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OZET

Interlokin-2 geninin -384 bolgesindeki polimorfizmin preeklampsi ile iliskisinin
arastiritimasi

Saghklh bir gebelik donemi ve basarih bir dogumla sonuc¢lanan hamilelik,
annenin genetik olarak dogru ve iyi calisan immun sistemi elemanlarina (vucut ici
savunma sistemi) baghdir. Bu sistemde rol alan sitokinlerden biri de interlokin-
2'dir.

Preeklampsi, maternal ya da fetal mortalite ve morbiditede 6nde gelen
sebeplerdendir. Gebelikte 20. haftadan itibaren hipertansiyon, proteiniliri ve 6dem
ile belirir. Insidans1 %2-5 olup tedavi edilmedigi taktirde eklempsiye donisiip
anne ve/veya bebekte mortaliteye sebep olabilir. Preeklampsi genellikle 1. gebelikte
ortaya cikan, genetik ve immunolojik etkenlerin olasi sebeplerinin dustnaldugu
bir hastahktir. Preeklampsinin iliskili oldugu durumlar, endotelyal bozukluk,
anormal plasentasyon ve intravaskuler enflamasyondur.

Interlokinler, I6kositler arasinda 0zel etkilesim saglayan, makrofajlar ve T
lenfositler tarafindan sahnan sitokinlerdir. I1L-2, Aktif haldeki T lenfositler
tarafindan dretilen ve enfeksiyon aminda makrofajlarla antijen sunumunda
hicresel ya da htimoral cevabi belirleyen 6nemli sitokinlerden biridir.

Bu cahsmada IL-2 genindeki polimorfizmler ve bunlann preeklampsi ile
iliskisinin arastinilmasi amagclandi. Bu amacla stabil preeklampsi hastalar ile
saghkh kontrollerden kan érnekleri ahinacaktir. Bu kan érneklerinden izole edilen
genomik DNA o6rneklerinde, polimeraz zincir reaksiyonu (Polimeraz Chain
Reaction [PCR]) temeline dayah yontemlerinden restriksiyon uzunluk parca
polimorfizmi (Restriction Fragment Lenght Polymorphism [RFLP]) ydntemi
kullamilarak, preeklampsi hastalarindaki bu gene ait olasi polimorfizmler
arastinllacaktir.

Calhismamiza dahil etmis olup sonuclandinlabildigimiz 89 preeklamptik
kadindan 38’inin TT, 36’stmin GT, 15’inin GG; 57 normal gebe kadindan 28’inin
TT, 22’sinin GT ve 7’sinin GG oldugu yapilan RFLP analiziyle tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Preeklampsi, RFLP, Polimorfizm, IL-2.
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ABSTRACT

Investigations of relationship between IL-2 gene -384 region polimorphism and
patients with preeclampsia

A healthy pregnancy resulting in a successful birth is related to genetically
determined immune system of the mother. One of the cytokines involved in this
system is interleukin 2.

Preeclampsia is one of the primary factors of maternal and/or fetal
mortality and morbidity. After 20th weeks of the pregnancy, it is diagnosed by the
hypertension, proteinuria and edema. Its insidance is 2-5%, if untreated,
preeklampsia can progress to eclampsia and lead to death of the mother or baby or
both. Preeclampsia is primarily a disease of first pregnancy and is thought to be
caused by immunological and genetical factors. Preeclampsia is assosiated with
endothelial dysfunction, abnormal plasentation and intravascular inflammation.

Interleukins are cytokines secreted by macrophages and T lymphocytes
which provide special interaction between leukocytes. 1L-2, produced by activated
form T lymphocyte, is one of the important cytokines and during the infection in
antigen presentation, IL-2 and macrophages determine cellular or humoral
responce.

In this study, it is aimed to investigate the relationship between Interleukin
2 gene polimorphisms and preeclampsia. For this purpose, blood samples will be
collected from both preeclampsia patients and healthy controls. After isolatation of
genomic DNA samples from collected blood samples, possible roles of these gene
polymorphisms will be investigated in preeclampsia patients by employing PCR-
based RFLP technique.

Keywords: Preeclampsia, IL-2, RFLP, polymorphism.
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1. GIRIS

Preeklampsi, gebelik sonucu ortaya ¢ikan hipertansiyonla birlikte proteiniri ve
de o6dem ile seyreden bir hastaliktir. Perinatal mortalite ve morbiditenin ve hatta
maternal mortalitenin en dnemli sebeplerinden birini olusturmaktadir™?. Gebeligin 20.
haftasindan sonra ortaya ¢ikip dogumla birlikte ortadan kalkar. En uygun tedavi dogum
olarak bilinir®*. Tiim gebeliklerin %3-5'inde gorilir.

Preeklampsi tani ve teshisinde ASSHP (Australasian Society for the Study of
Hypertension in Pregnancy) ve NHBPEP (National High Blood Pressure Education
Program) kriterleri kullanilmaktadir. Preeklampsi hastaligindaki ylksek risk grubunu;
primigravida, ¢ok genc veya ileri yas, hipertansiyon ya da diyabet gibi sistemik
hastaliklara sahip olma velveya o©nceki gebelikteki preeklampsi  Oykdsu
olusturmaktadir®.

Preeklampsinin etiyolojisi ve patogenezi henuz tam olarak aydinlatilabilmis
degildir. Son yillarda, yuksek kan basinci yerine idrarda protein gibi diger belirtilere de
dikkat cekilmesiyle hastaligin patofizyolojisinin anlasiimasinda 6nemli gelismeler elde
edilmektedir. Preeklampsi patofizyolojisinin temelinde plasental ve maternal faktorlerin
yer aldigi bilinmektedir. Damar endotel hasari, kronik hipertansiyon gibi plasental ve
maternal  faktorlerin  preeklampside O6nemli rol oynadigi dustnilmektedir.
Preeklampsiye neden olan plasental ve maternal faktorler arasindaki dengenin farkls,
gebeliklerde farkli oldugu ihtimali g6z énunde bulundurulmaktadir. Oksidatif stres, hem
plasental ve hem de maternal faktorlerin her ikisinde yer alan preeklampsi
patofizyolojisinin 6énemli bir sebebidir. Ayrica son zamanlarda yapilan calismalarda
immdn ve genetik faktorler tzerinde de yogun bir sekilde durulmakta ve bu faktorlerin
preeklampsi olusumunun ardinda yatan faktorlerin basinda yer alabilecegi
dustnllmektedir. Genetik faktorler, insan hastaliklarinin neredeyse tuminde etkilidir ve
hastalikta genetik faktorlerin oynadigi roliin anlasilmas: genetik olmayan, cevresel
faktorlerin de anlasilmasini saglamaktadir. Bu durumun dogas: geregi preeklampsinin
genetik arastirmasinda ortaya ¢ikan engellere ragmen, bu alanda kayda deger gelismeler
saglanmaktadir. Preeklampsinin genetik temelinin anlasiimasinda aile ¢alismalari, ikiz

calismalari, fetusteki genetik aberasyonun etkisi, paternal genotipin katkisi, paterniti ve



gebelik araligindaki degisiklik ve preeklampsideki molekuler genetik ¢alismalar Gizerine
yogunlastmistir >2,

Preeklampsinin olusumunun ardinda yatan genetik faktorlerin arastirilmasinda
su ana kadar 50'den fazla gen arastirilmis ve bunlardan 8'inin aday gen olabilecegi tespit
edilmistir. Yapilan ¢alismalarda preeklampsi ile bu genlerdeki degisiklikler arasinda
%70 gibi bir baglant: elde edilmistir. Ancak sonuglarin birbirleriyle geliskili olmasindan
dolayr su ana kadar bu hastalikla tam olarak iliskilendirilmis bir gen mevcut degildir.
Ayrica bu aday genler icerisinde cesitli bolgelerde farkli polimorfizm tiplerinde yapilan
arastirmalarda da evrensel bir sonuca varilamamistir ®”.

Basaril1 bir gebelik annenin genetik olarak kararl: bir savunma mekanizmasina
baglidir. Savunma sisteminde rol alan sitokinlerden birisi de interlokin-2(IL-2)'dir. IL-2
geninin promotor boélgesindeki genetik cesitliligin (polimorfizmlerin) preeklampsi ile
sonuclanan  anormal  plasentasyon ile iliskilendirilen  maternal  savunma
mekanizmasindaki belirleyici faktorlerden biri olabilecegi ihtimali diistinulmektedir. Bu
kapsamda IL genlerinin promotor bolgesindeki polimorfizmler farkli toplumlarda
arastirilarak preeklampsi ile iliskisi konusunda farkl sonuclar elde edilmistir® °.

Preeklampsi icin IL-2 -384 promotor bolgesi polimorfizmi ulusal diizeyde henlz
calisiimamustir. Evrensel olarak preeklampsi Tumor nekrozis faktor-alfa gibi cesitli

genlerle ilgili polimorfizmlerle iliskilendirilmigtir'®**

. IL-2 geni cesitli hastaliklarda
calisilmistir Y. Ulusal bazda Tiimér nekrozis faktor-alfa geni ile yapilan bir calismada
bu genin G-308A ve C-850 pozisyonlarindaki promotor bolgeleri genotiplendirilmis
olup bu bolgelerde elde edilen sonuglara bakildiginda Tirk toplumunda 308
pozisyonunda AA genotipinin preeklamptik hastalarda ytksek, 850 pozisyonuna
bakildiginda ise TT genotipinin preeklamptik hastalarda distk bir insidansa sahip
oldugu ortaya cikarilmistir’®. Bu sonuglar 308AA genotipinin preeklampsi igin
yatkinliga, 850TT genotipinin ise koruyuculuga sebep oldugunu distundirmektedir.

Hollanda toplumunda mikrozomal epoksit hidrolaz geni ile yapilan bir ¢alismada
ise bu genin ekzon 3 bdlgesindeki homozigot Tirozin 113 genotipinin ylksek enzim
aktivitesi gosterdigi ve preeklampsi ile iliskilendirildigi gériilmektedir®.

Calismamizda preeklamptik Turk kadinlarinda interlokin 2 geninin promotor
bolgesindeki -384 ve +114 polimorfizmi calisilarak genotiplendirme yapilacak ve hangi

genotipin koruyucu oldugu belirlenmeye calisilacaktir. Boylece ulusal ve uluslararasi



literattirdeki boslugun doldurulmas: ve Tirk toplumundaki genotip dagiliminin ortaya
cikarilmasi saglanacaktir.



2.GENEL BILGILER

2.1. PREEKLAMPSI

2.1.1. Preeklampsinin Tarihgesi

Scott ve Jenkins'in preeklampsinin etiyolojisi adli derlemesine gére Hipokrat;
uyku, nobet ve komanin gebe kadinlarda ciddi prognostik 6neme sahip oldugunu
belirtmis ve 1619'da Varandaeus gebe kadinlarin nobet 6ncesi sikayetleri igin Yunan
terimi olan “eklampsi” terimini kullanmistir'. Ancak, 1739'a kadar eklampsi
epilepsiden keskin noktalarla ayirt edilememistir. Sauvages yillar boyunca tekrarlayan
nébetler sonucu olusan epilepsinin kronik bir hastalik oldugunu belirtmis, yine de akut
kokenli nobetlere eklampsi demistir®. 1843'te Lever eklamptiklerde albuminiiri
gorulduguni ve nobet oncesinde hipertansiyon ve bazen de ddem oldugunu rapor
etmistir. Boylece preeklampsi sendromu tanimlanmstir™. Preeklampsi alaninda yapilan

calismalar, ilk kez 1968'de Chesley tarafindan ézetlenmistir®

2.1.2. Preeklampsinin Tammi ve Siniflandiriimasi

Preeklampsiye ait evrensel bir tanim ve gebelige bagl hipertansif bozukluklara
ait evrensel bir simiflandirma yoktur. Yillar boyunca yayinlanmis calismalarda cesitli
terminoloji ve tan: kriterleri kullamilmustir'’. Son zamanlarda, uluslararas: bircok tanim
yapildigi goriilmistiir®. Gebelige bagh hipertansiyon calismalarinda, siniflandirma ve
tanimlar igin yaygin olarak kullanilan raporlar ASSHP (Australasian Society for the
Study of Hypertension in Pregnancy) ve NHBPEP (National High Blood Pressure
Education Program)' den alinmistir. Gebelikteki hipertansiyon tanimlar: her iki raporda
da aymdir; gebeligin 20. haftasindan itibaren sistolik kan basinct >140 mmHg ve
diastolik kan basinci > 90 mrnHg'dir**?.

Gebelik silresince ortaya cikan hipertansif bozukluklar 5 kategori altinda
toplanmustir; preeklampsi, eklampsi, gestasyonel hipertansiyon, kronik hipertansiyon ve

stiperempoze preeklampsi (Cizelge 2.1)%.



Cizelge 2.1. Gebeliklerde ortaya ¢ikan hipertansif bozukluklarin tani kriterleri ve

simflandinimasi®

Siniflandirma Tan Kriteri

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

- Diastolik kan basincit > 90 mmHg

Preeklampsi Normal kan basincina sahip kadinda gebeligin 20.
haftasindan sonra:

- Sistolik kan basinci > 140 mmHg

- Diastolik kan basinci > 90 mmHg

Proteindri: 24 saatlik idrar 6rneginde protein > 0,3

g/L olmasi

Kronik Hipertansiyon Gebeligin 20. haftasindan dnce ortaya ¢ikan
ve/veya dogumdan 6 hafta sonrasina kadar devam
eden hipertansiyon

Slperempoze Preeklampsi |Kronik hipertansiyona gebelik doneminde

proteindrinin eklenmesi

Eklampsi Preeklampsi olan kadinda epilepsi v.b. sebeplere

dayanmayan nobet ve koma gelisimi

Preeklampsi,  hipertansiyon ve proteindrinin  kombinasyonu  olarak
tanimlanmistir. Hipertansiyon ve proteiniriye bazen de 6dem eslik edebilir. Gebeligin
20. haftasindan sonra, daha énce normal kan basinci 6lculeri olan kadinda en az 6 saat
ara ile yapilan iki 6lcimde sistolik kan basincinin 140 mmHg ve (zeri ve diastolik kan
basincinin 90 mmHg ve Uzerinde Olctlmesi ve bunun yani sira 24 saatlik idrar
6lciminde 300mg/L ve (izeri protein saptanmasi veya 6 saatlik arayla rasgele alinan en
az 2 idrar Orneginde +1 veya daha yuksek proteintri olmas: preeklampsinin varligina
kanittir. Ayrica siniflandirmada preeklampsi hafif ve siddetli preeklampsi olarak alt
gruplara ayrilmistir. Siddetli preeklampsi, sistolik kan basincinin 160 mmHg ve (zeri ve



diastolik kan basincinin 110 mmHg ve uzeri 6lgulmesi ve 24 saatlik idrarda protein

miktarinin 3g/L ve iizeri bulunmas: olarak tanimlanmustir®.

