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OZET
PREEKLAMPSILI HASTALARDA MATERNAL SERUMDA MikroRNA
SALINIM PROFILINiN ARASTIRILMASI

Preeklampsi tum gebeliklerin %5-8’'inde gorulur, hem anne hem fetal
morbidite ve mortalite ile yakin iligski icerisindedir. Gunumuzde hastaligin
patofizyolojisi halen tam olarak anlagilamamistir.

MikroRNA’lar  (miRNA) protein transkripsiyonu olmayan kuguk
kodlanmayan RNA’lar olup mRNA’nin yazilima ugramayan bdlgesine
baglanarak mRNA'nin  yikiminda rol oynarlar veya translasyonunu
baskilayarak gen ekspresyonunu duzenlerler. Preeklampside oldugu gibi
anormal derecede salinan miRNA’lar gebelik komplikasyonlariyla iligkilidirler.
Bu calismada 31 preeklampsili hasta ile kontrol grubunda bulunan 32 gebenin
miRNA salinim profilini analiz ettik. Calismamizin amaci preeklampsi ile iligkili
olabilecek miRNA’larin saptanmasi ve preeklampsinin tanisi, prediksiyonu ve
prognozunda biyomarker olarak kullanilabilirligini aragtirmaktir.

Aralik 2012 ve Haziran 2013 tarihleri arasinda Mersin Universitesi
Kadin Hastaliklari ve Dogum A.D.'de, 31 preeklampsili ve 32 saglikh kontrol
grubu gebe anne serumunda miRNA salinim paterni agisindan degerlendirildi.
Preeklampside 11 miRNA'nin salinim paterninde anlamli degisiklik izlendi.
Preeklampsi grubunda kontrol grubu ile karsilastiriidiginda, bu miRNA’larin
saliniminda sekiz miRNA’da (miR-210, miR-375, miR-197-3p, miR-132-3p,
miR-29a-3p, miR-328, miR-24-3p ve miR-218-5p) istatiksel olarak anlaml
artig, ugunde (miR-302b-3p, miR-191-5P ve miR-17-5P) ise anlamh dusus
izlendi.

Sonug¢ olarak anne serumunda saptanan miRNA’lar, preeklampsinin
erken prediksiyonu, prognozu ve gebelik komplikasyonlarinin tahmini
acisindan umit verici yeni bir gelismedir. Yine de hastaligin 6ngorusu, yonetimi
ve Kklinik kullanimi igin daha genis capli baska calismalara da ihtiyag

duyulmaktadir.

Anahtar Sozciikler: miRNA, Preeklampsi, Anne serumu, Non-invaziv prenatal tani



ABSTRACT

ASSESMENT of EXPRESSION PROFILE of MIKRORNAs IN MATERNAL
PLASMA of PREECLAMPTIC WOMEN

Preeclampsia affects 5-8% of all pregnancies and is associated with significant
maternal and fetal morbidity and mortality. However, the pathophysiology of this
disease is not yet fully understood. MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding
RNAs, which function as critical posttranscriptional regulators of gene expression by
promoting mMRNA degradation and translational inhibition. Aberrant miRNAs
expression has been linked to pregnancy complications, such as preeclampsia. In
the present study, we analyzed the expression profiles of miRNAs in the serum of 31
pregnant women with preeclampsia and 32 pregnant women. The purpose is
preeclampsia related miRNAs obtained in this study might be used as notable
biomarkers for diagnosis and prognosis of Preeclampsia.

Thirty one women with preeclampsia and 32 healthy pregnant women as the
control group were assessed with respect to miRNA expression pattern in the
maternal serum between December 2012— June 2013 in Mersin University Faculty of
Medicine, Department of Obstetrics and Gynecology. In preeclamptic patients
significant changes have been found in the expression patterns of 11 miRNA. When
compared to the control group the expression was found to be significantly increased
in 8 miRNA, (miR-210, miR-375, miR-197-3p, miR-132-3p, miR-29a-3p, miR-328,
miR-24-3p and miR-218-5p) whereas mMIRNA expression was found to be
significantly decreased in 3 miRNA (miR-302b-3p,miR-191-5P and miR-17-5P)

We conclude that miRNAs present in the maternal circulation may provide a
new promising diagnostic tool for preeclampsia. Further study is necessary to

develop tools for early detection and management.

Key words: miRNA, preeclampsia, Maternal plasma, Non-invasive prenatal
diagnosis



GIRIS ve AMAG

Preeklampsi tum gebeliklerin %5-8’'inde goérulir ve preeklampside olusan
uteroplasental yetmezlik nedeni ile fetal buyime geriligi, preterm eylem, dekolman
plasenta gibi komplikasyonlar nedeniyle fetis risk altindadir. Bu nedenle
preeklampsi, maternal-fetal morbidite ve mortalite riski nedeniyle onemlidir’.
Gebeligin rutin takibi sirasinda gelisebilecek preeklampsiyi onceden belirleyecek
gecerli bir tarama testi bulunmamaktadir. Bu nedenle preeklampsi prediktivitesi icin
Anjiotensin Il infiizyon Testi, Roll-Over Testi, Serum Urik Asit Tayini, Fibronektin
Diizeyi, Plazma Antitrombin Il Diizeyi, Kalsiyjum Metabolizmasi, Uriner Kallikrein
Atihmi, Atrial Natritretik Peptid (ANP) Duzeyi, Oksidatif Stress Markerlari,
immiinolojik Faktorler, Plasental Peptidler, Homosistein ve Doppler Ultrasonografi
kullanimi gibi birgok yontem kullaniimistir. Preeklampsinin tanisinin erken donemde
konulmasi ve buna ikincil olarak alinan 6nlemler sonucu hastaligin seyri hafiflemekte,
eklampsi gorilme orani azalmakta ve sonugta maternal-fetal morbidite, mortalite riski
ciddi élglide azalmaktadir'.

MiRNA’lar protein kodlamayan yaklasik 20-23 nukleotid uzunlugunda, tek
iplikgikli RNA molekdulleridirler. MiRNA'lar genom Uzerinde protein bolgelerdeki RNA
genlerinde transkripsiyonu saglanan; fakat proteine translasyonu gerceklesmeyen,
fonksiyonel RNA molekilleridir. MiRNA'lar hedef genin mesajci RNA (mRNA)'lara
dusuk 6zgullukte baglanmasina, mRNA yikimina ve translasyonel inhibisyona neden
oldugu igin gen ifade edilmesinde énem arzeder®*. Kodlanan genler iizerinde biiyiik
etkileri olan miRNA’larin hastaliklarin 6ngorusu, tanisi ve prognozunda oneml
biyomarkerlar olabilecedi dusunulmektedir.

MiRNA'larin  birgok calismada gebelik komplikasyonlariyla iligkili oldugu
gosterilmistir’> Bu nedenle ¢alismamizda preeklampside miRNA salinim paternlerini
inceleyerek, preeklampsinin erken tanisi ile gelisebilecek komplikasyonlarin

onlenmesine katki saglamak, ¢alismamizdaki hedefimiz olmustur.



GENEL BILGILER

Hipertansiyon, erigkinlerin %20-30 kadarini etkileyen ciddi bir hastaliktir.
Hipertansif hastalar bobrek ve kalp yetmezligi, myokardial iskemi, serebrovaskuler
olaylar acisindan artmisg risk grubundadirlar. Gebelikte ortaya ¢ikan
hipertansiyonda ise uteroplasental yetmezlik nedeni ile fetal buyume geriligi,
preterm eylem, dekolman plasenta gibi komplikasyonlar nedeniyle fetls risk
altindadir. Bu nedenle gebelerde hipertansiyon artmis maternal-fetal morbidite ve

mortalite riski nedeniyle dnemlidir’.

Hipertansiyon tanisi, gebe kadinlarda en az iki ya da daha fazla kan
basinci 6lgcim ortalamasi sistolik 140 mm\Hg veya diastolik 90 mm\Hg ya da daha
yuksek bulunmasi ile konulur. Diastolik basinci belirlemede Korotkoff faz V

kullanilir.

SINIFLANDIRMA

Gebelikteki hipertansif bozukluklarin siniflamasi, hastaliyin prognozunun
belirlenmesi, yukselmis kan basincinin ve gebeligin yonetimi, maternal ve fetal

risklerin tespiti agisindan son derece 6nemlidir.

Gunumuze gebelikte hipertansiyon siniflamasi konusunda bir fikirbirligi
olmasa da en anlasilir siniflamalardan biri olan ‘National Institutes of Working
Group on Hypertension in Pregnancy’ tarafindan hazirlanan siniflama gebelikte
hipertansiyonu Oyku, fizik muayene ve labaratuar bulgularina goére 4 kategoriye

ayirmistir’;

1. Gestasyonel Hipertansiyon
2. Preeklampsi-Eklampsi

3. Superimpoze Preeklampsi



4. Kronik Hipertansiyon
Gebeligi Komplike Eden Hipertansif Hastaliklarin Siniflamasi

1.Gestasyonel Hipertansiyon

e Kan basincinin gebelik sirasinda veya postpartum ilk 24 saat i¢cinde
>140\90 mmHg olmasi.

e Proteinuri olmamasi

e Kan basincinin dogum sonrasinda 6 hafta iginde normal seviyeye inmesi

e Kesin tani yalnizca dogum sonrasi donemde konulur.

e Preeklampsinin gesitli bulgular (bas agrisi ya da trombositopeni vs) da eslik

edebilir (preeklampsi sendromu )'.

2.Preeklampsi-Eklampsi®

Hafif Preeklampsi
e 20. gebelik haftasindan sonra kan basinci <160/110 mm/Hg
e Proteinlri 24 saatlik idrarda = 300 mg ya da dipstick ile = 1

Agir Preeklampsi
e Kan basinci 2 160/110 mmHg ( hasta yataginda dinlenirken ve 6 saat ara ile
bakilmal)
e Proteinlri 24 saatlik idrarda = 5 gr ya da dipstick ile 3+, 4+ proteinurinin olmasi
e Serum kreatinin >1.2 mg/dL eger daha onceden yuksek oldugu bilinmiyorsa
e Trombositopeni (<100000 /mm?3)
e Mikroanjiopatik hemoliz (artmig LDH)
e ALT veya AST yuksekligi
e Persistan bas agrisi veya diger serebral veya gorsel bozukluklar
e Persistan epigastrik agr
e Oliglri (<400 ml/ 24 saat)

e Pulmoner 6dem



Eklampsi

e Preeklampsili bir gebede diger nedenlerle agiklanamayan konvilziyon
gelismesi

3. Superimpoze preeklampsi

¢ Kronik hipertansiyon tanisi almis ama proteinuri saptanmayan gebelerde, 24
saatlik idrarda yeni ortaya ¢ikmis olan 300 mg ve ustundeki proteinurinin
varligi

e Preeklamptik hastalarda oldugu gibi visiel semptomlarin gorulmesi, epigastrik
agrinin ortaya c¢ikmasi ve karaciger enzimlerindeki artis ya da trombosit

sayisinin <100.000/mm? olmas!®.
4. Kronik hipertansiyon

e Gebelikten 6nce veya gestasyonel trofoblastik hastalia baglanmaksizin 20.

gebelik haftasindan dnce KB ( kan basinci) 2 140/90 mmhg olmasi ya da

e ik kez 20. gebelik haftasindan sonra tani alan ve postpartum 12. haftadan

sonra devam eden hipertansiyon'®.
PREEKLAMPSI

Preeklampsinin klasik (glusi: hipertansiyon, proteiniiri ve édemdir. Odem
preeklampside ilk ortaya cikan bulgudur. Ozellikle ekstremite ve ylzde sivi
toplanmasi ile karakterizedir.12 saatlik istirahatten sonra sadece pretibial 6dem
olmasi (+), tim alt ekstremitelerde 6dem olmasi (++), karin cildinde ve ylzde 6dem
olmasi (+++) ve anazarka tarzinda, genel bir 6dem olmasi (++++) 6dem olarak

adlandirilir. Odem giiniimiizde artik tanisal kriter olmaktan cikarilmistir'”.
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Preeklampsi, insanlarda gorulen bir hastalik olup, gebeligin en yaygin
medikal komplikasyonlarindan biridir. Tum gebeliklerin yaklagik %2-3’ande gorulur.
Antenatal ve neonatal bakimdaki gelismelere ragmen maternal ve neonatal morbidite
ve mortalitenin en énemli nedenlerinden biridir'?*2.

Preeklampsi tanisi i¢in hipertansiyon ve proteinuri olmazsa olmazdir. 24 saatlik
idrar analizinde protein atiliminin 300 mg’'dan fazla, alti saat ara ile yapilan en az iki
idrar 6rneginde 100 mg/L protein olmasi veya idrarda protein/kreatin oraninin 0.3
olmasi proteinlri olarak tanimlanir. Son yapilan c¢alismalara goére spot idrarda
protein/kreatin oraninin 24 saatlik idrar dlgimine goére daha anlaml olabilecegi
belirtilse de bu konu ile ilgili calismalar siirmektedir'®.

Gebelige bagh hipertansif bozukluklarda, proteinuri ve glomertler histolojik
degisiklikler gebeligin ge¢ donemlerinde ortaya ¢ikmaktadir. Benzer sekilde bdbrek,
karaciger ve hematolojik fonksiyon testlerinde bozulma, persistan bas agrisi,
epigastrik agri da hastanin klinigindeki agirlasmanin ilk belirtileri olarak ortaya
cikmaktadir. Bu nedenle proteinurinin olmadigi durumlarda hipertansiyon ile birlikte
serebral semptomlar, epigastrik veya sag Ust kadran agrisi, bulanti-kusma,
trombositopeni ya da karaciger enzimlerinde gorulen yukselme, preeklampsiyi ayirici

tanida akla getirmelidir.
EPIDEMiYOLOJi

Preeklampsi gen¢ ve nullipar hastalarda daha sik goruldr. Nulliparlarda
preeklampsi insidansi %3-10 arasinda goraltur. Multiparlarda preeklampsi insidansi
nulliparlardan daha azdir. Bununla birlikte preeklampsi bimodal yas dagihmi gosterir
ve ikinci pik 35 yas (izeri multipar kadinlarda gériiliir'”'®.

Preeklampsi gecirme hikayesi olan gebelerde risk %18‘lere ¢ikmaktadir.
Preeklampsi riski cogul gebeliklerde %14-20, major fetal anomalisi olan gebelerde
%30, kronik hipertansiyonu ve bdbrek hastaligi olan gebelerde risk orani %25
olmaktadir. Sosyoekonomik diizeydeki diisiikliik bir risk faktorudiir'®.

Literatlrlerde belirtilen preeklampsi insidans bilgilerinde cografi ve irksal
farkhliklara bagh degisiklikler oldugu belirtiise de, farkli populasyonlardaki

preeklampsinin gelisiminde pek ¢ok risk faktora tanimlanmistir.
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Asagidaki hallerde preeklampsi insidansi artmaktadir:

1) Onceki gebeliklerde preeklampsi 6zgecmisi
2) Ailesinde preeklampsi-eklampsi dykusu
3) Nulliparite

4) Siyah irk, kalitim

5) Cogul gebelik

6) Obezite

7) Polihidramnios

8) Molar gebelik

9) Diabetes mellitus

10) Kronik hipertansiyon

11) Renal hastalik

12) Geng yas

13) Dlsuk sosyoekonomik yapi

14) Non immun fetal hidrops

15) Bag dokusu hastaliklari

Gebelige bagh hipertansiyon nulliparlarin hastali§i olarak bilinir®®. ABD’de tiim
nullipar gebeliklerdeki insidans %6-7’dir. Siyah irktan olmanin preeklampsi igin bir
risk faktord olusturdugu pek ¢ok kaynakta bildirilmistir. Preeklampsi ve eklampside
ailede hastalik oykusunin 6nemi de olabilir. Bundan dolayi ailede preeklampsi
OykUsunun olmasi 6nemlidir ve Oykunun hastalik riskini 6 kat artirdigi ifade
edilmektedir. Resesif gegisli tek gen mutasyonu sonucu ya da parsiyel penetrasyon
gbsteren dominant bir gene bagl olabilecegi gibi multifaktdryel de olabilir'.

Preeklampsi gelisimi icin hesaplanan bazi risk faktorleri tablo 1 ‘de

gOsterilmistir.
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Tablo 1. Preeklampside risk faktorleri ve risk oranlari®?

Risk Faktorleri Risk Orani
Daha dénceki gebeliginde preeklampsi dykisunun olmasi 6:1
Ailesinde preeklampsi dykusunu olmasi 6:1
Nullipar 6:1
Genc olmasi 5:1
ikiz gebelik 5:1
Diabetes mellitus 2:1
Obezite 3:1

Preeklampsi ile birliktelikleri tam olarak kanitlanamamis diger risk faktorleri ise
sunlardir: Triploidi, sakrokoksigeal teratom, erkek fetus, hipertiroidizm, idrar yollari
enfeksiyonlari, yardimci (ireme teknikleri, hiperemezis, migren, epilepsi?®. Bunlarin

preeklampsi ile birlikteligi tam olarak kanittanmamistir.
ETYOLOJI

Preeklampsinin etyolojisi gunimuzde hentuz net olarak bilinmemektedir.
Preeklampsinin insana 6zgu bir hastalik olmasi, bilimsel ¢alismalari yetersiz hale
getirmektedir. Yine benzer gekilde yetersiz trofoblastik invazyonun bir kaniti olarak ilk
trimester doku materyalinin elde edilememesi, altta yatan temel patolojiye annenin
vermis oldugu reaksiyonun her vakada farkli ortaya ¢cikmasi ve bu hastaligin hangi
gebede ve ne zaman ortaya c¢ikacaginin bilinmemesi etiyopatogenezin
aydinlatiimasini kisitlayan en énemli nedenler arasinda sayllabilir”. Tum vakalari tek
bir etyolojik faktor ve tek bir patofizyolojik mekanizma ile agiklamak mumkun dedgildir.
Bununla birlikte preeklampside 6ne slrulen teoriler plasental invazyon bozuklugu ve

endotel disfonksiyondur.
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a) Trofoblastik invazyon

Preeklampsinin fizyopatolojisinde kabul goérmuis bir teori henuz yoktur.
Basarili gebelik icin gerekli plasental fonksiyon, yeterli trofoblastik invazyona baghdir.
Preeklampside en gecerli teori trofoblastik invazyon vyetersizligidir**. Normal
plasentasyonda ekstravilloz trofoblastlar maternal spiral arterlerin orta diuz kas ve
elastik lamina tabakalarini invaze eder®®. Bu invazyonun gebeligin 20. haftasina
kadar tamamlanmasi beklenir. Bu sekilde uterin spiral arter caplar artar ve
vazokonstriktif yetenekleri geriler, yuksek akiml disuk rezistansli damarlar halini
alirlar?’. Bu spiral arterlerdeki degisiklikler sonucu plasental yatagin perfiizyonu
artar®. Preeklampside goriilen trofoblastik invazyon yetersizligi kendini hem
myometrial invazyonda hem de spiral arterlerin modifikasyonunda gosterir. Sonug
olarak uteroplasental arterlerin [Umeni daralir, intimada aterozis ve vazospazmin bir
sonucu olarak intervilloz perfuzyon azalir. Trofoblast invazyonundaki bu yetersizlik
preeklampsinin baslangicinda anahtar rol oynar. Trofoblast invazyonu maternal
immun sistem ve trofoblastik invazyon kapasitesi arasinda dengelenir. Trofoblast
invazyonu igin kritik role sahip olan MMP-9 ve anjiogenezis icin anahtar rol oynayan
VEGF (VEGF-1) ekspresyonlarinda azalma sO0z konusudur. Buna bagli olarak
sitotrofoblastlarin invazyon 06zelliklerinin zarar gormesine bagli olarak uterin
arteriyoller kiiciik ve yiiksek rezistansli damarlar olarak kalir"#.

