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OZET
STOX1 GENi PROMOTOR BOLGE MUTASYONLARININ

PREEKLAMPSI HASTALIGI UZERINE ETKIiLERININ ARASTIRILMASI
Seyda AKIN
Yiiksek Lisans Tezi
Tibbi Biyoloji Ana Bilim Dali
Danigman: Prof. Dr. Ergiin PINARBASI
2020, 85 sayfa

Yaygin bir gebelik hastaligi olan Preeklampsi (PE) hamileliklerin %5-8’1ini
etkiler ve anne ve fetiis lizerinde zararl etkilere sahiptir. PE’deki genetik yatkinligin
%350 civarinda oldugu belirtilmistir. Cok sayidaki genom capindaki linkaj analiz
calismalar1 PE ile iliskili kromozomal alanlarin varligini ortaya koymustur. Calisma
sonuclarinda kesfedilen genlerden birisi, bir transkripsiyon faktorii olan STOX1
genidir. STOX1 geni ikinci ekzonu {iizerinde bulunan Y153H varyasyonu, PE
fenotipini agiklamak i¢in gereklidir, ancak yeterli degildir. Boylece, PE ve STOX1
arasindaki iliskiyi anlayabilmek icin bir veya daha fazla genetik varyasyona ihtiyag
vardir. Bu nedenle bu ¢alismada, bir Tiirk popiilasyonunda ilk defa STOX1 geni
promotor bolge degisikliklerinin arastirilmast amaclanmistir. 50 PE hastas1 ve 50
saglikli gebe bireyden alinan kan &rnekleri, Illumina dizileme yontemi ile
incelenmis, Sanger sekanslama yontemi ile dogrulanmis ve sonugta - 922 T>C
degisikligi erken baslangicli PE’si olan bireylerde kontrole gore istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p=0.005). STOX1 genindeki degisiklikler erken baslangich
PE’ye yatkinlik olusturuyor gibi goériinmektedir. DNA dizi analiz bulgulari, aym
orneklemde daha Once incelenen Y153H polimorfizmi acisindan tekrar
incelendiginde, her iki varyasyonun heterozigot formunun (Y153H TC ve -922T>C
TC) birlikte tasiniyor olmasi hem hasta hem kontrol grubunda istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (sirasiyla; p=0.02 ve p=0.02). Bununla birlikte, STOX1’in
PE’yi iyilestirmede hedef gen olarak kullanilabilmesi i¢in bu varyasyonlarin da goz

oniinde bulunduruldugu daha fonksiyonel ¢aligsmalara ihtiya¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: STOX1, Preeklampsi, promotor, polimorfizm, dizi analizi



ABSTRACT
INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF STOX1 GENE PROMOTER
REGION MUTATIONS ON PREECLAMPSIA DISEASE

Seyda AKIN
MSc Thesis
Department of Medical Biology
Supervisor: Prof. Ergiin PINARBASI
2020, 85 pages

Preeclampsia (PE), a common pregnancy disease, affects 5-8% of pregnancies
and has harmful effects on the mother and fetus. Genetic susceptibility in PE is
reported to be around 50%. Numerous genome-wide linkage analysis studies have
demonstrated the presence of chromosomal regions associated with PE. One of the
genes discovered in the results of the study is the STOX1 gene which is a
transcription factor. The variation of Y153H on the second exon of the STOX1 gene
is necessary, but not sufficient, to explain the PE phenotype. Thus, one or more
genetic variations are needed to understand the relationship between PE and STOX1.
Therefore, the aim of this study was to investigate the changes in the promoter region
of the STOX1 gene for the first time in a Turkish population. Blood samples taken
from 50 PE patients and 50 healthy pregnant individuals were examined by Illumina
sequencing method, confirmed by Sanger sequencing method and as a result - 922
T> C change was found statistically significant in individuals with early onset PE
compared to control (p = 0.005). Changes in the STOX1 gene appear to predispose to
early-onset PE. When the DNA sequence analysis findings were examined again for
the Y153H polymorphism studied in the same sample, the heterozygous form of both
variations (Y153H TC and -922T> C TC) was found to be statistically significant in
both patient and control groups (p = 0.02 and p = 0.02, respectively). However, in
order for STOX1 to be used as a target gene for the improvement of PE, more

functional studies are needed, including these variations.

Key words: STOX1, Preeclampsia, promoter, polymorphism, sequencing
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1. GIRIS

1.1. Problemin Tanmimi ve Onemi

Preeklampsi (PE); klinik olarak gebelikle baslayan, hipertansiyon ve ¢oklu organ
yetmezIligi ile tanimlanan, gebelige 6zgii hastaliklarin bir pargasidir. Hem anne hem
de bebek i¢in potansiyel olarak yasami tehdit eden sonuglar olusturmakta ve tiim
gebeliklerin %5-8'inde goriilmektedir (Steegers ve ark, 2010; Jim and Karumanchi,
2017). PE, kanama ve emboliden sonra en yiiksek morbidite ve mortalite orani ile
(Hogan ve ark, 2010) diinya genelinde her yil 600.000'den fazla anne 6liimiinden
sorumludur (Mongraw-Chaffin ve ark. 2010; Young ve ark. 2010). Mevcut zamanda,
PE’nin ham insidansi, bolgeler arasinda %1,2-4,2 arasinda degismektedir ve genel
anlamda yaklasik % 2,3’tlir (Abalos, 2013; Villar, 1990). WHO (World Health
Organization), gelismekte olan tilkelerde (canli dogumlarin % 2,8'1) gelismis iilkelere
gore (%0,4) PE insidansinin yedi kat daha yiiksek olacagimi ongérmektedir (van
Lerberghe, 2005). PE’de, gebeye aninda miidahale edilmezse ndbetler
(preeklampsiden eklampsiye doniis), bobrek ve karaciger yetmezligi, pulmoner 6dem
ve inme gibi komplikasyonlar goriiliirken fetiis igin bu siireg, intrauterin biiyiime
geriligi (IUGR) ve prematiire dogum ile sonuglanabilir. Ikisi i¢in de en kotiisii ise

6liim oranin yiiksek olmasidir (Duley ve ark, 2009).

PE etiyolojisi hala bilinmemektedir, fakat anormal plasentasyon, immiinolojik
uyusmazlik, iltihaplanma, oksidatif stres, endotelyal disfonksiyon ve genetik
etkenlerin tek basma ya da birlikte etkisi sonucu ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir
(Roberts ve ark, 2001). Bozuklugun ortaya ¢ikisinda daha ¢ok, merkezi faktor olarak
plasentay1 destekleyen maternal spinal arterlerin yetersiz yeniden modellenmesiyle
meydana gelen plasental iskemi oldugu da one siiriilmektedir (George ve Bidwell,
2013).

Plasenta gelisiminde rol alan ikincil yollar bilinmesine karsin primer sebepler tam
olarak agiklanabilmis degildir. Bu olaylarin meydana gelmesine sebep olan mutant
bir gen arayis1 i¢in genom c¢apinda taramalar ve linkaj analizlerinin de dahil oldugu
caligmalar yapilmistir ve yapilmaya devam etmektedir. Caligmalar sonucunda
literatiirde tartismalara neden olan aday genlerden bir tanesi, transkripsiyon faktorii

olarak islev goren STOX1’dir. Yapilan arastirmalarda PE’de rol alan sadece iki tane



yatkinlik geni kesfedilmistir: ACVR2A ( Aktivin Reseptor Tip-2A) (Moses ve ark,
2006) ve STOX1 (van Dijk ve ark, 2005). FOX transkripsiyon faktorlerinin biiyiik
ailesine (Fork head/winged helix) yakin bir transkripsiyon faktorii olarak tanimlanan
STOX1, preeklampsi hastaliginin genetik formlariyla dogrudan iliskilendirilen ilk
gendir. STOX1, ozellikle inflamasyon, oksidatif stres ve hiicre dongiisiine bagl
yolaklarda ¢oklu gen hedeflerine sahip gibi goriinmektedir (Vaiman ve Miralles,

2016).

Siddetli erken baslangigli PE’nin plasental kaynagi, genetik anlamda 6nemli bir
sonuca sahiptir. Bu da fetal genotipin, maternal fenotipi yonetmesidir (Oudejans ve
van Dijk, 2008). Kromozom 10q22 iizerinde yapilan linkaj analizi ile biitiin kodlama
bolgesinin dizilenmesi sonucu, ii¢ nesil boyunca maternal olarak aktarilan STOX1 de
bir varyant olan YI153H polimorfizmi kesfedilmistir. Y153H tek niikleotit
polimorfizmi (SNP), genin kanatli heliks baglanma bolgesi i¢inde bulunur ve yiiksek
molekiiler etkisi olan bir aminoasidi etkiler (van Dijk ve ark, 2005). DNA ve
mikrosatellit analizlerinde STOX1 Y153H yatkinlik alelinin kalitiminin maternal

kokenli oldugu gézlenmistir.

Founds ve arkadaglar1 da ilk trimesterdan aldiklar1 villus 6rneklerinde gen ifadesi
analizi yapmislar ve hastalikli ve saglikli plasenta 6rneklerini karsilastirdiklarinda;
STOXY’in erken plasentada 2,1 kat daha fazla ifade edildigini bulmuslardir (Founds
ve ark, 2009). Bu bulgu STOXI’in erken plasental yeniden diizenlenme sirasinda
gelisen PE’nin 6nemli bir o6zelligi olabilecegi anlamina gelmektedir (Vaiman ve

Miralles, 2016).
1.2. Arastirmanin Amaci

STOX2’in bir transkripsiyon faktorii oldugu distiniildiigiinde, genomda STOX1
tarafindan diizenlenen pek c¢ok gen oldugunu sdylemek miimkiindiir. Ayrica
promotor bolge mutasyonlarmin, gen ifadesinde kritik 6neme sahip bir bolgede
olabilecegi ihtimali de s6z konusudur. Maternal genotip ilizerinden STOX1 geni
promotor bdlgesindeki genetik degisimlerin PE’ye etkisini anlamak amaciyla daha
once bir arastirma yapilmadigindan, bu c¢alismada ilk defa; anne kanindan elde
edilecek genetik materyalde STOX1’in promotor bolge dizi analizi yapilmasi

hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Gebelik ve Hipertansiyon

Gebelik  doneminin  zorlu geg¢mesine sebep olan hastaliklardan  birisi
hipertansiyondur. Sistolik (>140) ve diastolik (>90) basin¢larda meydana gelen artis
hipertansiyon olarak kabul edilir. Gebelikte meydana gelebilecek hipertansif
bozukluklar anne ve fetiis i¢in ciddi risk tasimaktadir. (Rana ve ark, 2019)

Gebelik hipertansiyonu, “American College of Obstetrics and Gynecology” (ACOG)

tarafindan dort kategoride siniflandirilmistir. Bunlar ciddiyet derecelerine gore;

1.  Kronik hipertansiyon: Gebeligin 20. haftasindan o6nce var olan
hipertansiyondur. Sistolik kan basinci (KB) >140 mm Hg, diastolik KB >90 mm Hg
olarak tanimlanur.

2. Gestasyonel hipertansiyon: Proteiniiri yoklugunda 20. haftadan sonra tanisi
konulan hipertansiyondur.

3. Preeklampsi - Eklampsi: 20. haftadan sonra hipertansiyon ve bazi klinik
belirtiler ile tanis1 konulan hipertansiyondur.

4. Kronik hipertansiyon varhginda gelisen preeklampsi (Siiperimposed
preeklampsi): Yeni baglayan proteiniiri ile birlikte kronik hipertansiyon veya 20.
haftadan sonra gelisen hipertansiyon ile birlikte kronik proteiniiridir (ACOG, 2013).

