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OZET

Preeklampsi Hastalarinda interlgkin 10 Geni Promotor (2849 A-G) ve
Anjiyotensin Doniistiir iicti Enzim Geni Intron 16 insersiyon/Delesyon

Polimorfizmlerinin ve Genotip Dagilimlarinin Arastirilmas

Preeklampsi, patofizyolojisnde plasental, maternal, immin ve genetik
faktorlerin 6nemli rol oynadigi dusinilen, hipertansiyon ve proteindri ile
karakterize multifaktoriyel bir hastahktir. Preeklamps olusumunu birgok gevresd
faktor yamnda genetik yapimin da etkiledigi ve bircok aday genin varhg: rapor
edilmistir. Ancak bu genlerin birbirleri ve gevresel etkenlerle olan etkilesimleri ile
preeklamps Uzerineolan etkileri halen anlasilmis degildir.

Bu calismada, 126 preeklamptik ve 116 normal gebe kadin, preeklampsi ile
interlokin-10 (IL-10) 2849 promotor ve anjiyotensin donustirtct enzim (ADE)
geni intron 16 insersiyon/delesyon (/D) polimorfizmleri arasndaki iliski
bakimindan arastirilmistir. Ayrica ¢alismamizda bu polimorfizmlere ait genotip ve
allel frekandarimn normal ve preeklamptik olgulardaki dagilimi incelenmistir.

Calisma sonuclarimiza gor e preeklamptik ve normal gebe kadinlar genotip
frekandari1 bakimindan karsilastirildiginda anlamir bir fark belirlenmistir. 1L-10
geni 2849 promotor polimorfizmi bakimindan preeklamptik kadinlarda; AA
genotipine sahip olgularin normal gebe kadinlardan daha yuksek oldugu
saptanmis (p=0,030), GG genotipi ile preeklamps arasnda ise bir iliski
saptanamamustir. ADE geni I/D polimorfizminde kodominant, dominant ve resesf
modeller uygulanmis ve kodominant modeli bakimindan preeklamptik
kadinlarda; DD genotipine sahip olgularin normal gebe kadinlardan daha yiksek
oldugu saptanmis (p=0,016),ancak Il genotipi ile preeklamps arasnda bir iliski
saptanmamistir. Dominant modelde de (DD, 11+DI) DD genotipi ile preeklamps
arasinda anlamh bir iliski saptanmustir (p=0,006). Resesif modelde ise I genotipi
ile preeklamps arasinda anlamh bir iliski bulunamamstir (p=0,977). IL-10 geni
2849 promotor polimorfizmi igin, G alld frekana hasta grubunda %85.7
bulunurken kontrol grubunda %87.5 olarak (p=0,564), ADE geni I/D polimor fizmi
icin D alleli hasta grubunda %64.6 bulunurken kontrol grubunda %56.1 olarak
bulunmustur (p=0,062). Preeklamptik ve normal gebe kadinlar allel frekandari
bakimindan kar silastirildiginda anlamh bir fark belirlenememistir.

Anahtar Sozcilkler: Preeklamps, Interlokin 10 Geni, Anjiyotensin Doniistir (ici

Enzim Geni, Polimor fizm, Promotor
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ABSTRACT

Studieson Interleukin 10 Gene Promoter (2849 A-G) and Angiotensin Converting
Enzyme Intron 16 Insertion/Deletion Polymor phisms and Genotype Distributions

in Preeclampsia Patients

Preeclampsia is a multifactorial disease characterized by
hypertension and proteinuria. Placental, maternal, immune and genetic factorsare
thought to play an important role in its pathophysology. Besides, the relation
between preeclampsia and many environmental factors also genetic structures
which affect the onset of preeclampsia was analyzed and the existence of many
candidate genes was reported. However, the effect of these genes on preeclampsa,
the interaction with each other and environmental factorsremainsto be unclear.

In this study, 126 preeclamptic and 116 normotensve pregnant women was
researched in terms of the relationship between preclampsia and interleukin-10
(IL-10) gene 2849 promotor and angiotensin converting enzyme (ACE) geneintron
16 insertion/deletion (1/D) polymorphisms. Moreover, the distribution of genotype
and allele frequencies belonging to these polymorphisms in normal and
pr eeclamptic women was also evaluated.

According to our reaults, there was significant difference in terms of
genotype and allel frequencies between preeclamptic and nor motensive pregnant
women. For 1L-10 gene 2849 promotor polymorphism, AA genotype was found
significantly higher in preeclamptic women than normotensve pregnants
(p=0,030), but there was no relation between GG genotype and preeclampsa.
Codominant, dominant and recessive models was appplied in ACE gene I/D
polymor phim and for codominant model, DD genotype was found significantly
higher in preeclamptic women than normotensive pregnants (p=0,016), but there
was no relation between |l genotype and preeclampsia. In dominant mode (DD,
[1+Dl) again thereis a significant relation between DD genotype and preeclampsia
(p=0,006) but no relation in recessives (p=0,977). For 1L-10 gene 2849 promotor
polymor phism, G allele frequency was 85.7% in preeclamptic group while it was
87.5% in controls (p=0,564). For ACE gene intron 16 I/D polymorphism, D allele
frequency was 64.6% in patients whileit was56.1% in controls (p=0,062). Thereis
no significant difference between preeclamptic and normotensive pregnants
considering the allele frequency.

Key Words: Preeclampsia, Interleukin 10 Gene, Angiotensin Converting Enzyme

Gene, Polymor phism, Promotor
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1. GIRIS

Preeklampsi, gebelikte ortaya ¢ikan hipertansiyona eslik eden proteindri ve 6dem ile
seyreden bir hastaliktir. Perinatal mortalite ve morbiditenin aym zamanda da maternal
mortalitenin en 6nemli sebeplerinden birini olusturur'™. Gebeligin 20. haftasindan sonra
ortaya ¢ikip dogumla birlikte ortadan kalkar. En uygun tedavi gebeligin sona ermesiyle
olur . Tiim gebelikleri %3-5'inde goriiliir.

Preeklamps tamisimin konulmasinda ASSHP (Australasian Society for the Study of
Hypertension in Pregnancy) ve NHBPEP (National High Blood Pressure Education
Program) kriterleri  kullanilmaktadir. Preeklampsi igin  yiksek risk grubunu;
primigravida, ¢ok gen¢ veya ileri yas, diyabet veya hipertansiyon gibi sistemik
hastaliklara sahip olma ve dnceki gebelikteki preeklampsi dykiisii olusturmaktadir™®.

Preeklampsinin etiyolojisi ve patogenezi heniiz tam olarak aydinlatilamamustir.
Teoriler hastaligi olarak adlandiriimaktadir. Son yillarda, yiksek kan basinci yerine
sendromun timine dikkat cekilmesiyle hastaligin patofizyolojisinin anlasiimasinda
onemli gelismeler elde edilmektedir. Preeklampsi patofizyolojisinin temelinde plasental
ve maternal faktorlerin yer aldigi bilinmektedir. Damar endotd hasari, kronik
hipertansiyon gibi plasental ve maternal faktorlerin preeklampside 6nemli rol oynadig:
dustnulmektedir. Preeklampsiye sebep olan plasental ve maternal faktorler arasindaki
dengenin farkli gebeliklerde farkli oldugu ihtimai goz 6nunde bulundurulmaktadir.
Oksidatif stres, hem plasental ve hem de maternal faktorlerin her ikisinde yer alan
preeklamps patofizyolojisinin bir bilesenidir. Ayrica son zamanlarda yapilan
caligmalarda immun ve genetik faktorler tzerinde de yogun bir sekilde durulmakta ve
bu faktorlerin preeklampsinin ardinda yatan faktOrlerin basinda yer alabilecegi
dustnilmektedir. Genetik faktorler, insan hastaliklarinin neredeyse tiimtinde etkilidir ve
hastalikta genetik faktorlerin oynadigi rolin anlasilmasi genetik olmayan, cevresel
faktorlerin de anlagiimasini saglamaktadir. Bu durumun dogasi geregi preeklampsinin
genetik arastirmasinda ortaya gikan engellere ragmen, bu alanda kayda deger gelismeler
saglanmaktadir. Preeklampsinin genetik temelinin anlasiimasinda aile ¢alismalari, ikiz
caligmalari, fetlisteki genetik aberasyonun etkisi, paternal genotipin katkisi, paterniti ve
gebelik araligindaki degisiklik ve preeklampsideki molekiler genetik caligmalar Uzerine

yogunlasilmstir &,



Preeklampsinin olusumunun ardinda yatan genetik faktorlerin arastirilmasinda su
ana kadar 50’ den fazla gen arastirilmig ve bunlardan 8'inin aday gen olabilecegi tespit
edilmistir. Yapilan calismalarda preeklampi ile bu genlerdeki degisiklikler arasinda
%70 gibi bir baglant: elde edilmistir. Ancak sonuglarin birbirleriyle geliskili olmasindan
dolay: su ana kadar bu hastalikla tam olarak iliskilendirilmis bir gen mevcut degildir.
Ayrica bu aday genler icerisinde gesitli bolgelerde farkli polimorfizm tiplerinde yapilan
arastirmalarda da evrensel bir sonuca varilamarmstir'®24,

Basarili bir gebelik annenin genetik olarak kararli bir savunma mekanizmasina
baglidir. Savunma sisteminde rol alan sitokinlerden birisi de interlokin-10 (IL-10) dur.
IL-10 geninin promotor bolgesindeki genetik gesitliligin (polimorfizmlerin) preeklamps
ile sonuglanan anorma plasentasyon ile iliskilendirilen maternal savunma
mekanizmasindaki belirleyici faktorlerden biri oldugu distntlmektedir. Bu kapsamda
IL-10 geninin farkli promotor bolgelerinde c¢esitli polimorfizmler arastinlarak 1L-10
geni preeklamps ile iliskilendirilmeye calisilmig, promotor bolgelerinin  gesitli
noktalarinda farkl: toplumlarda farkl: sonuglar elde edilmistir> *°.

Gebelik suresince spiral arterlerin fizyolojik olarak yeniden olusumu renin
anjiyotensin sistemi (RAS) aracihigiyla gerceklesmektedir. Gebelikteki fizyolojik
adaptif mekanizmada, vaskuler direng ve kan basinci azalir, plazma volumu yukselir ve
RAS stimule edilir. Preeklamptik kadinlarda farkl1 olarak vaskiler direng artar ve renin
ve anjiyotensin 1lI'nin plazma seviyesi diser. Bundan dolayr plasental RAStaki
bozukluk preeklamps ile sonuclanabilir. Peptidil karboksipeptidaz olan anjiyotensin-
donisturiict enzim (ADE), kan basincin diizenleyen RAS sisteminin 6nemli bir enzimi
olup anjiyotensin I'in potansiyel vazokonstriktor olan anjiyotensin 11'ye dontsuimint
katalizler. Vazokonstriksiyon etkisi olan ADE'nin yuksek aktivitesi hipertansiyona
sebep olur. Bu kapsamda, ADE geni intron 16'daki insersiyon/delesyon polimorfizmi
cesitli calismalarda preeklamps ve hipertansiyon ile iligkilendirilmeye caligilmistir.
Delesyon (D alleli) polimorfizminin yuksek ADE aktivitesi ile iligkili oldugu ve D
alelinin preeklampsi icin yiiksek risk olisturdugu diistiniilmektedir *"2.

Bu caligsmada preeklampsi tams konmus Tirk kadinlar: IL-10 geninin promotor
bolgesindeki 2849 A/G ve ADE geni intron 16 insersiyon/delesyon polimorfizmleri ve
genetik dagilimlarinin Cukurova bolgesindeki durumu incelenerek ulusal literattrdeki

boslugun doldurulmasi ve uluslar arasi literatlire katki saglanmasi amaglanmustir.



2. GENEL BILGI

2.1. PREEKLAMPSI

2.1.1. Preeklampsinin Tarihges

Scott ve Jenkins'in preeklampsinin etiyolojisi adli derlemesine gore Hipokrat
uyku, ndbet ve komanmin gebe kadinlarda ciddi prognostik 6neme sahip oldugunu
belirtmis ve 1619'da Varandaeus gebe kadinlarin ndbet 6ncesi sikayetleri icin Yunan
terimi olan “eklamps” i kullanmustir®. Ancak, 1739 a kadar eklampsi epilepsiden tam
olarak ayirt edilememistir. Sauvages yillar boyunca tekrarlayan ndbetler sonucu olusan
epilepsinin kronik bir hastalik oldugunu belirtmis, fakat akut kokenli nobetlere eklamps
adini vermistir®. 1843'te Lever eklamptiklerde abuminiri goriildiigiini ve nobet
Oncesinde hipertansiyon ve bazen de Odem oldugunu rapor etmistir. BOylece
preeklamps sendromu tanmlanmugtir®:. Preeklamps alaninda yapilan calismalar, ilk
kez 1968’ de Chesley tarafindan 6zetlenmistir'®.

2.1.2. Preeklampsinin Tammi ve Siniflandirilmas

Preeklampsiye ait evrensel bir tamum ve gebdige bagl hipertansif bozukluklara
at evrensel bir siniflandirma yoktur. Yillar boyunca yayinlanmis ¢alismalarda gesitli
terminoloji ve tam kriterleri kullaniimustir®®. Son zamanlarda, uluslar arast bi reok tamm
yapildigi goriilmiistiir®. Gebelige bagli hipertansiyon calismalarinda, siniflandirma ve
tammlar igin yaygin olarak kullanilan raporlar ASSHP (Austraasian Society for the
Study of Hypertension in Pregnancy) ve NHBPEP (Nationd High Blood Pressure
Education Program)’ den alinmustir. Gebelikteki hipertansiyon tamumlar: her iki raporda
da aynidir; gebeligin 20. haftasindan itibaren sistolik kan basinci >140 mmHg ve
diastolik kan basinci >90 mmHg' dir®* .

Gebelik stresince ortaya gikan hipertansif bozukluklar 5 kategori atinda
toplanmigtir; preeklampsi, eklampsi, gestasyonel hipertansiyon, kronik hipertansiyon ve
siiperempoze preeklampsi (Cizelge 2.1)%.



Cizelge 2.1. Gebeliklerde ortaya ¢ikan hipertansif bozukluklarin tan kriterleri ve simiflandirilmast

Siniflandir ma Tanm Kriteri

Normotensif bir kadinda gebeligin 20. haftasindan sonra:
Gestasyonel Hipertansiyon - Sistolik kan basinct > 140 mmHg
- Diastolik kan basinci > 90 mmHg

Normal kan basincina sahip kadinda gebeligin 20. haftasindan
sonra;

Preeklampsi - Sistolik kan basinci > 140 mmHg

- Diastolik kan basinci > 90 mmHg

Proteiniri: 24 saatlik idrar 6rneginde protein > 0,3 g/L olmasi

Gebeligin 20. haftasindan dnce ortaya ¢ikan ve/veya dogumdan

Kronik Hipertansiyon ) )
6 hafta sonrasina kadar devam eden hipertansiyon

Kronik hipertansiyona gebelik déneminde proteinirinin

Superempoze Preeklampsi
peremp P eklenmes
Preeklampsi olan kadinda epilepsi v.b. sebeplere dayanmayan
Eklampsi nobet ve koma gelisimi

Preeklampsi, hipertansyon ve proteindrinin  kombinasyonu  olarak
tammmlanmigtir. Hipertansiyon ve proteiniriye bazen de ddem eslik edebilir. Gebeligin
20. haftasindan sonra, daha 6nce normal kan basinci ol¢uleri olan kadinda en az 6 saat
araile yapilan iki 6lglimde sistolik kan basincimin 140 mmHg ve Uzeri ve diastolik kan
basincinin 90 mmHg ve Uzerinde Olglilmes ve bunun yam sira 24 saatlik idrar
Olcimunde 300mg/L ve Uzeri protein saptanmas: veya 6 saatlik arayla rasgele alinan en
az 2 idrar drneginde +1 veya daha yuksek proteiniri olmasi preeklampsinin varligina
kanittir. Ayrica siniflandirmada preeklamps hafif ve siddetli preeklampsi olarak
atgruplara yarilmistir. Siddetli preeklampsi, sistolik kan basincinin 160 mmHg ve Uzeri
ve diastolik kan basincimin 110 mmHg ve Uzeri Olgllmesi ve 24 saatlik idrarda protein

miktarinin 3g/L ve lizeri bulunmasi olarak tarimlanmustir®.



2.1.3. insidans, Prevelans, Mortalite ve Morbidite

Gebe kadinlarin yaklasik %10'u dogum yapmadan ©6nce, gebeligin belli bir
noktasinda yiksek kan basincina sahip olur. Bununla birlikte diinya genelinde gebelerin
yaklasik %3-5'inde preeklamps olgusu gelisir. Preeklamps sikligi, gelismekte olan
ilkelerde ve toplumlar arasinda farkhilik gostermektedir®. Ornegin; nulliparlarda
preeklampsi insidans: beyaz kadinlarda %18 iken Ispanyol asilli kadinlarda %20 ve
siyah kadinlarda % 22 olarak bulunmustur. Yine eklampsi sikliginin yaklasik olarak her
2000 dogumda 1 oldugu gosterilmistir? 2,

Preeklampsinin en siddetli hali olan eklampsi mortalite ile iliskilidir ve bundan
dolay: her yil 50 000 den fazla maternal 6lim gergeklesmektedir. Avrupa da mortalite
nadir gordldr. Her 10 000 dogumda 2-3 vakada gergeklesir. Fakat gelismekte olan
tilkelerde bu oran artar ve her 10 000 dogumda 16-69 arasindadir®® *. Gelismekte olan
Ulkelerde saglik hizmetlerinin simirli olmasi bunun muhtemel agiklamasidir®®. Maternal
mortalitenin dusik oldugu uUlkelerde olumlerin ¢ok azi eklampsiyle iliskiliyken,
maternal mortalitenin  yuksek oldugu Ulkelerde ise olumlerin neredeyse hepsi
eklampsiyle iligkilidir®*®,

Preeklampsi insidanst son 15 yilda %40 oraminda artmustir. Bunun sebepleri
arasinda diinya genelinde artan obezite hastaligi, ileri anne yasi sayisindaki ve gogul
gebelik sikhigindaki artis gosterilebilir. Bobrek yetmezligi, kalp krizi, felg, karaciger
yetmezligi gibi siddetli morbiditelerin hepsi preeklamps ve eklampsiyle iliskili olup
etkilenmis kadinlar mutlaka yogun bakima gereksinim duyarlar®. Diger taraftan,
preeklampsinin kadinlar Uzerindeki psikolojik etkisi ile ilgili bazi calismalar da
yapilmistir. Preeklampsi zor ve beklenmeyen bir hastalik oldugundan erken dogum ve
daha da kotusi fetal 6lumlerle sonuglanabilir. Ayrica post-travmatik stres bozuklugu
riskini de arttirabilir®,

Dusuk gebelik yasiyla dogmus bebeklerin %10’undan fazlasi preeklamptik
gebeliklerden diinyaya gelmistir. Perinatal mortalite preeklampsi ve eklampsiden sonra
artar ve butun neonatal Olumler ve 6l dogumlarin %25'i hastalikla iliskilidir.
Bebeklerin mortalite oranlari, gelismekte olan Ulkelerle gelismis olan Ulkeler
karsilastirildiginda preeklampside 3 kat eklampside 4,5 kat daha yiiksektir®? 3,



2.14. Risk Faktorleri

Preeklampsi icin risk faktorleri Cizelge 2.2'de dzetlenmistir. Geng ve nullipar
kadinlarin preeklampsi olma riski yiiksektir. ilk gebeliklerini yasayan kadinlarin 2. ya
da daha sonraki gebeliklerini yasayan kadinlara gore preeklamps olmariski 3 kat daha
yliksektir®™. Birden cok dogum yapmus kadinlar es degistirdiginde preeklampsiye
yakalanma riski artar. Bunun olasi agiklamasi preeklampside paternal antijenlere karsi
immunolojik reaksiyon olusmasidir. Es degisiminden kaynakli iki gebeik arasindaki
siirenin uzamastyla da preeklampsiye egilimin arttig1 gozlenmistir 3%,

Ayrica, anne yasi risk faktori olarak dikkate alinabilir. 40 yas Ustu kadinlarin
preeklampsiye yakalanma riski 40 yas alti kadinlardan daha yiksektir. Bu da obezite,
kronik hipertansiyon gibi yasa bagli risk faktorleri ile agiklanabilir. Gergek obezite
yoklugunda bile vicut kitle endeksi (BMI)' nin artisi, yuksek preeklamps riskiyle
baglantilidir. Diastolik kan basincimn 110 mmHg Ustinde olmasi slperempoze
preeklampsi riskini 5 kat arttirir®™. Preeklampsi ile iliskilendirilmis diger faktorler,
instlin bagimli diyabet, renal hagtaliklar, antifosfolipid sendromu ve otoimmin gibi
hastaliklarcir® %,

Preeklamps prevalanst Amerika’da Afrikali-Amerikan irkinda diger etnik
gruplara gore daha yuiksektir ve preeklampsi olusumunda etnik koken egilimli bir faktor
olabilir. Bununla birlikte kronik hipertansiyon prevalanst bu populasyonda daha
yiiksektir® .