2.1.3. Eklampsi:

Preeklampsi zemininde tonik-klonik konvulsiyonun tabloya eklenmesidir.
Kisaca tanimlanan bu siniflamada gorulecegi (zere, tablonun agirlik derecesine gore
siniflama degismektedir. Burada kritik olan nokta, orta preeklampsi olgularidir. Kabaca
ifade etmek istenirse; kronik hipertansiyon, gebelik hipertansiyonu ve hafif preeklampsi
olgulart hafif grubu olusturur. Bu grupta fetal ya da mortalite yiksek degildir. Ancak
morbidite, ozellikle fetal morbidite, sorundur. Orta preeklampsi, agir preeklampsi,
gebeligin agirlastirdigr kronik hipertansiyon ve eklampsi ag:ir grubu olustururlar.
Halbuki bu grupta hem maternal hem de fetal mortalite ve morbidite yuksektir. Bu agir
grup icinde 24 -32. gebelik haftasinda olan orta preeklampsi olgulari, konservatif
yaklasim yapilabilecek olgulardir. Hastane sartlarinda izlenmesi gereken ve her an agir
preeklamspi grubuna gecebilecek olan hastalardir. Bu gebeler disinda olan tim agir
grup olgulari, istisnai olgular harig, gebelik yasi ne olursa olsun dogurtulmalidir. Aksi
halde maternal mortalite ve morbiditenin engellenmesi ve organizmada gelisecek olan
komplikasyonlarin dnline ge¢mek s6z konusu olamayacaktir.

Siniflama, maternal morbidite ve mortalite agisindan O6nem kazanmaktadir.
Cunkd literatirde agir preeklampsi olarak siniflandirilan  olgularin  hangisinde
konservatif hangisinde hemen dogum uygulanmas: konusu agik degildir. Eger olgu ve
patofizyoloji iyi degerlendirilmez ise maternal morbidite ve hatta gogu zaman maternal
mortalite kaginilmaz olur. Dolayisi ile olgunun dogru degerlendirilip siniflandiriimasi
ve eger agir grupta ise destek tedavisinin dogru yapihip, dogru dogum yodntemi ile

dogurtulmas: mortalite tizerine etkili en 6nemli noktalardir?'.

2.1.4. Insidans, Prevelans, Mortalite ve Morbidite

Gebe kadinlarin yaklasik %210'u dogum yapmadan o6nce, gebeligin belli bir
noktasinda yiiksek kan basincina sahip olur. Bununla birlikte diinya genelinde gebelerin
yaklasik %3-5'inde preeklampsi olgusu gelisir. Preeklampsi sikligi, gelismekte olan
lilkelerde ve toplumlar arasinda farklilik géstermektedir®®. 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??,

Preeklampsinin en siddetli hali olan eklampsi mortalite ile iliskilidir ve bundan
dolay: her yil 50 000 den fazla maternal 6lim gerceklesmektedir. Avrupa'da mortalite
nadir goraltr. Her 10 000 dogumda 2-3 vakada gerceklesir. Fakat gelismekte olan
ilkelerde bu oran artar ve her 10 000 dogumda 16-69 arasindadir®*?. Gelismekte olan
lilkelerde saghk hizmetlerinin sinirli olmasi bunun muhtemel agiklamasidir®. Maternal
mortalitenin dusuk oldugu Ulkelerde olimlerin ¢ok azi1 eklampsiyle iliskiliyken,
maternal mortalitenin yuksek oldugu Ulkelerde ise olumlerin neredeyse hepsi
eklampsiyle iliskilidir®"?,

Preeklampsi insidansi son 15 yilda %40 oraninda artmistir. Bunun sebepleri
arasinda diinya genelinde artan obezite hastaligi, ileri anne yasi, gebelik sayisindaki ve
cogul gebelik sikhigindaki artis gosterilebilir. Bobrek yetmezligi, kalp krizi, felg,
karaciger yetmezligi gibi siddetli morbiditelerin hepsi preeklampsi ve eklampsiyle
iliskili olup etkilenmis kadinlar mutlaka yogun bakima gereksinim duyarlar®’. Diger
taraftan, preeklampsinin kadinlar Gzerindeki psikolojik etkisi ile ilgili bazi ¢calismalar da
yapilmistir. Preeklampsi zor ve beklenmeyen bir hastalik oldugundan erken dogum ve
daha da kotusu fetal 6limlerle sonuclanabilir. Ayrica post-travmatik stres bozuklugu
riskini de arttirabilir®®.

Distk gebelik yasiyla dogmus bebeklerin %10'undan fazlasi preeklamptik
gebeliklerden dunyaya gelmistir. Perinatal mortalite preeklampsi ve eklampsiden sonra
artar ve butin neonatal olumler ve o6l0 dogumlarin %25' hastalikla iliskilidir.
Bebeklerin mortalite oranlari, gelismekte olan (Glkelerle gelismis olan Glkeler

karsilastirildiginda preeklampside 3 kat eklampside 4,5 kat daha yiiksektir?" .

2.1.5. Risk Faktorleri

Preeklampsi igin risk faktorleri Cizelge 2.2'de 6zetlenmistir. Geng ve nullipar
kadinlarin preeklampsi olma riski yiksektir. ik gebeliklerini yasayan kadinlarin 2. ya
da daha sonraki gebeliklerini yasayan kadinlara gore preeklampsi olma riski 3 kat daha
yiiksektir’®®. Birden cok dogum yapmus kadinlar es degistirdiginde preeklampsiye
yakalanma riski artar. Bunun olas1 agiklamasi preeklampside paternal antijenlere karsi

immuinolojik reaksiyon olusmasidir. Es degisiminden kaynakli iki gebelik arasindaki



stirenin uzamasiyla da preeklampsiye egilimin arttig1 gézlenmistir®>*2. Ayrica, anne yast
risk faktorl olarak dikkate alinabilir. 40 yas Ustl kadinlarin preeklampsiye yakalanma
riski 40 yas alt1 kadinlardan daha ylksektir. Bu da obezite, kronik hipertansiyon gibi
yasa bagh risk faktorleri ile aciklanabilir. Gercek obezite yoklugunda bile vicut Kitle
endeksi (BMI)'nin artis1, yiksek preeklampsi riskiyle baglantilidir. Diastolik kan
basincinin 110 mmHg istiinde olmas: siiperempoze preeklampsi riskini 5 kat arttirir™.
Preeklampsi ile iligskilendirilmis diger faktorler, insilin bagimli diyabet, renal
hastaliklar, antifosfolipid sendromu ve otoimmiin gibi hastaliklardir®®%34,

Preeklampsi prevalanst Amerika'da Afrikali-Amerikan 1rkinda diger etnik
gruplara gore daha yuksektir ve preeklampsi olusumunda etnik kdken egilimli bir faktor
olabilir. Bununla birlikte kronik hipertansiyon prevalansi bu populasyonda daha
yiiksektir*®,

Preeklampsinin bireysel ve ailesel gecmisleri diger iki risk faktorudir. Ilk
gebeliginde preeklampsi dykusi olan kadinlarin, ilk gebeligini saglkl: atlatan kadinlarla
karsilastirildiginda ikinci gebeliginde preeklampsiye yakalanma riskinin daha ylksek
oldugu verilerle gosterilmistir. Ayrica, preeklampsinin ailesel ge¢cmisinin riski 3 kat
arttirch@: belirtilmistir. Ikiz gebeliklerin normal gebeliklere gore preeklampsi riskini 3'e
katladig1 ve Uctiz gebeliklerin de ikiz gebeliklere gore preeklampsi riskini 3'e katladig:

rapor edilmistir®.



Cizelge 2.2. Preeklampsi igin risk faktérleri®

Risk Faktorleri
Maternal yas

Cogul
gebelik
Primigravi
da
Onceki gebelikte goriilen preeklampsi
Preeklampside ailesel gegmis
Vucut kitle endeksi (BMI)
iki gebelik arasindaki stire
Partner degisimi
Afrikali-Amerikan 1rki

Onceden var olan tibbi hastahklar:
Insiilin bagiml diyabet
instilin rezistans:
Kronik hipertansiyon
Bdbrek hastaliklart
Antifosfolipid
sendromu

Otoimmiin hastaliklar

2.1.6. Preeklampsinin Tedavisi

Preeklampsinin etiyolojisi ve patogenezi tam olarak belli olmadig: icin 6nlem ve
tedavi stratejilerinin gelistirilmesi zordur. Antiplatelet ilaclarin kullanimi ile ilgili
olumlu sonuglar yayinlanmis ve tedavi sonrasi preeklampsi riskinin azaldigi rapor
edilmistir. Kalsiyum ilavesi de disik preeklampsi riski ile baglantilidir, fakat bebek
Uzerine net bir etkisi yoktur. Tedavi buylk Olcude semptomlara yoneltilmistir. Hafif
preeklampsi cogunlukla anne bakim Uniteleri, hastane ya da evde dikkatli bir gézlem ve
aktivite sinirlamasi ile tedavi edilebilir. Yiksek kan basinci direkt vaskler 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 silfatin preeklamptik kadinlarda eklampsi riskini azalttig1 bilinmektedir ve



eklampsi iliskili nobetleri 6nlemek i¢in kullanilabilir. Su ana kadar en etkili tedavi
yontemi plasentanin alinmas: ve dogumdur. Gebeligi sonlandirarak anneyi korumak ile
siddetli preeklampsiye sahip kadinin zamanini ayarlayarak fetlisii en olgun seviyeye
ulastirmak arasindaki dengeyi kurmak zordur. Cunkl siddetli preeklampside gebelik

cogunlukla 32. haftadan dnce sonlandiriimalidir®®="%,

2.1.7. Preeklampsinin Etiyolojisi ve Patofizyolojisi

Preeklampsi teoriler hastaligi olarak adlandiriimaktadir. Bu alanda yapilan birgok
calismaya ragmen sendromun etiyolojisi ve patofizyolojisi butlinliyle anlasilamamaistir.
Bununla birlikte maternal ve fetal / plasental kdkenli, multisistem bir hastalik oldugu
bilinmektedir. Ayrica hem plasenta hem de maternal sistemik sirkilasyon iginde
oksidatif stres 6nemli bir bilesen olarak belirtilmektedir *. Preeklampsideki calismalar:
zorlastiran sebeplerden bazilar1 da preeklampsi icin belirli bir test olmamasi, ortaya
cikis noktas: ve gelismesinin tahmin edilememesi ve gebeligin sonlanmasiyla hastaligin
ortadan kalkmasidir. Bunu yan sira, spiral arterlerdeki yuzeysel(yetersiz) endovaskdler
sitotrofoblast invazyonu ve endotelyal hicre disfonksiyonu preeklampsinin
patogenezinin merkezinde yer alan temel mekanizmalardan ikisi olarak gorilmektedir
(Sekil 2.1) “°.

Preeklampsinin baslangici, plasental ve spiral arterlerin bozulmus ekstravilloz
invazyonu ile gerceklesir. Fetal trofoblastik hicreler bazal arterlerden yukselen
myometriumu uterusun desidual bolgesine kadar saran spiral arter endotelini, internal
elastik laminasini isgal eder. Intervilloz araliktan myometriumun i¢ kismina kadar
vaskdler degisiklikler olur ve genellikle bu olay gebeligin 20. haftasinda tamamlanir.
Elastik miskuler arterler, bilyimekte olan fettisuin gereksinimlerini karsilamak amaciyla
caplarin1 arttirarak ylksek akimli dusuk rezistans sistemine gecerler. Ancak
preeklampside bu olaylar gerceklesmedigi icin "akut arteroz" ad: verilen durum ortaya
cikar. Bununla birlikte, aktif duruma gelmis trombositler artmis miktarlardaki plasental
blylme faktorini (PLGF) uretirler. Bu faktorler de endotel proliferasyonuna sebep
olur. Bunun sonucu vazoaktif peptitlerin anormal yikimindan kaynaklanan
prostasiklinin azalmasi ve tromboksan, endotelin-1, fibronektin seviyesinin artmasi gibi

diger anormallikler gorulur®.

10



One siriilen diger bir teori imminolojik uyumsuzluk durumudur. Burada lokal
antijen bloke edici faktorlerin yetersizliginden dolay: fetiise karsi maternal bir immin
yanit olusur. Bu durum, plasentanin hasar gérmesine sebep olur. Sonug¢ olarak, farkl
dokular arasinda uyumsuzluk ortaya cikar *'.

Gebeligin erken haftalarinda, sitotrofoblast hicreleri dallanan villuslara dogru
goc etmeye baslar. Sinsityotrofoblastlara dogru trofoblast kabugunu sararak
sitotrofoblast kolonlarini olustururlar. Trofoblast hiicreleri goclerine devam ederek
plasental yatak altinda, myometriumda kolonize olurlar. Sitotrofoblast hiicre kolonlar:
spiral arterlere ulasinca trofoblast hiicreleri limen icine yerlesirler ve intraliminal tikaci
olustururlar. Endovaskdler trofoblast hucreleri spiral arterlerin endotel hcrelerinin
yerini alir ve medya tabakasini isgal ederler. Bundan dolay: néral muskiler ve elastik

yapilar zarar gorir *+*.

IH:LIL PLASENTAL FAKTORLER | MATERAL RISH FARTORLERT
| [aw—
f P 1
4 f::’f WSkl — - Hronik ipartanelyon
Tayt hasentd o L Obsezne
partuzyom Dryaal
Ralwnsci binaens Eruloted
hasilaniast hagan

It

.UaWMm-n ::}mmarm '(::.Innllq:-man!.m |

s, |- Protsinind 3. Bawek hastalidan
« Elomemilar hasar L Bl ok yelmediy

+ | Irombons (. Troanboll
L PMatelct aktvasyonn | Trambeshapen

o |- ke Hasai)
Zigll ki itz | - Nisbetlar

Sekil 2.1. Preeklampsi patofizyolojisi icin éne siiriilen mekanizmalar®

Gebelikte sistemik vaskiler direncin azalmasi, kan basincinin dusmesi, kardiyak
atim hiz1 ve hacminin yikselmesi, kan hacminin artmasi gibi maternal kardiyovaskuler

fizyolojik degisiklikler olur. Bu degisiklikler plasental yatakta hemodinamik
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degisiklikler olusmadan 0Once, gebeligin ilk trimesterinde baslar. Myometriuma ve
plasental yataga olan kan akimi uterus dolasimindaki iki bilesendir ve ayri kontroller
altinda yonetilir. Myometriuma olan kan akimi genellikle otoregulasyon ile kontrol
edilir. Ancak, plasental yataga olan akim normal gebeliklerde pasif durumdadir. Normal
gebeliklerde vaskiiler rezistanstaki azalma sonucu uteroplasental yataga olan kan akimi
artar™®. Damar sayisinin artmasiyla birlikte spiral arterler uteroplasental arterlere
donusdrler. Bu olay yaklasik olarak 12. haftada baslar ve gebeligin 18 ila 20.
haftalarinda en Ust seviyeye ulasir. Trofoblast tabakalari ilerlemeye baslar. Olusan
damarlar gorunti ve islev olarak arterlerden farklidir. Sitotrofoblastlar damar limeni ve
duvarina invaze olurlar. Boylece damar kas tabakasi dejenere olur, arterler dizlesirler
ve buyuk bir dilatasyon gerceklesir. Plasental yatak damarlanmas: kivrimli venlere
benzer. Bu damarlar desidua tabakas: icinde yayilirlar. Ayni1 zamanda muskuloelastik
Ozelliklerini  kaybederler. Bu sebeple vazoregulator bilesenlere ve basing
degisikliklerine cevap veremezler *+4344,

Preeklampsi ve plasenta patofizyolojisinde yetersiz trofoblast invazyonu ve
damar transformasyonu belirtilmistir. Basarili bir trofoblast go¢l olmayabilir. Ayrica
fizyolojik vaskdler transformasyon eksikliginden kaynaklanan plasentanin her iki
tarafinda kardiyovaskiiler fonksiyon bozuklugu ortaya cikabilir**. Plasenta fetal ve
maternal dolasim sistemleri arasinda gazlar, besinler ve artik maddelerin degisimi icin
gerekli bir vaskiler organdir. Embolizasyon ile maternal uteroplasental akimin azalmasi
durumunda fetal umblikal akimda bir azalma gerceklesir. Bu sebeple hayati 6nem
tasiyan organlar dikkate alinarak kardiyak output fetus tarafindan yeniden duzenlenir.
Bunun yan sira, uterus kan akiminin artmasiyla fetal dolasim hiz: da artar .