Gebelikteki hipertansif durumlar; IUGR, dissemine intravaskiiler koagiilasyon
(DIK), plasenta dekolmani, intraserebral hemoraji, bobrek veya karaciger yetmezligi
gibi ¢esitli komplikasyonlara neden oldugundan, anne ve fetusiin morbiditesini ve
mortalitesini arttirmaktadir (Giinay ve ark, 2018). Gebelik siiresince hem anne hem
de fetiis iizerinde zararli etkileri bulunabildiginden ve birgok komplikasyonun
gelismesine ve hatta dogumdan sonra ug organlarda kalic1 hasarlar kalmasina neden
olabileceginden, PE; gebelikte goriilen hipertansif bozukluklar arasinda en
korkulanidir.(Rana ve ark, 2019)

2.2. Preeklampsi Tamimi, Ozellikleri ve Siniflandirilmasi

PE, onceleri gebeligin 20. haftasindan sonra meydana gelen proteiniiri ve
hipertansiyon olarak tanimlanmistir. Proteiniiri, 24 saatlik idrar drneginde 300 mg
veya daha fazla protein kaybi olarak tanimlanir. Tani i¢in proteiniiri/kreatiniiri

oraninin (p/c) >0,3mg/dl olarak belirlenmesi yeterlidir (Ramos ve ark, 2017). PE tan1



kriterleri, Uluslararas1 Gebelikte Hipertansiyon Arastirma Dernegi (ISSHP)
tarafindan 2014 yilinda degistirilmistir (Tranquilli ve ark, 2014). ISSHP’nin tanimina
gore PE, gebelikten 20 hafta sonra proteiniiri (>300mg/giin) ve bobrek yetmezligi,
karaciger tutulumu, norolojik veya hematolojik bilesikler, utero-plasental
disfonksiyon veya fetal biiyiime kisitlamast gibi diger maternal organ
disfonksiyonlari ile kombine sekilde ortaya ¢ikan, de nova hipertansiyondur. Yeni
tanimda ise, artik proteiniiri gerekmediginden, proteiniirik ve proteiniirik olmayan PE

olarak iki ayr kategoride siiflandirilma yapilmistir ( Mol ve ark, 2016).

PE tanisi, 20. haftadan sonra meydana gelen hipertansiyon ve beraberindeki bazi
kriterlerin varligi ile konulmaktadir (Tablo-1) (Ramos ve ark, 2017).

Tablo 1:Preeklampsi tan1 kriterleri

Tam Kriterleri Klinik ozellikleri
1-Proteiniiri Protiniiri/kerateiniiri (P/C) oran1 >0.3 ; >1.0 olmasi
hali
2-Maternal Organ Disfonksiyonu
A- Bobrek Fonksiyon Bozuklugu Keratin > 1.02 mg/dl olmasi1 durumu
B-Hepatik Fonksiyon Bozuklugu Transaminazlarin en {ist sinirin >2 kat1 olmasi

durumu; Epigastralgia

C-Norolojik Komplikasyonlar Degismis zihinsel durum; korliik; skotom, bulanik
gbérme, diplopi, maternal oftalmik Doppler tepe
orani >0.78
D-Hematolojik komplikasyonlar Trombositopeni, yayilmig intravaskiiler pihtilasma

[DIC] <hemoliz olmasi durumu

E-Anti Angiyogenez Durumu PGIF< 36 pg/ml yada sFlt-1/ PIGF >85 olmasi
durumu
3- Ultraplasentl Disfonksiyon Asimetrik intrauterin gelisme geriligi (IUGR);

Degismis umbikal Doppler; 6zellikler her iki

maternal arterde de degismis olmasi durumu

Siddetli PE, maternal-fetal sagligi1 olumsuz etkileyecek daha siddetli

komplikasyonlarin varlig: ile tanimlanir (Ramos ve ark, 2017). Kalici sistolik KB



>160mmHg veya diastolik KB >110mmHg olmasi ya da Tablo 2'de listelenen
kriterlerden herhangi birinin varligi, hamile bir kadin1 siddetli PE'ye sahip olarak
karakterize eder (Giinay ve ark, 2018).Yeni tanima gore, proteiniiri diizeyleri PE'de
ciddiyet olgiitii olarak diistiniilmemektedir (Mol ve ark, 2015).

Tablo 2: Preeklampsi siddetini gosteren belirtegler

SEMPTOMLAR Hafif Preeklampsi Siddetli Preeklampsi
Diastolik <110 mmHg >110 mmHg
Kan basinci
Sistolik kan <160 mmHg >160 mmHg
basinct
Proteiniiri <2+ >3+
Serum kreatinin yok Var
yiiksekligi
Bas agrist Yok Var
Epigastrik agri Yok Var
Viziiel semptomlar Yok Var
Akciger 6demi Yok Var
Konviilsiyon Yok Var
Trombositopeni Yok Var
Karaciger fonksiyon Yok Var
testleri ytiksekligi

Bas agris1 ve gorme bulanikligi gibi semptomlar; eklamptik ndbetin, epigastrik veya
sag iist kadranda yer alan agrinin, hepatoseliiler iskemik nekrozun ya da subkapsiiler
hematomun habercisi sayilirlar. Ek olarak trombositopeni, PE’nin daha siddetli
seklinin bir gostergesi olarak diistiniilmelidir. Ciinkii trombositopeni, vaskiiler
endotelyal hasar ile artan trombosit agregasyonu sonucunda olusan mikroanjiyopatik

tromboz ve hemolizin bir sonucu olarak goériilmektedir (Giinay ve ark, 2018).

Maternal-fetal agir komplikasyonlara ve organ islev bozuklugu gibi ciddi sonuglara
sebep olan PE semptomlarinin sona ermesi ya da hafiflemesi igin tek kesin tedavi
dogum ile plasentanin ¢ikarilmasidir (Yancopoulos ve ark, 1998). PE tanisindan

sonraki mevcut tibbi tedaviler (6rnegin; magnezyum siilfat, antihipertansif ajanlar ve



antenatal steroidler), maternal-fetal komplikasyonlar1 6nlemeye yoneliktir.(Askie ve
ark, 2007).

2.3. Preeklampside Risk Faktorleri

Bobrek hastaligi, ilk gebelik, ileri anne yasi ve ailede gebelik 6ykiisii gibi en bilinen
PE risk faktorleri Tablo 3’te 6zetlenmistir (Jim ve ark, 2017)..

Tablo 3: Preeklampsi risk faktorleri

On preeklampsi

Bobrek Hastaligi

Kronik hipertansiyon

Diabetes mellitus

Ik gebelik

Sistemik lupus eritematozus
Antifosfolipid antikor sendromu
Coklu gebelikler

Ailede kalp-damar hastaligi 6ykiisii
Obezite (viicut kitle indeksi> 30 kg / m2)
Ailede preeklampsi 6ykiisii

[leri anne yas1 (> 40 y)

Asirt gebelik agirligi kazanci (> 16 kg)

Anjiyojenik/anti-anjiyojenik faktorler, PE riski tasiyan kisileri tespit etmede ve tani
asamasinda biyobelirte¢ olarak kullanilirlar (Jim ve ark, 2017). Preeklamptik
kadinlarin serumunda, hastalifin a¢ik klinik belirtilerinin ortaya ¢ikmasindan haftalar

once seviyeleri artar ve hastaligin ciddiyeti ile iligkilendirilir (Hod ve ark, 2015).

Anti-anjiyojenik faktorlerden biri olan sFlt-1’in (serbest Fms-benzeri tirozin kinaz-1)
maternal serum diizeylerinin, preeklamptik olmayan ikiz gebeliklerde (PE igin
bilinen bir risk faktorii), singleton gebeliklere gore 2.2 kat daha yiiksek oldugu
bulunmustur (Bdolah ve ark, 2008). Aymi sekilde, normal kontrollerle
karsilastirilldiginda sFlt-1 ekpresyonunun, molar gebeliklerde belirgin bir sekilde

arttig1 gosterilmistir. Yine; sigara icme, Afrikali-Amerikali etnik koken, seker



hastaligi bulunmasi1 gibi diger risk faktorlerinin timii de degismis anjiyojenik
profiller gostermistir (Jim ve ark, 2017). Ayrica, trizomi 13 gebeliklerinde, gebeligin
erken asamasindaki plasentalarda (Silasi ve ark, 2011) yiiksek sFlt-1 boyamasi ve

daha yiiksek plazma seviyeleri ortaya ¢ikmistir (Bdolah ve ark, 2006).
2.4. Preeklampsi Alt Tipleri

Ness ve Roberts 1996°da PE’yi, “plasental” ve “maternal” olmak tizere iki genis
kategoriye ayirmustir (Ness ve Roberts, 1996). Bazi arastirmacilar ise “erken
baslangi¢li” (34. haftadan once ortaya ¢ikan PE) ve “ge¢ baslangi¢li” (34. haftadan
sonra ortaya ¢ikan PE) olarak siniflandirmistir (von Dadelszen ve ark, 2003).

Erken ve ge¢ baslangicli PE, farkli etiyolojilere ve fenotiplere sahip gibi
goriinmektedir. Erken baslangich PE, plasental PE olarak da adlandirilir ve gebeligin
erken doéneminde, plasentasyon sirasinda maternal spiral arter doniisiimiiniin
azalmasiyla karakterizedir (Armaly ve ark, 2018). Erken baslangigli (plasental)
PE’de, maternal PE’ye gore daha yiiksek sFlt-1, diisik PIGF (plasental biiyiime
faktorii) ve yiiksek sFlt-1/PIGF oranlarina sahip hipoksik kosullar altinda anormal bir
plasentasyon vardir (Levine ve ark, 2004; Masuyama ve ark, 2010). Erken
baslangicli PE, maternal ve fetal komplikasyon riskini 6nemli 6l¢iide arttirmaktadir.
Ogzellikle plasental lezyonlar gebeligin 28. ila 32. haftalar1 arasinda gdzlemlenir
(Moldenhauer ve ark, 2003; Phipps ve ark, 2016) Bu nedenle erken baslangich PE,
fetal biiyiime kisitlamasi1 ve olumsuz maternal ve neonatal sonuglarla iligkilidir

(Murphy ve ark, 2000; Ness ve ark, 2006).

Geg¢ baglangich PE’de (aym1 zamanda maternal PE de denir), azalmis arteriyel
doniistim kanit1 yoktur ve plasenta perfiizyonu korunur ve hatta artar (Sohlberg ve
ark, 2014). Bu nedenle, sadece minimal plasental stres vardir (Yung ve ark, 2005).
Bu nedenle plasenta tarafindan sFlt-1 ve PIGF salgilanmasi normal araliga yakindir
(Armaly ve ark, 2018). Ge¢ baglangich (maternal) PE’de sorun, normal bir gelisim
gosteren plasentanin varligina ragmen endotel disfonksiyonu olmasidir. Bu ylizden,
maternal faktorlerin endotel disfonksiyonu ile etkilenmesi sonucunda mikrovaskiiler
hasara kars1 artan duyarli bir fenotip goriilmektedir (Phipps ve ark, 2016). Geg
baslangigli PE, maternal endotel disfonksiyonunun plasentada olusan oksidtif strese

kars1t verdigi cevap olarak ortaya c¢ikmaktadir. Sistemik bir maternal inflamatuar



yanitin bir sonucu olan endotel disfonksiyonu, genel bir vazokonstriksiyona ve kalp,
bobrek ve beyin gibi organlara kan akiginin azalmasia neden olabilir (Amaral ve
ark, 2015).

2.5. Preeklampsi Patofizyolojisi

PE patofizyolojisine yonelik arastirmalar yogun olarak devam etmekle birlikte,
multisistemik bir hastalik olmasi nedeniyle etiyolojik siireglerin; maternal, genetik,
immiinolojik ve ¢evresel faktorlerden etkilendigi bilinmektedir (Valdés ve ark,

2017).