Preeklampside, VEGF ve PLGF’nin bir antagonisti olan artmis sFlt-1,
dolasimda bulunan serbest VEGF ve PLGF seviyelerini azaltarak, endotel
disfonksiyonuna neden olmaktadir. sFlt-1 artis miktari hastaligin siddeti ile
koreledir?’. Coziiniir endolgin (sEng) TGF-B ailesinin yardimci reseptorii olan
endolgini (CD105) bloke eden bir molekuldur. Yapilan galismalarda gostermistir ki
klinik preeklampsinin gelisiminden aylarca once sEng’ nin serum duzeyleri de

artmaya baslar®®.
b) Endotel disfonksiyonu

Saglikli  gebeliklerde  angiotensin I’nin  vazokonsriktor  etkisini,

prostoglandinler (PGI2, PGE2) vazodilatasyon yaparak dengeler. Prostosikliler,
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vaskuler endotel ile birlikte renal korteks tarafindan da uretilir, etkin bir vazodilatator
ve trombosit agregasyonu inhibitorudur. Tromboksan A2 (TXA2) ise trombosit ve
trofoblastlar tarafindan Uretilir. Vazokonstriksiyon ve trombosit agregasyonu gibi
etkileri vardir. Endotel disfonksiyonu ile birlikte PGI2 salinimi azalir, artan TXA2
salinimina bagli olarak platelet agregasyonu olusur. Bu nedenler sonucu olugan
vazokonstriiksiyon hipertansiyon gelisimine de katkida bulunur®.

Nitrik oksit, endotel hicreleri tarafindan sentezlenir ve guglu bir vazodilatotor
etkisi vardir. Bu etkiyle birlikte fetoplasental akimin karakteristigi olan normal disuk
basingli vazodilate durumun devami saglanir. Nitrik oksit sentezinin inhibisyonu
sonucu kan basinci artar, kalp atim hizi azalir ve vazOpressorlere kargi olan
duyarsizlik azalir. Fetal endotel tarafindan da uretililen nitrik oksit, preeklampsi,
diabet, infeksiyon gibi durumlarda artis gdstermektedir®®=°.

Vasospazmda damarlarda hasarlanmaya neden olur. Tum bu degisiklikler
endotelyal hucre hasari degisikliklerine yol agar ve intraepitelyal hicre sizintilari,
trombositler ve fibrinojeni de iceren kan elemanlari subendotelyal bolgede depolanir.
Bu degisikliklerin etrafindaki dokularda olugsan hipoksi sonucu hemoraji, nekroz ve

siddetli preeklampside gozlenen ug-organ degisiklikleri olusur™.
c) Preeklampsi ve Genetik

Preeklamptik  annelerin kizlarinda preeklampsi riskinin %20-40,
kizkardeslerinde %11-37 ve ikiz galigmalarinda diger ikiz esinin riskinin %22-47
olmasi genetik goriisleri desteklemektedir®'. Kimi genetik teorilere gére fetusa besin
transferini artiran genler secilmektedir. Ayrica bu olaylr dengeleyen maternal genler
de secilir. Bu ‘genomik impriting’ olayi, plasental faktorlerin (fetal genler) anne KB’ni
artirdigini; fakat anneye ait faktérlerin KB’yi disirdiduni éne surer. Endotel hilicre
disfonksiyonu, bir fetal kurtarma (rescue) stratejisi olup, plasenta disi direnci artirarak
uteroplasental kan akimini yeterli hale getirmektedir®2.

Metilen tetrahidrofolat rediktaz (C677T), FV Leiden, Anjiotensinojen (M235T),
HLA (insan I6kosit antijenleri), NOS 3 (endotelyal nitrik oksit), F2 (G20210A)
(Protrombin), ACE (Anjiotensin konverting enzim) gibi genlerin preeklampsi ile iligkili
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oldugu bilinir*". MTHFR gen mutasyonunun sikhginin preeklamptik hastalarda arttig

da bilinmektedir.

d) immiinolojik Faktorler

Preeklampsinin ilk esinden olusan ilk gebeliklerde daha sik gérilmesi ve HLA-
B ile iliskisinin gosterilmesi immunolojik teoriyi desteklemektedir. 12 aydan daha fazla
cinsel iliski sonrasi gebe kalan primigravidlerde preeklampsi insidansi %11.9’dan
%3.3’e gerilemigtir. Bu spermdeki antijenlerle 6nceden karsilasma preeklampsi
insidansini azaltir. Bu durum ayni zamanda preeklampside paternal faktoria de

destekler®® Preeklamptik hastalarda oto antikorlarda total olarak artis izlenmektedir®.

MikroRNA

Genom Uzerindeki protein kodlamayan bdlgelerdeki RNA genlerinden ve
protein kodlayan ekzon veya intron bolgelerinden transkripsiyonu saglanan, ancak
proteine translasyonu gergeklesmeyen, fonksiyon olarak gen ekspresyonunun
dizenlenmesinde rol oynayan fonksiyonel RNA molekulleridir. Klasik olarak bilinen
MRNA, tasiyici RNA (tRNA), ribozomal RNA (rRNA) molekillerinin diginda son
yillarda hucresel birgok temel iglevin duzenlenmesinde gorev alan miRNA, kuguk
interfere edici RNA (small interfering RNA; siRNA) ve piwi-etkilesimli RNA (piwi-
interacting RNA; piRNA) gibi farkli RNA molekiilleri kesfedilmistir®*>°,

a. mikroRNA’nin Kesfi

Napoli ve Stuitje’nin galismalarinda, petunya Uzerindeki yaptiklari aragtirmalar
sirasinda fark ettikleri, fakat yillar sonra Jorgensen ve arkadaslarinin tanimladiklari
“‘gen sessizlegtiriimesi” miRNA kesfi sirasindaki en énemli kése taslarindandir.
Calismalar esnasinda, aktarilan transgenin yalnizca kendi kendisini degil, ayni

zamanda endojenik genin ekspresyonu Uzerine de etkisi oldugu gorulmus ve hem
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endojenik hem de transgenik mMRNA'nin kaybini tanimlamak i¢in co-supresyon terimi

kullanilmigtir*®4°

. Lee ve arkadaslari, 1993 yilinda bir nematod olan Caenorhabditis
elegans’in gen igerigini incelediklerinde, protein kodlamayan lin-4 olarak ad verdikleri
genin, 22 nukleotid uzunlugunda kuguk bir RNA transkribe ettigini bildirmislerdir. O
siralar bir nematodun yapisal 6zelligi sanilan ve yagam dongusunun zamanlamasi ile
ilerlemesini kontrol ettigi dusunulen lin-4 kegfedilen ilk miRNA'dir’. Reinhart ve
arkadaslari, 2000 yilinda C. elegans’da, let-7 olarak isim verdikleri 22 nukleotid
uzunlugunda, canlida gelisim basamaklarini dizenleyen farkli bir miRNA daha
kesfetmislerdir. insanlar ve bazi tiirler arasinda let-7’nin kaydadegder bir biyolojik

fonksiyona sahip olmasindan dolayr korundugu gésterilmigtir"*?

. Bu calismalar
Isiginda birgok miRNA en basit canlilardan insana kadar ylksek oranda korunurlar
ve genom igerisinde miRNA’lar1 kodlayan birgok gen bdlgesinin varligi bilinmektedir.

Bu durum bize miRNA’larin tim canlilarda énemli gorevleri oldugunu gdsterir®®2,

b. Tanim

miRNA’lar; 21-23 nukleotid uzunlugunda olan, proteine transkripsiyonu
olmayan, endojen tek zincirli RNA'lardir. mRNA’da 3’ ucu yazilima ugramayan
bolgeye (3’-untranslated region; 3'-UTR) baglanarak mRNA’nin yikiminda rol oynarlar
veya translasyonunu baskilayarak gen ekspresyonunu diizenlerler®®. Giiniimiize
kadar 168 turde toplam 21000’in Uzerinde miRNA oldugu bildirilmistir. Bu ¢aligmalar
bitkilerden hayvanlara genis bir Olgekte yapilan galismalarin yer aldigi miRBase

versiyon 18’den elde edilmistir
c. mikroRNA'’lar Nerede Kodlanir ?

miRNA’larin gogu (%61) protein kodlayan genlerin intronlarinda, az bir kismi
ise genlerin eksonlarinda veya intergenik bdlgelerde bulunmaktadir*>44.

Protein kodlanan genlerin intron ve eksonlarinda bulunan miRNA genlerinin,
ayni promotor araciligiyla prekirsér mRNA (pre-mRNA) ile birlikte transkripsiyonu
olmaktadir. mRNA ile iligkili dokuya 6zgui miRNA ekspresyon profilinin goérilmesi, bu

miRNA’larin  pre-mRNA ile birlikte transkripsiyonunun olmasi ile aciklanir®4")
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intergenik  bélgelerde yerlesik mIiRNA genlerinin transkripsiyonu ise kendi
promotorlari tarafindan diizenlenir*®484°.

miRNA genlerinin yarisindan fazlasi kanser ile iligkilendirilmis gen bolgelerinde
veya kromozomda bosluk ya da kiriklarin géruldigu spesifik genomik bdlgeler olarak
tanimlanan kirilgan bdlgelerde bulunur. Bu durum miRNA’larin  neoplazi

patogenezinde yeri oldugunu da gésterir®.
d. mikroRNA Biyogenezi ve Fonksiyonlari

Hucre dongusu ve buyume Uzerine duzenleyici etkileri olan kuguk, protein
kodlamayan RNA turl olan miRNA’lar, RNA polimeraz Il (pol Il) tarafindan
sentezlenmektedir. Yapilan son c¢alismalar ile bircok farkli miRNA lokusunda RNA
polimeraz Il (pol IlIl) ile iligkili tekrar dizilerinin gdsterilmesi pol III'in de mMiRNA
transkripsiyonunda énemli yeri oldugunu gdstermistir®®®’.

miRNA olusumundaki adimlari sirayla inceleyecek olursak. ilk dnce miRNA
genlerinden primer miRNA (pri-miRNAYlarin transkripsiyonu gelisir. Akabinde pri-
miRNA’larin nikleus icinde prekirsér miRNA (pre-miRNA)’lara gevrilir. Son olarak da

sitoplazma iginde olgun miRNA olusur®*(Sekil 1).
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Sekil 1. mikroRNA biyogenezi.

miRNA’lar, primer transkript (pri-miRNA) olarak RNA polimeraz enzimi
yardimi ile DNA’dan sentezlenir. Primer transkript "poli A" ve "cap" kuyruguna
sahiptir ve sapli, ilmikli yapi igerir. Nukleusta bir endontkleaz olan Drosha ve onun
kofaktort olan cift iplikli RNA baglayici bir protein olan Pasha yardimi ile pre-
miRNA’'ya c¢evrilir. Drosha ve Pasha’nin birlesimiyle olusan yapi mikroislemci
kompleks olarak adlandirilir®®.

Mirton adi verilen bazi miRNA’lar Drosha islemini pre-miRNA seklinde birbirine
eklenmis biitiin intronlari uzatarak atlar*®. Bir niikleer tagsima reseptdrii olan Exportin
5 ve nuklear bir protein olan RAN-GTP’ye bagimh bir sekilde pre-miRNA molekull
sitoplazmaya tasinir®. RNAaz Ill enzimi ailesinden bir endoniikleaz olan Dicer, TAR
RNA baglayan protein (TRBP) veya Poimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) aktive eden
protein (PACT) ile etkilesimde bulunurak sitoplazmada pre-miRNA’I parcalayarak cift
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zincirli, 18-24 niikleotid uzunlugunda miRNA dubleksine dénustiriirler®. Dicerin diger
fonksiyonu da RNA ile tetiklenmis susturma kompleksi (RNA indiiklenmis Baskilayici
Kompleksi; RISC) olusumununda kilit rolii olmasidir®®. Pre-miRNA'nin sapli, ilmikli
yapisi dicer tarafindan kesildikten sonra miRNA dubleksinden sadece bir tanesi RNA
ile tetiklenmis susturma kompleksine katilir. RNA ile tetiklenmis susturma
kompleksinin ihtiva ettigi RNAaz olan Argonaute’un yardimi ile bu iki iplikten 5" ucu
daha kararl olani secilip komplekse katilir. Bu komplekse dahil olan yapi kilavuz iplik
(guide iplik) olarak isimlendirilir. Diger kilavuz olmayan ve yolcu iplik olarak
adlandirilan iplik RISC kompleksi tarafindan sindirilir. miRNA’lar aktif RISC
kompleksine katildiktan sonra, ya Argonaute proteinleri araciligiyla mRNA’nin

yikimina ya da protein translasyonunun engellenmesine neden olurlar (Sekil 2)°°.
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Sekil 2. miRNA olusumu®.
MikroRNA’larin Fonksiyonu

Olgun miRNA’lar hedef genlerin ekspresyonunu azaltarak protein sentezinin
dizenlenmesine katilirlar. MiRNA'lar kendi nukleotid dizilerini tamamlayici hedef
genleri tanima 6zelligine sahiptir. Kendi nukleotid dizilerine komplementer hedef
genleri tanima 6zelligine sahip miRNA’lar, RISC ile kompleks olusturup baz ciftlesme
ozelligi ile mRNA’ya baglandiktan sonra protein translasyonunun inhibisyonuna ya da

mRNA’nin yikimina sebep olur®’. MiRNA’larin her birinin birden fazla mRNA’nin
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ekspresyonunu dizenleyebildigi ve mRNA’larin her birinin de birden fazla miRNA

tarafindan hedeflenebildigi saptanmistir ®3(Sekil 3)°*’.
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Sekil 3. miRNA olusumu ve fonksiyonu®’.

miRNA, hedef mRNA'nin 3’ ucundaki translasyona ugramayan bdlgesine
(Untranslate Region-UTR) ya da hedef mMRNA‘nin ORF (Open Reading Frame- acik
okuma c¢ergevesi) bolgesine baglanir ve baglanma pozisyonu miRNA kompleksinin
mRNA’ya nasil komplementer olduguna bagh olarak degiskenlik gosterir.
Translasyona ugramayan bdlgesine baglandiginda; kusurlu, eksik tamamlayicilikla
ve translasyonun baskilanmasiyla sonuglanir. ORF bdlgesine baglandi§i takdirde
baglanma kusursuz, eksiksiz tamamlayiciligi gosterir ve sonugta Argonaute2 (Ago2)
tarafindan mRNA'nin yikimi gergeklegirsg. miRNA’lar birden ¢gok mRNA salinimini
dizenleyebildigi gibi mRNA’larin her biri de birden ¢ok miRNA tarafindan
hedeflenebilir (Sekil 4)°.
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Sekil 4. miRNA biyogenezi®.

miRNA'lar hdcre fonksiyonu ve butunligunu saglayan, duzenleyici kuguk
molekuller olarak bilinirler. Apoptozis ile organogenez ve gelismedeki hucre
arasindaki iletisim gibi birgok biyolojik slreglerden sorumlu oldugu kabul edilir.
Sadece bir miRNA’nin birgok geni dizenledigi disundldiginde, miRNA’larin dogru
bir hicre fonksiyonu igin gerekli oldugu sonucuna varilabilir. miRNA salinimindaki
degisiklikler bircok ciddi hastaliga yol acabilmektedir. Ayrica, miRNA ekspresyon
profilleri hastalik durumu ile iligkilidir. Bu nedenle hastaliklarin tanisinda ve takibinde
yeni biyomarker olarak kullanilabilecegi ydniinde gérisler vardir’""2,

miRNA’larin  genetik nedenli  salinim  degisikliklerine  delesyonlar,
amplifikasyonlar veya translokasyonlar gibi genom degisiklikleri neden olmaktadir.
MiRNA kodlayan dizideki delesyonlar o miRNA saliniminin azalmasina, bunun
sonucunda mMRNA’nin baskilamadan kurtulmasina ve sonu¢ olarak mRNA’'dan
kodlanan proteinin artmasina neden olur. Amplifikasyonlar ise miRNA miktarini

artirarark hedef mRNA’nin  etkinligini ve drind olan proteini azaltir.
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Translokasyonlarin etkisi degiskendir, yer degistiren DNA pargasinin yerlesme yerine
gore artirici veya azaltici yonde etkisini gosterebilir. Bunlar disinda; miRNA ya da
mRNA'y1 kodlayan genlerdeki nokta mutasyonuna bagh degisiklikler, miRNA-mRNA
uyumunu degistirerek translokasyonlar gibi artirici veya azaltici etki yapabilir. Ayrica,
epigenetik degisiklikler ve miRNA'nin kodlandigi genin promotor etkinligindeki

degisiklikler de miRNA’nin salinim diizeyini etkileyebilir>"".