Preeklampsinin ortaya c¢ikmasindaki en onemli faktorlerden biri de
hipertansiyondur. Periferik damar direnci ve kardiyak output kan basincin: etkileyen iki
etmendir. Saglikli gebelerde 1. trimesterde kardiyak output gebe olmayan kadinlara
gore %30-50 oraninda artar ve artisin durmasiyla gebeligin sonlanmasina kadar ayn
seviyede kalir. Ancak, preeklamptik kadinlarda artis durmayarak gebeligin sonuna
kadar yikselmeye devam eder. Bunun yani sira, periferik damar direnci normal
gebelerde azalirken, preeklamptik gebelerde artar. Bu da preeklamptik kadinlarda ortaya
cikan hipertansiyonun temel sebebi olarak belirtilir *°
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Saglikli gebelerde anjiyotensin IlI'ye karst direng olusurken preeklamptik
kadinlarda hassasiyet artar. Preeklamptik kadinlardaki bu durum, 17. haftadan itibaren
baslamaktadir. Bundan dolayi, preeklampsi riski tasiyan hastalarin daha onceden
hastaliginin bilinebilecegi belirtilmektedir °.

Saglikli gebelerde tromboksan A2 ve prostasiklinin her ikisinde de artis
gbzlenmesine 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 orani artar. Hasar gormis endotel hicrelerinden prostasiklin Gretiminin
azalmasi sebebiyle tromboksan A2 saliniminin ortaya ¢ikmasi bu olaydaki temel neden
olarak gosterilmektedir “®*". Preeklampsinin cesitli sistemlerle iliskisi bulunmaktadur.

2.1.7.1. Kardiovaskuler sistem:

Labil olan kan basinci, endojen vazopressorlere olan artmis duyarlihigin bir
gostergesidir. Plazma volimi, preeklamptik gebelerde normallere nazaran %9
azalmistir. Bazen agir olgularda % 30- 40'a kadar azalmaktadir. Ancak pulmoner 6dem
olmayan preeklamptik gebelerde santral ven basinci ve pulmoner kapiler basing
normaldir. Plazma volumu azaldigr halde, santral ven basinci ve pulmoner kapiler
basincin normal olmasi, intravaskdler volimiin santral sirkiilasyona yonlenmesi sonucu
normal kardiak dolum basincinin saglanmas: ile miimkun olmaktadir. Preeklamptiklerde
hemodinamik degisiklikler konusunda pek c¢ok cesitli ancak fikir birligi olmayan
calismalar yapilmis olmakla beraber, bazi ¢alismalar hiperdinamik yap: ve artmis
kardiak atim oldugunu ortaya koymuslardir. Yapilan bir ¢caligmada (Gronendijk ve ark.)
plazma volim genisleticiler ile vazokonstriksiyonun azaldigi ve kardiak atimin arttigi
tespit edilmistir®®. Bu ve benzeri calismalar ortaya koymaktadir ki; preeklampside
vazokonstriksiyon ve hipoperflizyon tabloya hakimdir. Diger bir arastirmada (Easterling
ve ark.) preeklamptik gebelerin Doppler ile kardiak fonksiyonlar1 izlenmistir.
Preeklampsinin agirlig: arttikca, tablo hiperdinamiden yuksek sistemik vaskler dirence
dogru degismektedir®. Bir baska arastirmacinin (Cotton ve ark.) tedavi almayan agir
preeklampsi olgular1 Gzerine yaptg: ¢alismada, 3 asamali hiperdinamik yap: tesbit

edilmistir. Bunlar,
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1. Olgularin ¢ogunlugu; artmis kardiak atim, normal ya da hafif artmis sistemik
damar direnci, normal ya da hafif azalmis plazma voliimi ve dolum basincr ile
karakterize hiperdinamik yapiya sahiptirler.

2. Normal kardiak atim ve diistik dolum basinci fakat artmis sistemik damar direnci
s0z konusudur.

3. Sol ventrikul fonksiyonunda yetersizlik ile ortaya cikan plazma hacminde

belirgin azalma ve 6nemli derecede artmis sistemik damar direnci mevcuttur.

Preeklamptik gebeler, genellikle normal kan atim hizina sahiptirler. Pek ¢ok
calismada santral ventz basing ve pulmoner kapiller basing olcumleri yapilmustir.
Ancak santral vendz basing ve pulmoner kapiller basing arasinda gok zayif bir iligki
saptanmustir. Preeklamptik bir hastada belirli bir diizeyde santral ven6z basing saglamak
amac ile bolus halinde ¢ok sivi verilmesi zararlidir. Kolaylikla pulmoner ¢deme yol
acabilir. Clnkl kolloid osmotik basing pulmoner kapiller yatak basing iliskisi tersine
donmdistar.  Kolloid osmotik  basing, normal gebelerde azalmis albumin
konsantrasyonuna bagli olarak zaten dusuktir. Ancak preeklamptik gebelerde bu
dusuklik cok belirgindir. Normal gebelerde 22 mmHg iken preeklamptiklerde 18
mmHg civarindadir. Artmis damar permeabilitesi, intravaskiler sivinin ve proteinin
interstisyel sahaya kacisinin mevcut oldugu olgularda, disuk kolloid osmotik basing

pulmoner édem riskini cok arttirir™.

2.1.7.2 Hematolojik sistem:

Pithtilasma bozukluklari, 06zellikle agir olgularda belirgindir. Burada
hiperkoagbilite, fibrinolizis ve trombosit aktivasyonu olmak lzere 3 ana komponent
s0z konusudur. Preeklampside hiperkoagulibite, normal gebelikte mevcut olan
hiperkoagubilitenin belirgin olarak daha da artmas: ile kendini gosterir. Artmis
protrombin zamani, pihtilasma fakdérlerinin bazilarinin (11,V,X) aktivasyonu ve azalmis
fibrinojen tabloya hakimdir. Koagulasyon ile olusan fibrinin plazmin ile yikimi1 sonucu,
dimerik (D-dimer v.b.) yikim Urlnleri agiga ¢ikar. Fibrin yikim Grlinlerinin ol¢tulmesi ile
fibrinolizis hakkinda fikir edinilebilir. Ancak burada ayn: zamanda fibrinojen
yikimindan agiga ¢ikan fibrin yikim Grlnleri de mevcuttur. Bu yuzden fibrin yikim

urinlerinin tam dogru tesbit edilebilmesi icin fibrin D-dimer O6lciimi yapilmas:
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gerekmektedir. Boylece damar igin pihtilasma ve fibrinolizisin varligi daha spesifik
olarak tespit edilebilir. Ayrica agir preeklampsi olgularinda, Faktor VIII antijen/aktivite
oranina bakilarak da artmis trombin yapimi hakkinda fikir edinilebilir. Preeklampsi
olgularinin  %15-30'unda trombositopeni gelisir. Agir preeklampsi olgularinda,
100.000/ml ve altinda trombositopeniye siklikla rastlanir. Bir ¢alismada, trombosit
sayist ile iligkili olmayan kanama zamaninda uzama saptanmistir. Buradan hareketle
preeklampside hem trombosit fonksiyonlarinda hem de sayisinda bozukluk oldugunu
ileri  surmuslerdir. Ayrica preeklampside; trombositlerden salgilanan beta-
tromboglobulinlerde  artma,  trombosit  yarilanma  0mrinde  kisalma ve
megatrombositlerin  periferik kanda gorulmesi diger parametrelerdir. Ayrica
trombositlerin agregasyonuna karsi olan prostasiklin etkisi, gebelikte, gebe olmayanlara
nazaran azalmaktadir. Preeklampside ise daha fazla olup %50 dlzeylerindedir. Keza
agir preeklampsinin nadir formu bir olan HELLP sendromunda da trombositopeni

mevcuttur™.

2.1.7.3. Bobrek fonksiyonlar:

Glomerllerdeki intrakapiller hucrelerdeki sismeye bagl: olan ve olusan iskemi
neticesi  olusan, glomerillerdeki buytume, bobreklerdeki tipik lezyonlardir.
Glomerulopati sonucu, buyuk molekil agirlikli proteinlere karsi gegirgenligin artmasi
sonucu proteindri gelisir. Proteindrinin derecesi ile glomerdillerdeki histolojik
bozulmanin ve hipertansiyonun ¢ok yakin iliskisi vardir. Albumine ilaveten globulinler,
hemoglobin ve transferin gibi diger proteinlerin de idrarda saptanmas: ile
glomertilopatinin agirligi paraleldir. Serum kreatinini nadiren normalin Ustline cikar,
1gr/dI’nin Uzerinde saptanmasi bir renal tutulmanin gostergesidir. Preeklampside Urat
klirensi diiser ve serumda Urik asit artar. Urik asit ylksekligi preeklampsinin erken
belirtecidir.

Oligdri ise preeklampsinin agirlig: ile paraleldir ve 24 saatte 400 ml'den az idrar
cikisi ile kendini gosteren oligiri varhg intravaskiler volimin ivedilikle
degerlendirilmesini gerektirir. Renal yetmezlik ¢ok nadiren gozlenir ve genellikle renal
fonksiyonlarda tam bir normallesmenin geriye donust gozlenir. Ancak bilateral renal
kortikal nekroz meydana gelmisse, bobrek yetmezligi yerlesir. Oliguri ve azotemi ile

karakterize olan bobrek yetmezligi, dogumu takiben 1 hafta icinde dizelir. Bir
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calismada (Sibai ve ark) 31 olguluk akut renal yetersizlik serisinde %50'ye yakin dializ
gerekliligi  bildirmistir. Proteinuri 1 hafta iginde kaybolurken, bu hastalarda
hipertansiyonun normale dénmesi bazen birkag haftay: alabilmektedir®’.

2.1.7.4. Endokrin ve metabolik degisiklikler:

Endokrin ve metabolik kontrolde renin-angiotensin-aldesteron sistemi énemli bir
role sahip olmakla beraber, diger vazoaktif (prostaglandinler, vazopressin, atrial
natritretik peptid gibi) hormonlar, sempatik sinir sistemi, kalp, dolasimdaki kan volimdi
ve damarlarda kontrol sistemin parcasidirlar. Bu kontrol sisteminin amaci, kan

basincinin belirli bir diizeyde tutulmasidir®,

2.1.7.5. Pulmoner degisiklikler:

Preeklamptik gebelerde, farengolarengal 6demden ve st solunum yollarindaki
daralmadan dolay1 artmis bir risk s6z konusudur. Eger pulmoner 6dem tabloya eklenmis
ise, agir preeklampsinin ciddi bir kompliksayonudur. Bu durum yaklasik % 3 olguda
go6zlenir. Pulmoner édemin %30'unun antepartum ve % 70'inin ise postpartum dénemde
goruldugt bildirilmistir.  Pulmoner 6demin Postpartum ogularinin  ¢ogununda,

dogumdan énce agir siv1 yilklenmesinden meydana geldigi saptanmistir®.

2.1.7.6.Karaciger bozuklugu:

Preeklampside serum transaminazlarin yikselmesi sik gozlenen bir durumdur.
Epigastrik ya da subkostal agri, 6deme bagli olarak karaciger kapsilunun gerilmesinden
ya da subkapsuler veya parenkimal kanamadan dolay: gelisir. Nadiren karaciger kapsuli
kanamadan dolay: yirtilabilir. Boylece intraperitoneal kanamaya sebep olabilir.
Preeklamptik olgularin karaciger biopsilerinde, hafif periportal fibrin ¢Okmeleri
gorulebilir. Subendotelyal fibrin ¢gokmesi, tipki bobrekte oldugu gibi endotel hasarinin

sonucudur®.

2.1.7.7.Norolojik degisiklikler:
Preeklampsinin klasik norolojik bulgulari; ciddi bas agrisi, gdrme bozukluklars,
hipereksitabilite ve hiperrefleksidir. Konvilsiyonun gdzlenmesi ile eklampsi olusur.

Eklampsinin etyolojisi bilinmemekler beraber, bazi yazarlar tarafindan hipertansif
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ensefalopati ya da kan basincinin belirli bir esik degeri asmasi ile serebral kan dolasimi
otoregulasyonunun bozulmasi olarak tarif edilmektedir. Ancak eklamptik olgularin
yaklasik %20'sinde, kan basinct 140/90 mmHg ya da altinda saptanmaktadir. Diger
taraftan vazospazm, kilcuk kanama odaklari, mikroinfarktlar, tromboz ve serebral

6demin de eklampside rol oynayabilecegi ileri sirtlmistar®.

