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1.GIRiS

Preeklampsi; gebeligin 20. haftasindan sonra ortaya ¢ikan hipertansiyona

0dem ve proteiniirinin eklenmesidir (1).

Preeklampsi, gebeligi komplike eden, maternal morbidite ve mortaliteyi
artiran, etyolojisi tam olarak aydinlatilamamis 6nemli bir sorundur. Damar
endotel hasar1 ve vazospazmin preeklampsi patofizyolojisinde Onemli bir rol

oynadigi diistiniilmektedir (2).

Oksidan/antioksidan sistem preeklampsi patofizyolojisinde sorumlu
oldugu diisiiniilen faktorlerin basinda gelmektedir. Fakat tek basina hastaligin
ortaya c¢ikmasinda etkinligi heniiz tartismali olup diger bircok faktorle iliskisi

arastirtlmaktadir (3).

Preeklampsideki oksidatif stresin varligr c¢esitli calismalarda rapor
edilmistir (4). Reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) hiicresel seviyeleri antioksidan
kapasiteyi astigi zaman oksidatif stres meydana gelmekte ve preeklampsi

patogenezinde etkili olabilmektedir (5).

Vaskiiler yapinin ve tonusun devam ettirilmesinde endotel ¢ok énemli rol
oynar. Endotel fonksiyonu, endotel kaynakli vazodilatatér ve vazokonstriiktor
faktorler tarafindan diizenlenmektedir. Bu faktorler arasinda endotel
fonksiyonunun diizenlenmesinde anahtar rolii olan molekiiliin nitrik oksit (NO)
oldugu diisiiniilmektedir. Ortamda NO azaldiginda, endotel homeostazi

vazokonstriiksiyon lehine bozulmakta ve endotel disfonksiyonu baslamaktadir (6).



Asimetrik dimetilarjinin (ADMA), NO sentezinin anahtar enzimi olan
Nitrik oksit sentazin (NOS) endojen kompetitif bir inhibitérii olarak
tanimlanmaktadir (7,8). L-arjinin hiicre ici metil transferazlarla metillenerek

metillenmis L-arjinin metaboliti ADMA’ ya doniisiir (9).

ADMA’ nin, preeklampsi gelisen kadinlardaki endotelyal disfonksiyonla

iliskili oldugu diisiiniilmektedir (10).

ADMA konsantrasyonlart ve oksidatif stres arasindaki iliski bir¢ok
caligmada arastirllmistir (11,12). Vaskiiler yapidaki oksidatif stres ADMA
tiretimini stimiile ederek ya da yikimini inhibe ederek endojen NOS aktivitesini
Oonemli oranda inhibe edebilmektedir. NO vaskiiler ve kardiyak fonksiyonlarin
onemli bir diizenleyicisidir. NO sentezinin ADMA diizeylerindeki yiikseklik
nedeniyle inhibe edilmesi preeklampsi dahil c¢esitli hastaliklarin  vaskiiler

patofizyolojisine katkida bulunabilmektedir (8,13,14,15).

Preeklampsi patofizyolojisinde endotel hasarinin onemli rol oynamasi
nedeniyle, son zamanlarda homosistein ile preeklampsi iliskisini arastiran c¢ok
sayida calisma yapilmistir. Bu c¢alismalarda, preeklamptik gebelerde plazma
homosistein diizeyinin yiiksek oldugu ve artmigs homosistein diizeyinin,

preeklampsi riskini arttirdigi saptanmistir (16).

Yapilan c¢aligmalarda homosisteinin, oksidatif stres ve endotelyal
disfonksiyona neden olarak preeklamptik degisikliklerden sorumlu olabilecegi

ileri siiriilmektedir (17,18). Ayrica, vit B6, vit B12 ve folik asit alimiyla



homosistein plazma konsantrasyonunun diistiigii ve bunlarin erken gebelikte

kullanilmasiyla, preeklampsi riskinin azaltilabilecegi ifade edilmektedir (1).

Yaptigimiz calismada, preeklampsili gebelerden alinan venéz kandan;

1-) NO miktar tayini,
2-) ADMA ve SDMA miktar tayini,
3-) Homosistein miktar tayini,

4-) Oksidatif stresin gostergesi olarak protein karbonil miktar tayini yapilmstir.

Literatiirde, bu parametrelerin bir ya da ikisinin birlikte incelendigi
caligmalar olmasina ragmen, preeklampsili gebelerde bu ii¢ parametrenin (NO,
ADMA, homosistein) protein karbonil diizeyleriyle birlikte degerlendirildigi bir

calismaya rastlanilmamistir.

Bu ¢alismanin amaci; preeklampsi patofizyolojisinde sorumlu oldugu ileri
siriilen NO, ADMA ve homosistein diizeylerinin, hastaligin ortaya c¢ikisindaki
roliinii ve hastaligin gelisiminde etkin rol aldig:1 diisiiniilen oksidatif stresle

(protein karbonil diizeyleri) iliskisini incelemektir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Gebelikte Hipertansif Hastahklar

Gebelikte hipertansif hastaliklar sik goriilmekte olup, hemoraji ve
infeksiyonla birlikte gebelige bagli maternal mortalite ve morbiditenin ¢cogundan

sorumlu o6liimciil tigliidden birisidir (19).

Gebelikte hipertansiyon konusunda terminolojik farkliliklar ve
karigikliklar olmasi iizerine, Ulusal Yiiksek Kan Basinci Egitim Programi Calisma
Grubu (Calisma grubu) (2000) gebelerde goriilen hipertansiyonu 5 gruba

ayirmistir (20):

1.Gestasyonel hipertansiyon

2.Kronik hipertansiyon

3.Kronik  hipertansiyon zemininde gelisen preeklampsi (Siiperimpoze
preeklampsi)

4. Eklampsi

5. Preeklampsi

2.1.1. Gestasyonel Hipertansiyon

Gestasyonel hipertansiyon tanist;
Kan basincinin, 140/90 mmHg ya da daha fazla degere ilk defa gebelik
sirasinda yiikselmesi, proteiniirinin eslik etmemesi ve postpartum 12. haftaya

kadar kan basinci degerlerinin, normal degerine donmesi ile konur. Bu yiizden



gestasyonel hipertansiyon tanist koymak, ancak dogumdan sonra miimkiin

olmaktadir (6).

2.1.2. Kronik Hipertansiyon

Kronik hipertansiyon tanis;

Gebelikten once, kan basincinin 140/90 mmHg ve iizerinde olmasi, 20.
gebelik haftasindan once kan basincinin 140/90 mmHg ve {izerinde 6l¢iilmesi ve
postpartum 6. haftadan sonra, kan basincinin 140/90 mmHg ve iizerinde devam

etmesi ile konur (1).

Hasta 20. gebelik haftasina kadar goriilmemisse kronik hipertansiyon
tanis1 koymak zorlasir. Kan basinci gebelikte, ozellikle 2.trimester ve 3.trimester
baslarinda diismekte ve daha sonra tekrar yiikselmektedir. Bu yiizden preeklampsi
ve kronik hipertansiyon ayirimi yapilamaz. Ancak dogum sonrasi hipertansiyonun

devam etmesi ile ayirici tani yapilabilir (21).

2.1.3. Kronik Hipertansiyon Zemininde Gelisen Preeklampsi

Kronik hipertansiyon tanis1 konmus bir gebede, 20. gebelik haftasindan
sonra kan basmcinin yiikselmesi ve buna proteiniirinin eklenmesidir. Kronik
hipertansif bir gebede preeklampsi gelismesi, gebe i¢in Onemli bir tehlikedir.
Kronik hipertansiyonu olan gebeler tipik olarak 24. gebelik haftasindan sonra
daha da kotiilesir ve kronik hipertansiyon olmadan preeklampsi gelisen gebelere

gore daha agir seyreder (1).



2.1.4. Eklampsi

Preeklamptik kadinda, yeni baslamis grand mal konviilsiyonlarin varlig
eklampsi olarak tanimlanir (22). Dogumdan 48-72 saat sonra hastada ilk defa
goriilen grand mal konviilsiyonda, tan1 biiyiik olasilikla eklampsidir. Konviilsiyon

ve komanin bagka nedenleri dislanmalidir (1).

2.1.5. Preeklampsi

Preeklampsi, endotel disfonksiyonu ve vazospazma sekonder, azalmis

organ perfiizyonu ile seyreden gebelige 6zgii bir durumdur (1).

Preeklampsi tanisi (22);

Daha o©nce normal kan basinci Olgiileri olan kadinda, 20 gebelik
haftasindan sonra sistolik kan basincinin 140 mmHg ve iizeri ve/veya diyastolik
kan basincinin 90 mmHg ve iizerinde 6lciilmesi,

24 saatlik idrarda 300 mg ve iizerinde protein atilimi veya en az 6 saat
araliklarla alinan iki spot idrar 6rneginde dipstik ile en az +1 ve iizeri proteiniiri

saptanmastyla konur.

Preeklampside hipertansiyon, olgularin erken ve kesin bulgusudur.
Calisma gurubuna gore diyastolik kan basinct sesin kayboldugu degerdir
(Korotkof faz 5). Yanlis dl¢timleri 6nlemek icin uygun kaf kullanilmalidir (iist kol
cevresinin 1,5 kat1). Kan basinci hastanin 10 dakika veya daha fazla dinlenmesini
takiben oturur pozisyonda alinmali ve kan basinci 6l¢iimiinden 30 dakika oncesine

kadar sigara ve kahve i¢cilmemis olmalidir (20).



Proteiniiri, glomeriiler hasarin gostergesidir (22). Yapilan c¢alismalarda
dipstik ile tespit edilen protein diizeyi ve 24 saatlik idrardaki protein miktari
arasinda zayif bir korelasyon saptanmistir. Bu nedenle 24 saatlik idrarda protein
miktar1, proteiniiri i¢in ana belirleyici test olmalidir (20). Preeklampsi zaman
zaman renal damarlardaki spazm ile karakterize bir durum oldugu i¢in farkl idrar

orneklerinde degisen miktarlarda protein bulunur.

Idrardaki protein miktar1 kan, bakteri, vajinal sekresyon ve amnion s1visi
kontaminasyonuyla degisebilir. Dansitenin 1010° nun altinda ya da 1030’ un
istinde olmasi, pH’ 1n 8’ in iizerinde olmasi, egzersiz ve postiir de proteiniiri

miktarini degistirebilir (23).

Odem, serum kolloid onkotik basicinin dismesi ve kapiller
permeabilitenin artmasiyla olusur (24). Preeklamptik hastalarda, hem proteiniiri
hem de vaskiiler endotel hasari nedeniyle permeabilitenin artmasi Odem

olusturmaktadir.

Bazi c¢alismalarda hafif ve orta derecede ©Odemin %80 oraninda
goriildiigliniin - gosterilmesi, O0demin tanidaki yerinin sorgulanmasina neden
olmustur. Odem, bircok normal gebe kadinda da goriildiigii icin giiniimiizde

tanisal kriter olmaktan cikartilmistir (1).

2.1.5.1. Preeklampsi Patofiztolojisi

Preeklampsi patofizyolojisi i¢in genel olarak kabul edilen goriis, uterin
spiral arterlerin yetersiz trofoblastik invazyonunun; plasental iskemi, oksidatif

7



stres, inflamasyon ve sonug¢ olarak maternal endotelyal hiicre disfonksiyonuna yol

actigidir (25).

Damar endoteli; yapisal, metabolik ve endokrin fonksiyonlar1 olan aktif bir
organdir. Endotel damar tonusunu diizenlemek i¢in prostaglandin I, ( PGI, ), NO
ve prostaglandin E (PGE) gibi vazodilator maddeler salgilar (26). Endotel
hasaridan dolayr vazodilatator maddelerin salinimi azalirken, endotelin ve
trombosit kaynakli biiylime faktorii (PDGF) gibi vazokonstriiktor maddelerin
salinimi ise artmaktadir. Bunun sonucunda da vazospazm meydana gelmekte ve

bircok organin kan akiminda azalma goriilmektedir (27).

Preeklampsi-eklampsi patofizyolojisinin temeli vazospazmdir. Bu goriis
ilk kez Valhard (1918) tarafindan One siiriilmiis ve Hinselmann (1924),
Landesman ve ark. (1954) bunu dogrulayan gozlemler yapmuslardir (1).
Giinlimiizde, damar endotel hasar1 ve vazospazmin preeklampsi patofizyolojisinde
onemli rol oynadig diisiiniilmektedir. Vazospazm, kan akimina kars1 direnc ve
arter basincinda artis olusturmaktadir. Damar endotel hasar1 ve vazospazm
olusumunda; artmis presor cevap, prostoglandinler, NO, endotelin, vaskiiler
endotelyal biiylime faktorii (VEGF), genetik predispozisyon, immiiolojik ve
inflamatuar faktorler ve bu faktorlerin olusturdugu endotelyal hiicre disfonksiyonu

arasinda, yakin iligski oldugu gosterilmistir (22).

Gebelikte, fetus ve plasentanin oksijen ve besin ihtiyacinin karsilanmasi

icin uterin kan akimi yaklasik 10 kat artar. Bunun olusabilmesi i¢in spiral



arterlerin fizyolojik degisimi gereklidir. Spiral arterlerin uteroplasental arterlere

doniisiimi, fizyolojik degisiklik olarak adlandirilmaktadir (28).

Maternal Anormal Asin
vaskiiler plasentasyon trofoblast
hastalik invazyonu
Genetik,
immiinolojik veya
inflamatuar faktorler
Azalmus uteroplasental perfiizyon
Vazoaktif ajanlar: Sitokinler
Prostaglandinler Lipid
Endotelinler peroksidazlar
Endotelyal
aktivite _
| 7 : TN, i
i . P %% §
Vazospazm : Koagiilasyon
£ Kapiller aktivasyonu
s1zmnt1
Hipertansiyon Karaciger Hemokon Trombositopeni
iskemisi
Oligiiri Odem Protemiiri

Sekil 2.1. Gebelige bagh hipertansif bozukluklarm gelismesinde patofizyolojik hususlar (1)

Preeklampside meydana gelen bu fizyolojik olaylar sadece arterin desidua
da seyreden kisminda sinirlidir. Myometrium igindeki damarlarin invazyonu ve
dilatasyonu olusamaz. Bu nedenle, gebeligin ilerleyen donemlerinde fetoplasental
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kan akiminda artis olmayacak ve preeklamptik gebelerde goriilen fetal gelisme

geriligi ortaya ¢ikacaktir (29,30,31).

Bu degisimi olusturan, trofoblastik hiicrelerin damarlar1 invaze etmesidir.
Invazyon sirasinda trofoblastik hiicrelerin bir kismi NO gibi vazodilatator ajanlar
salgilarlar ve trofoblastlarin spiral arterleri invaze etmelerinden Once, bu arterler
tizerine etki edererek invazyon i¢in uygun bir ortam saglarlar (32). Bu sekilde
trofoblastlar spiral arterlerin liimenlerini invaze edip hem bu damarlar esnetir

hem de ¢aplarini genisletirler (33).

Bu degisimlere bagli olarak, spiral arterlerin ¢apr 15-20 mikrondan 300-
500 mikrona c¢ikmaktadir. Boylece, intervilloz mesafedeki akim direnci
azaltilarak yiliksek akimli hale getirilmekte ve anne ile fetus arasindaki aligveris

arttirilmaktadir (28).

Preeklampside asil problem trofoblastlarin invazyonundaki bozukluktur
(34). Bu bozukluk sonucunda, spiral arterler yiiksek rezistansli damarlar olarak

kalirlar (35).

Nitrik oksit, trofoblastlastik hiicrelerin invazyonunda 6nemli bir rol
oynamaktadir (36). Bu nedenle, NO sentezinde ya da yarilanma Omriindeki bir
azalma, trofoblast invazyonu ve damar gelisiminde bozukluklarin gériilmesine yol

acabilmektedir (33).

Normal gebelerde epitelyal hiicreler (trofoblastlar) endotelyal hiicrelere
doniismektedir. Normal farklilagsma sirasinda, invaze olan trofoblastlar adezyon
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molekiileri ekspresyonunda degisiklik yaparak, epitele 6zgii adezyon molekiilleri
yerine, endotele 0zgii adezyon molekiillerini eksprese etmeye baslarlar (35,37).
Preeklamptik kadinlardan elde edilen trofoblastlarda ise, endotele 6zgii adezyon
molekiilii ekspresyon gosterilememistir (35). Bunun sonucunda, sitotrofoblastlarin

invazyon ve farklilagsmasi bozulmaktadir.

Sitotrofoblastlarin farklilagmasini saglayan faktorler arasinda VEGF ve
plasental biiyiime faktorii (PIGF) bulunmaktadir. VEGF, Vaskiilogenez ve
vaskiiler permeabilite kontroliinde onemlidir (1). Trofoblastlarda bulunan VEGF
reseptorii “Fms-like tirozin kinaz 17 (Fltl)’ dir. VEGF-FItl etkilesimi ise NO
salintmma yol agmaktadir (38). Yapilan calismalarda VEGF ve Fltl’ in
preeklampsililer de diisiik diizeylerde oldugu bulunmustur (39). Flt1’ in baska bir
formu olan soluble Fltl (sFltl) ise, preeklampsili hastalarda yiiksek diizeylerde
bulunmakta ve VEGF nin Fltl reseptorlerine baglanmasini Onleyerek

sitotrofoblastlarin invazyon ve farklilasmasini bozabilmektedir (40).

Preeklampside, arginaz II enzim aktivitesinin arttig1 da gosterilmistir (41).
Bu durum, NO’ nun prekiirsorii olan arjininin yikilmasiyla sonuglanmakta ve NO
diizeylerini azaltmaktadir. NO diizeylerindeki azalma ise, vazodilatasyonda

azalmaya ve relatif olarak vazokonstriiksiyonda artmaya yol agmaktadir (3).

Normal gebeler infiize edilen vazopresorlerden kolay etkilenmez.
Preeklamptik gebelerin ise, 0zellikle anjiotensine karsi artmis vaskiiler duyarhiligi

oldugu gosterilmistir (1). Cunningham ve ark.(1975), Gant ve ark. (1974)
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korelmis presor cevap gelisiminin, prostoglandin ve benzeri maddelerin vaskiiler

endotelyal sentezi ile iligkili oldugunu diisiindiiren ¢alismalar yapmislardir (1).