Bir plasenta hastalig1 olan PE, birinci trimesterin baginda anormal plasentasyon, ve
ardindan ikinci ve ti¢lincii trimesterlerde asir1 anti-anjiyogenik faktorlerle karakterize
edilen maternal sendrom olmak iizere iki asamada ilerler (Sekil 1). Anormal
plasentasyon mekanizmasi tartismali olsa da, hayvan modelleri uteroplasental
iskeminin, maternal preeklamptik sendromda gozlemlenen hipertansiyon ve ¢oklu
organ hasarmi yonlendirdigini gostermistir (Redman ve ark, 2005; Romero ve ark,
2013).
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Immiinolojik faktdrler, genetik faktorler ve diger maternal faktorler, plasenta

fonksiyon bozukluguna neden olur ve bu da anti-anjiyogenik faktorlerin (sFltl ve




SEng [¢ozlinilir endoglin]) ve diger inflamatuar mediatorlerin salgilanmasina neden
olur. (Rana ve ark, 2019°dan uyarlanmstir.)
2.5.1.Birinci Asama: Anormal Plasentasyon, Trofoblast istilas1 ve Maternal-

Fetal Ara-yiiz
Plasenta, hem embriyonik hem de maternal kan damarlarini igeren oldukga vaskiiler

bir organdir. Asama 1'de gozlenen plasental disfonksiyon i¢in insanlarda kesin bir
kanit bulunmamakla birlikte, maternal-fetal ara-yiizde oksidatif stres, anormal
natiirel katil (NK) hiicreler, genetik ve ¢evresel faktorler de dahil olmak iizere bir
takim teoriler Onerilmistir. Bu konudaki 6nemli kanitlar, hastalikli plasentanin,
maternal dolasimda inflamasyon, endotel disfonksiyonu ve maternal sistemik
hastalikla sonuglanan ¢oziliniir toksik faktorlerin serbest kalmasina yol agtig1 fikrini
desteklemektedir (Roberts ve ark, 1989; Redman ve ark, 2005; Romero ve ark,
2013).

Bagarilt bir hamilelikte, embriyonun uterusa implantasyonu, plasenta olusumu i¢in
cok kritik bir asamadir. Implantasyon sirasinda, trofoblastik hiicreler
sitotropoblastlara ve sinsitiyotrofoblastlara ayrilir. Insan plasentasinin benzersiz
anatomisi ekdodermal kokenli progenitér hiicreler olan sitotrofoblastlarin
farklilasmasindan kaynaklanir (Cross ve ark, 1994). Sitotrofoblastlar, myometriumun
ticte birini kapsayacak sekilde desidual ve myometrial birlesme segmentlerinindeki
spiral arterleri istila eden ekstravillus trofoblastlari (EVT) olusturur (Zhou ve ark,
2002; Gathiram ve ark, 2016).

Plasenta, fetlis ve anne arasindaki dolasimi iyilestirmek igin vaskiilogenez,
anjiyogenez ve maternal spiral arter remodelingini igeren vaskiilarizasyona ugrar.
Sitotropoblastlar, maternal spiral arteriyalleri istila eder ve bunlar1 diisiik direngli
yiiksek kapasiteli damarlara dontstiiriir (Gerretsen ve ark, 1981). Boylelikle
embriyonun saglikli gelisimi igin gerekli olan uteroplsental perfiizyon saglanmis olur

(Chesley’s Hypertensive Disorders in Pregnancy, 2015).

Plasenta olusumunda biiylik oneme sahip istilaci sitotropoblastlar, maternal-fetal ara-
yiizde vaskiiler baglantilar kurarken, ektodermal kokenli epitelyal hiicrelerden,
sayisiz endotel benzeri 6zelliklere sahip vaskiiler hiicrelere farklilagirlar (Zhou ve
ark, 1997). Bu sekilde endovaskiiler istila sirasinda, uterin arteriyallerinin endotel ve

kas astarlarini, plasentaya maternal kan akisini1 baslatma ve damar ¢apini biiylitme



yoniinde degistirirler. Ikinci trimesterin sonunda damarlar yalnizca sitotropoblastlar
ile kaplanir ve maternal endotel hiicreler, endometrial dokunun tamami ve
myometrial segmentlerin iicte biri olacak sekilde istilayr daha da genisletmis olur

(Chesley’s Hypertensive Disorders in Pregnancy, 2015).

Spiral arterlerden plasentaya yiiksek kapasiteli diisik basinglhi akis saglayan
degisiklikler, fetal beslenme igin ¢ok 6nemlidir. Kisaca; trofoblastlarin yayilmasi ve
kan damar1 duvarindaki diiz kasin kaybolmasi, spiral arter remodelingini saglar
(Kaufmann ve ark, 2003; Lyall, 2005; Osol ve ark, 2009). PE gelismesine sebep olan
plasentalarda; sitotrofoblastlar, proliferatif epitel alt tipinden, istilaci endotel alt
tipine gegemez ve spiral arterin yeniden sekillenmesinin basarisiz olmasina neden
olur (Zhou Y. ve ark, 1997). Basarisiz spiral arter istilasi ve yeniden sekillenmesi
vaskiiler damarlar1 dar ve oldukga direngli hale getirir (Sekil 2) (Armaly ve ark,

2018).

A NORMAL GEBE 8 PREEKLAMPSI
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Sekil 2: PE'li ve normal gebelerde trofoblast istilas1 ve spiral arter yeniden
sekillenmesi.

PE’de gozlenen plasental iskeminin baslica sebepleri; trofoblast istilasi ve spiral

arterlerin yeniden sekillenmesi siireglerindeki basarisizliktir. Istilanin  sadece
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maternal desidual segment ile sinirl kalmasi, damarlarda kasilmalara neden olan bazi

faktorlerin salgilanmasina yol acar. (Lam ve ark, 2005; Powe ve ark, 2011)

Gebelikten once uterin arterlerin terminal uglarindaki kiigiik kas damarlar: olan spiral
arterler, i¢ ice gee¢mis zengin bir damar toplulugudur (Chesley’s Hypertensive
Disorders in Pregnancy, 2015). Hamilelik sirasinda uterin arterlerin terminal
kisimlar1 plasental gelisim asamasinda normalden dort kart daha fazla dilatasyona
ugrayacak sekilde vaskiiler yeniden sekillenme ile modifikasyon gecirir (Brosens ve
ark, 1964). Boylece yeniden sekillenme, damarlarin sinirsel ve hormonal sinyallere
cevap vermesini engelleyecek sekilde diiz kas ve elastiki doku kaybina sebep olur.
PE’de basarisiz yeniden sekillenme oldugundan, spiral arterlerin dig sinyallere olan

duyarlilig1 artar (Chesley’s Hypertensive Disorders in Pregnancy, 2015).

PE’de basarisiz plasentasyonla karakterize edilen 1.asama i¢in, normal gebelige gore

degisen birgok fizyolojik durumdan bahsedilmektedir.

o Hipoksi ve Trofoblast Invazyonu: Plasentasyon, hipoksik kosullarda
gerceklesir (Genbacev ve ark, 1996). Cok organli iskemi ve hiicresel oksijen
yoksunlugunun bir belirteci olan hipoksi ile indiiklenebilir faktér (HIF) -1a’nin,
trofoblastlarda yiiksek seviyelerde eksprese edildigi bilinmektedir (Caniggia ve ark,
2000) ve PE’li kadinlarin plasentalarinda HIF-lo. ve HIF-2a. ekspresyonlarinin arttigi
bildirilmistir (Rajakumar ve ark, 2004).

o Oksidatif Stres ve Endoplazmik Retikulum Stresi: Maternal-fetal ara-yiizde
tiretilen reaktif oksijen tiirleri (ROS) fizyolojik diizeyde aktiftir ve PE, IUGR ve
diisiik gibi birgok gebelik hastaliginin patofizyolojisinden sorumlu olan plasental
biyolojiye katilir (Myatt ve ark, 2004). ROS’un anormal konsantrasyonu, hiicre
proliferasyonunu veya apoptozisini indiikleyebilir ve oksidatif stres i¢in bozulmus
savunma mekanizmasina bagli olarak trofoblast istilasini ve farklilagsmasim

etkileyebilir (Zhuang ve ark, 2015).

Yeniden sekillenmenin kisitli oldugu PE’de, vaskiiler kas ve elastiki doku kaybinin
az olmasindan dolay1 plasentaya aralikli kan akis1 olur. Aralikli oksijenle karsilasan
plasentada hipoksik bir ortam olusur (Poston ve ark, 2004). Oksidatif stres sonucu
olusan ROS antioksidanlarca zararsizlagtirma kapasitesini asacak yogunlukta

oldugunda stres daha da artar (Schulz ve ark, 2011). Artan oksidatif stres; protein,
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lipit ve DNA’ya zarar veren ROS olusumuna yol agar (Schulz ve ark, 2011; Burton
ve ark, 2011). Oksidatif stres, sFIt-1 gibi anti-anjiyojenik faktorlerin
transkripsiyonunu da indiikleyebilir. Normal gebeligi olan kadinlara kiyasla PE’li
kadinlarda, siiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz ekspresyonunun azaldigi

gozlenmistir (Vaughan ve ark, 2002).

Diisiik oksijen seviyeleri oksidatif strese ek olarak ER( Endoplazmik Retikulum)
stresine de neden olur (Burton ve ark, 2011). ER stresi, protein islenmesinin ve
iletiminin saglanmasi i¢in gereken ortam olmadiginda protein sentezini azaltan
hiicresel bir mekanizmadir. Bu karakteristik tepki sonucu UPR (katlanmamis protein
yanit1) olusur. UPR protein sentezini durdurarak plasental gerilie sebep olan
apoptozun indiiklenmesine neden olur (Burton ve ark, 2009; Wang ve ark, 2012). ER

stresi aynt zamanda ROS olusumunu da indiikler.

. Natiirel Katil Hiicreler ve Bozulmus Plasentasyon: Basarili bir hamilelik,
maternal immiin sistem hiicrelerinin, trofoblast hiicrelerine karsi toleransli olmasini
gerektirir (Redman ve ark, 2010). Hamilelikten 6nce uzun siireli sperm maruziyetinin
koruyucu yapisi, partner degisimin etkisi ve “tehlikeli” partner teorisi, maternal
immiin maladaptasyon hipotezi ile tutarhdir. Paternal HLA'min (Insan Lokosit
Antijen) seminal plazmada m1 yoksa spermatozoanin kendisinde mi tasindigi belli
degildir, ancak Onceden maruz kalmanin PE gelisme riskini azalttigi kesindir.
Coziintir HLA, insan sitotoksik T hiicrelerinde apoptozu indiikler, bdylece paternal

antijenlere maternal tolerans saglanir (Young ve ark, 2010).

Uterin NK hiicreleri; VEGF, PIGF ve TGF (Transforme edici biiyiime faktorii) -8
gibi anjiyojenik faktorler tretir (Saito ve ark, 2007). Normal gebelik sirasinda,
desidual uterin NK hiicrelerinin paternal MHC sinif I antijenleri ile aktivasyonu,
EVT’lerde Flt-1 reseptorlerine baglanarak, EVT istilasina neden olan VEGF artisim
saglar. Desidual uterin NK hiicrelerinin biiyiime faktorleri ile trofoblast reseptorleri

arasindaki etkilesimin basarisizligi PE'deki azalmis EVT istilasindan sorumlu olabilir

(Sibai ve ark, 2005).
2.5.2.1kinci Asama: Maternal Sendromun Patogenezi

Hastaligin ikinci evresi, dolasimdaki faktorleri maternal dolasimda serbest birakan

hipoksik bir plasenta ile iligkili iskemik veya reperfiizyon fenomenlerinden olusur.
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Bu dolasimdaki faktorler ve serbest radikal olusumu, endotel hiicre fonksiyonunda
degisikliklere sebep olarak PE’nin klinik 6zelliklerine katkida bulunur (Roberts ve
ark, 1992; Hung ve ark, 2006).