Dolagsimda miRNA’lar

Yapilan c¢alismalarda, saglikli bireylerde dolasimda bazi ortak miRNA’lar
oldugu bildirilmistir 2. Bu bilgi bize farkli fizyolojik durumlarda ve kimi hastaliklarda
cesitli miRNA tiplerinin serumda arttigi dasunulerek dolagsimdaki miRNA’larin tanisal
amagcl kullaniimasini saglayabilir. miRNA’lar hicre icerisinde igslev gostermektedirler.
Fakat bu miRNA’larin serum, plazma, tukrik, idrar ve anne sutu gibi o6rneklerde
ekstraselliler olarak bulunabildikleri gosterilmistir ®®4. Normalde serumda yiiksek
RNAaz aktivitesi olmasina ragmen miRNA’lar olduk¢a kararli molekullerdir. Ayni
sekilde miRNA’larin ylUksek 1s1, yuksek pH gibi kosullara da oldukga direngli oldugu
bilinmektedir’®. Eksozom, vezikiil ve protein-miRNA komplekslerinin, hicreler
arasinda transfer edilebilecegi dusunudlmektedir. Kimi yayinlarda, miRNA’larin
eksozom ve apoptotik cisimler gibi kiguk membrandz vezikuller iginde kimi
yayinlarda ise protein-miRNA kompleksleri olusturarak serumda RNAaz

aktivitesinden korundugunu belirtilmigtir®°

. miRNA’lar serumda c¢ogunlukla HDL,
AGO2 ve NPM1 moleklllerine baglanmaktadirlar. miRNA’larin bu yapilarla bagli
sekilde hucrelerden aktif yolla sekresyona ugrayip ekstraselluler alana gecgerek hedef
mRNA'y1 iceren hucreler tarafindan alindigi digunulmektedir. Fetal miRNA’larin da
bahsedilen mekanizmalarla maternal seruma gegtigi bilinmektedir. Dolayisiyla, son
derece stabil olan ve fetusa ait bu kiicik RNA’larin maternal serumda saptanabilmesi
ile hastaliklarin tani ve takibinde miRNA’larin marker olarak kullanilmasi mumkun

olabilir®™%2,
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Gebelik ve miRNA

Anne serumunda fetal hucreler ilk kez 1893’te Schmorl’in preeklampsi
nedeniyle hayatini kaybeden hasta serumlarini incelediginde bu serumlarda
trofoblastlara rastlamasiyla ortaya konulmustur. 1990’larda anne serumunda fetal
cekirdekli eritrositlerin incelenmesi yontemiyle andploidinin prenatal tanisi igin sonug
elde edilmeye calisilmistir®®®*.

Hucre bagimsiz fetal DNA'nin anne serumunda taranmasi noninvaziv prenatal
tani alaninda gosterilen ¢ok ©6nemli bir durumdur. miRNA’larin fizyolojik
reaksiyonlardan kanser patogenezinde kadar pek ¢ok yerde rol oynadigi kesfedilince
bu kuguk RNA molekullerinin, saglikli gebelik surecinde ve gebelik
komplikasyonlarindaki yeri hakkinda birgok calisma yapilmistir. Kanserli ve normal
hlcrelerle yapilan birgok calisma olmasina karsin, gebelik ve surecleri ile yapilan
calismalar henlz c¢ok yenidir. Yapilan galismalarda embriyonik kok hucrelere ve
embriyonun gelisiminin erken fazlarina 6zgu bazi miRNA’larin salinim paternlerinin
degisiklik gosterdigi gorulmustir. Plasental kdkenli oldugu bilinen koryokarsinomlu
hicreler, normal trofoblastlarla karsilastirildiginda bazi miRNA’larin koryokarsinomda
daha az salindi§i gdsterilmistir®>.

GUnumuzde ise plasental kaynakh miRNA’larin anne serumundaki
konsantrasyonlarindaki degisimin gelisme geriligi gibi gebelik komplikasyonlarinin

saptanmasinda bir marker olarak kullanilabilecegi diistinilmektedir®’.

implantasyon déneminde miRNA’lar

Menstruel siklusta, endometrium birgok immun mekanizma ile implantasyona
uygun bir hal almasi i¢in hazirlanir. Bu endometrial reseptivite birgok enzim, protein
ve anjiogenik faktor gibi mediatorler sayesinde gelisir. Bu reseptivite ile iligkili
mediator salinimindaki degisimler uygunsuz doku rejenerasyonu, disfonksiyonel
uterin kanama, embriyo implantasyonunda basarisizlik gibi birgok endometrial
kaynakli patolojiye neden olabilir. Glncel verilere bakildiginda miRNA’lar gen salinim

paternlerini degistirerek endometriumda inflamatuar yanita etki ederler®® .
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Yapilan fare deneylerinde implantasyon ve ©Oncesi donemlerde cesitli
miRNA’larin salinimindaki degisim gosterilmistir. Yapilan bir ¢calismada 32 tane
mMiRNA’'nin saliniminda reseptif fazda artis gorulmustar. miR-101 ve miR-199a’nin
implantasyonda 6nemli rolli olan siklooksijenaz-2(Cox2) geni Uzerinden etki ettigi

yine bu calismada gosterilmistir'®.

Plasentadan salinan miRNA’lar

Gebelik esnasinda glnimuzdeki veriler 1siginda miRNA salinimi ¢ok buyuk
dlgiide plasentadan ve fetal beyin dokularindan gergeklesmektedir'®. 19.
kromozomdaki C19MC bdlgesi, varligi plasentada da godsterilen bilinen en genis

miRNA kdmesini temsil eden gen bolgesidir.

microRNA Bortolin-Cavaillé  Bentwich  Liang Miura  microRNA Bortolin-Cavaillé  Bentwich  Liang  Miura
miR-498 V' " v v hsa-mir-519a-2 v
hsa-mir-512-1 Vi miR-519b v v V'
hsa-mir-512-2 v miR-519c¢ v v v
miR-512-3p J miR-519d J J J J
miR-512-5p v miR-519e N, J v
hsa-mir-515-1 v v miR-520a v v v v
hsa-mir-515-2 Vi miR-520b v v V'
miR-515-3p v J miR-520c J J v
miR-515-5p J J miR-520d J J J
hsa-mir-516-1 miR-520e v i v
hsa-mir-516-2 v miR-520f v v v
miR-516-3p J J miR-520g J J
hsa-mir-516-4 J miR-520h o
MiR-516-5p miR-521-1 J J
hsa-mir-516b2-3 v miR-521-2 g v W
miR-517a J J J J miR-522 J J v
miR-517b J J miR-523 J J J
miR-517¢ J J J miR-524 J J v
miR-518a J J J miR-525 J J J
hsa-mir-518a-1 v miR-525-3p v
hsa-mir-518a-2 v v miR-525-5p v
miR-518b J v v J miR-526a v v
miR-518c Ny ~ N N miR-526a-1 Nj
miR-518d J v J miR-526b J v N
miR-518e J v v v miR-526¢ v v
miR-518f J v v miR-527 v v
miR-519a W ) hsa-mir-1283-1 V)
hsa-mir-519a-1 v hsa-mir-1283-2 Vi

miR-1323 J

Sekil 5.Maternal serum ya da plasentada gériilen,19.Kromozom C19MC- miRNA™""%

Bu gen bolgesinde 43’U sirali ve klonlanmis olmak Uzere 54 adet miRNA'nin

var oldugu belirtilmigtir'®°",

miRNA’larin bu gen bdlgelerindeki mutasyonlar,
dublikasyonlar gibi degisimler sonucu salindigi bilinse de, bu mirRNA’larin
saliniminin tamami bu gen kiUmelerinden mi gergeklesir sorusunun yanitini

gunumuzde bilinmemektedir.
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C19MC gen bolgesi hipermetilasyonu c¢alismasinda, demetilasyon yapan
ajanlarin, bu genis gen kumesine etkimesiyle miRNA salinim paterninde artisi oldugu
saptanmigtir. Bazi mide kanseri turlerinde hipermetilasyonun , p16 ve E-cadherin gibi
tumor supresor genleri baskilayarak kanser gelisiminde rol oynadiklari bilinmektedir.
Plasentada ise mide kanserine ters olarak hipermetile alanlar ¢ok fazla gértilmemistir.
Ve yine plasentadan miRNA salinmasiyla distal bolgede CpG metilasyon durumu
arasinda iliski saptanmistir'®"1%2,

insan embriyo gelisiminde ise C19MC bdlgesindeki gen kiimesinde yazilima
ugrayan genler, belli araliklarla embriyonun cesitli bolgelerinde ve plasentadan
miRNA salinimina neden olurlar'®. Trofoblastlardaki hipoksiye bagli 6 adet
MiRNA'ninb(miR-93, miR-205, miR-224, miR-335, miR-451 ve miR-491) arttigi ve 1
adet miRNA'nin azaldi§i kimi calismalarda gésterilmistir'®'%. Arastirmalar plasental
gelisim icin gerekli gen bdlgelerinden FGFR1 ve MAP2K'nin miR-424 tarafindan
kontrol edildigini, yine plasental gelisim i¢cin 6nemli MED1 gen ekspresyonunun miR-
205 tarafindan susturuldugunu gdstermektedir. MiR-205'in hematopoetik ve treme
sistemi tarafindan eksprese oldugu bilinse de ylUksek 6l¢ude trofoblastik hicrelerce
salindigi bilinir'®. miR-205 plasenta epitel hasarinda adaptasyonu saglar. Toksisite
maruziyeti ve plasental hasara baglh miRNA saliniminda degisiklik olur. Sigara
maruziyetine bagli olarak plasentadan miR-16, miR-21 ve miR-146a salinimi
azalmistir. Hlcre 6lumsizligline neden ve koryodesiduadan derive olan TCL-1
onkogen salinimini etkileyen miR-146 doz bagimh olarak nikotin ve benzodiazepin
miktarina gore azalmaktadir. Calisma sonuglari kesin olmamakla birlikte miR-146'nin
hicre stresinde etkin rol aldigi ve trofoblastik hucreleri; TCL-1, HTR8 yardimi ile
olumsiizlestirdigi gosterilmektedir'%1%’.

Yine miRNA salinim profillerinin preeklampside degistigi gosterilmistir. Bir
calismada 14q32.31 gen bolgesinden eksprese olan miR-210, miR-1 ve miR-34C-5p
salinim paternlerinde preeklampside degisiklik izlenmistir'®®. Bagka bir calismada ise
miR-15b, miR-181a, miR-200C, miR-210, miR-296-3p, miR-377, miR-483-5p ve miR-
493 salinimlarinda preeklampside degisiklikler gorilmistir'®. Bu iki calismada miR-
210’daki salinim farklihginin birbiri ile uyumlu oldugu gosterilmistir.

Koryokarsinomdaki trofoblastlar ile saglikli gebelerdeki trofoblastlar miRNA

salinim profili agisindan karsilastirildiginda, koryokarsinomda miR-9, miR-96, miR-
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203, miR-372 ve miR-200a salinim duzeylerinde artig saptanirken; miR-199a, miR-
199-s, miR-199s, miR-154, miR-370, let-7b, miR-299, miR-134 ve miR-199b
diizeylerinde azalma saptanmistir®®. Bu calisma grubunda mir-199b’nin trofoblastik
proliferasyonda anahtar rol oynadidi hatta koryokarsinomda hicre c¢ogalmasini
inhibe ettigi sdylenmektedir. Glinumuze kadarki bilgilerde desidua ve plasentayi
cevreleyen trofoblastik hucrelerin miRNA salinim paterni ile ilgili edinilen bilgiler
sinirhdir. Let-7a ve miR-320, desidulizasyon sirasinda blastokistler tarafindan
salinirlar’®™". MiRNA-222"nin endometrial stromal hiicre farklilasmasinda en énemli
etken oldugu disiiniilmektedir'™. Desidual ya da plasental immun hiicrelerde miRNA

salinimi ile ilgili bilgiler ise oldukga kisithdir.

Embriyonik kok hiicreler ve miRNA

insan embriyonik kék hiicrelerinde de C19MC gen kiimesine benzer sekilde
miRNA salinimi ile iligkili gen kumeleri buyuk c¢ogunlugu 19. kromozom ve X
kromozomunda lokalize olmuslardir'™'"*. Yapilan calismalarda 7’si (miR-200c, miR-
368, mir-154,miR-371, miR-372, miR-373 ve miR-373) kuvvetli olmak Uzere toplam
36 adet miRNA, insan embriyonik kok hucre kontroluyle iligkili oldugu gosterilmigtir.
Ayni calismada let-7a, miR-301, miR-374, miR-21,miR-29b ve miR-29 insan
embriyonik kok hicre gelisim ve farkhlasmasinda rol aldigr goésterilmistir. Kimi
uzmanlarin gorusine gore miRNA’larin insan kok hlcre gelisim ve farkllagsmasinda
birincil etken oldugu belirtiimektedir. Boylelikle hedef miRNA’larin tanimlanmasi bize
insan embriyonik kOk hucre gelisim ve farklilagsmasindaki karisik mekanizmanin
anlasilmasini saglayabilir’™*,

Yine insan embriyonik kok hicre ve farelerde yapilan miRNA calismalari
sonucunda mir-17 ailesi, miR-17-5p, miR-20a, miR-93 ve miR-106a’larin farkh
dizeylerde anlamli sekilde fare embriyolari gelisimi ve kok hucre farklilagsmasi
sirasinda salindiklari gosterilmigtir. miR-93 ve miR-17-5p’nin embriyo gastrik
mezoderminden salindigi, 6zellikle de miR-93’Un farkhlagsmamis endoderm ve
blastokistin trophektoderminden salindigi belirtilmistir'*°.

Bir baska calismada, farelerde implantasyon oncesi ddénemdeki gelisim
basamaklarinda kimi miRNA’larin  salinminda anlamh degisiklikler oldugu

g6sterilmistir. ileri arastirmalar sonucu implantasyon &ncesi gelisimin farkli

28



basamaklarindaki dar araliklarda dahi miRNA saliniminda dramatik degisiklikler
oldugu gosterilmigtir. Blastokist trophektodermden gelistigi dusunulen 8 adet
mMiRNA’nin (MiR-297, miR-96, miR-21, miR-29c, let-7, miR-214, miR-125a, miR-424)
saliniminda artis oldugu ve miR-376a’nin saliniminda ise azalma oldugu
saptanmistir. Blastokist derivesi kok hilicre farklilagsmasi sirasinda let-7 ailesi ve miR-
24 artmaktadir. Bu gelisim evresinde miR-24’Un etki ettigi kok hucre markeri olan

sdx2 seviyesi ise azalmaktadir'™®.

Fetomaternal immiinite ve miRNA iligkisi

Fetomaternal immunite ile iligkili olan genler, miRNA’lar tarafindan
baskilanarak fetise karsi olusacak immunite reaksiyonunun engellendigi
bilinmektedir. Bu baskilama trofoblastik invazyonu olmadigi dénemde, miRNA’larin
HLA-G'ye etki etmesiyle saglanir. HLA-G gebelikte immunitenin ana sorumlusu
olmakla birlikte; gebelikte immuntolerasyon gelisimi, inflamatuar yanit, otoimmun

117

hastalik ve bazi kanser ¢esitleri gibi durumlarda rol oynar''*. Anormal HLA-G salinimi

yaklagik meme kanser lezyonlari olan hastalarin %70’'inde goériimekte ve kotl
prognozu da gdstermektedir'’®. HLA-G ve miRNA arasindaki iliskiyi gdsteren bir
calismada hipermetilasyona ugrayan miR-148 ve miR-152, primer meme kanseri
kesitlerinde gorilmus olup bu miRNA’larin HLA-G salinimina etki ederek meme
kanseri olusumunda rol oynadiklari distnulmustir. HLA-G ve miRNA arasindaki iligki
JEG-3 (koryokarsinom hucreleri) ilgili yapilan ¢alismada dogrulanmigtir. MiR-152’nin
asiri salinimi, HLA-G artisini baskilarken; JEG-3 hlicre invazyonuna etki etmeksizin,
JEG-3 hucrelerinde naturel killer (NK) hlcreleri araciligiyla yapilan sitolizi arttirarak

immun yanita katki saglar''®.
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Gebelikte anne serumundaki miRNA

Plasenta kaynaklh anne serumunda dolagsan miRNA’lar, annenin gebelige
adaptasyonunu, immun toleransi 6énemli dlglide arttirarak saglarlar. Anne serumunda
C19MC gen kiimesi yardimiyla salinan sayisiz miRNA tespit edilmistir®. Kanda
artmig duzeyde bulunan plasental DNA ve RNA duzeyleri klinikte preeklampsi veya
intrauterin gelisme geriligi gibi plasental yetmezlige neden olan durumlarla ilintilidir'%°.
Anne serumunda saptanan miRNA miktarinin plasenta kitlesi ve gebelik trimesteri
ile iligkili oldugunu bildiren galismalar da vardir. Yapilan ¢alismalarda miR-141, miR-
149, miR-299-5p ve miR-135b plasentada en yuksek duzeyde bulunan miRNA'lardir
ve ayni zamanda serumda da onemli dlgide bulunmaktadirlar. Gebelik trimesterina
go6re serumda saptanan miRNA’lar da degismektedir. Bununla birlikte bazi miRNA’lar
(miR-526a, miR-527, 520d-5p vs) gebelikte 600 kata kadar serumda artis
gosterebilirler'?’.

Gebelerde anlamli Olgide artan miRNA-424 ve miR-200'Un, degisik
calismalarda lésemi ve meme kanseri gibi malignitelerle iligkili olabilecegi

belirtilmistir' 8122,

Preeklampsi ve miRNA

2007 yilinda ilk kez preeklamptik hastalarda, normal hastalarla
karsilastirildiginda plasentalardan miRNA salinim farkhliklari  saptanmistir.
Calismada 157 miRNA incelenmigtir ve bunlardan 153'U plasental dokuda
saptanmiglardir. Calisma sonucunda oncelikle mir-210 ve mir-182 saliniminda artis
saptanmigtir.  MiR-210 sinsityotrofoblastlarla etkilesim icerisindedir ve hedef
dokularda immun yanit artisi, apoptozis ve lipid metabolizmasi Uzerine etkileri vardir.
Bu calismalarin 1giginda anne serumunda artan miR-210 seviyelerinin, prenatal
donemde preeklampsi ongorusunde noninvaziv bir yontem olarak kullanilabilecegi
distntimustir.