Preeklampsinin bireysel ve ailesel gegmisleri diger iki risk faktorudur. Ik
gebeliginde preeklampsi dykusi olan kadinlarin, ilk gebeligini saglikli atlatan kadinlarla
karsilastirildiginda ikinci gebeliginde preeklampsiye yakalanma riskinin daha yiksek
oldugu verilerle gosterilmistir. Ayrica, preeklampsinin ailesel gegmisinin riski 3 kat
arttirch@1 belirtilmistir. ikiz gebeliklerin normal gebeliklere gore preeklampsi riskini 3'e
katladig: ve Ugliz gebeliklerin de ikiz gebeliklere gore preeklampsi riskini 3'e katladig
rapor edilmistir®®.



Cizelge 2.2. Preeklampsi igin risk faktorleri

Risk Faktorleri
Maternd yas

Cogul gebelik

Primigravida

Onceki gebelikte gorilen preekl ampsi
Preeklampside ailesel gegmis

Vicut kitle endeksi (BMI)

iki gebelik arasindaki siire

Partner degisimi

Afrikali-Amerikan 1rki

Onceden var olan tibbi hastaliklar:
Insillin bagiml diyabet
Insiilin rezistanst
Kronik hipertansiyon
Bobrek hastaliklar:
Antifosfolipid sendromu
Otoimmin hastaliklar

2.1.5. Preeklampsinin Tedavis

Preeklampsinin etiyolojisi ve patogenezi tam olarak belli olmadig igin 6nlem ve
tedavi dratejilerinin gelistirilmes zordur. Antiplatelet ilaglarin kullanimi ile ilgili
olumlu sonuglar yayinlanmis ve tedavi sonrasi preeklampsi riskinin azaldigi rapor
edilmistir. Kalsiyum ilavesi de dusik preeklamps riski ile baglantilidir, fakat bebek
Uzerine net bir etkis yoktur. Tedavi buylk oOl¢lide semptomlara yoneltilmistir. Hafif
preeklamps gogunlukla anne bakim Uniteleri, hastane ya da evde dikkatli bir gbzlem ve
aktivite simirlamast ile tedavi edilebilir. YUksek kan basinci direkt vaskiler zarara sebep
olup bobrek yetmezligi, fetal distres ve felg gibi diger komplikasyonlara yol agtig igin,
cok yiksek kan basincina sahip kadinlarda antihipertansif ilaglar zorunludur.
Magnezyum stilfatin preeklamptik kadinlarda eklampsi riskini azalttig: bilinmektedir ve



eklamps iligkili ndbetleri onlemek igin kullamlabilir. Su ana kadar en etkili tedavi
yontemi plasentamn alinmasi ve dogumdur. Gebeligi sonlandirarak anneyi korumak ile
siddetli preeklampsiye sahip kadimn zamamin ayarlayarak fetlisi en olgun seviyeye
ulastirmak arasindaki dengeyi kurmak zordur. Cunki siddetli preeklampside gebelik

cogunlukla 32. haftadan énce sonlandiriimalidir®® %,

2.1.6. Preeklampsinin Etiyolojis ve Patofizyolojis

Preeklamps teoriler hastaligi olarak adlandiriimaktadir. Bu alanda yapilan
birgok calismaya ragmen sendromun etiyolojisi ve patofizyolojisi buttinuyle
anlasilamamistir. Bununla birlikte maternal ve fetal / plasental kokenli, multisistem bir
hastalik oldugu bilinmektedir (Sekil 2.1). Ayrica hem plasenta hem de maternal
sistemik sirkilasyon icinde oksidatif stres 6nemli bir bilesen olarak belirtilmektedir
(Sekil 2.1) . Preeklampsideki calismalar1 zorlastiran sebeplerden bazilari da
preeklampsi igin belirli bir test olmamasi, ortaya ¢ikis noktas: ve gelismesinin tahmin
edilememes ve gebeligin sonlanmasiyla hastaligin ortadan kalkmasidir. Bunu yan sira,
spiral arterlerdeki ylzeysel(yetersiz) endovaskiler sitotrofoblast invazyonu ve
endotelyal htcre disfonksiyonu preeklampsinin patogenezinin merkezinde yer alan
temel mekanizmalardan ikisi olarak goriilmektedir (Sekil 2.1) *.

Preeklampsinin baslangici, plasental ve spira arterlerin bozulmus ekstravilloz
invazyonu ile gergeklesir. Fetal trofoblastik hicreler bazal arterlerden yikselen
myometriumu uterusun desidual bolgesine kadar saran spiral arter endotelini, internal
glastik laminasini isgal eder. Intervilloz araliktan myometriumun ic kismina kadar
vaskiler degisiklikler olur ve genellikle bu olay gebeligin 20. haftasinda tamamlanir.
Elastik muskuler arterler, bllyumekte olan fetiisiin gereksinimlerini karsilamak amaciyla
caplarimt  arttirarak yiksek akimli disik rezistans sistemine gecerler. Ancak
preeklampside bu olaylar gergeklesmedigi igin “akut arteroz” adi verilen durum ortaya
cikar. Bununla birlikte, aktif duruma gelmis trombositler artnus miktarlardaki plasental
blyume faktoruni (PLGF) Uretirler. Bu faktorler de endotel proliferasyonuna sebep
olur. Bunun sonucu vazoaktif peptitlerin  anorma yikimindan kaynaklanan
prostasiklinin azalmas: ve tromboksan, endotelin-1, fibronektin seviyesinin artmasi gibi

diger anormallikler gorilir*.



One stirtilen diger bir teori immunolojik uyumsuzluk durumudur. Burada lokal
antijen bloke edici faktorlerin yetersizliginden dolay: fetlise karst maternal bir immun
yanit olusur. Bu durum, plasentanin hasar gbrmesine sebep olur. Sonug olarak, farkl

dokular arasinda uyumsuzluk ortaya gikar .

FETAL /PLASENTAL FAKTORLER PIATERNAL RISK FAKTORLERI

- Zayif trofoblast imvazyonu
ﬁ L Kronik hipertansiyon

e c:_:_‘ ]
Zayif plasental Oztsrl::ﬂf - O_hez'rte
perfiizyon L Diyabet
Rahimici biiyiime Endotel
Kisitlamasi hasan
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- Vazopressor salinimi

- Hipertansiyon (::| - Kronik hipertansiyvon

- Glomerular hasar - Bibrek yetmezligi
- Trombozis C: L Trombofili
- Trombositopeni

|::> - Proteiniiri c:| - Bibrek hastaliklan

- Platelet aktivasyonu

- Karaciger Hasan
Zayif doku perfiizyonu |::> - Nibetler

Sekil 2.1. Preeklampsi patofizyolojisi igin 6ne sirilen mekanizmal ar

Gebdigin erken haftalarinda, sitotrofoblast hticreleri dalanan villusara dogru
goc etmeye baslar. Sinsityotrofoblastlara dogru trofoblast kabugunu sararak
sitotrofoblast kolonlarini olustururlar. Trofoblast hiicreleri goclerine devam ederek
plasental yatak atinda, myometriumda kolonize olurlar. Sitotrofoblast hiicre kolonlari
spiral arterlere ulaginca trofoblast hiicreleri [imen igine yerlesirler ve intraliminal tikact
olustururlar. Endovaskiler trofoblast hiicreleri spira arterlerin endotel hicreerinin
yerini air ve medya tabakasim isgal ederler. Bundan dolayr nbra muskiler ve elastik
yapilar zarar gorir **.

Gebdlikte sistemik vaskiler direncin azalmasi, kan basincinin diismes, kardiyak

atim hizi1 ve hacminin yikselmesi, kan hacminin artmast gibi maternal kardiyovaskuler



fizyolojik degisiklikler olur. Bu degisiklikler plasental yatakta hemodinamik
degisiklikler olusmadan ©nce, gebeigin ilk trimesterinde baslar. Myometriuma ve
plasental yataga olan kan akimi uterus dolasimindaki iki bilesendir ve ayri kontroller
atinda yonetilir. Myometriuma olan kan akimi genellikle otoregilasyon ile kontrol
edilir. Ancak, plasental yataga olan akim normal gebeliklerde pasif durumdadir. Normal
gebeliklerde vaskiler rezistanstaki azalma sonucu uteroplasental yataga olan kan akimi

artar %6

. Damar sayisinin artmasiyla birlikte spiral arterler uteroplasental arterlere
donusurler. Bu olay yaklasik olarak 12. haftada baslar ve gebeigin 18 ila 20.
haftalarinda en Ust seviyeye ulasir. Trofoblast tabakalar: ilerlemeye baslar. Olusan
damarlar gorintt ve islev olarak arterlerden farklidir. Sitotrofoblastlar damar 1Umeni ve
duvarina invaze olurlar. Boylece damar kas tabakas: dejenere olur, arterler duzlesirler
ve buyuk bir dilatasyon gerceklesir. Plasental yatak damarlanmast kivrimli venlere
benzer. Bu damarlar desidua tabakas: icinde yayilirlar. Aym zamanda muskuloelastik
Ozelliklerini  kaybederler. Bu sebeple vazoregulator Dbilesenlere ve basing
degisikliklerine cevap veremezler “ %4,

Preeklamps ve plasenta patofizyolojisinde yetersiz trofoblast invazyonu ve
damar transformasyonu belirtilmistir. Basarili bir trofoblast gogli olmayabilir. Ayrica
fizyolojik vaskiler transformasyon eksikliginden kaynaklanan plasentamin her iki
tarafinda kardiyovaskiiler fonksiyon bozuklugu ortaya cikabilir *’. Plasenta fetal ve
maternal dolasim sistemleri arasinda gazlar, besinler ve artik maddelerin degisimi igin
gerekli bir vaskuler organdir. Embolizasyon ile maternal uteroplasental akimin azalmasi
durumunda fetal umblikal akimda bir azalma gergeklesir. Bu sebeple hayati 6nem
tasiyan organlar dikkate alinarak kardiyak output fetus tarafindan yeniden diizenlenir.
Bunun yan: sira, uterus kan akiminin artmasiyla fetal dolasim hizi da artar #¢ %,

Preeklampsinin ortaya cikmasindaki en o©nemli faktorlerden biri  de
hipertansiyondur. Periferik damar direnci ve kardiyak output kan basincint etkileyen iki
etmendir. Saglikli gebelerde 1. trimesterde kardiyak output gebe olmayan kadinlara
gore %30-50 oraminda artar ve artisin durmasiyla gebeligin sonlanmasina kadar aymn
seviyede kalir. Ancak, preeklamptik kadinlarda artis durmayarak gebeligin sonuna
kadar yikselmeye devam eder. Bunun yam sira, periferik damar direnci normal
gebelerde azairken, preeklamptik gebelerde artar. Bu da preeklamptik kadinlarda ortaya

cikan hipertansiyonun temel sebebi olarak belirtilir *.
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Saglikli gebelerde anjiyotensin 1I'ye karst direng olusurken preeklamptik
kadinlarda hassasiyet artar. Preeklamptik kadinlardaki bu durum, 17. haftadan itibaren
baslamaktadir. Bundan dolay:, preeklamps riski tasiyan hastalarin daha Onceden
hastaliginin bilinebilecegi belirtilmektedir *°.

Saglikli gebelerde tromboksan A2 ve prostasiklinin her ikisinde de artis
gozlenmesine ragmen denge prostasiklin tarafindadir. Prostasiklin damar endoteli
tarafindan Uretilir ve vazodilator bir maddedir. Tromboksan A2 trofoblastlar tarafindan
uretilir ve vazokonstriktor bir maddedir. Preeklamptik kadinlarda tromboksan A2 /
prostasiklin oram artar. Hasar gormis endotel hicrelerinden prostasiklin Gretiminin
azalmas: sebebiyle tromboksan A2 salimiminin ortaya ¢ikmasi bu olaydaki temel neden

olarak gosterilmektedir ",

2.2. Sitokinler

Sitokinler farkli hiicre tipleri tarafindan dretilip salgilanan polipeptid yapida
molekillerdir. Hucre blyumesi, iyilesmesi, inflamasyon, yaralanmaya yant gibi
bagisiklik ve inflamator reaksiyonlarda gorev air. Hormonlara benzemekle birlikte tam
olarak hormon degillerdir ve salimimlar1 gecicidir. Hicre yizeyi sitokin reseptorleri
araciligiylagorevlerini yerine getirirler %,

Sitokinler biyolojinin neredeyse her alaninda etkisini gosterir, bu da kismen
sitokinlerin sayisini yansitir. Iyi bilinen 100’den fazla sitokin mevcuttur. Baslangigta
sadece lenfositlerin sitokinlerin kaynagi oldugu dustinuldiginden, sitokinlere lenfokin
adi verilmigtir. Ancak sonra monositlerin de anlasiimasiyla monokin adi da
kullanilmaya baglamilmistir. Gunumizde farkli hicrelerden salgilandigi  gorultnce

sitokin ismi yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir®>*,

2.2.1. Sitokinlerin Genel Ozdllikleri

Uzak mesafelerde etkisini gosteren ve dokularin normal gunlik fonksiyonlar
icin 6nemli fizyolojik tepkileri dizenleyen endokrin hormonlarin aksine sitokinler
sadece dokularda temel fizyolojik degisiklik ya da bozukluk oldugu zaman rol
ustlenirler. Bu tur degisiklik ve bozukluklar enfeksiyon ve doku travmas: slresince
gerceklesir ve sitokinler bu olaylar boyunca dokularin savunma ve tamirinde temel bir

rol oynarlar. Sitokinler immdnite ile baglantilidirlar. Dogal ve sonradan elde edilen
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immuin sistem hicrelerini diizenlemenin yam sira, hiicre biyumes ve farklilagmasin
diizenler. Ayricafetal gelisim ve embriyo implantasyonunu da etkiler >*.

Sitokinler suda ¢ozunebilen, her dokuda ve cogu hicrede Uretilebilen
proteinlerin yada glikoproteinlerin 8 ile 30 kDa ik birimlerini icerirler™.

Sitokinler birgok farkl1 hiicre tarafindan Uretilir ve hticre etrafinda ya da canlinin
farkl1 yerlerinde olabilirler. Ayrica bu durum ortamda baska sitokinlerin olmasina bagl
bir sekilde gergeklesebilir. Clnki sitokinler baska sitokinlerin sentezini etkileyebilir ve
biyolojik etkisine ortam hazirlayabilirler. Bu durum bir sitokinin diger bir sitokinin

53,54

etkisini azaltmak ya da arttirmak seklinde meydana gelebilir

2.2.2. Sitokinlerin Etki M ekanizmalari

Sitokinler 6zel hiicre yiizeyi reseptorlerine baglanarak etkilerini baglatirlar. Bu
reseptorler transmembran proteinleridir. Eksraselliler domainleri ile sitokinlere
baglanirlar. Daha sonra hiicre ici sinyallesme kaskatlar1 hiicre fonksiyonlarim degistirir.
Bir dtokinin etki seviyesi hiicre dig1 yogunluguna, reseptoriin ¢cokluguna ve reseptor
afinitesine baghdir. Ancak biyolojik olarak etki gosterebilmek icin az bir miktarda
sitokin yeterlidir. Bununla birlikte, sitokinler fazla olmalariyla tammlanirlar. Bazi
stokinler  benzer  fonksiyonlari  paylasabilirler.  Etkileri  asagidaki  gibi
gruplandirilabilir>®,
§ Otokrin; sitokin kendisini salgilayan hlicreyi etkiler.
§ Parakrin; sitokin gevresinde bulunan komsu hiicreleri etkiler.
8 Endokrin; sitokin gergek hormonlarda oldugu gibi dolasimla uzak

mesafelerdeki hicreleri etkiler.
2.2.3. Sitokinlerin Simiflandiriimas ve islevleri

Sitokinler temel olarak 4 ana grupta toplamrlar. Islevlerine gore

siniflandirimalar Cizelge 2.3’ te 6zetlenmistir>.
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Cizelge 2.3. Sitokinlerin islevlerine gore scniflandirilmast

Islev

Sitokin

Doga imminiteye aracilik eden sitokinler

Tip | interferonlar (IFN)
- Interlokin- 1 (IL-1)
- Interlokin - 6 (IL-6)

- Kemokinler

Lenfosit aktivasyonu, biyime, farklilasma
duzenleyicileri olarak T lenfositlerinin 6zel

antijenleri tanimalarina yamt olusturan sitokinler

- Interlokin - 2 (IL-2)
(T hiicresi buytme faktor)
- Interlokin - 4 (IL-4)
(IgE sentez diizenleyicisi)
- Transforming bilyume faktorl beta (TGF-f3)

Bagisiklik araciligiylainflamasyonu diizenleyen
sitokinler. Bu grup sitokinler antijenle uyarilns
CD," ve CDg" T lenfositl er tarafindan uyarilirlar ve

inflamatdr |6kositleri aktive ederler.