Normal gebelik Preeklampsi

Uterus

Bozulmug damar
remodelizasyonu

Artmig kan Azalmig kan

akimi akimi
Serbest VEGF ve PIGF normal gebelik diizeylerinde | Serbest VEGF, PIGF
Maternal damarlarda normal endotelyal fonksiyon Maternal damarlarda endotelyal disfonksiyon
Normal gebelik Maternal sendrom

Sekil 2.2. Preeklampsi patofizyolojisinde VEGF ve PIGF’ nin rolii (33)
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Sekil 2.3. Endotelyal disfonksiyonun potansiyel mekanizmasi (42)

Sekilde gosterildigi gibi uteroplasental perfiizyondaki kronik bir azalma

hipertansiyona yol agmaktadir.

Normal gebelikte artmis prostaglandin iiretimi; vaskiiler tonus, kan basinci

ve sodyum dengesinde merkezi bir rol oynayabilmektedir (1).

Prostoglandin ve benzeri maddelerin hangi mekanizma ile gebelikte
vaskiiler reaktiviteyi yonlendirdikleri tam olarak bilinmemektedir. Ancak bir¢ok
calismada, normal gebelerde antiagregan ve vazodilatator PGIL,’ nin artidi,

vazokonstriiktor ve agregan tromboksan A; (TxA;)’ nin azaldig1 gosterilmistir (1).
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Normal gebelikle kiyaslandiginda preeklampside, PGI, diizeyinin anlamli
olarak azaldig, TxA,;” nin anlamhi olarak yiikseldigi ve sonugta
vazokonstriiksiyonun gelistigi gosterilmistir (43). Ayrica TxA, diizeyi ile

preeklampsi siddetinin dogru orantili oldugu da saptanmistir (43,44).

Endotel vazodilatator maddeler salgiladigi gibi endotelin denilen c¢ok
giiclii bir vazokonstriiktor madde de salgilar (1,43). Baz1 calismalarda endotelin
miktarinin normal ve preeklamptik gebelerde farkliligi gosterilememisken (1)
baska bir calismada, gebelik hipertansiyonu olan hastalarda amniotik sivida

endotelin 1 diizeyinin artig1 goterilmistir (45).

Plasenta Maternal
dolagimjiorgarilar

[ —

JVEGF === 1 §FIt] - gFt{ —a | SeTDESE

F
i 1 i VEG _L
¢ Arjinazll Oksidatif ! L
e JLAIg —» gNOS  Oksidatif | Oksidatif Endotel araliklarindan
B " e/ stres stres ! permeabilite artigi
/\
N O —

| NO aktivitesi / Yar omri «—— /

/

Endotel hicrelerinde +

]
]
1
1
1
1
1
i )
Peroksinitrit : YTxAz BeInn ke Bobr ek
|
! i | PGl i
OH' | Odem Proteinuiri
i p Adhezyon
, Aniyogenik/ | 14\p/  prasental V! moleknileri
vaskulojenik \y1pg  damarlarda ! o
aktivite aktivitesi  daralma | 1 Sitokinler
\ ] 1
/ |
\\‘ ;‘1 : ‘
\ | Endotelyal
\‘ 'f Hipoperfiizyon : disfonksiyon
1
- )
Anormal Eaiinyen am"amk: ! B2Reseptor | oksidatif HiPertansiyon
sitotrofoblast Hipoksi sinyaller : stres
invazyonu |
) ..
1 AT1-B2 reseptor -

t Vaskiil it
| heterodimeri SO
iAng II- "'t

Agonistik AT1antikorlan

Sekil 2.4. Preeklampsi patofizyolojisinde rol oynayan mekanizmalarin topluca gosterimi (33)
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Sekilde goriildiigii gibi, kan basincimi diizeltmek amaciyla sayilar1 artan
bradikinin B, reseptorleri, anjiyotensin 2 tipl reseptorleri ile dimer yapmaktadir.
Olusan bu dimer anjiyotensin 2’ ye oldukca duyarhidir ve maternal tansiyonun

yiikselmesine sebep olmaktadir (33).

Preeklampsi patogenezinde onemli olabilen diger bir faktor ise genetik
predizpozisyondur. Preeklampsi ve eklampsinin kalitsal olabilecegi yOniinde
calismalar vardir. Anne ve kiz kardeste preeklampsi varliginda goriilme riski artar.
Killpatrick ve ark. (1989), multifaktoriyel kalitimin roliinii gostermis; ancak

Hayvard ve ark.(1992) bunu dogrulamamustir (1).

Preeklampside immiinolojik faktorler de 6nemli rol oynamaktadir. Krause
ve ark (1987) normal gebelerde lokositlerin kemotaksisinin ve yapisma
fonksiyonlarinin 2. trimesterden baslayarak giderek azaldigini gostermislerdir (1).
Gebe kadinlardaki bu immiinolojik baskilanma, bazi kadinlarda otoimmiin
hastaliklardaki diizelmeyi ve enfeksiyonlara daha kolay yakalanmayr kismen
aciklayabilir. Preeklampside ise blokan antikorlar azalmakta, sitokinler ve

notrofiller aktive olmaktadir (1).

Gebelige bagh hipertansif bozukluklar agisindan risk, plasentadaki
antijenik bolgeleri bloke eden antikorlarin olusumunda bir bozukluk s6z konusu
olursa, fark edilecek diizeyde artar. Bu durum, ilk gebelikte oldugu gibi bir 6nceki
gebeligin efektif bir immiinizasyon gerceklestirmede yetersiz kaldigi kosullarda

da ortaya ¢ikabilir (46).
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Nulliparlarda daha sik izlenmesi, partner degistirenlerde sikliginin

azalmasi immiinolojik goriisii desteklemektedir (1).

Hayashi (2003), sistemik sitokin dengesizligi ve sistemik immiin
maladaptasyonun preeklampsi patogenezindeki onemini gostermistir (47). Faas ve
ark. (2000), Gervasi ve ark. (2001) preeklampsinin dolagimdaki 16kositlere bagl
oldugunu diisiinmiiglerdir (1). Desidua’ da aktive oldugunda zararli maddeler
salgilayabilecek bol miktarda hiicre mevcuttur ve bunlar daha sonra endotelyal

hiicre hasarina neden olan mediatorler olarak islev gdrebilmektedirler (1).

Gebeligin erken donemlerinde plasental vaskiilarizasyon gelisimindeki
anormallikler, plasental hipoksiye neden olmaktadir. Plasental hipoksi sonucu
maternal sirkiillasyona salinan immiinolojik ve inflamatuar faktorler (AT2 tipl
reseptor otoantikoru, TNF, IL-6, IL-8 gibi sitokinler) ve antianjiogenik faktorler
(soluble Fltl, soluble endoglin) (48,49,50) gibi bir kisim faktorlerin, maternal
endotelyal disfonksiyona neden olarak, hipertansiyon ve hastaligin diger

belirtilerinin gelisimine yol actig1 ileri siirtilmektedir (51).

Preeklamptik kadinlarda, generalize endotelyal disfonksiyonun bircok
laboratuvar kaniti mevcuttur. Dolasimdaki hiicresel fibronektin, faktor 8 antijen
ve trombomodulin konsantrasyonlarinin artist endotelyal disfonksiyonu
destekleyici bulgulardir. Ayrica koagulasyon kaskadina ait bir faktér olan von
Willebrand faktor (vWf) de endotel zedelenmesinin belirteci olup, preeklampside
arttign gosterilmistir (52,53). Bozulmus akim aracili vazodilatasyon (54,55),

endotelyal kaynakli vazodilatatorlerin (NO, PGI,) iiretiminin azalmasi ve yine
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endotelyal kaynakli vazokonstriktorlerin (endotelin, TxA,) iiretiminin artmasi,
AT2’ ye artmis duyarlilik (56) endotelyal disfonksiyonu destekleyen diger
laboratuvar kanitlaridir. invitro yapilan bir calismada, preeklamptik kadinlardan
alinan serumlarin, insan umblikal ven endotel hiicre Kkiiltiirlerinde, endotelyal

aktivasyona neden oldugu gosterilmistir (57).

NO, endotel hiicrelerinde NOS tarafindan L-arjininden sentezlenen
vazodilatator bir maddedir. Gebelige bagli hipertansif hastaliklarda, NO’ nun
yoklugu veya azalmis konsantrasyonunun rol oynadig diisiiniilmektedir. Conrad
ve Vernier (1989) NO geri cekilmesinin, gebe hayvanlarda preeklampsiye benzer
bir klinik tablo olusturdugunu gostermislerdir. NO yikim iriinlerinin,
preeklamptik kadinlarda arttiZi ve bunun uteroplasental iinitedeki azalmis kan
akimi ile iligkili oldugu gosterilmistir. NO inhibisyonuyla ortalama arter
basincinda artma, kalp hizinda azalma oldugu ve bazi hayvanlarda gebeligin
indiikledigi vazopressor duyarsizligin geri dondiigli  gosterilmistir.  NO,
fetoplasental perfiizyonun karekteristigi olan diisiikk basin¢li vazodilate durumu

koruyor gibi goziikkmektedir (46).

Bir endojen NOS inhibitorii olan ADMA, vaskiiler hastalik ve endotelyal
disfonksiyonun olusumunda yeni bir risk faktorii olarak ©ne siiriilmektedir.
Hipertansiyon, ateroskleroz, hiperkolesterolemi ve diyabetik hastalarda yiiksek

plazma ADMA diizeyleri gbzlemlenmistir (10).

Bir¢ok calismada ADMA’ nin preeklampside artigi gosterilmistir. Goniilli

insanlarda ADMA infiizyonunun endotel vazodilatasyonunu bozdugu, sistemik ve

17



renal vaskiiler rezistansi artirdig1 ve kardiyak output’ u azalttig1 belirlenmistir. Bu
veriler ADMA’ mnin kronik olarak yiiksekliginin, vaskiiler hastaliga yol

acabilecegini diisiindiirmektedir (10).

Normal hamilelik sirasinda ADMA  diizeyir azalirken, preeklampside
artmaktadir (10). Son zamanlarda yapilan calismalarda preeklampsi gelismeden
once ADMA seviyelerinin yiikseldigi gozlemlenmistir. Bu nedenle yiiksek risk
altindaki kadinlarin erken donemde belirlenmesinde, ADMA yeni bir risk belirteci

olarak ortaya cikabilir (58).

Endotelyal disfonksiyonun, myometrial spiral arterlerin yetersiz
remodelizasyonuna (yeniden sekillenme) bagli gelisen hipoksi veya
hipoksi/reperfiizyon sonucu olusan oksidatif stresten kaynaklanabilecegine dair

giiclii kanitlar vardir (59).

Gebelik, plasental mitokondrial aktivitenin arttigi, ozellikle siiperoksit
anyonlar1 olmak iizere reaktif oksijen tiirlerinin artisinin izlendigi oksidatif stres
durumdur. Preeklampsi ise ROT’ lar da asir1 artisin oldugu bir hastalik tablosudur

(60).

Gebelikte, oksidatif stres patlamasiyla ilk trimesterde intervilloz sahaya
kan akimi saglanmaktadir. Preeklampside ise, gec¢ gebelik doneminde etkin
antioksidan defansin yetersizligi goriilmiis ve bunun trofoblast apopitozisine ve

plasental vaskiiler reaktivitede degisiklige yol actig1 diisiiniilmiistiir. Preeklampsi
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ve fetal gelisme geriligi gibi durumlarda SOR’ un daha fazla iiretildigi de

gosterilmistir (60).

Preeklamptik kadinlarda artmis oksidatif stres ve azalmis antioksidan
aktivite, preeklampsinin Onceden tahmin edilmesinde protein karboniller gibi

oksidatif stres belirteclerinin faydali olma olasiligini artirmistir.

Oksidatif stresin etkilerini gosteren calismalar gebelige bagl hipertansif
hastaliklar1 onlemede, antioksidan tedaviye olan ilgiyi arttirmis ve vit E, vit C ve

B-karoten ile ilgili ¢alismalar yapilmistir (1).

Preeklampsi patogenezinde, hiperhomosisteinemi de yer almaktadir.
Hayvan modelleri ve insanlarda yapilan bircok calismada,
hiperhomosisteineminin endotelyal disfonksiyona neden oldugu gosterilmistir
(61,62). Homosisteinin siilfidril grubunun oksidasyonu sirasinda ortaya c¢ikan
serbest radikallere baglh gelisen oksidatif stresin, endotel hiicrelerine zarar verdigi
ileri siiriilmektedir. Yapilan bir calismada, preeklamptik hastalarda plazma
serbest/oksitlenmis homosistein orani, antepartum ve postpartum donemde,
kontrol grubuna gore diisiik bulunarak, homosisteinle oksidatif stres iliskisi
gosterilmistir  (63). Hiperhomosisteineminin endotelyal kaynakli NO aracili
vazodilatasyonda  bozulmaya yol actifn  ileri  siiriilmektedir  (61).
Hiperhomosisteineminin NO’ nun hizlanmis oksidatif inaktivasyonu gibi
alternatif mekanizmalar araciligr ile NO’ nun biyoyararlanimin1 azaltmasi da
olasidir (62). Hiperhomosisteinemi sirasindaki endotel disfonksiyonunun bir diger

potansiyel mekanizmasi, NO {iiretiminin ADMA tarafindan inhibisyonudur (64).
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ADMA diizeyindeki artigsin sebebi, ADMA' y1 sitriilline ve dimetilamine hidrolize
eden dimetilarjinin dimetilaminohidrolaz (DDAH) katabolizmasinda azalma
olmasidir. Yapilan bir calismada, metiyonin yiiklemesi yapilan insanlarda, plazma
ADMA diizeylerinin arttigi ve buna baghh olarak endotelyal kokenli

vazodilatasyonun bozuldugu gosterilmistir (64).

Homosistein endoplazmik retikulum stresini uyarir, proinflamatuar
yanitlar1 stimiile eder ve Ras gibi regiilatuar proteinlerin metilasyonunu degistirir.
Bu etkilerin her biri endotel hiicre hasarina neden olan yollarin aktivasyonuna

sebep olabilmektedir (65).

Sonu¢ olarak bugiinkii bilgiler 1s18inda endotel hiicre aktivasyonu
preeklampsi patogenezinde temel noktadir. Hayman ve ark. calismalarinda,
endotel hiicre fonksiyonlarindaki degisiklikler sonucu preeklampsideki klinik

bulgularin ortaya ¢iktigini gostermislerdir (1).

2.1.5.2. Preeklampsi icin Risk Faktorleri (22)

1- Daha onceki gebeliginde preeklampsi veya eklampsi hikayesi
2- Nulliparite (hi¢ dogum yapmamis olmak)

3- {leri anne yas1 (40 yas iistii)

4- Cogul gebelik

5- Kronik hipertansiyon

6- Kronik renal hastalik

7- Genetik (anne ve/veya kiz kardeste preeklampsi 6ykiisii varsa risk artar)
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8- DM
9- Antifosfolipid sendromu
10- Non-immun hidrops fetalis

11- Gestasyonel trofoblastik hastalik

2.1.5.3. Preeklampsi Komplikasyonlari (66)

1-Fetal Komplikasyonlar: Fetal gelisme geriligi, perinatal oOliim (plasenta

dekolmanina bagli), erken dogum, oligohidroamnios, fetal asfiksi.

2-Maternal Komplikasyonlar: Konviilsiyonlar, akut bobrek yetmezligi, kalp
yetmezligi, pulmoner 6dem, intrakranyal kanama, korliik, karaciger subkapsiiler
hematomu ve riiptiirli, trombositopeni, dissemine intravaskiiler koagiilasyon,

HELLP sendromu.

2.2. Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller

Viicudumuzda dengede olan oksidan ve antioksidan sistemler arasindaki

diizenlemenin oksidan sistem lehine bozulmasina “oksidatif stres” denilmektedir.

Serbest radikal ise, dis orbitalinde bir veya daha fazla paylasgilmamis
elektron bulunduran, kararsiz halde olan atom veya atom gruplaridir. Kararl hale
gelmek icin diger molekiillerle reaksiyona girme egilimindedirler (67,68,69,70).
Organizmada artan serbest radikaller; DNA, lipid, protein ve karbonhidratlar gibi
makromolekiilleri etkileyerek hiicre aktivitelerini bozar (71,72,73,74,75). SOR’

un neden oldugu hiicre hasarinin, bir¢ok kronik hastaligin komplikasyonlarina
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katkida bulundugu disiiniilmektedir. DM, ateroskleroz, amfizem/bronsit,
preeklampsi, alkolik karaciger hastaligi, yaslanma, serebrovaskiiler bozukluklar,
iskemi/reperfiizyon hasar1 gibi durumlarda SOR’ un neden oldugu hiicre hasari

s6z konusudur (76).

Oksitlenmis Transkripsiyon ve

niikleik asitler |[g——""" 2 Translasyon
\ hatalan
/D‘:A Anormal
/ / Aminoasitler
O

\RNA proteinler
ksitlenmig peptidler

protein

CPIdID Normal . ,' @ .Protcaz
\l\ Proteinler \ /

T Capraz bagh
RCH,=CHCHO |— proteinler

ROS/RNS

g S

Sekil 2.5. Lipidler, DNA, RNA ve proteinlerin oksijen/nitrojen bagimhi modifikasyonlari

(77)

2.2.1. Serbest Radikallerin Olusumu ve Kaynaklar:

Bir serbest radikal 3 yolla ortaya cikabilir (78,79,80);

1- Kovalent bag tasityan normal bir molekiiliin homolitik yikimi sonucu her bir

parcada ortak elektronlardan birinin kalmasiyla,

X:Y-=X+Y
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2- Bir molekiiliin heterolitik olarak boliinmesi ile kovalent bagi olusturan her iki

elektronun atomlardan birisinde kalmasiyla,

X:Y->X+Y'

3- Ya da normal bir molekiile bir elektronun eklenmesi veya molekiiliin bir

elektron kaybetmesi ile olusabilirler.

A+e - A"

A—>A" + ¢

Serbest radikaller hiicrenin tiim boliimlerinde olusabilme 6zelligindedirler
(110,111). Radikal olusumu hiicre tiplerine gore degisiklik gostermesine ragmen,
tim aerobik hiicrelerde belirli diizeylerde iiretilirler (67,81,82,83,84). Normal
metabolizma sirasinda ortaya c¢ikabilecekleri gibi ekzojen kaynaklar araciligiyla

da olusabilirler (67,68,85,86,87).