Bu plasentada artan miR-210 seviyeleriyle dogru orantili olarak serum
duzeylerinin de artacagl hipotezi one surulmustir. Ve benzeri birgok calismada

oldugu gibi biz de preeklampsinin prenatal donemde 6ngoérulmesinde noninvaziv ve
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etkili bir ydontem bulmak; hastalik patofizyolojisi ve orjini Gzerine arastirma yapmak
uzere anne serumunda preeklamptik hastalarda biyomaker olabilecegi dugsunulen

miRNA’larin salinim paternini inceledik.
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GEREG ve YONTEM

Mersin Universitesi Tip Fakiltesi Kadin Hastaliklari ve Dogum Anabilim
Dal’'nda Ocak 2013- Haziran 2013 tarihleri arasinda klinigimize basvuran 31 tane
preeklampsisi olan gebe c¢alismaya dahil edilmigtir. Kontrol grubunu 32 saglikli gebe
olusturmustur. Yapilan gu¢ analizi sonucu %5 |. Tip hata ve %80 gug (Il. Tip hata
0,20) kosullari altinda, miRNA ekspresyonu bakimindan preeklampsi ve kontrol
gruplari arasinda 35 birimlik bir farkhligin (etki buyuklugu 35) tespit edilebilmesi
amaciyla her grupta minimum 21 bireylik orneklem genisligi gereksinimi oldugu
hesaplanmigtir. GlUg¢ analizi MedCalc v.12.1.4 paket programi ile yapilmigtir. Bu
hastalar prospektif olarak takip edilmislerdir. Calismaya alinan hastalardan EDTA’l
tiplere 3-4 ml periferik kan érnegi alindi.

Yenidoganlarin kilolari dogumhane hemsiresi tarafindan, dogum sonrasi
Olguldu ve gebelik yasina gore 10.persantilin altinda dogum agirhgi olan bebekler

intrauterin gelisme geriligi olarak kabul edildi.

Arastirmaya dahil edilme kriterleri;

Kontrol grubu:
e 20 ile 40 gebelik haftasinda olan normal saglikli gebeler
e Herhangi bir ek medikal saglik problemi olmayan gebeler
o Tekil gebeligi olanlar
e 18 yas ve Uzerinde olan gebeler

Hasta grubu:

o 20 ile 40 gebelik haftasinda olan preeklampsi tanisi almis gebeler
o Tekil gebeligi olanlar

e Preeklampsi haricinde ek medikal problemi olmayan gebeler

e 18 yas ve Uzerinde olan gebeler

Arastirmadan diglanma kriterleri;

e 20 hafta ile 40 gebelik haftasi disinda olan gebeler

e Cogdul gebeligi olanlar

e Preeklampsi disinda ek medikal hastaliklari olan gebeler
e Gebelik 6ncesi hipertansiyonu olan hastalar
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Calisma Mersin Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulun 20/12/2012 tarihli
ve 20/12/413 sayili kararinca onaylandi ve c¢alismaya katilan tim bireyler ¢alisma
hakkinda bilgilendirilerek yazili onamlari alindi. Calisma i¢in demografik bilgileri
iceren bir form hazirlandi. Hastanin yasi, cinsiyeti, kronik rahatsizliklari, labaratuar

degerleri, gebelik oykuleri, ultrasonografi ve doguma ait tum bilgiler not alindi.

3.2. Kullanilan Arag ve Geregler:

3.2.1. Kullanilan Cihazlar

. -80 °C Sogutucu (Heto Ultrafreeze )

o Buzdolabi (Indesit)

o Derin Dondurucu (Ugur)

o 8 kanalli pipet (Gilson)

o 16 kanall pipet (Gilson)

o Dynamic Array 96.96, Katalog no: (Fluidigm)

o Yuksek kapasiteli RT-PCR Sistemi, Katalog No: (Fluidigm, Biomark,
USA)

o LightCycler 480 Real-Time PCR System (Roche Applied science)

o Santriflj (Sigma k-15-1, Almanya)

3.2.2 Kullanilan Malzemeler

o High Pure miRNA Isolation Kiti: Katalog no: (Roche Diagnostics, Manheim,
Germany)

o Tup (2x50), toplama tupleri (2x50)

o 1.5 ml'lik ependorf (DNase, RNase Free)

o 0.5'lik ependorf (DNase, RNase Free)

o 96 Well PCR Plate, Katalog no (USA Scientific)
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o PCR Plate Film, Katalog No: (USA Scientific)

o DNA suspansiyon buffer

o TagMan PreAmp Master Mix, 2X Katalog no: (Applied Biosystem)

o MegaPlex PreAmp Primers (10X), Human Pool A v2.1 Katalog no: (Applied
Biosystem)

o MegaPlex PreAmp Primers (10X), Human Pool B v3.0 Katalog no: (Applied
Biosystem)

o 8’li strip tip

o MegaPlex RT Primers Human, Pool A v2.1, Katalog no: (Applied Biosystems)
o MegaPlex RT Primers Human, Pool B v3.0, Katalog no: (Applied Biosystems)
o TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit, 200 Katalog no: (Applied
Biosystems)

o Reverse Transcriptase (ABI)

o RNase Inhibitor

. DNase, RNAse Free Water

. MgCl,
o Sample & Assay LoadingKit, Katalog no: (Fluidigm)
. RNU48

Yapilan calisma Uretici firmanin (Fluidigm PN:100-1616 B2) onerdigi yol izlenilerek
gerceklestirilmigstir.

3.2.3. MikroRNA Analizi:

3.2.3.1. Serum Eldesi:

Kan ornekleri 10ul’lik normal tlplere alinarak en ge¢ 2 saat igerisinde igleme

alindi.

1. Tapler 15 dk slreyle 4000 rpm de santriflj edildi.

2. Santrijuj igleminin ardindan tupler sarsmadan dikkatlice santrifijden ¢ikarildi.
Tapun Ust kisminda toplanan serum dikkatlice temiz bir mikrosantrifdj tipune
aktarildi.
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3.

Mikrosantrifiij tapleri ait olduklari hastalarin bilgileriyle numaralandirildiktan
sonra -80°C de igleme alinacag@i giine kadar beklemesi amaciyla dondurucuya
kaldirildi.

3.2.3.2. MikroRNA izolasyonu:

MikroRNA izolasyon kiti (Roche Diagnostics, Manheim, Germany) kullanilarak

toplanilan serumlardan miRNA izolasyonu yapildi.

1.

Serum o6rneklerinden 150ul’lik kisim DNase, RNAse free mikrosantrifij
tuplerine aktarildi.

Her bir mikrosantrifuj tuptne 312 pl' lik Binding buffer ve 200ml Binding
Enhancer eklenerek karigtirildi.

Filtreli tlp toplama kabina aktarilan érnekler 1 dk streyle 13000g de santrif(j
edildi ve ardindan toplama kaplari atild1.

Filtreli tapler temiz toplama kaplarina alinarak Uzerine 500 ml Wash Buffer
eklendi ve 30 sn sureyle 13000 g de santriflij edildi. Toplama kaplari atild1.
Filtreli tUpler temiz toplama kaplarina alindi ve Gzerine 300 ul Wash Buffer
eklendi. Bu iglemi takiben once 30 sn ardindan 1 dk olmak Uzere 13000 g’ de
santrifuj edildi.

DNase, RNase free mikrosantrifij tiplerine aktarilan filtreli tUplerin Uzerine 50
ul Elution Buffer eklendi. Ornekler 1dk sireyle oda sicakliginda inkiibe edildi
ve ardindan 13000 gde 1 dk santriflj edildi.

Bu iglemler sonucunda elde edilen total RNA bir sonraki igsleme kadar -80 °C

de saklandi.

3.2.3.2.1. MikroRNA Tagman cDNA Protokolii:

1.

RNA o6rnekleri -80 °C den cikarildi ve erimeye birakildi. Ardindan 30 sn
santrifij edilerek cDNA protokoll hazirlanana kadar soguk blok Uzerinde
bekletildi.

Asagidaki karisim hazirlanarak temiz 8’li strip tlplerin (0.3ml) her bir kuyusuna

42 ul olarak pipetlendi.
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Karisim: (Kullanilan Kit: Applied Biosystems (PN 4444750, 4366596)

e MegaPlex RT Primers (10X) A (Applied Biosystems, PN 4401009) veya B

(Applied Biosystems, PN 4401010) 60.00 pl
e dTTP’li dNTP (100mM) 15.30 pl
e MultiScribe Reverse Transcriptase (50U/ pl) 115.00 pl
e 10X RT Buffer 61.30 pl
e MgCl; (25mM) 69.00 pl
e RNase Inhibitor (20U/ pl) 7.60 pl
e Ndukleazlardan arindirilmig su 16.80 pl

Toplam: 345.00 pl

3. 8li stip tuplere aktarilan bu karigimdan 3 pl, 8 kanalli pipet kullanilarak 96
kuyuluk PCR plate dagitildi.

4. RNA orneklerinin bulundugu 96 kuyuluk platen, 8 kanalli pipet 2 pl'ye
ayarlanarak RNA 6rnekleri alindi ve cDNA karigsimlari Gzerine eklendi. 5-6 kez
pipetajlanarak RNA orneklerinin cDNA karisimi ile iyice karigsmasi saglandi.

5. Platein ylzeyi yapiskanh film saglam bir sekilde ortulerek 1 dk santrifuj yapildi
ve ardindan 5 dk sureyle inkibasyon igin buz Uzerine birakildi.

6. miRNA TagMan cDNA Thermal Protokulli Ustten isitma 6zelligi olan bir

thermal cycler da asagida bahsedilen programa gore calistirildi.

-miRNA TagMan cDNA Termal Program

e 16°C 120 sn
e 42°C 60sn 40 dongi
e 50°C 1sn
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e 85°C 300sn
e 4°C 00

3.2.3.2.2. MikroRNA TagqMan PreAmplifikasyon Protokolii:

1. cDNA o6rneklerinin bulundugu 96 kuyuluk plate -80°C’den gikarilarak erimeye
birakildi ve ardindan 30 sn santrifuj edildi.

2. 8 kanall pipet kullanilarak 2 pl cDNAGrnegi yeni bir 96 kuyuluk plate aktarildi.
Uzerine 8 ul DNA Suspansion Buffer eklenerek pipetaj yapildi.

3. PCR karisimi 96 ornek (95 cDNA 0Ornegi+1 Negatif kontrol) igin asagidaki

reaktifler hazirlandi ve 8li strip tipUn her bir kuyucuguna 62 pl pipetlendi

Kullanilan Kit: Applied Biosystems (PN 4444750, 4391128)

-TagManPreAmpMaster Mix,2x (AppliedBiosystems, PN4391128)
287.50 pl

-MegaPlexPreAmpPrimers (110X) (AppliedBiosystems, PN4401009-PN4401010)
57.50 pl

Toplam: 345.00 pl

4. 8 kanlalli pipet 3 ul'ye ayarlanarak yukaridaki karisim temiz bir 96 kuyuluk
plate aktarildi. 96 kuyucugun her birine islem tekrarlandi.

5. Dilie edilmis cDNA ornekleri az 6nce hazirlanan PCR karisimi tzerine 2 ul
seklinde 8 kanalli pipet kullanilarak aktarildi. Pipetaj yapilarak iyice karigmalari
saglandi.

6. Platein Uzerine yapiskanh film ile kaplanarak 1 dk sureyle santriflj edildi ve
ardindan 5 dk sureyle inkibasyona birakildi.

7. miRNA TagMan PreAmp Thermal Protokolu asagida belirtildigi sekilde Ustten

Isitma 6zelligi olan bir thermal cycler da galistirildi.
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-PreAmp Thermal Program

o 95 °C 600sn

o 55°C 120sn

o 72°C 120 sn

o 95 °C 15sn

18dongu

o 60°C 240sn

° 99.9°C 600sn

° 4°C 00

8. PreAmplifikasyon sonunda 2 pyl PreAmp cDNA’lari temiz bir 96 kuyuluk plate
aktarildi. Uzerine 18 ul DNA suspansion Buffer koyularak 1:10 olacak sekilde
sulandirildi.

9. PreAmp cDNA'lar ayni gin kullanilacaksa 4 °C ye, fakat kullaniimayacaksa -
80°C’ ye saklandi.

Bu protokol Pool A ve B preamp primerleri igin ayri ayri olmak Uzere cDNA A ve B

olarak iki panel seklinde uygulanmistir.

-miRNA analizi:

cDNAlar Dynamis Arrayler Uzerinde 714 miRNA icin Yluksek Kapasiteli Real-Time
PCR sistemi (Fluidigm, Biomark, USA) kullanilarak analiz edildi.

3.2.3.3. Dynamic Array 96.96’nin Hazirlanmasi:

Bir adet Dynamic Array 96.96 alarak paketi agildi. Ust ve alt kisimlarinda bulunan
kUguk hucrelere her hicreye bir enjektor olmak kosuluyla Control Fluid’lar yUklendi.
Dynamic Array 96.96 yi IFC Controller’ a yerlestirildi ve PRIME edildi. Bu islem 20 dk

kadar sUrmektedir, bu sure esnasinda asagidaki islemler yapildi:
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3.2.3.3.1 Ornek ve PCR Karigiminin Hazirlanmasi:

1.

Asagidaki karisim 96 ornek icin (95 cDNA 6rnegi+1 Negatif kontrol) hazirlandi
(610 hacimler hesaba katilmigtir)

TagMan Universal PCR Master Mix (No AmpErase UNG ) 490.00 pl
GE Sample Loading Reagent (Fluidigm, PN85000746) 49.00 pl

Toplam: 539.00 pl

Yukaridaki karisimdan 8'li srip tipe her bir kuyucuga 65ul olacak sekilde
pipetlendi.

Temiz bir 96 kuyuluk plate alindi ve yukaridaki karisimdan 3.85 pl her bir
kuyucuga pipetlendi. Daha sonra 8 kanalli pipet kullanilarak 3.15 pl dilGe
preamplifiye cDNAlar alinarak karisim Uzerine pipetlendi. Her pipetlemede

pipetaj yapilarak orneklerin iyice karismasi saglandi.

. Butun ornekler bu sekilde karngtirildiktan sonra Master mix+ diluted

PreAmplified cDNAnIn her birinden 5 pul alarak dikkatli bir sekilde Dynamic
Array 96.96da SAMPLE seklinde isaretli bolime pipetlendi.

3.2.3.3.2. ASSAY Karisimin Hazirlanmasi:

1. Calismaya baslamadan 6nce A ve B assay plateleri, toplamda 30 ul

DNAse/RNase free su ve Assay Loading Reagent ile 1:1 olacak sekilde

cozUldi.

2. Cozulen assaylerden 4.5 pl alinarak Dynamic Array 96.96 da ASSAY seklinde

isaretli bolume pipetlendi.

3. Assay plate ayni giin iginde kullanilacaksa 4 °C’de aksi taktirde -20 °C’ye

kaldirildi.

4. Dynamic Array 96.96 IFC Controller'a konularak LOAD program calistirildi.

3.2.3.3.3. MikroRNA TagMan Dynamic Array Protokolu
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1. Load ve Mix islemi bitince BioMark Data Collection software de Starta New
Run’a tiklandi. Bu arada BioMark uzerindeki isiklarin ikisinin de vyesil
olmasina dikkat edildi. CUnkd bu lambanin asildigini ve cihazin hazir
oldugunu gosterir. Dynamic Array 96.96 BioMark’a yerlestirildi ve Load’a
tiklandi.

2. Chip Run File ekraninda ‘This is a new chip run’a tiklandi. Dosyayi nereye
kaydedeceg@imiz ve dosyanin isminin ne olacagi secildi ve Next’e tiklandi.

3. Application, Reference and Probes ekraninda Application bdliminde Gene
Expression’u Passive Reference bdliminde ROX ve Assay boliminde ise
Single Probe igaretlendi ve asagida acilan kisimdan FAM-MGB | segildi
veNext e tiklandi.

4. Protokol olarak GE 96.96 Standart V1 thermal protokolli secildi ve Auto
Exposure’un segili oldugundan emin olundu ve Next’e tiklandi.

5. Start Run’a tiklayarak ¢alisma baslatildi.

3.3. Istatistiksel Analiz

Hasta ve kontrol gruplarinda parametrelerin normal dagilima uygunluk
kontrolleri Shapiro Wilks testi ile test edilmistir. Normal dagihma uyan gruplarda
surekli yapidaki veriler icin tanimlayici istatistik olarak ortalama ve standart sapma,
uymayan gruplarda ise medyan ve yuzdelik degerleri verilmistir. Kategorik yapidaki
parametreler icin sayi ve yiizde degerleri verilmistir. Iki grup arasinda ortalama
farkliliklarin testinde dagilimin sekline bagl olarak Student t testi ve Mann Whitney U
testi kullaniimistir. Kategorik degiskenler arasindaki iligkilerin analizine ki kare testi ile
bakilmistir.

istatistik anlamlilikta p<0.05 alinmistir. istatistik analizlerde SPSS 11.5 paket

programlari kullanilimistir.
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BULGULAR

Bu calismaya kontrol grubundan 32 (%50.8) saglikh gebe, hasta grubunda ise
ise 31 (%49.2) tane preeklampsili gebe dahil edildi. Calismadaki toplam hasta sayisi
63 olmakla birlikte, yas bakimindan elde edilen istatistiksel veriler, kontrol grubunun
yas ortalamasinin 29.47 yil, hasta grubunun yas ortalamasinin 29.9 yil oldugunu
gOstermigtir. Yas agisindan hasta ve kontrol grubu arasindaki fark anlamli degildir
(p=0.792) (Tablo 2).

Gebelik éncesi viicut kitle indeksi (VKi) ve dogum anindaki BMI acisindan
kontrol grubundaki gebeler ile gebeliginde preeklampsi gelisen grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamigtir (Tablo 2).

Calismaya dahil edilen preeklamptik hasta grubunun %35.5'’i nullipar iken,
kontrol grubunun % 37.5’i nullipar idi. Aradaki fark istatistiksel acidan anlaml
degildir ( p> 0.05) (Tablo 2).

Preeklamptik hasta grubunun ortalama sistolik kan basinci degeri
157.74 £ 13.83 (130.00-180.00) mmHg, diastolik kan basinci degeri 96.94 + 8.63
(80.00-120.00) mmHg idi. Kontrol grubu hastalarin ortalama sistolik kan basinci
degeri 108.44 + 12.60 (70.00-120.00), diastolik kan basinci degeri 70.00 + 6.84
(30.00-80.00) mmHg idi. Gruplar arasindaki bu fark student t testi ile
degerlendirildiginde istatistiksel agcidan anlamli idi (p<0.05) (Tablo 2).

