protokol uygulandi.

7. Cr (treshold cycle) degerleri kaydedildi.
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Tablo 6: 2 basamakl termal déngii protokolii

islem Sicaklik Zaman Dongii
Aktivasyon ve Denatiirasyon 95°C 180s
Denatiirasyon 95°C 5s
_ 35-45
Baglama/Uzama/ 60°C 305

Floresans Tespiti

Erime Egrisi Analizi

3.4.2. Plazma VPO1 diizeyinin tayini

Plazma VPOL1 diizeyinin tayininde ELISA (Enzyme Linked Immunabsorbent
Assay) yontemi kullanildi. (Human Peroxidasin Homolog ELISA Kit, Bioassay
Technology Laboratory, Katalog Numarasi: E5851Hu; ¢alisma i¢i %CV: 8,
calismalar aras1 %CV: 10)

3.4.2.1. Yontemin prensibi

Yontem, ELISA prensibine dayanmaktadir. Plaklar 6nceden insan VPO 1’e
spesifik antikorla kaplanmistir. Hasta d6rneklerinde bulunan VPO1, kuyucuklardaki
spesifik antikorlara baglanir. Daha sonra biotinle isaretlenmis antikorlar eklenir ve
ornekteki VPOL1’e baglanirlar. Boylece antikor-antijen-antikor sandvi¢ kompleksi
olusur. Streptavidin-HRP isaretli antikorlar ortama eklenir ve biotinle isaretlenmis
olan antikorlara baglanir.Kulucgka siiresinden sonra yikama yapilarak ortamdaki
baglanmamis Streptavidin-HRP uzaklastirilir. Substrat ¢ozeltisi eklenerek
gergeklesen enzim-substrat reaksiyonu sonucu olusan sar1 rengin yogunlugu, plakta
baglanan VPOL1 konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Asidik durdurma ¢ozeltisi

eklenerek reaksiyon durdurulur. 450nm’de absorbans degerleri 6l¢iiliir.
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3.4.2.2. Kullanilan ayiraclar

* Anti VPO1 antikorlariyla kapli 96 kuyucuklu plak

* VPO1 standart ¢ozeltisi (24ng/ml)

« Standart diliisyon ¢ozeltisi

« Streptavidin-HRP ¢ozeltisi

* Durdurma Cozeltisi

* Substrat Cozeltisi A

* Substrat Cozeltisi B

 Konsatre yikama tamponu

* Biotinle isaretli VPO1 antikor ¢ozeltisi

* Yikama ¢ozeltisi

3.4.2.3. Testin yapilis1

1.

2.

Ornekler ve ayiraglar oda 1s1sina getirildi.
Standart ¢6zelti hazirlanip seri seyreltmeler yapildi.

Plak kuyucuklarmin ilk 16 tanesine standartlardan 50ser puL eklendi, geri
kalan kuyucuklara 40 uL 6rnek ve 10 pL anti-VPOL1 antikoru eklendi.Daha
sonra kor kuyucugu harig¢ her kuyucuga 50 ulL streptavidin-HRP eklendi.
Plagin iistii kapatilip 37° C’de 60 dakika inkiibe edildi.

Kuyucuklar otomatik yikayicida 5 kez yikandi.

Her kuyucuga ilk énce 50 uL substrat A, daha sonra 50 pul. substrat B

¢oOzeltisi eklendi.

Karanlikta 37 © C’de 10 dakika inkiibe edildi.
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7. 50 uL durdurma ¢ozeltisi her kuyucuga eklendi. 450 nm dalga boyunda

absorbans 0l¢timii yapildi.
8. Standart egrisi olusturuldu.

9. Orneklerin konsantrasyonlar1 ng/ml cinsinden hesaplandi.

—4
25 o
.—""-/-._
20 . g
]
g g
15 p
£
2 / * Standards
2 / * Suppressed Stds
1.0 Standard Curve
e
0.5 /
.
L]

12 245678 91011121214 15161718 1920 21 22 2324

Concentration

Quadratic {y = Ax"2 + Bx + C)
A=.0.0036 B=0.2045 C=-0.1701, R-Square = 0.9935

Sekil 15: VPO1 Standart Egrisi

3.4.3. Plazma MOTS-c diizeyinin tayini

Plazma MOTS-c diizeyinin tayininde ELISA (Enzyme Linked immunabsorbent
Assay) yontemi kullanildi. (Human MOTS-c ELISA Kit, Bioassay Technology
Laboratory, Katalog Numarasi: CEX132Hu; ¢alisma igi %CV: 10, calismalar arasi
%CV: 12)

3.4.3.1. Yontemin prensibi

Yontem, yarismali inhibisyon enzim immunassay prensibine dayanmaktadir.
Plaklar 6nceden insan MOTS-c’ye spesifik antikorla kaplanmigtir. Kuyucuklarda
onceden kaplanmis antikorlar i¢in, biotin ile isaretlenmis MOTS-c ve
isaretlenmemis MOTS-C (standart veya numuneden gelen) arasinda yarigsmali

inhibisyon reaksiyon baglar. Kulugka siiresinden sonra yikama yapilarak
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baglanmayan konjugatlar ortamdan uzaklastiritlir. Daha sonra avidin-HRP
konjugati her kuyucuga eklenir ve tekrar kulugka siiresi beklenir. Bagli HRP
konjugat1 diizeyi numunedeki MOTS-c diizeyleri ile ters orantilidir. Substrati
ekledikten sonra olusan rengin siddeti numunedeki MOTS-c diizeyleri ile ters

orantilidir.

3.4.3.2. Kullanilan ayiraclar

* Anti MOTS-c antikorlariyla kapli 96 kuyucuklu plak
* MOTS-c standart ¢ozeltisi (2000ng/mL)

+ Standart dillisyon ¢ozeltisi

* Avidin-HRP ¢ozeltisi A

* Avidin-HRP ¢ozeltisi B

* Durdurma Cozeltisi

* TMB Substrat Cozeltisi

* Konsatre yikama tamponu

* Yikama ¢ozeltisi

3.4.3.3. Testin yapilis1

1. Ornekler ve ayiraglar oda 1s1sma getirildi. Ornek belirtilen oranda, PBS ile

seyreltildi.
2. Standart ¢ozelti hazirlanip seri seyreltmeler yapildi.

3. Plak kuyucuklarinin 50ser uL standarttan ve ornekten eklendi. Daha sonra
kor kuyucugu hari¢ her kuyucuga 100 pL streptavidin-HRP A eklendi.
Plagin iistii kapatilip 37° C’de 60 dakika inkiibe edildi.

4. Kuyucuklar otomatik yikayicida 1 kez yikandi, 2 dakika beklendi. Bu islem
2 kez daha tekrarlandi.

5. Her kuyucuga her kuyucuga 100 pL streptavidin-HRP B ¢ozeltisi eklendi.

6. Karanlikta 37 ° C’de 30 dakika inkiibe edildi.
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10.

11.

12.

13.

3.4.4.

Kuyucuklar 5 kez yikandi.

90 uL TMB Substrat Cozeltisi her kuyucuga eklendi.
Karanlikta 37 © C’de 15 dakika inkiibe edildi.

50 pL durdurma ¢6zeltisi her kuyucuga eklendi.

450 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimii yapildi.
Standart egrisi olusturuldu.