Endojen Kaynaklar; mitokondriyal elektron transport zinciri, mikrozomal
elektron transport zinciri, fagositik hiicreler, ksantin oksidaz gibi oksidan
sistemler, iskemi/reperfiizyon gibi oksidatif stres yapict durumlar, oto oksidasyon

reaksiyonlardir (67,88).

Ekzojen Kaynaklar; iyonize radyasyon, sigara ve hava Kkirliligi, alkol,
ilaglar, asirt demir ve bakir alimi gibi diyetsel nedenler, asbest, giines 15181, 1s1

soku, strestir (90,91).
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2.2.2. Serbest Radikal Tiirleri

Canli sistemlerde iiretilen serbest radikal tiirlerinden en 6nemli grubu ROT
olusturur (91,92,93,94). Siiperoksit radikali (O, ), hidroksil radikali (OH"),
alkoksil radikali (RO’), peroksil radikali (ROO") ve hidroperoksit radikali
(ROOH") baslica oksijen radikalleridir. Nitrojen orijinli olan radikallerin (RNT)

baslicalari; NO" ve nitrojen dioksit (NO;") dir (85,95).

0, Arginin
PAGH HH; Ksantin NADPH + Ht
(FADH,) P450
Mitokoncrial ETS / 2ol BH, | NO Sentaz
H,0, R Oksidaz /\
+ 2 .
;ﬁ%} Orik asit ~ Sit NADP*
(, _NADPH Ofsidaz ~ (;" NO Sentaz \
IV = 13 ag BHY 2 NO'<— NO
NADPH+H*  NADP* /
HOC! <—/-—v H,0,
Y ONOO'
H,0 H'tCI Okside
</ cu' VitC VitC
0,+0H A\ j 0 Gly + cu,o
ONOOH \‘ > OH = - 202 Sarkozin
LH Fe* Cu Sar Oksidaz
OH'+NO,
H LOH Asetil CoA Oksidaz

Otoksi-| »0,

) Urik Asit Oksidaz
LOOH—>LO'  dasyon D-AA Oksidaz
Monaminler 0,+H,0
0,+H,0 & 2

Hemoglobin

Sekil 2.6. Memeli hiicrelerinde ROT ve RNT’ nin olusumu (85, 96)

*(Sit: Sitriilin, D-AA: D-Amino asit, BH;: Tetrahidrobiopterin, Gly: Glisin, L': Lipid

radikali, SOD: Siiperoksit dismutaz, MPO: Myeloperoksidaz)
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Normal kosullarda oksijenin %98 ’i mitokondride bulunan “sitokrom

oksidaz” tarafindan indirgenir ve 4 elektron alarak H,O olusturur (93).

02 +4H+4¢ —>2H20

Bir kisim oksijen ise toksik reaktif tiirlere doniisiir (97,98,99). Ciinkii

oksijen ortamda cok bulunan, elektrofilik ataklara ac¢ik bir molekiildiir (93,94).

2.2.3. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Siiperoksit radikali (0,"7) :

Oksijenin tek bir elektron alarak indirgenmesi ile kararsiz bir yapi olan

siiperoksit radikali (O, ") olusur.

O, +e —> 0,7

Siiperoksit, metabolik yolda enzim veya gecis metalleri katalizorliigtinde

diger bilesiklerle etkileserek sekonder ROT’ a doniisebilir (68,69,88).

Ksantin oksidaz’ 1n ksantin veya hipoksantini indirgemesi, NADPH’ 1n
NADPH oksidaz ile oksidasyonu, mitokondriyal elektron transport sistemi O;~

radikalini olusturan baslica mekanizmalardir (68,100,101).

Siiperoksit dismutaz, O, ” nin H;0,” e doniisiimiinii dismutasyonla

katalizleyen enzimdir (102).
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Hidrojen Peroksit (H;0;):

Oksijenin 2 elektron alip rediiklenmesi ve yapiya iki hidrojen atomunun
eklenmesi veya siiperoksitin bir elektron alip rediiklenmesi ve yapiya iki hidrojen

atomunun eklenmesi ile olusur (69,102).

O, +2e + 2H+ — H,O,

Oy +e + 2H" —» H>0,

Yapisinda paylasilmamis elektron icermediginden radikal olarak kabul
edilmez, fakat Fe ve Cu gibi gecis metal iyonlarinin varliginda kolaylikla yikilip
en reaktif radikal olan OH" olusturur (69,91). Sitotoksik H»O, potansiyel
oksitleyici o©zelligi nedeniyle biyolojik sistemlerden katalaz ve peroksidaz

enzimleri ile uzaklastirilir (91).

Hidroksil Radikali (OH):

Hidroksil radikali hidroksil iyonunun nétral formudur. Biyolojik
sistemlerde iiretilen giiclii bir oksidan oldugundan kuvvetli hasarlar olusturur
(69,101). Hidroksil radikalinin baglica tepkimeleri; elektron transfer tepkimeleri,
hidrojen c¢cikarma ve katilma tepkimeleridir (91). DNA’ da serbest radikal zincir
reaksiyonlar1 ve kimyasal baz degisiklikleri yaparak mutasyonlara ve onkojenik

aktivitenin artmasina neden olur (68,103,104).
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Toksik OH" olusumunda Fe, Cu gibi bazi metal iyonlar1 da rol alabilir.
Fe* iin O, yi indirgemesiyle ile olusan Fe**, H,O, ile reaksiyona girerek OH"’

1 olusturabilir, bu durum*“Fenton Reaksiyonu” olarak adlandirilir (105).

Fe+ 0,” — Fet’+ 0,

Fe™ +H,0, — Fe™+ OH" + OH

Demir tarafindan katalizlenen diger bir reaksiyonda Haber Weis
reaksiyonudur. Bu reaksiyonda ferrik demir Kkatalizorliigiinde siiperoksit
radikalinin, hidrojen peroksitle etkilesmesi hidroksil radikalini olusturur

(68,69,100).

02'_ + H202 — 02 +OH + OH™

Hipoklorik Asit (HOCI):

Hem iceren myeloperoksidaz enzimi, fagositik hiicrelerin sitoplazmasinda

H,0; ve CI iyonlarindan HOCI olusturur (94,107).

H202 + HCl — HOCI + Hzo

Perhidroksil Radikali (HO; ):

Perhidroksil radikali siiperoksitten daha kuvvetli oksidandir ve O, nin
protonlanmasi ile olusur (69,96). Bu radikal, LOOH varliginda ya da bagimsiz

olarak, yag asidi peroksidasyonunu baglatir (108).
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2 Oy + H, —» 2HOy

Peroksil radikali (ROO°):

Lipid, niikleik asit, karbohidrat, protein gibi biyolojik molekiillerin OH" ile
reaksiyonu sonucu karbon merkezli radikaller (alkil radikali (R")) olusur. Bunlar
oksijen ile reaksiyona girerek ROO” yu olusturur. ROO’, Lipid

peroksidasyonunu baslatir ve ¢ok uzun omiirliidiir (69,109).

R" + O, — ROO’

ROO™ dan bir oksijen atomunun c¢ikarilmast sonucu RO radikali olusur

(69).

Till radikali ( RS"):

RS™ merkezinde siilfiir atomu icerir ve OH™’ 1n, tiyollerle reaksiyonundan

proton koparmasi sonucu olusur (69).

Nitrik oksit ve NO," ciftlesmemis elektronlara sahip oldugundan serbest

radikallerdir. Nitroz oksit ise serbest radikal degildir.

L-Arg — L-Sitriilin + NO

2.2.4. Serbest Radikallerin Biyomolekiillere Etkileri

Serbest radikaller oldukca reaktif molekiillerdir. Hiicrenin cesitli

bilesenleri ve hiicre dis1 makromolekiillerle etkileserek hiicrede yapisal ve
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fonksiyonel bozukluga neden olurlar (96). Serbest radikaller hiicrede ilk olarak
membran lipid kompenentleriyle karsilasir ve lipid peroksidasyonu baglatirlar

(110).

2.2.5. Lipid Peroksidasyonu

Hiicre memraninda bol bulunan coklu doymamis yag asitleri, serbest
radikallere oldukca duyarlidir (94). Bu yag asitlerinin oksidatif hasara ugramasi

ile lipid peroksidasyonu baglar (68).

Lipid peroksidasyonu, yag asitlerinin yapisindaki hidrojen atomunun
zincir baslatici radikale (R") veya OH" gibi kararsiz yapilara transferi sonucunda,
karbon merkezli lipid radikalinin olugmasi ile baglar. Karbon merkezli lipid
radikali (L") molekiiler oksijenle tepkimeye girer ve lipid peroksil radikali (LOO")

olusur (69,111).

LH+OH — L + H,O

L +02 — LOO’

LOO’, membran yapisindaki diger poliansature yag asitlerini etkileyerek
yeni lipid radikallerinin olusumuna neden olabilir ya da yapisina bir hidrojen

atomu alarak lipid hidroperoksite (LOOH ") doniisiir (69,111).

LOO+1LH—->LOOH+L"
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Lipid peroksidasyonu; lipid peroksitlerinin, hidrokarbon gazlar1 ve
aldehitlerin en onemlisi olan MDA gibi {iriinlere doniismesi ile sona ermektedir
(68,69,112). Lipid peroksidasyonu sonucu olusan MDA, membran
komponentlerinin ¢capraz baglanmasina ve polimerizasyonuna neden olmakta ve
bunun sonucunda da; deformasyon, iyon transportunda bozulma, enzim
aktivitesinde azalma ve hiicre yiizey bilesenlerinin agregasyonu gibi membran
ozelliklerinde degisimlere yol acmaktadir. Aldehitler diger molekiillerle (amino
asitler, proteinler, niikleik asitlerin bazlar1) reaksiyona girerek hiicrede; sitotoksik,
hepatotoksik, mutajenik, genotoksik hatta proliferatif etki gosterebilirler
(71,96,113,114).  Lipid  peroksidasyonu = membran  permeabilitesi  ve
mikroviskozitesini 6nemli Olciide etkiler (67). Serbest radikallerin lipid
peroksidasyonuna yol acarak cesitli hastaliklarin olugsmasinda rol oynadigimi

gosteren ¢cok sayida caligma vardir (96).

2.2.6. Protein Oksidasyonu

Protein oksidasyonu, ROT veya diger oksidan metabolitler ile proteinlerin

kovalent modifikasyonu sonucu olugmaktadir (115,116).

Proteinlerde yapisal degisiklige yol acan baslica mekanizmalar; protein
karbornil gruplarinin olusumu, metal katalizli protein oksidasyonu, protein tiyol
gruplarinin kaybi, nitrotirozin ve ileri protein oksidasyon iiriinlerinin olusumudur

(117).
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Arastirmacilar protein oksidasyonuna yol acan ana mekanizmalarin,
polipeptid omurgasindaki cesitli amino asitlerin o-karbon atomlarindan OH
radikalinin etkisiyle hidrojen atomunun cikarilmast sonucunda bagladigim
saptamislardir. Protein oksidasyonu esas olarak OH' ile baslar. Diger taraftan
oksidasyon siirecinde O, ile birlikte O," ve onun protonlanmis formu olan HO,"’
nin varligr da gereklidir. Ad1 gecen bu reaktif oksijen bilesikleri amino asitlerin
yan zincirlerinin oksidasyonuna, protein-protein ¢apraz baglarinin olusumuna ve

protein omurgasinin oksidasyonu yolu ile proteinlerin parcalanmasina neden olur

(115,118,119).

Sekil 2.7.” de goriildiigii gibi x ve gama 1sinlariyla suyun radyolizisinden
veya H,O;’ nin metal katalizli yitkimindan aciga c¢ikan (reaksiyon a ve b) OH’
radikali polipeptid omurgasindaki o-karbon atomundan o-hidrojen atomunun
uzaklastirilmasina neden olur. Peptid zincirindeki a-hidrojen atomunu kaybetmis

olan amino asit kalintis1 karbon merkezli radikal haline doniisiir.

Capraz Bagh Protein

R [= R 0: 2 '3
=NH-CHCO - 3 S‘ =NH-G-CO— —=NH-C-CO—-
X ve gama snlan HO d

‘>/ Fe'" o4
a b . Foz =1 Hdz - Fez‘o Ho

Hto) N 3+

R P R MO, MG, R

~NH-C-CO- —<—  -NH-G-CO- A —NH-g-co—
OH Fet FettaH’ G Rion Fe

'

Peptd Baginn Aynimas:

Sekil 2.7. Proteinlerde oksidasyona bagh karbonil gruplarmm olusumu (119,120)
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Olusan karbon merkezli radikal molekiiler, oksijen ile hizli bir sekilde
reaksiyona girer (reaksiyon d) ve daha sonra alkil hidroperoksiti verecek olan alkil
peroksil radikal ara iriintinii olusturur. Alkil hidroperoksit, alkoksil radikali
(reaksiyon h) iizerinden hidroksi protein tiirevini verir (reaksiyon j). Reaksiyon
basamaklarinin pek cogunda Fe** ve Cu* varliginda HO,' ile etkilesim dnem tasir
(reaksiyon e,g,i). Bu metabolik yolda olusan alkil, alkil peroksil ve alkoksil
radikal ara iiriinleri aym1 veya farkli protein molekiillerindeki amino asitlerin R
yan zincirleri ile etkileserek yeni karbon merkezli radikallerin olusumuna yol
acar. Olusan bu yeni karbon merkezli radikaller ile yukaridaki reaksiyonlar
tekrarlanir. Oksijen yoklugunda reaksiyon d gerceklesmez. Olusan karbon
merkezli radikal diger bir karbon merkezli radikal ile etkileserek protein-protein

capraz baglarinin olusumuna yol acar (121).

Protein oksidasyonunun sonuglari; enzim aktivitesinde azalma, protein
fonksiyonlarinin ve proteaz inhibitor aktivitenin kaybi, protein agregasyonu,
proteolize artmis ya da azalmis yatkinlik, reseptor aracili endositozun bozulmast,
gen transkripsiyonundaki degisimler ve immiinojen aktivitedeki artis olarak

siralanabilir (115,122).

2.2.6.1. Protein Oksidasyonunun Siniflandirilmasi

Proteinler bircok mekanizma ile okside olabildikleri i¢in birden fazla
protein oksidasyon tiirii vardir (115). Proteinlerin oksidatif modifikasyonu,

oksitlenen rezidii ile olusan {iriin 6zelligine gore 2 gruba ayrilabilmektedir (123).
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1. Global Modifikasyon: Birden cok rezidiiniin degistigi ve birden cok iiriiniin

olustugu (karbonil gruplarinin olusumu gibi) modifikasyonlardir.

2. Spesifik Modifikasyon: Hem oksitlenen rezidiiniin, hem de olusan {iriiniin

oldukca spesifik oldugu modifikasyonlardir.

Protein oksidatif modifikasyonunun, farkli tipleri icin bir tek belirteg
yoktur (115). Fakat PCO gruplarn oksidatif kaynakli hiicresel hasarin en genel
belirteclerinden biri olarak kabul edilmekte ve yaygin olarak kullanilmaktadir
(115,119,123,124). Bu durumun baslica nedenleri; PCO gruplarinin bir¢ok farkl
mekanizma ile ortaya ¢ikabilmesi, stabil olmasi ve basit ama duyarli yontemlerle

Olciilebilmesi olarak sayilabilir (125).

2.2.6.2. Global Modifikasyonla Karbonil Gruplarimin Olusumu

Karbonhidrat ve lipidlerden tiireyen ve organizmada biriken reaktif karbonil
bilesiklerinin Oncelikle proteinler olmak iizere, biyomolekiiller iizerinde
olusturdugu geri doniisiimsiiz nonenzimatik modifikasyonlarin tiimiine “karbonil

stres” denilmektedir (126).

Glutamil oksidasyonu, proteinlerin o-amidasyon metabolik yoluyla
boliinmesi veya lizin, arjinin, prolin ve treonin amino asitlerinin dogrudan
oksidasyonu sonucu PCO tiirevleri olusur. Ayni zamanda proteinlerdeki lizin
gruplarimin ~ lipid = peroksidasyon  metabolitleri (4-hidroksi-2-nonenal,

malondialdehit), indirgen karbohidratlar yada bunlarin oksidasyon {iriinleri veya
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diger reaktif karbonil tiirevleri ile reaksiyonu sonucu da PCO tiirevleri olusabilir

(119).

2.2.6.3. Okside Proteinlerin Birikimi

Oksidatif hasara ugrayan proteinler onarillamaz ve bu nedenle, proteazlarla
yikilirlar (127). Okside protein diizeyi, protein oksidasyon orani ile okside protein

yikim orani arasindaki dengeye baglhidir (116).

Okside proteinlerin birikimi, biyomolekiillerin katalitik ve yapisal
biitiinliigiiniin kaybina ve metabolik diizenleyici yollar1 kesintiye ugratarak

hiicresel fonksiyonlarin bozulmasina neden olmaktadir (127).

Protein karbonil tiirevleri, oksidatif protein hasarinin belirlenmesinde en
cok kullanilan belirteclerden birisidir ve lipid peroksidasyon iiriinleri ile
kiyaslandiginda baz1 yonlerden daha avantajlidir. Ciinkii protein oksidasyonunun
yaygin bir tiiridiir, erken olusurlar ve daha uzun siire dolagimda stabil halde
bulunurlar. Hiicreler de okside olmus proteinler, saatler veya giinler icinde
yikilirken (131,132,133) lipid peroksidasyon iiriinleri ise dakikalar igerisinde
detoksifiye edilebilir (134). Protein karbonillerin kimyasal stabilitesi laboratuvar

Olciimleri ve saklanmalari i¢in daha kullanighdir (135).
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2.2.7. Antioksidanlar

Antioksidanlar,

oksitlenmis proteinlerin birikimi (130)

oksidatif hasara karsi

tiyol spesifik peroksidaz, GST: glutatyon transferaz)

molekiillerin

Sekil 2.8. Prooksidan, antioksidan ve proteolitik aktiviteler arasindaki dengeye bagh olarak

*(MSR: metionin siilfoksid rediiktaz, GPX: glutatyon peroksidaz, CAT: katalaz, RSH-PX:

oksidasyonunu

geciktiren veya engelleyen molekiiller olarak tanimlanmaktadir (91,136,137,138).
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Serbest radikallerin ve antioksidanlarin diizeyleri arasindaki dengenin
korunamadig1 durumlarda, hiicre hasar1 ve 6liimiine kadar giden bircok patolojik

degisiklik meydana gelmektedir (136,137,139).