Gruplar arasinda trombosit degerleri agisindan istatistiksel olarak
anlaml bir fark saptanmadi (p>0.05, student t testi) (Tablo 2).

Her iki gruptaki AST ve ALT degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamh bulunmadi (p>0.05) (AST igin p=0.175, student t testi; ALT igin p=0.141,
student t testi) (Tablo 2).

Preeklampsisi olan olan grubun proteinlri (+), (++), (+++) ve (++++)
pozitifligi ortalamalari sirasi ile %25.8, %25.8, %29 ve %19.4 olup kontrol grubundan
istatistiksel olarak anlamli derecede vyuksek bulunmustur (p=0.001). Kontrol

grubundaki 32 hastanin idrarinda protein negatif bulunmustur (Tablo 2).
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Tablo 2. Olgularin klinik ve demografik 6zellikleri.

Preeklampsi Kontrol P degeri
(n=31) (n=32)
Yas 29.90 £ 6.66 29.47 £6.33 0.792
Nulliparite %35.5 (n=11) %37.5 (n=12) 0.868
BMI (gebelik dncesi) 24,31 +4.88 23.53+2.73 0.434
BMI (dogumda) 28.35+3.56 27.61+2.17 0.321
Sistolik KB 157.74 + 13.83 108.44 + 12.60 <0.001
Diastolik KB 96.94 + 8.63 70.00 £ 6.84 <0.001
Biyokimyasal parametreler
Trombosit 196145 + 101312 224562 + 63851 0.186
AST 82.94 £ 267.94 16.13 £+ 6.08 0.175
ALT 62.16 + 173.97 14.84 +6.33 0.141
Proteindri 0|- %100 (n=32)
+1 | %25.8 (n=8) -
+2 | %25.8 (n=8) - <0.001
+3 | %29 (n=9) -
+4 | %19.4 (n=6) -

Preeklamptik gebelerden 1’inde (%3.2) anhidroamnios, 19'unda (%61.3)
oligohidroamnios, 9unda (%61.3) normohidroamnios ve 2'sinde (%6.5)
polihidroamnios oldugu goérulmastir. Kontrol grubu gebelerin 31’'inde  (%96.9)
normohidroamnios ve 1’inde (%3.2) polihidroamnios oldugu gorulmustur. Bu fark
istatistiksel agidan anlaml bulundu (p<0.001, kikare testi) (Tablo 3).

Preeklamptik hasta grubunun ortalama umblikal arter S/D orani 2.86 + 0.5,
kontrol grubu hastalarin ortalama umblikal arter S/D orani 2.32 + 0.34 olarak izlendi.
Gruplar arasindaki bu fark student t testi ile degerlendirildiginde istatistiksel agidan
anlamli idi (p<0.001) (Tablo 3).

Tablo 3. Preeklampsi-kontrol gruplarinin Ultrasonografi Bulgulari

Preeklampsi Kontrol p
Anhidroamnios %3.2 (n=1) -
AFI Oligohidroamnios %61.3 (n=19) -
Normohidroamnios | %29 (n=9) %96.9 (n=31) <0.001
Polihidroamnios %6.5 (n=2) %3.1 (n=1)
Umblikal Arter S/D 2.86 £0.51 (n=29) |2.32+0.34 (n=32) | <0.001

AFi:Amniotic Fluid indeks S/D: ultrasonografi dopplerde sistolodiastolik oran
(Anhidroamnios<50,0ligohidroamnios:50-80,Normohidroamnios:80-200,Polihidroamnios>200)
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Preeklamptik hastalarda ortalama dogum haftasi 33.81 + 4.34 iken, kontrol
grubunda ortalama dogum haftasi 38.94 + 1.08 idi. iki grup dogum haftalari
agisindan karsilastirildiginda aradaki fark istatistiksel olarak anlamli idi
(p<0.001) (Tablo 4).

Preeklamptik gebelerden 7’sinde (%22.6) dogum vajinal yol ile olurken,

24’0 (%77.4) sezaryanla dogum vyapti. Kontrol grubu gebelerin 22’sinde (%68.8)
dogum vajinal yol iken olurken, 10’'unda (%31.2) dogum sezaryan ile gerceklesti. Bu
fark istatistiksel agidan anlamli bulundu (p<0.001) (Tablo 4).

Yenidogan dogum kilolari her iki grupta karsilastirildiginda aralarindaki fark t
testine gore istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.001) . Preeklamptik hasta
grubunda ortalama dogum agirligi konrol grubuna gére daha dusuk bulundu
(Tablo 4).

Her iki calisma grubunda yenidogan cinsiyeti agisindan kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlaml bir fark saptanmadi (p=0.166) (Tablo 4).

Preeklamptik gebelerin 14’Unde (%45.2) IUGR saptanirken, kontrol grubu
gebelerin 1’'inde (%3.2) IUGR saptanmigtir. Bu fark istatistiksel agidan anlamh
bulundu. (p<0.001) (Tablo 4).

Calismamizda fetal iyilik halini gosteren APGAR 1. ve 5. dakika skorlarina ve
dogum kordon kani ph’sina bakildiginda preeklampsi hastalarinin APGAR 1. ve 5.
dakika median degerleri sirasiyla 7 ve 8 olup, kontrol grubu hastalarinin APGAR 1.
ve 5. dakika median degerleri sirasiyla 9 ve 10 olarak izlenmigtir. Ve aralarindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur ( p<0.001) (Tablo 4).

Bu calismada dogum sonrasi alinan kord kani ph’lari, preeklampsi ve kontrol
grubu arasinda kargilastirildiginda, preeklampsi kord kani ortalama ph: 7.28 £ 0.17
kontrol grubu kord kani ortalama ph: 7.36 + 0.04 olarak gorulmustir ve bu fark
istatistiksel olarak anlamhdir (p=0.017) (Tablo 4).
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Tablo 4. Gruplar arasi obstetrik sonuglarin karsilastiriimasi

Preeklampsi Kontrol p
Dogum Haftasi 33.81+4.34 38.94+1.08 <0.001
Dogum Agirligi 2040.65 £ 859.41 3367.50 £ 343.20 <0.001
Dogum Sekli;
Sezaryen | %77.4 (n=24) %31.2 (n=10) <0.001
Vajinal | %22.6 (n=7) %68.8 (n=22)
Fetal Cinsiyet;
Erkek | %41.9 (n=13) %59.4 (n=19) 0.166
Kiz | %58.1 (n=18) %40.6 (n=13)
Dogum kord kani ph 7.28+0.17 7.36+0.04 0.017
APGAR 1. dakika 71[4-8] 9[8.25-9] <0.001
APGAR 5. dakika 8[7-9] 10[10-10] <0.001
IUGR 45.2% (n=14) 3.2% (n=1) <0.001

Preeklampsi ile kontrol grubu arasinda yapilan belirli miRNA’larin ekspresyon

dizeylerinin karsilastirimasinda (Tablo 5),

Kontrol grubuna godre preeklampsi

hastalarinda miR-218-5p, miR-24-3p, miR-191-5p, miR-328, miR-29a-3p, miR-132-
3p, miR-197-3p, miR-375, miR-210 anlamli olarak artan bir ekspresyon seviyesine

sahip oldugu, miR-191-5p, miR-17-5p ve miR-302b-3p’nin anlamli olarak azalan bir

ekspresyon seviyesinin oldugu goérulmektedir ve aralarinda anlamli bir istatistiksel

iliski oldugu bulunmustur (p<0.05).
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Tablo 5. Preeklampsi ve kontrol grubunda plasma miRNA salinimi kargilastirmasi

Kontrol Preeklampsi Fc |p
miRNA ACt (Ort £SD) ACt (Ort £SD)

miR-142-3p 9.10 0.25 749 |1.57 3.04 |.076

miR-218-5p 7.92 1.59 6.39 |2.69 2.89 |.030

miR-125b-5p | 3.42 2.1 3.74 |2.44 0.81 |.542

miR-152 5.39 2.21 489 |2.36 1.41 |.700
miR-17-5p -0.93 0.94 0.44 |1.86 0.39 |.002
miR-128 8.60 1.28 8.05 |1.56 1.46 |.386
miR-302b-3p |-2.15 9.22 3.29 |2.44 0.04 |.027
miR-24-3p -2.42 0.72 -3.17 [1.29 1.68 |.000
miR-191-5p 0.32 1.05 1.03 [1.23 0.61 |.016
miR-328 4.23 1.40 3.20 [1.94 2.04 |.018

miR-29a-3p 8.13 0.77 6.64 |1.42 2.81 |.010

miR-132-3p 6.99 1.29 5.61 |1.50 2.61 |.009

miR-197-3p  |6.57 |140 |561 |0.94 |1.94 |.024

miR-342-3p 5.80 0.86 6.18 |1.06 0.77 |.185

miR-375 5.09 1.72 2.85 [2.00 4.75 1.010
miR-210 8.82 0.81 596 |2.57 7.28 |.045
miR-486-5p 9.08 0.84 8.14 |2.21 1.91 |.221
miR-107 7.22 1.25 NAN

miR-139-5p 3.70 1.59 3.90 [1.80 0.87 |.686

miR-214-3p 7.78 1.08 7.82 |2.06 0.97 |.859

(SD; standard deviasyon. FC; ekspresyon degisimi. ACt; global mean normalizasyon degerine gore
(esik degeri) olan fark )
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TABLO 6. Kontrol grubuna goére preeklampsi de anlamli bulunan miRNA ekspresyon oranlari

miR-218-5p |2,89
miR-17-5p -2,57
miR-302b-3p |-26,31
miR-24-3p 1,68
miR-191-5p |-1,64
miR-328 2,04
miR-29a-3p |2,81
miR-132-3p |2,61
miR-197-3p |1,94
miR-375 4,75
miR-210 7,28

10,00 -
8,00 -
6,00 -
4,00
2,00
0,00
-2,00
-4,00
-6,00
-8,00

-10,00

-12,00

-14,00

-16,00

-18,00

-20,00

-22,00

-24,00

-26,00

-28,00

-30,00

SLE-Hlw
OTE-dlw

dg:16 I-Hl'-'-.

8ZE-YIW
dezegg-yiw
dgrzer-Hiw
dgrzZ6T-Hiw

Sekil 6. Preeklampsi ve kontrol grubu karsilastirmasi sonucunda, preeklampside anlamh dlgide
azalan ve artan miRNA degisimleri

Preeklampsi grubu icerisinde sgsiddetli ve hafif preeklampsi seklinde
gruplandirma yapildiginda 16 (%51,6) siddetli, 15 (%48,4) hafif preeklampsi oldugu
gorulmustir. Preeklampsi de salinim profilinde anlamli degisiklikler saptanan
miRNA’larin  salinim profilleri, siddetli ve hafif preeklampsi gruplari arasinda
karsilastinimistir. Preeklampside salinim profilleri degisen miRNA’larin salinim
profillerinde bu iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark géralmemistir.

( tablo7)
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TABLO 7. Hafif ve siddetli preeklampsi gruplari arasinda miRNA ekspresyon oranlari

Hafif Preeklampsi Siddetli Preeklampsi
miRNA Mean Std. Deviation Mean Std. Deviation P
miR-218-5p 5.4667 2.62911 7.3067 2.64261 0.394
miR-17-5p -.1645 1.72497 .8500 1.88973 0.178
miR-128 6.82 .262 9.28 1.075 0.333
miR-302b-3p 4.28 2.482 1.33 . 0.667
miR-24-3p -3.4345 .89688 -2.9875 1.51057 0.716
miR-191-5p 7791 1.21081 1.2321 1.24987 0.434
miR-328 2.9100 1.76053 3.4900 2.14196 0.3
miR-29a-3p 6.35 1.464 6.75 1.556 1
miR-132-3p 5.9517 1.85180 5.3114 1.19412 0.628
miR-197-3p 5.4120 1.09041 5.8356 .74160 0.4
miR-375 5.7600 . 2.5233 1.82568 0.2
miR-210 7.0800 1.52915 2.5800 0.5
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TARTISMA

Preeklampsi, perinatal mortalite ve morbiditenin 6nde gelen sebeplerinden
biridir. Hastaligin kaynagi halen net olarak bilinmemektedir. Cok ylksek oranda 20.
gebelik haftasindan sonra yeni baslayan hipertansiyon ve proteintri ile karakterizedir.
Preeklampsi kardiovaskuler, renal, hematolojik, hepatik ve santral sinir sistemi
uzerine etkisi ve bu sistemde meydana getirdigi patolojik degisikliklerle maternal
morbidite ve mortaliteye neden olur. Ayni zamanda olugsan bu patolojik degisiklikler
fetoplasental dolasimi bozarken, fetlislin hayati da tehlikeye girmektedir. Kesin
tedavisi dogumdur. Preeklampside maternal spiral arteriyollerin sitotrofoblastlar
tarafindan yetersiz invazyonu sonucunda olusan hipoksik plasentanin, maternal
dolasima sistemik endotelyal disfonksiyona yol agabilecek birtakim faktorler saldigi
bilinmektedir. Bu evrede preeklampsinin klinik bulgulari olan hipertansiyon ve
proteinuri ortaya ¢ikar.

Plasental dokuda ve trofoblastlarda birgok mMiRNA tanimlanmigstir.
MiRNA'larin, trofoblastik hicre proliferasyonu, migrasyonu, invazyonu, apopitozisi ve
angiogenezi gibi plasentada birgok goérevi bulunmaktadir. Birgok gebelik
komplikasyonlarinda oldugu gibi miRNA'larin preeklampside de salinim paterni
degdismektedir. Biz bu calismada, dedisen miRNA duzeylerinin hastaligin
patofizyolojisinin  anlasilmasinda  fayda  saglayabilecedini ve  hastahdin
ongorulmesinde bir biyomarker olarak kullanilacagini duasunup, literature katki

saglamayi amagladik.

Preeklampsi risk faktorleri arasinda erken vyasta gebe kalinmasi
bulunmaktadir, Bu nedenle preeklamptik gebelerin yas ortalamasinin normal
gebelerin yas ortalamasindan daha dusuk olmasi beklenir. Bu c¢alismada
preeklamptik gebelerin yas ortalamasi ile kontrol grubundaki gebelerin yas
ortalamasi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0.792). Bu
bulgunun literatlrlerle uyumsuz olmasininin nedeni caligmadaki toplam hasta
sayisinin yeterince ¢ok olmamasi ve ¢alismanin planlamasinda hastalarin galismaya

dahil edilmesinde yas sinirlamasi yapilmasi olabilir.
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Ik gebeliklerin hastaligi olarak da bilinen preeklampside nulliparite bir risk
faktorli olarak bilinmektedir'®. Calismamizda preeklampsi ve kontrol grubu arasinda
nulliparite ve multiparite oranlari kiyaslandiginda istatistiksel anlamli bir fark
gozlenmemigtir (p=0.868). Bu farkliigin olusmasinin nedeni hasta ve kontrol
grubundaki gebe sayisinin yetersiz olmasindan kaynaklandigi distunulmektedir.

Calismamizda preeklampsi ve kontrol grubundaki gebelerin gebelik oncesi
vicut kitle indeksi arasinda istatistiksel anlamli bir fark bulunmamistir (p=0.434),
Hasta ve kontrol grubu VKi’lerinin normal sinirlarda oldugu (sirasiyla; 24.31 + 4.88 ve
23.53 + 2.73) izlenmistir. Her iki grup arasinda, dogum yaptiklari giin VKi'lerine
bakildiginda normalin Usti (overweight) siniflamasinda olduklari goériimus olup,
gruplar arasinda VKi acgisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir
(sirasiyla; 28.35 + 3.56 ve 27.61+2.17) (p=0.321). Anderson ve ark.larinin yapmis
oldugu calismada preeklampsi hastalarinda VKi'nin normalin Ustiinde oldugu

123

saptanmistir Mbah ve arkadaslarinin caligmasinda ise erken baslangicli

preeklampsi de hastalarin vicut kitle indeksinin, gec¢ baslangi¢li preeklampsililere
gore yiiksek oldugu tespit edilmistir'®*.

Preeklampside de olmasi beklendigi gibi hasta grubu ile kontrol grubu
arasinda sistolik ve diastolik tansiyon arteriyel degerleri arasinda fark olmasi
beklenir®®. Calismamizda preeklampsi grubu sistolik TA degeri 157.74 + 13.83
mm/Hg, kontrol grubu sistolik TA degeri 108.44 + 12.60 mm/Hg olarak degerlendirildi.
Diastolik TA degeri ise hasta grubunda 96.94 + 8.63 mm/Hg, kontrol grubu diastolik
TA degeri 70.00 £ 6.84 mm/Hg olarak saptanip, iki grup arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0.001). Ayni sekilde preeklampsi ve kontrol hasta
gruplari arasinda proteiniiri agisindan da istatistiksel olarak fark anlamli izlendi’
(p<0.001).

Trombositopeni, tani almis preeklampside goérilen en sik anormalliklerin
basinda gelir. Preeklamptik gebelerde trombosit yari 6mri saglkh gebelerle
kiyaslandiginda belirgin olarak dusuktir. Trombositopeni orani hafif preeklampside
%7, agir preeklampsi eklampside %30-50’larda gérUImUstUrS. Preeklampside
kompanze olmus trombositolitk durum vardir. immun olmayan yiizey

komsulugundaki trombosit aktivasyonuna ikincil olusan periferal trombosit yikimina
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baghdir. Trombositopeni ve karaciger fonksiyon testleri yuksekligi, HELLP
sendromunun bulgulari olup ciddi bir preeklampsi komplikasyonudurlar.
Calismamizda preeklampsi hastalari ortalama trombosit sayisi 196145,16 +*
101312,49, kontrol grubu ortalama trombosit sayisi 224562,50 + 63851,61 olup, iki
grup arasinda trombosit sayilari arasinda istatistiksel olarak anlamh fark
bulunmamistir (p=0.186). AST ve ALT enzimlerinin yuksekligi preeklampside
beklenilen bir bulgudurg. AST ve ALT degerleri, preeklampsi hastalari ve kontrol
hastalari arasinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark olusturacak bir
sonu¢ bulunmamistir (sirayla p=0.175 ve p=0.141) (tablo 2). Calismamizda
trombosit, AST ve ALT gibi labaratuar de@erleri agisindan gruplar arasinda farkin
istatistiksel olarak anlamli ¢ikmamasinin nedenini standart sapma aralidindaki
geniglige baglayabiliriz.