Endotel hiicreleri, hiicresel ve plazma bilesenleri (sitokinler, lipoptoteinler,
trombositler, 10kositler, plasental mikrovezikiiller, antikorlar ve dolasimdaki diger
faktorler) igin bir hedeftir. Endotel hiicreleri; vaskiiler tonusu, pihtilasmayi,
gecirgenligi ve immiin hiicrelerin hedeflenmesini diizenler. Fizyolojik kosullarda
endotel, hemostatik dengeyi korur. PE’de endotel hiicre disfonksiyonu; vazospazm,
mikrotromboz ve vaskiiler gecirgenlige yol agmaktadir (Chesley’s Hypertensive
Disorders in Pregnancy, 2015).

o Dolasimdaki Anti-anjiyojenik/Anjiyojenik ve Vazokonstriktor/Vazodilator
Faktorler: VEGF ve PIGF, plasental anjiyogenezde anahtar bir rol oynar ve
bunlarin, trofoblast hiicreleri tarafindan salgilandigina inanilir (Gathiram ve ark,
2016). Anti-anjiyojenik faktorlerden VEGF reseptorleri (VEGFR1 ve VEGFR2) ve
Eng en ¢ok calisilanlardir. VEGFR1, membran bagli olan Flt-1 olarak da bilinir,
VEGFR?2 ise kinaz insert bolgesi reseptorii (KDR) olarak bilinir (Neufeld ve ark,
1999; Bdolah ve ark, 2005). Flt-1’in bir varyanti olan sFlt-1’in, dolasimda serbest
formda oldugu bilinmektedir (Neufeld ve ark, 1999). Normal gebeligin aksine PE’de;
VEGF, SsFlt-1'e Flt-1'den daha yiiksek baglanma afinitesine sahiptir ve
sirkiilasyondaki VEGF seviyeleri azalmistir (Sekil-3) (Luizon ve ark, 2012).

NORMAL PREEKLAMSI
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VEGF: vaskiiler endoltelval biiviime faktstii
PIGF: Plasental biiviime faktsrii

TGFB1: ZIranforme edici faktsr beta 1
sFit1: cs r

Karumanchiet al. Placental ischemia and soluble fms-like tyrosine kinase 1: cause or consequence
of preeclampsia? Kidney Int. 2007;71, 959-61

Sekil 3:Normal ve PE’li gebeliklerde, vazodilator ve anjiyojenik faktorler.
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sFlt-1 ve sEng, VEGF ve TGF-B sinyalini antagonize ederek endotel
disfonksiyonuna neden olur. VEGF ve TGF-f'nin bobrek ve plasenta olmak iizere
bircok dokudaki endotel sagligini korumak i¢in gerekli olduguna dair kanitlar vardir.
Normal hamilelik sirasinda vaskiilatordeki fizyolojik VEGF ve TGF-B sinyal
seviyeleri vaskiiler homeostazi korur. PE’de sFlt-1 ve SEng’nin plasentadan fazla
salgilanmasi, vaskiilatorde sirasiyla; VEGF ve TGF-B sinyalini inhibe eder. Hem
VEGF’nin hem de TGF-B’nin anti-trombotik Prostasiklin’nin (PGI2) {iretimini
uyardigr iyi bilinmektedir. PE’de vazokonstiiktif durumun bir diger nedeni,
trombinden Tretilen ve vazokonstriktor bir molekiil olan Trombaksan A2 ve
endotelden iiretilen vazodilator bir molekiill olan PGI2 arasindaki dengenin
bozulmasidir (Wang ve ark, 1991; Rocca ve ark, 2000). Sonu¢ olarak, VEGF ve
TGF-B’nin gorevini yerine getirememesi; PGI2 ve NO {iretiminin azalmasi ve
prokoagiilan proteinlerin salinimin artmasiyla, endotel hiicre fonksiyon bozukluguna

neden olur (Chesley’s Hypertensive Disorders in Pregnancy, 2015).

e  Inflamatuar Sitokinler ve Immiin Hiicre Degisiklikleri: Inflamatuar
sitokinlerin uyarilmasindan sorumlu olan Toll benzeri reseptor (TLR) ailesinden
TLR-4; 6zellikle plasentada, l6kositlerde ve renal podositlerde bol miktarda bulunur.
PE, plasenta ve renal TLR-4ln asir1 ekspresyonu ile iliskilidir. TLR-4,
plasental/renal fonksiyon bozukluguna ve inflamatuar sitokinlerin artisina neden olur
(Sun ve ark, 2016; Kulikova ve ark, 2016). Ayrica, ¢ok yiiksek TLR-4 reseptorleri
erken baslangich PE ve HELLP (Hemolysis, Elevated Liver Enzyme and Low
Platelet) sendromu ile iliskilidir (Xie ve ark, 2014).

Normal ve PE’li gebelerinin 14 ila 18. gebelik haftalar1 arasinda alinan
serumlarindaki inflamatuar faktorlerden tiimor nekroz faktorii-a (TNF-a), interlokin
10 (IL-10) ve interferon-y (INF-y) seviyeleri karsilastirilmis ve PE’li gebelerde daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir. (Kumar ve ark, 2013). Gathiram ve arkadaslar1 da,
dolagimdaki sitokinlerden IL-2, I1L-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p40, 1L-12p70, IL-18,
INF-8 ve TNF-a’nin serum seviyelerinin PE’li gebelerde yiiksek oldugunu
gostermistir (Gathiram ve ark, 2016).

TNF-a, PE'de endotel hiicrelerindeki yapisal ve fonksiyonel degisikliklere neden

olurken, indiiklenebilir NOS (iNOS) igeren aktivitesi vaskiiler reaktiviteyi etkiler ve
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dogrudan oksidatif hasara neden olur (Rousseau ve ark, 2003; Thakoordeen ve ark,
2018).

o Renin-Anjiotensin Yolagi: Renin-Anjiyotensin  Aldosteron sistemindeki
(RAAS) degisiklikler, PE’de normal gebelikle karsilastirildiginda, 6nemli 6l¢iide
farkli bulunmustur (Irani ve ark, 2008). Bazi1 ¢alismalar, PE baslangici sirasinda ve
oncesinde, normal gebelikle karsilastirildiginda, dolasimdaki renin ve anjiyotensin-
[I'deki azalmaya ragmen, artan anjiyotensin-II duyarliligini gostermistir (Gant ve ark,
1973; Brown ve ark, 1997). PE’li gebelerde, anjiyotensin duyarliliginin nedeni
olabilecegi diisiiniilen otoimmiin bir faktor olan anjiyotensin-Il tip 1-reseptor oto-

antikorlar1 (anti-AT1-AA) tamimlanmistir (Wallukat ve ark, 1999).

AT1 ve AT2 reseptorleri, anjiyotensin i¢in iki ana reseptordiir ve yedi transmembran
G-proteinine bagli reseptdr ailesine aittir (Irani ve ark, 2008). AT1 reseptorleri,
vaskiiler diiz kaslarda ve adrenal bezlerde eksprese edilir ve G-proteinine baglanarak
hiicre i¢i kalsiyum salinimini uyarir. Ayrica, vazokonstriksiyon, sempatik aktivite ve
Aldosteron salimimi gibi anjiyotensin-II aracili etkilerin ¢ogundan sorumludurlar.
AT2 reseptorleri, fetal dokuda yaygin sekilde eksprese edilirken yetiskin dokuda
sinirh ekspresyona sahiptir (Aggarwal ve ark, 2015). Anti-AT1-AA antikorlari, insan
trofoblastlarinda ve vaskiiler hiicreler lizerinde bulunan AT1 reseptoriindeki spesifik

bir epitopa baglanarak PE patolojisine katkida bulunur (Dechend ve ark, 2006).

2.6. Genetik ve Preeklamsi fliskisi

PE etiyolojisinde, hem anne hem de fetal kdkene sahip ¢esitli genetik bilesenler rol
oynamaktadir. Ik gebelikte PE gelisme riski %3 olarak hesaplanirken anne yast
artttkga bu risk belirgin olarak artar. PE riski, ikinci gebelik ayni es tarafindan
gerceklesiyorsa %1,7, es ilk gebeliktekinden farkli ise %1,9 olarak degismektedir
(Haram ve ark.2014).

PE'nin kalitim derecesi tahminleri %31 ila %54 arasinda degismektedir (Salonen
Ros ve ark. 2000; Johnson ve ark. 2007). Ailelerde PE kalitim tarzini agiklamak i¢in
cesitli genetik modeller dnerilmistir. Onerilenler arasinda; anneden kaynakli aktif bir
resesif gen ya da klasik bir Mendel kalitim tarzina uyan eksik penetrasyonlu baskin
bir gen (Arngrimsson ve ark. 1990) veya mitokondriyal genler (Torbergsen ve ark.

1989) ve parentof kokenli imprinting genlerin varligi (Graves, 1998) gibi modeller
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bulunmaktadir. Mevcut goriis PE'nin  yalnizca basit Mendel genetigi ile
aciklanamayan, karmasik bir genetik temele sahip oldugu yoniindedir (Chappell ve
ark. 2006). Ailelerde PE gec¢misini arastiran c¢alismalar, PE gelisiminin %50'sine
genetik faktorlerin katkisina ek olarak hastaligin, irksal, cografi ve sosyo-ekonomik
faktorlerden de etkilendigi sonucunu ortaya koymustur (Valenzuela ve ark. 2012).
Dolayisiyla PE duyarliligi, cevreye ek olarak maternal ve fetal (anne+baba)
genotipleri arasinda karmasik bir etkilesim olarak kabul edilir (Mutze ve ark. 2008).

PE'nin genetik temelinin belirlenmesinin {i¢ énemli sonucu vardir. i1k olarak, tespit
edilen gecici gen(ler), tarama yoluyla yiiksek riskli kadinlar1 tanimlamak i¢in klinik
biyobelirteg testlerinin gelistirilmesi ve devaminda Onleyici tedavi ve siirveyansla
hasta sonuglarini iyilestirebilecek bir firsat saglamasi amaciyla kullanilabilir.
Ikincisi, bu genlerin nasil calistigin anlamak, hala bilinmeyen PE nedenine yeni bir
bakis agis1 getirecektir. Son olarak da; potansiyel yeni tedaviler, PE riskini azaltacak
ve gelecek nesiller lizerindeki etkisini en aza indirilebilmesi i¢in PE patogenezinin
daha iyi anlagilmasiyla sonuglanabilecektir. (Chesley’s Hypertensive Disorders in

Pregnancy, 2015).

PE’nin genetik arka yliziinii aydinlatmak i¢in bir¢ok genetik ¢aligsma yapilmaktadir.
Ailelerin incelenmesi, ikiz deneyleri, segregasyon analizleri, baglanti1 analizleri ve
iliskilendirme analizleri gibi genis capli genetik taramalar yapilmis ve yapilmaya
devam etmektedir (Chesley’s Hypertensive Disorders in Pregnancy, 2015). Bu
taramalar sayesinde, PE’de “aday gen” ve ‘“ana gen” yaklagimi kullanilarak bir¢cok

gen belirlenmistir.
a-) PE’de “aday gen” yaklagimi

PE ile iliskili genleri tespit etmek icin sik¢a kullanilan “aday gen yaklasimi”nda
yukarida bahsi gegen genetik taramalar biiyiikk Ol¢iide maternal genotiplere
odaklanmistir ve basitge PE ve normotansif gebelikler arasindaki genetik varyasyon
sikligini karsilastirmaktadir (Chappell ve Morgan, 2006). PE patolojisine potansiyel
katilim1 ve biyolojik fonksiyonu arastirmak i¢in tek bir gen secilir (van Dijk ve
Oudejans, 2013). Arastirmalar, bir aday gendeki SNP’lerin veya birden fazla genin
polimorfizm analizini igermektedir (Chappell ve Morgan, 2006). Bu tiir

arastirmalarla ilgili en bliylik sorun, yine kullamilan hasta popiilasyonlarindaki
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farkliliklardir. Ayrica, hastalar ailesel bir bilesene sahip olmadiginda, duyarlilik
genlerini tanimlamak i¢in ihtiya¢ duyulan hasta sayisi ¢ok daha yiiksek olacaktir (van
Dijk ve Oudejans, 2013). PE patofizyolojisinin kiimiilatif bilgilerine dayanarak, aday
gen yaklasiminda endotel fonksiyonu, hemodinamik, immiin yamt, lipid
metabolizmasi, oksidatif stres ve trombofilideki genler agirlikli olarak incelemistir
(Williams ve ark, 2011). i1k aday gen calismalarinin ¢ogu sadece dokuz gen iizerinde
odaklanmistir: AGT, ACE, AGTR1, AGTR2, F2, F5, MTHFR, NOS3 ve TNF
(Chappell ve Morgan, 2006). Aday genlerden yedi tanesi tablo-4 de gosterilmistir.
(Staines-Urias ve ark. 2012; Buurma ve ark. 2013).