Organizmada antioksidan mekanizmalar pro-oksidan maddelere karsi
koruyucu olarak bulunmaktadir. Bunlar zararl oksidanlar1 ortadan kaldirir veya in

vivo olarak ROT tarafindan olusturulan hasari onarirlar (140).

Antioksidanlar etki mekanizmalarina gore 4 gruba ayrilirlar (139,140):

1. Siipiiriicii etki gosterenler; yeni radikal olusumunu engeller ve olusan
radikalleri daha az zararl1 hale getirirler. SOD, GPx, ferritin ve seruloplazmin gibi

metal baglayici proteinler bu tiir etkiye ornektir.

2. Giderici etki gosterenler; Oksidanlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini

inhibe ederler. B karoten, vit C ve vit E bu tiir etkiye ornektir.

3. Zincir kiricr etki gosterenler; Zincirleme olarak devam etmekte olan
reaksiyonlar1 belli asamalarda kirarak, oksidan etkiyi durdururlar. Bunlara 6rnek

olarak, tirik asit, bilirubin ve albumin verilebilir.

4. Onaria etki gosterenler; Bu gruptaki antioksidanlara 6rnek olarak; DNA

tamir enzimleri ve metiyonin siilfoksit rediiktaz sayilabilir.
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2.2.8. Preeklampsi ve Serbest Radikaller

Preeklampsi olusumunda, potansiyel hiicre ya da doku hasarina yol acan
oksidan maddeler ve bunlar1 6nleyici etki gosteren antioksidan maddeler arasinda
dengenin bozulmasiyla karakterize oksidatif stresin, onemli rolii olduguna iliskin

cesitli goriisler bulunmaktadir (142,143).

Preeklampside yetersiz trofoblast invazyonu ve bozulmus uterin arter
remodelingi nedeniyle uteroplasental kan akimi azalmakta ve plasental iskemi
gelismektedir. Uteroplasental dokularin yetersiz perfiizyonu ise hem plasenta
hemde desidua bazaliste kontrolsiiz serbest radikal {iretimini uyarabilmektedir

(144).

Intervilloz bosluklarda hipoksi—reperfiizyon fenomeninin bir varyanti
gelistiginde, plasentada bir oksidatif stres durumu olustugu Ongoriilmektedir

(145).

Normal gebelik sirasindaki plasental oksidatif stresin etkisi; SOD, katalaz,
GPx ve tiyoredoksin sistemini igeren endojen antioksidan proteinlerin yani sira
protein bazli olmayan C ve E vitamini, selenyum bilesikleri, lipoik asit ve
ubikinon gibi antioksidanlar araciligiyla durdurmak, modifiye etmek ve tahrip

etmek suretiyle kontrol edilmektedir (5).

Preeklampside ise antioksidan kapasitenin azaldigi bircok calismada

gosterilmistir.
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Preeklampsinin  6zeligi olan artmis oksidatif stres seviyelerinin
kontroliinde, antioksidan sistemlerin normal gebelikteki up regiilasyonun

yetersizligi, hastalik i¢in olas1 bir neden olarak ileri siiriilmektedir (5).

Preeklamptik hastalarda gozlenen serum antioksidan seviyelerindeki
azalma biiylikk olasilikla artmis lipid ve protein oksidasyonundan dolay1
antioksidan  kullaniminin ~ artmis olmasindan  kaynaklanmaktadir  (146).
Antioksidan sistemdeki bu yetersizlik ise, endotelyal disfonksiyona neden olan

diger bir faktor olabilmektedir (146).

Birka¢ calismada, preeklamptik plasentada lipid hidroperoksit, PCO ve
nitrotirozin rezidiilerinin Ol¢limiinii iceren asir1 hiicresel oksidasyon iriinleri
incelenmistir (5). Bu c¢alismalarin biiyiik cogunlugunda preeklamptik plasentada
lipid ve protein oksidasyon seviyelerinin arttigi goOsterilmis ve preklamptik
kadinlarin plasentasinda ROT’ un asir1 iretildigi konusunda, bu alandaki

arastirmacilar arasinda goriis birligi saglanmistir (5).

Oksidatif stres altinda lipidler kadar proteinlerde ROT’ un ana hedefi olup

(146), ROT aracili hasar i¢in PCO’ lar olduk¢a duyarl belirteclerdir (147).

Zusterzeel ve arkadaglar1 preeklamptik gebelerde, saglikli gebelere gore
yiilksek plazma karbonil seviyelerini gostermislerdir (146). Zusterzeel ve
arkadaslarinin yaptiklart daha giincel bir caligmada ise, preeklamptik gebelerin

plasental ve desidual dokularinda PCO seviyelerinin yiiksek oldugunu rapor
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etmisler ve arastirmacilar bu veriler 15181inda, preeklampside plasental ve desidual

dokularin ROT iiretimine destek sagladigi sonucuna ulagmislardir (146).

@\ llhnﬂoitidam]

Sekil 2.9. Preeklampsinin patogenezinde oksidatif stresin rolii (144)

Yaymlanmis caligmalar oksidatif protein hasari belirteci olan yiikselmis
PCO seviyelerinin bir dizi hastalikla iligkili oldugunu gostermesine ragmen

preeklampside protein oksidasyonunu arastiran sinirl sayida ¢calisma mevcuttur.
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2.2.9. Preeklampside Antioksidan Sistem

Preeklampside artmis O, iiretimi, lipid peroksid artisi, oksitlenmis
proteinler ve DNA s6z konusudur (148). Preeklampsideki oksidatif stresi
azaltmak amaciyla Vit C ve E efektif antioksidanlardir. Gebelik ve
preeklampsideki kullamimlar1 da arastirllmaktadir. Eksojen antioksidanlarin
kullanimi kolay olsa da transport sirasinda tikkenmeleri, dogru hiicresel
kompartman1 hedefleyememeleri ve geri doniislii olmamalart simirlayici

etkenlerdir (152).

2.3. Nitrik Oksit (NO)

Endotel kaynakli gevsetici faktor (EDRF) olarak da bilinen nitrik oksit
eslesmemis bir elektron tasiyan yiiksiiz bir molekiildiir. NO’ nun bu 6zelligi onu
essiz bir mesajci1 yapar. Yiiksiiz oldugu icin membranlardan kolayca gecer ve
eslesmemis bir elektrona sahip olmasi nedeni ile diger molekiillerle hizlica
reaksiyona girer (149). Serbest radikal olan NO’ nun yarilanma 6mrii kisa olup,
hizla nitrit ve nitrata doniisiir. Bu yiizden serum nitrit ve nitrat diizeyleri, nitrik

oksit olusumunun gostergesi olarak in vitro ve in vivo olarak kullanilabilirler

(150).

Nitrik  oksit viicutta bulunan bir amino asitolan L-arjininden
sentezlenmektedir. Bu metabolik yolda gorev yapan enzim NOS dur. Bu enzimin

3 cesit izoformu bulunmaktadir. Bu izoformlar; indiiklenebilir NOS (iNOS),
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noronal NOS (nNOS) ve endotelyal NOS (eNOS) olarak isimlendirilmektedirler

(151).
Tablo 2.1. NOS izoformlar (153)
NO! iger . . >
. 0s Diger Salmim Kaynak Regiilasyon NO | Kromozom
Izoform | adi ) ‘
Tipl | nNOS | Devamli Sinir hiicreleri Ca™a bagimli | Diisiik 12
I\v’Iakll'fta_l. dama‘r diiz Sitokinler.
Indiiklen i, s endotoksin ve
Tip2 | INOS endoteli.miyokard. o : yitksek 17
-diginde - oksidanlarla
= endokard. immun s o
; " indiiklenme
hiicreler. hepatosit
Vaskiiler endotel
hiicreleri.
. e trombositler, +

:' .\ B T . ‘( d Ud : ik C 7

Tip3 | eNOS | Devamli stk sndib Ca™ abagml | yiiksek 1
mast hiicreleri.
nétrofiller

Her ii¢c izoformun da NO sentezleyebilmesi icin kalsiyum regiilator
protein olan kalmoduline ihtiyaci vardir. eNOS ve nNOS’ un kalmodiiline
baglanabilmesi icin ortamda artmis kalsiyuma ihtiyac1 varken, ortamda diisiik
konsantrasyonda kalsiyum bulunmasi durumunda bile iNOS kalmodiiline
baglanabilmektedir. Dolayisiyla intraseliiler kalsiyum miktar1 ile esas olarak

eNOS ve nNOS aktivitesi regiile edilmektedir (154).

Nitrik oksitin arjininden sentezi NOS enzimi ile iki basamakta gerceklesir.
Tepkimenin ilk basamaginda L-arjinin amino asiti  guanidin-nitrojen
terminalinden NOS enzimi tarafindan hidroksillenir. Enzime siki bagl olan stabil

ara Uriin ise, ikinci agamada sitriilin ve NO’ ya cevrilir (9).
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Sekil 2. 10. Nitrik oksit sentezi (155)

NO’ nun sentezlendigi reaksiyonda kofaktor olarak flavin mono niikleotit
(FMN), flavin adenindiniikleotit (FAD), kalmodulin (CaM), tetrahidrobiopterin
(BHy), kosubstrat olarak ise nikotinamid adenin diniikleotit’ in indirgenmis sekli
(NADPH) ve oksijen kullanilmaktadir. Reaksiyon sirasinda olusan sitriilinin,
endotel hiicre kiiltiiriinde yapilan caligmalar sonucunda iireden gelen bir azot

atomunun eklenmesiyle arjinine geri doniistiigii gosterilmistir (154).

Kan damarlarindaki kanin akis hizinin artmasi, endotel hiicreleri iizerinde
mekanik bir kuvvet (shear stres) olusturarak NO’ nun sentez ve salinimin arttirir
(155). Shear stres potasyum kanallarinin aktivasyonuna neden olarak
hiperpolarizasyona yol acar. Hiperpolarizasyon ise hiicreye Ca*™ girisine neden

olarak NO sentezini arttirir. Ayrica epinefrin, norepinefrin, histamin, vazopressin,
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asetilkolin, bradikinin, ADP, ATP, trombin, insiilin, endotelin ve 5-
hidroksitriptamin gibi molekiiller, endotel hiicre reseptorlerine baglanip fosfolipaz

C enzimini aktive ederek, Ca* araciligiyla eNOS enzim aktivasyonuna yol agarlar

(157,158).

Nitrik oksit; endotel hiicrelerinde caveolae’ da (hiicre memranindaki
invajinasyonlar) lokalize endotelyal NOS’ un, enzimatik etkisiyle prekiirsorii olan
L-arjininden sentezlenir. Caveolin-1, calmoduline baglanir ve eNOS aktivitesini
inhibe eder. Kalsiyumun calmoduline baglanmasi Caveolin-1" i ayirir ve eNOS’ u

aktive ederek NO iiretimine yol acar (156).

Asetilkolin, serotonin, w w

trombin, bradikinm

\ / -\ -\7 Shear stress
gy X
-Ca\'eolm —
Ca=_
T CaM
NADPH L-sitrullin
BH+ T Endotel hiicres:

L-arjinin NO

—~—

_— -
/ Guanilat Siklaz + I \
GTP P GMP Jaskiter duz
as hiicresi
\ Relaksasyon /

Sekil 2.11. Endotelyal hiicrelerde NO iiretimi (159)

* ( GTP: Guanozin trifosfat, cGMP: siklik guanozin monofosfat)
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Asagidaki sekilde goriildiigii gibi eNOS, 2 globuler protein modiiliinden
olugmaktadir (rediiktaz ve oksijenaz segmentleri), bu iki segment esnek protein
yap1 ile birbirine baglanmistir. Rediiktaz segmenti, NO sentezi icin NADPH’ a
baglanarak dehidrojenasyonu katalize etmek i¢in gerekli olan elektronlar: iiretir.
Elektronlar esnek protein yapidan oksijenaz segmentine transfer edilir. Bu
elektron transferi, calmodulin’ in enzime baglanmasiyla aktive edilir. Oksijenaz
segmenti ise, NO {iiretimi i¢in gerekli olan katalitik merkezden olusur ve hem, L-

arjinin, BH4" 1 baglar (160).

NADPH
Arginine
NADP+ Ozg
H+
Citrulline
NO (or NO7)

Sekil 2.12. NO sentezi ve sentezde rol alan molekiiller (154)

Endotel hiicresi tarafindan sentezlenen NO, difiizyonla diiz kas hiicrelerine
gecerek guanilat siklazi aktive edip cGMP seviyesini arttirir. ¢cGMP diiz kas
hiicresi icindeki cGMP bagimli protein kinazi aktive eder. Bunun sonucunda
potasyum kanallar1 fosforile, Ca** kanallar1 hiperpolarize olur. Hiicre ici Ca**

miktar1 azalir ve bu da diiz kas hiicresinde gevsemeye yol acar. NO, cGMP
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yolundan bagka sodyum ve potasyum kanallarin1 dogrudan aktive ederek de

vazodilatasyona katkida bulunur (161).

2.3.1. Nitrik Oksit Regiilasyonu

Tetrahidrobiopterin, eNOS aktivitesini diizenleyen bir kofaktordiir.
Saglikli insanlarda bu kofaktoriin uygulanmasi herhangi bir etki olusturmaz, fakat
hiperkolesterolemik veya sigara icen kisilerde bozulmus olan NO aktivitesini
diizeltebildigi gosterilmistir. NOS substratt olan L-arjinin ve BH4 yetmezligi,
eNOS’ un ayrismasina yol a¢cmaktadir. Reaksiyon NO yerine O, {iretimiyle
sonuclanmakta ve bu etki NOS uncoupling’ i olarak adlandirilmaktadir (156,

158).

NO aktivitesinin en onemli diizenleyicilerinden biri O," anyonudur. O,
anyonlar1 c¢ogunlukla NADPH oksidaz ile sentezlenmekte ve NO’ nun
kararsizligina neden olmaktadir. O, ve NO unstabil molekiillerdir ve reaksiyona
girerek ONOQO bilesigini olustururlar. Peroksinitrit, proteinlerdeki tirozin
rezidiilerinin nitrasyonuna neden oldugu gibi lipid peroksidasyonunu uyarici
etkiye de sahiptir (162). Peroksinitritten diger SOR tiirleri (OH") olusur. NO, bu
durumdan antioksidan ozellikteki endotele bagh siiperoksid dismutaz enzimi ile
korunmaktadir. Normal metabolizmanin bir iiriinii olarak tiim hiicrelerde devamh
sentezlenen siiperoksit anyonu, diger serbest radikallerle reaksiyona girebilir veya

SOD tarafindan hidrojen peroksit ve oksijene doniistiiriilebilir (156,157,158).
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2.3.2. NO ve Preeklampsi

Nitrik oksit, hamilelikte kan akimi ve kan basincinin diizenlenmesinde
onemli rol oynayan potent bir vazodilatatordiir. Yapilan c¢alismalarda
preeklampside NO diizeyinin azaldigr saptanmis olup, bunun preeklampsideki

endotelyal disfonksiyon ile ilgili olabilecegi diisiincesine varilmistir.

Nitrik oksit, gebelikte giiclii bir vazodilatatér olarak fetoplasental
dolasimin diizenlenmesinde ©nemli rol oynar. Yapilan c¢alismalarda insan

plasental villuslarinda NOS varlig1 gosterilmistir (163).

Plasental NOS’ un endotelyal tipte oldugu ve trofoblastlarin plasental
eNOS’ un esas kaynagi oldugu enzimatik ve immiinohistokimyasal metotlar
kullanilarak kanitlanmistir. eNOS tarafindan meydana getirilen NO’ nun bazal
vaskiiler tonusun saglanmasi, trombosit aktivasyonun Onlenmesi ve endotele
16kosit adezyonunun sinirlandirilmasinda 6énemli bir rol oynadigi bildirilmistir

(163).

Bir hayvan modelinde endojen NO sentezinin inhibe edilmesi ateroskleroz
gelisimine yol agmistir. Bunun tersine, L-arjinin verilmesi ise hastalik ilerlemesini
durdurmus ve ateroskleroz siirecini tersine gevirebilmistir (10). Eksojen L-arjinin
verilmesi, su 3 etkiden dolay1 bu duruma yol acabilmektedir (3).

1) eNOS aracili NO iiretiminin ADMA ile inhibisyonunun asilmast,

2) y+ transport sisteminde ADMA ile yarisma,

3) Antioksidan olarak hareket edip siiperoksiti ortadan kaldirma.
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Seligman ve arkadaglar1 preeklampsi patogenezinde NO’ nun roliinii
arastirmak amaciyla, 26’ s1 normotansif toplam 52 gebede yaptiklar1 ¢aligsmada,
NO’ nun metabolitleri olan nirit ve nitratin konsantrasyonlarin1 ol¢miisler ve
siddetli preeklamptik grupta bu maddelerin diizeyini saglikli gebelere gore

anlaml1 derecede diisiik bulmuslardir (164).

Li ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada da, bu maddelere ek olarak NO
icin ikinci haberci olan cGMP diizeyleri 0Olciilmiis ve kontrol grubuyla
karsilastirildiginda nitrit, nitrat ve cGMP diizeylerinin preeklamptiklerde anlamli

sekilde diisiik oldugu gosterilmistir (164).

NO diizeyi diisiik olan preeklampsili hastalarda;

1-) Substrat olan L- arjinin eksikligi veya transportundaki bozukluk,

2-) lIyonik kalsiyum gibi eNOS’ un normal aktivitesi igin gerekli olan

kofaktorlerin yetersizligi,

3-) eNOS’ un endojen inhibitorii olan ADMA’ nin yiikselmesi,

4-) Diisiik enzimatik aktiviteye neden olan eNOS’ da polimorfik degisikliklerin
varligr gibi, L-arjinin-NO metabolizmasina ait bazi degisiklikler tanimlanmistir

(25).
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Sekil 2.13. Preeklampside L-arjinin-nitrik oksit yolag: (25)

2.4. Asimetrik Dimetil Arjinin (ADMA)

Nitrik  oksit vaskiiler ve kardiyak fonksiyonlarin Onemli bir
diizenleyicisidir. NO sentezinin ADMA diizeylerindeki yiikseklik nedeniyle
inhibe edilmesi pek c¢ok hastaligin vaskiiler patofizyolojisine katkida

bulunabilmektedir (165).