2.1.7.8. HELLP sendromu:

Hemoliz, karaciger enzimlerinde ylkselme ve trombositopeni ile karakterize,
agir preeklampsinin bir formudur. Hepatit, gebeligin akut yagl karacigeri ve trombotik
trombositopenik purpura ile karistirilabilir. Mikrovaskiler endotel hasari, intravaskdler
trombosit aktivasyonu ve hemoliz tabloya hakimdir. Literattirde bildirilen olgulara
bakildiginda, tanimlamalar arasinda farkliliklar coktur ve gercek sikligi sdyleyebilmek
olas1 degildir. Bu konuda bir grubun (Sibai ve ark.) tanimlama agisindan Onerisi su
sekildedir:

1) Anormal periferik yayma ve hiperbilirubinemi,
2) Yikselmis SGOT (70 U/l <),
3) 100.000/ml den az trombositopeni

HELLP olgularinin %90'1nda yorgunluk, sag tst kadran agrisi; %50'sinde bulanti
ve kusma vardir. Dogumu takiben hemoliz 48 saat iginde geger. LDH postpartum ilk
gunde belirgin yuksektir. Trombositler ilk 72 saat icinde genellikle 100.000’in tizerine
cikar. Eger trombosit sayis1 50.000 ve altinda seyrediyorsa maternal morbidite ¢ok artar.
HELLP sendromu ne kadar agir ve uzun sirerse, o Ol¢tide maternal morbidite ve
mortalite artar. Fiokta olan, masif asit ya da plevral eflizyonu olan ve omuz agrisi
yakinmasi olan hastalarda, mutlaka ultrason ile karaciger subkapsiler hematomu veya
riptird arastirilmalidir. Bir grup arastirmaci (DeBoer ve ark.) HELLP sendromunda
dissemine intravaskiler koagilasyon (DIC) siklhigini arastirmis ve hepsinde kompanse
DIC tespit (trombin-ATIHI kompleksi, azalmis ATIII ve protein-C fakat normal
pihtilasma) etmesine karsilik, dekompanse DIC saptamamistir. Agir preeklamspide

oldugu gibi dogum saglanmali ve 6zenle takip-tedavisi yapilmalidir®.
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2.1.7.9.Pulmoner 6dem:

Cok sik karsilasilan bir komplikasyon degildir. Altta yatan sebebin tespiti
(sepsis, siv1 yuklenmesi, kalp yetmezligi) ve giderilmesi ile tedavi edilir. Hipertansiyona
bagh olarak artmis "afterload” nedeni ile sol ventrikil sistolik fonksiyonu bozulur ve
buna bagli olarak sol atrium basinci artar ve bu da geriye yansiyarak pulmoner kapiller
basingta artisa yol acar. Boylece ortaya artmis PCWP ve azalmis kolloid onkotik basing
nedeni ile pulmoner 6dem gelisir. Bir grubun (Sibai ve ark.) retrospektif olarak
inceledigi 37 pulmoner 6dem olgusunda maternal komplikasyon olarak %46 metritis-
sepsis, %32 plasenta dekolmani, %49'unda DIC, % 27'sinde akut bobrek yetmezligi,
%14'tinde kardivaskiler yetmezlik, %11'inde maternal mortalite ve %49'unda perinatal
mortalite tespit etmistir. Goruldug gibi ciddi maternal komplikasyona neden olan bir
preeklampsi komplikasyonudur. Bu nedenle 6zenle ve dogru bir sekilde tedavi
edilmelidir. Oksijenizasyon saglanmasi, sivi kisitlamasi, ditretik uygulanmasi ilk
asamadaki yaklasimdir. Duzelmeyen olgularda COP-PCWP oranina bakilarak, dusuk
olan olgularda kolloid uygulamas: yapilmalidir. Sol ventrikil yetmezligi iginde olan
olgularda dopamine uygulanmasi diger bir alternatiftir. Eger tim tedbirlere ragmen

diizelmezse trakeal entiibasyon ve ventilasyon gerekebilecektir>.

2.1.7.10. Plasenta dekolmani:

Preeklamptik olgularin yaklasik %2'sinde gorilur. Gebeligin agirlastirdig:
kronik hipertansiyon olgularinda daha sik goruldigi bildirilmistir.Fetusun 610 oldugu
dekolman olgularinda, maternal kan volumiiniin en az %50 kadar kanadig: bilinmelidir.
Maternal mortalite ve morbidite Uzerine, hem kan kaybi1 hem de gelisebilecek DIC

acisindan onemli etkisi vardir™.

2.2 Preeklampsi Genetigi

2.2.1. Aile Cahsmalarn

Preeklampsinin ailesel bir bileseni vardir. Preeklampsili gebeliklerden dogan
kadinlarin normal gebeliklerden dogan kadinlara gore preeklampsi olma riski 3 kat daha

fazladir’®®

. Dr. Leon Chesley; 1935'te eklamptik kadinlara yodnelik bir calisma
baslatmis ve 1974'e kadar strdurmistir. Chesley 1931 ile 1951 yillar1 arasinda diinyaya

gelen eklamptik 147 kiz kardes, 248 kiz cocugu, 74 kiz torun ve 131 gelin gebelerle
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ilgili bilgi toplamistir. Chesley'in verileri 0.25 olarak varsayilan gen sikligina sahip tek
gen modeli ile neredeyse uyusmaktadir®>>®°, Yapilan aile calismalar Cizelge 2.4'te
dzetlenmistir®.

Arngrimsson ve arkadaslar1 birlestirilmis aile verileri icin dort kalittm modelini
test etmisler ve bu verilere azaltilmis penetransa sahip temel maternal dominant gen
modeli ya da multifaktoriyel modelin uydugunu belirtmislerdir>*°>*". Aile calismalari,
maternal genlerin preeklampsi etiyolojisinde rolleri oldugunu desteklemektedir.

2.2.2. ikiz Cahsmalan

ikiz calismalar: hastaligin kahtilabilirligini hesaplamak igin kullanilmistir. Tek
yumurta ikizleri; somatik hiicre mutasyonlari, mitokondriyal DNA molekiillerinin sayisi
ve kadinlardaki X inaktivasyonu modeli hari¢ genetik olarak aynidir. Cift yumurta
ikizlerinde ise yaklasik olarak genlerin yarisi aynmidir.

Preeklampsi ile uyumlu iki tane tek yumurta ikizi ¢aligmas: yayinlanmistir, fakat
genis caplt Gc ikiz cahismas: preeklampsi ile uyumluluk bulamamistir®®. 917 tek
yumurta ikizi ve 1199 cift yumurta ikizini iceren bir ¢alisma, ikiz kardesi preeklampsi
olan kadinlarin %25'inin aymi hastaliga yakalandigini tespit etmistir. Cift yumurta
ikizlerinde bu oran %6 bulunmustur. Bu c¢alismanmin kalitilabilirlik hesaplamalarina
gore, preeklampsinin etiyolojisinde cevresel etkiler yaklasik olarak genetik etkilere esit
bir 6neme sahiptir*®. Preeklampsinin etiyolojisinde, ikiz calismalar: maternal genlerin
tek basina roliinden cok maternal ve fetal genlerin etkilesimini destekler. Boyle bir
kombinasyon ayni veya farkl: genlerin allellerini igerebilir. Preeklampsideki transgenik
fare modeli buna iyi bir 6rnektir 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 proteinuri ile
kendini gosteren preeklampsi benzeri sendromla sonuglanmistir. Fakat normal farelerde
buna rastlanmamistir™.

ikiz cahismalar;, maternal ve fetal genetik faktorlerin etkilerini cevresel
faktorlerden ayiramaz. Bu amacla, Cnattingius ve calisma arkadaslari, tuim kardeslerin
yer aldigi genis capli bir calismadaki gebelik sonuclarini analiz etmislerdir. Analiz
sonuglarina gore, genetik faktorlerin preeklampsideki etkilerinin %50'den ¢ok ve

maternal genlerin katkilarinin fetal genlerden daha fazla oldugu tespit edilmistir.
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Ayrica, preeklampsi Uzerinde guclu cift etki (cevresel katki ve maternal ve paternal
genler arasinda etkilesim) oldugu da belirlenmistir®™.

2.2.3.Fetusteki Genetik Aberasyon

Preeklampsi ve fetal trizomi 13 ya da 13q i¢in kismi trizomi arasindaki baglanti,
kromozom 13 Uzerinde kodlanmis olan bazi fetal genlerin dozaj etkisi oldugunu ileri
stirmektedir®. Geni kromozom 13q12 zerinde bulunan ve plasental orijinin dogal
olarak meydana gelen anti-anjiyogenik bir molekuli olan sFlt-1'in asir1 salinmasi
preeklampsideki maternal sendromun patogenezine katkida bulunur. Preeklampsi 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 maternal ve 46 paternal olmak lzere 69
kromozomludur, halbuki 23 paternal ve 46 maternal kromozom iceren triploidi molar
plasental degisiklerle iligkili degildir. Triploidili 2. trimester gebelik donemine ait 70
olguya dair raporda, bu gebeliklerin %28,3'linde plasental molar degisiklikler tespit
edilmistir. Tim bu gebeliklerin %4,3'linde preeklampsi tanimlanmstir, fakat plasental
molar degisiklik tespit edilmis gebeliklerde bu oran %15 olarak bulunmustur %462

Trofoblastik genoma hem paternal hem de maternal katki, hem embriyonik hem
de ekstraembriyonik dokularin dengeli gelisiminin korunmas: igin gereklidir. Molar
degisikliklerde, preeklampsiye yatkinligin ileri sidrtlmesinde bircok olasi acgiklama
mevcuttur. (i) Yuksek gen yiklemesi ve damgalama degisiklikleri fetusiin normal
gelisimini bozar. (ii) Anneye yabanci olan fetusteki genom miktar: artar ve tam molar
degisikliklerdeki gebeliklerde anneye timiyle yabanci olur. Yumurtanin bagislanmis
oldugu gebeliklerde preeklampsi insidansida artar ki bu gebeliklerde de fetlisiin tim
genomu anneye yabancidir. (iii) Genislemis Kistik plasentadaki azaltilmis perflizyon
preeklampsiye yatkindir™. Fetiisteki genetik aberasyon icin yapilan calismalar fetal
genlerin preeklampsi etiyolojisindeki temel roliinli desteklemektedir.

2.2.4.Paternal Genotipin Katkisi
Preeklampside plasentanin merkezi rolii fetiisteki paternal genlerin de hastaligin
gelisiminde etkisi olabilecegini godstermektedir. Norve¢ toplumunda yapilmis bir

calismaya gore daha 6nce baska bir kadindan preeklamptik gebelik sahibi olmus bir
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erkekten gebe olan bir kadinin preeklampsi gecirme riski iki kat daha ylksektir. Bu
sonu¢ Utah toplumundaki verilerle de desteklenmistir. Preeklamptik bir gebelikten
dogmus bir babanin ¢cocugunun normal gebelikten dogmus bir babanin ¢ocuguna gore
preeklamptik bir gebelikten dogma riski iki kat daha yuksektir*®. Norvecli
aragtirmacilar Norveg'teki dogum kayitlarindan alinmis olan 438 597 anne ve bebek cifti
ile 286 945 baba ve bebek ciftinin bilgilerini inceleyerek preeklampside ikinci nesli
calismiglardir. Preeklamptik gebelikten dogmus bir erkegin preeklamptik bir babalik
gecirme riski 1,5 kat artmistir®. Paternal genotipin preeklampsiye katkis: genis verilere

sahip calismalarla desteklenmistir.

2.2.5. Paterniti ve Gebelik Arahgindaki Degisiklik

Preeklampsinin immun temelli veya immiinogenetik etiyolojiye sahip olabilecegi
hipotezi 6ne surilmastur. Preeklampsi cogunlukla ilk gebelikte ortaya ¢ikan bir
hastaliktir. Preeklampsinin normal bir gebelikten sonra gortlme sikligi ilk gebelikte
gorilme sikhiginin yansidir®®3324483 - Ayrica ilk gebeligi dustikle sonuglanmis bir
kadinin ayni erkekten ikinci gebeliginde preeklampsiye yakalanma riski yaklasik olarak
yariya iner. Partner degisiminin daha ©nce preeklampsi olmamis kadinlarda riski

arttirdig1 daha énce preeklampsi olmus kadinlarda ise riski distirdiigii gosterilmistir ®.

2.2.6.Aday Gen Cahsmalan

Genetik baglanti calismalart preeklampsinin patofizyolojisi ile iligkili aday
genlerle yapilir. Kan 6rnekleri hem hasta hem de kontrol gruplarindan toplanir. 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 galisiimas: i¢in fonksiyonel
olarak anlamli bir polimorfizmin secilmesi miimkiindiir®®.

Preeklampsideki genetik baglanti ¢alismalar: ile ilgili yayinlarin sayisi son on
yilda surekli artmistir, fakat bu calismalar herkesce kabul edilen yatkin genler
tanimlayamamistir. Aday genler Cizelge 2.5'te 6zetlenmistir. Trombofili, sitokinler, ve
anjiyotensinojeni de iceren 8 aday gen kapsamli bir sekilde calisilmis, fakat celiskili

sonuclar elde edilmistir®***>"" Aday gen calismalarindaki celiskili sonuclar icin
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bircok agiklama one sdrdlebilir: (i) Cahisilan populasyon segimi. Eger bir allel bir
populasyonda diger bir populasyondan daha sik bulunuyorsa ve hastalik sikligi bu iki
populasyon arasinda degisiyorsa, bu iki populasyon arasinda yanlis pozitif sonuclar elde
edilebilir. (ii) Preeklamptik fenotipin tanimi dogru degildir. Bircok siniflandirma
kullanilmigtir. Gegerli tanimlamalarin hicbiri hastaligin ardinda yatan farkli patojenik
mekanizmalar1 uygun sekilde yansitmaz. (iii) Farklh cevresel faktorler genetik
faktorlerle etkilesime girebilir ve preeklampsiye egilimi degistirebilir. (iv) Aday gen
calismalarinin cogunda tek nikleotit degisiklikleri (SNP) analiz edilmistir. Preeklampsi
gibi multifaktoriyel hastaliklarda, haplotip analizi genelde baglantinin tespitinde ya da
dislanmasinda ek bir gug saglar. (v) Baglanti ¢alismalarinda ¢oklu testlerin istatistik
korelasyonu gereklidir™>*,

Aday gen calismalarinin ¢ogunlugunda maternal genotipin roll (zerinde
durulmustur. Son zamanlarda, Preeklampsi Genetigi Birligi (GOPEC) ¢ok merkezli bir
calismayla maternal ve fetal genlerin katkisi tzerine yogunlasmistir. Preeklampsiyle
iliskilendirilmis alt1 aday geni calismislardir: 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 baglantil
istatistiksel olarak anlaml1 hicbir genotip risk oran1 bulunamamistir®.

Genetik baglanti ¢calismalarindaki yonergeler (kilavuzlar) son zamanlarda sunlar
Onermistir: Yuksek sayida hasta, etnik kokenle eslestirilmis kontrol gruplari, yas ve
cinsiyet, coklu karsilastirmalarin ayarlamalari, fizyolojideki fonksiyonel degisiklikteki
polimorfizm, bagimsiz 6rnek grubundaki sonuclarin tekrari ve negatif sonuglanmis
yiiksek kalitedeki baglanti calismalarinin  yayinlanmasi®. Baglanti  calismalar:
fonksiyonel calismalar degildir, fakat gelecekte yapilacak klinik calismalar icin yeni
yaklasimlar saglamaktadir. Genis bilgiler iceren populasyon calismalarindaki cesitli
aday genlerle ilgili sistematik derlemeler, hastalarin tanimlanmasi, 6érnekleme, hasta ve
kontrollerin sayis1 ve sonuclar okuyucular igin yardimci olabilir. Preeklampside aday
gen calismalari muhtemelen maternal fetal etkilesimleri iceren genlere yonelik en iyi

calismalardir>>*°>

. Fetal genotip ve maternal fetal genotip etkilesimini arastiran
calismalarin sayis1 azdir ve gegerli yatkin herhangi bir gen tespit edilememistir.
Muhtemelen, preeklampsi ile baglantili tek bir temel gen bulunamayacaktir fakat ¢coklu

baglantilar ortaya cikarilacaktir. Uygun sekilde ydritulecek baglanti c¢alismalar:
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arastirmayr tesvik edebilecek ve belki de preeklampsiyle ilgili beklenmeyen
biyokimyasal yollara dikkat cekecektir®.