Orneklerin konsantrasyonlar1 ng/ml cinsinden hesapland:i (Kcjunior
v1.41.8)

e
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Sekil 16: MOTS-c Standart Egrisi

Plazma Humanin diizeyinin tayini

Plazma Humanin diizeyinin tayininde ELISA (Enzyme Linked Immunabsorbent

Assay) yontemi kullanildi. (Human Humanin ELISA Kit, Bioassay Technology

Laboratory, Katalog Numarasi: E4823Hu; calisma i¢i %CV: 8, calismalar arasi
%CV: 10)

3.4.4.1. Yontemin prensibi

Yontem, ELISA prensibine dayanmaktadir. Plaklar 6nceden insan HN’ine

spesifik antikorla kaplanmistir. Hasta Orneklerinde bulunan Humanin
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kuyucuklardaki spesifik antikorlara baglanir. Daha sonra biotinle isaretlenmis
antikorlar eklenir ve Ornekten gelen Humanin’e baglanirlar. Boylece antikor-
antijen-antikor sandvi¢ kompleksi olusur. Streptavidin-HRP isaretli antikorlar
ortama eklenir ve biotinle isaretlenmis olan antikorlara baglanir. Kulugka
siiresinden sonra yikama yapilarak ortamdaki baglanmamig Streptavidin-HRP
uzaklastirilir. Substrat ¢ozeltisi eklenerek gerceklesen enzim-substrat reaksiyonu
sonucu olusan sar1 rengin yogunlugu, plakta baglanan Humanin konsantrasyonu ile
dogru orantilidir. Asidik durdurma ¢ozeltisi eklenerek reaksiyon durdurulur.

450nm’de absorbans degerleri 6lgiiliir.

3.4.4.2. Kullanilan ayiraglar

* Anti Humanin antikorlariyla kapli1 96 kuyucuklu plak
» Humanin standart ¢ozeltisi (1920 ng/L)

+ Standart dillisyon ¢ozeltisi

* Streptavidin-HRP ¢ozeltisi

* Durdurma Cozeltisi

* Substrat Cozeltisi A

* Substrat Cozeltisi B

* Konsatre yikama tamponu

* Biotinle isaretli Humanin antikor ¢6zeltisi

* Yikama ¢ozeltisi

3.4.4.3. Testin yapilisi
1. Ornekler ve ayiraglar oda 1s1sma getirildi.
2. Standart ¢ozelti hazirlanip seri seyreltmeler yapildi.

3. Plak kuyucuklarinin ilk 16 tanesine standarttan 50ser pL eklendi, geri kalan

kuyucuklara 40 pL 6rnek ve 10 pL anti-Humanin antikoru eklendi.Daha
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sonra kor kuyucugu hari¢ her kuyucuga 50 pL streptavidin-HRP eklendi.
Plagin tistii kapatilip 37° C’de 60 dakika inkiibe edildi.

4. Kuyucuklar otomatik yikayicida 5 kez yikandi.

5. Her kuyucuga ilk 6nce 50 pl. substrat A, daha sonra 50 uLL substrat B

¢oOzeltisi eklendi.
6. Karanlikta 37 ° C’de 10 dakika inkiibe edildi.

7. 50 uL durdurma ¢ozeltisi her kuyucuga eklendi. 450 nm dalga boyunda

absorbans Ol¢limii yapildi.
8. Standart egrisi olusturuldu.

9. Orneklerin konsantrasyonlar1 ng/L cinsinden hesaplandh.
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Sekil 17: Humanin Standart Egrisi

3.4.5. Plazma Endoglin diizeyinin tayini

Plazma Endoglin diizeyinin tayininde ELISA (Enzyme Linked Immunabsorbent
Assay) yontemi kullanildi. (Human Endoglin ELISA Kit, Bioassay Technology
Laboratory, Katalog Numarasi: E3407Hu; c¢alisma i¢i %CV: 8, ¢alismalar arasi
%CV: 10)
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3.4.5.1. Yontemin prensibi

Yontem, ELISA prensibine dayanmaktadir. Plaklar 6nceden insan endogline
spesifik antikorla kaplanmistir. Hasta Orneklerinde bulunan endoglin
kuyucuklardaki spesifik antikorlara baglanir. Daha sonra biotinle isaretlenmis
antikolar eklenir ve 6rnekten gelen endogline baglanirlar. Bdylece antikor-antijen-
antikor sandvi¢ kompleksi olusur. Streptavidin-HRP isaretli antikorlar ortama
eklenir ve biotinle isaretlenmis olan antikorlara baglanir. Kulugka siiresinden sonra
yikama yapilarak ortamdaki baglanmamis Streptavidin-HRP uzaklastirilir. Substrat
cozeltisi eklenerek gerceklesen enzim-substrat reaksiyonu sonucu olusan sari
rengin yogunlugu, plakta baglanan Endoglin konsantrasyonu ile dogru orantilidir.
Asidik durdurma cozeltisi eklenerek reaksiyon durdurulur. 450nm’de absorbans

degerleri Olgiiliir.

3.4.5.2. Kullanilan ayiraclar

* Anti Endoglin antikorlariyla kapli 96 kuyucuklu plak
* Endoglin standart ¢6zeltisi (80ng/ml)
* Standart diliisyon ¢ozeltisi
* Streptavidin-HRP ¢ozeltisi
* Durdurma Cozeltisi
* Substrat Cozeltisi A
* Substrat Cozeltisi B
+ Konsatre yikama tamponu
* Biotinle isaretli Endoglin antikor ¢ozeltisi
* Yikama ¢ozeltisi
3.4.5.3. Testin yapilis1

1.Ornekler ve ayiraglar oda 1s1sina getirildi.
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2.Standart ¢cozelti hazirlanip seri seyreltmeler yapildi.

3.Plak kuyucuklarinin ilk 16 tanesine standarttan 50ser pL eklendi, geri kalan
kuyucuklara 40 pL 6rnek ve 10 pL anti-endoglin antikoru eklendi.Daha sonra kor
kuyucugu hari¢ her kuyucuga 50 pL streptavidin-HRP eklendi. Plagin tisti
kapatilip 37° C’de 60 dakika inkiibe edildi.

4.Kuyucuklar otomatik yikayicida 5 kez yikandi.

5.Her kuyucuga ilk 6nce 50 uL. substrat A, daha sonra 50 uL substrat B ¢6zeltisi
eklendi.

6.Karanlikta 37 ° C’de 10 dakika inkuibe edildi.

7.50 pL durdurma cozeltisi her kuyucuga eklendi. 450 nm dalga boyunda

absorbans 0l¢timii yapildi.
8.Standart egrisi olusturuldu.

9.0rneklerin konsantrasyonlar: ng/ml cinsinden hesapland.
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Sekil 18: Endoglin Standart Egrisi
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3.5. istatistiksel yontemler

Tiim istatistiksel analizler, Statistical Package for the Social Sciences “SPSS”
26.0 programi1 kullanilarak yapildi. Calismadaki sonuglar ortalama + standart sapma
(SD) olarak belirtildi. Verilerin normal dagilimi Kolmogrov-Smirnov testiyle
degerlendirildi. Normal dagilim gostermeyen verilerin logaritmast aliarak
parametrik testlerin degerlendirmesine uygun hale ¢evrildi. Gruplar aras1 kiyaslama
student t testi ile yapildi. Coklu grup testi kiyaslamasi Analysis of variance
(ANOVA) ile yapildi. Nonparametrik karsilagtirmalar igin ki-kare testi kullanildi.
Korelasyon analizleri Pearson analizi ile yapildi. Sonuclar % 95 giiven araliinda,

istatistiksel anlamlilik p<0,05 diizeyinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Demografik 6zellikler ve rutin laboratuvar parametreleri

Kontrol ve preeklampsi gruplarinin genel o6zellikleri ile rutin laboratuvar

sonuglari ortalama ve standart sapma olarak Tablo 7°da verilmistir.