Preeklampside maternal ve fetal mortalite; morbiditenin azaltiimasi
nedeniyle tek kesin tedavinin de dogum oldugu g6z o6nune alindiginda gebeligin
sonlandiriimasinin en kisa zamanda olmasi dogru bir dugtnce gibi gérunmektedir.
Bozhinova ve ark.’larinin, 2004 yilinda yaptiklari ¢galismada gebeliginde preeklampsi
gelisen hastalarin  %60’inda preeklampsinin, 25-30 gebelik haftalari arasinda
gelistigi gorulmusgtur. Dogum genellikle indUksiyonla veya sezaryen ile termden once
gerceklestiriimis olup preeklampsi gelisen hastalarin dogumlarinin % 47.62 oraninda

sezaryen ile gerceklestigi saptanmistir'®

. Calismamizda preeklamptik gebelerden
%22.6'sinda dogum vaijinal yol ile olurken, %77.4’Unde ise sezaryanla dogum
gerceklesmigtir  (p=<0.001 )(tablo 4). Preeklampsi ve kontrol grubu
kargilastirildiginda preeklampside sezaryen ile dogumun anlamli olarak artmis
oldugu izlendi (p<0.001).

Preeklampsi ve kontrol gruplari dogum yaptiklari gestasyonel haftalar ve fetal
dogum agirhiklarr ortamalari ile karsilastirildiginda preeklampsi hastalari i¢in ortalama
dogum haftasi 33.81 + 4.34, fetal dogum agirligi ortalamasi ise 2040.65 + 859.41
gram olarak hesaplanirken kontrol grubundaki gebeler igin ortalama dogum haftasi
38.94 £ 1.08 fetal dogum agirligi ortalamasi ise 3367.50 + 343.20 gram hesaplandi.
Preeklampsili gebelerin dogum haftalari ortalamasi ve fetal dogum agirligi ortalamasi
istatistiksel olarak kontrol grubundaki gebelerden duguk olarak saptandi (p<0.001)

(Tablo 4) Gebelik trimesteri ve plasental kitleye bagli serum miRNA duzeylerinde
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degisiklik oldugunu belirten ¢calismalar olmakla birlikte, calismamizda preeklampsi ve
kontrol grubu hastalarda serum miRNA’ lari , hastalarin dogum yaptigi gun alinmig
olup kontrol ve preeklampsi gruplari arasinda dogum haftalari agisindan anlaml
istatistiksel fark izlenmistir (p<0.001). Fakat her iki gruptaki serum o6rneklemeleri
dclncu trimesterda yapilmistir. Calismamizda plasental kitle dlgimua yapilmamistir.
Lydakis ve ark.'®®, gebelikte hipertansiyon gelisen hastalarda, normal obstetrik
populasyona gore artmis erken dogum orani, disuk dogum ve ¢ok dusik dogdum
agirhkh bebek dogurma orani ve sezaryen ile dogum orani saptamislardir ve bu
¢alismanin sonuglari bizim galismamiz sonuglariyla benzerlik gostermektedir.

Fetal iyilik halini gosteren biyofizik profilinin de bir parametresi olan amnion
sivi miktarinin 300mL’den az olmasi oligohidroamnios olarak tanimlanir. Azalmig
uteroplasental perfizyon ve bircok mediatér nedeniyle preeklampside IUGR ile
birlikte amnion sivi miktarinda azalma beklenmektedir. Oligohidroamnios ve IUGR’In
gebelikteki hipertansif bozukluklarla gorulme sikhgi artmakla birlikte olumsuz
perinatal sonuglarla birlikteligi kuvvetlidir. Calismamizda azalmig amnion sivi miktari
ile preeklampsi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmustur (p<0.001)
(tablo 3). Preeklamptik gebeler ile kontrol grubu gebeler IUGR agisindan
karsilastinildiginda preeklampsi grubunda IUGR anlamli olarak fazla gorulmektedir
(p<0.001 pearson kikare testi) (tablo 4). Bu ¢alismada ortaya konulan preeklampsi,
IUGR ve oligohidroamnios arasindaki iliski Schucker JL ile arkadaslarinin 1996
yilinda yapti§i calisma ile benzerdir'?’.

Calismamizda fetal iyilik halini gosteren APGAR 1. ve 5. dakika skorlariyla,
kord kani ph degerleri preeklampsi ve kontrol gruplari arasinda karsilastiriimigtir.
Preeklampsi grubunda kord kani ortalama ph degeri, APGAR 1.ve 5. dakika degerleri
istatistiksel agidan anlaml derecede dusuk bulunmustur (tablo 4).Yaprak ve ark.
2009 yilinda yaptiklari calismada retrospektif olarak 3 yillik verilere bakilarak 294
preeklampsi ve 108 saglik gebe kord kani ph ortalama degeri, APGAR 1.ve 5. dakika
skorlari agisindan kargilastiriimistir. Bu ¢calismada, galismamizla uyumlu olarak kord
kani ph ortalama degeri, APGAR 1.ve 5. dakika skoru preeklampsi grubunda belirgin
olarak diisiik gorildii'?,

Umblikal arter, orta serebral arter (MCA) ve duktus venozus doppler

incelemeleri fetal dolasim, uterin arter doppler incelemesi ise plasental dolasim
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hakkinda bir gostergedir. Bu tim doppler bulgulari klinik olarak sikhkla ITUGR’In
degerlendiriimesinde kullanilirlar. Preeklampside vaskuler yatakta artan direngle
birlikte intravaskuler akim miktari azalmaktadir. Fetal perflzyonun azalmasiyla
birlikte diastolik kan akimi azalir ve gunler igcinde diastol sonu akim kaybi ve ters
diastolik akim paterni izlenebilir. Umblikal arter doppler akiminin bozulmasi igin ise
plasental yataktaki kuguk arteriollerin yaklasik %60-70’in oblitere olmasi gerekir. Bu
tikaniklik sonucu artan art yuk kendini fetal hipoksi olarak gosterir. Preeklampsi ve
IUGR birlikteligini de g6z Onune alirsak, Major fetal anomali ve aneuploidi
diglandiginda umblikal arter dopplerindeki degisimlerin preeklampside fetal iyilik
durumu tayini agisindan yeri tartisiimazdir. Bu degerlendirme esnasinda artan
gebelik haftalariyla birlikte umblikal arterde diastolik kan akiminda artisin ve bunun
sonucu olarak S/D orani 20. gebelik haftasinda yaklasik 4, 30. haftada 3 ve 40.
haftada 2 civarinda olacadi ve de@erlendirmelerin bu degisime gdre yapilmasinin
gerektigi gozonunde tutulmalidir. S/D oraninin 3’Un Uzerinde olmasi, diastolik akim
kaybl ya da geriye donmuUs diastolik akim fetal dolasimin ciddi anlamda tehlikede
oldugunu gosterir'®. Bu bilgiler 1siginda preeklampside fetal iyilik halinin bozuldugu
durumlarda, umblikal arter S/D oraninda artma beklenilen bir bulgudur.

Calismamizda preeklampsi grubunda 2 hastada intrauterin eksitus gorulmus
olup bu hastalarda doppler parametreleri ¢calisilamamis olup, 2 hastada ise diastolik
akim kaybi goriimustir. Preeklamptik hasta grubu ile kontrol grubu hastalarin
ortalama umblikal arter S/D orani karsilastirildiginda, preeklampside artmis S/D orani
olmak Uzere gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli fark izlendi (p<0.001).
Spinillo ve arkadaslarin galismasinda da preeklampside artan umblikal arter S/D
orani ile calismamizin sonuglari benzerdir'?®.

Hastaligi ana hatlariyla anlamak igin hastaligin patogenezini bilmek
gerekmektedir. Preeklampsi Uzerine yapilan bircok caligmada plasentanin dogumu
sonrasi semptomlarin dramatik bir sekilde gerilemesi gosterilmistir. Trofoblastlarin
spiral arter muskuler tabakasina yetersiz invazyonu, plasentanin hipoksiye bagli
dejenerasyonu ve plasental apopitozis, preeklampside plasental patoloji etyolojisinde
One surulen ana bagliklardir ve dogruluklari etyolojisinde plasental patoloji dugunulen
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preeklampsiyi tanimlamada birgok calismada desteklenmektedir =*. Gunumuzde
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bircok ¢alisma preeklampsinin ongorulmesine yonelik ¢alismalar olup hem materyal
hem fetal mortaliteyi ve morbiditeyi azaltmaya yoneliktir.

Hastaligin 6ngorilmesi amaclanarak birgok yontem denenmistir. Halihazirda
en ¢ok kullanilan yéntem uterin arterde akima karsi direng gelismesine sekonder
gelisen diastolik centiklenme olmasidir™’.

Preeklampsinin 6ngorilmesinde non-invaziv ve etkin yolun 6nu anne kaninda
serbest dolasan nukleik asitlerle agilmigtir. 1997 yilinda maternal kanda hudcre disi
serbest fetal DNA (cffDNA)’1 gostermelerinden sonraki 15 yillik siregte, anne kaninda
serbest dolasan niikleik asitlerle ilgili calismalar daha da yogunlasmis'™?. Bu yolla
preeklampsinin klinik olarak kendini gostermeden ongorulmesi yolunda ilerleme
kaydedilmistir. Buna ragmen maternal kanda serbest fetal DNA taranmasinin
guvenilirligi, disi fetuslarda anne ve fetal DNA’nin karistirilabilmesi, fetal DNA’larin
sonraki gebeliklerde gorulmesi ve ¢ogul gebelikler nedeniyle azalmaktadir.

MiRNA kesfiyle birlikte genetik nedenli preeklampsiye neden olan plasental
patolojiler konusundaki arastirmalar daha da artmakta ve bu konu daha da anlasilir
hale gelmektedir. miRNA’lar kodlanmayan RNA’lar olup, gen ekspresyonunu
duzenler ve preeklampsi gelisimindeki patolojik suregte dnemli rol oynarlar. Protein
kodlayan genler gibi diizenlenip, transkipsiyona ugrarlar'®®.

2007 yiinda, Pineles ve ark.'lar ilk kez preeklamptik hastalar (n=9), disuk
dogum agirlikh (SGA, n=9), SGA+preeklampsili (n=9) ve kontrol grubu olarak da
spontan preterm eylem (n=9) olmak Uzere gruplar arasinda plasental doku
orneklerinden miRNA salinimi karsilastirildiginda oncelikle preeklampsi ve kontrol
grubu arasinda mir-210 (3 kat) ve mir-182 (2,1 kat) saliniminda preeklampside artis
oldugu gosterilmistir, yine mir-210 ve mir-182’'nin salinimi, preeklampsi+SGA
grubunda kontrol grubuna gore artis gostermistir. Ve bu artan miRNA’larin prenatal
dénemde preeklampsi 6ngériisiinde birer biyomarker olabilecegi diistinilmustiir®.

Calismamizda preeklampsi ve kontrol grubu karsilastirildiginda salinimi
anlamli dl¢cude artan ve azalan miRNA'lar tablo 6’da gorulmektedir.

Oksijen yoksunlugunun preeklampsi, myokard infarktlsl ve stroke gibi iskemik
hastaliklarin  patogenezinde ana rol oynadigi bilinmektedir. Hastaliklarin
patogenezinde rol oynadigi gibi onkolojide solid neoplastik mikrogevrede oldugu gibi

hipoksi varligi tedavi basarisizligin nedenleri arasinda gdsterilebilir. Hipoksiye maruz
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kalan htcreler ¢cogunlukla hipoksiye yanit olarak alfa ve beta altlniteleri de olan
transkripsiyon faktérleri salarlar (HIFs)'®*. Bu nedenle, galismalarda hipoksi yanitina
bagli sinyalizasyon HIF ve etki gdsterdikleri molekuller Uzerine yogunlagsmaktadir.
Son yillarda hipoksi etkisine bagli yeni bir sinif molekil, microRNA (hipoksimir)’lar
dikkati cekmektedir. Bu miRNA'lar arasinda mir-210, hipoksi ile etkilenmig birgcok
hdcre tipinde ve birgok calismada benzersiz bir sekilde kendisini gostermektedir.
Muhtelif galismalarda preeklampsili hastalarda mir-210 saliniminda artis izlenmistir.
Buna ragmen, mir-210'un preeklampsi patogenezindeki roli tam olarak
bilinmemektedir. Zhang ve ark.’lari HIF-1 ve buna ek olarak NF-xB’nin mir-210’ye
etkiyerek molekuler duzeyde preeklampsi olusma mekanizmasinda rol oynadigini

135 NF-kB bu etkiyi mir-210’un promotor bdlgesine baglanarak saglar.

gOstermiglerdir
Zhang ve ark.’larinin yaptidi ¢alismada yas, BMI ve kan alindigindaki gebelik haftasi
arasinda fark olmayan 15 siddetli preeklampsi,15 hafif preeklampsi ve 15 saglikli
gebe olmak uzere 45 hasta galismaya dahil edilmistir. Daha dnce plasental dokudan
preeklampsi de mir-210 salinim artisi gésterilmistir5'136. Bu calismada ise gruplar
arasinda anne serumunda preeklampside mir-210 dlzeyleri incelenmistir. mir-210
salinimi saglikli gruba gore hafif preeklampside 3.27 kat, ciddi preeklampside ise
9.49 kat artmistir (p<0.001). Bizim galismamizda da preeklampsi (n=31) ve kontrol
(n=32) gruplari arasinda mir-210 salinim duzeyine bakilmistir. Ve preeklampsi
grubunda kontrol grubuna oranla 7,28 katlik bir artis goérliimustir (p<0.001).
Preeklampsi grubu igindeki 31 hasta, hafif ve siddetli olarak ayrildiginda ise; 15 hasta
hafif, 16 hasta ise siddetli preeklampsi olarak gruplandiriimigtir. Bu iki grup arasinda
basta mir-210 olmak tUzere salinim profili degisen miRNA’larin salinim profillerinde
anlamli farkhlk izlenmemigtir (tablo 7).

Zhang ve ark'®®

, preeklampsi patogenezini arastirmak igin sitotrofoblastik
hacreleri ayri ayri hipokside ve normal oksijen seviyelerinde kultire birakmislardir.
Sonug olarak mir-210’un trofoblastik hiicre invazyonunu ve migrasyonunu engelledigi
gorulmustidr. Buna ilaveten hipokside mir-210 saliniminin anti-mir-210 ile etkilerinin
azaltilmaya calisiimasina ragmen, bu bulgular 1si1ginda mir-210 salinimina bagh
olarak sitotrofoblastlarin migrasyon ve invazyon yetilerinin azaldigi soylenebilir.

Fasanaro ve ark." hipoksi ve mir-210’un endotelyal hiicre migrasyonunu arttirdigini
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rapor etmiglerdir. Normal oksijen seviyesindeki dokularda mir-210’un vaskuler
endotelyal buyume faktort (VEGF) yardimi ile kapil benzeri yapilar olusturmakta ve
hicre migrasyonunu saglamakta oldugu dusundlmektedir. Buna ters olarak anti-
miRNA'nin VEGF’in regule ettigi kapil benzeri olusum ve hicre migrasyonunu
azalttigi bilinmektedir. Hipoksik ve normal oksijen seviyesi olan ortamda mir-210 asiri
ekspresyonu endotelyal hicre gelisimine etki etmese de, anti-mir-210 hucre
gelisimini inhibe eder, apopitozisi arttirir. Bu ters etkiyi mir-210’'un hedefledigi Ephrin-
A3 geninin ekspresyonunu azaltarak yapti§i Uzerinde durulmustur. Daha fazlasi,
lusiferase raporlari Ephrin-A3’Gn, mir-210’'un direkt hedefi oldugunu gdstermektedir.
Gunumuzde Ephrin-A3 gibi en az 35 adet, mir-210’un hedefi olan gen gelirlenmistir.
Tum bu mekanizmalari agiklamak igin ¢alismalar ephrin-A3 (EFNA3) ve homeobox
gen ailesinin bir Uyesi olan; anjiogenezde, endotel hicre ¢ogalmasinda ve hicre
migrasyonunda kritik roli olan (HOXA9) genleri Uzerinde yogunlasmistir. Bu
mekanizmalar lusiferase raporlari yanisira realtime quantitative RT-PCR ve Western
blot analizi ile dogrulanan bu genler, mrna Uuzerinden ya da translasyonun
baskilanmasiyla etkilerini gosterirler. Yine yapilan invivo ¢alismalarda, preeklampside
plasental dokuda EFNA3 and HOXA9 genlerinin belirgin sekilde baskilandigi
gorilmistir 128141
Neden preeklampsili hastalarinin plasentasinda mir-210 salinimi artarken
saglikli hastalarda artmiyor sorusunun yanitina bakacak olursak, artan oksijen
seviyelerinin embriyonik hlcre proliferasyonu ve farklilagsmasi i¢in ne derece énemli
oldugu bilinmektedir. 11.gebelik haftasina kadar embriyonik mikrogevrenin oksijen
intiyaci olduk¢a dusuk seviyelerdedir. Sitotrofobastlarin arteriyel duvarda yaptigi
degisiklikler sonrasi oksijen lokal basinci ~%2.3'lerden %7.8’e c¢ikar. Normal
sitotrofoblastik invazyona ugramakla birlikte artan oksijen miktari sonucu mir-210
saliniminin 6nune gegcildigi dusunulmektedir. Bu analize gbére mir-210 saliniminin
sitotrofoblastik invazyondan daha sonra oldugu oOngoérilmektedir. Bu asamadan
sonra hipoksi derecesi iligkili olarak mir-210 salindidi dustinilir'3-138,
Preeklamptik gebelerde miRNA salinim incelenmesi ¢ok blUyudk oranda
plasental dokulardan yapilmakla birlikte, bizim ¢alismamizda non-invaziv yol olan
anne serum oOrneginde miRNA salinim profili bakilmasi c¢alismamizi hastaligin

ongorulmesi agisindan daha kolay bir yontem olarak gorebiliriz. T. Gunel ve ark.’nin
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24-40 gebelik haftasinda bulunan, 20 preeklampsi ve 20 saglikli gebeden aldigi
serum orneklerinde miRNA salinim profilini inceledigi ¢alismasi sonucunda
preeklamptik gebelerde miRNA saliniminda artis oldugu ve preeklamptik grupta mir-
210 seviyesinin mir-153’e goére 2 kat artis oldugu gosterilmistir'*®. Bu calismanin,
calismamizdan temel farki preeklampsi ve kontrol grubu arasinda genel anlamda
miRNA salinimi arasinda miktar olarak farkhlik olup olmadigina bakilmig olmasi ve
kimi miRNA salinim farkliliklarini yalnizca preeklamptik grup icerisinde karsilastirmis
olmasidir diyebiliriz.