ADMA, niikleoproteinlerde bulunan arjinin rezidiilerine, protein arjinin
metiltranferaz (PRMT) enzimi tarafindan metil gruplarinin sentez sonrasi
diizenleme ile eklenmesi ve bu proteinlerin yikilmasi sonucunda meydana gelen
metilenmis bir arjinin tiirevidir. Viicutta daha farkli metillenmis arjinin bilesikleri

de bulunmaktadir. Bu bilesikler bir ya da 2 metil grubunun arjinine eklenmesi
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sonucunda meydana gelmektedirler. ADMA ve simetrik dimetil arjinin (SDMA)
iki metil grubunun eklenmesiyle ve N-monometil-L-arjinin (L-NMMA) ise bir

metil grubunun eklenmesiyle olusan arjinin tiirevleridir (166).

2.4.1. ADMA’ nin Metabolizmasi

Metillenmis arjinin bilesikleri hiicre icerisinde baslica PRMT enzimi
tarafindan sentezlenmektedir. PRMT’ nin baslhica iki tipi vardir: PRMT1 ve
PRMT?2. PRMTI hiicrede daha cok cekirdekte bulunurken (173), PRMT2 ise

sitozolde bulunmaktadir (168).

Bu enzimler, proteinlerin yapisinda bulunan arjininlerin guanidino
grubundaki azotlara metil grubu eklemektedirler. Tipl guanidino grubundaki
azotlardan sadece birini metillerken, tip 2 ise 2 azotu da metillemektedir. Bu
nedenle, PRMT1 ADMA ve L-NMMA’ y1 sentezlerken, PRMT2 ise SDMA’ nin

sentezlenmesini saglar (166).

PRMT enzimi S-adenozil metiyonini (SAM) metil dondrii olarak
kullanmakta ve sonugta ADMA’ nin yaninda S-adenozil homosistein (SAH)’ de
ortaya ¢cikmaktadir. PRMT aktiviteleri SAM ve SAH’ 1 hiicre i¢i konsantrasyonu
ile diizenlenmektedir. Hiperhomosisteinemi giincel kardiyovaskiiler risk
faktorlerinden biridir ve bu sentez yolaginda ADMA diizeylerindeki artisla iliskili

olabilmektedir (15).
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Sekil 2.14. Homosistein-ADMA etkilesimi (58)

L-NMMA, NOS enzimini ADMA ile ayn1 giicte inhibe eder fakat plazma
konsantrasyonu ADMA’ dan 10 kat daha disiiktiir. SDMA’ nin plazma
konsantrasyonu ADMA ile esit seviyededir ancak NOS iizerine inhibitor bir etkisi

yoktur (154).

ADMA’ nin hiicre i¢i miktarlari; protein metilasyonu, protein yikim hizi
ve ADMA’ nin dimetilarjinin dimetilaminohidrolaz (DDAH) tarafindan yikilma
hizina baghdir. Hiicre icerisinde olusan ADMA daha sonra dolasima
verilmektedir. Protein yikiminin arttigr iskemik kalp hastaligi, diyabet gibi bazi
durumlarda hiicre icerisinde fazlaca olusan ADMA dolasima verilmekte ve

dolasimdaki diizeyi artmaktadir (169,170).
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Metilarjinin tiirevleri (ADMA, SDMA ve L-NMMA) y* tasiyic1 protein
ad1 verilen katyonik amino asit tasiyicilar1 araciligiyla endotel hiicrelerinin igine
girerler. Metilarjininler birbirleriyle ve arjinin ile hiicre i¢ine giris i¢in yarigirlar.
Yiiksek konsantrasyondaki ADMA; izole edilmis kan damarlarinda, kiiltiire

edilmis makrofajlarda ve endotel hiicrelerinde L-arjininin hiicre i¢ine transportunu

engeller (171).

ADMA oldukca stabil bir molekiil olup, hiicreler arasinda rahatca

dolasabilmekte ve etkisini serbest olarak gosterebilmektedir (172).

ADMA’ nin %10’ luk kismu bobrekler yoluyla uzaklastirilirken, geriye
kalan % 90 kadarlik kisitm ise DDAH tarafindan metabolize edilmektedir. Bir
baska metillenmis arjinin olan SDMA’ nin ise tamami renal yolla atilmaktadir (7).
Ancak son zamanlarda yapilan ¢aligmalar SDMA’ nin da hepatik yolla metabolize

edildigine dair kanitlar sunmaktadir (173).

DDAH enzimi sitoplazmik lokalizasyonludur ve 2 tipi bulunmaktadir. Tip
1 DDAH aktivitesi bobrekte ve beyinde fazlayken, Tip 2 DDAH aktivitesi kalp,
plasenta ve bobrekte daha yogun olarak bulunmaktadir. DDAH enziminin, NO’
ile iliskisinin gosterilmesi bakimindan énemli bir nokta da, DDAH-1" in daha ¢ok
nNOS eksprese eden hiicrelerde bulunmasi, DDAH-2’ in ise ¢ogunlukla eNOS
eksprese eden dokularda bulunmasidir (170). ADMA’ nin DDAH tarafindan

metabolize edilmesi sonucunda sitriilin ve dimetilamin olusmaktadir (174).
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Sekil 2.15. Metillenmis arjinin tiirevlerinin metabolizmalar: (174)

2.4.2. ADMA’ nin Gebelikteki Degisimi

Gebelik sirasinda annenin sistemik vaskiiler fonksiyonlar1 degismektedir.
NO sentezinin artisi, gebelikteki vaskiiler adaptasyonun 6nemli bir kismindan

sorumludur (175,176).
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Gebelikte ADMA seviyesindeki diisiiklilk, normotansif gebelerdeki
vaskiiler dilatasyodan ve kan basinci degisikliklerinden ozellikle sorumludur.
ADMA konsantrasyonlari normal gebelik sirasinda diiser ve 1. trimesterin
sonunda minimuma ulagir, sonra gebelik yasiyla birlikte diizeyleri artar (177).
Ancak, gebelikte diisiikk oldugu fakat gebelik haftalar1 arasinda fark olmadigi
yoniinde yayinlar da vardir (178). ADMA’ nin esas eliminasyon sekli DDAH
tarafindan yikilmasidir ancak renal hiperfiltrasyon gebelik sirasindaki diisiik
ADMA konsantrasyonlarindan sorumlu olabilir. Ciinkii DDAH enzimi bobrek
glomeriillerinde ve tiibiillerinde oldukca yiiksek diizeylerde bulunur ve bu da renal
hiperfiltrasyonla bobreklere gelen ADMA’ nin diizeylerinde azalmaya neden

olabilir (179).

2.4.3. ADMA ve NO Iliskisi

ADMA’ nin temel etkisi vaskiiler NO sentezini eNOS enzimi {izerinden
inhibe etmesidir (8). ADMA bu major etkisinin yani sira eNOS’ un aktivitesini bu
enzimin ayrismasina neden olarak da bozabilmektedir. Boylece eNOS’ un 2
segmenti arasindaki olagan elektron akisi bozulmakta ve enzim NO yerine
stiperoksit radikalleri tiretmeye baslamaktadir (180). Bu durum enzimin kofaktorii
BH, veya substratt arjinin eksikliginde de goriiliir (181). Yiiksek ADMA diizeyi
varliginda bloke olan bir diger mekanizma ise substrat arjininin hiicre icine

alimidir (182).
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2.4.4. Preeklampsi ve ADMA

Preeklampsi, ADMA iliskisini ilk Fickling ve ark. gostermisler ve
preeklampsili hastalardaki ADMA konsantrasyonlarinin, saglikli gebe kadinlara

gore anlamli miktarda yiiksek oldugunu bildirmislerdir (183).

Pettersson ve arkadaglari, preeklamptik ve normotansif gebe kadinlarda
hem plazma ADMA hemde plazma arjinin konsantrasyonlarim1 Olcmiisler ve
preeklamptik kadinlarla, normotansif kontrol grubu arasinda, arjinin diizeyleri
acisindan bir fark olmadigim1 ve plazma arjinin/ADMA oraninin preeklampsi

grubunda diisiik oldugunu gostermislerdir (184).

Preeklampside klinik belirtiler gelismeden 6nce, gebeligin 23. haftasinda ADMA
diizeylerinin arttig1 rapor edilmistir (185). Bu durum, ADMA’ nin yiiksek riskli

gebelerin teshis edilmesinde yeni bir belirte¢ olabilecegini diisiindiirmektedir (10).

2.5. Homosistein

Homosistein siilfiir iceren bir amino asittir. Hayvansal proteinlerde bol
miktarda bulunan metiyoninin demetilasyonu sonucu olusur. Metiyonin, diyetle
alinmakta veya endojen proteinlerin bozulmasi ya da homosisteinin
remetilasyonuyla olusmaktadir. Metiyonin yeni sentezlenen proteinlerin yapisina
katildig1 gibi ATP yardimu ile enzimatik olarak bir siilfonyum bilesigi olan S-
adenozil metiyonine de doniisebilir (186,187). SAM’ 1n metil grubu DNA

metiltransferaz aracilifiyla koparilarak, S-adenozil homosisteine doniistiiriiliir.
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Bunun adenozil kisminin hidrolitik olarak parcalanmasiyla da homosistein olusur

(186).

Homosistein transsiilfirasyon veya remetilasyon yollarindan birini
kullanarak metabolize olur. Transsiilfiirasyon yolunda Vit B6 bagimli olan
sistatyonin [ sentetaz enzimi (CBS) (187); remetilasyonun kisa yolunda betain
homosistein  metil transferaz (BHMT) enzimi; uzun yolunda ise

metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) enzimi etkilidir (188).
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Sekil 2.16. Homosistein Metabolizmasi (189)

Plazma homosistein konsantrasyonu yas ve cinsiyetle yakindan iliskilidir.

Yasa bagl olarak plazma homosistein seviyesi hafif artma egilimi gosterir.
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Ostrojen, total homosistein konsantrasyonunu beslenme ve kas Kkitlesinden
bagimsiz olarak diisiirdiigii i¢in, erkeklerde homosistein kadinlara goére 1 pmol/L

daha yiiksek olabilir (190).

Metiyonin metabolizmasi, bir¢ok yolagin birlesme noktasinda anahtar bir
ara Uriindiir. Bircok dokuda metiyonin, SAM olusturmak i¢in ATP ile aktive
edilir. Olusan SAM, PRMT gibi bir¢cok metil transferaza metilarjinin sentezi icin
metil grubunu verir (182).

Metionin L-arjinin

S-adenozilmetionin

) o L-arjinin
S-adenozilhomosistein

Homosistein /‘

L-arjinin
l Proteoliz

— NO sentaz
(oo J

Endotelyal disfonksiyon
L-Sitriilin .
Idrarla atilim l

Vaskiiler hastalik

Sekil 2.17. Homosistein ve ADMA arasmdaki metabolik iliski (13)
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2.5.1. Hiperhomosisteinemi ve Gebelik

Plazma homosistein konsantrasyonu gebelikte azalmaktadir (191).
Homosistein konsantrasyonundaki bu azalmadan sorumlu mekanizma tam olarak
bilinmemekle birlikte fetus tarafindan metiyoninin artmis kullanimi oldugu
diistiniilmektedir (192). Son yillarda in vivo olarak ratlarda yapilan calismalarda;
Ostrojen ve kortizol tedavisinin homosistein konsantrasyonunda azalmaya neden
oldugu goriilmiistir (193). Bu hormonlarin gebelikte artmasi, homosistein
konsantrasyonunda ki azalmay:1 agiklayabilir. Bu etkilerin disinda, plazma
hacmindeki artis nedeniyle gelisen, fizyolojik gebelik hemodiliisyonu da

homosistein seviyesindeki diigmeye neden olabilmektedir (194).

2.5.2. Hiperhomosisteinemi ve Etkileri

Mekanizmast tam olarak bilinmemekle beraber, homosisteinin cesitli

diizeylerde damar endotel disfonksiyonuna neden oldugu kabul edilmektedir (21).

Homosisteinin etkilerini oksidatif hasar yaratarak gosterdigini ortaya
koyan kanitlar giderek artmaktadir. Homosistein, plazmada okside olurken reaktif
oksijen {iriinleri olusmakta ve lipid peroksidasyonunu baslatmaktadir (195).
Normal endotel hiicreleri, homosisteinin toksik etkilerini ortadan kaldirmak icin
NO salgilar. NO’ nun bu koruyucu etkisi, endotelin uzun doénemli
hiperhomosisteinemiye maruz kalmasi sonucunda bozulur. Bu bozuklugun nedeni
homosisteinin, lipid peroksidasyonuna yol acarak endotelyal NOS salinimini

azaltmasidir. NOS saliniminin azalmasi da endotel hiicresini, homosistein kokenli
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oksidatif hasara maruz birakir ve endotelyal fonksiyon bozuklugu ortaya cikar

(196).

2.5.3. Hiperhomosisteinemi ve Nedenleri

Plazma homosistein diizeyi standardize edilememis olmakla birlikte,
normal degerler 5-15 umol/L olarak kabul edilmekte, 16 pmol/L iizerindeki
degerler hiperhomosisteinemi olarak degerlendirilmektedir (197). Homosisteinin
yiiksekligi; trombozis, inme, miyokard infarktiisii ve kronik renal yetersizlik icin

onemli bir risk faktoriidiir (187,198,199).

Homosistein diizeylerini etkileyen cok sayida faktor mevcuttur. Bunlar (21):

1) Metabolizmadaki genetik bozukluklar (sistationin beta sentaz eksikligi,
MTHEFR eksikligi, metiyonin sentaz eksikligi)

2) Kronik hastaliklar (kronik bobrek yetmezligi, akut lenfoblastik 16semi, DM)

3) Vitamin yetersizligi ve beslenme bozukluklar1 (Vit B12, folat, Vit B6 )

4) Kisisel ozellikler ( ileri yas, erkek cinsiyet, sigara kullanimi, fiziksel inaktivite,
menapoz)

5) Tlaglar (metotreksat, fenitoin ve karbamazepin) olarak siralanabilir.

2.5.4. Homosistein ve Preeklampsi iliskisi

Preeklamsinin nedeni hala bilinmemesine ragmen endotelyal hiicre
disfonksiyonu en temel ozelliktir ve vaskiiler reaktivitede degisiklige ve vaskiiler

biitiinliigiin kaybina neden olmaktadir. Plazma homosistein yiiksekliginde
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endovaskiiler hiicre hasar1 meydana gelmektedir. Homosistein bu etkisini, iki
sekilde olusturabilmektedir. Ilki, homosisteinin oksidasyonu ile olusan serbest
radikallerin damar endoteli iizerine toksik etkide bulunmasi, ikincisi ise
homosisteinin pihtilasma mekanizmasi {izerine yaptigt bozucu etki nedeniyle
normalde antitrombotik etkisi daha baskin olan damar endotelini daha trombotik
hale getirmesi ve boylece damar i¢inde pihti olusma egilimini arttirmasi

seklindedir (200).

Hiperhomositeinemili hastalardaki endotel disfonksiyonu artmis oksidatif
stresle aciklanmaktadir. Yapilan bir calismada, artmis oksidatif stres belirteci olan

8-izoprostoglandin an’ nin hiperhomosisteinemili kisilerde yiiksek diizeylerde

bulundugu gosterilmistir (201).

Preeklamptik kadinlarda homosistein diizeyinin normal gebelere gore daha
yiiksek oldugu bir¢ok arastirmada kanitlanmistir (202,203). Erken gebelikte hafif
ve ciddi preeklampsinin normotansif gebelerle karsilastirildigi bir ¢alismada,
artmis maternal serum homositein seviyeleri hafif preeklampsi gelisme riskini
yaklasik 4 kat, ciddi preeklampsi gelisme riskini ise yaklasik 3 kat arttirdigt ileri

siirlilmiistiir (204,205).

20 preeklamptik hasta ve 20 saglikli gebeyi iceren bir calismada ise,
plazma homosistein diizeylerinin preeklampsinin siddeti ile iliskili oldugu

belirtilmis olup (72) hafif preeklamptiklerin kontrol grubuna gore ve
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eklamptiklerin de agir preeklamptik gruba goére homosistein diizeylerinin daha

yiiksek oldugu bulunmustur (21).

Dekker ve ark. (206) ile Onalan ve ark. (207), serum homosistein
diizeyinin preeklampsili hastalarda anlamli derecede daha yiiksek oldugunu ve

homosisteinin preeklampsi Ongoriisiinde kullanilabilecegini ifade etmislerdir.

2.5.5. Homosistein, ADMA ve NO’ nun birbirleriyle olan metabolik

etkilesimleri

Son 15 wyilda, insanlarda ve hayvanlarda yapilan bircok c¢alisma
hiperhomosistineminin endotel fonksiyon bozukluguna, ADMA seviyesini
arttirarak ve NO biyoyararlanimin1 azaltarak yol acabilecegini gostermistir.
Hiperhomosistinemide azalmig NO biyoyararlanimina sebep olan muhtemel
mekanizmalar; hiicresel stres yolaklarinin aktive olmasi ve eNOS’ un ADMA
tarafindan inhibe edilmesidir. ADMA, hiperhomosisteinemide vaskiiler fonksiyon
bozukluguna yol acan ana mediyatordiir hipotezi; homosistein ve ADMA
arasindaki yakin metabolik bag ve de bircok klinik calisma ve hayvan deneyinde
gozlemlenen plazma tHcy, plazma ADMA ve endotel fonksiyon bozuklugu

arasindaki iliskiyle desteklenmektedir (13,181,208,209).
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Sekil 2.18. Homosistein, ADMA ve NO’ nun endotel fonksiyon bozuklugundaki rolleri (208)

Homosisteinin, ADMA’ y1 sitriiline metabolize eden DDAH enzimini
inhibe ederek veya endoplazmik retikulum iizerindeki stresi ve apoptozu arttirarak
(proteinlerin artmis proteolizi yoluyla) ADMA’ y1 yiikseltebilecegi belirtilmistir.
ADMA’ nin endotel hiicrelerinde birikimi ise, eNOS’ u inhibe ederek NO’ nun
azalmis yapimina ve dolayisiyla endotel fonksiyon bozukluguna yol agmaktadir.
ADMA veya ONOO" gibi oksidanlarin yol actifi eNOS’ un yapisindaki
degisiklikler, siiperoksit olusumunu artirmakta ve NO’ nun biyoyararlanimini

daha da azaltmaktadir (15,209).
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Sekil 2.19. L-arjinin, NO ve Homosistein yolag1 arasindaki etkilesim (197)
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calismada, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve
Dogum servisinde yatan hastalardan ve kontrol grubundan alinan serum
numuneleri Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Arastirma Laboratuvarinda ¢aligildi.
Calisma icin Kecioren Egitim ve Arastirma Hastanesi Yerel Etik Kurulundan

bilimsel arastirma izni alindi.