Tablo 4: PE'de en ¢ok galisilan yedi gen

Kromozom Gen Cahsilan Preeklampsi iizerine
lokalizasyonu polimorfizmler biyolojik etkisi
1p36.3 MTHFR Ce77T Vaskiiler hastaliklar
1923 F5 Leiden Thrombophilia
(rs6205)
1g42—q43 AGT M235T Kan akiginin diizenlenmesi,
uterin
7936 NOS3 Glu298Asp Vaskiiler endotel disfonsiyonu
11p11-qgl2 F2 G20210A Kan koagulasyonu
17923 ACE I/D at intron Kan akisinin diizenlenmesi
16
3024 AGTRI rs5186 Vakiiler biyolji

Kan pihtilasmasi, preeklamptik kadinlarda, 6zellikle de trombositopeni gelistiren
HELLP sendromlu kadinlarda anormaldir. Bu nedenle ¢ok sayida calisma, c¢oklu
trombofili genlerinin PE ile iligkisini incelemistir (Mutze ve ark. 2008). Yaygin
olarak incelenen ii¢ trombofilik faktorden, protrombin (F2), faktér 5 Leiden (F5) ve
metilentetrahidrofolat rediiktazin (MTHFR) birka¢ genetik varyantinin, bazilari
celigkili sonuglar vermesine ragmen, ¢oklu meta analizlerde PE ile tutarl iliskiler

gosterdigini bulunmustur(Chesley’s Hypertensive Disorders in Pregnancy, 2015).

1p36.3°te lokalize MTHFR geni, folat ve homosistein metabolizmasindaki MTHFR
anahtar enzimini kodlar (Wu ve ark. 2015). C677T polimorfizmi, enzimdeki alanin
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amino asidinin valine donligmesine  sebep olur. Bu durum, MTHFR'nin
termobilitesini arttirarak bozulmus folat baglanmasina ve MTHFR enziminin
aktivitesinin azalmasina neden olur (Egan, 2004). Genin C677T varyanti, vaskiiler
hastaliklar igin bir risk faktorii olarak belirlenmistir (Chesley’s Hypertensive
Disorders in Pregnancy, 2015).

Aktif faktor X (FXa) ile aktiflestirilmis F5 (F5a), protrombini trombine doniistiiriir
ve PE icin potansiyel bir genetik faktér olarak kabul edilir. Kan pihtilasma
kademesinin temel bir kofaktoriinii kodlayan ve kromozom 1g23’de lokalize olan F5
geni, yaygin trombofilik bir mutasyon (rs6025) tasimasi nedeniyle genis capta
arastirilmigs ve PE gelisme riski ile iligkili bulunmustur (Zhang ve ark. 2016).
Protrombin ve Faktér 2 (F2), sirasiyla; 11pl1 ve 11ql2.'de lokalizedir. F2'nin
G20210A polimorfizmi, 1999 ve 2013 yillar1 arasinda 20'den fazla PE ¢alismasinda
arastirilmistir ve ¢alismalardan ikisi anlamli bir sonuca ulasmasa da, aralarinda
pozitif bir iliski oldugu gosterilmistir (Chesley’s Hypertensive Disorders in
Pregnancy, 2015).

Anormal kan basinci, PE’nin karakteristik 6zelliklerinden biri olmasindan dolayi,
birgok ¢aligma da kan basinci diizenlemesinde rol alan reninangiotensin sistemine
(RAS) odaklanmistir. Bu sistemin aktivasyonu; vazokonstriksiyona, plazma
hacminin genislemesine, sempatik sinir sisteminin aktivasyonuna ve artmis kan
basicina neden olur. RAS yolaginda yer alan genlerdeki (ACE, AGT ve AGTR1;
sirastyla; 17023, 1942—q43, 3q24°de lokalize) birkag genetik varyant, meta-
analizlerde ve sistemik incelemelerde PE ile pozitif olarak iliskilendirilmistir

(Chesley’s Hypertensive Disorders in Pregnancy, 2015).

Timor nekroz faktor-o (TNF-a), iiremede hayati bir rol oynayan pro-inflamatuar bir
sitokindir. Fonksiyonlar1 arasinda gamet ve embriyo gelisimi, plasental farklilasma
ve ayrilma bulunur. ik trimesterde, trofoblastik soy hiicreleri olan
sinsitiyotrofoblastlar, proliferatif trofoblastlar ve EVT’lerin hepsi TNF-oo mRNA’sin1
eksprese eder. PE, TNF-a gibi yiiksek seviyelerde Thl sitokinlerinin eksprese
edildigi, abartili bir inflamasyon hali olarak kabul edilir (Calleja-Agius ve ark. 2012).
Mohajertehran ve arkadaslari, TNF-o gen polimorfizmlerinin PE'de yiikksek TNF-a

seviyeleri ile iliskisini desteklerken, de Lima ve arkadaslari, TNF-o polimorfik geni
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ve PE gelisimi arasinda bir iligki olmadigin1 bildirmistir (de Lima ve ark, 2009;
Mohajertehran ve ark, 2012). Finlandiya'da yapilan bir ¢alismada da, TNF-a geninde
C850T polimorfizmi saptanmis ve T alelinin, PE gelisme riskini azaltan, koruyucu

bir etki saglayabilecegi ileri stirilmiistiir (Heiskanen ve ark. 2002).

Gebelikte fetal antijenlere maternal uyumun olmamasinin, PE patogenezine katkida
bulundugu ileri siiriilmektedir. Yabanci fetal antijenler baba kokenlidir ve bu da
endotel hiicre hasarina neden olan sitokinlerin salimimini indiikleyebilir. Maternal-
fetal arayiizde, insan 16kosit antijeni-G (HLA-G) fetal trofoblast hiicreleri tarafindan
eksprese edilir (Tan ve ark, 2008). HLA-G'nin, maternal NK hiicrelerilerince
taninmasi sonucu istilact yari allojenik sitotrofoblastlar hasara ugratilmaz. HLA-
G'nin bagka bir rolii, maternal NK hiicrelerinin plasenta boyunca transendotelyal
gociinii inhibe etmektir. Bunu yaparken, biiyliyen fetiise maternal tolerans artar.
Birgok c¢alismada maternal-fetal uyumun bozulmasinda HLA-G antijenlerinden
kaynaklandig1 gosterilmis olsa da ¢ogu c¢alismada anlamli bir fark bulunamamis
olmasi, HLA-G‘nin aday genler arasindan c¢ikarilmasina neden olmustur

(Thakoordeen ve ark, 2018).

IL-27 rs17855750 ve rs153109 SNP’leri de PE gelisimini etkilemektedir (Chen ve
ark. 2016). Rs17855750’de T alelinin G aleline doniistiiriilmesinin bir serin-alanin
degisikligi ile sonuglandigi; rs153109'un, IL-27 geninin promotdr bolgesinde
bulunan, transkripsiyon ve protein ekspresyonuna aracilik eden bir SNP oldugu
gosterilmistir. Rs17855750'nin PE ile iliskili oldugu, bunun yaninda rs153109’un PE
gelisimine karsi koruyucu bir etki gosterdigi belirlenmistir. Bu nedenle, PE'ye
duyarhilik i¢in potansiyel genetik belirtegler olarak kullanilabilirler (Chen ve ark.
2016; Liu ve ark. 2016).

IL-4; aktive edilmis Th2 hiicreleri, bazofiller, mast hiicreleri ve B lenfositleri
tarafindan salgilanir ve Th2 tipi bagisikligin diizenlenmesinde hayati 6neme sahiptir
(Thakoordeen ve ark, 2018). Zhang ve ¢alisma arkadaslari, 162 preeklamptik gebe ve
266 saglikli kontrol ile yaptig1 calismada IL-4 C33T polimorfizminin PE ile anlaml
bir iligki gostermedigini, ancak IL-4 C590T polimorfizminin PE gelisimine katkida
bulundugundan, aday bir gen olarak arastirilmasi gerektigini savunmustur (Zhang ve
ark, 2017).
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PE'de gozlenen iltihapl ortama aracilik eden bir baska belirgin sitokin, IL-1'dir. Bu
sitokin ailesi, iki proinflamatuar mediatorden; IL-lo ve IL-1B, olusur. Bu
mediatorler; monositler, makrofajlar ve epitel hiicreleri tarafindan salgilanirlar ve
proinflamatuar bir kaskadin indiiksiyonunun dahil oldugu bir¢ok fonksiyona
sahiptirler (Huber ve ark, 2005). IL-lo. gen polimorfizmleri rs17561 ve
rs1800587'nin, bir SriLankali kadin kohortunda PE gelisimi ile iligkili oldugu

gosterilmistir (Andraweera ve ark, 2015).

IFN-y, hiicre proliferasyonunun inhibisyonu ve apoptozun indiiksiyonu gibi ¢esitli
hiicresel siire¢lerde dinamik bir role sahiptir ve ayrica tiimorlerin ve patojenlerin
immiin gbzetiminde rol oynar (Murphy ve ark, 2009). IFN-y, normal gebelikte
vaskiiler yeniden sekillenme ve uterusun desidua tabakasinin korunmasinda rol alir
(Taylor ve ark, 2016). Calismalar, uterin NK hiicrelerinin, insan gebeliginin ilk
trimesterinde trofoblast hiicre istilasini onleyen IFN-y salgiladigini gostermistir
(Murphy ve ark, 2009). Preeklamptik gebeliklerde, IFN-y konsantrasyonlar1 plazma
ve desidual dokularda artmakta ve bu artisin, PE'de ortaya ¢ikan bozulmus
vaskiilarizasyonun isareti oldugu 6ne siiriilmektedir (Murphy ve ark, 2009; Taylor ve
ark. 2016).

Kamali-Sarvestani ve arkadaslari, PE'deki IFN-y gen polimorfizmlerinin hastalik
gelisimiyle iligkisi olmadigimi bildirmistir (Kamali-Sarvestani ve ark, 2006). Buna
karsilik, 2015°te yapilan bir ¢alismada, IFN- v 'min +874T/T genotipinin, hastalik
tablosu i¢in aday bir gen olabilecegini One siiriilmiis ve PE gelisimi ile iliskili

oldugunu bulunmustur (Pinheiro ve ark, 2015).

MMP (matriks metalloproteinaz)-9 1562C/C'nin VEGF 634C/C ve MMP-9
1562C/T'nin VEGF 634C/C veya 634G/G ile kombinasyonlar1 da PE’li gebelerde
normotansif gebelerden daha sik goriiliir. Buradan hareketle, MMP-9 ve VEGF'nin
spesifik genotiplerinin kombinasyonlarinin PE gelisimine duyarliligi arttirdigi
anlasilmaktadir (Luizon ve ark, 2012).

Flt-1 rs12584067 ve rs7335588 ve VEGF-C rs1485766 ve rs6838834 SNP'leri,
siyahi kadinlarda PE ile iliskiliyken beyaz irkta iliski bulunmamigtir (Sun ve ark,
2017).
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INOS SNP’lerinden ekson 8’deki G300A ve ekzon 16'daki G274T nin, PE gelisimi
ile iligkisi, preeklamptik Hintli kadinlarda degerlendirilmis ve aralarinda anlamli bir
iliski oldugu gosterilmistir. Buna ek olarak, saglikli normotansif gebelikte, iNOS
mRNA, miyometriyal tonu diizenleyerek eksprese edilir ve PE'de diisiik
konsantrasyonlarda iNOS mRNA seviyesi gosterilmistir (Bhatnagar ve ark, 2007).
b-) PE’de “ana gen” yaklasimi

PE patofizyolojisinin genetik temeli i¢in; “ana gen” olarak adlandirilan ve hastaliga
duyarlilik olusturan yaygin bir alel oldugu hipotezi 6nerilmistir. Kan akrabalarinda
PE insidansindaki belirgin artis, maternal genlerin fetal genlerden daha &nemli
oldugu anlamina gelmektedir. Alternatif olarak, bu kaliim paterni PE’nin anneden
fetusa bir resesif gen tarafindan iletilmesi hipotezini de desteklemektedir. Daha yeni
analizler ise giiglii epigenetik faktorlerin de katildigi, ¢ok faktorlii poligenik bir
kaliim oldugunu gostermektedir (Chesley’s Hypertensive Disorders in Pregnancy,

2015).