Cizelge 2.3 Preeklampside belirlenmis olan aday genler>**>

Gen Sembol
Trombofili

Faktor V Leiden F5
Metilentetrahidrofolat rediiktaz MTHFR
Protrombin F2
Plasminojen aktivator faktor-1 PAI-1
Integrin glikoprotein Illa GPllla
Oksidatif stres ve Lipid metabolizmasi

Aploliprotein E ApoE
Lipoprotein lipaz LPL
Mikrozomal epoksit hidrolaz EPHX
Glutation S-transferaz GST
Endoteliyal fonksiyon ve Angiogenezis

Endoteliyal nitrik oksit sentetaz 3 eNOS3
Vaskiiler endoteliyal blytme faktoru reseptorii 1 VEGFR-1
Vaskiiler endoteliyal blytme faktori VEGF
Immiinoregiilasyon

Tumor nekroz faktor alfa TNF-a
Interlokin 1 reseptor antagonisti IL1Ra
Interlokin 1 alfa IL-1a
Interlokin 10 IL-10
T-lenfosit bagl protein 4 CTLA4
Hemodinamik

Anjiyotensinojen AGT
Anjiyotensin donistdrucl enzim ADE
Anjiyotensin Il tip 1 reseptori AGTR1
Anjiyotensin Il tip 2 reseptori AGTR2
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2.2.7. Kapsamli Genom Taramalari

Hastalik geninin pozisyonel klonlamasi, ilgilenilen hastalikta aileler boyunca
aktarilan kromozom bdlgelerinin tamimlanmasi ile baslar(genetik baglanti). Kapsamli
genom taramasinda diizenli bir sekilde yerlestirilmis mikrosatellitler (Cok basit DNA
dizilerinin kisa tekrar dizileri) kromozomal bélgeleri tanimlamak icin genom boyunca
kullanilir. Kapsamli genom taramas: hastaliga yatkin genleri ¢alismak igin zorlu
yontemler icermektedir >°.

Preeklampsi icin kapsamli genom taramalar1 Cizelge 2.6'da 6zetlenmistir. Kesin
tan1 Kriteri sadece yeni ortaya ¢ikmis hipertansiyon ve proteinuri veya eklamptik
kadinlar isaret eder. Halbuki genel tan: kriteri ayrica yeni ortaya ¢ikmis hipertansiyonu
olan, proteindrisi olmayan kadinlar: da isaret eder. Muhtemelen, preeklamptik bir ailede
genel tan1 kriterine sahip bir kadin kesin tani kriterine sahip etkilenmis akrabalariyla
ayni genetik risk faktorlerini paylasir. Sadece kesin tani kriteri kullaniliyor olsa bile, her
zaman bir fenokopi (farkl genetik altyapr ile benzer bir fenotip) ihtimali vardir >°.

Preeklampsi icin ilk kapsamli genom taramasi 1992 de yayinlanmistir ve analiz
icin tam olarak etkili resesif kalittm modeli ve kesin tani kriteri kullanilmigtir. O
donemlerde bazi baglanti calismalarinin yogunlastig: aday bolgelerden HLA bolgesinde
baglantiya dair herhangi bir kanit bulunamamistir®. ikinci kapsamli genom taramasi
sonucu kromozom 4q uzerinde bir aday bolge bulunmustur. Arastirmacilar 2 kalitim
modeli kullanmistir: yiksek penetransh resesif gen ya da disuk penetransli dominant
gen ile kesin tan: kriteri ve genel tan: kriteri®.

Daha sonraki iki kapsamli genom taramasi ile preeklampsi igin kromozom 2
uzerinde maternal yatkinligi olan bir lokus bulunmustur. Genel tan: kriteri kullanilarak,
Izlanda toplumunda yapilan bir calismada 2p13 lizerinde anlamlz bir lokus tespit edilmis
ve bu sonug iki genis aile ile desteklenmistir. Ayni ¢alismada iki aile disindaki diger
ailelerde, genel tan: kriteri ile 223 tizerinde diger bir lokus bulunmustur. Benzer
kriterler ile, Avustralya ve Yeni Zelanda'daki ailelerde yapilan ikinci genom taramasi
2023 icin olas1 bir baglant: gostermistir. Bu genisletilmis aile paneliyle, arastirmacilar
daha onceden rapor edilmis 4q Uzerindeki aday bolgeleri dogrulayamamiglardir.
izlanda'daki tarama ile bulunan 2p13 Uzerindeki lokus ve Avustralya'daki ikinci
taramada bulunan 2g32 Uzerindeki lokus arasindaki mesafe yaklasik olarak 50cM

olmasina ragmen arastirmacilar iki ¢calismanin da ayni lokusu tespit ettigi ¢ikarimini
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yapmislar ve lokus preeklampsi, eklampsi geni 1(PEE1) olarak belirlenmistir. Ote
yandan, Hollanda toplumunda kan bag: olan ailelerde yapilan sonraki kapsamli genom
taramasi kromozom 2 uUzerindeki baglantiy1 tespit edememistir. Bu ¢alisma HELLP
sendromu Kriterini kullanan tek kapsamli genom taramasidir. 12q icin olasi baglantinin
HELLP sendromu ile iligkili oldugu gortlmustdr, halbuki 10g ve 22q igin olasi baglanti
HELLP olmayan ailelerde de bulunmustur'"2.

Son zamanlardaki kapsamli genom taramas: Finlandiya'da yayinlanmstir. Genel
tani kriteri kullanilarak kromozom 2p25(PEE2) ve 9p13(PEE3) icin anlamli baglant: ve
kromozom 4q32 igin olast baglantt bulunmustur. Bu c¢alismada kromozom 2p25
tizerindeki yatkin lokus, izlanda'da yapilmis calismadaki 2p13 ve Avustralya/Yeni
Zelanda'da yapilmis calismadaki 2923 ile karsilastirildiginda agik bir bicimde farklilik
gostermistir. 9p13 Uzerindeki lokusun Cin ve Finlandiya'da son zamanlarda yapilmis iki
kapsamli genom taramasinda tip 2 diyabet icin aday bir bdlge olabilecegi
gosterilmistir’*>®. 4932 iizerindeki lokus Avustralya'da yapilmis ilk kapsamli genom
taramasindaki aday bolgeye yakindir. Kapsamli genom taramalarinin higbiri 7g36(nitrik
oksit sentetaz gen bolgesinin endotel izoformu) icin daha olasi baglantiy:

dogrulayamamustir®.
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Cizelge 2.4. Preeklampsi igin kapsamli genom calismalar:®*®

Ulke Model Kriter K: [Markir |[Aile Nominal Anlamh
Kisith G:  |Sayisi Sayis1 |veyaolast |baglantisi
Genel baglantist  |olan
olan kromozom
kromozom
Iskogya Otozomal |K 43 35 3,9
Resesif
(OR)
Avustralya |OR, K,G 90 15 4034(G)
Otozomal
Dominant
(OD)
Izlanda Non- K,G 440 124 2023(G) 2p13(G)
parametrik
Avustralya, |Non- K,G 400 34 2023(K),
Y. Zelanda |parametrik 11923(G)
Hollanda  [Non- K, HELLP |293 67 10q,22q(K),
parametrik 12q(HELLP)
Finlandiya |Non- K,G 435 15 4q32(G) 2p25(G),
parametrik 9p13(G)

2.2.8. Genetik Polimorfizmler

Polimorfizm, bir toplumda farkli allellere bagl olarak genetik agidan belirlenmis
iki veya daha cok alternatif fenotipin gériilmesidir”. Eger toplumda herhangi bir
lokusta en az iki tane yaygin bulunan allel varsa bu lokusun polimorfizm gosterdigi
sOylenir ve bir allelin toplumdaki siklig1 %1'den fazla olursa bu allel 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 bdlgelerindeki polimorfizm tiplerinin
cesitli toplumlarda preeklampsi ile baglantilari bircok calismada arastirilmistir. Bazi
bolgelerdeki polimorfizmler preeklampsi ile anlamli derecede baglantili bulunurken
baz1 bolgelerdeki polimorfizmler preeklampsi ile iliskilendirilememistir. Ayrica farkh
toplumlarda ayni bdlgelerdeki polimorfizmlerle yapilan calismalarda da celiskili

sonuglar elde edilmistir®*.
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2.3. Sitokinler

Sitokinler, etkin monosit, makrofaj, lenfosit ve diger hicreler tarafindan Gretilen
peptid veya glikoprotein yapisinda diizenleyici molekullerdir. Bagisiklik veya yangisal
olaylarda gorev yapan hticrelerin etkinliklerini artiran sitokinler, etkilerini sistemik veya
lokal olarak gosterirler. Sitokinler; interlokinler, interferonlar, koloni stimdilan
faktorler ve cesitli biyume faktorleri gibi molekil gruplarindan olusmaktadr.

Hucresel ve sivisal bagisiklik yanitlari, sitokinler olarak adlandirilan protein ve
glikoprotein yapisindaki maddeler tarafindan dizenlenmekte olup interlokinler (I1L-1-
18), interferonlar (IFN a, B, y), granulosit koloni stimilan faktoér (G-CSF), monosit
koloni stimilan faktor (M-CSF) ve granulosit makrofaj koloni stimilan faktér (GM-
CSF) gibi koloni stimulan faktorler, timoér nekroz faktori (TNF a, B, y) ve
transforming growth faktor beta (TGF-B) ailesi, eritropoietin, néron gelisim faktord,
epidermal gelisim faktort, fibroblast gelisim faktorleri, insilin benzeri gelisim
faktorleri ve trombositlerden elde edilen gelisim faktoru gibi buytume faktorleri sitokin
sinif1 icerisinde yer almaktadir™.

Sitokinlerin hedef hucreleri; salindiklart hicreler, yakinindaki hiicrelere veya
dolasima girmis sitokinlerle uyarilan uzaktaki hicrelerdir. Sitokinler genellikle depo
edilmezler ve tretimleri genlerin transkripsiyonu ile baslar’”. Lokositler arasindaki
haberlesmeyi diizenlemede gorev yapan monositler, doku makrofajlar1 ve lenfositler
tarafindan uretilen molekllere 1979 yilinda “interlokin™ ad: verilmistir "8,

Interlokin-2 (IL-2): Onceleri T lenfosit gelisim faktori olarak adlandiriimis olan
IL-2, CD4" ve CD8" T lenfositlerde retilmektedir (4,5). IL-2, T ve B lenfositler ile
timositlerin cogalmasini artirir. Sitotoksik hucreleri etkinlestirerek, timaor hiicrelerinin
yok edilmesini saglar "', Yardimei T lenfositler, B lenfositler, monositler ve NK
hiicreleri etkileyerek cesitli sitokinlerin tretimini artirir . 1L-2 tarafindan etkinlestirilen
T lenfositler, TGF-B, GM-CSF, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, lenfotoksin ve IFNy gibi
enfokinleri salgilarlar. IL-2’nin in vivo olarak ACTH ile kortizolun serum dizeylerini
artirdig1 kaydedilmektedir®. Interlokinlerin genel dzellikleri ve fonksiyonlar: gizelge

2.5’te gosterilmistir.
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Cizelge 2.5. interlokinlerin kaynaklar ve biyolojik etkileri

+76,77,78,79,80

interlékin

Temel hicre kaynaklar:

Biyolojik etkileri

IL-1

Makrofajlar, keratinositler,
fibroblastlar, T ve B lenfositler,

T ve B lenfosit farklilasmasi, yang:
ve kan hiicrelerinin yapim ates, akut
faz proteinlerinin sentezi, sitokin
sentezini uyarma

IL-2 T lenfositler T ve NK hucrelerin aktivasyonu,
T ve B lenfosit gelisim faktoru
IL-3 T lenfositler, makrofajlar, Hematopoetik biyime faktord, ilk
mast hiicreleri myeloid  hicrelerin  gelisimini
artirma, mast hiicrelerinin
aktivasyonu ve histamin sentezi.
IL-4 Yardimci T lenfositler T ve B hicre blylme faktord, IgE
reaksiyonlarinin artirilmasi
IL-5 Yardimci T lenfositler, mast | B  lenfositler B  hicre ve
hicreleri, eozinofillerin uyarilmasi, IgA ve
IgE Uretiminin artiriimasi
IL-6 Fibroblastlar, monositler Fibroblastlar, monositler B hiicre
biyime  faktora, poliklonal
immunoglobilin Gretimi, yanginin
artirilmasi
IL-7 Stroma hiicreleri, dalak ve | T ve B lenfosit gelisim faktord,
bobrek hiicreleri timosit ¢ogalmas: ve sitotoksik T
lenfosit aktivitesini artirma
IL-8 Makrofajlar, T lenfositler Notrofillerin aktivasyonu, nétrofiller
ve lenfositlerin yangi bdlgesine
cekilmesi, IgE sentezinin
inhibisyonu
IL-9 T lenfositler Lenfoid ve megakaryositik
hicrelerin gelisimi,
immunoglobilin sentezi, alerji
IL-10 T lenfositler, mast hiicreleri Sitokin dretiminin inhibisyonu, NK
hlcre aktivasyonu,
immunoglobilin sentezi
IL-11 Kemik iligi stroma hicreleri Hemopoetik  hicrelerin  gelisimi,
akut faz proteinlerinin  sentezi,
kemik rezorpsiyonu, ndron
farklilasmasi
IL-12 Monositler,makrofajlar,dendritik | T lenfositlerin cogalmasi, NK hiicre
hicreler, B lenfositler sitotoksitesi ve IFN-y retimini
artirma
IL-13 T lenfositler IgA ve IgE sentezi
IL-15 Aktif monosit,  kemik iligi | IFN-y dretimi, B lenfositlerin
stroma hucreleri cogalma ve farklilasmasi
IL-16 T lenfositler CD4+ lokositler, eozinofiller ve
monositler igin kemoattraktant ve
CD4+ hicreler icin buyime faktori
IL-17 T lenfositler Sitokin Uretimini artirma
IL-18 Monosit, makrofajlar IFN-y Uretimini artirma
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2.3.1. Sitokinlerin Genel Ozellikleri

Uzak mesafelerde etkisini gosteren ve dokularin normal glnluk fonksiyonlar:
icin 6nemli fizyolojik tepkileri diizenleyen 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: suresince
gerceklesir ve sitokinler bu olaylar boyunca dokularin savunma ve tamirinde temel bir
rol oynarlar. Sitokinler immunite ile baglantilidirlar. Dogal ve sonradan elde edilen
immin sistem htcrelerini diizenlemenin yan: sira, hiicre blyimesi ve farklilasmasini
duzenler. Ayrica fetal gelisim ve embriyo implantasyonunu da etkiler. Sitokinler suda
cozlnebilen, her dokuda ve c¢ogu hiicrede dretilebilen proteinlerin ya da
glikoproteinlerin 8 ile 30 kDa'lik birimlerini icerirler®.

Sitokinler bircok farkli hiicre tarafindan uretilir ve hiicre etrafinda ya da canlinin
farkl yerlerinde olabilirler. Ayrica bu durum ortamda baska sitokinlerin olmasina baglh
bir sekilde gerceklesebilir. Clinki sitokinler baska sitokinlerin sentezini etkileyebilir ve
biyolojik etkisine ortam hazirlayabilirler. Bu durum bir sitokinin diger bir sitokinin

etkisini azaltmas: ya da arttirmas: seklinde meydana gelebilir®™.