Tablo 7: Demografik Ozellikler ve Rutin Laboratuvar Verileri

KONTROL PREEKLAMPSI p degeri’
n (Erken/Geg) 30 (15/15) 50 (25/25) ad
Yas (y1l) 27,4+4.6 28,4+5.3 ad
VKI (kg/m?) 28,8+5,1 30,1+3,7 ad
Sistolik Tansiyon 109,3£13,7 155,6£14,3 <0,001
(mmHg)
Diastolik 70,1+11,8 99,8+10,2 <0,001
Tansiyon
(mmHg)
Gebelik Haftasi 32,244,8 32,2+5,1 ad
(hafta)
Dogum Haftasi 38,3+1,5 34,2+4.5 <0,001
(hafta)
Total Protein(g/dL) 6,5+0,51 6,3+0,7 ad
Albumin(g/dL) 3,6£0,2 3,3£0,4 <0,005
Idrarda 0,09+0,3 2,2+0,9 <0,001
Protein(g/giin)
Fetal Kilo (g) 3296,7+440,7 2071,2+1047 <0,001

3 Preeklampsi ve kontrol gruplarinin karsilastirmast p<0,05 istatistiksel olarak
anlaml kabul edilmistir.
ad: Anlaml degil

VKI: Viicut kiitle indeksi
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* Preeklampsi ve kontrol gruplarinin yas ortalamalar1 karsilastirildiginda anlamli

fark saptanmadi.

» Preeklampsi ve kontrol gruplarmin VKI ortalamalari karsilastirildiginda anlaml

fark saptanmadi.

* Preeklampsi grubunun sistolik ve diastolik tansiyon degerleri kontrol grubundan
anlamli yiiksek bulundu (p< 0,001).

» Preeklampsi ve kontrol gruplar1 arasinda gebelik haftasi agisindan anlamli

farklilik gézlemlenmedi.

* Preeklampsi grubunun dogum haftasi, kontrol grubundan anlaml olarak disiik
bulundu (p< 0,001).

* Preeklampsi ve kontrol gruplarinin total protein diizeyleri karsilagtirildiginda

anlaml fark saptanmadi.

* Preeklampsi grubunun albiimin diizeyleri, kontrol grubundan anlamli olarak
diistik bulundu (p< 0,005).

* Preeklampsi grubunun idrar protein diizeyleri, kontrol grubundan anlamli olarak
yiiksek bulundu (p< 0,001).

* Preeklampsi grubunda fetal kilo diizeyleri, kontrol grubundan anlamli olarak
diisiik bulundu (p< 0,001).
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Kontrol ve preeklampsi alt gruplarinin genel 6zellikleri ile rutin laboratuvar

sonuglari, ortalama ve standart sapma olarak Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8: Kontrol ve preeklampsi alt gruplarinin genel ozellikleri ve rutin

laboratuvar sonuglari (Ort+SD)

EPK GPK EP GP
n 15 15 30 30
Yas (y1l) 27,9+3,2 26,9+5,7 29,8+27,1 27,1+5,8
VKIi (kg/m?) 27,3+4,9 30,35 29,2+4,3 31+2,8
Sistolik Tansiyon | 105,6+11,4 113,1+15 158,3+13,3* 153+14,9*
(mmHg)
Diastolik 68,1+8,4 72,1+14,4 103,5+10,2* 96,2+9,1*
Tansiyon
(mmHg)
Gebelik Haftasi 27,9+2,8 36,4+1,5* 27,9+3,3 36,6+1,73*
(hafta)
Dogum Haftasi 38+1,4 38,4+1,6 30,4+3,8* 37,6+1,4
(hafta)
Total Protein(g/dL) | 6,7+0,7 6,5+0,4 6,5+0,7 6,1+0,5
Albumin(g/dL) 3,8+0,3 3,5+0,1 3,4+0,4 3,3+0,4
drarda 0,1+0,3 0,1+0,3 2,4+1 2,1+0,9
Protein(g/giin)
Fetal Kilo (g) 3067+492,6 | 3373,2+411,3 1212,6+656,9 2861,2+628,2
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Preeklampsi alt gruplart birbirleriyle ve kontrol alt gruplari karsilastirildiginda;

* EPK, GPK, EP ve GP gruplarmin yas ve VKI ortalamalar1 arasinda anlamli fark

gorilmedi.

* Sistolik tansiyon degerleri EP ve GP gruplarinda, kontrol gruplarindan anlaml
olarak yiiksek bulundu (her ikisi i¢in p<0,001). EP ve GP gruplar1 arasinda anlamli
farklilik bulunmadi.

* Diastolik tansiyon degerleri EP ve GP gruplarinda, kontrol gruplarindan anlaml
olarak yiiksek bulundu (her ikisi i¢in p<0,001). EP ve GP gruplar1 arasinda anlaml
farklilik bulunmadi.

* Dogum haftast EP grubu icin GP, EPK ve GPK gruplarindan anlamli olarak
diisiik bulundu (p<0,001). GP, EPK ve GPK gruplar1 arasinda anlamli farklilik

bulunmadi.
* Total protein ve albiimin diizeyleri agisindan gruplar arast anlamli fark bulunmadi.

* Gebelik haftast GP ve GPK gruplarinda EP ve EPK gruplarina gore anlamli
yiiksek bulundu(her biri i¢in p<0,001). GP ve GPK gruplar arasinda anlami fark

bulunmadi. EP ve EPK gruplari arasinda anlamli fark bulunmadi.
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4.2.Plazma Endoglin, VPO1, MOTS-c, Humanin ve miR-200c

diizeyleri

Gruplarm plazma endoglin, VPO1, HN ve MOTS-c diizeylerinin ortalama ve

standart sapmalar1 Tablo 9 Ve Tablo 10°da goriilmektedir.

Tablo 9: Endoglin, VPO1, Humanin, MOTS-c ve miR-200c diizeylerinin ortalama

ve standart sapmalari

KONTROL PREEKLAMPSI
Endoglin (ng/mL) 11,8+7,35 18,5+17*
VPOL1 (ng/mL) 2,9+1,9 5,1+5,6*
MOTS-c (ng/mL) 1241,5+1949,7 1028,1+1842,8t
Humanin (ng/L) 118+228,1 116,3+209,9
miR-200c (2™-A€T) 0,12+0,08 0,17+0,12*

Preeklampsi grubunda kontrol grubuna gore endoglin ve VPO1 diizeyleri

anlamli olarak yiiksek bulundu (her ikisi i¢in de p<0,05).

MOTS-c diizeyleri preeklampsi grubunda kontrol grubuna gére anlamli olarak

diisiik saptand1 (p<0,05).

Humanin diizeylerinde preeklampsi ve kontrol gruplar1 arasinda anlamli fark

saptanmadi.