Katilimcilardan, etik kurul tarafindan kabul edilen, calismaya kendi

rizalartyla katildiklarin1 gosteren onam formlar1 kullanilarak imzalar1 alindi.

3.1. Calismaya Katilacak Gruplarin Belirlenmesi

Calisma siiresi boyunca preeklampsi tanis1 alarak kadin dogum servisine
yatirilan hastalar calismaya dahil edildi. Preeklampsi tanisi icin Ulusal Yiiksek

Kan Basinc1 Egitim Programi Calisma Grubu (2000) kriterleri esas alindi.

Preeklampsi tanisi:

En az 6 saat arayla yapilan iki Olciimde, sistolik kan basincinin 140
mm/Hg ve iizerinde ve/veya diastolik kan basincinin 90 mm/Hg ve iizerinde

olmasi,

24 saatlik idrarda 300 mg ve lizerinde proteiniiri veya en az 6 saat
araliklarla alinan iki spot idrar 6rneginde dipstik ile en az +1 ve iizeri proteiniiri

varligi ile konulmustur.
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Kontrol grubuna, obstetrik anemnezinde, daha Onceki ve simdiki
gebeliginde 6nemli bir hastaligi (preeklampsi, I[UGR, plasenta dekolmani vb.)

olmayan gebeler dahil edilmistir

3.2. Hastalarin Calismaya Alinmama Kriterleri

Kronik hastaligi (kronik hipertansiyon, DM, kollajen doku hastaligi,
kronik bobrek yetmezligi vb.) olan, sigara-alkol kullanan, multivitamin (folik asit,
vit B6, vit B12) takviye edilen, son zamanlarda gecirilmis enfeksiyon kanit1 olan

gebeler ve ¢cogul gebeler calisma dis1 birakilmistir.

Bu ¢alisma, 30 preeklamptik gebe ve gestasyonel diyabet taramasi i¢in 50
gr’ ik glukoz yiikleme testi yapilan ve test sonucu negatif ¢cikan 30 saglikli gebe

olmak iizere toplam 60 gebe iizerinde yapilmistir.

3.3. Kan Alma ve Serum Hazirlama

Bu calismada, preeklampsi tanisi ile tedavi altina alinan hastalardan ve
kontrol grubundaki katilimcilardan biyokimya tiipiine alinan yaklasik 7cc vendz
kan kullanildi. Tiipler 3800 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildikten sonra serumlari
ayrilarak epondorflara konup etiketlendi. Daha sonra tiim Ol¢limler i¢in serum

ornekleri -80 °C’ de analiz zamanina kadar muhafaza edildi.
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3.4. DENEYLER

3.4.1. Deneylerde kullanilan araclar:

v’ Santrifiij (Sigma)

v" Sogutmali santrifiij (Rotanta)

v" Vorteks (Reamix)

v Derin dondurucu (Sanyo)

v" pH metre (Hanna)

v" Hassas terazi (Precisa)

v Floresan dedektorlii yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC-Shimadzu)
v" Spektrofotometre (Hitachi)

v" Plate okuyucu (Biotek E1x800)

Arastirma laboratuvarinda mevcut bulunan ve biyokimyasal tetkikler icin

gerekli olan diger malzemeler kullanildi.

3.4.2.Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler

Trikloroasetik asit (TCA), hidroklorik asit (HCI), 2,4- dinitrofenilhidrazin
(2,4-DNPH), etanol, etil asetat, guanidin HCI, potasyum dihidrojen fosfat
(KH,PO4), sodyum karbonat (Na,COs3), sodyum hidroksit ( NaOH), sodyum-
potasyum tartarat (KNaC4H4O¢. 4H;), bakir siilfat pentahidrat (CuSO45H,0),
folin ciocalteu’ s, bovin serum albumin (BSA), vanadium kloriir (VaCl3), sodyum
nitrat (NaNQOj), N-(1-naftil) etilendiamin dihidroklorit (NEDD), siilfanilamid,

cinko siilfat (ZnSO4) kullanilda.
65



3.4.3. Deneylerde Uygulanan Yontemler

3.4.3.1. Protein Miktarimin Tayini:

Serum protein tayini, Lowry (211) ve ark.” nin metoduna gore yapildi.

(Tablo15).

Reaktifler:

v' A reaktifi: %2 Na,COj3 (0,1 M NaOH igerisinde ¢6zdiiriiliir.)
v' Bl reaktifi: %2 Na-K tartarat

v" B2 reaktifi: %1CuSO, 5H,0

v" Folin ciocalteu’s Fenol: Distile su ile 1/1 oraninda diliie edildi.

v' Standart: 1mg/ml bovin serum albumin (BSA)

Deneyin Yapilisi:

C Reaktifi; 33 kisim A reaktifi, 1 kistm B1 reaktifi ve 1 kisim B2 reaktifi

olacak sekilde B1, B2, A sirasiyla karistirllmak suretiyle elde edildi.
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Tablo 3.1. Lowry deneyin yapilis1 (211)

Tipler BSA | Numune | Distile | C - Folin §
su sollisyonu N _ » 8
x © O — X
O T = e
523 $5
Kor - ~ 100 ul 2 ml g 2x | Tam ® &5
» - o | taplere o
X © - © 0
[Tl Lo
Standart | 10 ul = 90 ul 2ml g C X 0 SO
SC< |200ul c2 L
w2 8 > 2
Numune | - 10 ul 208 |. L
90 ul 2 ml 2 ilave a ©
edilir. =

Numuneler ve standartlar kore karst 750 nm’ de spektrofotometrede

okutuldu.

Hesaplama:

Protein miktarinin hesaplanmast i¢in 0,1-1mg/ml arasindaki BSA

standartlar1 hazirlanda.

Protein miktar1 = (AbsNumune/AbsStandart) x Standart konsantrasyonu (mg/ml)

olacak sekilde hesaplandi.

3.4.3.2. Serum Protein Karbonil Grubu Diizeylerinin Tayini

Protein karbonil grubu diizeyleri Reznick ve ark.” nin (212) karbonil
gruplarinin 2,4-dinitrofenilhidrazin ile reaksiyonu sonucu 2,4-dinitrofenilhidrazon

olusturmasi prensibine dayanarak spektrofotometrik olarak ol¢iildii.
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H.N-NH-2,4DNP
Protein-C=0 » protein=N-NH-2,4-DNPH + H,0

Reaktifler:

v %20 TCA

v’ 2M HCI

v" 10mM 2,4 DNPH (2M HCI’ de hazirlandi.)

v Etanol/Etil asetat (1/1)

v" 6M Guanidin HCl (20mM KH,PO, tamponunda hazirlandi ve HCI ile

pH=2,3" e ayarland).

Deneyin Yapilisi:

Numunelerin, Lowry metoduna (211) gore protein degerleri belirlenerek
Img/ml olacak sekilde diliisyonlar hazirlandi. Analiz sirasinda her bir numune
icin iki ayr1 ependorf tiipii kullanildi. Tiiplerden birine 0,5ml numune ve 0,5ml
10mM DNPH; digerine 0,5ml numune ve 0,5ml 2M HCI eklenerek, inkiibasyon
icin 1 saat boyunca oda 1sisinda bekletildi ve her 5-10 dakikada bir iyice
vortekslendi. Daha sonra her bir tiipe 0,5ml % 20’ lik TCA ilave edildi. 3400xg’
de 10 dakika oda 1sisinda santrifiij edilerek proteinler ¢oktiiriildii. Elde edilen
pelletler, iizerine 1,5ml 1/1 etanol/etil asetat eklendikten sonra 3400xg’ de 10
dakika santrifiij edilerek 3 kez yikandi. Bu asamadan sonra pelletlerin iizerine

1,25ml guanidin HCI eklenerek ¢oziinene kadar vortekslendi. Once kor tiiplerinin
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280 nm’ de absorbanslart dl¢iildii. Daha sonra numuneler 370 nm’ de, her bir

numunenin 2M HCl ilave edilerek hazirlanan ikinci tiipiine kars1 okutuldu.

Hesaplama:

280 nm’ deki protein miktarinin hesabi: 6M guanidin HCI iginde
hazirlanan 0,1- 0,5 mg/ml arasindaki BSA standartlar ile elde edilen standart egri

kullanilarak yapildi.

PCO Protein Standart Egrisi

0,5 &
y=1,6856x-0,3496
R*=0,9995
04 /
0,2 /
0,1

v

Konsantrasyon (mg/ml)

0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6
280 nm' dekiAbsorbans

Grafik 3.1. 280 nm’ deki BSA protein standart egrisi

Protein karbonil diizeyinin hesaplanmasi:

Hesaplamalar sirasinda 2,4-dinitrofenilhidrazin icin 370 nm’ de molar

absorbsiyon katsayisi € = 22000 M! em™ alindu.
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PCO konsantrasyonu: AAjz7;(DNPH370- HCl379)/ 22,000/106 = nmol/ml olarak
hesaplandi.

Sonuglar protein miktarlarina boliinerek nmol/mg protein olarak ifade
edildi.

Protein karbonil (nmol/mg protein)=Karbonil (nmol/ml)/Protein (mg/ml)

3.4.3.3. Serum NO Diizeylerinin Olciimii

Serum NO seviyelerinin Ol¢iimii; Miranda ve arkadaslarinin (213),
vanadium (III) tarafindan nitratin rediiksiyonu ve asidik griess reaktifi
(Sulfanilamid ve N- naftiletilendiamin-dihidroklorit) ile etkilesimi sonucu, renkli

diazonyum {iriiniiniin olusumu prensibine dayanmaktadir.

Reaktifler:

v" 0,3M NaOH

V' %]10 ZnSO,

v IM HCl

v" %5 HCl

v" %0,8 VaCl; ( IM HCl ile i¢inde hazirlandi.)

V' %2 Siilfanilamid (%5’ lik HCI i¢inde hazirlandi.)

v" % 0,1 N-(1-naftil) etilendiamin dihidroklorit

v Sodyum nitrat standart1 (10mM)

v' 10mM’ lik stok standart soliisyonundan 1, 5, 10, 25, 50 ve 100umol’ liik

standartlar elde edildi.
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Serum NO tayini i¢in standart, kor ve numune tiipleri hazirlandi. 150ul
olacak sekilde standart, kor (distile su) ve numuneler tiiplere konuldu. Uzerlerine
150ul 0,3M NaOH eklendi ve 5 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. Daha sonra
150pl %10° luk ZnSO4 eklenerek vortekslendi ve 14000 rpm’ de proteinleri
coktiirmek i¢in santrifiij edildi. Calismaya bu agsamadan sonra kolorometrik plate
kullanilarak devam edildi. Elde edilen siipernatanlardan 100ul aliarak
kuyucuklara yerlestirildi. Devaminda sirastyla 100ul %0,8 VaCl3, 50ul %2
stilfanilamid ve 50ul NEDD konuldu ve 37 derecede 30 dakika inkiibe edilerek

540 nm’ de okutuldu.

NO Standart Egrisi
120 -
100
o 80 -
S
S 60 -
f=
a5 40
s £
¥ 220 1
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
540 nm' dekiAbsorbans

Grafik 3.2. 540 nm’ deki nitrat standart egrisi

Serum NO hesabi icin, sodyum nitrat standartlarindan elde edilen standart

grafik kullanildi ve 6rnek sonuglari pumol/L’ cinsinden ifade edildi.
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3.4.3.4. Serum ADMA Diizeylerinin Ol¢iimii

ADMA ve SDMA diizeyleri, HPLC yontemiyle floresans dedektor

kullanilarak Erureka ADMA Kkiti ile belirlendi.

Tablo 3.2. ADMA Kitinin bilesenleri

Reaktif A : conditioning (kosullanma) solisyonu N 1, 1X100 ml

Reaktif B : kosullanma solisyonu N° 2, 1X100 ml

Reaktif C : kosullanma solisyonu N° 3, 1X100 ml

Reaktif D : dilusyon soltsyonu, 1x100 ml

Reaktif E : yikama solisyonu N° 1, 1X100 ml

Reaktif F : yikama soltsyonu N° 2, 1X100 ml

Reaktif | : aynstirma soltsyonu 1X 100 ml

Reaktif J : baglama solisyonu 1X 5 ml

Reaktif L :derivatization (tirevlendirme) solisyonu, 1 X 4,6 mg

Reaktif N : tampon solisyonu N° 1, 1X 20 ml

Reaktif O : tampon solisyonu N° 2, 1X 15 ml

Reaktif M : mobil faz,8 X 500 ml

Reaktif P : ADMA icin kimyasal standart kalibrator, 1 X 5 ml

Reaktif Q : SDMA icin kimyasal standart kalibrator, 1 X 5 ml

Reaktif R : Arjinin icin kimyasal standart kalibrator, 1 X 5 ml

Tablo 3.3. ADMA icin HPLC sistemi parametreleri

Kolon C18 10pum

Kolon boyutlari 125mm x 4mm

Akis hizi 0,8ml/dk

Floresans dedektor Eksitasyon 420 nm-Emisyon 483 nm
Voltaj Orta

Calisma zamani 25 dakika

Injeksiyon hacmi 100ul

Basing Yaklasik 120 bar
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Deneyin Yapulisi:

Tablo 3.4. ADMA calisma prosediirii

BASAMAK 1 Standart Numuneler
Reaktif D - soliisyonu

seyreltildi 1000 pl 1000 pl
Reaktif P - kimyasal

standart soliisyonu 400 pl /
seyreltildi

Ornekler 400 pl

10 mI’lik plastik tiiplere kimyasal standart kalibrator ve numuneler konur.

BASAMAK 2

Kimyasal standart kalibrator ve
orneklerden 1,4 ml 6nceden hazirlanmis
temizleme kolonuna konur.

BASAMAK 3

Temizleme kolonlarina 1,0 ml reaktif E -
yikama soliisyonu N° 1 konur, sivi
stiziilerek bosalir.

1,0 ml reaktif F - yikama soliisyonu N 2
konur, s1v1 siiziilerek bosalir ve
kurulanir.

BASAMAK 4

Temizleme kolonlarina 1,0 ml Reaktif 1 -
derisimi azaltma soliisyonu eklenir.

BASAMAK 5
(Tiirevlendirme prosediirii)

200 ul eluate (purifikasyon basamagindan)
200 pl reaktif N - tampon soliisyonu
150 ul reaktif O - tampon soliisyonu

30 pl reaktif J - baglama soliisyonu

30 pl reaktif L - tiirevlendirme
sollisyonu (rekonstitiisyondan sonra)

1,5 mI’lik tiiplere pipetlenir ve

vortekslenir.
BASAMAK 6 30 dakika 20 °C de inkiibasyon
150 ul HPLC grade dH,O eklenir ve 5
saniye vortekslenir. Basamak 5’te
BASAMAK 7 hazirlanan soliisyondan 100 pl sisteme

enjekte edilir. Bu basamaktan sonra
ornekler 2-8 °C’de 24 saat bekleyebilir.
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Bu islemlerden sonra, Once bilgisayar acildi. Sonra sirasiyla HPLC
cithazinin gii¢ diigmesi, sistemindeki pompa, otosampler, kolon firini, dedektor ve
daha sonra da sistem kontrolor (SCL) gii¢ diigmesi acildi. Bilgisayarla baglanti
kuruldu ve ADMA metodu secilerek program calistirildi. Hasta listesi hazirlandi.
Numune caligsmaya baslanmadan 6nce sistem % 20’ lik metanol ile 15-20 dakika
yikandi. Daha sonra pompa durdurularak ADMA mobil fazi verildi ve sistem
mobil fazla dolunca, ADMA kolonu takilarak 0,8ml/dk’ ik akis hizinda 15-20
dakika mobil faz atiga atildi. Injeksiyon hacmi 100pul olacak sekilde kalibrator,
normal ve anormal kontroller calisildi. Daha sonra numuneler calisilmaya
baslandi. Calisma bittikten sonra pompa durduruldu. Kolon ¢ikartildi ve mobil faz

yerine % 20’ lik metanol takilip sistem tekrar yikanarak cihaz kapatildi.

ADMA kolonu takili iken c¢alisma esnasinda c¢ikan ADMA pikinin
oncesinde hazirlanan yonteme uygun olarak (uygun diliisyon oranlari ile) arjinin

ve SDMA pikleri de gozlenebilmektedir.
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Grafik 3.3. ADMA’ ya ait kromatogramin goriintiisii
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3.4.3.5. Serum Homosisteinin Diizeylerinin Olciimii

Serum homosistein diizeyi,

HPLC yontemiyle floresans dedektor

kullanilarak Immunochrom homosistein kiti ile belirlendi.