2.3.2. Sitokinlerin Etki Mekanizmalar

Sitokinler 6zel hicre ylzeyi reseptorlerine baglanarak etkilerini baslatirlar. Bu
reseptorler transmembran proteinleridir. Ekstraselliler domainleri ile sitokinlere
baglanirlar. Daha sonra hiicre ici sinyallesme kaskatlar: hiicre fonksiyonlarint degistirir.
Bir sitokinin etki seviyesi hiicre dis1 yogunluguna, reseptoriin ¢cokluguna ve reseptor
afinitesine baglidir. Ancak biyolojik olarak etki godsterebilmek igin az bir miktarda
sitokin yeterlidir. Bununla birlikte, sitokinler fazla olmalariyla tanimlanirlar. Bazi

sitokinler benzer fonksiyonlar: paylasabilirler. Etkileri asagidaki gibi gruplandirilabilir:

m Otokrin; sitokin kendisini salgilayan hicreyi etkiler.
m Parakrin; sitokin ¢evresinde bulunan komsu hiicreleri etkiler.
m Endokrin; sitokin gercek hormonlarda oldugu gibi dolasimla uzak

mesafelerdeki hiicreleri etkiler®:.
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2.3.3.interlékin -2 nin Ozellikleri

interlokin 2 immin sistemdeki sitokin sinyal molekullerinin bir tipidir.
Imminiteden sorumlu beyaz kan hicrelerinin (I6kositler ve siklhikla lenfositler)
aktivitesini diizenleyen bir proteindir. Mikrobiyal enfeksiyona kars: viicudun verdigi
dogal cevabin bir parcasidir. Interlokin 2, lenfositler tarafindan eksprese olan interlokin
reseptorlerine baglanarak etkisini gosterir.

IL-2; IL-2-spesifik IL-2 reseptor alfa (CD25), IL-2 receptdr beta (CD122) ve
yaygin gama zinciri (yc) ‘nden olusan reseptdér kompleksi aracihigiyla sinyal
vermektedir.

IL-2, T hucrelerinin biytmesi farklilasmasi ve proliferasyonu igin gereklidir._IL-
2 is normal olarak immiin yanit esnasinda T hiicreleri tarafindan dretilir®®®, T
hlcrelerine baglanan antijen IL-2 salgisini IL-2 reseptori IL-2R ekspresyonunu uyarir.
IL-2/IL-2R etkilesimi antijen-spesifik CD4+ T hicrelerinin ve CD8+ T hcrelerinin
biiytime, farklilasma ve sag kalimini uyarir #%°%. Bu nedenle, IL-2 T hiicrelerinin
immdanolojik hafizasinin gelistirilmesi icin gereklidir.

Interlokin 2, timus kaynakli T- lenfosit hiicrelerin biytumesi, bolinmesi ve
farklilagsmasi icin gerekli olan bir sitokini Gyesidir.

IL-2 normal kosullarda immin cevaba bagli olarak T hicreleri tarafindan
sentezlenir. T hucre reseptorlerine (TCR) herhangi bir antikor baglandiginda I1L-2
salinimr uyarilir. 1L-2 molekulu antijene spesifik CD4 (Tyaraimer) Ve sitotoksit T (CDsg)
hicreleriyle etkilesimde bulunur. Bu 06zellikleri nedeniyle immunolojik hafizanin
olusmasinda primer rol oynar®®9%

IL-geni 4. kromozomun Q26-27 bolgesinde lokalize olup 4 ekzondan
olusmaktadir. Gen ID si 109471 olan IL-2 geninin iki tane transkripti bulunmaktadir.
Bu transkriptlerden 586 b¢ uzunlugunda olan: herhangi bir protein trlni vermez iken
1029 bg¢ wuzunlugunda olan transkript ise, 153 aminoasit uzunlugunda protein
kodlamaktadir®,
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IL-2 Geninin kromozom lokalizasvonu

40 23
4023
40343

4p15.33
4pi151
4131
41 1
4z
A2
4qes
431 21
4q301
40341
aqa52

Sekil 2.2: 1L-2 geninin kromozom lokalizasyonu™
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arag ve Gerecler
Bu calismada kullanilan kimyasal maddeler, cihazlar ve teknik malzemeler

temin edildikleri firmalarla birlikte asagida belirtilmistir.
3.1.1. Kimyasal Malzemeler

Tag DNA polimeraz enzimi (Vivantis)

Polimeraz zincir reaksiyonu tamponu (Vivantis)
Primerler (ITD Integrated DNA Technologies, Biomers.net)
dNTPs (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) (Dr. Zeydanh)
Restriksiyon enzimi Bfa-1 (Biolabs)*?

Etidiyum bromid (Sigma)

Agaroz (Sigma)

Tris-baz (Sigma)

Borik asit (Sigma)

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

Magnezyum Klor(r

Tris-HCI

TritonX100 (Sigma)

Stkroz (Merck)

Proteinaz-K (Sigma)

Sodyum dodesil sulfat (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)
Mikrosantriftlj (Techne force 16)

Su banyolar1 (Grant)

Hassas terazi (Sartorius)

Terazi (Shimadzu 321-33557)

pH metre (inolab)

UV jel gorintileme sistemi (UVItec)
Otomatik pipetler (Gilbson, Biohit, Socorex)
Vorteks (Nive NM 110)

Etiv (Dedeoglu )

Elektroforez gii¢c kaynagi (EC3000-90)
Yatay tanki (Biogen)

PZR cihaz: (Bioer Xp Thermal Cycler)
Deepfreez (Siemens, Bosch)

Otoklav (Trans)

Arastirmanin yapildigi Molekiler Biyoloji ve Genetik laboratuari, C.U. Tip
Fakdltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dalinda bulunmaktadir.

3.2 Kan Orneklerinin Saglanmasi

Calisma gruplart Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Dogum Anabilim
Dali Dogum Unitesi, Dogum Servisi ve Obstetrik polikliniginde takip edilen
preeklampsi tanis1 konulmus hastalardan ve herhangi bir hastalik tanis1 almamis normal
gebelerden olusturuldu. Gestasyonel hipertansiyon ve stiperempoze preeklampsi olan
hastalar calismaya dahil edilmedi. Hasta grubu 1, 2, 3 olarak, kontrol grubu K1 (Kontrol
1), K2, K3 olarak kodlandirildi. Bu ¢alismada, 57 normal, 93 preeklampsi olmak tizere
toplam 150 birbiri ile akraba olmayan kadin molekiiler biyolojik agidan degerlendirildi.

Bu kisilerden EDTA’I tlplere kan alindi. Tipler alt Gst edilerek kanlarin

pihtilasmasi 6nlendi. Kan 6rnekleri DNA elde edilmek Gzere kullanildi.
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3.2.1. Hasta Rizasi

Calismada yer alan tim hasta ve kontrol grubunun c¢alismaya katilimlari,
Cukurova Universitesi Tip Fakiltesi Etik Kurullar: Arastirma Projesi Bilgi ve Taahhit
Formunda belirtilen kurallara uygun olarak hazirlanmis DNA Calismas: Onam Formlar:

doldurularak saglandi.

3.3. YOontem
3.3.1. Periferik Kandan DNA Elde Edilmesi
Bu calismada periferik kandan DNA elde etmek icin Miller ve arkadaslarinin

11

gelistirdigi “salting out” (tuzla ¢coktirme) yéntemi modifiye edilerek kullanilch™.

1. 1,5 mP’lik ependorf tipu igerisine iyice alt st edilmis kan 6rneginden 700 pl,
eritrosit lizis solisyonundan da 700 ul konulup dikkatlice alt ust edilerek 3-5 dk.
oda 1sisinda bekletildi. 4500 rpm’de 5 dk santrifuj edildi. Santriftj isleminden
sonra supernatant kismi atildi.

2. Elde edilen pellet Uzerine 700ul eritrosit lizis soltisyonu eklendi. Tup kuvvetlice
calkalanarak pellet ¢ozdirildi. 4500 rpm’de 5 dk santrifuj edildi. Santrifuj
isleminden sonra stipernatant kismi atildi.

3. Pellet Gzerine 1000 ul (1 ml) fizyolojik tampon eklenerek ¢ozdirildi. 4500
rpm’de 5 dk santriflj edildi. Santrifuj isleminden sonra siipernatant kismi atildi.

4. Pellet Uzerine 300 pl TE-9 tamponu ilave edilerek ¢ozduruldu. Bunun tzerine
100 ul SDS ile 20 ul Proteinaz-K ilave edildi. Vorteks Uzerinde tlip igerigi iyice
karistirildi. 65°C’de 1-2 saat benmaride tutuldu. 20 dk araliklarla tlp alt Gst
edildi.

5. Inkibasyon sonunda tiip icerisine 200 ul 6M NaCl ilave edildi. Olusan beyaz
gorunumli yapiyr dagitmak icin tiip kuvvetlice calkaland: ve 13500 rpm’de 7 dk
santrifiij edildi.

6. Santrifij sonunda supernatant baska bir tipe alinip pellet atildi. Supernatant
tekrar 13500 rpm’de 7 dk santrifuj edildi.

7. Yine supernatant baska bir tlpe alinip pellet atildi. Tuzdan arinmis olan
stipernatantin tzerine 900 pl %1001k etil alkol eklendi. Tip iyice karistirild.

Bu asamada DNA ipliksi formunda gorulebilmektedir.
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8. Ependorf tupt 13500 rpm’de 7 dk santrifuj edildi. Stpernatant atild:.

9. Tupun dibine yapisan DNA’y1 kaldirmak igin 1000 pul %70’lik etil alkol eklendi.
13500 rpm’de 7 dk santrifuj edildi. Supernatant atildi. Bu islem bir kez daha
tekrar edildi.

10. Supernatant dokuldikten sonra tip ters ¢evrilip DNA’nin tipe yapismasi igin 15
dk beklendi.

11. DNA’nin blyuklugiine gére 50-100 ul TE (Tris-EDTA) konuldu.

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

13. DNA ornekleri kullanilincaya kadar +4 °C’de muhafaza edildi. Uzun sireli

saklamalar igin ise -20 °C ye alind1.

3.3.2. Pollmeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Yo6nteminin Uygulanma31

PZR yonteml herhangi bir organizmaya ait genomik DNA’daki d|2|5| bilinen
herhangi bir bolgenin ¢ogaltilmasini (amplifikasyonunu) saglayan basit ve hizli in-vitro
DNA sentez yontemidir.

PZR reaksiyonunun hazirlanmasinda temel olarak sirasiyla su asamalar takip
edildi:

Reaksiyonda kullanilacak DNA’lar ve ¢ozeltiler -20°C’den alinip ¢ozduralda.
200 pl’lik PZR tupleri tzerlerine 6rnek numaras: yazilarak hazirlandi.

Tim DNA ornekleri ve c¢ozeltiler 6nce vortekslendi, daha sonra kisa bir slre
santrifuj edildi.

Reaksiyon hacmini tamamlamak igin steril bidistile su kullanildu.

PZR miks hazirlamak icin 200 pl’lik PZR tupine daha ©nce hesaplanan
miktarlarda PZR tamponu, primerler, dNTP miks ve Taq polimeraz eklendi.
Tup 6nce vortekslendi, daha sonra kisa bir sure santrifuj edildi.
Numaralandirilmis herbir PZR tlipiine 6nceden hesap edilen miktarlarda su ve
numarasina ait DNA eklendi.

Daha sonra PZR miks tiplere esit olarak dagitildi.

Bdylece tlplerin herbirine tim PZR bilesenleri eklenmis oldu.

Tipler 6nce vortekslendi, daha sonra kisa bir siire santriftj edildi.
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Tapler o©nceden programlanmis thermal cycler’a yerlestirildi ve cihaz

calistirildi.

3.3.2.1 IL-2 Geni 384 Promotor Bolgesi icin PZR Ydnteminin Uygulanmasi
Calismamizda IL-2 geninin 384 promotor bolgesini ¢ogaltmak igin Matesanz
ve arkadaslarinin ¢alismalarinda kullandiklar: primerler secilmistir. Kullanilan primer

ciftlerinin dizileri asagida gosterilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. IL-2 geninin 384 promotor bodlgesi amplifikasyonu igin kullamlan primer (;iftleri12
Primer F 5-ATTCACATGTT CAGTGTAG TTCT-3’

Primer R 5’- GTGATAGCTCTAATT CATGC -3’

CGalismamiza uygun amplifikasyon kosullarint saptamak igin cesitli denemeler
yapildi. Her denemede sadece bir degisken degistirilerek primerlerin, Taq polimerazin
ve dNTP’nin farkli konsantrasyonlar: ile PZR programinda farkli 1s1 dénguleri ve
annealing (yapisma) 1silart denemeleri yapildi. En iyi amplifikasyonun goraldigu
kosullar, bitlin PZR reaksiyonlarr igin kullanild.

PZR reaksiyonunu gerceklestirmek icin kullanilan malzemelerin timu ticari
olarak satin alinmistir. Amplifiye olan drlnler ileriki calismalarda kullanilmak Uzere
+4°C’de sakland.
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Cizelge 3.2. IL-2 geni 384 promotor bélgesinin optimal amplifikasyonlarimin gerceklesmesinde

kullamlan maddeler ve miktarlari*?

Reaksiyon karisimi Kullanmlan miktar Son konsantrasyon
10X PZR tamponu 25 ul 1X PZR tamponu
dNTP 0.60 pl 10Mm
Taq polimeraz enzimi 0.75 ul 0,05 U/l
Primer F 1l 10 pmol
Primer R 1l 10 pmol
Genomik DNA 3ul 100-200 ng
Bidistile su 16,15 pl -

Toplam Hacim :

25 pl

Cizelge 3.3. IL-2 geni 384 promotor bdlgesinin optimal amplifikasyonlarinin gergeklestigi PZR

programi is1 déngiileri®?

Donguler Sicakhk Sare
1. On denaturasyon 94.0°C 2dk
2. Denaturasyon” 94.0°C 20 sn
3. Yapisma (Annealing) 52.0°C 40 sn
4. Sentez” (Extension) 72.0°C 20 sn
5. * Her seferinde ikinci basamaga donerek, toplamda 35 dongl
6. Son uzama (Final extension) 72.0°C 10 dk
7. Bekletme 4.0°C ©

Orneklerin amplifikasyonu ve elde edilen bantlarin kontrolii énce anlatildig: gibi

ornekler agaroz jelde yiratilerek kontrol edildi.

3.3.3. Restriksiyon Parga Uzunluk Polimorfizmi (RFLP;

Fragment Length Polymorphism) Ydnteminin Uygulanmasi

Agaroz jel elektroforeziyle amplifikasyon kontroli yapildi, amplifikasyon

gorulen 6érnekler restriksiyon endonukleaz enzimi ile kesim reaksiyonuna alindi. Kesim
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reaksiyonunun gerceklestirilmesi icin asagida belirtilen sekilde reaksiyon karisimi

hazirland:.
Cizelge 3.4. RFLP reaksiyon kosullari™

Reaksiyon Karisim Kullanmlan Miktar (ul)
Tampon 2.0 ul
Restriksiyon Enzimi 0.5 ul
Amplifiye Uriin (PZR Urini) 12.5 pl
Steril Bidistile Su 5ul
Toplam Hacim 20 pl
Reaksiyon Isisi 37°C
Reaksiyon Siresi 17 saat

Kesim reaksiyonun sonlandiriimasi ve kesim drlnlerinin  agaroz jelde
yuritilmeye hazir hale getirilmesi icin reaksiyon siresi sonunda, ornekler 5 pl

Bromfenol mavisi (6X) ile karistirildi.