Daniel A. Enquobahrie ve ark.larinin yaptigi calismada 20 preeklampsi ve 20
saglikli; etnik koken, dogum oykusu, yas ve BMI agisindan fark olmayan gruplarin
dogum sonrasi plasental doku miRNA duzeyleri incelenmigtir. Cesitli miRNA salinim
paternlerinde degisiklikler olmakla birlikte, calismamiza ters disecek sekilde mir-328
salinim paterni kontrol grubuna oranla 1.52 kat azalmigtir. Bizim g¢alismamizda anne
serumunda bakilan mir-328 duzeyi ise kontrol grubuna oranla 2.04 kat artmigtir.
Yapilan bu galismada, bizim ¢alismamizla uyumlu olacak sekilde mir-210 dizeyinde
1.53 kat olacak sekilde anlamli bir artis saptanmigtir. Calismalar arasindaki temel
farkin miRNA salinim paterninin incelenmesinin Daniel A. Enquobahrie ve ark.’larinin
yaptigi calismada plasental dokudan ve bizim galismamizda anne serumundan
yapilmis olmasidir'.

S.Muralimanoharan ve ark.’nin  mir-210’'un preeklampsideki mitokondrial
fonksiyon bozukluguna neden oldugunu goésteren calismada, preeklampsi (n=6) ve
saglkh gebe plasentasi (n=6) arasinda, cesiti mMiRNA salinim paternleri
incelenmistir. Bu c¢alismada mir-328 salinim duzeyi, hasta ve kontrol gruplari
arasinda karsilastirildiginda, mir-328 acisindan gruplar arasinda benzer salinim
paterni gortulmastur. Yine mir-210 saliniminda kontrol grubuyla karsilastirildiginda
anlamh artis izlenmigtir. Bu c¢alismadaki asil amag¢ preeklampside var olan
mitokondrial disfonksiyonunun, mir-210 salinim artigiyla iligkisinin saptanmasidir.
Molekuler duzeyde yapilan bir calismada orneklem sayisinin duslik olmasi ve
plasental dokudan miRNA salinim profilinin ¢alisiimasi, bizim c¢alismamizla olan
temel farkhliklardir'*.

Yapilan bazi galigmalarda miR-17 ailesindeki miRNA’larin (miR-17, miR-20a

ve miR-20b) preeklampsi (n=10) ve saglikli gebe(n=10) gruplari arasinda plasental
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dokuda vyapilan c¢alismalarda; salinim profili karsilastirildiginda, preeklamptik
hastalardaki salinim profilinin artigi dikkat ¢ekmigtir. Anjiogenezde de 6nemli rol
oynadigi sdylenilen mir-17 ailesi etkilerini erken donem plasenta gelisiminde kritik rol
oynayan EPHB4 ve ephrin-B2 hedef genleri {zerinden gosterirler'*®. Bizim
¢alismamizda ise mir-17-5p saliniminin preeklampsi hastalarinda ile kontrol grubuna
gore 2,57 kat daha az oldugu goérulmasgtur. Bu farkhligin nedeni mir-17-5p ile yapilan
¢alisma ve hasta 6rneklem sayisinin dusukligu olabilir. mir-17 ailesinin preeklampsi
patogenezindeki roli ve o6nemini anlamak igin ileri ¢alismalara gerek oldugu
dusunulmektedir.

Calismamizda preeklampsili hastalarda kontrol grubuna gore anlamli salinim
artigi olan mir-24-3p (1.68 kat) ve mir-29a-3p (2.81 kat)'nin birka¢ arastirmada da
benzer sonuglar verdigi gorulse de su anki veriler mir-24-3p ve mir-29a-3p’nin
preeklampsideki énemi ve rolinii anlamada yetersizdir diyebiliriz'**. Yine Zhu ve
ark.'larinin yaptigi bir calismada orta siddetli preeklampsi (n=8), siddetli preeklampsi
(n=15) ve saglkli kontrol grubu (n=11) hastalarina elektif sezaryen operasyonu
yapilmistir. Ve dogum sonrasi plasental doku incelenerek miRNA duzeylerine
bakilmistir. Bu calismada preeklampsi olan hastalarda kontrol grubuna gore
toplamda 11 miRNA saliniminda artis gorulmekle birlikte 23 miRNA saliniminda ise
belirgin azalma goruimustir. Bu galismada bizim bulgularimizla uyumlu olarak mir-
210 salinim duzeyleri ciddi preeklampside anlamli olarak artarken, hafif preeklampsi
de ise mir-210 saliniminin galismamizin aksine azaldigi izlenmigtir. Yuksek derecede
hipoksiyle birlikte artan mir-210 duzeyinin, hafif hipokside ise plasentanin
kompanzasyon mekanizmalarinin  devreye girmesi sonucu azalabileceqgi
dusunulmustir. Ve hafif preeklampsideki bu mir-210 salinimindaki disme
plasentanin kompanzasyon mekanizmasina baglanmistir. Bizim ¢alismamizda
preeklampside, kontrol grubuna gore mir-218 duzeyinde 2,89 kat artig goruimustar.
Literatirde yalnizca birkag¢ calismada preeklampside mir-218 salinimin paterniyle
ilgili sonug goérilmiistir'. Calismamizda mir-218 diizeylerinin, Zhu ve ark’larinin
calismasina uyumsuz bir sekilde arttigi izlenmistir. Bu sonug incelenirken mir-218 ile
ilgili yapilmis ¢alismalarin kisitlhihgr ve gcalismamizda anne serum ornegi kullanmamiz

dikkate alinmalidir.
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Calismamizda preeklampsili hastalarda kontrol grubuna gére anlamli salinim
farkhligi olan ve diger benzer calismalarla desteklenmeyen miRNA’lar izlenmigtir.
miR-302b-3p duzeyinde kontrol grubuna gore 26.31 kat azalma, miR-191-5p
dizeyinde 1.64 kat azalma, mir-197-3p’de preeklampside 1.94 kat ve mir-375
duzeyinde 4.75 kat artis izlenmisgtir.

Sonug olarak ¢galismamizda preeklampsi ve kontrol gruplari kargilastirildiginda
bazi miRNA salinim profillerinde gruplar arasi anlamli bir farkhlik gozlenmistir.
Calismamizda preeklampsi grubunda salinim profili anlamli olarak degisen kimi
miRNA’lar daha once vyapilmig calismalarla desteklenmektedir. Preeklampsinin
ongorulmesi i¢in kullanilacak yontemin kisa, kolay ve ucuz olmasi istenmektedir.
Calismamizda ¢ok sayida ornegi birka¢ saatlik tek bir PCR isleminden sonra elde
edilen verilerle degerlendirebilmemiz ve serum o6rnekleriyle ¢alismamiz buydk bir
avantajdir. Fakat yapmig oldugumuz calismada degerlendirmeye alinan gruplardaki
birey sayilari genis bir 6rneklemi kapsamamaktadir ve bazi anlamli degisim gdsteren
miRNA salinim profilleri ile ilgili yapilmig net veriler bulunmamaktadir. Dolayisiyla
elde edilen verilerle daha fazla sayida bireyi kapsayan gruplarla ileri arastirmalar

yapilmasi uygun olacaktir.

58



KAYNAKLAR

1. M.Nedim Cicek: Kadin Hastaliklari ve Dogum Bilgisi.3.Atlas Kitapcilik: Gebelik ve
Hipertansiyon.2012. 43: 523 — 524

2. Lee RC, Feinbaum RL, Ambros V.The C.elegans heterochronic gene lin-4
encodes small RNAs with antisense complementarity to lin-14. Cell 1993; 75(5): 843-
854.

3. Jackson RJ, Standart N. How do microRNAs regulate gene expression? Sci STKE
2007; 367: re1.

4. Huntzinger E, lzaurralde E. Gene silencing by microRNAs: Contributions of
translational repression and mRNA decay. Nat Rev Genet 2011; 12(2): 99-110.

5. Pineles BL, Romero R, Montenegro D, et al. Distinct subsets of microRNAs are
expressed differentially in the human placentas of patients with preeclampsia. Am. J.
Obstet. Gynecol. 2007. 196: 261-266.

6. Roberts Jm M. Pregnancy related hypertansion. Maternal-Fetal Medicine.5 th
ed.Philedelphia: WB Saunders company, 2004: 859-99.

7. Baha M.Sibai: Hypertension: Gabbe Obstetri 2009; 33: 864

8. Cunningham FG, Gant NF, Leveno KJ. Williams Obstetric. 21 st Edition. New
York, McGraw-Hill 2001; Chapter 24

9. M.Nedim Cicek: Kadin hastaliklari ve Dogum Bilgisi.3.baski 2012.Atlas Kitapgilik:
Gebelik ve Hipertansiyon 43: 535, 2012

10. F.Gary Cunningham, Kenneth J.Leveno, Steven L.Bloom. Williams Obstetric.23
st Edition. 2010;34: 707

11. Cunningham FG, MaC Donald PC, Gant NF, et al. Hypertensive disorders in
pregnancy. In: Williams Obstetrics, ed 22.Connectcut, the McGrawHill 2007; 567-609
12. American College of Obstetricians and Gynecologists: Hypertension in
pregnancy. Washington, DC, The college; 1996, Technical Bulletin No. 219

13. National High Blood Pressure Education Working Group: High blood pressure
during pregnancy. Am J Obstet Gynecol. 1990;163:1689-1712.

14. Zamorski MA, Green LA. NHBPEP report on high blood pressure in pregnancy: a
summary for family physicians. Am Fam Physician.2001 Jul 15;64(2):263-70,216.

15. Kyle PM, Fielder JN, Pullar B, et al. Comparison of methods to identify significant
proteinuria in pregnancy in the outpatient setting. BJOG 2008,115:523

59



16. Papanna R, Mann LK, Kouides RW, et al. protein /creatinine ratio in
preeclampsia: A systematic review. Obstet Gynecol, 2008 112: 135

17. Report of National High Blood Pressure Education Program. Working Group
Report on High Blood Pressure in pregnancy. 2000. Am j Obstet Gynecol 183: S1

18. Sibai BM, Cunningham FG: Prevention of preeclampsia and eclampsia. In
Lindheimer MD, Roberts JM: Chesley’s Hypertensive Disorders of Pregnancy, 3rd
ed.New York, Elsevier, In press, 2009, p 215

19. Cunnigham FG, Leveno KJ: Maternal age and outcome of pregnancy, N Engl J
Med 1990,323:414-415

20. Hauth JC, Ewell MG, Levine RJ: Pregnancy outcomes in healthy nulliparas who
developed hypertension. Obstet Gynecol. 2000; 95: 24.

21. Chesley LC, Cooper DW: Genetics of hypertension in pregnancy: Possible single
gene control of preeclampsia and eclampsia in the descendants of eclamptic women.
Br J Obstet Gynecol 1986; 93: 898.

22. Eskanazi B, Fenster L, Sidney S. A multivariate analysis of risk factors for
preeclampsia. J Am Med Assoc. 1991;266:237-71.

23. Adi-Said D, Annegers JF, Combs-Cantrell D. Case-control study of the risk
factors for preeclampsia. Am J Epidemiol. 1995;142:437-41.

24. Pijnenborg R. Trophoblast invasion. Reprod Med Review 1994; 3: 53-73

25. Fox H. The placenta in pregnancy hypertension. In: Rubin PC, ed. Handbook of
hypertension, volume 10: hypertension in pregnancy. New York, Elsevier, 1998: 16-
37.

26. Frusca T, Morassi L, Pecorell S, et al: Histological features of uteroplasental
vessels in normal and hypertensive patients in relation to birthweight. 1989, Br J
Obstet Gynaecol 96:835.

27. Maynard SE, Min JY, Merchan J,et al: Excess plasental soluble fms-like tyrosine
kinase 1(sflt-1) may contribute tto endothelial disfonction, hypertension, and
proteinuria in preeclampsia. 2003, Clin Invest 111:649.

28. Levine RJ, Maynard SE, Qian C, et al: Circulating angiogenic factors and the risk
of preeclampsia. 2004, N Engl J Med 350:672.

60



29. Myatt L, Brewer AS, Langdon G,et al: Attenuationof the vazoconstrictor effects of
thromboxane and endothelin by nitric oxide in the human fetal-placental circulation.
1992, Am J Obstet Gynecol 166:224.

30. Parra MC, Lees C, Mann GE, et al: Vazoactive mediator release by endothelial
cells in intrauterine growth restriction and preeclampsia. 2001, Am J Obstet Gynecol
184:497.

31. Ward K, Lindheimer MD: Genetic factors in the etiology of preeclampsia
/eclampsia. In Lindheimer MD, Roberts JM, Cunningham FG(eds)Chesley’s
Hypertensive Disorders in Pregnancy,3rd ed. Elsevier, In press,2009, p51.

32. Sibai BM, Dekker G, Kupferminc M:Preeclampsia. 2005, Lancet 365: 785.

33. Klonoff-Cohen HS, Savitz DA, Cefalo RC. An epidemiologic study of
contraception and preeclampsia. JAMA 1989;262:3143-47

34. Ambros V, Chen X. The regulation of genes and genomes by small RNAs.
Development 2007; 134(9): 1635-1641.

35. Bahadori M. New advances in RNAs. Arch Iran Med 2008; 11(4): 435-443

36. Napoli C, Lemieux C, Jorgensen R. Introduction of a chimeric chalcone synthase
gene into Petunia result in supression of homologous revesible co-supression of
homologous genes in trans. The Plant Cell 1990; 2: 279-289.

37. Alexander R, Krol VD, Lenting PE, et al. An anti-sense chalgone synthase gene
in transgenic plants inhibits flower pigmentation. Nature 1988; 333: 866-869.

38. Jorgensen RA, Cluster PD, English J. Chalgone synthase cosupression
phenotypes in petunia flovers: comparison of sense vs. antisense constructs and
single-copy vs.compleks T-DNA sequences. Plant Mol Biol 1996; 32(5): 957-973.

39. Jorgensen RA. Altered gene expression in plants due to trans interactions
between homologous genes. Trends Biotechnology 1990; 8: 340-344.

40. John Le Quesne, Carlos Caldas. Micro-RNAs and breast cancer. Molecular
Oncology.2010;4: 2, 30-241

41. Pasquinelli EA, Reinhart JB. Conservation of the sequence andtemporal
expression of let-7 heterochronic regulatory RNA. Nature. 2000; 408: 86-89.
42. Reinhart BJ, Slack FJ, Basson M. The 21-nucleotide let-7 RNA regulates
developmental timing in Caenorhabditis elegans. Nature.2000; 403: 901-906

61



43. Calin GA, Sevignani C, Dumitru CD, et al. Human microRNA genes are
frequently located at fragile sites and genomic regions involved in cancers. Proc Natl
Acad Sci USA 2004; 101(9): 2999-3004.

44. Shomron N, Levy C. MicroRNA-biogenesis and pre-mRNA splicing crosstalk.
Journal of Biomedicine and Biotechnology 2009; Article 1D:594678,
doi:10.1155/2009/594678.

45. Lee Y, Ahn C, Han J, et al. The nuclear RNase Ill Drosha initiates microRNA
processing. Nature 2003; 425: 415-419.

46. Rodriguez A, Griffiths-Jones S, Ashurst JL. Identification of mammalian
microRNA host genes and transcription units. Genome Res 2004; 14: 1902-1910.
47.Ying SY, Chang CP, Lin SL. Intron-mediated RNA interference, intronic
microRNAs, and applications. Methods Mol Biol 2010; 629: 205-237.

48. Lagos-Quintana M, Rauhut R, Meyer J, et al. New microRNAs from mouse and
human. RNA 2003; 9: 175-179.

49. Saini HK, Griffiths-dones S, Enright AJ. Genomic analysis of human microRNA
transcripts. Proc Natl Acad Sci USA 2007; 104: 17719-17724.

50. Goodfellow SJ, White RJ. Regulation of RNA polymerase Il transcription during
mammalian cell growth. Cell Cycle 2007; 6: 2323-2326.

51. Felton-Edkins ZA, Kenneth NS, Brown TR, et al. Direct regulation of RNA
polymerase lll transcription by RB, p53 and c-Myc. Cell Cycle 2003; 2: 181-184.

52. Scott PH, Cairns CA, Sutcliffe JE, et al. Regulation of RNA polymerase Il
transcription during cell cycle entry. J Biol Chem 2001; 276: 1005-1014.

53. White RJ, Gottlieb TM, Downes CS. Cell cycle regulation of RNA polymerase llI
transcription. Mol Cell Biol 1995; 15: 6653-6662.

54. Costanzo G, Camier S, Carlucci P, et al. RNA polymerase Il transcription
complexes on chromosomal 5S rRNA genes in vivo: TFIIIB occupancy and promoter
opening. Mol Cell Biol 2001; 21: 3166-3178.

55. Young LS, Rivier DH, Sprague KU. Sequences far downstream from the classical
tRNA promoter elements bind RNA polymerase Il transcription factors. Mol Cell Biol
1991; 11: 1382-1392.

62



56. Besser D, Gotz F, Schulze-Forster K, et al. DNA methylation inhibits transcription
by RNA polymerase |l of a tRNA gene, but not of a 5S rRNA gene. FEBS Lett. 1990;
269: 358-362.

57. Kassavetis GA, Riggs DL, Negri R, et al. Transcription factor IlIB generates
extended DNA interactions in RNA polymerase Il transcription complexes on tRNA
genes. Mol. Cell Biol. 1989; 9: 2551-2566.

58. Chen CZ, Li L, Lodish HF, Bartel DP. MicroRNAs modulate hematopoietic lineage
differentiation. Science 2004; 303: 83-86.

59. Borchert GM, Lanier W, Davidson BL. RNA polymerase IllI transcribes human
microRNAs. Nat Struct Mol Biol 2006; 13: 1097-1101.

60. Hess J, Perez-Stable C, Wu GJ, et al. End-to-end transcription of an Alu family
repeat. A new type of polymerase-lll-dependent terminator and its evolutionary
implication. J Mol Biol 1985; 184: 7-21.