Tablo 3.5. Homosistein ¢calisma prosediirii

Numune, kalibrator veya 50 wl
kontrol

internal standart 50 wl
Ayirma reaktifi 20 ul

Turevlendirme

100 w Konularak 5-6 sn vortekslenir

10 dakika 60°C'de inkiibasyon icin bekletilir. Sonra hemen buzdolabinda sogutulur

Cokelme

100 wl eklenerek 5-6 sn vortekslenir

2-8°C'de 5 dakika inkiibasyon icin beklenir. 5 dakika 10000g'de santrifdj yapilir

Tablo 3.6. Homosistein icin HPLC sistemi parametreleri

Kolon C18 10um

Kolon boyutlari 125mm x 4mm

Akis hizi 1,0ml/dk

Floresans dedektor Eksitasyon 385 nm-Emisyon 515 nm
Voltaj Orta

Calisma zamani 5 dakika

Injeksiyon hacmi 20ul

Basing

Yaklasik 100 bar
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Bu islemlerden sonra, Once bilgisayar acildi. Sonra sirasiyla HPLC
cihazinin gii¢ diigmesi, sistemdeki pompa, otosampler, kolon firini, dedektor ve
daha sonra da sistem kontrolor (SCL) gii¢ diigmeleri acildi. Bilgisayarla baglanti
kuruldu ve homosistein metodu segilerek program calistirildi. Hasta listesi
hazirlandi. Numuneler ¢alismaya baslanmadan once sistem % 20’ lik metanol ile
15-20 dakika yikandi. Daha sonra pompa durdurularak homosistein mobil fazi
verildi ve sistem mobil fazla dolunca homosistein kolonu takilarak 1,0’ml/dk’ lik
akis hizinda 15-20 dakika mobil faz atiga atildi. Injeksiyon hacmi 20ul olacak
sekilde kalibrator, normal ve anormal kontroller calisildi. Bu islemlerden sonra
numuneler calisilmaya baslandi. Calisma bittikten sonra pompa durduruldu.
Kolon cikartildi ve daha sonra mobil faz yerine % 20’ lik metanol takilip sistem

tekrar yikanarak cihaz kapatildi.
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Grafik 3.4. Homosisteine ait kromatogramin goriintiisii
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4. BULGULAR

Istatistiksel hesaplamalar ve grafiklerin ¢iziminde istatistik paket programi
SPSS (Statistical Package for the Social Sciences, for windows 15.0) ile Microsoft
Excel (for windows XP) programlari kullanildi. Degerlendirmede, gruplar
arasindaki farkliligr tespit etmek icin Mann-Whitney U testi ve parametreler
arasindaki korelasyonu belirlemek i¢in ise Spearmen korelasyon analizi kullanildi.

p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Calismadaki kontrol ve hasta gruplarina ait NO, ADMA, SDMA, protein
karbonil ve homosistein diizeyleriyle iligkili istatistiksel sonuglar tablo 4.1.” de

gosterilmistir.

Tablo 4.1. Serum NO, ADMA, SDMA, Protein karbonil ve Homosistein diizeyleri

(ortalamazstandart hata)

Gruplar
Biyokimyasal
y y Kontrol Hasta
Parametreler
NO )
16,1+0,999 12,740,363
(umol/L)
ADMA 0,110,003 0,36+0,020°
(umol/L)
SDMA 0,15+0,006 0,520,003 *
(umol/L)
Protein Karbonil 0,86+0,047 1,25+0,104°
(nmol/mg)
Homosistein 6,140,154 8,08+0,413 "
(umol/L)
a: p<0,05
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Serum NO, ADMA, SDMA, protein karbonil ve homosistein diizeylerinin
gruplar arasindaki farki (ortalamazstandart hata) grafiksel olarak grafik

1,2,3,4,5 de gosterilmistir.
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Grafik 4.1. Serum NO diizeylerinin gruplar arasindaki farki (ortalamaz+standart hata)
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Grafik 4.2. Serum ADMA diizeylerinin gruplar arasindaki farki (ortalama+standart hata)
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SDMA {pmol/L}
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Grafik 4.3. Serum SDMA diizeylerinin gruplar arasindaki farki (ortalamazstandart hata)
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Grafik 4.4. Serum Protein karbonil diizeylerinin gruplar arasmdaki fark

(ortalamazstandart hata)
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Grafik 4.5. Serum Homosistein diizeylerinin gruplar arasindaki farki (ortalamatstandart

hata)
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4.1. Spearman Korelasyon Analizi

Parametreler arasindaki korelasyonu incelemek amaciyla yapilan spearman

korelasyon analizi tablo 4.2.”de gOsterilmistir.

Tablo 4.2. Spearman korelasyon analizi sonuclari

NO ADMA SDMA PCO  HOMOSISTEIN
NO r=0284  r=0267 r=-0,166 r=-0,236
p=0,028*  p=0,039*  p=0,205 p=0,069
ADMA r=-0,284 r=0,781  r=0317 r=0,629
p=0,028* p=0,000%* p=0,013* p=0,000%*
SDMA r=0267  1=0,781 r=0,269 r=0,720
p=0,039%  p=0,000%* p=0,038* p=0,000%*
PCO r=-0,166  r=0317 r=0,269 r=0,225
p=0205  p=0,013*  p=0,038* p=0,084

HOMOSISTEIN r=-0,236 r=0,629 r=0,720 r=0,225 -

p=0,069  p=0,000%* p=0,000%*  p=0,084

** giiclii korelasyon

* zayif korelasyon

Spearman korelasyon analizi sonuglarina gore :

Calismanin istatistiksel degerlendirmesi sonucunda serum NO ile ADMA

diizeyleri ile arasinda zayif negatif korelasyon (r = -0,284; p = 0,028%), NO ile
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SDMA arasinda zayif negatif korelasyon (r = -0,267; p = 0,039%), ADMA ile
PCO arasinda zayif pozitif korelasyon (r = 0,317; p = 0,013*), SDMA ile PCO

arasinda zayif pozitif korelasyon (r = 0,269; p = 0,038%) oldugu gozlenmistir.

Calismamiz dahilinde giiclii korele olan parametrelerin korelasyon

grafikleri ise grafik 6,7,8” de gosterilmistir.

Serum ADMA ile SDMA diizeyleri ile arasinda giiclii pozitif korelasyon
bulunmustur. Serum ADMA diizeyi artarken SDMA diizeyleri de artmistir (r =

0,781; p = 0,000%*)
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Grafik 4.6. Serum ADMA ile SDMA diizeyleri ile arasindaki giiclii pozitif korelasyon grafigi
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Serum ADMA ile Homosistein diizeyleri ile arasinda giiclii pozitif
korelasyon bulunmustur. Serum ADMA diizeyi artarken Homosistein diizeyleri de

artmustir (r = 0,629; p = 0,000%%),
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Grafik 4.7. Serum ADMA ile Homosistein diizeyleri arasindaki giiclii pozitif

korelasyon grafigi

Serum SDMA ile Homosistein diizeyleri ile arasinda giiclii pozitif
korelasyon bulunmustur. Serum SDMA diizeyi artarken Homosistein diizeyleri de

artmustir (r = 0,720; p = 0,000%%),
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Grafik 4.8. Serum SDMA ile Homosistein diizeyleri ile arasimdaki giiclii pozitif

korelasyon grafigi
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S.TARTISMA VE SONUC

Gebelik artmis periferal vazodilatasyon ile O©Onemli hemodinamik
degisikliklerin muhafaza edildigi fizyolojik bir durumdur (214). Gebelik
siirecindeki hemodinamik adaptasyonlar1 aciklamakta, vaskiiler endoteldeki NO
tretiminin artist ve NO’ nun normal bir biyoaktiviteye sahip olmasi hayati
mekanizmalar olarak diisiiniilmektedir (25). Anumba ve ark. yaptiklar bir
calismada, normal gebelik sirasinda periferal damarlarda NO aktivitesinin arttigini

gostermislerdir (215).

Preeklampsideki en karakteristik degisim ise generalize periferal
vazokonstriikksiyon ~ olup endotelyal NO iiretimindeki bir degisimin

preeklampsideki vazokonstriiksiyona neden olabilecegi ileri siirtilmektedir ( 25).

Biz de yaptigimiz calismada, preklampsinin gelisimiyle baglantili oldugu
distiniilen L-arjinin-NO yolagindaki degisimleri incelemek i¢in, NO ve
kompetitif inhibitorii olan ADMA diizeylerini ve bu yolakla yakin iligki icerisinde
bulunan homosistein ve oksidatif stres belirte¢lerinden biri olan protein karbonil
diizeylerini 0Olctiik. Elde ettiimiz bulgular; hastalik siirecinde, giiclii bir
vazodilatator olan NO diizeyinin azaldigini, endotelyal disfonksiyon belirteci
olarak degerlendirilen ADMA ve homosisteinin konsantrasyonlarinin ve
ortamdaki oksidatif stres yiikiiniin artigin1 gostermekte olup, bu parametrelerin

preeklampsinin gelisimiyle iliskili oldugunu diisiindiirmektedir.
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Bizim sonuglarimizi destekler sekilde Dongwei ve ark.” nin yaptigi bir
calismada, preeklamptik ( hem hafif hemde siddetli) kadinlarda kontrol grubuna
gore plazma homosistein ve ADMA diizeylerinin Onemli derecede arttig1
gozlenmigsken, NO diizeyinin Oonemli derecede azaldigr saptanmustir. Ayrica
siddetli preeklampsili hastalarla, hafif preklempsili hastalar arasindaki farklar da
anlamli bulunmustur. Homosistein, ADMA ile 6nemli derecede pozitif korele
iken her ikisinin de NO ile o©nemli derecede negatif korele oldugunu
gozlemislerdir. Arastirmacilara gore bu veriler, Homositein, ADMA, NO’ nun
preeklampsi etyolojisinde, en azindan kismi olarak sorumlu olabilece8ini ve
bunlarin hastalik derecesinin belirlenmesinde belirte¢ olarak kabul edilebilecegini

diistindiirmektedir (217).

Valeria ve ark. 58 saglikli kadin ve 45 preeklamptik hastayla yaptiklari
caligmada, tam kan ve plazma nitrit diizeylerini Ol¢gmiisler ve preeklamptik
hastalarda kontrol grubuna gore nitrit diizeylerini belirgin sekilde diisiik olarak

saptamislardir (218).

Preeklampsideki oksidatif stres, NO’ nun hizli yikilim nedeni olarak rapor
edilmektedir (25). Ayrica, endotelyal hiicre memranlarinin oksidasyonu protein
kacagina neden olmakta ve O6dem, proteiniiri gibi preeklampsi semptomlarini
aciklayabilmektedir (216). Var ve ark. yaptiklart bir calismada, bizim
bulgularimizla uyumlu olarak preeklamptik kadinlarda NO seviyelerini belirgin
sekilde diisiik olarak saptamislar ve bunun nedenini preeklampside NO’ nun

peroksinitrit olusturmak tizere siiperoksit ile reaksiyona girerek yikilmasi
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oldugunu ifade etmislerdir. Arastirmacilara gore artmigs ROT’ lar 2 sekilde
preeklampsi gelisimini etkilemektedir. Birincisi, hiicre hasar1 ve ateroskleroz ile
sonuglanan hiicre ve hiicre memranlar1 iizerine direkt etki, ikincisi ise NO’ nun
yikiminin artmasi ile damarlarda vazokonstriiksiyon olusumu ve plasental yatakta
artmis iskemidir. Aymi c¢alismada, homosistein diizeyinin kontrollere gore
preeklamptik hastalarda belirgin sekilde yiiksek oldugu saptanmis olup, yiikselmis
homosisteinin seviyelerinin endotelyal hasar1 uyardigi ayrica, oksijenin varliginda
S- nitrozohomosistein olusturmak iizere NO ile reaksiyona girdigi ve NO’ nun

biyoaktivitesini azalttig1 gosterilmistir (219).

Iptisam ve ark. yaptiklari bir calismada saglikli kadinlarda ve preeklamptik
hastalarda serum NO diizeyini Ol¢miisler ve preeklamptik hastalarda kontrol
grubuna gore NO diizeyini istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik bulmuglardir

(p<0,05) (164).

Kim ve ark. ise yaptiklar1 bir c¢alismada, L-arjinin seviyelerinin
preeklamptik kadinlarda normal gebe kadinlara gore belirgin sekilde diisiik
oldugunu gostermisler ve azalmis arjinin seviyelerinin preeklampsi gelisimine

katkida bulunabilecegi ifade etmislerdir (220).

McCord ve ark. yaptiklar1 bir ¢calismada mononiikleer kan hiicreleri icine
arjinin alimm saglayan y* tasiyict sistemi kodlayan CAT-2 gen mRNA
ekspresyonunun, preeklamptik kadinlarda artigi ancak hiicreye spesifik NO
tiretiminde normal gebelere ve gebe olmayan kadinlara gore preeklamptik grupta

farklilik olmadiginmi saptamislardir. Arastirmacilara gore, CAT-2 gen ekspresyonu
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artmasina ragmen beraberinde NO {iretiminin artmamasi, goreceli bir arjinin
eksikligi oldugunu ve bu durumun hiicrelerde NOS enzimi iizerinden siiperoksit
ve peroksinitrit olusumu yoniinde bir egilim olusturarak preeklampsideki oksidatif

ve nitrozatif strese katkida bulunabildigini diisiindiirmektedir (221).

Birka¢ calismada, preeklampsideki endotelyal disfonksiyonu incelemek
icin brakiyal arter reaktivite metodu kullamilmistir. Yapilan bir vaka kontrol
calismasinda, dncesinde preeklampsi olan kadinlarda brakiyal arter reaktivitesinin
bozuldugu bulunmus ve bu durumun askorbik asit uygulanmasi ile diizetilebildigi
bildirilmistir. Yoshida ve ark. ise preeklamptik kadinlarda akim aracili
vazodilatasyonun, normal gebeligi olan kadinlardan belirgin derecede diisiik

oldugunu saptamislardir (222).

Vanderlelie ve ark. ise sicanlara L-nitroarjinin metil ester (L-NAME)
vererek NOS inhibisyonu gerceklestirmis ve bunun hamile sicanlardaki
biyokimyasal ve fizyolojik degisiklikler iizerine olan etkisini arastirmislardir. L-
NAME grubunda protein ve lipid oksidasyon {iriinleri ve enzim aktivitelerinde
(SOD, GSH-Px ve tiyoredoksin rediiktaz) bir degisiklik olmadigi bulunmustur.
Arastirmacilar L-NAME verilmesinin iyi bir preeklampsi modeli olusturdugu,
fakat oksidatif stres olusturmadigi sonucuna ulagsmislardir (223). Bu ¢alismanin
sebep sonug iligkileri yoniinden bizim calismamizdan farkli yonleri vardir. Biz
preeklampsinin, ADMA ile iligkili olabilecegini belirterek hasta ve kontrol
grubundaki gebelerin serum ADMA diizeylerini olctiik ve bu diizeyleri artmis

olarak bulduk. Bu arastirmacilar ise, baska bir ekzojen NOS inhibitorii olan L-
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NAME kullanarak preeklampsi modeli olusturmuglar ve bu durumdaki oksidatif
stres parametrelerini arastirmiglardir. Mevcut bulgularla, ADMA’ nin da deneysel

preeklampsi modeli i¢in bir ara¢ olabilecegi ongoriisii ileri siiriilebilir.

Bir¢ok hastalik tablosunda aktive edilmis notrofillerdeki ROT tiretiminin
Oonemli diizeyde endotelyal hiicre hasariyla sonuclandigi gosterilmistir.
Preeklampside, notrofil kaynaklt ROT’ un endotelyal hiicre disfonksiyonu
tizerindeki roliinii arastirmak iizere gebe olmayan, normal gebe ve preeklamptik
kadinlarda yapilan bir calismada, aktive nétrofillerden siiperoksit saliniminin
preeklampsi de diger 2 gruba kiyasla belirgin derecede arttig1, notrofillerden nitrit
salintmmin normal gebelerle karsilastirildiginda azaldigi ve nétrofil aracili
endotelyal hiicre hasarinin preeklampsili kadinlarda diger 2 gruba kiyasla daha

fazla oldugu saptanmistir (224).

Preeklampside en cok arastirilan konulardan birisi de, NOS enziminin
polimorfizmidir. Norma ve ark. endotelyal NOS gen polimorfizminin preeklampsi
i¢in bir risk olusturup olusturmadigin inceledikleri bir calismada, 298. kodondaki
glutamatin yerine aspartatin gectigi Glu298Asp polimorfizmi i¢in homozigot
Asp298 aleline sahip olan kadinlarin daha yiiksek preeklampsi gelistirme riskine
sahip olduklarimi belirtmislerdir (225). Christina ve ark. tarafindan yapilan benzer
bir c¢alismada ise, endotelyal NOS’ un Asp298 varyantinin, NOS’ u artmis
proteolitik yikima duyarli hale getirdigi ve diisik NO iiretimine katkida
bulunabildigi belirtilmistir. Arastirmacilar son zamanlarda, preeklampsi gibi

diisiik kardes rekiirrensine sahip olan kompleks hastaliklarin, hastaligin insidansi
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tizerine yiiksek etkiye sahip birka¢ aday genden ziyade diisiik ve orta etkili birkag
gen etkisiyle gelistigini diisiinmekte ve bu durumun genetik duyarliligi aciklamak

icin daha muhtemel bir model olusturdugunu vurgulamaktadirlar (226).

Rat tiirleri arasindaki genetik cesitlilige benzer sekilde insan
populasyonundaki cesitlilik, NO konsantrasyonlarindaki farkliliklardan sorumlu
tutulabilir. Bazi hastalarda islevsel bir NO yolag: ile kompanzasyon saglanirken
NO sisteminde genetik bir disfonksiyonun varhiginda ise NO salinimi

degistirilemiyecek hatta azalacaktir (227).

Literatiirdeki calismalarin biiyiilk boliimiine ve bizim sonuclarimiza zit
olarak Shaamash ve ark.” nmin 31 preeklamptik hasta ile 32 saglikli gebeyi
karsilastirdiklart calismalarinda, maternal ve fetal serum NO seviyelerinin
preeklamptik ve eklamptik grupta normal gebelerden daha yiiksek oldugu ve bu
durumun, maternal ve fetal dolasimda koruyucu bir rol iistleniyor olabilecegi

savunulmustur (164).

Normal gebelik ve preeklampsi bir hastalik siireci ve bir sistemin
kiyaslanmasi olarak degerlendiginde, tablo en diisiik serbest enerji noktasindan
(gebe olmayan) diger sabit duruma (normal gebelik) ve olasi istikrarsizligin
olustugu asikar preeklampsiye kadar degismektedir. Bu modelin 1s18inda NO
yolagi, istikrarsizliga yol acan herhangi bir yeni durumu kompanse etmek icin ve
biyolojik sistemleri adapte etmek icin calisan olas1 bir tampondur. Bu degisim icin
NO’ ya ne kadar ve hangi yonde ihtiya¢ duyuldugu organizmanin genetik

predispozisyonu kadar diger vazoaktif mediatorlerin durumuna da bagimlhidir
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(227). Boylece vaskiiler tonusun modiilasyonunda farkli yolaklar arasinda bir
sinerjizm soz konusu olabilmektedir (214) Bu durum, belkide bugiine kadarki
preeklamptik kadinlarin kan ve idrarindaki metabolitlere dair degisik calismalar

arasindaki tutarsizliklari agiklayabilmektedir (227).