3.3.3.1 IL-2 Geni 384 Promotor Polimorfizminin Belirlenmesi icin Bfa-1

Restriksiyon Enzimi ile Kesimi

Matesanz ve arkadaslarinin yontemine gore Bfa-1 restriksiyon enzimi ile kesim
yapllmlstlrlz. Bfa-1, Bacteroides fragilis’den elde edilen bir restriksiyon enzimidir. Cift
zincirli DNA’ yi;

5-C|TAG...-3’
3’-GAT{C...-5’

dizisinden tanmiyarak yapiskan uclu kesim yapmaktadir. PZR ile elde edilen 131
b¢’lik hedef gen bolgesi Bfa-1 restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Bu bdlgede Guanin
iceren allel (G) Bfa-1 kesim noktas: tasimaktadir. Guaninden Timine (G—T) bir

niikleotit degisimi varsa Bfa-1 enziminin tamma boélgesi bulunmaz (T alleli). Guanin
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nlkleotitinden Adenin nikleotitine degisimi olmayan (GG genotipli) bireylerde 110 ve
21 be’lik iki bant, heterozigot bireylerde (GT genotipli) 131, 110 ve 21 b¢’lik ¢ bant,
her iki allelinde degisim gorulen bireylerde (TT genotipli) 131 bg’lik tek bant

gorilecektir. Orneklerde elde edilen kesim driinleri yine agaroz jelde yiritilerek
kontrol edildi.

L-2 Gen yapisi ve restriksiyon enzimlernyle clusan polimorfizmiber
A ATG 114
-384 '

'II‘.ﬁ.ﬁ

Birincl ekzon

CTAG GCATTTACTGC

Restriksiyon enziminin

Restriksiyan endmnin
Eesim nosdas

Kesiim noktas

=384 Bolgesinde Bfa-1 restriksiyon
B enzimiyle aluzan jel goriintlisi

114 noktasincda Mwe-1 restriksivon
c enzimivle alusan el garlintisu

151-
111

Sekil 3.1: Bfa-1 ve Mwo-1 enzimlerinin teorik ve pratikteki kesim gériintileri?

3.3.4. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

PZR sonrasinda elde edilen drinlerin varligini kontrol etmek icin kolay ve hizh

hazirlanmas: sebebi ile agaroz jellerden yararlanildi. Genellikle %2 ve %3 oraninda
agaroz jel kullanildi.

1. Calismaya baslamadan 6nce jel kabi iyice temizlenip kurutulduktan sonra jel
dokme kalibina yerlestirildi. Bu kalip, diz bir yizeye kondu. Kuyularin
olusturulmasi i¢in kullanilan taraklar diizgtince yerlerine yerlestirildi.

2. Jel dokme kabinin boyutlari ile jelin kalinlig1 dikkate alinarak hesaplama yapildi.
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8 X 9cm boyutundaki jel kabina % 2 ve 3 konsantrasyonlarinda jel dokmek igin
erlenmayerde 1,22 ve 1,55 g agaroz tartilip, 1X TBE sollsyonu (2 ayr1 bolge
icin) eklenerek 85 ml’ye tamamlandi. Mikrodalga firinda agaroz iyice eriyene
kadar 1sitildh.

3. Jelin icine 5 pl stok EtBr (Etidiyum bromur) solusyonundan ilave edildi.
Kuvvetli mutajen ve toksik olan Etidiyum bromdr iceren ¢ozeltilerle calisirken
her zaman eldiven kullanildi.

4. Agaroz cozeltisi, sicakligi 45-50 °C’ye (el yakmayacak sicaklhiga) gelinceye
kadar sogutuldu.

5. Ik agaroz ¢Ozeltisi hava kabarcig: olusturulmadan dikkatlice jel dokme kabina
dokuld.

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

7. Jel elektroforez tankina alindi, tankin igerisine Gzerini Ortecek kadar 1 X TBE
tamponu ilave edildi. Taraklar dikkatlice cekilerek yikleme yapmak igin
kuyucuklar hazir hale getirildi.

3.3.5. Orneklerin Agaroz Jele Yiiklenmesi ve Yurutilmesi

Kontrol edilmek istenen DNA o6rnekleri jel yikleme tamponu (Loading dye) ile
birlikte yuklendi.

Jel yikleme (veya DNA yiukleme) tamponu; 6rnegin yogunlugunu arttirarak
DNA’nin kuyucugun igine diizgiin olarak aktariimasini saglar. Ornegi renklendirerek
kuyulara yuklenme islemini basit hale getirir. Elektriksel alanda Orneklerin gog
hareketinin takip edilmesi sirasinda kolaylik saglar.

Jelin sagindaki veya solundaki ilk kuyuya molekiler agirhig: bilinen marker
DNA’dan 5ul yuklendi.

Mikropipet ile 5 pl PZR Grind ile 1 ul Bromfenolmavisi iceren 6X yiikleme
tamponu karstirildi. Toplam: 6 pl olan karisim kuyucuklara yuklendi. 100 voltta
60 dakika elektrik akimi altinda yurataldd.

Jel UVidoc cihazinda ultraviyole 151k altinda goriintiilendi ve jel gorintileri
diskete kaydedildi.
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3.4. Istatistisksel Analiz

(Verilerin istatistiksel degerlendirmesinde SPSS 13,0 paket program: kullanildi.
Hasta ve kontrol grubunun klinik 6zellikleri, ortalama ve standart sapmalar: bulunarak
degerlendirildi. Hasta ve kontrol grubu genotip dagilimlari ve allel frekanslar
karsilastirildi. Genotip ve allel frekanslar1 Pearson’s Ki kare testi kullanilarak tespit

edildi (TUm testlerde istatistiksel 6Gnem degeri p<0,05 olarak alindk.
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4. BULGULAR

Calismamizda, Cukurova Universitesi Tip Fakiltesi, Kadin Hastaliklar ve
Dogum Anabilim Dalinda yatista ve poliklinikte takip edilen 57 normal, 93
preeklamptik olmak Uzere toplam 150 gebe kadin arastirmaya dahil edildi. Calismaya
katilan tim kadinlarin sistolik ve diastolik kan basinci ile idrardaki protein miktarlar
Olculdd. Tum gebelerin yasi, kilosu, gebelik sayisi, gebelik haftasi, kronik hipertansif
hasta olup olmadiklar1 yapilan anketlerle sorgulandi. Toplanan kanlardan tuzla
coktirme yontemiyle elde edilen DNA’larda PZR yontemi kullanilarak IL-2 geni 384
promotor bélgesi polimorfizmi arastirildi.

Cukurova Universitesi Kadin Hastaliklar ve Dogum Anabilim Dalina bagh
poliklinikte takip edilmekte olup aralarinda herhangi bir akrabalik iliskisi bulunmayan

57 normal, 93 preeklamptik gebe arastirilmaya dahil edildi.

4.1. Preeklampsi ile ilgili genel bulgular

Hasta ve kontrol grubu kadinlar; gebelik sayisi, gebelik haftasi, sistolik kan
basinci, diastolik kan basinci, hasta yasi ve hasta kilosu ortalamalari bakimindan
degerlendirmeye alindi. Hasta grubunda saptanan yas, kilo, sistolik ve diastolik kan
basinci degerleri daha yuksek iken ayni hasta grubunda gebelik haftas: daha dusik
cikmistir. Gebelik sayisi birbirine yakindir. Preeklampsi hastalar1 arasinda yapilan genel
degerlendirmede sistolik ve diastolik kan basing ortalamalar1 Preeklampsi tani kriterleri

icerisindedir.

Cizelge 4.1. Hasta ve kontrol grubunun klinik 6zellikleri ve ortalamalar:

Gebelik | Gebelik Sistolik Diastolik Yas ort. Kilo

sayisi haftasi basing basing (yal) (kg)
Hasta 2,44+2,12 | 34,40+3,46 | 157,1445,72 101,04+2,65 | 30,34+1,46 | 79,96+15,13
Kontrol | 2,30+0,42 | 37,10+0,63 | 119,55+9,23 77,21+5,68 29,57+2,86 | 77,02+14,14




Uygunluk tespiti igin hasta ve kontrol grubunda, gebelige bagli hipertansiyon
calismalarinda ve siniflandirma yapmak igin genel olarak en fazla kullanilan raporlar
olan ASSHP (Australasian Society for the Study of Hypertension in Pregnancy) ve
NHBPEP (National High Blood Pressure Education Program) dikkate alinmustir.
Hasta grubu secimi; gebeligin 20 haftadan uzundur devam etmesi, daha 0Once
normal kan basinci Olgulerine sahip (normotensif) kadinlarda en az 6 saat ara ile
yapilan iki o6l¢imde sistolik kan basincinin 140 mmHg ve Uzeri ve de diastolik
kan basincinin 90 mmHg ve Uzerinde olmasina ve dahasi 24 saatlik idrar
Olcimiinde 300mg/L ve uzeri proteine rastlaniimas: veya 6 saatlik arayla rasgele
alinan en az 2 idrar 6rneginde, idrar (sticker) cubuklarinda, +1 veya daha ylksek

proteindri gorilmis olmasina dikkat edilmistir.

4.2. Molekuler Genetik Verileri

4.2.1. IL-2 Geni 384 Promotor Bolgesi Polimorfizmi icin Genetik Analiz

Sonuglan

IL-2 geni 384 promotor bdélgesinin 131 bc¢’lik bélimi PZR yontemi ile
cogaltildi. Baz:i hasta ve kontrollerin PZR yodntemi ile ¢ogaltilmis 1L-2 384 promotor
bolgesinin gorunttleri Sekil 4.1 ve 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.1. 1L-2 384 promotor bélgesi PCR Urtnleri agaroz jel gdrintisu

PZR yoOntemi ile ¢ogaltilan 1L-2 geni 384 promotor bdlgesinin 131 bg¢’lik
bolgesi RFLP yontemi kullanilarak bfa-1 restriksiyon enzimiyle kesildi. Bfa-1 enzimi
IL-2 384 promotor bolgesinde normal genotip varliginda kesim yapan tip 11 sinifinda bir
enzimdir. Primerler buna gore dizayn edilmistir. Bfa-1 enzimiye kesilmis homozigot G
genotipli amplifiye edilmis DNA’y1 110 ve 21 bg¢’lik 2 bant halinde, Heterozigot
bireylerde 131, 110 ve 21 b¢’lik 3 bant halinde ve de homozigot T genotipli bireylerde
131 bg’lik tek bant halinde goruntiilemeyi bekledik. Ancak 21 b¢’lik kisim ¢ok kiiguk
oldugundan hizli yiridi ve de gorilemedi, yine de elde edilen bant goéruntuleri
varligina dair kanit teskil edebilmistir. Kesim drunleri ve de kesim olmayan
fragmentler, marker bantlara olan uzaklik tayini ile belirlenmistir.

Calismamiza dahil etmis olup sonuglandirilabildigimiz 89 preeklamptik
kadindan 38’inin TT, 36’simin GT, 15’inin GG; 57 normal gebe kadindan 28’inin TT,
22’sinin GT ve 7’sinin GG alleline tasidig1 yapilan RFLP analiziyle tespit edilmistir.
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Sekil 4.2. 1L-2 384 promotor bélgesi RFLP Grinleri agaroz jel gérintusu

Cizelge 4.2. Hasta grubu IL-2 384 promotor bdélgesi icin Bfa-1 enzimi kesim bantlarina gore

genotipleri

Hasta | IL-2 | Hasta | IL-2 | Hasta |IL-2 |Hasta | IL-2 | Hasta | IL-2
no 384 no 384 no 384 no 384 no 384
1 1T 11 GG 21 GG 31 TT 41 GT
2 TT 12 TT 22 TT 32 TT 42 GG
3 1T 13 GG 23 TT 33 TT 43 GT
4 GT 14 GT 24 TT 34 TT 44 GT
5 GG 15 GG 25 GT 35 GT 45 GT
6 GT 16 GT 26 GG 36 TT 46 TT
7 GT 17 GT 27 TT 37 GT 47 GG
8 TT 18 GT 28 TT 38 GT 48 GT
9 GT 19 GT 29 TT 39 GT 49 TT
10 GT 20 TT 30 GT 40 TT 50 GT
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Hasta | IL-2 | Hasta | IL-2 | Hasta | IL-2 | Hasta | IL-2 Hasta | IL-2 384
no 384 | no 384 | no 384 | no 384 no

51 GT |61 GT |71 GG |81 GT 91 Calismadi
52 1T 62 TT 72 GG |82 GT 92 Calismadi
53 GT |63 GG |73 GT |83 TT 93 Calismad:
54 1T 64 GT |74 TT 84 GT

55 GT |65 TT 75 TT 85 TT

56 GT |66 GG |76 1T 86 GG

57 1T 67 GT |77 TT 87 TT

58 1T 68 GG |78 GT |88 TT

59 GT |69 GT |79 GG |89 TT

60 1T 70 TT 80 TT 90 TT

Cizelge 4.3. Kontrol grubu IL-2 384 promotor bélgesi i¢in Bfa-1 enzimi kesim bantlarina gore

genotipleri
Kontrol | IL-2 | Kontrol | IL-2 | Kontrol | IL-2 | Kontrol | IL-2 | Kontrol | I1L-2
no no no no no
1 GT 13 TT 25 GT 37 GT 49 TT
2 GT 14 TT 26 GT 38 GG 50 TT
3 GT 15 GT 27 TT 39 TT 51 TT
4 GT 16 GG 28 TT 40 GG 52 TT
5 TT 17 GT 29 TT 41 GT 53 GT
6 GT 18 GT 30 TT 42 GT 94 GT
7 TT 19 TT 31 TT 43 GT 55 GG
8 TT 20 GT 32 TT 44 GG 56 TT
9 GT 21 TT 33 TT 45 TT 57 GT
10 GT 22 TT 34 TT 46 TT
11 GT 23 GG 35 TT 47 TT
12 GG 24 GT 36 TT 48 TT
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IL-2 geni 384 promotor bélgesi genotip dagilimlar: ve allel frekanslart SPSS13.0

Ki-Kare testi kullanilarak analiz edilmistir. Hasta ve kontrol gruplarinin genotipleri

arasinda istatistiksel olarak anlaml1 bir fark bulunamamistir (¢izelge 4.4, p=0.660). Allel

frekanslar1 arasinda da istatiksel olarak anlamli bir fark bulunamamastir.