Preeklampsi grubunda kontrol grubuna gére, miR-200c ekspresyon diizeyleri

anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0,05).
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Tablo 10: Alt gruplarin Endoglin, VPO1, Humanin, MOTS-c ve miR-200c

diizeylerinin ortalama ve standart sapmalari

KONTROL PREEKLAMPSI

EPK GPK EP GP
Endoglin 15,6+8,9 8,1+1,6 17,8+20,4 19,3+13,1*
(ng/ml)
VPO1 (ng/ml) 3,8+2,3 1,9+0,2 5+7,1 5,1+3,8*
Humanin (ng/L) 205,39+301 30,6+19,2 70,5+120,2* 162,16+266,8*
MOTS-c (ng/mL)|  1386,8+2572,7 1096,3+1100 | 1503,1+2426 553+757,3t
miR-200c (2"-ACT) 0,12:0,08 0,11+0,07 0,14+0,13* 0,20+0,09**

EPK: Erken Preeklampsi Kontrol
GPK: Geg Preeklampsi Kontrol
EK: Erken Kontrol

GK: Geg Kontrol

Endoglin diizeyleri, EP ve GP gruplar aras1 anlamli fark gostermedi. EP ve
EPK gruplar1 arasinda anlamli fark saptanmadi. Endoglin diizeyleri ortalamasi

GP grubunda GPK grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu(p<0,01).

VPOL1 diizeyleri, EP ve GP gruplarinda anlamli fark gostermedi. EP ve EPK
gruplart arasinda anlamli fark saptanmadi. VPO1 diizeyleri ortalamasi GP

grubunda GPK grubuna gére anlamli olarak yiiksek saptandi(p<0,01).

MOTS-c diizeyleri, EP ve GP gruplarinda anlamli fark géstermedi. EP ve EPK
gruplar1 aras1 da anlamli fark saptanmadi. MOTS-c diizeyleri ortalamas1 GP

grubunda GPK grubuna gére anlamli olarak diisiik saptandi(p=0,02).

Humanin diizeyleri, GP grubunda, EP ve GPK grubuna gore anlamli olarak
yiiksek bulundu(her ikisi i¢in de p<0.05). EP grubu EPK grubuna gore anlamli
olarak diisiik bulundu (p<0.05).

miR-200c diizeyleri, GP grubunda ve GPK grubuna gore anlamli olarak yiiksek
bulundu(p<0,01). EP grubu, EPK grubuna gore anlamli yiiksek
bulundu(p<0,05).EPK ve GPK gruplar1 arasi anlamli fark goriilmedi. GP grubu
EP grubuna gore anlamli yiiksek bulundu(p<0,05).
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4.3. miR-200c goreceli ekspresyonlari

MIiRNA ekspresyonlarinin goreceli olarak hesaplanmasi igin 2744¢"

yontemi
kullanildi. Her bir 6rnek ve referans igin 2 kopya c¢alisildi. Her 6rnek ve referans
icin elde edilen Ct degerlerinin ortalamasi alindi. Referans olarak U6 snRNA
kullanildi. Her 6rnegin Ct degerinden, U6 Ct degeri ¢ikartilarak ACt degeri
bulundu. Her bir hastanin ACt degerleri ilgili kontrol grubunun ortalama Ct
degerinden c¢ikartilarak AACt degerleri elde edildi. Hasta grubundaki miRNA
ekspresyonunun kontrol grubuna gére kac kat degistigini gdstermek igin 244¢T

degerleri hesaplandi.
ACt Kontrol= Ctkontrolgrunu — Ctus

ACt Pl‘eeklampsi = CtPreekIampsigrubu— Ctus

22¢T= Goreceli kat degisim formiilii

AACt= ACt Preeklampsi - ACt Kontrol

2°AACT= Preeklampsi grubunun kontrol grubuna goreceli ekpresyon seviyelerini

gosteren “kat degisim” formiilii
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miR-200c (Kat Degisim)
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Sekil 19: miR-200c goreceli ekspresyon seviyeleri

*miR-200c diizeyleri geg preeklampsi grubunda geg kontrol grubuna gore grubuna
gore anlamli olarak yiiksek bulundu(2,4 kat degisim, p<0,01). EP grubunda EPK
grubuna gore anlamli yiikseklik saptandi (1,4 kat degisim,p<0,05). miR-200c
seviyeleri GP grubunda EP grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu (1,7 kat
degisim,p<0,05) .Kat degisim verileri 222" yéntemi kullanilarak hesaplanmustir.

*p<0,05 **p<0,01
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4.3.1. Korelasyon Analizleri

Erken Preeklampsi Kontrol grubu ele alindiginda;

* Endoglin diizeyleri ile VPOL1 arasinda pozitif yonde giiclii korelasyon saptanirken
(r=0,966 p<0,001); MOTS-c, Humanin, miR-200c ve tansiyon degerleri ile

korelasyonu saptanmadi.

* VPOL1 diizeyleri ile MOTS-c, Humanin, miR-200c ve tansiyon degerleri ile

korelasyonu saptanmadi.

* MOTS-c diizeyleri ile Humanin, miR-200c ve tansiyon degerleri ile korelasyonu

saptanmada.

* Humanin diizeyleri ile miR-200c ve tansiyon degerleri ile korelasyonu

saptanmadi.

» miR-200c ile tansiyon degerleri arasinda korelasyon bulunmadi.

Geg Preeklampsi Kontrol grubu ele alindiginda;

* Endoglin diizeyleri ile VPO1 ve sistolik tansiyon degerleri arasinda pozitif yonde
giiclii korelasyon saptandi (sirasiyla r=0,904 p<0,001, r=0,832 p<0,001). Endoglin
diizeyleri ile miR-200c diizeyleri arasinda negatif korelasyon bulundu(r=0,734
p=0,002). Endoglin ile MOTS-c, Humanin ve diastolik tansiyon degerleri arasinda

korelasyon saptanmadi.

* VPOL1 diizeyleri ile miR-200c, sistolik ve diastolik tansiyon degerleri arasinda
negatif yonde korelasyon saptand: (r=-0,614 p=0,015, r=-0,845 p<0,001, r=-0,558
p=0,03). MOTS-c, Humanin degerleri ile korelasyonu saptanmadi.

* MOTS-c diizeyleri ile Humanin, miR-200c ve tansiyon degerleri ile korelasyonu

saptanmadi.

* Humanin diizeyleri ile sistolik tansiyon degerleri arasinda orta diizeyde pozitif
korelasyon saptandi (r=0,517 p<0,05). miR-200c ve diastolik tansiyon degerleri ile

korelasyonu saptanmadi.
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* miR-200c degerleri ile tansiyon degerleri arasinda korelasyon bulunmadi.

Erken Preeklampsi grubu ele alindiginda;

* Endoglin diizeyleri ile VPO1, Humanin ve iirik asit arasinda pozitif yonde
korelasyon saptanirken (r=0,913 p<0,001, r=0,426 p=0,03, r=0,499 p=0,03);
MOTS-c, miR-200c, CRP, idrarda protein ve tansiyon degerleri ile korelasyon

saptanmadi.

*VPO1 diizeyleri ile Humanin ve firik asit diizeyleri pozitif yonde korele
bulundu(r=0,415 p=0,03 , r=0,433 p=0,03). VPOL1 diizeyleri ile MOTS-c, miR-
200c, tansiyon degerleri, CRP ve idrarda protein diizeyleri ile korelasyon

saptanmadi.