- Interferon - y (IFN-y) (Mononiikleer
fagositlerin birincil aktivatori)

- Lenfotoksin (LT) (Notrofil aktivator()

- Interl6kin -10 (IL-10) (Mononiikleer
fagositlerin negatif diizenleyicisi)

- Interlokin - 5 (IL-5) (Eosonofil aktivatorii)

- Interlokin - 12 (IL-12) (Natural Killer (NK)

ve T hicre stimilatori)

Olgunlasmanus |6kosit bilylime ve farklilasmasina

aracilik eden medyatorler

- c-kitligand

- Interlékin - 3 (IL-3) (Koloni stimiile eden
faktor)

- Granulosit-makrofa) koloni uyarici faktor
(Gm-CSF)

- Monosit-makrofgj koloni uyarici faktér (M-
CSF)

- Granulosit koloni uyaric faktér (G-CSF)

- Interlékin—7 (IL-7)

- Interlékin—9 (IL-9)

- Interlékin— 11 (IL-11)

2.2.4. interlokin-10 (1L-10)

Interlokin-10 (IL-10) imminosipresor bir sitokin olup aktive olmus T ve B

lenfoditler, monositler ve keratinositler ile plasentamin temel hiicreleri olan trofoblast

hicreleri tarafindan Uretilir. 1L-10 cesitli

proinflamatdr sitokinlerin[IL-1f, IL-8, IL-6,

Tumor nekroz faktor — afa (TNF o)] monosit ve makrofajlardaki Uretimini inhibe
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etmes ile bilinir. Boylece antiinflamator aktivite gostererek gelisen bagisiklik yamitim
inhibe eder. Bununla birlikte belirli T hicreleri ve mast hucreleri tzerine stimulator
etkisi vardir. Ayrica B hiicre olgunlasmasi antikor Uretimini de stimile eder. I1L-10
otoimmuin hastaliklarda aday mediyatordir ve hem hiicresel hem de humoral immin
tepkileri diizenleyici rol tistlenmistir®®®*,

Insanlarda IL-10 kromozom 1 (zerinde lokalize olmus bir gen tarafindan
kodlanir ve bu gen 5 ekzon igerir. 1L-10 proteini homodimerdir, molekiler agirlig: 18
kDa dur. Her alt tnitesi 178 amino asit uzunlugundadir. 178 amino asidin; 18 amino
asit uzunlugundaki pargasi sinyal sekansidir, 160 amino asit uzunlugundaki kismi ise
olgun segmenttir. Farelerdeki IL-10'un aksine insan IL-10'un potansiyel N-bagl
glikozilasyon bdlgesi yoktur ve glikozile edilmez. I1L-10 alfa heliks yapidadir ve 6 alfa
heliksten olusur. Insan IL-10'u ve homologlarinin hepsi benzer ekzon intron yapilarina
sahiptir. Ekzon-ekzon sinirlari kodlanan proteinlerin benzer bolumlerinde olur. IL-10
gen lokusu insan genomunda yaklasik 2 kb buytiklGgtindedir. ilk ekzon sinyal peptidi ve
A heliksini kodlar. ikinci ekzon AB ilmigini (Ioop) ve B heliksini kodlar. Uglincli ekzon
C ve D heliksini kodlar. Dorduncti ekzon DE ilmigini ve E heliksini kodlar. Son
olarakta besinci ekzon E heliksi, IL-10'un —COOH kuyrugunu ve AUUUA respons
elementlerini iceren translasyona katilmayan segmenti kodlar®” > %2 %,

IL-10 ailesinin reseptdrlerinin heps klas |1 sitokin reseptdr protein ailesindendir.

Buitiin fonksiyonel reseptorler alfa tinitelerinden olusmaktadir °%%

2.3. Anjiyotensin Donusturtci Enzim (ADE) ve Renin Anjiyotensin Sistemi
(RAS)

Anjiyotensin donusturict enzim (ADE, peptidil-karboks peptidaz, EC 3.4.15.1)
renin anjiyotensin sisteminin (RAS) bir parcas: olup, anjiyotensin I'i anjiyotensin II’ye
donusturerek kan basincinin diizenlenmesinde rol alir. Ayrica potang yel bir vazodilator
olan bradikininin karbonil ucundan bir dipeptit kopararak onu inaktif forma dontsttrir
18, 64.

RAS, kan basinci, kan hacmi ve su-éektrolit dengesinin diizenlenmesinde ve
fizyolojik dizeylerde devaminin saglanmasinda gorev alan bir endokrin sistemdir.
Temel elemanlar: anjiyotensinogen, renin, anjiyotensin donusturticli enzim, anjiyotensin

Il ve anjiyotensin 11 reseptériidiir . RAS ta anjiyotensinogen, renin icin substrat olarak
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gorev aan buylk globiler bir proteindir. Renin anjiyotensinogenin dekapeptit
anjiyotensin I'e proteolitik dontsiminu katalizleyen bir enzimdir. Anjiyotensin
donlsturicl enzim, anjiyotensin I'i oktapeptit olan anjiyotensin 1I'ye donustrdr.
Anjiyotensin Il reseptorii ise anjiyotensin 1I'nin hicresdl etkilerinin iletiminden
sorumludur. Anjiyotensin II'nin  reseptoriine baglanmasiyla vazokonstriksiyon

17,65

gerceklesir ve aldosteron salimmu ortaya gikar (Sekil 2.2)

Anjiyotensinojen Kininojen
Renin ===———> 1 < Kallikrein
v
Anjiyotensin |
. ) Bradikinin
(Inaktif)
Anjiyotensin g
| ponastirica [
Enzim
v 4
Aldosteron«——— Anjiyotensin Il inaktif Eorm
1 (Vazokonstriktor)

Na* Birikimi

—\

Yiksek Kan Basinci

Sekil 2.2. Renin anjiyotensin sistemi ve anjiyotensin donustriict enzimin rol

2.3.1. ADE'nin Biyokimyas

ADE, ekto-enzim olarak ¢alisan, hicre zarina bagli bir enzimdir. Aktif merkezi
hiicrenin dis ylzeyine dogru yonelmistir. Enzim cinko metalopeptidaz sinifindan olup
U¢ boyutlu yapisinda merkeze bir ¢inko atomu yerlesmistir. Substrat spesfikliginin
genis olmasinin yam sira, katalitik aktivitesi anjiyotensin | ve bradikinin peptitleri
Uzerinde oOlculmustur. Enzim bu iki peptit icin dipeptidil karboksipeptidaz aktivitesi
gosterir. BOylece anjiyotensin I'i oktapeptid olan anjiyotensin 1lI'ye ve bradikinini

inaktif forma dontstarir ®.
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2.3.2. ADE’nin Homologlar1 ve Genetigi

ADE geninin ortaya ¢ikis1 yaklasik olarak 300-350 milyon yil dncesine dayanir.
ADE geni o tarihten itibaren inek, sempanze, tavsan, tavuk, at sinegi, Drosophila
melanogaster gibi farkl: tiirlerde bulunmustur®.

ADE, farkli turlerde bulunmasimin yam sira, aym tur igerisinde farkli tir
organlardan elde edilebilmektedir. Ornegin; serum, akciger, seminal sivi ve plazmadan
elde edilebilmektedir'’. Ayricainsan viicudundaki dagilim: da gesitlilik gostermektedir.
Cogunlukla endotel ve epitelyum hiicrelerinde ve erkek spermatitlerinde bulunmaktadir.
Endotel ve epitelyum hicrelerdeki formu somatik form (SADE) ve spermatitlerdeki
formu germina form (gADE) olarak adlandirilir. Bu formlarin primer yapilar: farkl
olup aynm gen tarafindan kodlanirlar. SADE iki aktif bdlgeye sahip olup, bu bolgeler
farkli katalitik aktivite tasimaktadir. gADE ise bir aktif bolgeye sahiptir ve
fonksiyonlar: tam olarak bilinmemektedir " %. SADE’nin molekiiler agirligi 140-160
kDa iken gADE’ nin molekiiler agirligi ise 90-100 kDA’ dirt’.

ADE?2 olarak isimlendirilen ve ADE’ nin memeli homologu olan bir enzim 2000
yilinda kesfedilmistir. Enzimin gen bolgesi X kromozomu Uzerindedir ve 85 amino
asitlik bir yapiyr kodlar. Molekiler agirligr yaklasik olarak 120 kDadir. N terminal
ucundan baglayarak %42’ lik kismi SADE ile aynidir, ayrica aktif merkezi ADE ile %61
oraninda benzerlik gostermektedir.®® ™.

Haploid genom Uzerinde 21 kilobaz (kb) uzunlugunda tek bir ADE var olup, bu
gen 25 intron ve 26 ekzon bdlgesi igermektedir ve 17. kromozom uzerine lokalize
olmustur. SADE 1-12 ve 14-26 ekzon bdlgelerinden kodlanirken gADE 13-26 ekzon
bdlgesinden kodlanir. SADE’nin promotori genin 5’ ucunun 1. ekzonuna, gADE’ nin

promotorii ise genin 12. intronuna yerlesmistir'® ™.

2.4. Preeklamps Genetigi

2.4.1. Aile Cahsmalari

Preeklampsinin ailesel bir bileseni vardir. Preeklampsili gebeliklerden dogan
kadinlarin normal gebeliklerden dogan kadinlara gore preeklamps olmariski 3 kat daha
fazladir®™ 2. Dr. Leon Chesley 1935'te eklamptik kadinlara yonelik bir calisma
baslatmis ve 1974’ e kadar strdurmustir. Chesley 1931 ile 1951 yillari arasinda diinyaya
gelen eklamptik 147 kiz kardes, 248 kiz gocugu, 74 kiz torun ve 131 gelin gebelerle
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ilgili bilgi toplamistir™ 2 2. Chesley'in verileri 0.25 olarak varsayilan gen sikligina

sahip tek gen modeli ile neredeyse uyusmaktadir
Cizelge 2.4’ te dzetlenmistir™.

Cizelge 2.4. Aile Calismal art

11,

123 Yapilan ale calismalan

Calismanin
Sonug Yorum Y apil chig
Ulke
Preeklamptik kadinlarin annel erinin %28’ inde preeklampsi Butun gebe erin annd eri Amerika
Normal gebe kadinlarin annelerinin %13’ nde preeklampsi incelenmistir
Preeklamptik kadinlarin kizkardesl erinin %13.8'inde preeklampsi | Kizkardeglerin ilk Iskogya
Normal kadinlarin kizkardeslerinin %4.5'inde preeklampsi gebelikleri incelenmistir
Eklamptik kadinlarin kiz kardeslerinin %636.7, kizlarimin %26.2, Akrabaarin ilk gegerli Amerika (Tki
gdinlerinin % 6.1 ve kiz torunlarinin %16.2' S preeklampsi veya | gebelikleri incelenmistir ayr calisma)
eklampsi Populasyon:K afkasl ar
Preeklamptik kadinlarin annel erinin %22.9' unda preeklampsi Incelenen kadinlar ilk defa | Iskogya
Normal kadinlarin annelerinin %6.4' tinde preeklampsi dogum yapmustir
Preeklamptik kadinlarin kizkardesl erinin %18.2'inde preeklampsi | Akrabalarin ilk gebelikleri
Normal kadinlarin kizkardeslerinin %8.6' inda preeklampsi incelenmistir
Preeklamptik kadinlarin annel erinin %15.9’ unda preeklampsi Incelenen kadinlar ilk defa | Iskogya
Normal kadinlarin annelerinin %3.1"inde preeklampsi dogum yapms ve ayr ayri
Preeklamptik kadinlarin gelinlerinin %4.4' iinde preeklampsi incelenmistir
Normal kadinlarin gelinlerinin %5.3'inde preeklampsi Akrabaarin ilk gebelikleri
incelenmistir
Eklamptik kadinlarin kizlarinin %38.1'inde preeklamps veya 11k kez dogum yapanlar Amerika
eklampsi Tk gebelikler incelenmistir
Populasyon; Zenci
Amerikal1, Kafkad ar
Preeklamptik kadinlarin kizkardegl erinin %11.3' inde Birden cok dogum yapanlar | Iskogya
preeklampsi dahildir
Tk gebelikler incelenmistir.
Preeklamptik veya eklamptik kadinlarin kizlarinin %25.8' inde Birden cok dogum yapanlar | izlanda

preeklampsi veya eklampsi
Preeklamptik veya eklamptik kadinlarin gelinlerinin %610.6'inda
preeklampsi veya eklampsi

dahildir
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Arngrimsson ve arkadaslar: birlestirilmis aile verileri icin dort kalitim modelini
test etmisler ve bu verilere azaltilmis penetransa sahip temel maternal dominant gen
modeli ya da multifaktoriyel modelin uydugunu belirtmislerdir ' ™. Aile calismalar
maternal genlerin preeklampsi etiyolojisinde rolleri oldugunu desteklemektedir.

2.4.2. ikiz Calismalari

Ikiz calismalar: hastaligin kalitilabilirligini hesaplamak icin kullanimistir. Tek
yumurta ikizleri somatik hticre mutasyonlari, mitokondriyal DNA molekuillerinin sayist
ve kadinlardaki X inaktivasyonu modei hari¢ genetik olarak aymdir. Cift yumurta
ikizlerinde ise yaklasik olarak genlerin yarisi aymdir'?.

Preeklampsi ile uyumlu iki tane tek yumurtaikizi ¢alismast yayinlanmigtir, fakat
genis capli Uc ikiz calismasi preeklampsi ile uyumluluk bulamamistir'?. 917 tek
yumurta ikizi ve 1199 ¢ift yumurta ikizini iceren bir ¢calisma, ikiz kardesi preeklamps
olan kadinlarin %25’inin ayni hastaliga yakalandigim tespit etmistir. Cift yumurta
ikizlerinde bu oran %6 bulunmustur. Bu calismamn kalitilabilirlik hesaplamalarina
gore, preeklampsinin etiyolojisinde gevresel etkiler yaklasik olarak genetik etkilere esit
bir 6neme sahiptir™. Preeklampsinin etiyolojisinde, ikiz calismalari maternal genlerin
tek basina roliinden ¢cok maternal ve fetal genlerin etkilesimini destekler. Boyle bir
kombinasyon ayni veya farkli genlerin alellerini icerebilir. Preeklampsideki transgenik
fare modeli buna iyi bir drnektir ki bu modelde insan anjiyotensin genini tasiyan disi
fare insan renin genini tasiyan erkek fare ile ciftlestirilmistir. Plasentadaki renin geni
ekspresyonu anjiyotensin genini tasiyan disi farelerde hipertansiyon ve proteindri ile
kendini gosteren preeklampsi benzeri sendromla sonuglanmistir. Fakat normal farelerde
buna rastlanmarmstir*2.

Ikiz calismalar;, maternal ve fetal genetik faktorlerin etkilerini cevresel
faktorlerden ayiramaz. Bu amagla, Cnattingius ve ¢alisma arkadaglar1, tum kardeslerin
yer aldigr genis c¢apli bir calisgmadaki gebelik sonuglarini analiz etmislerdir. Analiz
sonuglarina gore, genetik faktorlerin preeklampsideki etkilerinin %50’den ¢ok ve
maternal genlerin katkilarinin fetal genlerden daha fazla oldugu tespit edilmistir.
Ayrica, preeklampsi Uzerinde guglu cift etki (gevresel katki ve maternal ve paterna

genler arasinda etkilesim) oldugu da belirlenmistir'.
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2.4.3. Fetusteki Genetik Aberasyon

Preeklampsi ve fetal trizomi 13 yada 13q igin kismi trizomi arasindaki baglanti,
kromozom 13 Uzerinde kodlanmis olan bazi fetal genlerin dozgj etkisi oldugunu ileri
siirmektedir®. Geni kromozom 13q12 Uizerinde bulunan ve plasental orijinin dogal
olarak meydana gelen anti-anjiyogenik bir molekili olan sFIt-1'in asir1 salinmas
preeklampsideki maternal sendromun patogenezine katkida bulunur. Preeklamps de,
genelde erken baglayanlar, molar plasental degisiklikler sebebiyle anormal hale gelen
gebeliklerle iliskilidir. Tam(komplet) molar gebelik 46 kromozoma sahiptir ve genom
sadece paternal katki icermektedir. Kismi(parsiyel) molar gebelik 23 materna ve 46
paternal olmak tizere 69 kromozomludur, halbuki 23 paternal ve 46 maternal kromozom
iceren triploidi molar plasental degisiklerle iliskili degildir. Triploidili 2. trimester
gebelik donemine ait 70 olguya dair raporda, bu gebeliklerin %28,3 inde plasental
molar degisiklikler tespit edilmistir. Tim bu gebeliklerin %4,3 inde preeklampsi
tammmlanmistir, fakat plasental molar degisiklik tespit edilmis gebeliklerde bu oran %15
olarak bulunmugtur'® 7" &,

Trofoblastik genoma hem paternal hem de maternal katki, hem embriyonik hem
de ekstraembriyonik dokularin dengeli gelisiminin korunmast igin gereklidir. Molar
degisikliklerde, preeklampsiye yatkinligin ileri sirilmesinde bircok olasi agiklama
mevcuttur. (i) Yuksek gen yuklemesi ve damgalama degisiklikleri fetlisin normal
gelisimini bozar. (ii) Anneye yabanc: olan fetlisteki genom miktar: artar ve tam molar
degisikliklerdeki gebeliklerde anneye timiyle yabanci olur. Yumurtamin bagislanmis
oldugu gebeliklerde preeklampsi insidansida artar ki bu gebeliklerde de fettisiin tim
genomu anneye yabancidir. (iii) Geniglemis kistik plasentadaki azaltilmis perflizyon
preeklampsiye yatkindir*?. Fetiisteki genetik aberasyon icin yapilan calhismaar fetal
genlerin preeklampsi etiyolojisindeki temel rolinli desteklemektedir.

2.4.4. Paternal Genotipin Katkis

Preeklampside plasentanin merkezi rolu fetlisteki paterna genlerin de hastaligin
gelisiminde etkisi olabilecegini gostermektedir. Norveg toplumunda yapilmis bir
calismaya gore daha dnce baska bir kadindan preeklamptik gebelik sahibi olmus bir
erkekten gebe olan bir kadinin preeklamps gegirme riski iki kat daha yuksektir. Bu
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sonug Utah toplumundaki verilerle de desteklenmistir. Preeklamptik bir gebelikten
dogmus bir babamn gocugunun norma gebelikten dogmus bir babanin gocuguna gore
preeklamptik bir gebelikten dogma riski iki kat daha yiiksektir'® . Norvecli
arastirmacilar Norveg'teki dogum kayitlarindan alinmis olan 438 597 anne ve bebek
Gifti ile 286 945 baba ve bebek ciftinin bilgilerini inceleyerek preeklampside ikinci nesli
calismiglardir. Preeklamptik gebelikten dogmus bir erkegin preeklamptik bir babalik
gegirme riski 1,5 kat artmistir®. Paternal genotipin preeklampsiye katkisi genis verilere
sahip calismalarla desteklenmistir.