Chamy ve ark.” nin 44 preeklampsili (19° u hafif ve 25 siddetli) ve 30
normal gebe kadinda yaptiklar1 bir caligmada, normal gebe kadinlara kiyasla her
iki preeklamptik grupta antioksidan enzim aktivitesinin (SOD, GPx ve total
antioksidan kapasite) belirgin sekilde azaldig: lipid peroksidasyonunun (MDA) ise
belirgin sekilde artig1 goriilmiistiir. Ayrica tiim biyokimyasal belirtegler i¢in hafif
ve siddetli preeklamptik gruplar arasinda istatistiksel olarak belirgin farkliliklar
saptanmistir. Bu sonuglar 1s18inda arastirmacilar bu patolojinin klinik siddeti ile
oksidatif stresin derecesi arasinda yakin bir iliski oldugunu vurgulamiglardir

(228).

Zusterzeel ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada, bizim sonuglarimiza paralel
olarak preeklamptik kadinlarda ortalama protein karbonil seviyelerini, gebe ve
gebe olmayanlara gore belirgin derecede yiiksek olarak bulmuslardir. Saglikli
gebeler ve gebe olmayanlar karsilastirildiginda ise diizeyler yine anlamli oranda
yiiksek olarak saptanmistir. Arastirmacilar, komplike olmayan gebeliklerde ROT
ve lipid peroksidasyon iiriinlerinin artigin1 ancak bu durumun artmis antioksidan
aktitvite ile dengelendigini belirtmislerdir. Preeklampside ise belli antioksidan
sistemlerin mevcudiyetine ragmen degismis oksidatif stresin bir iiriinii olarak

ROT ve lipit peroksidasyon metabolitleri yiiksek seviyelerde bulunmakta; hiicre
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memran hasar1 ve diger hiicresel hasarlara neden olarak endotelyal disfonksiyona

yol agmaktadir (147).

Serdar ve ark.” nin yaptiklart bir ¢alismada, bir lipid peroksidasyon iiriinii
olan MDA ve protein oksidasyonunun tahmininde kullanilan protein karbonilleri,
hafif ve siddetli preeklamptik grupta kontrol grubuna gore belirgin derecede
yiksek bulmuslardir. Ayni zamanda bahsedilen parametrelerin, siddetli
preeklampside hafif preeklampsiye gore anlamli derecede yiiksek oldugu da
bulunmustur. Antioksidan sistemi degerlendirmek i¢in bakilan vitamin E/total
kolesterol ve total karotenoid/ total kolesterol oranlari ise preeklamptik grupta

belirgin sekilde diisiik olarak bulunmustur (146).

Birka¢ calisma, preeklampsinin normal gebeliklerle kiyaslandiginda,
dolasimdaki artmis peroksitlerle iligkili oldugunu ileri siirmektedir. Buna ragmen
preeklampside dolagimdaki antioksidan aktivitenin degisip degismedigi tartigmali
gibi goziikmektedir. Bir ¢alismada preeklamptik kadinlarda serum antioksidan
aktivitenin azaldigr bulunmusken digerlerinde ise orta siddetli preeklampsinin
aksine sadece siddetli preeklampside askorbik asit, vit E ve B-karoten diizeyleri
azalmis olarak bulunmustur. Rumbold ve ark.” nin gerceklestirdigi 6082
katilimcinin bulundugu 7 calismayi kapsayan sistematik bir derlemede, gebelik
sirasinda herhangi bir antioksidan verilmesinin kontrol yada plasebo grubuna
kiyasla preeklampsi gelisme veya gebelik yasina gore kiiciik infanta sahip olma

riskini azaltti@i bulunmustur (25). Loverro ve arkadaslan ise, preeklamptik
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hastalart normal kontrollerle kiyaslandiginda dolasimdaki antioksidan enzim

aktivitesinde bir farklilik bulamamuslardir (227).

Preklampsi i¢in birka¢ nedensel faktor Onerilmesine ragmen bu hususta bir
gorlis birligi saglanamamistir. Bu konuda gecerli olabilecek mekanizmalardan
biriside, NOS’ wun endojen inhibitorlerinin konsantrasyonlarinda artis
olabilecegidir. Yapilan bir c¢alismada bizim bulgularimiza benzer sekilde
preeklamptik hastalarda normotansif kadinlara kiyasla endojen NO inhibitorii
ADMA’ nin dolasimdaki konsantrasyonu yiiksek bulumustur. Ek olarak
normotansif gebelerde gebe olmayanlara gore serum ADMA konsantrasyonunun

onemli derecede diisiik oldugu gosterilmistir (3).

SDMA, ADMA’ nin inaktif yapisal bir izomeridir ve ADMA’ nin aksine
NOS inhibisyonu yapmaz. L-arjinin, ADMA ve SDMA hiicre i¢ine giris i¢in ortak
yollar1 kullanirlar. Yiiksek plazma SDMA konsantrasyonu, L-arjininin ile
yarisarak dolayli olarak NO iiretimini azaltabilir (229). Ueda ve ark.” nin
yaptiklart bir ¢calismada, SDMA’ nin NOS iizerinde inhibitor etkisinin olmadigi
fakat arjinin ve ADMA’ nin hiicreye giris yolunu etkileyerek NO {iiretim hizina
dolayli yoldan etki ettigi ifade edilmektedir (230). Bizim ¢alismamizda da SDMA
diizeylerinde hasta grubunda kontrol grubuna oranla anlamli derecede yiikselme
gozlenmistir (p<0,05). Ayrica SDMA ile ADMA ve homosisteinin giiclii pozitif
korelasyon gosterdigi de saptanmustir. Preeklamptik grupta saptadigimiz diisiik
NO diizeyinin nedenlerinden biriside, artmis SDMA nedeniyle L-arjinin’ in hiicre

icine alintmindaki azalma olabilir.
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Yapilan bir calismada ADMA diizeyi, preeklampsili gebeliklerden elde
edilen kord kaninda saglikli gebelere gore anlaml diizeyde yiiksek bulunmustur.
Diger amino asitler olan sitriilin ve arjinin diizeylerinde ise anlamli bir degisiklik

tespit edilememistir (3).

Oksidan/antioksidan sistemle ADMA arasindaki yakin iliskiyi gOsteren
calismalarin sayis1 giderek artmaktadir. Oksidatif stresin ADMA’ nin hem
yapimindaki hem de yikimindaki enzim aktivitelerini degistirerek etki ettigine
dair kanitlar vardir. Bizim ¢alismamizda buldugumuz sonuclara gore yiiksek PCO
diizeyleri ortamdaki oksidatif stres yiikiiniin arttigim1 gostermektedir. Bu da
DDAH aktivitesini azaltarak ya da PRMT1 enzim aktivitesini arttirarak ADMA

diizeylerinde artisa yol acmis olabilir.

Boger ve ark. metiyonin vererek akut hiperhomosisteinemiyi indiiklemisler
ve saglikli bireylerde ADMA seviyelerinin arttigini, brakial arterin akim aracili
vazodilatasyonunun bozuldugunu gozlemlemislerdir. Homosistein ve ADMA
metabolizmast arasinda 2 olas1 baglant1 vardir. Birincisi, metilasyon ile iliskilidir
(SAM; homosistein metabolizmasindaki bir ara {iiriindiir.) ve ADMA sentezi
metilasyonla olugur. Ikincisi, homosisteinin kendisi ADMA’ nmn yikimiyla
belirgin olarak iliskili olan DDAH aktivitesini inhibe edebilmektedir (231). Biz de
kendi c¢alismamizda, ADMA ile homosisteinin arasinda giiglii pozitif bir

korelasyon oldugunu saptadik.

ADMA ve homosistein iligkisinin arastinnldigit  bir derlemede,

hiperhomosisteineminin uyardigr endotelyal disfonksiyonun altinda yatan esas
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fonksiyonel bozuklugun, endotel kaynakli NO biyoyararlaniminin azalmasiyla
iliskili olabilecegi belirtilmistir. Hiperhomosisteinemi sirasindaki endotel
disfonksiyonu i¢in bir mekanizma da, NO’ nun oksidatif inaktivasyonu

(stiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali ile) olabilmektedir.

Artmis SAM bagimli protein metilasyonu hem ADMA’ nin artmig iiretimi
hem de artmis homosistein olusumuyla sonuclanabilmektedir. Yiiksek metiyoninli
bir diyet intraseliiller SAM seviyelerini artirabilmekte ve boylece SAM bagimli
PMRT aktivitesini artirarak ADMA iiretimini yiikseltebilmektedir. Bu hipotezi
metiyoninden zengin, folik asitten fakir hiperhomositeinemik bir diyet ile
beslenen maymunlarda ADMA’ nin  yiikselmis plazma  seviyeleri
desteklemektedir. Bu diyetle hem homosistein hem de ADMA diizeylerinde
yaklasik 3 kathik bir artis gozlenmistir. Hiperhomosisteinemide ADMA
yiiksekliginin diger olas1t mekanizmasi ise azalmis renal atilim ve azalmis DDAH
aktivitesini icermektedir. Enzimin aktif sistein bolgeleriyle oksidatif etkilesim
sonucu homosisteinin, DDAH aktivitesini inhibe ettigi goOsterilmistir. Ayrica,
hiperhomosisteinemik farelerde DDAH-1 ve DDAH-2 enzimlerinin mRNA
seviyeleri azalmis olarak bulunmustur. Bu durum, homosisteinin DDAH aktivitesi
kadar DDAH ekspresyonunu da regiile edebildigini diisiindiirmektedir.
Aragtirmacilara gére bu gozlemler, hiperhomosisteinemideki vaskiiler
disfonksiyon i¢in yiikselmis ADMA diizeyinin birlestirici bir mekanizma

olabilecegini diisiindiirmektedir (194).
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Preeklampsinin gelisiminde en c¢ok iizerinde durulan mekanizmalardan

birisi de hiperhomositeineminin hastaligin gelisimine olas1 katkisidir.

Lopez-Quesada ve ark, 32 preeklamptik ve 64 saglikli kontrol grubunu
iceren calismalarinda, 3. trimester homosistein diizeylerini Olgmiisler ve
preeklamptik grupta homosistein diizeylerini anlaml olarak yiiksek bulmuslardir

(232).

Rajkovich ve ark, Kumru ve ark ile Giirbiiz ve ark’ nin homosistein
diizeylerini degerlendirdikleri ¢alismalarda, preeklamptik gebelerde homosistein

diizeylerini kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulmuslardir (233).

Middeldorp ve ark. ise, preeklampsiyle homosistein konsantrasyonunun
iliskisiz oldugunu hatta hiperhomosisteineminin preeklampsi riskini azalttigini
iddia etmislerdir (234). Bu calisma bizim ve literatiirdeki bir¢ok ¢alismanin aksine

sonug vermistir.

Yapilan bir ¢alismada, gebeliginin ilk {ic ayinda folat destegi almamis
kadinlarda serum homosistein seviyeleri, folat destegi almis kadinlara goére
anlamli derecede yiiksek saptanmistir. Arastirmacilara gore bu bulgu, gebeligin
ilk tic aymnda folat destegi verilmesinin, hem homosistein diizeylerinin
diisiiriilmesi hem de buna baghi olarak ortaya cikabilecek komplikasyonlarin

onlenmesi agisindan yararli olabilecegini desteklemektedir (235).

Leeda ve ark., preeklampsi Oykiisii olan 207 hastamin 35’ inde

hiperhomosisteinemi saptamislar ve bu hastalara folik asit ve vit B12 takviyesi
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yaptiktan sonra metiyonin yiikleme testinde diizelme oldugunu gostermislerdir.
Bu hastalardan 14’ i tekrar gebe kaldiginda, bu gebelerin yarisinda tekrar
preeklampsi gelistigi fakat sonuglarinin, bir Onceki hastalifina gore daha iyi
oldugu gosterilmistir. Kanada’ da yapilan retrospektif bir caligmada ise, mevcut
calisma sonuglarindan farkli olarak folik asitle giiclendirilmis bir diyetle

beslenmenin preeklampsi insidansini diistirmedigi gosterilmistir (236).

Birbiriyle celisen bu calisma sonuclarinin, c¢alismalara dahil edilme
kriterleri arasindaki farkliliklardan sonuglarin degerlendirilmesindeki farkliliklara
kadar pek cok degisken tarafindan etkilenebilmesi muhtemeldir. Yinede
literatiirdeki ¢aligmalarin bircogu sonuglarimizi destekler nitelikte olup bu
parametrelerin preeklampside tanisal ve prognostik degere sahip olabilecegini

diistindiirtmektedir.

Preeklampside klinik bulgular, 3. trimesterde ortaya ¢ikmasina ragmen
patofizyolojik bozukluklar daha erken donemlerde gelismektedir. Dolayisiyla bu
parametrelerin klinik kullanima girmesinin, erken tam1 ve girisimlere olanak
saglayarak preeklampsi gibi yiiksek morbidite ve mortaliteye sahip bir hastalik

tablosuyla bas etmede yardimci olabilecegini diisiinmekteyiz.
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7.0ZET

Preeklampsi, bozulmus NO metabolizmasinin oldugu bir tabloyu
yansitabilmektedir. Patofizyolojik mekanizma ise, normal gebeligin karakteristigi
olan ve en azindan kismen NO ile regiile edilen vazodilatasyonun ve azalmis
vaskiiler reaktivitenin yetersizligidir. Preeklampsinin patogenezinde rol oynayan
faktorlerden birinin de endotelyal disfonksiyon oldugu diisiiniilmektedir. Ancak
mekanizmas1 tam olarak aydinlatilamamistir. Klinik ve deneysel calismalar
endotelyal disfonksiyonu, artmis serbest radikal iiretimiyle iliskilendirmektedir.
Ayrica, ADMA NOS aktivitesini inhibe ettiginden dolayr NO diizeylerinde bir
azalmaya yol acmakta, bunun sonucu olarak da endotel disfonksiyonunun
gelisebilecegi ifade edilmektedir. Nitrik oksit fonksiyonlarindaki azalmada onemli
mekanizmalardan biride, homosisteinin otooksidasyonu sonucu olusan reaktif
oksijen radikallerinin oksidan sistemi aktive etmesi ve NO biyoyararlanimini

azaltmasidir.

Biz bu ¢alismada, preeklamptik kadinlarda vaskiiler hemeostaziste dnemli
bir rol oynadig: diisiiniilen NO diizeyini, endotelyal disfonksiyon belirteci olarak
degerlendirilen ADMA ve homosistein diizeylerini ve oksidatif stresin bir

gostergesi olarak da protein karbonil diizeylerini dl¢tiik.

30 preeklamptik ve 30 saglikli gebe iizerinde gerceklestirilen bu
calismada, serum ADMA, SDMA ve homosistein diizeyleri HPLC yontemiyle,
serum protein karbonil diizeyleri spektrofotometrik olarak ve NO diizeyleri ise

Griess yontemi ile kolorimetrik olarak ol¢iildii.
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Sonuglarimiz bize, preeklamptik hasta grubunda kontrol grubuna gore
serum ADMA, SDMA ve homosistein diizeylerinin anlamli olarak yiiksek
(P<0,05), NO diizeylerinin ise anlamli olarak diisiik oldugunu (P<0,05)
gostermistir. Caligmanin istatistiksel degerlendirmesi sonucunda serum NO ile
ADMA ve SDMA diizeyleri ile arasinda zayif negatif korelasyon, PCO ile
ADMA ve SDMA arasinda zayif pozitif korelasyon oldugu gozlenmistir. Ayrica
Serum ADMA ile SDMA, ADMA ile Homosistein ve SDMA ile Homosistein

diizeyleri arasinda giiclii pozitif korelasyon oldugu saptanmustir.

Yapilacak daha genis capli calismalarla, preeklampsinin erken tanisi ve
prognozunun belirlenmesinde bu parametrelerin yeni belirtegler olarak ortaya
cikmasinin, hem olast komplikasyonlarin O6nlenmesinde hem de yeni tedavi

yaklasimlarin gelistirilmesinde 6nemli olabilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Preeklampsi, NO, ADMA, Homosistein, Protein

karbonil.
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8. SUMMARY

Preeclampsia may reflected a damaged NO metabolism table.
Pathophysiologic mechanism that is characteristic of normal pregnancy and at
least partially regulated with NO vasodilatation’s defficiency and decreased
vascular reactivity insufficiency. It is thougt that one of the factors that play role
in the preeclampsia pathogenesis is endothelial dysfunction. But it’s mechanism
has not been exactly enlightened. Clinical and experimental studies is related the
endothelial dysfunction with increased free radical production. Also, because of
the inhibition of NOS activity with ADMA leads to a decrease in NO levels, it is
expressed that endothelial dysfunction may develop as a result of this. One of the
most important mechanisms in the reduction of nitric oxide function- as a result
of homocysteine otooxidation- is the activation of oxidant system by production

of reactive oxygen radicals and reduces NO bioavailability.

We, in this study, in preeclampsia women, it is thought that play an
important role in vascular homeostasis; NO level, evaluated as an endothelial
dysfunction marker; ADMA and homocysteine levels and as an oxidative stres

marker; protein carbonil levels measured.

We did this study on 30 preeclampsia and 30 healty pregnant women,
serum ADMA, SDMA and homocysteine levels were measured with HPLC
method, serum protein carbonyl levels spectrophotometrically and NO levels were

measured by Griess method with colorimetry.
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Our results showed us, in preeclampsia patient group according to control
group serum ADMA, SDMA and homocysteine levels are significantly high
(P<0.05). NO levels are significantly low (P<0.05). In consequence of statistical
analyzes of the study serum NO with ADMA and between SDMA levels weak
negative correlation, between ADMA and SDMA with PCO weak positive
correlation were observed. Furthermore, between serum ADMA with SDMA and
ADMA with homocysteine and SDMA with homocysteine levels strong positive

correlation were determined.

To do more large scale studies, in determination of the early diagnosis and
prognosis of preeclampsia, we think that may be important when these parameters
appear as new markers, both in prevention of probable complications and

developing in new therapy approach.

Key words: Preeclampsia, NO, ADMA, homocysteine, Protein carbonyl
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