*MOTS-c diizeyleri ile Humanin, miR-200c, tansiyon degerleri, CRP, iirik asit ve

idrarda protein ile korelasyon saptanmadi.

* Humanin diizeyleri ile {irik asit arasinda pozitif korelasyon saptanirken (r=0,419
p=0,03) miR-200c, tansiyon degerleri, CRP ve idrarda protein diizeyleri ile

korelasyon saptanmadi.

* MiR-200c degerleri ile tansiyon degerleri, CRP, iirik asit ve idrarda protein

diizeyleri arasinda korelasyon saptanmadi.

Geg Preeklampsi grubu ele alindiginda;

* Endoglin diizeyleri ile VPOl ve Humanin diizeyleri arasinda pozitif yonde
korelasyon saptanirken (r=0,979 p<0,001, r=0,456 p=0,02 ); MOTS-c, miR-200c,

CRP, iirik asit idrarda protein ve tansiyon degerleri ile korelasyon saptanmadi.

* VPOl diizeyleri ile Humanin diizeyleri arasinda pozitif yonde korelasyon
saptanirken (r=0,453 p=0,02); MOTS-c, miR-200c, tansiyon degerleri, CRP, iirik

asit ve idrarda protein diizeyleri ile korelasyon saptanmadi.
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* MOTS-c diizeyleri ile trik asit diizeyleri arasinda negatif yonde korelasyon
saptand1 (r=-0,786 p<0,001), Humanin, miR-200c, tansiyon degerleri, CRP, ve

idrarda protein diizeyleri ile korelasyon bulunmadi.

* Humanin diizeyleri ile miR-200c, tansiyon degerleri, CRP, iirik asit ve idrarda

protein ile korelasyon bulunmadi.

* miR-200c degerleri ile tansiyon degerleri, CRP, {lirik asit ve idrarda protein ile

korelasyon bulunmadi.

» {drarda protein diizeyleri ile sistolik tansiyon, diastolik tansiyon, CRP diizeyleri

pozitif yonde korele bulundu(r=0,530 p<0,01, r=0,573 p<0,01, r=0,482 p<0,05).

Tiim Kontrol grubu ele alindiginda;

* Endoglin diizeyleri ile VPO1 arasinda pozitif yonde korelasyon saptanirken
(r=0,96 p<0,001); tirik asit diizeyleri ile negatif yonde korelasyon bulundu(r=-0,417
p<0,05). MOTS-c, Humanin, miR-200c ve tansiyon degerleri ile korelasyon

saptanmadi.

* VPOL1 diizeyleri ile MOTS-c, Humanin, miR-200¢ ve tansiyon degerleri ile

korelasyonu saptanmadi.

* MOTS-c diizeyleri ile Humanin, miR-200c ve tansiyon degerleri ile korelasyonu

saptanmadi.

* Humanin diizeyleri ile miR-200c ve tansiyon degerleri ile korelasyonu

saptanmadi.

* miR-200c ile tansiyon degerleri arasinda korelasyon bulunmadi.

Tiim Preeklampsi grubu ele alindiginda;

* Endoglin diizeyleri ile VPO1, Humanin ve irik asit arasinda pozitif yonde

korelasyon saptanirken (r=0,943 p<0,001, r=0,421 p<0,01, r=0,314 p=0,02);
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MOTS-c, miR-200c, CRP, idrarda protein ve tansiyon degerleri ile korelasyon

saptanmada.

* VPOl diizeyleri ile Humanin ve irik asit diizeyleri pozitif yonde korele
bulundu(r=0,41 p<0,01 , r=0,314 p=0,02 ). VPO1 diizeyleri ile MOTS-c, miR-
200c, tansiyon degerleri, CRP ve idrarda protein diizeyleri ile korelasyon

saptanmada.

* MOTS-c diizeyleri ile trik asit ve CRP diizeyleri arasinda negatif yonde
korelasyon saptandi (r=-0,653 p<0,001, r=-0,310 p<0,05).Humanin, miR-200c,

tansiyon degerleri ve idrarda protein diizeyleri ile korelasyon bulunmadi.

» Humanin diizeyleri ile miR-200c, tansiyon degerleri, CRP, iirik asit ve idrarda

protein ile korelasyon bulunmadi.

* miR-200c degerleri ile irik asit degerleri arasinda pozitif yonde korelasyon
saptanirken (r=0,416 p<0,01) tansiyon degerleri, CRP ve idrarda protein diizeyleri

ile korelasyon saptanmadi.

» Idrarda protein diizeyleri ile sistolik tansiyon ve diastolik tansiyon diizeyleri
pozitif yonde korele bulundu(r=0,30 p<0,05, r=0,423 p<0,01). Urik asit diizeyleri
ile diastolik tansiyon diizeyleri ararsinda pozitif yonde korelasyon saptandi(r=0,342

p=0,016).
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5. TARTISMA VE SONUC

Preeklampsi, hipertansiyon ve proteiniiri ile Kkarakterize, gebeligin 20.
haftasindan sonra goriilen, sistemik bir hastaliktir(1). Tim gebeliklerin %5’ine
preeklampsi eslik eder(2). Gelismis iilkelerde anne liimlerinin %16°s1 hipertansif
bozukluklardan kaynaklanmaktadir. Preeklampsi, diinyada ve tilkemizde maternal
morbidite ve mortalitenin 6nde gelen sebeplerinden biridir(4). Gebelikte
preeklampsi gelisimine yol agan mekanizma heniiz tam olarak aydinlatilamamustir.
Preeklampsinin  kesin tedavisi dogum ile plasentanin  ¢ikartilmasidir.
Preeklampsinin etyopatogenezinde basta endotelyal disfonksiyonu ve plasental
hipoperfiizyon olmak iizere pek ¢ok etken suglanmaktadir (5-21). Preeklampsideki
patofizyolojik degisikler ilk trimesterden itibaren mevcutken semptomlar son
trimesterde ortaya cikar.Ancak hastalifin erken tani, tedavi veya izleminde
kullanilabilecek biyobelirteglere ihtiyag vardir. Bu sebeple, bu tez ¢alismasinda
preeklampsinin patofizyolojisinde rol oynayabilecegi diistiniilen endoglin, MOTS-
¢, Humanin, VPOl ve miR-200c tedavi almamis gebelerde arastirildi.
Calismamizda bulgularimiz tan1 haftalarina gore; erken preeklamptik ve geg

preeklamptik grup olarak degerlendirildi.

Calismamizda Endoglin, VPOl ve miR-200c diizeyleri, preeklampsi
hastalarinda kontrol grubuna gore anlamli olarak yiliksek bulundu. MOTS-c
diizeyleri preeklampsi hastalarinda kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik
bulunmustur. Humanin diizeyleri ise preeklampsi hastalarinda kontrol grubuna gore

diisiik bulunmasina ragmen aralarinda istatiksel olarak anlamli fark saptanmamastir.

Endoglin TGF-f i¢in bir Kkoreseptordiir ve vaskiiler endotel ve
sinsitiyotrofoblastlarin hiicre zarlarinda yiiksek miktarda eksprese edilir(149). Suda
¢oziinebilen formu olan sEng (soluble endoglin) antianjiyojenik bir proteindir(149—
151). PE patogenezinde, endotelyal disfonksiyonunda rol oynadigi
diistiniilmektedir. SEng, preeklampsi klinik bulgularinin baglamasindan 2-3 ay 6nce
PE’li gebelerin serumlarinda yiikselir, hastaligin siddeti ile koreledir ve dogumdan

sonra diiser(149-151).