2.4.5. Paterniti ve Gebelik Arahigindaki Degisiklik

Preeklampsinin  immin temelli veya imminogenetik etiyolojiye sahip
olabilecegi hipotezi 6ne surulmustur. Preeklamps ¢cogunlukla ilk gebelikte ortaya gikan
bir hastaliktir. Preeklampsinin normal bir gebelikten sonra gorilme siklig: ilk gebelikte
goriilme sikhigimin yarisidir® 3¢ 374 79 Ayrica ilk gebeligi diisiikle sonuclanmus bir
kadinin aym erkekten ikinci gebeliginde preeklampsiye yakalanmariski yaklagik olarak
yartya iner. Partner degisiminin daha Once preeklampsi olmams kadinlarda riski

arttirdigi daha 6nce preeklampsi olmus kadinlardaise riski diistirdiigii gosterilmistir 8.

2.4.6. Aday Gen Calismalar:

Genetik baglant: caligmalar1 preeklampsinin patofizyolojisi ile iligkili aday
genlerle yapilir. Kan 6rnekleri hem hasta ve hem de kontrol gruplarindan toplamr. DNA
izolasyonundan sonra aday gendeki genetik polimorfizmlerin prevalans: her iki grupta
karsilastirilir. Genetik polimorfizm her 100 kopyanin en az birinde olusan DNA
sekansindaki varyasyondur ve insan genomu boyunca ortalama her 500-1000 baz
ciftinde bir meydana gelebilir. Boylece ilgilenilen genin calisiimast icin fonksiyonel
olarak anlaml1 bir polimorfizmin secilmesi miimkindiir®,

Preeklampsideki genetik baglanti calismalar: ile ilgili yayinlarin sayisi son on
yilda sirekli artmigtir, fakat bu calismalar herkesge kabul edilen yatkin genler
tammlayamamigtir. Aday genler Cizelge 2.5’ te 6zetlenmistir. Trombofili, sitokinler, ve
anjiyotensinojeni de iceren 8 aday gen kapsamli bir sekilde calisiimus, fakat celigkili
sonuclar elde edilmistir’® ' 12 1 8 Aday gen calismalarindaki celiskili sonuclar icin

bircok agiklama One sirulebilir. (i) Calisilan populasyon secimi. Eger bir allel bir
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populasyonda diger bir populasyondan daha sik bulunuyorsa ve hastalik sikligi bu iki
populasyon arasinda degisiyorsa, bu iki populasyon arasinda yanlis pozitif sonuglar elde
edilebilir. (ii) Preeklamptik fenotipin tamumi dogru degildir. Birgok siniflandirma
kullandmistir. Gegerli tammlamalarin hicbiri hastaligin ardinda yatan farkli patojenik
mekanizmalart uygun sekilde yansitmaz. (iii) Farkli cevresel faktorler genetik
faktorlerle etkilesime girebilir ve preeklampsiye egilimi degistirebilir. (iv) Aday gen
calismalarimn gogunda tek nikleotit degisiklikleri (SNP) analiz edilmistir. Preeklamps
gibi multifaktoriyel hastaliklarda, haplotip analizi genelde baglantinin tespitinde ya da
diglanmasinda ek bir gi¢ saglar. (v) Baglanti calismalarinda ¢oklu testlerin istatistik
korelasyonu gereklidir'® %,

Aday gen calismadarimin g¢ogunlugunda maternal genotipin roli Uzerinde
durulmustur. Son zamanlarda, Preeklampsi Genetigi Birligi (GOPEC) ¢ok merkezli bir
calismayla maternal ve fetal genlerin katkisi Gizerine yogunlasmistir. Preeklampsiyle
iliskilendirilmis yedi aday geni ¢alismiglardir: AGT, AGTR2, TNF, NOS3, MTHFR ve
F5. Preeklampsiden etkilenmis 657 kadin ve ailesi genotiplendirilmis maternal ve fetal
genler arasindaki etkiler arastinlmistir. Maternal ya da fetal genotip ile baglantili
istatistiksel olarak anlaml1 hicbir genotip risk orani bulunamamigtir™.

Genetik baglant: ¢alismalarindaki yonergeler(kilavuzlar) son zamanlarda sunlar
Onermistir: yiksek sayida hasta, etnik kokenle eslestirilmis kontrol gruplari, yas ve
cingyet, coklu karsilastirmalarin ayarlamalari, fizyolojideki fonksiyonel degisiklikteki
polimorfizm, bagimsiz drnek grubundaki sonuglarin tekrari ve negatif sonuclanmis
yiiksek kalitedeki baglanti calismalarimin - yayinlanmasi®.  Baglanti  calismalar:
fonksiyonel caligmalar degildir, fakat gelecekte yapilacak klinik g¢alismalar igin yeni
yaklasimlar saglamaktadir. Genis bilgiler iceren populasyon calismalarindaki cesitli
aday genlerle ilgili sistematik derlemeler, hastalarin tammlanmasi, 6rnekleme, hasta ve
kontrollerin sayisi ve sonuglar okuyucular igin yardimci olabilir. Preeklampside aday
gen calismalart muhtemelen maternal fetal etkilesimleri iceren genlere yonelik en iyi
calismalardir> ' ** ¥ Fetal genotip ve maternal fetal genotip etkilesimini arastiran
calismalarin sayisi azdir ve gegerli yatkin herhangi bir gen tespit edilememistir.
Muhtemelen, preeklampsi ile baglantili tek bir temel gen bulunamayacaktir fakat goklu
baglantilar ortaya cikarilacaktir. Uygun sekilde yuritilecek baglanti calismalar:
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arastirmayr  tesvik edebilecek ve belki de preeklampsiyle ilgili beklenmeyen
biyokimyasal yollara dikkat gekecektir'2.

Cizelge 2.5 Preeklampside belirlenmis olan aday genler (en az bir ¢alismada onaylanmis)

Gen Sembol
Trombofili

Faktor V Leiden F5
Metilentetrahidrofolat rediktaz MTHFR
Protrombin F2
Plasminojen aktivator faktor-1 PAI-1
Integrin glikoprotein ll1a GPllla
Oksidatif stresve Lipid metabolizmas

Aplaliprotein E ApoE
Lipoprotein lipaz LPL
Mikrozomal epoksit hidrolaz EPHX
Glutation Stransferaz GST

Endoteliyal fonksiyon ve Angiogenezis

Endoteliyal nitrik oksit sentetaz 3 eNOS3
Vaskiler endoteliyal blylme faktori reseptoril 1 VEGFR-1
Vaskiler endoteliyal blyume faktori VEGF
Immiinor egiilasyon

TUmMOr nekroz faktor alfa TNF-a
Interlokin 1 reseptdr antagonisti IL1Ra
Interl6kin 1 afa IL-1a
Interl6kin 10 IL-10
T-lenfosit bagli protein 4 CTLA4
Hemodinamik

Anjiyotensingjen AGT
Anjiyotensin donustrici enzim ADE
Anjiyotensin Il tip 1 reseptori AGTR1
Anjiyotensin Il tip 2 reseptori AGTR2

2.4.7. Kapsamh Genom Taramalari
Hastalik geninin pozisyonel klonlamasi ilgilenilen hastalikta aleler boyunca
aktarilan kromozom bdlgelerinin tammlanmas: ile baslar(genetik baglantr). Kapsamli

genom taramasinda dizenli bir sekilde yerlestirilmis mikrosatellitler (Cok basit DNA
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dizilerinin kisa tekrar dizileri) kromozomal bdlgeleri tammlamak igin genom boyunca
kullanilir. Kapsamli genom taramasi hastaliga yatkin genleri calismak igin zorlu
yontemler icermektedir 2.

Preeklampsi icin kapsamli genom taramalari Cizelge 2.6' da Ozetlenmistir. Kesin
tam kriteri sadece yeni ortaya ¢ikmis hipertansiyon ve proteiniri veya eklamptik
kadinlar1 isaret eder. Halbuki genel tan kriteri ayrica yeni ortaya gikmig hipertansiyonu
olan, proteinuris olmayan kadinlari da isaret eder. Muhtemelen, preeklamptik bir
allede genel tarm kriterine sahip bir kadin kesin tam kriterine sahip etkilenmis
akrabalariyla ayni genetik risk faktorlerini paylasir. Sadece kesin tam kriteri kullamliyor
olsa bile, her zaman bir fenokopi (farkl: genetik altyap ile benzer bir fenotip) ihtimali
vardir 2,

Preeklampsi icin ilk kapsamli genom taramasi 1992 de yayinlanmstir ve analiz
icin tam olarak etkili resesif kalitim modeli ve kesin tam kriteri kullamlmustir. O
donemlerde bazi baglant: ¢caligmalarinin yogunlastigi aday bolgelerden HLA bdlgesinde
baglantiya dair herhangi bir kamt bulunamamistir®. ikinci kapsamli genom taramasi
sonucu kromozom 4q Uzerinde bir aday bolge bulunmustur. Arastirmacilar 2 kalitim
modeli kullanmustir: yiksek penetransli resesif gen ya da dusik penetransli dominant
gen ve hem kesin tan kriteri hem de genel tar kriteri®’.

Daha sonraki iki kapsamli genom taramasi ile preeklamps igin kromozom 2
Uzerinde maternal yatkinligi olan bir lokus bulunmustur. Genel tar kriteri kullamlarak,
[zlanda toplumunda yapilan bir calismada 2p13 tizerinde anlaml: bir lokus tespit edilmis
ve bu sonug iki genis aile ile desteklenmistir. Aym calismada iki aile disindaki diger
alelerde, genel tami kriteri ile 2923 (izerinde diger bir lokus bulunmustur®. Benzer
kriterler ile, Avustralya ve Yeni Zelanda daki ailelerde yapilan ikinci genom taramasi
2023 icin olasi bir baglant1 gostermistir. Bu genisletilmis aile paneliyle, arastirmacilar
daha Onceden rapor edilmis 4q Uzerindeki aday bolgeleri dogrulayamamislardir.
[zlanda'daki tarama ile bulunan 2p13 Uzerindeki lokus ve Avustralya daki ikinci
taramada bulunan 20932 Uzerindeki lokus arasindaki mesafe yaklasik olarak 50cM
olmasina ragmen arastirmacilar iki ¢aligmamn da aym lokusu tespit ettigi cikarimim
yapmislar ve lokus preeklampsi, eklampsi geni 1(PEE1) olarak belirlenmistir. Ote
yandan, Hollanda toplumunda kan bag: olan ailelerde yapilan sonraki kapsamli genom

taramast kromozom 2 Uzerindeki baglantiyr tespit edememistir. Bu ¢alisma HELLP
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sendromu kriterini kullanan tek kapsamli genom taramasidir. 12q igin olast baglantinin
HELLP sendromu ileiliskili oldugu gorilmustdr, halbuki 10q ve 22q igin olast baglant:

HEL LP olmayan ailelerde de bulunmustur® .

Cizelge 2.6. Preeklampsi icin kapsamli genom c¢alismalart

Ulke Model Kriter Mar kar Aile Nominal Anlamlx
K: Kiath Sayis Sayis | veya baglantist
G: Gend oas dan
baglantisi kromozom
olan
kromozom
Iskogya Otozomal K 43 35 39
Resesif
(OR)
Avustralya | OR, K,G 90 15 4934(G)
Otozomal
Dominant
(OD)
izlanda Non- K,G 440 124 2023(G) 2p13(G)
parametrik
Avustralya, | Non- K,G 400 34 2023(K),
Y. Zdanda | parametrik 11923(G)
Hollanda Non- K, HELLP | 293 67 109,22q(K),
parametrik 12q(HELLP)
Finlandiya | Non- K,G 435 15 4932(G) 2p25(G),
parametrik P13(G)

Son zamanlardaki kapsamli genom taramasi Finlandiya’ da yayinlanmstir. Genel
tan kriteri kullamlarak kromozom 2p25(PEE2) ve 9p13(PEES3) icin anlamli baglant: ve
kromozom 4q32 igin olasi baglanti bulunmustur. Bu c¢alismada kromozom 2p25
Uzerindeki yatkin lokus, izlanda'da yapilmis calismadaki 2p13 ve Avustralya/Y eni
Zelanda da yapilmis calismadaki 2923 ile karsilastirildiginda agik bir bigimde farklilik
gostermistir. 9p13 Uizerindeki lokusun Cin ve Finlandiya da son zamanl arda yapilmis iki
kapsamli genom taramasinda tip 2 diyabet icin aday bir bolge olabilecegi
gosterilmistir'™ 2. 4932 izerindeki lokus Avustralya da yapilmus ilk kapsamli genom

taramasindaki aday bolgeye yakindir®’. Kapsamli genom taramalarimin  hichiri
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7936(nitrik oksit sentetaz gen bolgesinin endotel izoformu) icin daha olasi baglantiyi

dogrulayamamustir.

2.4.8. Genetik Polimorfizmler

Polimorfizm, bir toplumda farkl: allellere bagli olarak genetik agidan belirlenmis
iki veya daha cok alternatif fenotipin goriilmesidir®™. Eger toplumda herhangi bir
lokusta en az iki tane yaygin bulunan alel varsa bu lokusun polimorfizm gosterdigi
soylenir ve bir allelin toplumdaki siklig1 %1’ den fazla olursa bu alel polimorfik olarak
adlandirilir®® %,

Cizelge 2.5'te trombofili, hemodinamik, oksidatif stres ve immunite gibi
faktorlere gore gruplara ayrilmis ve preeklampsiyle iliskilendirilmeye calisilmis aday
genler Ozetlenmistir. Bu aday genlerin farkli bolgelerindeki polimorfizm tiplerinin
cesitli toplumlarda preeklamps ile baglantilar: bir¢cok calismada arastirilmustir. Bazi
bolgelerdeki polimorfizmler preeklamps ile anlamli derecede baglantili bulunurken
bazi bolgelerdeki polimorfizmler preeklampsi ile iliskilendirilememistir. Ayrica farkl:
toplumlarda aymi bolgelerdeki polimorfizmlerle yapilan calismalarda da cdiskili

sonuglar elde edilmistir™® .

2.4.8.1. 1L-10 Geni Polimorfizmleri

Preeklampsinin patofizyolojis henliz tam olarak bilinmemekle birlikte immun
sistem preeklampside Onemli rol Ustlenir. Fetal-plasental Unitelere karst maternal
immunolojik tepkilerin preeklampside anormal seviyede olabilecegi disunilmektedir.
Iyi bir savunma sistemi saglikli bir gebelik icin gereklidir®. Gebelikte, IL—10 basarili
bir dogum icin gerekli temel immunoregulator sitokinlerden birisidir. 1L-10"nun dustk
seviyede Uretilmesi diisiikle ve preeklampsiyle baglantihidir™®. Hayvanlarla yapilan
calismalarla bu desteklenmistir. Farelerle yapilan ¢alismalarda IL-10 Gretiminin inhibe
edilmesiyle fetal buylmenin durdugu ve IL-10"nun azligiyla dustklerin gergeklestigi
gosterilmistir®™. IL—10 bu éneminden dolay: aday genler icerisindeki yerini almis ve
preeklampsiyle iligkisi birgok calismada arastirilmigtir. -592 C—A, -819 C—T, -1082
G—A ve -2849 G—A polimorfizmlerinin preeklamps riskleri farkli calismalarla
incelenmistir.  Yapilan calismalarda -592, -819 promotor  bolgelerindeki

polimorfizmlerin preeklampsi ile iliskis tespit edilememis ve -1082 promotor
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bélgesinde yapilan calismalarin sonuclari halen tartismalidir'® °" %8 %% %97 Apcak, de
Groot ve arkadaslart Hollanda toplumunda -2849 promotor bolgesinde yaptiklar
calismada, preeklamptik kadinlarda -2849A genotipinin kontrol grubuna gore daha
dustk frekansta oldugunu gostermislerdir. -2849AA homozigot genotipine sahip
kadinlarin preeklampsiye yakalanma riskinin t¢ kat daha disik oldugu belirtilmistir.
Calismada, ailesel hipertansiyon, diyabet ve obezite gibi preeklampsi igin ortaya gikan
risk faktorlerinden bagimsiz olarak A allellinin varligimin koruyucu faktor oldugu ifade
edilmistir®.

2.4.8.2. ADE Geni Intron 16 insersiyon/Delesyon Polimorfizmleri

ADE geni lizerinde 10 ayr1 polimorfik bolge bilinmektedir (Cizelge 2.7))%. Bu
bolgelerden en cok calisilan insersiyon/delesyon (1/D) polimorfizmidir. ADE geni
peptidil karboksipeptidaz olup RAS 1n 6nemli bir pargasidir. 17. kromozoma yerlesmis
olup 16. intronunda 278-300 baz ciftlik Alu elementinin varlig1 [insersiyon(l)] veya
yokluguna [delesyon(D)] bagli olarak insersiyon/delesyon polimorfizmi ortaya

cikmaktadir. Bu polimorfizmde DD ve Il homozigot iken DI heterozigottur ** %,

Cizelge 2.7. ADE geni Uzerindeki polimorfik bolgeler

I/ID

T-5991C
A-5466C
T-3892C
A-240T
T-93C
T-1237C
G-2215A
G-2350A
4656(CT)3/2

ADE I/D polimorfizminin preeklamps ve hipertansiyon ile iliskis farkl
toplumlarda baz1 calisgmalarla arastirilmistir. Bu c¢alismalarin bazilarinda iliski tespit
edilirken, bazilarinda herhangi bir baglant: bulunamamustir. Giirdol?® ve arkadaglarinin

101

10 ve arkadaslarinin italya toplumunda ve Choi’® ve

Tark topumunda, Mello
arkadaslarimin G. Kore toplumunda yaptiklar: ¢alismalarda D dlelinin preeklampsiyle
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iliskisi tespit edilmistir. Ayrica, Choi'® ve arkadaslarinin yaptiklar calismada DD

genotipi ile preeklampsi arasinda iliski oldugu belirlenmistir. Bunun yam sira, Kaur'%
ve arkadaslarimin Hindistan toplumunda yaptiklar: ¢calismada D allelinin gebelige bagl
hipertansiyon ile olan iliskisi tespit edilirken, Seremak-Mrozikiewicz'® ve
arkadaslarimin Polonya toplumunda yaptiklar: ¢alismada ise | allelinin gebelige bagl

hipertansiyonla iliskisi tespit edilmistir. Diger yandan Morgan™

ve arkadaslarinin
ingiltere toplumunda, Galao'® ve arkadaslarinin Brezilya toplumunda ve K obashi'® ve
arkadaslarimin  Japonya toplumunda yaptiklar calismalarda /D polimorfizmi  ve
preeklampsi arasinda herhangi bir baglanti bulunamarmstir. Ayrica, Tamura™®’ ve
arkadaslarimin Amerika da yaptiklar1 galismada I/D polimorfizmi ile gebeige bagl
hipertansiyon arasinda iliski tespit edilememistir.