61. Gu TJ, Yi X, Zhao XW, et al. Alu-directed transcriptional regulation of some novel
miRNAs. BMC Genomics 2009; 10: 563.

62. Lagos-Quintana M, Rauhut R, Lendeckel W, et al. Identification of novel genes
coding for small expressed RNAs. Science 2001; 294: 853-858.

63. Esquela-Kerscher A, Slack FJ. Oncomirs-microRNAs with a role in cancer. Nat
Rev Cancer 2006; 6: 259-269.

64. Lund E, Guttinger S, Calado A, et al. Nuclear export of microRNA precursors.
Science 2004; 303: 95-98.

65. Zhang H, Kolb FA, Brondani V, et al. Human Dicer preferentially cleaves dsRNAs
at their termini without a requirement for ATP. EMBO J 2002; 21: 5875-5885.

66. Gregory RI, Chendrimada TP, Cooch N, et al. Human RISC couples microRNA
biogenesis and posttranscriptional gene silencing. Cell 2005; 123: 631-640.

67. Shenouda SK, Alahari SK. MicroRNA function in cancer: oncogeneor tumor
suppresor? Cancer Metastasis Rev. 2009; 28: 369-378

68. Pillai RS. MicroRNA function: multiple mechanisms fora tiny RNA? RNA 2005;
11: 1753-1761.

69. Broderick JA, Zamore PD. MicroRNA therapeutics. Gene Therapy 2011; 18:
1104-1110.

63



70. Sun W, Li YSJ, Huang HD, et al. MicroRNA: A Master Regulator of Cellular
Processes for Bioengineering Systems. Annu Rev Biomed Eng 2010; 12: 1-27.

71. Nana-Sinkam SP, Croce CM. MicroRNA in chronic lymphocytic leukemia:
transitioning from laboratory-based investigation to clinical application. Cancer Genet
Cytogenet 2010; 203: 127-133.

72. Farazi TA, Spitzer JI, Morozov P. miRNAs in human cancer. J Pathol 2011; 223:
102-115.

73. Lee YS, Dutta A. MicroRNAs in cancer. Annu Rev Pathol Mech Dis 2009; 4: 199
227.

74. Cowland JB, Hother C, Gronbaek K. MicroRNAs and cancer. APMIS 2007; 115:
1090-1106.

75. Esteller M. Epigenetics in cancer. N Engl J Med 2008; 358: 1148-1159.

76. Yang N, Coukos G, Zhang L. MicroRNA epigenetic alterations in human cancer:
one step forward in diagnosis and treatment. Int J Cancer 2008; 122: 963-968.

77. Guil S, Esteller M. DNA methylomes, histone codes and miRNAs: tying it all
together. Int J Biochem Cell Biol 2009; 41: 87-95.

78. Chen, X., Ba, Y., Ma, L.,et al. Characterization of microRNAs in serum: a novel
class of biomarkers for diagnosis of cancer and otherdiseases. 2008.Cell Res 18,
997-1006.

79. Lawrie, C.H., Gal, S., Dunlop, H.M., et al. Detection of elevated levels of tumour
associated microRNAs in serum of patients with diffuse large Bcell lymphoma. Br J
Haematol.2008. 141, 672—-675.

80. Mitchell, P.S., Parkin, R.K., Kroh, E.M., et al. Circulating microRNAs as stable
blood-based markers for cancer detection. 2008. Proc Natl Acad Sci U S A 105,
10513-10518.

81. Park, N.J., Zhou, H., Elashoff, D. Salivary microRNA: discovery, characterization,
and clinical utility for oral cancer detection. 2009. Clin Cancer Res 15, 5473-5477.
82. Chen, X., Gao, C., Li, H., et al. Identification and characterization of microRNAs
in raw milk during different periods of lactation, commercial fluid, and powdered milk
products. 2010. Cell Res 20, 1128-1137.

64



83. Hanke, M., Hoefig, K., Merz, H. A robust methodology to study urine microRNA
as tumor marker: microRNA-126 and microRNA-182 are related to urinary bladder
cancer. 2010. Urol Oncol 28, 655-661.

84. Kosaka, N., Iguchi, H., Yoshioka, Y. Secretory mechanisms and intercellular
transfer of microRNAs in living cells. 2010. J Biol Chem 285, 17442-17452.

85. Valadi, H., Ekstrom, K., Bossios, A. Exosome-mediated transfer of mRNAs and
microRNAs is a novel mechanism of genetic exchange between cells. 2007. Nat Cell
Biol 9, 654—659

86. Zernecke, A., Bidzhekov, K., Noels, H., et al.Delivery of microRNA-126 by
apoptotic bodies induces CXCL12- dependent vascular protection. 2009. Sci Signal
2, ra81.

87. Zhang, Y.J., Liu, D.Q., Chen, X., et al. Secreted monocytic miR-150 enhances
targeted endothelial cell migration. 2010. Mol Cell 39, 133-144.

88. Wang, K., Zhang, S., Marzolf, B. Circulating microRNAs, potential biomarkers for
drug-induced liver injury. 2009. Proc Natl Acad Sci U S A 106,4402—-4407.

89. Turchinovich, A., Weiz, L., Langheinz, A. Characterization of extracellular
circulating microRNA. 2011. Nucleic Acids Res 39, 7223-7233.

90. Vickers, K.C., Palmisano, B.T., Shoucri, B.M. MicroRNAs are transported in
plasma and delivered to recipient cells by high-density lipoproteins. 2011. Nat Cell
Biol 13, 423-433.

91. Arroyo, J.D., Chevillet, J.R., Kroh, E.M., et al.Argonaute2 complexes carry a
population of circulating microRNAs independent of vesicles in human plasma. 2011.
Proc Natl Acad Sci U S A 108, 5003-5008.

92. Chen X, Liang H, Zhang J, Zen K. Horizontal transfer of microRNAs: molecular
mechanisms and clinical applications. 2012. Protein Cell.,3(1):28-37.

93. Price, J.O., Elias, S., Wacthel, S. et al.Prenatal diagnosis with fetal cells isolated
from maternal blood by multiparameter flow cytometry. 1991. Am. J. Obstet.
Gynecol., 165, 1731-1737.

94. Bianchi DW, Mahr A, Zickwolf GK, Detection of fetal cells with 47,XY,+21
karyotype in maternal peripheral blood. 1992. Hum Genet.; 90(4):368-70

95. Navarro, A., Monzo, M., MicroRNAs in human embryonic and cancer stem cells.
2010. Yonsei Med. J. 51 (5), 622—-632.

65



96. Chao, A., Tsai, C.L., Wei, P.C.,et al. Decreased expression of microRNA-199b
increases protein levels of SET (protein phosphatase 2A inhibitor) in human
choriocarcinoma. 2010. Cancer Lett. 291 (1), 99-107.

97. Mouiillet, J.F., Chu, T., Hubel, C.A. The levels of hypoxia-regulated microRNAs in
plasma of pregnant women with fetal growth restriction. 2010. Placenta

98. Pan Q, Chegini N. MicroRNA signature and regulatory functions in the
endometrium during normal and disease states.2008.;26(6):479-93

99. Miura, K., Miura, S., Yamasaki, et al., Identification of pregnancy-associated
MicroRNAs in maternal plasma. 2010. Clin. Chem.

100. Chakrabarty A, Tranguch S, Daikoku T. MicroRNA regulation of cyclooxygenase-
2 during embryo implantation. 2007. Proc Natl Acad Sci USA. ;104(38):15144-9.

101. Bortolin-Cavaille, M.L., Dance, M., Weber, M. C19MC microRNAs are
processed from introns of large Pol-Il, non-proteincoding transcripts. 2009. Nucleic
Acids Res. 37 (10), 3464-3473.

102. Liang, Y., Ridzon, D.,Wong,L. Characterization of microRNA expression profiles
in normal human tissues. 2007. BMC Genomics 8, 166.

103. Tsai, KW., Kao, H.W., Chen. Epigenetic control of the expression of a primate-
specific microRNA cluster in human cancer cells. 2009. Epigenetics 4 (8), 587-592.
104. Donker, R.B., Mouillet, J.F., Nelson, D.M. The expression of argonaute2 and
related microRNA biogenesis proteins in normal and hypoxic trophoblasts. 2007. Mol.
Hum. Reprod. 13 (4), 273-279.

105. Mouillet, J.F., Chu, T., Nelson, D.M. MiR- 205 silences MED1 in hypoxic primary
human trophoblasts.2010. FASEB J.24 (6), 2030—-2039. bbbb.

106. Maccani, M.A., Avissar-Whiting, M., Banister,C.E. Maternal cigarette smoking
during pregnancy is associated with downregulation of miR-16,miR-21 and miR-146a
in the placenta. 2010. Epigenetics 5.

107. Avissar-Whiting, M., Veiga, K.R., Uhl, K.M., et al. Bisphenol A exposure leads to
specific microRNA alterations in placental cells.2010.Reprod. Toxicol. 29 (4),401—
406.

108. Enquobahrie, D.A., Abetew, D.F., Sorensen, T.K. Placental microRNA
expression in pregnancies complicated by preeclampsia. 2010. Am. J. Obstet.

Gynecol.

66



109. Mayor-Lynn, K., Toloubeydokhti, T., Cruz, A.C. Expression profile of MicroRNAs
and mRNAs in human placentas from pregnancies complicated by preeclampsia and
preterm labor. 2010. Reprod. Sci.

110. Xia, H.F., Jin, X.H., Song, P.P. Temporal and patial regulation of let-7a in the
uterus during embryo implantation in the rat. J. Reprod. 2010. Dev. 56 (1), 73—78.
111. Xia, H.F., Jin, X.H., Song, P.P. Temporal and spatial regulation of miR-320 in
the uterus during embryo implantation in the rat. Int. J. Mol. 2010. Sci. 11 (2), 719-
730.

112. Qian, K., Hu, L., Chen, H., et al. Hsa-miR-222 is involved in differentiation of
endometrial stromal cells in vitro. Endocrinology 150 (10), 2009. 4734—-4743.

113. Navarro, A., Monzo, M. MicroRNAs in human embryonic and cancer stem cells.
Yonsei Med. 2010. J. 51 (5), 622-632.

114. Suh, M.R., Lee, Y., Kim, J.Y. et al. Human embryonic stem cells express a
unique set of microRNAs. 2004.Dev. Biol. 270 (2), 488—498.

115. Foshay, K.M., Gallicano, G.l. miR-17 family miRNAs are expressed during early
mammalian development and regulate stem cell differentiation. 2009. Dev. Biol. 326
(2), 431-443.

116. Viswanathan, S.R., Mermel, C.H., Lu, J. microRNA expression during
trophectoderm specification. 2009. PLoS One 4 (7), e6143.

117. Veit, T.D., Chies, J.A. Tolerance versus immune response—microRNAs as
important elements in the regulation of the HLA-G gene expression. 2009. Transpl.
Immunol. 20 (4), 229-231.

118. Lehmann, U., Hasemeier, B., Christgen, M., et al. Epigenetic inactivation of
microRNA gene hsamir-9-1 in human breast cancer. 2008. J. Pathol. 214 (1), 17-24.
119. Zhu, X.M., Han, T., Wang, X.H.,et al. Overexpression of miR-152 leads to
reduced expression of human leukocyte antigen-G and increased natural killer cell
mediated cytolysis in JEG-3 cells. Am. J. Obstet. Gynecol. 2010. 202 (6), €591-597.
120. Alberry, M.S., Maddocks, D.G., Hadi, M.A.,et al.. Quantification of cell free fetal
DNA in maternal plasma in normal pregnancies and in pregnancies with placental
dysfunction. Am. J. Obstet. Gynecol. 2009. (1), €91-96, 98.

121. Gilad, S., Meiri, E., Yogev, Y., et al. Serum microRNAs are promising novel
biomarkers. 2008.PLoS One 3 (9), e3148.

67



122. Neves, R., Scheel, C., Weinhold, S., et al. Role of DNA methylation in miR-
200c/141 cluster silencing in invasive breast cancer cells. 2010. BMC Res. Notes 3,
219.

123. Anderson N, McCowan L, Fyfe E,; on behalf of the SCOPE Consortium. The
impact of maternal body mass index on the phenotype of pre-eclampsia: a
prospective cohort study. BJOG. 2012 Apr; 119(5):589-595

124. Mbah AK, Kornosky JL, Kristensen S. Super-obesity and risk for early and late
pre-eclampsia. BJOG. 2010 Jul;117(8):997-1004.

125. Bozhinova S, Poroshanova V, Sampat D. Delivery and perinatal aspects of
pregnant women with pre-eclampsia-eclampsia. Akush Ginekol (Sofiia).
2004;43(7):3-9.

126. Lydakis C, Beevers M, Beevers DG. The prevalence of pre-eclampsia and
obstetric outcome in pregnancies of normotensive and hypertensive women
attending a hospital specialist clinic. Int J Clin Pract. 2001;55(6):361-7.

127. Schucker JL, Mercer BM, Audibert F, Am J Obstet Gynecol.
Serial amniotic fluid index in severe preeclampsia: a poor predictor of adverse
outcome. 1996 Oct;175(4 Pt 1):1018-23.

128. Yaprak Engin Ustiin, Kezban Dogan, Evaluation of Hemoglobin and Platelet
Levels in Mild, Moderate and Severe Preeclampsia, Perinatal Journal, December
2007.Vol: 15, Issue: 3.

129. Spinillo A, Montanari L, Bergante C. Prognostic value of umbilical artery Doppler
studies in unselected preterm deliveries. Obstet Gynecol 2005; 105:613-20

130. Hahn S, Gupta AK, Troeger C, et al. Disturbances in placental immunology:
ready for therapeutic interventions? Springer Semin.2006.Immunopathol. 27: 477-
493.

131. Chien PF, Arnott N, Gordon A, Owen P, et al. How useful is uterine artery
Doppler flow velocimetry in the prediction of pre-eclampsia, intrauterine growth
retardation and perinatal death? 2000. An overview. BJOG 107:196-208

132. Lo YM, Corbetta N, Chamberlain PF, Rai V, et al. Presence of fetal DNA in
maternal plasma and serum. 1997. Lancet 350: 485-487

68



133. Gilad S, Meiri E, Yogev Y, Benjamin S, et al.Serum microRNAs are promising
novel biomarkers. 2008. PLoS One 3: e3148.

134. Loscalzo J. The cellular response to hypoxia: tuning the system with
microRNAs. J Clin Invest. 2010; 120: 3815-7.

135. Zhang Y, Fei M, Xue G, et al. Elevated levels of hypoxia-inducible microRNA-
210 in preeclampsia: new insights into molecular mechanisms for the disease. 2011.
J Cell Mol Med.; doi: 10.1111.

136. Zhu, X.M.; Han, T. Sargent, I.L. Differential expression profile of microRNAs in
human placentas from preeclamptic pregnancies vs normal pregnancies. Am.
J.Obstet. Gynecol. 2009, 200, 661.e1-661.e7.

137. Fasanaro P, D’Alessandra Y, Di Stefano V,et al. MicroRNA-210 modulates
endothelial cell response to hypoxia and inhibits the receptor tyrosine kinase ligand
Ephrin-A3. 2008. Biol Chem; 283: 15878-83.

138. Huang X, Ding L, Bennewith KL, et al. Hypoxia-inducible mir-210 regulates
normoxic gene expression involved in tumour initiation. Mol Cell. 2009; 35: 856-67.
139 T. Gunel, Y.G. Zeybek, P. Akgakaya. Serum microRNA expression in
pregnancies with preeclampsia.2011. Genet. Mol. Res. 10 (4): 4034-4040.

139. Bruhl T, Urbich C, Aicher D, et al. Homeobox A9 transcriptionally regulates the
EphB4 receptor to modulate endothelial cell migration and tube formation. Circ Res.
2004; 94: 743-51.

140. Enquobahrie DA, Abetew DF, Sorensen TK. Placental microRNA expression in
pregnancies complicated by preeclampsia. Am J Obstet Gynecol 2011
Feb;204(2):e12e21. 178.

141. Pulkkinen K, Malm T, Turunen M, et al. Hypoxia induces microRNA miR-210 in
vitro and in vivo ephrin-A3 and neuronal pentraxin 1 are potentially regulated by miR-
210. FEBS Lett. 2008; 582:2397-401.

142. S. Muralimanoharan, A. Maloyan, J. Mele, MIR-210 modulates mitochondrial
respiration in placenta with preeclampsia, 2012.Placenta 33;816e823

143. Wen Wang, Lin Feng, Honghai Zhang. Preeclampsia Up-Regulates
Angiogenesis-Associated MicroRNA (i.e., miR-17, -20a, and -20b) That Target

69



Ephrin-B2 and EPHB4 in Human Placenta. 2012.J Clin Endocrinol Metab 97: E1051—
E1059.

144. Guo L, Yang Q, Lu J, Li H, et al. A Comprehensive Survey of miRNA Repertoire
and 39 Addition Events in the Placentas of Patients with Pre-Eclampsia from High-
Throughput Sequencing. 2011. PLoS ONE 6(6): e21072.

70



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZziNi

KB : Kan Basinci

IUGR : intrauterin Gelisme Geriligi

AFi : Amniyotik Sivi Indeksi

VKi ; Viicut Kitle indeksi

TA X Tansiyon Arteriyel

SGA : Agirhidr Gebelik Yasina Gore Dusuk
C/S : Sezaryen

PCR : Polimeraz Chain Reaction

HELLP : Hemoliz-Artmis Karaciger enzimleri-Dugsuk Trombosit
HLA . insan Loékosit Antijeni

PGl : Prostoglandin

TXA2 : Tromboksan A2

S/D ; Sistolodiastolik Oran

VEGF : Vaskuler Endotelyal Buyume Faktoru
MMP-9 : Matriks Metallopeptidaz 9

MTHFR : Metilentetrahidrofolat Reduktaz

TGF : Transforming Bayume Faktoru
sFit-1 : Cozunur fms-Benzeri Tirozin Kinaz-1
PIGF : Plasenta Blyume Faktori

sEng : Co6zunur Endoglin

UTR : Cevrilmemis Bolge

RISC : RNA indiiklenmis Baskilayici Kompleksi
ORF : Acik Okuma Cergevesi

miRNA ; MikroRNA

AST : Aspartat Aminotransferaz

ALT : Alanin Aminotransferaz
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