Calismamizda sEng seviyelerinin preeklampsi hastalarinda yiikseldigini

saptandi. Preeklamptik hastalarda hastaligin siddetiyle iliskili oldugu bilinen {irik
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asit seviyelerinin sEng diizeyleri ile giiclii yonde pozitif korelasyon bulduk. Diger
caligmalarla uygun bir sekilde sonuglarimiz artmig sEng seviyelerinin endotelyal

disfonksiyonla iligkili oldugu goriisiinii destekledi.

VPOL1 hem grubu igeren, peroksidaz aktivitesi gosteren bir enzimdir(162). Bu
enzim insan viicudunda baslica endotelyal hiicrelerde, kalp ve diiz kas hiicrelerinde
tiretilir ve dolagima salinir. VPO1, fizyolojik kosullarda, giiclii bir oksidan olan
hipoklor6z asit (HOCI) iiretimini katalize eder(163). VPO1 aktivitesinin veya
ekpresyonunun artmasi gibi durumlara yol agan nedenler oksidatif hasara sebep
olabilir. VPOl aracili oksidatif stresin kardiyovaskiiler hastaliklarda
(hipertansiyon, pulmoner arteriyel hipertansiyon, miyokardiyal iskemi gibi ) Kilit

rol oynayabilecegi bir¢ok ¢alismada gosterilmistir(164—166).

Liu ve ark. streptozotosin ile DM modeli olusturulmus si¢anlarda aort endotel
dokusunda VPOL1 sentezinin arttigin1 bildirmislerdir. VPO1 inhibe edilen grupta
yiiksek glukoz ve H20. etkilerinin azaldigini, bu yiizden VPO1’in oksidatif stres
ve enflamasyon kaynakli endotel disfonksiyonunda rol oynayabilecegini ileri

stirmiiglerdir. Ancak baska bir enflamasyon belirteci ¢alismamislardir(35).

Liu ve ark. VPOL1 inhibe edilen farelerde MI sonrasi kardiyak fibrozis
olusumunu gozlemlemisler, VPOI1 inhibe edilen grupta fibrozis olusumunun
anlamli olarak azaldigini, VPO1’in MI sonrasi yeniden diizenlemede 6nemli bir rol
oynayabilecegini ileri siirmiislerdir. Calismanin kisitlamasinin VPOL’in spesifik
olarak kardiyak fibroblastlarda inhibe edilmesi yerine tiim viicutta inhibe edilmesi

oldugunu belirtmislerdir(164).

Bin ve ark (165) sicanlarda pulmoner arter hipertansiyon modeli olusturmuslar,
VPO1 ekpresyonunun arttiginm1 gozlemlemislerdir. Tedavi alan grupta VPOI

ekspresyonlar1 ve H,O» seviyelerinin azaldigini bildirmislerdir.

Bai ve ark. (186) insan umblikal ven endotelyal hiicre kiiltiiriinde okside-LDL
aracili apotozis ve VPO iliskisini arastirmay1 amaglamislardir. VPO1 ve NADPH
oksidaz inhibe edilen grupta okside-LDL nin etkilerinin azaldigin bildirmisler, bu
yiizden VPO1’in katalize ettigi HOCI’nin okside-LDL aracili apotoziste rol

oynayabilecegini diisiinmiislerdir.
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Calismamizda plazma VPOI seviyelerinin preeklampsi hastalarinda yiikselmis
oldugunu saptadik. Kontrol, preeklampsi ve preeklampsi alt gruplarinda VPOL1 ile
sEng arasinda anlamli korelasyon tespit edildi. VPOI seviyeleri ile iirik asit
seviyeleri arasinda kontrol grubunda negatif korelasyon var iken preeklampsi
grubunda pozitif korelasyon vardi. Preeklampsi referans molekiillerinden SEng ile
korele bir sekilde VPO1 diizeylerinin artmasi, VPO1 diizeylerinin preeklampsi
patogenezinde rol aldigini, 6zellikle HOCI diizeylerini ve dolayistyla da oksidatif
stresi  arttirarak  endotel  disfonksiyonuna  katkida  bulunabilecegini
diisiindiirmektedir. Literatiirdeki diger calismalar1 destekler sekilde, Sonuglarimiz
VPOl seviyelerinin endotel hasarinin  siddetiyle iligkili ve endotel

disfonksiyonunun bir belirteci olabilecegini dogrulamistir.

MOTS-c, mitokondriyal DNA’da (mtDNA) kodlanan, 16 aminoasitlik bir
peptittir.Vazoendotelyal duvar basta olmak iizere birgok dokuda sentezlenir.
Etkisini AMPK {izerinden gosterir. Direkt vazodilator etkisi yoktur. MOTS-c,
AMPK’y1 uyararak eNOS aktivitesini arttirir, enflamasyonu ise baskilar. NO
tiretimini arttirarak endotelin vazodilatasyon yetenegini iyilestirdigi, enflamasyonu
baskilayarak enflamasyon aracili hasara kars1 koruyucu oldugu ¢esitli ¢alismalarda

gosterilmistir.

Ramanjaneya ve ark. ¢alismalarinda Tip 2 DM’li hastalarda (n:124) serum
HN ve MOTS-c diizeylerini kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik
bulmuslardir. Serum HN ve MOTS-c diizeylerini yas ve HbAlc diizeyleri ile
negatif korele bulunmustur. (187).

Wei ve ark. vaskiiler kalsifikasyon modeli olusturulan farelerde MOTS-c
tedavisi uygulanan grupta AMPK fosforilasyonunun arttig1, vaskiiler kalsifikasyon

gelisiminin ise azaldigini bildirmislerdir(188).

Du ve ark. 40 obez ¢ocukta plazma MOTS-c diizeylerini degerlendirmisler,
kontrol grubuna goére MOTS-c diizeylerinin daha diisiik oldugunu
bulmuslardir(472.61£22.83 ve 561.64 £19.19 ng/mL, p <0.01). Plazma MOTS-c
diizeylerinin VKI, HbAlc, aglik insiilin diizeyleri ile negatif korele oldugunu
belirtmislerdir(183).
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Qin ve ark. 40 anjina hastasinda plazma MOTS-c ve HN diizeylerini
calismiglar, endotel disfonksiyonu olan grupta (n:20) endotel fonksiyonu normal
olan gruba (n:20) gore MOTS-c ve Humanin diizeylerini daha diisiik bulmuslardir
(MOTS-c: 154.3 +29.8 vs 184.7 +£37.9 pg/ml, p=0.007 HN: 1.3+ 1.1 vs 2.2+ 1.5
ng/ml, p <0.05). Humanin ve MOTS-c diizeyleri arasinda korelasyon olmadigini,
MOTS-c seviyelerinin mikrovaskiiler ve epikardiyal endotelyal fonksiyon ile
iliskili oldugunu ileri siirmiislerdir. Ayrica MOTS-c’nin fare aort doku 6rneklerinde

in vitro asetilkolin aracili vazodilatasyonu kolaylastirdigini gostermislerdir(185).