Bununla birlikte, Mando ve arkadaslarimn Italyada yaptiklari calismada
kodominant, dominant ve resesif moddler kullanilms, kodominant ve resesif

modellerde |1 genotipinin hafif preeklampsi ileiliskisi oldugu ortaya cikarilmigstir'®,
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Aragve Gerecler

Bu calismada kullamlan kimyasal maddeler, cihazlar ve teknik malzemeler
temin edildikleri firmalarla birlikte asagida birtilmistir.

3.1.1. Kimyasal Malzemeler

Tagq DNA polimeraz enzimi (Vivantis)

PZR tamponu (Vivantis)

Primerler (ITD Integrated DNA Technologies, Biomers.net)
dNTPs (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) (Dr. Zeydanli)
Restriksiyon enzimi Alwl (Biolabs)

Etidiyum bromid (Sigma)

Agaroz (Sigma)

Akrilamid (Sigma)
N,N’-Metilen-bis-Akrilamid (Sigma)
Amonyum Perslilfat (Sigma)

Tris-baz (Sigma)

Borik asit (Sigma)

Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) (Sigma)
Sodyum klortr (NaCl) (Merck)

Magnezyum klorur

TrissHCI

TritonX100 (Sigma)

Sikroz (Merck)

Proteinaz-K (Sigma)

Sodyum dodesi siilfat (SDS) (Sigma)
Bromfenol mavisi (Merck)

Etil alkol (Merck)

Distile ve bidistile su
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3.1.2. Cihazlar ve Teknik Malzemeler
Sogutmali santriftj (Universal 16R)
Mikrosantrifdj (Techne force 16)
Su banyolar1 (Grant)
Hassas terazi (Sartorius)
Terazi (Shimadzu 321-33557)
pH metre (Inolab)
UV jel goruntileme sistemi (UVItec)
Otomatik pipetler (Gilbson, Biohit, Socorex)
Vorteks (Nive NM 110)
Etliv (Dedeoglu )
Elektroforez gui¢ kaynagi (EC3000-90)
Y atay ve dikey elektroforez tanklar: (Biogen ve Biolab)
PZR cihazi (Therma cycler Ependorf Mastercycler)
Buzdolab: (Arcelik)
Deepfreez (Siemens, Bosch)
Otoklav (Trans)
Aragtirmanin yapildigi Molekiler Genetik laboratuvar:, C.U. Tip Fakiltesi Tibbi
Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalinda bulunmaktadir.

3.2 Kan Orneklerinin Saglanmas

Calisma gruplart Cukurova Universitesi Tip Fakiiltess Kadin Dogum Anabilim
Dal1 Dogum Unitesi, Dogum Servisi ve Obstetrik Poliklinigi ile Baskent Universitesi
Adana Uygulama ve Arastirma Merkezi Kadin Dogum Anabilim Dali Dogum Servisi
ve Polikliniginde takip edilen preeklamps tarusi konulmus hastalardan ve herhangi bir
hastalik tamist almarmis normal gebelerden olusturuldu. Gestasyonel hipertansiyon ve
stperempoze preeklampsi olan hastalar ¢alismaya dahil edilmedi. Hasta grubu 1, 2, 3
olarak, kontrol grubu K1 (Kontrol 1), K2, K3 olarak kodlandirildi. Bu ¢alismada, 116
normal, 126 preeklampsi olmak Uzere toplam 242 birbiri ile akraba olmayan kadin
molekiler biyolojik agidan degerlendirildi.

Bu kisilerden EDTA’I1 tuplere kan alindi. Tupler at Ust edilerek kanlarin
pihtilasmast Onlendi. Kan ornekleri DNA elde etmek tizere kullanild.
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3.2.1. Hasta Rizasi

Calismada yer adan tim hasta ve kontrol grubunun calismaya katilimlari,
Cukurova Universitesi Tip Fakultes Etik Kurullari Arastirma Projesi Bilgi ve Taahhiit
Formunda belirtilen kurallara uygun olarak hazirlanmig DNA Calismasi Onam Formlari

doldurularak sagland:.

3.3. Yontem

3.3.1. Periferik Kandan DNA Elde Edilmes
Calismamizda periferik kandan DNA eldes icin Miller ve arkadaslarinin
gelistirdigi salting out (tuzla goktiirme) yéntemi modifiye edilerek uygulandi™*.

1. 1,5 ml lik ependorf tlpl igerisine iyice alt Ust edilmis kan érneginden 700 pl,
eritrosit lizis (Ek-1.1) soliisyonundan da 700 pl konulup dikkatlice alt tst edilerek 3-5
dk. odaisisinda bekletildi. 4500 rpm’de 5 dk Santrifuj edildi. Santrifdij isleminden sonra
supernatant kismi atilcdh.

2. Elde edilen pellet Gzerine 700 pl eritrosit lizis sollsyonu eklendi. Tlp kuvvetlice
calkalanarak pellet cozduruldi. 4500rpm’'de 5 dk santrifllj edildi. Santrifdij isleminden
sonra stipernatant kism atild.

3. Pellet Gzerine 1000 pl (1 ml) fizyolojik tampon (Ek-1.2) eklenerek ¢ozdirdldi.
4500 rpm’de 5 dk santrifdyj edildi. Santrifdij isleminden sonra stipernatant kismi atild.

4. Pellet Uzerine 300 ul TE-9 (Ek-1.3) tamponu ilave edilerek ¢ozduruldd. Bunun
Uzerine 100 ul SDS (Ek-1.4) ile 20 pl Proteinaz-K (Ek-1.5) ilave edildi. Vorteks
Uzerinde tup icerigi iyice kanstirildi. 65 °C de 1-2 saat benmaride tutuldu. 20 dk
araliklarlatip alt st edildi.

5. Inkiibasyon sonunda tiip icerisine 200 ul 6M NaCl (Ek-1.6) ilave edildi. Olusan
beyaz gorinuimli yapiyr dagitmak igin tlp kuvvetlice galkaland: ve 13500 rpm’de 7 dk
santrifdj edildi.

6. Santrifllj sonunda stipernatant baska bir tipe aimp pellet atildi. Stpernatant tekrar
13500 rpm’de 7 dk santriftj edildi.

7. Yine sUpernatan baska bir tupe aip pellet atildi. Tuzdan arinmig olan
Supernatantin Uzerine 900 pl %2100'luk etil alkol eklendi. Tup iyice karistirildi. Bu
asamada DNA ipliksi formunda gorulebilmektedir.

8. Tupigerigi 13500 rpm’de 7 dk santriflij edildi. Stpernatant atild.
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9. TUpln dibine yapisan DNA’y1 kaldirmak igin 1000 pul %70’lik etil akol (Ek-1.7)
eklendi. 13500 rpm’de 7 dk santrifdj edildi. Stpernatant atildi. Bu islem bir kez daha
tekrar edildi.

10. Sipernatant dokuldiikten sonra tup ters gevrilip DNA’min tlipe yapismast igin 15
dk beklendi.

11. DNA’min biyuklGgtne gore 50-100 pl TE (TrissEDTA) (Ek-1.8) konuldu.

12. DNaz aktivitesini ortadan kaldirmak igin 70-80 °C benmaride, 10-15 dk
inktbasyona birakildi.

13. DNA ornekleri kullanilincaya kadar +4 °C de muhafaza edildi. Uzun sireli
saklamalar icin ise -20 °C ye alindh.

3.3.2. Agaroz Jelin Hazirlanmas

PZR sonrasinda elde edilen trtinlerin varligim kontrol etmek icin kolay ve hizl
hazirlanmasi sebebi ile agaroz jellerden yararlamldi. Genellikle %2 oramnda agaroz j€
hazirland.

1. Calismaya baslamadan 6nce jel kabi iyice temizlenip kurutulduktan sonra jel
dokme kalibina yerlestirildi. Bu kalip, diizgln bir yiizeye kondu. Kuyucuk olusturmak
icin kullamlan taraklar diizgiince yerlerine yerlestirildi.

2. Jel dokme kabinmin boyutlari ile jelin kalinlig: dikkate ainarak hesaplama yapil di.
8 X 9cm boyutundaki jel kabina % 2 konsantrasyonunda jel dokmek igin erlenmayerde
1 g agaroz tartilip, 50 ml 1 X TBE solisyonu (Ek-2.1) eklendi. Mikrodalga firinda
agaroz iyice eriyene kadar 1sitildh.

3. Jelinigine 3 pl stok EtBr (Etidiyum bromdir) (Ek-2.2) solisyonundan ilave edildi.
Etidiyum bromtir kuvvetli mutajen ve toksik oldugundan bu boyay: iceren ¢ozdtilerle
caligirken her zaman eldiven kullanildi.

4. Agaroz ¢ozeltisi, sicakligi 45-50 °C' ye (el yakmayacak sicakliga) gelinceye kadar
sogutuldu.

5. llik agaroz ¢ozeltis hava kabarcigi olusturulmadan dikkatlice jel dokme kabina
dokulda.

6. Jel, oda sicakliginda yaklasik 30-45 dakikada polimerize oldu.

7. Jd elektroforez tankina alindi, Uzerini ortecek kadar 1 X TBE tamponu ilave

edildi. Taraklar dikkatlice gekilerek yukleme yapmak igin kuyucuklar olusturuldu.
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3.3.3. Orneklerin Agaroz Jele Y uklenmesi ve Y Ur ttUlmesi

Kontrol edilmek istenen DNA Ornekleri jel yukleme tamponu (Loading dye)

(Ek-2.3) ile birlikte yiiklendi.

Jel yukleme (veya DNA yiikleme) tamponu;

Ornegin yogunlugunu arttirarak DNA’ nin kuyucuga diizguin olarak damlamasin

saglar.
Ornegi renklendirerek kuyulara yuklenme islemini basitlestirir.

Elektriksel alanda go¢ hareketinin takip edilmesini kolayl astirir.

Jein sagindaki veya solundaki ilk kuyuya molekiler agirlig: bilinen marker
DNA’dan 5 pl yuklendi. Mikropipet ile 5 pl PZR Grdint ile 1 pl Bromfenol
mavisi igeren 6X yukleme tamponu karistirildi. Toplam 6 pl olan karigim
kuyucuklara ytiklendi. 100 voltta 60 dakika elektrik akimina maruz birakilarak
yuratalda.

Jeél UVidoc cihazinda ultraviyole 151k atinda goruntilendi ve jel gorintuleri
diskete kaydedildi.

3.3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Ydnteminin Uygulanmas

PZR, herhangi bir organizmaya ait genomik DNA’daki dizis bilinen herhangi

bir bolgenin gogaltilmasim (amplifikasyonunu) saglayan basit ama ¢ok basarili in-vitro

DNA sentez yontemidir.

izlendi:

PZR reaksiyonunun hazirlanmasinda temel olarak sirasiyla su basamaklar

Reaksiyonda kullamlacak DNA’lar ve ¢ozeltiler -20°C’ tan alimp ¢ozdrildu.
200 pl’'lik PZR tupleri tzerlerine 6rnek kodu yazilarak hazirl andh.

Tuim DNA Ornekleri ve cozeltiler once vortekslendi, daha sonra tipun
duvarindaki tum damlalar1 toplamak amaciyla kisa bir siire santrifuj edildi.
Reaksiyon hacmini tamamlamak igin steril bidistile su igeren bir ampdl
kullanld.

PZR miks hazirlamak igin 200 pl’lik PZR tlpine daha 6nce hesap edilen
miktarlarda PZR tamponu, primerler, dNTP miks ve Taq polimeraz eklendi.

Tup dnce vortekslendi, daha sonra kisa bir stire santrifj edildi.
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Kodlanmis her bir PZR tiptine 6nceden hesap edilen miktarlarda su ve kodunu
tasidiklart DNA eklendi.

Daha sonra PZR mikstiplere esit olarak dagitildi.

Bdylece tuiplerin her birine tum PZR bilesenleri eklenmis oldu.

Tupler 6nce vorteklendi, daha sonra kisa bir sire santrifdjj edildi.

Tupler 6nceden programlanmis thermal cycler’ a yerlestirildi ve cihaz galistirildi.

3341 IL-10 Geni 2849 Promotor Bdlges icin PZR Yonteminin
Uygulanmasi

Calismamizda IL-10 geninin 2849 promotor bélgesini gogaltmak icin de Groot™®
ve arkadaslarimin ¢alismalarinda kullandiklar: primerler segilmistir. Kullamilan primer

Giftlerinin dizileri asagida gosterilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. IL-10 geninin 2849 promoator bélgesi amplifikasyonu icin kullanilan primer ciftleri®®

Primer F | 5-CTGTAATCTCAGCACTCTGG -3

Primer R | 5-ATAGGTACCAAGTCTGGCCCTTGGAA -3

Orneklerimizin uygun amplifikasyon kosullarim saptamak icin ¢esitli denemeler
yapildi. Primerlerin, Taq polimerazin ve dNTP nin farkli konsantrasyonlar: ile PZR
programinda farkli 1s1 donguleri ve annealing (yapisma) 1silart denendi; her denemede
sadece bir degisken disindakiler sabit tutuldu. Optimal amplifikasyonun gergeklestigi
kosullar, bitin PZR reaksiyonlari igin kullamldi.

PZR reaksiyonunu gergeklestirmek icin kullamlan malzemelerin tumu ticari
olarak satin alinmistir. Amplifiye olan trinler ileri ki calismalarda kullamimak tzere +4
°C de saklandh.
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Cizelge 3.2. IL-10 geni 2849 promotor bolgesinin optimal amplifikasyonlarinin gerceklesmesinde

kullanilan maddd er ve miktarlar:

Reaksiyon Karisim

Kullanilan Miktar (pl)

Final Konsantrasyon

10X PZR Tamponu 2,5 ul 1 X PZR Tamponu
dNTP 0,25 ul 25 mM

Taqg Polimeraz enzimi 0,5 ul 0,05 U/ ul

Primer F 1y 10 pmol

Primer R 1y 10 pmol

Genomik DNA 4ul 100-200 ng

(/10 sulandinlmus)

Bidistile Su 15,75 pl

Toplam Hacim 25l

Cizelge 3.3. IL-10 geni 2849 promotor bolgesinin optimal amplifikasyonlarimn gerceklestigi PZR

programi 1s1 donguleri

Donguler Sicakhk Sire

1. On Denatiirasyon 94.0 °C 10 dk

2. Denattirasyon 94.0 °C 30 sn

3. Yapisma (Annealing) 60.0 °C 30 dk

4. Sentez (Extention) 72.0 °C 30

5. Her seferinde 2. déngtiye giderek toplam 35 dongu

6. Final uzama (Fina Extention) 72.0 °C 10 dk

7. Saklama 4.0 °C Uzun siire

3.34.2. ADE Geni Intron 16/Ekzon 17 insersiyon/Delesyon Polimor fizmi

icin PZR Y onteminin Uygulanmas

Calismamizda ADE geni insersiyon/delesyon polimorfizmini tespit edebilmek
icin iki ayrn1 PZR' den (PZR 1, PZR 2) olusan yontem kullamlmustir. Y dntemde PZR

amplifikasyonu i¢cin Mando ve arkadaslarimn kullandiklari primerler secilmistir.

Kullanilan primer ciftlerinin dizileri asagida gosterilmistir (Cizelge 3.4).
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Cizelge 3.4. ADE geni intron 16 bdlges amplifikasyonu icin kullanilan primer ciftleri®®

Primer F 5 -CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT -3
PZR 1
Primer R 5 -GATGTGGCCATCACATTCGTCAGAT-3
Primer F 5-TTTGAGACGGAGTCTCGCTC-3
PZR 2
Primer R 5 -GATGTGGCCATCACATTCGTCAGAT-3

Orneklerimizin uygun amplifikasyon kosullarinm saptamak icin ¢esitli denemeler
yapildi. Primerlerin, Taq polimerazin ve dNTP nin farkli konsantrasyonlari ile PZR 1 ve
PZR 2 programlari igin ayr1 ayr1 farkli 1s1 donguleri ve annealing (yapisma) 1silart
denendi; her denemede sadece bir degisken disindakiler sabit tutuldu. PZR 1 ve PZR 2
icin optimal amplifikasyonlarin gergeklestigi kosullar PZR reaksiyonlari icin kullamld:

Cizelge 3.5. ADE geni intron 16 bodlges PZR 1 ve PZR 2 icin optimal amplifikasyonlarin

gergeklesmesinde kullanilan maddeler ve miktarlari

Reaksiyon Karisim Kullanian Miktar (ul) Final Konsantrasyon
PZR 1 PZR 2

10X PZR Tamponu 2,5u 2,5ul 1 X PZR Tamponu
dNTP 0,6 ul 0,6 l 10 mM
Taqg Polimeraz enzimi 0,5 0,5 ul 0,05 U/ pl
Primer F 1w 1ul 10 pmol
Primer R 1w 1ul 10 pmol
?ﬁggt‘aﬁgﬁm) 4l 4yl 100-200 ng
Bidistile Su 154 154
Toplam Hacim 25l 25l
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Cizelge 3.6. ADE geni intron 16 bolgesi PZR 1 ve PZR 2 icin optima amplifikasyonlarin gercgeklestigi

PZR program 151 dongul eri

Sicaklik Sire
Doénguler
PZR 1 PZR 2 PZR 1 PZR 2

1. On Denatiirasyon 94.0 °C 94.0 °C 5dk 5dk
2. Denatiirasyon 94.0 °C 94.0 °C 1dk 1dk
3. Yapisma (Annealing) 58.0 °C 60.0 °C 1dk 75 sn
4. Sentez (Extention) 720 °C 72.0 °C 2 dk 1dk
5. Toplam déngl sayist 30 40

(2. déguden itibaren)

6. Final uzama 720 °C 72.0 °C 4 dk 10 dk
(Fina Extention)

7. Saklama 4.0 °C 4.0 °C Uzun siire Uzun siire

PZR sonucunda insersiyona sahip allel |, delesyona sahip allel D olarak
adlandirildi. PZR 1 sonucunda homozigot 11 (insersiyon-insersiyon) genotipi olan
bireylerde 490 bc¢'lik bir bant, heterozigot DI (delesyon-insersiyon) genotipi olan
bireylerde 190 bg ve 490 b¢'lik iki bant ve homozigot DD (delesyon-delesyon) genotipi
olan bireylerde 190 b¢’ lik tek bant gorilecektir.

Ancak kigik olan D allel amplifikasyonunun tercih edilmes ihtimalinden dolay:
heterozigot DI genotiplerinin homozigot DD genotipi olarak yanlis kodlanmasi durumu
ortaya Gikabilmektedir. Bu sebeple homozigot DD genotipinin dogrulanmast igin DD
olarak bulunan her drnek ikinci PZR'ye (PZR 2) tabi tutuldu. PZR 2’de reverse primer
sabit tutulurken forward primer sadece | aléeinin varliginda amplifiye olan ancak D
dlelinin varliginda amplifiye olmayan bir primerle degistirildi. Boylece | alelinin
varliginda 408 b¢'lik bir bant e de edilecektir.