Cizelge 4.4. Hasta ve kontrol gruplarimn IL-2 geni 384 promotor bdlgesi icin genotip dagihmlari ve

allel frekanslar

Genotip Total )
p degeri
GG GT TT
Genotip | Hasta | n 15 36 38 90
Dagilim % cinsinden %16.9 | %40.4 | %42.7 | 100,0% 0.660
Kontrol | n 7 22 28 56 '
% cinsinden %12.3 | %38.6 | %49.1 | 100,0%
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5. TARTISMA

Pre-eklampsia hastaligi global 0Olcekte degerlendirilecek olursa, hamile
bayanlarin yaklasik olarak % 5’1 ile % 8’ni etkiledigi ve bu oranin populasyonlara gore
farklilik gostermedigi saptanmustur *.

Bu nedenle hamile bayanlar ve yeni-doganlarin 6limle sonucglanan hastaliklar
icinde onemli bir yuzdeye sahip olan Pre-eklampsia hastaligi, klinik belirtiler
bakimindan ¢ok genis bir spektruma sahiptir. Glinumiizde Pre-eklampsia ve Eklampsia
hastaliginin ortaya ¢ikmasinda ve gelisiminde rol oynayan biyolojik faktorler, her ne
kadar tam olarak bilinmiyorsa da bagisiklik sisteminin immdan cevapla iliskisi oldugu
konusunda cok sayida bilgi ve veri bulunmaktadir®.

Immiin sistemde huicreler aras: haberlesmede rol alan Interlokin, interferon TNF
ve kemokin gibi kimyasal haberciler, sitokin grubunun Gyesidirler. Lokositler arasinda
Ozel etkilesim saglayan, makrofajlar ve T lenfositler tarafindan salinan sitokinlerden
olan IL-2, aktif haldeki T lenfositler tarafindan uretilerek enfeksiyon aninda
makrofajlarla antijen sunumunda goérev alarak hem hucresel hem de hiimoral cevabin
modiilasyonunu saglar®.

Pre-eklampsia hastaliginin immin sistem ve inflamasyon cevabiyla olan yakin

iliskisi g6z 6nlnde bulundurularak yapilan calismalarda sitokin kodlayan genler ve
oOzellikle de polimorfizm hastalik iliskisini esas alan ¢ok sayida ¢alisma yapilmistr.
Bu calismalardan bazilari; TNF-alfa (-308 G-A), IL-6 promotor (-174 G-C), Interferon-
gamma intron-1 (674 A-T), IL-10 promotor (-1082 A-G), (-819 C-T) ve (-592 C-A),
TGF Beta-1 kodon 10 (869 T-C) ve kodon 25 (915 G-C) mutasyon ve/veya
polimorfizimlerini esas alan calismalar seklindedir®®<"%%,

Calismamizda, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi, Kadin Hastaliklart ve
Dogum Anabilim Dalinda yatista ve poliklinikte takip edilen 57 normal, 93
preeklamptik olmak Uzere toplam 150 gebe kadin arastirmaya dahil edildi. Calismaya
katilan tum kadinlarin sistolik ve diastolik kan basinci ile idrardaki protein miktarlart
Olculdi. Tam gebelerin yasi, Kilosu, gebelik sayisi, gebelik haftasi, kronik hipertansif

hasta olup olmadiklar1 yapilan anketlerle sorgulandi. Toplanan kanlardan tuzla
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coktirme yontemiyle elde edilen DNA’larda PZR yontemi kullanilarak IL-2 geni 384
promotor bélgesi polimorfizmi ile preeklampsi iliskisinin arastirilmas: amaglanmistir.

Calismamiza dahil etmis olup sonuglandirilabildigimiz 89 preeklamptik
kadindan 38’inin TT, 36’simin GT, 15’inin GG; 57 normal gebe kadindan 28’inin TT,
22’sinin GT ve 7’sinin ise GG oldugu yapilan RFLP analiziyle tespit edilmistir.

IL-2 geni 384 promotor bolgesi genotip dagilimlar: ve allel frekanslari SPSS-
13.0 paket programinda Ki-Kare testi kullanilarak analiz edilmistir. Hasta ve kontrol
gruplarinin genotipleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir
(Cizelge 4.4, p=0.660).

IL-2 geni -384 promotor bolgesindeki TT alleline sahip hasta grubunun frekansi
% 42.7, kontrol grubunda ise % 49.1 bulunmus olup gruplar arasinda anlamlz bir iligki
bulunamamustir. T allel frekans: ise hasta grubunda % 62.9, kontrol grubunda ise %
67.8 olarak belirlenmis olup aralarinda anlaml bir iliski bulunmamustir.

Hasta grubunda GG allelinin frekans: % 16.9 olup kontrol grubunda ise bu oran
% 12.3 bulunmus ve istatistiki analizde gruplar arasinda anlamli bir iligki
bulunamamistir. G allel frekans: hasta grubunda % 37.1, kontrol grubunda ise % 32.2
olarak belirlenmis olup aralarinda anlamli bir iliski bulunmamistir. Netice itibariyle T
ve G allelleri ile preeklampsi arasinda anlaml: bir iliski saptanamamastir.

Hasta ve kontrol grubunda sistolik ve diastolik kan basing degerleri hari¢ yas,
gebelik sayis1 ve gebelik haftas: gibi klinik 6zellikler bakimindan benzer ortalamalar
elde edilmistir.

2013 yilinda preeklampsi ile ilgili olarak yapilan bir meta analizde 2965 makale
degerlendirmeye alinmistir. Bu makalelerden 542 tanesinin PE hastaliginda genetik
assosiasyon iliskisinin ele alindigi ancak 163 makalenin ise 15 gene ait 22 polimorfizm
Uzerinde durdugu belirtilmistir. Yapilan degerlendirmelerde inflamasyon cevabinda rol
alan sitokin grubuna ait sadece IL-10 geninin promotor bdlgelerindeki; (1082 A-G),
(819 C-T) ve (592 C-A), polimorfizmleriyle PE hastaligi arasinda iligki
bildirilmistir”” 1% Ancak baglant: ve iliskilendirme cahismalarinda saptanan aday
genlerin farkli ¢alismalarda celiskili sonuglar verdigi goruldigiinden dolay: henliz PE
ile kesin olarak iliskilendirilmis bir gen bulunmamaktad;r'0%103104105.106
Preeklampsia hastaliginin nedenleri konusunda immin sistem odakli; hamilelik

doneminde anne adayinin anormal bagisiklik toleransi, esler arast HLA uyumsuzlugu ve
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imprinting gibi faktorlerin 6n plana ¢iktigr g6z 6nunde bulundurulursa, plasenta
olusumuna etkili olan tum olumsuz faktorlerin dahil edildigi genetik tabanl bir

arastirmanin yararl: olacagin: diistinmekteyiz.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi, Kadin Hastaliklari ve Dogum Anabilim
Dalinda takip edilen 57 normal, 93 preeklamptik olmak (zere toplam 150 gebe kadin
preeklampsi ile ilgili kriterler dikkate alinarak incelenip molekiler biyolojik yénden

degerlendirilmis ve asagida belirtilen sonuglar elde edilmistir:

1. Hasta ve kontrol grubunda sistolik ve diastolik kan basin¢ degerleri hari¢ yas,
gebelik sayis1 ve gebelik haftasi gibi klinik o6zellikler bakimindan benzer
ortalamalar elde edilmistir.

2. 1L-2 geni 384 promotor bolgesindeki TT alleline sahip hasta grubunda frekans
% 42.7 ve kontrol grubunda % 49.1 bulunmus olup gruplar arasinda anlaml: bir
iliski bulunamamustir.

3. IL-2 geni 384 promotor bdlgesindeki GG alleline sahip hasta grubunda frekans
% 16.9 ve kontrol grubunda % 12.3 bulunmus olup bu gruplar arasinda anlaml
bir iliski bulunamamustir.

4. T allel frekansi ise hasta grubunda % 62.9, kontrol grubunda ise % 67.8 olarak
belirlenmis olup aralarinda anlamli bir iliski bulunmamustir.

5. G allel frekans: hasta grubunda % 37.1, kontrol grubunda ise % 32.2 olarak
belirlenmis olup aralarinda anlamli bir iliski bulunmamastir.

6. Netice itibariyle T ve G allelleri ile preeklampsi arasinda anlaml: bir iligki

saptanamamastir.
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EKLER

CALISMALARDA KULLANILAN KIMYASAL VE SOLUSYONLARIN
HAZIRLANMASI

Kullanilan kimyasal ve solusyonlarin hazirlanmasinda kaynak olarak “Molecular
Cloning” esas alinmistir. Hazirlanan soltsyonlar genel olarak konsantre stoklar
halindedir. Calisma konsantrasyonlarini elde etmek igin stoklardan belli oranlarda
alinarak seyreltilir.

Konsantrasyon dontstimlerinde basitce su formulden yararlanilabilir:

M; XVi=M; XV,

M= Hazirlanan stok konsantrasyon (M, N veya %)

V= Stoktan alinmasi gereken miktar (V)

M,= Caligsma (son) konsantrasyonu (M, N veya %)

V,= Hazirlanacak olan ¢Ozelti (¢alisma ¢ozeltisi) miktar1 (V)

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

1 Litre Sollsyon icin;

0,32 M Siikroz 109,563 gr
10 mM Tris-HCI (pH=7,5) 1,211 gr
5mM MgCl, 1,015 gr
%1 Triton X 100 10 gr

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

X, solusyona otoklavlandiktan sonra ilave edilir.

1.2. Fizyolojik Tampon (pH=7,5)

1 Litre Solusyon igin;
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0,075 M NaCl 4,383 gr
0,025 M EDTA 9,305 gr
Bir litre igin gereken malzemeler belirtilen oranlarda tartilip, son hacim 1000 ml olacak

sekilde bidistile su ile ¢ozdurulup otoklavlandi. pH = 7,5 olarak ayarlanir

1.3. TE-9 (pH=9)

1 Litre Solusyon igin;

500 mM Tris baz 60,5 gr
20 mM EDTA 7,44 gr
10 mM NacCl 0,58 gr

Bir litre icin gereken malzemeler belirtilen oranlarda tartilip, son hacim 1000 ml sekilde

bidistile su ile ¢bzdurullp otoklavlandi. pH = 9 olarak ayarlanir.

1.4. %10’luk SDS

20 ml igin;

2 gr SDS tartilip, tzerine bir miktar saf su ilave edilip iyice ¢ozdurulir. Son hacim 20
ml olacak sekilde ayarlanir.

1.5. Proteinaz-K (10mg/ml)

100 ml igin;

10 gr PK tartilir, Gzerine bir miktar saf su ilave edilip iyice ¢ozdurdlir. Son hacim 100
ml olacak sekilde ayarlanir.

1.6. 6 M NaCl
1 litre igin;
321.4 gr NaCl tartihip, Gzerine bir miktar bidistile su ilave edilip iyice ¢6zdirilip son

hacim 1000 ml olacak sekilde ayarlanir.
1.7. % 70 Etil Alkol

100 ml igin;

70 ml etil alkol (saf) ve 30 ml bidistile su ilave edilir.
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1.8. TE tamponu (Tris/EDTA) (pH=8)

10 mM Tris-Cl (pH=8)

0,1 mM EDTA (pH=8)

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

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

EK-2. Agaroz Jel Sollsyonlar:

2.1. 10X TBE (Tris-Borik asit-EDTA) Stok soltisyonu

108 gr Tris baz (890 mM )

55 gr borik asit ( 890 mM)

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

Az miktardaki bidistile su i¢inde ¢ézlndikten sonra pH 8.0 olarak ayarlanip soltisyon 1
litreye tamamlanir.

1 Litre 5X TBE stok soliisyonu igin;

500 ml 10X TBE stok soliisyonu ve 500 ml bidistile su karistirilir.

1 Litre 1X TBE solisyonu igin;

100 ml 10 X TBE stok soliisyonu ve 900 ml bidistile su karistirilir.

2.2. Etidyum bromid soltisyonu (10 mg/ml)
0,1 gr etidyum bromid, 10 ml bidistile su icinde ¢o6zlnlp 1s1k almayan bir cam sise

icinde buzdolabinda muhafaza edilir.

2.3. DNA Yukleme Tamponu (Loading dye) (6X)

40 gr sukroz

0,25 gr bromfenol mavisi,

100 ml olacak sekilde bidistile su icinde c¢ozuliir. Ependorf tiiplere paylastirilarak

buzdolabinda muhafaza edilir.
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EK-3 Hasta Riza Formu

DNA CALISMASI ONAM FORMU

Interldkin-2 geni -384 bolgesindeki polimorfizminin preeklampsi ile iliskisinin

arastiriimasi

Prof. Dr. H.Umit LULEYAP damismanhiginda, Yiksek Lisans Ogrencisi Ozgur
TURGUT tarafindan yiksek lisans tez ¢calismas: olarak surdirtlecek olan ¢calismamizda
Cukurova bolgesindeki preeklampsili bireylerin kanlarindaki 16kosit hiicrelerinden izole
edilen DNA'lardan, bireylerin sahip olduklar1 degisimler (polimorfizm tipleri)
belirlenecek, bu polimorfizmlerin preeklampsi ile iligkilisinin olup olmadig:
incelenecektir.

Calismamiz cergevesinde C.U.T.F. Balcal: Egitim ve Arastirma Hastanesi Kadin
Hastaliklart ve Dogum poliklinigine basvuran Preeklampsi tanis1 almis kadin ve erkek
bireylerden kan 0rnegi alinarak Tibbi biyoloji Anabilim Dali laboratuvarinda
degerlendirmeye alinacaktir. Sonuglar sadece bilimsel amach kullanilacak, Kkisisel
bilgileriniz gizli tutulacaktir. Parasal bir ddeme yapmanizi gerektirmeyen ve size bir
6deme yapilmasinin s6z konusu olmadig1 ¢alismaya katilmama hakkiniz ve istediginiz
zaman c¢alismadan c¢ekilme hakkiniz bulunmaktadir.

Arastirmay1 katilmay: kabul ettiginiz takdirde sizden 3ml kan 6rnegi alacagiz.

Bu galismayla ilgili ek bilgi talebiniz olursa sozlu olarak karsilanacaktir. Asagida
isimleri ve telefon numaralari bulunan arastiricilar tarafindan gerekli bilgilendirmeler

yapilacaktir.

Bio. Ozgir TURGUT Tibbi Biyoloji Anabilim Dali: (0322) 338 60 60 /
3498
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YUKARIDA BELIRTILEN KOSULLARI OKUDUM, KANIMDAN GENETIK
INCELEME YAPILMASINI KABUL EDIYORUM.

Hasta veya hukuksal olarak Sahit Kisi Kan alan Kisi
sorumlu Kisi

Adi-Soyadi: Adi-Soyadi: Adi-Soyadi:
Imza: Imza: Imza:

Tarih: Hastaya Yakinhg::
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OZGECMIS
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1998’de Danismentgazi Slper Lisesi’nde bitirdi. 1999’da Osmangazi Universitesi
Makine Mduhendisligi bolimand kazandi, iki yil okuyup birakti. 2003’te Cukurova
Universitesi FEN-Edebiyat Fakultesi Biyoloji Bolimii’nii kazand:. 2009’da mezun olup
Cukurova Universitesi Saglik Bilimler Enstitisii Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda

Yiksek Lisans programina basladi.
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