Calismamizda MOTS-c’nin preeklampsi grubunda kontrol grubuna gére anlaml
olarak daha diisiik seviyelerde oldugu goriildii. MOTS-c seviyeleri ile iirik asit ve
CRP arasinda negatif yonde korelasyon saptandi. Preeklampsi hastalarinda MOTS-
¢ diizeylerinin diisiikliigii, enflamasyonun artmasina, endotel saglig1 i¢in anahtar bir
molekiil olan NO diizeylerinin azalmasina ve boylece de endotel fonksiyonun
bozulmasma katkida bulunabilir. Sonuglarimiz, endotel fonksiyon ile yapilan
onceki c¢aligmalarla benzer sekilde, MOTS-c’nin endotel fonksiyon ile iligkili

olabilecegini desteklemistir.

Humanin  vaskiiller  endotelde  sentezlenen 24  aminoasitli  bir
polipeptitdir.Sitokrom ¢ salinimini inhibe ederek apoptozisi engelledigi, hiicreleri
oksidatif stres ve hipoksiden korudugu, antienflamatuvar etkili oldugu,
kardiyovaskiiler ve norodejenaratif hastaliklarda da gelecekte tedavi amacl
kullanilabilecegi diisiiniilmektedir(171). Preeklamptik plasenta trofoblastlarinda
kontrollere gore apoptozisin arttigini gosteren ¢aligmalar mevcuttur, yeterli sayida
trofoblast spiral arterleri invaze edemezse arterler dar kalip plasentanin
hipoperfiizyonuna yol agabilir(174). Humanin, antiapoptotik etkisiyle
preeklampside trofoblast sag kalimini arttirabilir, bu sayede hipoperfiizyonu ve
endotelyal disfonksiyonu engelleyebilir. Ayrica HN’in antienflamatuvar ve eNOS
aktivitesini arttirict etkisiyle de endotel fonksiyonu koruyucu gorev aldigini

gosteren ¢alismalar vardir.

Nikolakopoulos ve ark. preeklamptik hastalarda (n:37) serum humanin
diizeylerini, kontrol grubuna gore yiiksek bulmuslardir(422.2+33.5 ve 319.1 £28.1
pg/ml). Ancak bu c¢alismada hastalarin tedavi almaya baslayip baglamadiklari
belirtilmemis, hastalarda endoglin ve sFlt-1 gibi 6nceden hastalikla iliskisi bilinen
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bir parametre ¢alisilmamistir. Calismanin kisitlamasi hasta sayisi azligi, hastalar ve

kontrollerin erken ve geg¢ olarak alt gruplara ayrilmamasi olarak belirtilmistir(42).

Ma ve ark. gestasyonel diyabetes mellituslu gebelerde (n:84) saglikli gebelere

gore serum HN diizeylerinin daha diisiik oldugunu bulmuslardir(209.13+83.13 ve
293.65+£160.43 pg/ml)(189).

Widmer ve ark. koroner endotelyal disfonksiyonu olan hastalarda (n:40)
endotel fonksiyonu normal olan hastalara gore serum humanin diizeylerinin diisiik
(1.3 £1.1 vs. 2.2 £1.5 ng/ml) oldugunu bulmuslardir(41).

Oh ve ark. HN’in endotel fonksiyonu koruyucu etkisi olabilecegini,
aterosklerotik plak olusumunu azaltabilecegini belirtmislerdir. Bunun i¢in ApoE-
eksikligi olan farelere humaninin bir analogu olan HNGF6A tedavisi ve lipit zengin
bir diyet uygulanmis, tedavi uygulanan grupta plak olusumunun ve apoptozisin

daha az oldugu, eNOS aktivitesinin daha yiiksek oldugu bulunmustur(40).

Muzumdar ve ark. myokardiyal iskemi-reperfiizyon modeli olusturulan
farelerde HN tedavisi uygulanan grupta infarkt alaninin daha az oldugunu, AMPK
ve eNOS fosforilasyonunu arttirdigini, myositlerde apoptozisi azalttigi bu yiizden
akut myokard enfarktiisiiniin tedavisinde kullanilabilecek potansiyel bir molekiil

oldugunu belirtmislerdir(175).

Sonuglarimiz Humanin seviyelerinin preeklamptik grupta kontrol grubundan
anlaml olarak farkli olmadigini1 gosterdi. Preeklampsi alt gruplari kiyaslandiginda
GP grubu, GPK ve EP grubuna gore anlamli olarak ytiksek bulundu, EP grubu EPK
grubuna gore anlamli olarak diigiik bulundu. HN diizeyleri EP grubunda sEng,
VPOI ve iirik asit diizeyleri ile, GP grubunda sEng ve VPOI diizeyleri ile korele
bulundu. Hastaligin daha siddetli olan formu erken baglangicl preeklampsinin, geg
baslangicli preeklampsiye gore daha yiliksek maternal morbidite ve mortalite riski
tasidigr bilinmektedir.EP grubunda HN diizeylerinin disiikliigii, endotelyal
disfonksiyonun siddetlenmesine, GP grubunda ise HN’in endotel hasara kars1 bir
kompensasyon mekanizmasi olarak yiikselmesi, hastaligin daha hafif seyretmesine
katkida bulunuyor olabilir. EP yerine GP tablosunun goriilmesine neden olabilir.

Hipoperfiizyon sonrast HN yiikselmesi gerceklesemiyor veya diisiiyorsa, HN’in
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antiapoptotik ve eNOS aktivitesinin arttirilmasiyla saglanan endotel fonksiyon

koruyucu etkisinin azalmasi1 EP tablosunun ortaya ¢ikist ile ilgili olabilir.

MikroRNA’lar 20-22 niikleotid uzunlugunda, kiigiik kodlanmayan RNA
molekiilleridir. Genlerin posttranskripsiyonel olarak diizenlenmesinde gorev alirlar.
miR-200c, miR-200 ailesi’nin (miR-200a, MiR-200b, miR-200c, miR-429) bir
tiyesidir. miR-200c’nin proliferasyon, hiicre dongiisii kontrolii, apoptoz, invazyon
ve kanser metastazinda ve diger hastaliklarda da diger 6nemli islevlere sahip oldugu
diistiniilmektedir. miR-200c, hipoksiyi diizenlemede énemli rol oynayan HIF-1a'y1
azaltir. miR-200c ekspresyonu arttikga hipoksiye karst verilen yanit
zayiflar.Oksidatif stres miR-200c’nin upregiilasyonunu saglar, upregiile olan
miR200c ZEB1 molekiiliinii inhibe ederek endotelyal hiicrelerin apoptozunu
uyarir(27). Oksidatif stres ile artan miR-200c'nin, endotelde eNOS diizenlenmesini
bozdugunu, NO azalmasina ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artmasina neden
oldugu gosterilmistir(157). miR-200c’nin endotel hasarinda rol oynayabilecegini

gosteren bir ¢ok ¢alisma mevcuttur.

Pineles ve ark. preeklampsili hastalarin plasenta 6rneklerinde (n:18) 157 tane
miRNA ekspresyonunu degerlendirmisler, 7 miRNA’nin kontrol grubuna gore
anlamli olarak farkli eksprese edildigini bulmuslardir(p<0,01 kat degisim>2). Bu
miRNA’lardan bir tanesi de miR-200c ile ayni aileden olan miR-200b’dir. miR-

200b’nin ekspresyonunun arttig1 veya azaldigi bilgisini vermemislerdir(153).