Genom ¢apinda baglanti ¢aligmalariyla, PE duyarliligi i¢cin kromozom 1, 2p13, 2q,
3p, 49, 9, 10q, 11923-24, 12q, 15q, 18 ve 22q kromozomlari {izerinde birden fazla
gen lokusu belirlenmistir. Global gen ekspresyonuyla, ilk ii¢ aylik donemdeki PE-
gebe ve norm-gebe kadmlarinin plasentalart karsilastirildiginda, PE-gebe
plasentalarinda yaklasik 36 ana gen tanimlanmis ve bunlarin 31'inin ekspresyonunun
azaldig1 gosterilmistir (Fenstad ve ark, 2010). Bugiine kadar, belirgin genom ¢apinda
baglantiya sahip dogrulanmig bolgeler i¢inde sadece iki duyarlilik geni (ACVR2A ve
STOX1,; sirastyla 2q22 ve 10g22°de lokalize) tanimlanmstir (van Dijk ve ark, 2005;
Moses ve ark, 2006). Ailesel PE formlarinda tanimlanan her iki duyarlilik geninin de
PE ile iliskili alelleri, “yaygin hastaliga ortak varyant hipotezi” ile tutarli normal
varyasyonlar1 igermektedir (Wang ve ark, 2005; van Dijk ve ark, 2011).

ACVR2A geni, Activin ligandlarini baglayabilen bir Activin reseptorii tip II'yi kodlar.
Aktivin A, plasentanin hem maternal hem de fetal bdlgesi lizerinde énemli bir rol
oynar. maternal bolgede endometrial stromal hiicrelerinin kararsizlastirilmasini
tesvik ederken, fetal bolgede ise trofoblast farklilasmasini destekleyerek trofoblast
istilasin1 diizenler (Jones ve ark, 2002). PE’li kadinlarin serumunda Activin A
diizeylerinde artis oldugunu gosteren calismalar mevcuttur (Giguére ve ark, 2010).
ACVR2A geninde tanimlanan SNP'lerin hicbiri ekzonlarda yer almamaktadir.
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2.7. STOX-1 Geni

Bir transkripsiyon faktorii olan STOX1 (Storkhead Box 1), 2005 yilinda van Dijk ve
arkadaslarinin kromozom 10g22.1'de, 70.000 bp’lik PE duyarlilik lokusunu RT-PCR
kullanarak tam transkript analizi yapmasiyla kesfedilmistir (van Dijk ve ark, 2005).
Ikincil yap analizi (PSIPRED) ile proteinin DNA baglayici kanath heliks bolgesinin
karakteristik 87 amino asitlik bir alan1 kapsadigi belirlenmistir. Bu kanatli sarmal
DNA-baglama alani, FOX transkripsiyon faktorleri ailesinde goriilen baglama
alanina biiylik benzerlik gostermesiyle dikkat ¢ekmistir. Kanat-2 stabilitesini kontrol
eden ve boylece DNA baglanmasini etkileyen korunmus hidrofobik amino asitlerin
varligt ve konumu, her iki protein ailesinde de korunur (van Dijk ve ark, 2005).
Islevsel olarak da transkripsiyon faktorlerinin FOX ailesine bagli olan STOX1, ¢oklu
biyolojik siireclerin diizenlenmesinde gdrev alan genlerin ekspresyon kontroliinde rol

oynar (Erlandsson ve ark, 2019).

5 ekzonu bulunan STOX1 geninin, 1. ve 2. ekzonu biiyiik bir intronla (54 kb)
birbirinden ayrilir ve bu ekzonlar tim plasental transkriptler arasinda ortak olarak
bulunur. 1.505bp’lik tek bir CpG adasi (%74 GC), ekzon 1’deki baslangic
kodonuna gore -521 ile +984 niikleotitlerini kapsar. Ekzon I'deki kodlama boélgesinin
ilk dort niikleotidinden (ATGG) hemen sonra gelen 336bp’lik bir diziyi yine ayni
336bp’lik dizi takip eder ve ilk tekrar transkribe edilir. STOX1’den ilk olarak post-
translasyonel modifikasyonlar (ekzon 3 ve 5’in alternatif splice olmasi) ile hiicre igi
lokalizasyonlar1 farkli olan alti izoform (A, B, C, D, E, F) firetilir. Niikleer
lokalizasyon (NLS) ve niikleer eksport (NES) sinyallerinin, sirasiyla; ekzon 1 ve 3'te
oldugu tahmin edilmektedir ve bu kontrol dizileri, FOX proteinlerinin niikleer
sitoplazmik mekiklenmesini diizenler (Obsil ve ark, 2003; Zhao ve ark, 2004).
Niikleustan ¢ikis, fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) ve protein kinaz B (PKB, ayrica
Akt olarak da bilinir) yolaginin FOX proteinlerini fosforile etmesiyle gergeklesir ve
sonugta STOX1 ubiquitasyonla degrade olur (Matsuzaki ve ark, 2003). STOX1
tarafindan kodlanan ve bu sinyallerden sadece NLS'yi barindiran en kisa iki
izoformlar (B ve C) ¢ekirdekte lokalize olmaktadir. En biiylik transkript tarafindan
kodlanan izoform A ise hem cekirdekte hem de sitoplazmada bulunmaktadir (van
Dijk ve ark, 2005). STOX1’in, FOX transkripsiyon ailesinden olduguna dair baska

bir kanit ise, FOX transkripsiyon ailesinin bazi iiyelerinde oldugu gibi sinyal
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kaskadinin yukar1 diizleminde PI3K-Akt yolunun bulunmasidir (van Dijk ve ark,
2005). STOX1A nin niikleus gegisi, biiyiik olasilikla Akt yolagi ile baglantili olarak
gerceklesir (van Dijk ve ark, 2005; Nie ve ark, 2015).
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Sekil 4: STOX1 geni izoformlar1 ve lokalizasyonlari.

(1) STOX1’in alt1 izoformu. 1. ekzondaki gri renkli kisim niikleer lokalizasyon
sinyalini gostermektedir. 2.ve 3. ekzonlardaki yesil kisimlar, kanatli DNA baglanma
alanin1 kodlar. 3. ekzondaki mavi renkli kisim ise niikleer eksport sinyalini (NES)
kodlar. (2) STOX1A. Kirmiz1 kutucuk, bir NES ve sar1 kutucuk bir aktivasyon alani
gostermektedir. STOX1A, ¢ekirdekten belirli sinyaller aldiginda sitoplazmaya dogru
yer degistirebilir. (3) STOX1B. Yesil kutucuk NLS’yi ifade etmektedir. STOXI1B,
NES tasimadigi igin ¢ekirdekte lokalizedir (van Dijk ve ark, 2005; Vaiman ve ark,
2016).

Alt1 izoformdan STOX1A ve STOX1B, ayrintili olarak incelenmistir (van Dijk ve
ark, 2005; Rigourd ve ark, 2009). STOX1A ve STOX1B ayn1 DNA baglama alanina
sahiptir ve iki izoform arasinda rekabet olmasi halinde sadece A izoformu, DNA
ekspresyonunun diizenlenmesinde islevsel bir alana sahip oldugu igin daha
avantajlidir. 1ki izoformun aym DNA sekansina baglanmak icin potansiyel olarak

rekabet etmesi, transkripsiyon faktorleri diinyasinda c¢ok sik goriilmemektedir.
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STOXI1A sitoplazma ile g¢ekirdek arasinda yer degistirebilirken, STOX1B sadece
¢ekirdekte lokalize olur (Sekil 5) (Vaiman ve ark, 2016).

STOX1'in sitoplazmada
tutulmasi

STOX1

Diferansiyel splicing

“."’i‘“u‘@ RNA
o
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DUSUK MOLEKULER OKSIDATIF STRES S
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P2RX4 S100A4

ADORAB

Sekil 5: STOX1A ve STOX1B’nin aynt DNA baglanma bolgesi i¢in yaris1.

STOX1’in hiicre igerisinde Onemli siire¢lere katildigi bilinmektedir. Hiicre
dongiistiniin diizenlenmesinde goérev alan siklin A2'nin (CCNA2) ve siklin Bl'in
(CCNBI1) ifadesini dogrudan pozitif olarak ve siklin C’nin (CCNC) ifadesini ise
negatif olarak diizenledigi bildirilmistir. Kromatin immiinopresipitasyon kantitatif
PCR (ChIP-gPCR) ile yapilan analizlerde, STOX1'in, CCNB1 promotorunu
dogrudan hedefledigi gostermistir (Abel ve ark, 2012). Ayrica STOX1’in hem in
vitro hem de in vivo olarak oksidatif stresin diizenlenmesinde 6nemli etkilere sahip
oldugu goze ¢arpmaktadir (Doridot ve ark, 2014). Transkriptom analizi ile STOX1'in
mitokondriyal fonksiyonda yer alan genleri de hedefleyen 6nemli bir trasnkripsiyon
faktorii oldugu gosterilmistir (Rigourd ve ark, 2008). Mitokondri énemli bir oksidatif
stres kaynagidir ve fare plasentasinda STOX1'in asir1 ekspresyonu, oksidatif ve
nitrosatif stres arasindaki molekiiler dengenin degismesinde kilit rol oynar (Doridot
ve ark, 2014). Bu stresler PE ve Alzheimer hastaliginin (AD) patofizyolojisindeki
onemli aktorlerdir. STOX1A asir1 eksprese eden hiicrelerin; Oz, NO ve H20:
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molekiillerinin seviyesini 6nemli Ol¢lide arttirmis olmasina karsin STOX1B'nin

hi¢bir etkisi olmadigi da bildirilmistir (Vaiman ve ark, 2016).
2.9. Preeklamsi ve STOX-1 iliskisi

PE, hem plasental hem de maternal komponentleri i¢eren karmasik bir hastaliktir.
Hastalik i¢in belirgin bir kalitim sekli bilinmemesine ragmen, kalitim derecesi %54
olacak kadar yiiksektir (Salonen ve ark, 2000). Gebelige bagli hastaliklari aragtiran
cogu (genetik) ¢alisma, hastaligin erken baslangicli formunda gerceklestirilmektedir.
Bu form, hem anne hem de fetiis igin sadece en yiiksek morbidite ve mortalite riskine
sahip olmakla kalmaz, ayn1 zamanda ailelerde ¢alisildig1 icin genetik bir bileseni de
vardir (Laivuori, 2007). Erken baslangichh formun anormal plasental morfoloji
gosterdigi ve siklikla IUGR ile iliskili olduguna dair tutarli gozlemler, erken
baslangicli hastaligin fetal plasentadan kaynaklandigini gosterir (Roberts ve Hubel,
2009). Buradan hareketle, plasenta trofoblastlarinin fetal genotipinin, maternal
hastalik fenotipini belirleyebildigi sonucuna ulagilabilir (van Dijk ve Oudejans,
2013).