Orneklerin amplifikasyonu ve elde edilen bantlarin kontroll 6nce anlatildig: gibi
(3.3.3), Ornekler agaroz jelde yuritilerek kontrol edildi.
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3.35. Restriksyon Parga Uzunluk Polimorfizmi (RFLP, Restriction

Fragment Length Polymor phism) Y dnteminin Uygulanmas

Agaroz jel elektroforeziyle IL-10 geni 2849 promotor bolgesi icin amplifikasyon

kontrolii yapilacak ornekler, de Groot'® ve arkadaslarimn yontemine gore Alwl

restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesim reaksiyonuna alindi. Kesim reaksiyonunun

gerceklestirilmesi icin asagida belirlenen oranlarda reaksi yon bilesenleri hazirlandh.

Cizelge 3.7. 1L-10 geni 2849 promotor polimorfizmleri RFLP reaksiyon kosullart

Reaksiyon Karisim

Kullanilan Miktar (pl)

Tampon 2,5u
Restriksiyon Enzimi 0,5
Amplifiye Uriin (PZR Griinii) 10 pl
Steril Bidistile Su 7wl
Toplam Hacim 20
Reaksiyon Isist 55°C
Reaksiyon Siresi 17 saat

Amplifiye olmus orneklerin kesim reaksiyonu AlwI restriksiyon endontikleaz ile

asagida belirlenen 1s1 dongulerine gore gergeklestirildi.

Cizelge 3.8. 1L-10 geni 2849 promotor polimorfizmleri i¢cin optima RFLP reaksiyonun gerceklestigi

RFLP program 1s1 dongil eri

Doénguler Sicakhk Sire
1. Kesim Reaksiyonu 55.0 °C 17 saat
2. Enzim Inaktivasyonu 80.0 °C 1 saat (60 dk)

Enzim inaktivasyonundan sonra kesimler, jele uygulanan PZR Urindnin izlenmesini

saglayan Bromfenol mavisi igeren 6X yukleme tamponu (Ek 2.3) ile karistirilarak

agaroz ve poliakrilamid jellere uygulamaya hazir hale getirildi. Bunun igin 6X yiikleme

tamponundan 1 pl alimp 5 pl kesim solsyonu ile karistirildi.
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3.3.5.1. IL-10 Geni 2849 Promotor Polimorfizminin Belirlenmes icin PZR

Urunlerinin Alwl Restriksiyon Enzimi ile K esimi

Alwl, Acinetobacter Iwoffii ‘den elde edilen bir restriksiyon enzimidir. Cift
zincirli DNA” yi;
5-GGATC(N)4|...-3’
3'-CCTAG(N)st... -5’
dizisinden tamiyarak yapiskan uclu kesim yapmaktadir. PZR ile elde edilen 590 b¢'lik
hedef gen bolges Alwl restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Bu bdlgede guanin igeren
dlel (G) Alwl kesim noktasi tasimaktadir. Guaninden adenine (G—A) bir nukleotit
degisimi varsa Alwl enziminin tamma bolgesi bulunmaz (A aleli). Guanin
nikleotitinden adenin niikleotitine degisimi olmayan (GG genotipli) bireylerde 305, 241
ve 44 be'lik Ug bant, heterozigot bireylerde (GA genotipli) 305, 285, 241 ve 44 bg'lik
dort bant, her iki allelinde degisim gorulen bireylerde (AA genotipli) 305 ve 285 bg'lik
iki bant gorulecektir.

Orneklerde elde edilen kesim Uriinleri 3.3.3'te anlatilcig1 gibi, agaroz jelde ve
asagidaki gibi poliakrilamid jelde yurutilerek kontrol edildi.

3.3.6. Kesim Urunlerinin Poliakrilamit Jel Elektrofor ez

%12’ lik Poliakrilamit jeli hazirlamak igin su 6n hazirliklar yapild:

%30’ luk stok Poliakrilamit ¢ozeltisi (Ek-2.4) hazirlandh.

%25’ lik Amonyum Persiilfat (APS) ¢ozeltisi (Ek-2.5) taze olarak hazirlandi.

5X TBE stok tamponu (Ek-2.1) hazirlanip otoklavda steril edildi.

Dikey elektroforez cihazi temizlenip saf sudan gegirildikten sonra, elektroforez
camlar1 %70’ lik akolle silinip kurutuldu.

Camlarin arasina sizdirmayr 6nlemek Uzere vazelinlenmis SpADEr lar
yerlestirildi

Arasina SpADEr’ lar konmus camlar aparata yerlestirildi ve vidalari sikistirildi.
12 kuyuluk tarak, %70’ lik akolle silinerek camlar arasina yerlestirildi.

%12'lik jeli olusturmak Uzere

3.75 ml distilesu

2.25 ml %40’ ik akrilamit

1.5 ml 5X TBE tamponu
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50 ul APSve

5 ul TEMED eklenerek karistirildhi.

TEMED eklendikten sonra Poliakrilamit karigimi mimkiin oldugunca cabuk
enjektore gekilip, enjektdrle camlarin arasina hava kabarcigi kalmayacak sekilde
enjekte edildi. Clnkit TEMED polimerizasyonu baslatici katalizor bilesendir.
Polimerizasyon gerceklesmesi igin 15-20 dk beklendi.

Polimerizasyon gerceklestikten sonra aparat tankin igine yerlestirildi.

Jelin alt ve Uist sinirlarina temas edecek sekilde tanka 1X TBE tamponu eklendi.
Tampon eklendikten sonratarak diizgun sekilde gekildi.

Her bir kuyuya, 1 pl yikleme tamponu ve 5 pl kesim Urinu Kkaristirilarak
uygulandi.

Kuyulardan birine kesm drtin ile karsilastirmak icim markir (4 pl), birine de,
kesim sonucu olusan bantlarin kesilip kesilmedigini kontrol etmek amaciyla
PZR Urinu uyguland.

Tankin kapag: kapatildi, gic kaynagi calistirildi ve 2 saat sure ile akim
uygulandi.

Sire sonunda je, camlarin arasindan ainarak 1X TBE de 0.5 pg/ml
konsantrasyonunda hazirlanmis EtBr gozeltisinde 3-5 dk boyand.

Boya artiklarimin uzaklastirilmas: amaciyla jel boya ¢ozeltisinden ¢ikarilip saf su
icine alind1.

Bir stire bekletildikten sonra saf sudan alinan jel, Uvitec gorunttleme cihazinin
icine yerlestirildi, ekrandan izlenerek fokus ayari1 yapildi ve goruntl diskete
kaydedildi.

3.4. istatistisksel Analiz

Verilerin istatistiksel degerlendirmesinde SPSS 15.0 paket program kullamld.
Hasta ve kontrol grubunun klinik dzellikleri, ortalama ve standart sapmalar: bulunarak
degerlendirmeye alindi. Hasta ve kontrol grubu genotip dagilimlarinda kodominant,
dominant ve resesif modeller kullanildi. Genotip ve allel frekanslari Pearson’s Ki kare
testi kullanilarak tespit edildi. Tum testlerde istatistiksel 6nem degeri p<0,05 olarak
alindi.
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4. BULGULAR

Calismamizda, Cukurova Universitesi Tip Fakiltes, Kadin Hastaliklar: ve
Dogum Anabilim Dal1 ve Baskent Universitesi Adana Uygulama ve Arastirma Merkezi
Kadin Hagaliklari ve Dogum polikliniklerinde takip edilen 116 normal, 126
preeklamptik olmak Uzere toplam 242 gebe kadin arastirmaya dahil edildi. Calismaya
katilan tim kadinlarin sistolik ve diastolik kan basinci ve idrardaki protein miktarlary
Olglldu. Tim gebeerin yasi, kilosu, gebelik sayisi, gebedik haftasi, kronik hipertansif
hasta olup olmadiklar1 yapilan anketlerle sorgulandi. Toplanan kanlardan tuzla
cokturme yontemiyle elde edilen DNA'lar ile PZR yontemi kullanilarak IL-10 geni
2849 promotor bolges ve ADE geni intron 16 bolges insersiyon/delesyon polimorfizmi
arastirilds.

4.1. Preeklamps ileIlgili Genel Kriterler

Hasta ve kontrol grubu; yas, kilo, gebdik sayisi, gebelik haftasi, sistolik ve
diastolik basing ortalamalari bakimindan degerlendirildi. Hasta grubunda kontrol
grubuna gore yasin ve vicut agirligimin daha yiksek oldugu, ancak gebelik haftasinin
daha dustik oldugu gorilmektedir. Gebelik sayisi iki grupta benzer ¢ikmistir. Hasta
gebelerde sistolik ve diastolik basing ortalamalarinin preeklampsi tar kriterlerine uygun

oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Hasta ve kontrol grubunun klinik 6zellikleri ve ortalamalart

Hasta Yas Agirlik ) . .
ve Ortalamast Ortalamasi Gsib?s'lk Gebelik Haftas: | Sistolik Basing Dézsstl?: Ik
Kontrol (Yl) (kg) y c
Hasta 29,00+7,044 | 78,89+10,201 | 2,291,597 | 34,615+4,6985 | 151,56+16,116 | 98,85+12,934
Kontrol | 27,415,317 | 77,01£9,985 | 2,27+1,639 | 37,060+4,0954 | 110,54+10,000 | 71,63+8,044
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Hasta ve kontrol grubunda bireyler tespit edilirken, gebelige bagl1 hipertansiyon
calismalarinda, siniflandirma ve tammmlar igin yaygin olarak kullanilan raporlar ASSHP
(Australasan Society for the Study of Hypertension in Pregnancy) ve NHBPEP
(National High Blood Pressure Education Program) dikkate alinmistir. Hasta grubu
secilirken gebeligin 20. haftasindan sonra, daha dnce norma kan basinci 6lgulerine
sahip (normotensif) kadinlarda en az 6 saat ara ile yapilan iki dlgimde sistolik kan
basincinin 140 mmHg ve Uzeri ve diastolik kan basincimin 90 mmHg ve Uzerinde
olmasina ve bunun yam sira 24 saatlik idrar 6lgiminde 300mg/L ve Uzeri protein
saptanmasi veya 6 saatlik arayla rasgele alinan en az 2 idrar drneginde +1 veya daha

yuksek proteintri olmasina dikkat edilmistir.

4.2. Molekuler Genetik Analizler

4.2.1. 1L-10 Geni 2849 Promotor Polimorfizmi icin Genetik Analizler

IL-10 geni 2849 promotor bdlgesinin 590 b¢'lik bolumi PZR yontemi ile
cogaltildi. Baz1 hasta ve kontrollerin PZR yontemi ile ¢cogaltilms 1L-10 2849 promotor
bolgesinin goriintlleri Sekil 4.1 ve 4.2'de verilmistir.

1113 M B 1617 18 1920 2

Sekil 4.1. Baz1 hastalarin PZR yontemi ile ¢ogaltilan IL-10 2849 promotor bolgesi agaroz jel bant
goruntlleri. M: marker DNA'lar, B: blank, Bantlar 590 bg biyukl Ggtindedir.
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B KIOF K36 23 K13 K0 Kd46 K21 K29 32 Ke 35 25 K40 K25 %4 34 KM

Sekil 4.2. Bazi hasta ve kontrollerin PZR yontemi ile ¢ogaltilan IL—10 2849 promotor bélges agaroz jel
bant gorintlleri. M: marker DNA, B: blank, K: kontrolleri gdstermektedir.

PZR yontemi ile ¢ogaltilan IL-10 geni 2849 promotor bolgesinin 590 bg'lik
bolges RFLP yontemi kullanilarak Alwl restriksiyon enzimiyle kesildi. Alwl enzim
kesimi sonucu guaninden — adenine (G>A) nukleotit degisimi olmayan homozigot
bireylerde (GG genotipli) 305, 241 ve 44 b¢'lik ¢ bant, heterozigot bireylerde (GA
genotipli) 305, 285, 241 ve 44 b¢'lik dort bant, her iki allelinde degisim gorilen
bireylerde (AA genotipli) 305 ve 285 bc'lik iki bant olustu (Sekil 4.3, 4.4). GG ve GA
genotipli bireylerde gortilmesi beklenen kesim Grinlerinden 44 bc'lik bandin agaroz
jelde gorulememesinden dolayr poliakrilamid jel elektroforezinde yiritilerek bantin
goruntusi elde edildi (Sekil 4.3, 4.5, 4.7). Bu nedenle GG genotipli K53 ve 86 ile GA
genotipli 58 ve K57 numarali bireylerde 44 bg'lik bantlar sadece Sekil 4.3'teki
poliakrilamid jel goruntusinde gorulmus, Sekil 4.4'tek agaroz jel goruntusinde
gorulememistir. Aym sekilde GG genotipli 43, 118, K39, 97, 27 numaral bireylerde 44
b¢'lik bant Sekil 4.5'teki poliakrilamid jel goruntisinde gorulmis, Sekil 4.6 daki
agaroz jel goruntisiinde gorulememistir. Bunun yam sra GA ve AA genotipli
bireylerde beklenen ve poliakrilamid jel elektroforezinde ayrilamayan 305 ve 285 bg' lik
bantlar da agaroz jel elektroforezinde yuritilerek belirlendi (Sekil 4.4, 4.6, 4.8). GA
genotipli 58 ve K57 ile AA genotipli 17 ve 94 numaral1 hasta bireylerde 305 ve 285
be¢'lik bantlar Sekil 4.3 teki poliakrilamid jel de birbirlerinden ayrilamamisken, Sekil
4.4'teki agaroz jel de ayrilmiglardir. Aym sekilde AA genotipli 123 numara bireyde
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305 ve 285 bg'lik bantlar Sekil 4.5 teki poliakrilamid jel gorinttsiinde birbirlerinden
ayrilmamigken, Sekil 4.6"daki agaroz jel goruntiisinde ayrilmiglardir.

.~ .

Sekil 4.3. Bazi hasta ve kontrollerin RFLP yontemi ile Alwl restriksiyon enzimi kesim bantlarinin
poliakrilamid jel gorlntlist. M: marker DNA, PZR: polimeraz zincir reaksiyonu driind, K: kontrolleri

gostermektedir.

Sekil 4.4. Sekil 4.3 teki bazi hasta ve kontrollere ait agaroz jel goriintusii ve genotip dagilimi. M: marker
DNA, K: kontrolleri gbstermektedir.
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Sekil 4.5. Bazi hasta ve kontrollerin RFLP yontemi ile Alwl restriksiyon enzimi kesim bantlarinin
poliakrilamid jel gorlntiisi. M: marker DNA, PZR: polimeraz zincir reaksiyonu driind, K: kontrolleri
gostermektedir.

Sekil 4.6. Sekil 4.5'teki bazi hasta ve kontrollere ait agaroz jel goriintusii ve genotip dagilimi. M: marker
DNA, K: kontrolleri géstermektedir.



Sekil 4.7. Bazi hasta ve kontrollerin RFLP yontemi ile Alwl restriksiyon enzimi kesim bantlarinin
poliakrilamid jd gorintusi. M: marker DNA, PZR: polimeraz zincir reaksiyonu drund, K: kontrolleri
gostermektedir.

105 K102 K106 68

Sekil 4.8. Bazt hasta ve kontrollerin RFLP yontemi ile Alwl restriksiyon enzimi kesim bantlarinin agaroz
jel goruntust ve genotip dagilimi. M: marker DNA, K: kontrolleri gostermektedir.

Calismamiza dahil olan 116 norma gebe kadimin IL-10 geni 2849 promotor
bolges polimorfizmleri agisindan; 87'sinin GG ve 29'unun GA genotipli oldugu
yapilan RFLP analiziyle belirlenmistir. Calismamiza dahil edilen 126 preeklamptik
kadinmin ise; 95 nin GG, 26'nin GA ve 5'nin AA genotipli oldugu RFLP andliziyle tespit
edilmistir. Hasta ve kontrol grubundaki bireylerin kodlarina gore sahip olduklar
genotipler Cizelge 4.2 ve 4.3 te verilmistir.
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Cizelge 4.2. Hastalarin 1L-10 geni 2849 promotor bolges icin Alwl enzimi kesim bantlarina gére

belirlenen genotipleri.

Hasta L-10 Hasta IL-10 Hasta IL-10 Hasta L-10
Numar asi 2849 Numar asi 2849 Numar asi 2849 Numaras 2849
1 GG 33 GG 65 GG 97 GG
2 GG 34 GA 66 GA 98 GG
3 GG 35 GG 67 GG 99 GG
4 GG 36 GG 68 GG 100 GA
5 GA 37 GG 69 GA 101 GG
6 GG 38 GG 70 GG 102 GA
7 GG 39 GG 71 GG 103 GA
8 GG 40 GG 72 GG 104 GG
9 GG 41 GG 73 GG 105 GG
10 GA 42 GG 74 GG 106 GG
11 GG 43 GG 75 GG 107 GG
12 GA 44 GG 76 GG 108 GG
13 GG 45 GG 77 AA 109 GA
14 GA 46 GG 78 GG 110 GA
15 GG 47 AA 79 GG 11 GG
16 GG 48 GG 80 GG 112 GG
17 AA 49 GA 81 GA 113 GG
18 GG 50 GG 82 GG 114 GG
19 GG 51 GG 83 GG 115 GG
20 GA 52 GG 84 GA 116 GG
21 GG 53 GG 85 GA 117 GA
22 GG 54 GG 86 GG 118 GG
23 GG 55 GA 87 GG 119 GA
24 GG 56 GG 88 GG 120 GA
25 GA 57 GA 89 GG 121 GG
26 GG 58 GA 0 GG 122 GG
27 GG 59 GA 91 GG 123 AA
28 GG 60 GG 92 GG 124 GG
29 GG 61 GG 93 GG 125 GG
30 GG 62 GG ! AA 126 GG
31 GG 63 GG 95 GG
32 GG 64 GG 9% GA
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Cizelge 4.3. Kontrollerin IL-10 geni 2849 promotor bdlgesi icin Alwl enzimi kesim bantlarina gére

belirlenen genotipleri.