Zhang ve ark. preeklampsi modeli olusturduklari sicanlarda miR-200c ve
plasental trofoblastlarin apoptozisi arasindaki iliskiyi arastirmiglardir. miR-200c
seviyeleri ve apoptozis oranlar1 preeklamptik grupta kontrole gére anlamli olarak

yiiksek bulunmustur(161).

Mouillet ve ark. fetal gelisme geriligi olan gebelerde(n:14) hipoksi ile iligkili
miRNA diizeylerini saglikli gebelerle karsilastiran (n:14) bir ¢alisma yapmuslardir.
[k olarak hipoksi ile iliski miRNA’larmn diizeyleri gebe olmayan kadinlarla gebeler
arasinda karsilagtirilmig, miR-200c’nin gebelikte degismedigini bildirmislerdir.
Saglikli gebelerle fetal gelisme geriligi olan gebeleri karsilastirdiklarinda plazma
miRNA’lar tek tek degerlendirdiklerinde anlamli bir fark olmadigini, grup olarak

degerlendirdiklerinde 1.8 kat artis oldugunu bildirmislerdir. Plazma 6rneklerinin
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aksine plasenta Orneklerinde miRNA diizeylerinin %24 azaldigini, plazma ve
plasenta miRNA’lar1 arasinda negatif yonde korelasyon oldugunu

bulmuslardir(26).

Magenta ve ark. insan umblikal ven endotelyal hiicre kiiltiirtinii H2O2’ye maruz
birakmislar, miR-200c ekspresyon seviyelerinin 8 kat arttigini bildirmislerdir. miR-
200c¢’nin hipoksi aracili apoptozisi ZEB1 proteinini downregiile ederek uyardigini
ileri siirmislerdir(27). Magenta ve ark. baska bir c¢alismalarinda psdriazis
hastalarimin  (n=29) plazma ve doku Orneklerinde mIiR-200c diizeylerini
kiyaslamislar, plazma miR-200c seviyelerinin kontrole 2.5 kat arttigini, lezyon olan
bolgeden alinan dokularda lezyon olmayan bolgeden alinan dokulara ve saglikli

kontrole gore anlamli artis oldugunu bildirmislerdir(190).

Hu ve ark. saglikli ve preeklamptik gebelerin (n:23 ve ve n:19) plasentalarindan
elde ettikleri hiicre kiiltiirlerinde VEGF iiretimi ve miR-200c arasindaki iliskiyi
arastirmiglardir. miR-200c¢ inhibitorii kullanilan grupta VEGF mRNA’s1 ve proteini
yiikselirken miR-200c mimigi kullanilan grupta azaldigi gézlemlenmistir(159).

Carlomosti ve ark. insan umblikal ven endotelyal hiicre kiiltiiriinii 8, 16, 24 saat
boyunca 200 uM H202’ye maruz birakmislar, miR-200c ekspresyon seviyelerinin
arttigini (16saatlik grupta 30kat degisim) bildirmislerdir. Ayn1 hiicrelerde eNOS,
SIRT1, FOXO1 mRNA ve protein seviyelerinin azaldigini ifade etmislerdir.
Lentiviriis ile miR-200c asir1 eksprese eden endotelyal hiicrelerde eNOS, SIRTI,
FOXO1’in azaldigin1 desteklemisler, miR-200c inhibitdrii verilen hiicrelerde ise
eNOS, SIRTI, FOXO1’in hafifce arttigimi bulmuslardir. ROS ile artan miR-
200c’nin  SIRT1-FOXO1-eNOS arasindaki dongiliyii bozarak NO iiretimini

azalttigini ileri sirmislerdir(28).

Magenta ve ark. karotis endarterektomisi yapilan 22 hastanin karotis
plaklarindan miR-200c diizeylerini ¢aligsmislardir. miR-200c diizeylerinin karotis
plaklarinda kontrollere gére anlamli olarak arttigini (2.124+0.23 kat degisim) ifade
etmislerdir.Stabil (n=10) ve anstabil (n=12) plak gruplar1 ayr1 ayr1 incelendiginde
stabil grupta 1.46+0,15 kat, anstabil grupta 2,66+0,33 kat artis oldugunu
gozlemlemislerdir. Ayrica 22 aterosklerotik plak hastasinin plazma miR-200c

diizeylerini 19 kontrol ile karsilagtirmislar, hasta grubunda miR-200c seviyelerinin
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kontrole gore anlamli olarak yiiksek bulundugunu ifade etmisler ancak kag kat
degistigini belirtmemislerdir. Preop., postop 1. giin ve postop. 30. giin miR-200c
seviyeleri karsilastirildiginda; postop. 1. Glin anlamli olarak azaldigi, 30. giinde ise
preop. seviyelerinden anlamli bir fark olmadigini belirtmislerdir. Postop 30.giin,
stabil plak grubunda anlamli olarak azalma oldugu, stabil ve anstabil gruplar

arasinda anlaml fark olustugunu gézlemlemislerdir(158).

miR-200c, VEGF’yi hedef alarak mRNA ve protein seviyelerini degistirdigi,
preeklamptik grupta miR-200c ekspresyonlarinin artarak VEGF diizeylerini
azaltabilecegi belirtilmistir(159).miR-200c’in FOXO1 asetilayonunu arttirarak
Mn-SOD aktivitesini azaltabilecegi ve bu sekilde siiperoksit radikallerinin ve
peroksinitritin - olusumunu tetikleyebilecegi bdylece NO biyoyararlanimini
azaltabilecegi diigiiniilmektedir(157). miR-200c’nin hem ROS ile indiikleniyor
olmas1 hem de ROS artisina sebep olmasi preeklampsi etyopatogenezine katkida
bulunuyor olabilir.Calismamizda miR-200c seviyelerinin preecklampsi hastalarinda
kontrol grubuna goére artmis oldugunu saptadik.miR-200c diizeyleri iirik asit
diizeyleri ile korele bulundu. Onceki calismalarla benzer sekilde, ¢alismamiz miR-
200c’nin, ROS diizeylerini arttirarak veya VEGF’yi ve NO diizeylerini azaltarak
veya biyoyararlanimini diisiirerek endotel disfonksiyonunda rol oynayabilecegini

dogrulamstir.

Yapilan ¢alismalar genel olarak degerlendirildiginde, calismalarin benzer
kisitlamalar1 oldugu goriilmektedir. Bunlar  hasta sayisi, hastalarin tibbi
tedavilerinin ve kullandiklar ilaglarin dikkate alinmamasi, 6rnek alinan gebelik

haftasinin gézardi edilmesi, 6lgiimlerin tek sefer yapilmis olmasidir

Calismamizin kisitliliklart; endotel fonksiyon ile iliskili NO, eNOS aktivitesi,
HIF-1a gibi parametrelerin 6l¢lilmesiyle desteklenmemesi, hasta sayisi azligi1 ve
Olglimlerin tek sefer yapilmis olmasidir. Hastalarin preeklampsi tedavisine
baglanilmadan serum ve plazmalarinin alinmis olmasi, homojen alt gruplarimiz

calismamizin gii¢lii yonleridir.

Calismamizin sonuglari, preeklamptik hastalardaki endotel disfonksiyona VPO1

ile miR-200c diizeylerinin artisinin ve Humanin ile MOTS-c diizeylerinin ise
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azalisinin  katkida bulunabilecegini ve bu degisimlerin hastalik patogenezi ve

siddetiyle iliskili olabilecegini destekler niteliktedir.
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