PE prevelans: artmis ailelerin tiim genom baglanti1 ¢alismalar1 PE i¢in ¢esitli genetik
duyarlilik lokuslarini belirlemistir (Harrison ve ark. 1997; Arngrimsson ve ark. 1999;
Moses ve ark. 2000; Lachmeijer ve ark. 2001; Laivuori ve ark. 2003; Moses ve ark,
2006; Johnson ve ark. 2007). PE duyarlilik lokuslarindan 1022 kromozomu
tizerindeki bir gen bolgesinde hastaliga maternal etkinin kanitlari gézlenmistir
(Oudejans ve ark, 2004). Bu bolgedeki 17 konumsal aday genin ekzonlari, PE’den
etkilenen iki veya daha fazla kardes cifte sahip Hollandali bir aile kohortunda
dizilenmistir (van Dijk ve ark, 2005). 2005 yilinda van Dijk ve arkadaslarinin genom
capinda yaptiklar1 analizlerle 10. kromozom tizerinde lokalize olmus STOX1 geninin
tanimlanmasi tizerine, PE hastaligindaki roliinii anlamak i¢in gendeki baz diziliminin
arastirilmasi, bazi mutajenik degisikliklerin belirlenmesini saglamistir (van Dijk ve
ark, 2005). STOX1 proteininde yapisal olarak degisiklige sebep olan genetik
varyasyon (Y153H), digerlerine gore daha baskindir ve anormal hiicre gogiiyle ilgili
olan Caenorhabditis elegans HAM-1 proteiniyle giiglii homolojiye sahip (%59
benzerlik) bir protein alaninda bulunmaktadir (Guenther ve ark, 1996).
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STOX1 Y153H polimorfizminin ve maternal duyarlilik alelinin kalitimi, ailenin
siddetli erken baslangiglhi PE’den muzdarip birkag kusak bireylerinde gozlenmistir
(van Dijk ve ark, 2005). PE ile iliskilendirilen baskin varyasyon STOX1A-Y153H
(rs1341667), DNA baglanma alaninda bulundugu ve bu varyantin, hiicre-hiicre
yapisma proteini CTNNA3 (o-T-katenini kodlar) geninin ekspresyonunu arttirdigi
gosterilmistir (van Dijk ve ark, 2005; van Dijk ve ark, 2010). STOX1 transkiripsiyon
faktoriiniin, CTNNA3 geninin ekpresyon seviyesini pozitif regiilasyon yoluyla
arttirmasi sonucu, trofoblast istilasini negatif olarak diizenleyebilecegi gosterilmistir

(van Dijk ve ark, 2010Db).

STOX1 geni, trofoblast disfonksiyonu ve IUGR ile iligkilendirilmistir (van Dijk ve
ark, 2011). Altu potansiyel STOX1 transkriptinden dordiiniin, invaziv ekstravillus
trofoblast dahil, plasenta olusumunun erken evrelerinde transkripsiyona ugradigi
bildirilmistir (van Dijk ve ark, 2005). Koriokarsinom hiicrelerinde STOX1 asir1
ekspresyonu, insan plasentasindaki PE'nin transkripsiyonel sonuglari ile tutarlidir
(Rigourd ve ark, 2008; Fenstad ve ark, 2010).Yakin zamanda STOX1 transkripsiyon
faktoriiniin transgenik asir1 ekspresyonu ile bir PE fare modeli gelistirilmistir.
Transgenik erkeklerin, yabanil tip disiler ile ¢aprazlanmasi; agir hipertansiyon,
proteiniiri, sEng ve artan sFItl plazma seviyelerinin yani sira, proteiniiri ve bdbrek
histolojik anomalileri ile birlikte siddetli bir preeklamptik fenotipi indiikledigi
kanitlanmistir. Ayrica transgenik plasentalarda, STOX1 asirt ekspresyonu, hastaligi
tetikleyebilecek  mitokondriyal ~ fonksiyon ve nitroso-redoks dengesizligi
degisikliklerine neden oldugu agiklanmistir (Doridot ve ark, 2013; Thulluru ve ark,
2013).
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3. MATERYAL-METOD

3.1. Orneklerin Toplanmasi ve Saklanmasi

Bu calismada, 201515 sayili Girisimsel Olmayan Etik kurul karar1 ile daha 6nceden
Cumbhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Kadin
Hastaliklar1 ve Dogum Poliklinigi’nden toplanmis olan 6rneklerin igerisinden segilen
50 PE’li ve hastalarla uygun yas dagilimma sahip 50 normal gebe kadinin kan

ornekleri kullanilmastir.
3.2. DNA izolasyonu, Primer Dizayni ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Onceden toplanan ve -20°C’de muhafaza edilen kan &rneklerinden, fenol-klorofom
yontemi (Ullrich ve ark, 1997) ile genomik DNA izolasyonu ger¢eklestirilmistir.
Elde edilen DNA’nin saflik derecesi ve konsantrasyon Ol¢iimii NanoDrop
(MaestroNano) cihazinda OD260/0OD280 degerlerine bakarak belirlenmis ve
izolasyon iriinleri Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) asamasina kadar -20°C’de

saklanmistir.

PCR asamasi i¢in, STOX1 geni promotor bdlgesi -1202 ve -637 araligin1 kapsayacak
sekilde, NCBI primer BLAST, Primer3 ve In Silico programlari kullanilarak, primer
dizayn1 yapilmistir. Buna gore; ileri primer 5’-TCAGAATGTCCACATCTAACCC-
3> ve geri primer 5 -TCCCAACCTGTTCATTCAAGTTA-3*  olarak
kararlastirilmistir. Primerlere ait baglanma sicakligi 58°C’dir ve elde edilen PCR

tirtiniiniin amplikon boyu 566bp’dir.

Liyofilize halde gelen primerler, molekiil agirliklarina gore sulandirilarak stok
¢ozelti hazirlanmis ve 10pmol olacak sekilde stoktan 1:10 seyreltilerek

kullanilmistir. Genomik DNA, reaksiyon basina 100 ng olacak sekilde ayarlanmigtir.

Istenilen gen bdlgesinin gogaltilmasi, Amar HotStart (GeneDirex Inc. Cat No:
SM216-0250) PCR master mix kullanilarak BioRad Thermal Cycler cihazinda
yapilmistir. PCR isleminin asamalar1 ve uygulanan protokol Tablo 5 ve 6°de

Ozetlenmistir.
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Tablo 5: PCR protokolii

PCR bileseni 1X icin miktar
PCR master mix 20ul
Ileri primer 1,5 ul
Geri primer 1,5 ul
dH20 10 pl
Genomik DNA 2ul
Toplam hacim 35 ul

Tablo 6: PCR programi

PCR basamag Sicakhik Siire Dongii sayisi
°O) (dakika/dk)
Baslangic 95 5 1
denatiirasyonu

Denatiirasyon 95 1

Anneling (Baglanma) 58 1 30
Uzama 72 1

Son uzama 72 5 1

3.3. DNA Dizi Analizi ve Sonu¢larin Okunmasi

DNA dizileme asamas yeni nesil dizileme sistemi Illimuna teknolojisi kullanilarak
cihaz1 ile yapilmistir.  Sonuglarin goriintiilenmesinde ve dizilenen bolgedeki

degisikliklerin taranmasida IGV 2.3 (Archived) programindan yararlanilmistir.
Sonuglarin dogrulamasi, Sanger sekanslama yontemi ile yapilmistir.
3.4. Ilstatistiksel Analiz

Hasta ve kontrol kanlarindan izole edilen DNA orneklerinden dizi analizi sonucu
elde edilen ham veriler SPSS 22.0 (SPSS, Chicago, IL, USA) programi kullanilarak
analiz edilmistir. Hasta ve kontrol grubundaki bireylere ait demografik veriler ve
IGV 2.6.3 ile okuma sonucu elde edilen dizi analizi verileri Khi-Kare ve Fisher's

exact testleri kullanilarak analiz edilmistir. Ortalamalar Student t testi ile
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karsilastirilmistir. Tiim testlerde %95 giliven sinirlart igerisinde p <0.05 anlamli kabul

edilmistir.
3.5. Biyoinformatik Analizler

Hasta ve kontrollere ait DNA dizi analizi sonuglarinda goriilen degisikliklerin PE
etiyolojisine etkilerinin molekiiler diizeyde arastirilmasi, Eukaryotic Promoter

Database (EPD) kullanilarak yapilmistir.

STOX1 -922T/C varyasyonunu kapsayan bolgeye baglanan olasi transkripsiyon
faktorlerinin taramasi, Ensembl Genome Browser, RCSB PDB, Unipot ve Japar

Database’leri kullanilarak gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR

Calisma kapsaminda PE tanist konmus 50 kadin hastadan DNA analizi i¢in uygun
ornekler alinmistir. Calismamiza dahil olan 50 PE’li ve 50 normal gebeye ait yas
ortalamalar sirasiyla, 28.02+6.7 ve 28.5+6.74 bulunmustur. Hasta grubunu olusturan
gebelerin 30’u (%60) erken-baslangigli PE’ye sahipken 20’sinde (%40) geg-
baslangi¢li PE izlenmistir. Hasta ve kontrol grubuna ait demografik ve klinik veriler
Tablo 7°de 6zetlenmistir. PE maruziyeti, PE aile dykiisii olmayan bireylere kiyasla

daha anlamli gérinmiistiir.

STOX1 rs884818 varyasyonunun hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki genotip ve alel
dagilim frekanslar1 incelenmis ve sekans verilerine gore sadece TT ve TC genotipine
rastlanmigtir. TC hetergozigot genotipi, PE’li gebelerde kontrol grubuna oranla daha
fazla gozlenmistir (sirasiyla; 18 ve 7). Yabanil tip TT genotipinin dagilimi ise kontrol
grubunda %86 ve hasta grubunda %54 olarak bulunmustur. Bu veriler, istatistiksel
olarak degerlendirildiginde; PE’li gebelerde kontrol grubuna gore; TC heterozigot
genotipinin, TT yabanil genotipe oranla anlamli oldugu bulunmustur (p=0.012).
Buna ek olarak; mutant C alel frekansmin da istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
olusturacak sekilde PE’de kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu gozlenmistir
(p=0.02). STOX1 Y153H polimorfizmine ait genotip ve alel frekanslar1 dagilimi
Tablo 8’de 6zetlenmistir.
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Tablo 7: Hasta ve kontrol grubuna ait demografik ve klinik veriler

Viicut Kitle Indeksi
Karakter Hasta (n=50) Kontrol (n=50) p degeri
Anne yasi (y1l) 28.02+6.7 28.5+6.74 0.95
Dogum sekli, n (%)
Sezaryen 35 11 0.000001
Normal 15 39
Nulipardz, n (%) 19 11 0.15
Dogumdaki gebelik yasi (hafta) 35.9+43.11 38.6£1.63 0.0004
VKI”
Gebelik oncesi 26.9+5.15 23.8+5.4
Gebelik sonrasi 31.6+4.4 28.74£5.5
Dogum zamant, n (%)
Preterm 26 4 0.000001
Normal term 24 46
Preeklampsi, n (%)
Hafif 23
Siddetli 27
Gebelik oncesi sigara, n (%)
Var 10 3 0.04
Yok 40 47
Preeklampsi baslangici, n (%)
Geg baslangich 20
Erken baslangighi 30
Diistik yapma durumu, n (%)
Var 20 16
Yok 30 34 0.4
Aile 6ykiisti, n (%)
Var 5 0
Yok 45 50 0.03

p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi

Siirekli degiskenler ortalama (standart sapma) olarak ifade edilmistir
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Tablo 8: STOX1 rs884818 varyasyonunun hasta ve kontrol gruplari arasinda genotip
ve alel dagilim frekansi

Kontrol (n=50) PE (n=50) p degeri OR (%95CI)
Genotip
TT 43 32
TC 7 18 0.012 3.412 (1.292-9.727)
Allele
T 93 82
C 7 18 0.02 2.901 (1.174-7.794)

p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Tablo 9°de PE baslangi¢c durumuna gore STOX1 -922T>C polimorfizmi genotip ve
alel frekansi degerlendirilmistir. Erken baslangi¢li PE tanis1 konan bireyler, kontrol
grubu ile Kkarsilastirildiginda, -922T>C varyasyonu TC heterozigot genotipi
bakimindan istatistiksel olarak bir anlamlilik ifade etmektedir (p=0.005). Bunun
aksine, ge¢ baslangigli PE tanisi1 konan hastalar ve hem kontrol grubu hem de erken
baslangicli PE tanis1 konan hastalar arasinda -922T>C varyasyonu TC genotipi
acisindan anlamli bir farklilik bulunmamustir (sirasiyla; p=0.3 ve p=0.2). Bunlara ek
olarak; alel frekanslar1 bakimindan mutant C aleli, erken baslangighh PE’de, kontrol
gebelerine gore anlamli, gec baslangicli PE gebelerine gore ise anlamsiz bulunmugtur
(swrastyla; p=0.009 ve p=0.25). Ge¢ baslangicli PE ve normal gebeler arasinda ise

mutant C alleli bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir

(p=0.3).
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Kullanilan o6rneklem daha onceden STOX1 Y153H polimorfizmi bakimindan
taranmistir. 500 hasta ve 500 kontrol kullanilarak yapilan tarama sonucunda Y153H
polimorfizmi, PE hastalarinda kontrollere kiyasla istatiksel olarak anlamli
bulunmustur (Pinarbasi ve ark. 2019). Bu 6rneklemden rastgele secilen 50 hasta ve
50 kontrol oOrneginin promotor sekans analizi sonucunda bulunan -922 T>C
varyasyonu, Y153H polimorfizmi agisindan istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
Hasta grubunda; Y153H polimorfizmi heterozigot TC ve mutant CC genotipleri, -
922T>C tastyicilarinda, tasimayanlara gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(sirastyla; p=0.02 ve p=0.02). Benzer sekilde; kontrol grubu gebelerinde de -922T>C
degisimi bulunanlarda, bulunmayanlara goére STOX1 YI53H polimorfizmi
heterozigot TC genotipi istatistiksel olarak anlamli bulunurken mutant CC genotipi
bir anlamlilik ifade etmemektedir (sirasiyla, p=0.02 ve p=0.66). Sonuglar Tablo

10°de 6zetlenmistir.