Kontrol IL-10 Kontrol IL-10 Kontrol IL-10 Kontrol IL-10
Numar asi 2849 Numar asi 2849 Numar asi 2849 Numaras 2849
K1 GG K30 GG K59 GA K88 GG
K2 GG K31 GG K60 GG K89 GG
K3 GA K32 GA K61 GG K90 GA
K4 GG K33 GG K62 GG K91 GG
K5 GG K34 GG K63 GA K92 GA
K6 GG K35 GG K64 GG K93 GG
K7 GG K36 GG K65 GG K94 GG
K8 GG K37 GA K 66 GG K95 GA
K9 GG K38 GG K67 GA K96 GA
K10 GG K39 GG K68 GG K97 GG
K11 GG K40 GG K69 GG K98 GG
K12 GG K41 GA K70 GG K99 GG
K13 GG K42 GG K71 GG K100 GG
K14 GG K43 GG K72 GG K101 GG
K15 GG K44 GG K73 GG K102 GG
K16 GG K45 GG K74 GG K103 GG
K17 GA K46 GG K75 GG K104 GG
K18 GA K47 GG K76 GG K105 GG
K19 GA K48 GG K77 GG K106 GA
K20 GG K49 GG K78 GG K107 GG
K21 GG K50 GG K79 GG K108 GA
K22 GG K51 GG K80 GA K109 GG
K23 GG K52 GG K81 GA K110 GA
K24 GA K53 GG K82 GG K111 GA
K25 GG K54 GG K83 GG K112 GG
K26 GG K55 GA K84 GG K113 GG
K27 GG K56 GA K85 GA K114 GG
K28 GA K57 GA K86 GA K115 GA
K29 GG K58 GG K87 GG K116 GA
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IL-10 geni 2849 promotor polimorfizmlerinin genotip dagilimlar: ve alel
frekanslari SPSS 15.0 Ki kare testi kullamlarak anaiz edilmistir (Cizelge 4.4). Hastave
kontrol gruplart birlikte degerlendirildiginde GG ve GA genotipleri bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilememistir. Ancak AA genotipine
bakildiginda hasta grubunda kontrol grubuna gbre anlamli bir fark bulunmustur
(p=0,030). AA genotipinin kontrol grubunda hi¢ rastlanmayip sadece hasta grubunda
gorulmesi, preeklampsi dykuisunin bu genotiple iliskili olabilecegini dustindirmektedir.
Allel frekanslar: karsilastirildiginda ise hasta ve kontrol grubu arasinda anlaml1 bir fark

ortaya gcikmamustir (p=0,564).

Cizelge 4.4. Hasta ve kontrol gruplarinin IL-10 geni 2849 promotor bolgesi icin genotip dagilimlar ve
allel frekandart

Kontrol Preeklampsi
n=116 n=126 P Degeri
Dagilim Dagilim
GG 87 (%75,0) 95 (%75,4) .030
GA 29 (%25,0) 26 (%20,6)
AA 0 (%0,0) 5 (%4,0)
GG+GA 116 (%100,0) 121 (%96,0) .010
AA 0 (%0,0) 5 (%4,0)
GG 87 (%75,5) 95 (%75,4) .943
GA+AA 29 (%25,5) 31 (%24,6)
G 203 (%87,5) 216 (%85,7) .564
A 29 (%12,5) 36 (%14,3)

4.2.2. ADE Geni intron 16 I/D Polimorfizmi igin Genetik Analizler

ADE geni intron 16 insersiyor/delesyon polimorfizminin tespiti igin iki ayri
PZR yapilmustir. ilk PZR (PZR 1)’de homozigot DD genotipine sahip bireylerde 190
b¢'lik tek bant, heterozigot DI genotipine sahip bireylerde 190 bg ve 490 b¢'lik iki bant
ve homozigot Il genotipine sahip bireylerde 490 b¢'lik tek bant elde edilmistir. Baz
hasta ve kontroller icin PZR 1'de elde edilen agaroz jel goruntuleri Sekil 4.9, 4.10,
4.11’ de verilmistir.
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Sekil 4.9. Bazi hastadarin ADE geni intron 16 insersiyon/delesyon polimorfizmi PZR 1 agaroz je
goruntlisii. M: marker DNA, B: blank.
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Sekil 4.10. Baz1 hasta ve kontrollerin ADE geni intron 16 insersiyon/delesyon polimorfizmi PR 1 agaroz
jel gorunttsi. M; marker DNA, B; blank, K: kontrolleri gostermektedir.
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Sekil 4.11. Bazi hasta ve kontrollerin ADE geni intron 16 insersiyon/delesyon polimorfizmi PZR 1
agaroz je goruntist. M; marker DNA, B; blank.

PZR 1'de kucuk olan D allel amplifikasyonunun tercih edilmes ihtimalinden dolay:
heterozigot DI genotiplerinin homozigot DD genotipi olarak yanlis kodlanmasi durumu
ortaya ¢ikabilmektedir. Bu sebeple homozigot DD genotipinin dogrulanmasi igin PZR
1'de DD olarak belirlenen her ornek ikinci PZR (PZR 2)’ye tabi tutuldu. PZR 2'de
heterozigot DI olan bireylerde 408 bc'lik bant elde edilirken homozigot DD olan
bireylerde herhangi bir amplifikasyon olmamustir (Sekil 4.12, 4.13). Ornegin PZR 1'de
homozigot DD olarak belirtilen 68, K59, K96 drneklerinin ikinci PZR’ sinde (PZR 2'de)
408 be'lik bandin ortaya ¢gikmasi bu bireylerin DI olduklarim gostermistir (Sekil 4.12,
4.13).

Calismamiza dahil olan 114 normal gebe kadimin ADE geni intron 16 bolgesi
insersiyorn/delesyon polimorfizmleri agisindan; 30'nun DD, 68 nin DI ve 16’sinin |l
genotipli oldugu yapilan PZR analizleriyle beirlenmistir. Calismamiza dahil olan 120
preeklamptik kadinin ise; 52'sinin DD, 51'nin DI ve 17'sinin Il genotipli oldugu
yapilan PZR analizleriyle tespit edilmistir. Hasta ve kontrol grubundaki bireylerin
kodlarina gore sahip olduklar: genotipler Cizelge 4.5 ve 4.6’ da verilmistir.
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Sekil 4.12. Baz1 hasta ve kontrollerin ADE geni intron 16 insersiyon/delesyon polimorfizmi PZR 1
agaroz je goruntisi. M: marker DNA, K: kontrolleri géstermektedir.

Sekil 4.13. Bazi hasta ve kontrollerin ADE geni intron 16 insersiyon/delesyon polimorfizmi PZR 2
agaroz je goruntist. M: marker DNA, B: blank, K: kontrolleri géstermektedir.
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Cizelge 4.5. Hastalarin ADE geni intron 16 bolges insersiyon/delesyon polimorfizmlerine gore

genctipleri.
Hasta L-10 Hasta IL-10 Hasta IL-10 Hasta L-10
Numar asi 2849 Numar asi 2849 Numar asi 2849 Numaras 2849

1 DD 31 DI 61 DD 91 DD
2 DD 32 DD 62 DD 92 DI

3 DD 33 [l 63 DD 93 DD
4 [l 34 DD 64 DI 94 ]

5 DI 35 DD 65 DD 95 DI
6 DI 36 DI 66 DI 96 ]

7 DD 37 DI 67 DI 97 DD
8 [l 38 DI 68 DI 98 DD
9 [l 39 [l 69 DD 99 DD
10 DI 40 [l 70 DD 100 DD
11 DD 41 DI 71 DD 101 ]

12 DD 42 DD 72 DD 102 DI
13 DD 43 DI 73 DD 103 DD
14 DI 44 [l 74 DI 104 DD
15 DD 45 [l 75 DI 105 DD
16 DI 46 DI 76 DD 106 DI
17 DI 47 DI 77 [l 107 ]

18 DI 48 DD 78 DI 108 DI
19 DD 49 DI 79 DD 109 DD
20 [l 50 DD 80 [l 110 DI
21 DI 51 DI 81 DI 11 DI
22 DI 52 DI 82 DI 112 DD
23 DI 53 DD 83 DI 113 DI
24 DI 54 DI 84 DD 114 DD
25 DD 55 DI 85 [l 115 DD
26 [l 56 [l 86 DI 116 DD
27 DD 57 DI 87 DI 117 DI
28 DD 58 DD 88 DI 118 DD
29 DD 59 DD 89 DI 119 DD
30 DI 60 DD 0 DD 120 DI
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Cizelge 4.6. Kontrollerin ADE geni intron 16 bdlges insersiyon/delesyon polimorfizmlerine

gore genotipleri.

Hasta L-10 Hasta IL-10 Hasta IL-10 Hasta L-10
Numar asi 2849 Numar asi 2849 Numar asi 2849 Numaras 2849
K1 DD K30 DI K59 DI K88 DI
K2 DI K31 DI K60 DI K89 DD
K3 [l K32 DI K61 DI K90 DD
K4 DD K33 DI K62 DI K91 DD
K5 DI K34 [l K63 DD K92 DI
K6 DD K35 [l K64 DD K93 DD
K7 DI K36 DI K65 DD K94 DI
K8 DI K37 DI K 66 DI K95 DI
K9 DD K38 [l K67 DI K96 DI
K10 [l K39 DD K68 [l K97 DI
K11 DI K40 DI K69 DD K98 DD
K12 DD K41 DI K70 DI K99 I
K13 [l K42 DI K71 [l K100 DD
K14 DI K43 DI K72 [l K101 DI
K15 DI K44 DI K73 DD K102 DI
K16 [l K45 DD K74 DD K103 DD
K17 DI K46 DI K75 DD K104 ]
K18 DI K47 [l K76 DI K105 DI
K19 DI K48 DI K77 DD K106 DD
K20 DI K49 DI K78 DI K107 DI
K21 [l K50 DD K79 DD K108 DD
K22 DI K51 DD K80 [l K109 DI
K23 DI K52 DI K81 DI K110 DI
K24 [l K53 DI K82 DI K111 DI
K25 DI K54 DI K83 DD K112 DI
K26 DI K55 DI K84 DI K113 DI
K27 DI K56 DI K85 DI K114 DI
K28 DI K57 DD K86 DI
K29 DI K58 DD K87 DI
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ADE geni intron 16 insersiyon/delesyon polimorfizmlerinin genotip dagilimlar
ve allel frekanslari SPSS 15.0 Ki kare testi kullanilarak analiz edilmistir. Istatistiksel
analizler yapilirken hasta ve kontrol gruplarina kodominant, dominant ve resesif
modeller uygulanmistir (Cizelge 4.7). Kodominant modelde hasta ve kontrol gruplar
birlikte degerlendirildiginde aralarinda anlamli bir fark oldugu tespit edilmistir
(p=0,016). DD genotipi hasta grubunda yiksek frekansta bulunurken, DI genotipi
kontrol grubunda yuksek bulunmustur. Il genotipi her iki grupta da yakin frekansta
bulunmustur. Bunun yan sira, dominant modele de bakildiginda hasta ve kontrol grubu
arasinda DD genotipi agisindan anlamli bir fark ortaya ¢ikmistir (p=0,006). Ancak,
resesif modelde ise hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark tespit edilememistir
(p=0,977). Kodominant ve dominant modelde hasta grubunda DD genotip frekansinin
anlaml1 derecede yuksek olmasi bu genotipin preeklamps Oykisi ile baglantil
olabilecegini dustindirmektedir. Bununla birlikte allel frekandarina bakildiginda iki
grup arasinda D ve | alelleri bakimindan anlamli bir fark ortaya ¢ikmamistir (p= 0,062).
Ancak p degerinin 0,05 yakin olmasi ve DD genotipinin hasta grubunda yiksek olmasi
D dlelininde preeklampsiye egilimli olabilecegini disundirmektedir.

Cizelge 4.7. Hasta ve kontrol gruplarinin ADE geni intron 16 bdlges icin genotip dagilimlar: ve alé

frekand ari
Kontrol Preeklampsi
Model n=114 n=120 P Degeri
Dagilim Dagilim
Kodominant
DD 30 (%26,3) 52 (%43,3) .016
DI 68 (%059,6) 51 (%42,5)
I 16 (%14,0) 17 (%14,2)
Resesif
I 16 (%14,0) 17 (%14,2) 977
DD+DI 98 (%86,0) 103 (%635,8)
Dominant
DI+II 84 (%73,7) 68 (%56,7) .006
DD 30 (%26,3) 52 (%43,3)
Alle
]| 128 (%56,1) 155 (%64,6) .062
100 (%43,9) 85 (%35,4)
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5. TARTISMA

Preeklampsinin etiyolojisi ve patofizyolojis hentiz timtyle bilinmemektedir.
Hastaliga dair farkli teoriler ortaya atilmaktadir. Bununla birlikte, son zamanlarda
hastaligin timune dikkat cekilerek 6nemli gelismeler elde edilmistir. Damar endotel
hasar1 ve plasental perfiizyon gibi plasental ve maternal etkenlerin preeklampsinin
patofizyolojisinin temelinde dnemli rol oynadigi bilinmekle birlikte son zamanlarda
yapilan galismalarla immiin ve genetik faktorlerin de tzerinde durulmakta ve bunlarin
preeklampsinin ardinda yatan nedenlerin basinda yer alabilecegi 6ne siriilmektedir > 8.
Y apilan galismalar, preeklampsinin tek bir etkene bagli olmayan, cevresel, immun, ve
genetik gibi cesitli faktorlerden etkilenen multifaktoriyel bir hastalik oldugunu
desteklemektedir.

Preeklampsinin ardinda yatan genetik faktorlerin arastiriimasinda 50’ den fazla
gen kullamlmis ve bunlarin 8'inin aday gen olabilecegi belirtilmistir. Aday genler ile
yapilan calismalarda preeklampsi ile bu genler arasinda yiiksek oranda baglant: tespit
edilmesine ragmen sonuclarin geliskili olmasindan dolayr hentiz preeklampsi ile kesin
olarak iliskilendirilmis bir gen yoktur *®**. Aday genler arasindan immiinreguilator
genlerden IL-10 ve hemodinamik genlerden ADE bu ¢alismaya dahil edilmistir.

IL-10 savunma siseminde rol alan sitokinlerden bir tanesidir. 1L-10 geninin
gebelikteki savunma sistemiyle iliskili oldugu ve disuk seviyede Uretilmesinin dusutkle
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ve preeklampsiyle baglantili olabilecegi belirtilmektedir . Hayvanlarla yapilan
calismalarda bu desteklenmis, farelerle yapilan deneylerde IL-10 Uretiminin inhibe
edilmes sonucu fetal blyumenin durdugu ve IL-10 azligiyla ise gebeligin sonlandigi
gosterilmistir ¥. Bu éneminden dolay1 IL-10 ile preeklamps arasindaki iliski 1L-10
Uzerindeki polimorfik degisikliklerin calisiimasiyla arastirilmaktadir. 592, 819, 1082
gibi bazi promotor bolgeler farkli calismalarla preeklamps ile iliskilendirilmeye
calisilmustir. Ancak, su ana kadar yapilan calismalarda 592 ve 819 promotor bolgel eri
ile preeklamps arasinda herhangi bir baglanti tespit edilememistir. Ayrica, 1082
promotor bolgesi ve preeklampsi arasindaki baglanti galismalarinin sonuglar geligkilidir
16, 57. %8, %9 " Calismamizda yer alan 2849 promotor bolges ile ilgili ulusal diizeyde
mevcut bir calisma bulunmamakla birlikte uluslar arasi literattirde yer almis bir calisma

mevcuttur. 6.

55



de Groot ve arkadaslar™ Hollanda toplumunda 157 preeklamptik kadin ve 157
kontrol gebe ile IL-10 2849 bolges ve preeklamps arasindaki iliskiyi arastiran bir
calisma yapmiglardir. Bu calismaya gore hasta ve kontrol grubunda GG ve GA
genotipleri ile preeklampsi arasinda anlamli bir iliski belirlenememistir. Calisma
sonuglarina gore kontrol ve hasta grubu arasinda GG ve GA genotipleri yuzdeleri
birbirine yakin bulunmustur. Hasta grubunda 85 kadin (%54.1) GG bulunurken kontrol
grubunda 73 kadin (%46.5) GG bulunmustur. Ayni sekilde hasta grubunda 67 kadin
(%42.7) GA bulunurken kontrol grubunda 69 kadin (%43,9) GA bulunmustur. Bizim
calismamizda da GG ve GA genotipleri bakimindan benzer sonuclar elde edilmistir.
Hasta grubunda 95 kadin (%75.4) GG bulunurken kontrol grubunda 87 kadin (%75.0)
GG bulunmustur (Cizelge 4.3). GA genotipi bakimindan hasta grubunda 26 (%20.6)
kadin ve kontrol grubunda 29 (%25.0) kadin GA bulunmustur. Calismamizda de Groot
ve ark.’nin ¢alismasina benzer sekilde GG genotipi ve preeklamps arasinda bir iliski
bulunamamstir. Ancak, de Groot arkadaslan™® hasta grubunda 5 (%3.2) kadimi AA
genotipli bulurken kontrol grubunda 15 (%9.6) kadim AA bulmuslardir. Calismada AA
genotipine sahip kadinlarin preeklampsiye yakalanma riskinin t¢ kat daha dustik oldugu
belirtilmistir. Bizim c¢alismamizda ise kontrol grubunda AA genotipine hig
rastlanmazken, hasta grubunda AA genotipli 5 (%4.0) kadin tespit edilmistir. de Groot
ve arkadaglarinin®® yaptigi calismanin aksine calismamizda AA genotipinin koruyucu
olmadigi preeklamptik kadinlarda mevcut bir genotip oldugu sonucu ortaya
cikmaktadir. Calisma sonuglarimiza gore, 1L-10 2849 AA genotipine sahip kadinlarda
preeklampsiye bir yatkinlik vardir. Ayrica, sonuglarin AA genotipi bakimindan de
Groot ve arkadaslarinin™ yaptigi calismayla farkli olusu, preeklampside toplumsal
farkliliklarin etkili oldugunu da distindirmektedir. Ayrica calisilan birey sayisimn
arttirilmasi konuya daha da agiklik getirecektir.

Gebelikte fizyolojik olarak vaskuler direng ile kan basinci azalir ve gebelik
siresince spiral arterlerin yeniden olusumunu saglayan RAS stimle edilir. Ancak
bunun aksine preeklamptik kadinlarda vaskuler direng ile kan basinci artar ve reninile
anjiyotensin 1I’nin plazma seviyesi duser. RAS sisteminin 6nemli bir parcast olan ve
vazokongtriktor gorevi Ustlenen ADE'nin yiksek aktivitesinin hipertansiyona sebep
olmasindan dolay1 preeklampsi ile iliskili oldugu dustnulmektedir. Bu nedenle ADE
geni Uzerinde bulunan gesitli polimorfik bolgelerin preeklampsi ile baglantilar: tespit
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edilmeye calisilmustir. Bu bolgelerden en ¢ok calisilam ADE geni intron 16 Uzerindeki
278-300 bc'lik Alu elementinin insersiyonu (1) veya delesyonu (D) ile ortaya ¢ikan
polimorfizmdir *"?°. ADE geni intron 16 I/D polimorfizmi ile preeklampsi arasindaki
iliskiye dair ulusal duizeyde bir ¢alisma mevcuttur. Uluslar arasi literatiire baktigimizda
ise bu bolge ile preeklamps ve gebelige bagli hipertansyon iliskisini belirlemeye
yonelik gesitli calismalar yapilmistir. Ancak elde edilen sonuglarin bazilarinda baglant:
tespit edilirken bazilarinda tespit edilememistir.

ADE geni intron 16 1/D polimorfizminde yaptigimiz ¢alismada | ve D allelleri
arasinda su ana kadar herhangi bir baskinlik tespit edilemedigi icin kodominant,
dominant ve resesif modeller kullanilmistir. Daha 6nce ulusal ve uludar arasi literatiirde
yapilmis calismalara bakildiginda Mando ve arkadaslarinin®® italyan toplumunda
yaptiklar: galismada bu model kullanmimstir. Diger calismalarda ise genotip dagilimlar
calismamizdaki kodominant model ile benzerlik gostermektedir. Calismamizda elde
ettigimiz sonuclar yapilan ¢alismalarin bazilariyla benzerlik gosterirken bazilariyla ise
celismektedir.

Calismamizla aymi modelin kullanildigi, Mando ve arkadaslarinin®® italya
toplumunda yaptiklar1 ¢alismada 197 preeklamptik (78/197 hafif preeklampsi) ve 410
normal gebe kadin incelenmistir. Calismada hafif ve siddetli preeklamptik hastalarin
tuma  birlikte degerlendirildiginde kodominant modelde DD, DI ve Il genotip
dagilimlari hasta ve kontrol grubunda karsilastirildiginda anlamli  bulunmamstir
(p=0,083). Bizim ¢alismamizda ise yukaridaki ¢alismarnin aksine hasta ve kontrol grubu
arasinda anlaml bir fark elde edilmistir (p=0,016, Cizelge 4.7).

Mando ve arkadaslarinin™ calismasinda dominant model kullamildiginda I1+DlI
ve DD genotip dagilimlar: hasta ve kontrol grubu karsilastirildiginda aynm sekilde bu
modelde de anlamli bir fark elde edilememistir (p=0,374). Bizim c¢aligmamizda ise
genotip dagilimlar: hasta ve kontrol grubunda karsilastirildiginda yukaridaki ¢alismanin
aksine anlamli bir fark elde edilmistir (p= 0,006, Cizelge 4.7).

Mando ve arkadaslarinin®® calismasinda resesif modele baktigimizda 1l ve
DI+DD genotip dagilimlari hasta ve kontrol grubu arasinda anlaml: bulunmustur
(p=0,030). Bizim ¢alismamizda ise genotip dagilimlar: hasta ve kontrol grubu arasinda
karsilastirildiginda anlaml: bir fark elde edilememistir (p=0,977). Bizim sonuglarimiz,

DD genotipinin preeklampsi ile iliskilendirildigini, yani hastaliga yatkinlik sagladigim

57



dustindirmektedir. Calismamiz ile ayni modeli kullanan Mando ve arkadaslar: Italya
toplumunda DD genotipi ile preeklamps arasinda bir iliski bulamamiglardir.

Aym calismada hafif ve siddetli preeklamps birbirlerinden bagimsiz
incelendiginde hafif preeklampsi grubunda, kodominant modelde DD, DI ve |l genotip
dagilimlarinda Il genotipi bakimindan hasta ve kontrol grubu arasinda anlaml: bir fark
ortaya Gikmustir (p=0,033). Calismamizda ise kodominant modelde DD genotipi
bakimindan hasta ve kontrol grubu karsilastirildinda anlamli bir fark elde edilmistir
(p=0,016, Cizelge 4.7). Bizim ¢alisma grubumuza siddetli preeklamps olgular1 dahil
edilmemistir. Mando ve arkadaslarimin c¢alismasinda 11+DI ve DD genotip
dagilimlarinda anlamli bir fark yok iken bizim calismamizda hasta ve kontrol grubu
arasinda anlaml bir fark bulunmustur (p=0,006, Cizelge 4.7).

Gurdol ve arkadaslariin®  Tirk toplumunda yaptiklari calismada 95
preeklamptik hasta ve 89 saglikli gebe kullamilmustir. DD, DI, Il genotip dagilimlar
kontrol grubunda %34.8, 9%41.6 ve %23.6 bulunurken hasta grubunda ise %49.5,
%326 ve %17.9 olarak bulunmustur. Ygpillan calisgmada genotip dagilimlar:
bakimindan hasta ve kontrol grubu arasinda istatitiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir. Giirdol ve arkadaslarinin® yaptiklan calismaya uyan kodominant
modelimize baktigimizda, ¢alismamizda DD, DI ve Il genotip dagilimlar: 114 kadindan
olusan kontrol grubunda %26.3, %59.6 ve %14.0 bulunurken 120 kadindan olusan hasta
grubunda %43.3, %42.5 ve %14.2 bulunmustur (Cizelge 4.7). Calismamizda genotip
dagilimlar1 bakimindan hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark elde edilmistir
(p=0,016). DD genotipi preeklamptik hastalarda daha yuksek bulunmustur. Alle
frekanslarina baktigimizda ise Gurdol ve arkadaslarimin ¢alismasinda D allel frekansinin
preeklamptik hastalarda anlamli oldugu sonucuna varilmigtir (p<0,05). Calismamizda
ise D alel frekansinda hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark tespit
edilememistir (p=0,062). Ancak DD genotipinin hasta grubunda yiksek frekansta
bulunmas: ve allel frekanslari bakimindan p degerinin 0,05'e yakin olmas, D alld
frekanst  bakimindan preklampsiye egilimin  olabilecegini  dustindirmektedir.
Dolayisiyla bir geliski yoktur. Preeklamps ile ADE geni arasinda aym toplumda
bolgesel ve etnik farkliliklarin olabilecegini de akildan gikarmamak gerekir. Ayrica
hasta ve normotensif grupta test edilen birey sayisinin arttirilmas: da belki duruma
dahada agiklik getirebilecektir.

58



Calismamizla benzer sonuclar, Choi ve arkadaslanmin'® Giiney Kore
toplumunda yaptiklari 90 preeklamptik ve 98 normotensif gebe kadin ile yapilan
calismadan gelmigtir. DD, DI ve |l genotip dagilimlar: hasta ve kontrol grubunda
incelenmis ve DD genotip frekansi hasta grubunda kontrol grubuna gdre anlaml
bulunmustur (p<0,05). Calismamizda Choi ve arkadaslarinin elde ettikleri sonuca
benzer sekilde DD genotip dagilimi bakimindan anlamli bir fark elde edilmistir
(p=0,016 Cizelge 4.7). Ayrica yapilan calismada D dlel frekansi da hasta grubunda
yuksek bulunmustur (p<0,05). Calismamizda da D dlel frekans: hasta grubunda yiiksek
olmakla birlikte anlamli bulunmamstir (p=0,062). Ancak c¢alismamizda DD genotipi
bakimindan Choi ve arkadaslarimin yaptiklart calismayla benzer sonuglarin elde
edilmesi ve allel frekanslart igin p degerinin 0,05 yakin olmasi, birey sayisinin
arttinlmasiyla D alleli bakimindan bu ¢alisma ile benzer sonuglarin elde edilebilecegini
distindirmektedir.

Mello ve arkadaslarmin®® italya toplumunda 48 preeklamptik kadin ve 58
saglikli gebe kadin ile yaptiklar: ¢aligmada da benzer sonuclar elde edilmistir. Y apilan
calismada DD genotipi hasta grubunda yiksek bulunmus ve genotip dagilimlar
bakimindan anlamli bir fark tespit edilmistir (p=0,0002). Bizim ¢alismamizda da DD,
DI ve Il genotip dagilimlar: kontrol ve hasta grubunda belirlenerek DD genotipinin
hasta grubunda yuksek oldugu bulunmus ve preeklamps ile baglantili oldugu tespit
edilmistir (p=0,016, Cizelge 4.7). Mello ve arkadaslarinin ¢alismasinda D allei ve
preeklamps arasinda bir iliski saptanirken (p<0,0001), bizim ¢alismamizda da egilim
oldugu belirlenmistir (p=0,062). Ayrica Mello ve arkadaslarinin ¢alismasinda Il genotip
frekansi kontrol grubunda yuksek bulunmustur (hastalarda %6 ve kontrollerde %34).

Morgan ve arkadaslarimin®™ ingiltere toplumunda 72 preeklamptik ve 83

normotensif gebe kadin, Galao ve arkadaslarimn Brezilya'®

toplumunda 51
preeklamptik ve 71 normotensif gebe kadin ve Kobashi ve arkadaslarimn'® Japonya
toplumunda 122 preeklamptik ve 291 normotensif gebe kadin ile yaptiklar: ¢alismada
DD, DI ve Il genotip dagilimlar: ve allel frekandar: bakimindan kontrol ve hasta grubu
arasinda galigmamizin aksine anlamli bir fark tespit edilememistir.

ADE geni intron 16 1/D polimorfizmi dikkate alindiginda hem c¢alismamizda

hem de farkl: Glkelerden gelen gcalismalarin gogunda benzer sonuglar elde edilmis DD
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genotipinin preeklampsi ile iliskilendirildigi ve D allel frekansinin preeklampsi lehine
yuksek oldugu belirlenmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi, Kadin Hastaliklar: ve Dogum Anabilim
Dal1 ve Baskent Universitesi Adana Uygulama ve Arastirma Merkezi Kadin Hastaliklar
ve Dogum polikliniklerinde takip edilen 116 normal, 126 preeklamptik olmak Uzere
toplam 242 gebe kadin preeklamps ile ilgili kriterler dikkate alinarak incelenip
molekiler biyolojik yonden degerlendirilmis ve asagida belirtilen sonuglar elde
edilmistir.

1. Hasta ve kontrol grubunda yas, gebelik sayisi ve gebelik haftasi gibi klinik
Ozellikler bakimindan benzer ortalamalar elde edilmistir.

2. 1L-10 2849 promotor polimorfizminde GG genotip frekans: hasta grubunda
%75.4 ve kontrol grubunda %75.0 olarak bulunmustur. Hasta ve kontrol grubunda GG
genotipi bakimindan anlamli bir fark saptanamamustir.

3. AA genotipine kontrol grubunda hi¢ rastlanmamis iken hasta grubunda 5
(%4.0) hastanin AA genotipine sahip oldugu tespit edilmistir. Hasta ve kontrol grubu
AA genotipi bakimindan karsilastirildiginda anlamli bir fark saptanmigtir (p=0,030).
AA genotipinin preeklampsi ile iligkili oldugu dustnulmustir. Ancak ¢alisilan sayimn
arttirilmasi gerekmektedir.

4. G dle frekansi hasta grubunda %85.7 ve kontrol grubunda %87.5 olarak
bulunmustur. Allel frekanslar1 bakimindan hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir
fark saptanamamstir (p=0,564). G aleli ile preeklamps arasinda herhangi bir iligki
tespit edilememistir.

5. ADE intron 16 1/D polimorfiminde kodominant modelde DD genotip frekansi
hasta grubunda %43.3, kontrol grubunda %26.3 olarak bulunmustur. DD genotipi
bakimindan hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark saptanmustir (p=0,016). DD
genotipi ve preeklampsi arasinda bir iligki oldugu tespit edilmistir. 11 genotip frekandar
ise hasta grubunda %14.2, kontrol grubunda %14.0 olarak bulunmustur. 1l genotipi ile
preeklampsi arasinda anlamlt bir iliski bulunamarmustir.

6. Dominant modelde (11+Dl, DD), DD genotip frekansi hasta grubunda %43.3,
kontrol grubunda 9%26.3 olarak bulunmustur. Bu modelde hasta ve kontrol grubu
arasinda anlaml bir fark saptanmugtir (p=0,006).
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7. Resesif modelde(l1, DD+DI), DD+l genotip frekans: hasta grubunda %085.8,
kontrol grubunda %86.0 olarak bulunmustur. Bu modelde hasta ve kontrol grubu
arasinda anlaml bir fark saptanamamistir (p=0,977).

8. D dlel frekans: hasta grubunda %64.6 ve kontrol grubunda %56.1 olarak
bulunmustur. Allel frekanslar1 bakimindan hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir
fark saptanamamustir (p= 0,062). D aleli ile preeklamps arasinda bir iliski tespit
edilememis olsadaegilim vardir.

Yapilan caligmalarda 1L-10 geni 2849 ve ADE geni intron 16 1/D
polimorfizmleri ile, genotip ve allel frekanslart arasinda populasyonlara bagli olarak
farkli sonuclar elde edilmistir. Bununla birlikte, calismamizla diger arastirmacilarin
caligmalarim destekleyen bulgularin  yaninda farkli  populasyonlarla ve aym
populasyonun farkli bolgelerinde calisildigindan farkli sonuclar da elde edilmistir.
Sonug olarak calisilan hasta ve kontrol sayimizin toplumumuza ait genotip yapisi
hakkinda kesin bir sonug bildirmek icin yetersiz oldugunu ve ileride hasta sayisinin

arttinlmasiyla bulgularin gliglenecegini distintiyoruz.
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EKLER

CALISMALARDA KULLANILAN KIMYASAL VE SOLUSYONLARIN
HAZIRLANMASI

Kullanilan kimyasal ve sollisyonlarin hazirlanmasinda kaynak olarak
“Molecular Cloning” esas alinmustir.

Hazirlanan solisyonlar genel olarak konsantre stoklar halindedir. Calisma
konsantrasyonlarimi elde etmek icin stoklardan belli oranlarda ainarak seyreltilir.
Konsantrasyon donustirmelerinde basitge su formilden yararlanil abilir.
M1XV1I=M2XV2
M 1 = Hazirlanan stok konsantrasyon (M, N veya %)

V1 = Stoktan alinmasi gereken miktar (v)
M2 = Calisma (son) konsantrasyonu (M, N veya %)
V2 = Hazirlanacak olan ¢ozelti (¢alisma gozeltis) miktar: (v)

EK-1. DNA Elde Edilmesinde Kullanilan Soltsyonlar:
1.1 Eritrosit Lizis Tamponu (pH=7,5)

1 Litre SolUsyon igin;

0,32 M Siikroz 109,563 gr

10 mM TrisHCI (pH=7,5) | 1,211 gr

5mM MgCl2 1,015 gr

%1 Triton X 100 10 gr

1 litre igin gereken malzemeler belirtilen oranlarda tartilip, son hacim 1000 ml olacak
sekilde bidistile su ile ¢ozdirulip otoklavlanir. pH = 7,5 olacak sekilde ayarlanir. Triton

X, sollisyona otoklavlandiktan sonrailave edilir.
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1.2. Fizyolojik Tampon (pH=7,5)

1 Litre SolUsyon igin;

0,075 M NaCl 4,383 gr

0,025 M EDTA 9,305 gr

1 litre icin gereken malzemeler belirtilen oranlarda tartilip, son hacim 1000 ml olacak

sekilde bidistile su ile ¢ozdirilip otoklavlandi. pH = 7,5 olarak ayarlamr

1.3. TE-9 (pH=9)

1 Litre SolUsyon igin;

500 mM Trisbaz 60,5 gr
20 mM EDTA 744 gr
10 mM NaCl 0,58 gr

1 litre igin gereken malzemeler belirtilen oranlarda tartilip, son hacim 1000 ml olacak

sekilde bidistile su ile ¢ozdirulip otoklavlandi. pH = 9 olarak ayarlanr.

14.%10'luk SDS

20 mligin;

2 gr SDS tartilip, Uzerine bir miktar (20 ml’den az) saf su ilave edilip iyice ¢ozdurulur.
Son hacim 20 ml olacak sekilde ayarlanir.

1.5. Proteinaz-K (10mg/ml)
100 ml igim;
10 gr PK tartilir, Uzerine bir miktar (100 ml’den az) saf su ilave edilip iyice ¢ozdurdlir.

Son hacim 100 ml olacak sekilde ayarlanir.

1.6.6 M NaCl
1litreigin;
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321.4 gr NaCl tartilip, Uzerine bir miktar (1000 ml’ den az) bidistile su ilave edilip iyice

¢Ozdurdlip son hacim 1000 ml olacak sekilde ayarlanr.

1.7. % 70 Etil Alkol
100 ml icim;
70 ml etil alkol (absolut) ve 30 ml bidistile su ilave edilir.

1.8. TE tamponu (TrigEDTA) (pH=8)

10 mM Tris-Cl (pH=8)

0,1 mM EDTA (pH=8)

1 litre igin gereken malzemeler belirtilen oranlarda tartilip, son hacim 1000 ml olacak

sekilde bidistile su ile ¢ozdirulip otoklavlanir. pH = 8 olarak ayarlanir.

EK-2. Agaroz Jd ve Poliakrilamit Jel Elektroforezi Analiz Soltsyonlar:
2.1.10X TBE (Tris-Borik asit-EDTA) Stok soltsyonu

108 gr Trisbaz (890 mM )

55 gr borik asit ( 890 mM)

40 ml 0,5M EDTA, pH 8.0 (20 mM)

Az miktardaki bidistile su iginde ¢dziindiikten sonra pH 8.0 olarak ayarlamp solisyon 1
litreye tamamlanr.

1 Litre 5X TBE stok solUsyonu igin;

500 ml 10X TBE stok soliisyonu ve

500 ml bidistile su karstirilir.

1 Litre 1X TBE solusyonu igin;

100 ml 10 X TBE stok soliisyonu ve

900 ml bidistile su karstirilir.

2.2. Etidyum bromid soltisyonu (10 mg/ml)
0,1 gr etidyum bromid
10 ml bidistile su iginde ¢ozinup 151k almayan bir cam sise icinde buzdolabinda

muhafaza edilir.
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2.3. DNA Y ikleme Tamponu (Loading dye) (6X)

40 gr siikroz

0,25 gr bromfenol mavisi

100 ml olacak sekilde bidistile su iginde ¢dzullr. Ependorf tuplere paylastirilarak
buzdolabinda muhafaza edilir.

2.4.% 30 Poliakrilamit

29 gr akrilamit

1gr N, N’ —metilenbisakrilamit

Su ile 100 ml’ ye tamamlanr.

100 ml %30’ luk poliakrilamit solisyonu hazirlamak igin yukarida verilen miktarlarda
kimyasallar tartilir ve toplam hacimden biraz az saf su ile ¢ozulir. Kimyasallar
¢ozinunce saf su ile hacim 100 ml’ ye tamamlanir. Kimyasallarin iyice ¢ozinmesi igin
soltisyon 37°C’ ta su banyosunda bir stire bekletilir. 0.22 um por ¢apina sahip steril
filtreden stizilUp steril edilir ve odaisisinda saklanir.

Uyari: Akrilamit, potansiyel bir norotoksindir ve deri yoluyla absorbe edilir. Toz
halindeki akrilamit ve metilenbisakrilamit tartilirken maske takilip, eldiven giyilmelidir.
Bu kimyasallar1 iceren ¢ozdtiler ile galisilirken eldiven kullamimalidir. Poliakrilamit
cozeltisi nontoksik olsa da gok az miktarlarda polimerize olmamus akrilamit

icerebilecegi ihtimaline karsilik dikkatli ¢aligiimalidir.

2.5. %25 Amonyum Per silfat (APS)

0.125 gr APS

Saf suile 0.5 ml’ ye tamamlanir.

1,5 ml’lik temiz bir ependorf tupline yukarida belirtilen miktarda APS tartilir ve tizerine
saf su eklenir. Karisim vortekslenir ve iyice ¢ozilmes igin 37°C'ta su banyosunda bir
sure bekletilir. 4 °C'ta 1-2 hafta saklanabilir.
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