Tablo 10: Hasta ve kontrol gruplarinda -922 T>C ve Y153H varyasyonlari
arasindaki iligki

Hasta grubu i¢in -922 T/C -922 T/C
roip (15 IO I it O ouas
(n=18) (n=32)
TT (n=10) 0 10
TC (n=31) 13 18 0.02 10.73 (1.229-
334.3)
CC (n=9) ) 4 0.02 16.96 (1.391-
640.4)
Kontrol grubu icin -922 T/IC -922 T/C
oep U)o S g oR G
(n=7) (n=43)
TT (n=18) 0 18
TC (n=23) 7 16 0.02 11.68 (1.279-
370.9)
CC (n=9) 0 9 0.66 0 (0-0.37)

p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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DNA dizi analiz sonuglarina ait okumalar Sekil 6 ve 7°de goriilmektedir.
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Sekil 6: Illimiina teknolojisi sekans datalarinin IGV 2.6.3 programindaki goriintiisii.

Her renk bir bazi simgelemektedir. Kirmizi Timin (T), Mavi Sitozin (C), Yesil
Adenin (A), Turuncu Guanin (G). Chr10:70.586.459’da lokalize T’nin C’ye
dontigiimii  gortilmektedir. Kirmizi mavi kutularin birlikte goriilmesi bolgenin

varyasyon ag¢isindan heterozigot oldugunu ifade eder.

Sonuglarin, Sanger dizileme yontemi ile dogrulanma sonuclart asagida

gosterilmistir.
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H7-F GACCATCCTGGCTAACACCATGAAACCCCGTCTCTACTAAAATACAAAAATTAGCCGGGCGTGGTGGCGGGCACCTGTAGTCCCAG

Mo A A A
Trace data /\/\\, [\ ““'P"E (VX 3 \:QOMM ) LY ol E 20 %BQAQ\; I
[LL_MJ¢jﬁEX{KAFU J ) - J ,ﬂU‘ /ﬁﬂ ‘N\ kf
320 340 360 380 400

H7-F GGAGATGACGTGACAGGAAGCGGACCGTGCAGTGAGCCGAGATCGCGCACTGCACTCAGCCTGGGCGACAGAGTGAGACTCCGCTC

Trace data

340 360 380
| | |

LGTGAACCAGG

o\ )

Sekil 7: -922T/C (rs884181) varyasyonun Sanger sekans yontemiyle alinmig

goriintiileri.

Ustte heterozigot (TC) genotip, altta homozigot yabanil (TT) genetopi

goriilmektedir.

Yapilan biyoinformatik analizler sonucu varyasyonlu bdlgeye baglanan olasi

transkripsiyon faktorleri Tablo 11’te 6zetlenmistir.

Tablo 11: -922 T>C varyasyonuna en yakin baglanma dizisi bulunduran

trasnkripsiyon faktorleri

Transkripsiyon Baglanma Dizileri Transkipsiyon faktoriiniin
faktorleri biyolojik fonksiyonu
HIF1A 5-TACGTG-3 Hipoksi cevabi
CREB3L1 5-GTGXGCXGC-3' ER stresi cevabi
HINFP 5-CGGACGTT-3' (G1-S) hiicre dongiisii regiilasyonu
ZEB1 5'-CANNTG-3 Noronal farklilagmanin regiilasyonu
ZNF282 5'-TCCACCCC-3' Insan T hiicresi

l6semi viriisii tip-I regiilasyonu
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5. TARTISMA-SONUC
Calisma kapsaminda, erken baslangicli PE hastaliginin karakteristik 6zelliklerinden

kusurlu plasentasyonun sebebi olan basarisiz trofoblast istilasinin ana geni olarak
tanimlanan STOX1’in, promotor bolgesindeki 566 bp’lik (-1202 ve -637 aralig1) bir
alanin dizi analizi yapilmistir. Calisma i¢in daha 6nceden toplanmis PE’li ve saglikli
gebe kanlarindan rastgele secilen 50°ser ornek kullanilmistir. Tiirk popiilasyonunda
ilk defa sekanslanan bolgede, -922 T>C varyant1 gézlenmis ve PE ve bu varyasyon
arasinda anlaml bir iligki oldugu tespit edilmistir.

Hasta ve kontrol grubuna ait demografik veriler incelendiginde; daha Onceden
yapilan caligmalarla uyumlu olarak, preterm gebelikler, normterm gebeliklere ve
sezaryen dogum, vajinal doguma oranla PE’de daha sik goriilmiistiir. Ayni sekilde
gebelik Oncesi sigara kullaniminin, sigara kullanmayan gebelere oranla PE’ye maruz
kalma riskini arttirdig1 goriilmiistiir. Sigara i¢imi kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in bir
risk faktorii olmasina karsin, PE i¢in koruyucu bir etki olusturdugunu gosteren birgok
epidemiyolojik caligma bulunmaktadir. Sigara i¢iminin, anjiyogenez tiizerindeki
kendine 06zgii pozitif bir etkiye sahip olmasi, PE iizerindeki koruyucu etkisini
aciklayabilir niteliktedir (Lain ve ark, 2003; England ve Zang, 2007; Mijal ve ark,
2011). Genetik faktorlerin etkisi ailesel PE vakalarinin arastirilmasi ile
belirlenebileceginden, aile dykiisii varliginin anlamsiz olmasi ve yine sigara iginde
celisen sonuclarimizin sebebi, Orneklemin kiiciik olmasindan ya da PE’nin
multisistemik ve c¢evresel faktorlerden etkilenen bir hastalik olmasindan
kaynaklaniyor olabilir (Chesley’s Hypertensive Disorders in Pregnancy, 2015; Jim
ve ark, 2017)

2005 yilinda yapilan genom ¢apinda baglant1 analizleriyle, CTNNAS3 (catenin alpha
3) ve KCNMAL (Kalsiyum ile aktive edilen potasyum kanali alt siifi M alfa-1)
genleri arasinda (11.7 Mp), STOX1’in de dahil oldugu 17 geni i¢eren PE yatkinlik
lokusu kesfedilmistir (van Dijk ve ark, 2005). Bir Hollanda popiilasyonunda, PE’den
muzdarip kiz kardeslerin incelendigi bu calismada, yatkinlik lokusunun 444 kb’lik
kritik bir bdlgeye daraltilmasi sonucu maternal bir kalitim sergileyen STOX1 ve
varyasyonlarinin oldukc¢a dikkat ¢ekici oldugu gézlemlenmistir. STOX1’de bulunan
mutasyonlardan Y153H’nin en mutajenik oldugu ve plasentasyon asamasinda
trofoblast istilasinin basarisizligi ile ilgili oldugu belirlenmistir (van Dijk ve ark,

2005). Calismamizda kullandigimiz orneklerin segildigi PE’li ve normal gebeler
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daha Once yaptigimiz baska bir ¢alismada STOX1 Y153H polimorfizmi agisindan
incelenmis ve sonugta van Dijk ve arkadaslarinin sonuglar ile tutarli olarak, Tiirk
popiilasyonunda ilk defa erken baslangicli PE’li gebelerde, Y153H polimorfizminin
yatkinlik olusturdugu bulunmustur (Pinarbasi ve ark, 2019 [yayin asamasinda]). Ayni
orneklemden rastgele sectigimiz hasta ve kontrollerin promotor bdlge sekans
verilerine gore; hasta ve kontrollerde cr10:70.586.456 lokalizasyonuna sahip T
bazinin C transisyonu (-922T>C) heterozigot formda tespit edilmistir. STOX1’in
promotor bolgesindeki -922T>C varyasyonuyla alakali daha once herhangi bir
popiilasyonda arastirma yapilmamaigtir.

2007 yilinda, Iglesias-Platas ve arkadaslar tarafindan yine Hollanda popiilasyonunda
yapilan baska bir ¢alisma ise Y153H polimorfizmi ve PE arasinda anlamli bir iliski
bulamamustir (Iglesias-Plata ve ark, 2007). 2008 yilinda Rigourd ve arkadaslari, JEG-
3 hiicrelerinde STOX1 asir1 ekpresyonunun PE’de indiiklenen modifikasyonlarla
uyumlu oldugunu gostermis, ancak Iglesias-Platas ve arkadaslar tarafindan yapilan
calismalarda oldugu gibi Y153H polimorfizmi bakimindan anlamli bir sonug
bulunmamistir (Rigourd ve ark, 2008). 2007°deki c¢alismalarin daha onceki
caligmalarla celiskili sonuglar verme sebebinin, kullanilan 6rneklemin heterojen
(Erken baslangich + Gec¢ baslangicli PE igeren) olmasindan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Nedensel olarak bakildiginda, erken baslangigh PE’nin
plasentasyondaki bir kusurdan ve bu kusura sebep oldugu diisiiniilen trofoblastik
istila  basarisizligindan kaynaklandigi  diisiincesi, ¢alismalarda kullanilacak
popiilasyonlarin homojen olmasi gerekliligini agiklar. Ayrica STOX1’in materilineer
kalittima girmesinden dolay1 hastaligin ailesel formlarinda calisilmasi daha uygun
olacagi bildirilmistir (van Dijk ve ark, 2005). Iglesias-Platas ve arkadaslari,
yaptiklar1 ¢alisma sonucunda hasta olmayan bireylerde diger genotiplere ek olarak
Y153H CC (homozigot mutant) genotipine de rastlamistir (Iglesias-Platas ve ark,
207). Bu durum igin van Dijk ve arkadaslarinin da belirttigi gibi maternal kalitimi
destekledigini soylemekle birlikte varyasyonun diisiiniildiigii kadar mutajenik degil,
normal varyasyonlar gibi davrandigini, bu ylizden de PE ile iliskisi olamayacagini
one stirmiislerdir (Iglesias-Platas ve ark, 207). Benzer sekilde, Berend ve arkadaslari
da 2007 yilinda, homojen olmayan bir grup iizerinde yaptiklar1 bir calismada

heterojen gruplarda beklenildigi gibi STOX1 ve PE arasinda bir iliski

38



tanimlayamamuislardir (Berends ve ark, 2007). Bizim g¢alisma popiilasyonumuz da
heterojen olmakla birlikte; erken baslangichi ve ge¢ baslangigli PE, hem kontrol
grubu ile hem de kendi aralarinda, istatistiksel olarak degerlendirilmis ve STOXI
promotor varyasyonu -922T>C degisiminin erken baslangi¢hh PE hastalarinda her iki
gruba gore istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur. Sonuglarin Y153H
polimorfizmi ile birlikte PE’li gebelere olan etkisi incelendiginde ise, sasirtici bir
sekilde bu iki varyasyonun birlikte kalitildig1 goriilmiistiir. Hasta grubunda kontrol
grubuna gore, daha onceki ¢alismamizda Y153H polimorfizminde de oldugu gibi
(Pinarbasi ve ark, 2019 [yayin asamasinda]) hem Y153H (T>C) hem de -922T>C
icin heterozigot genotipe sahip olan bireylerin yogunlugu oldukc¢a fazla bulunmustur.
Bu iki varyasyonun heterozigot formlarinin beraber goriilmesindeki anlamlilik,
STOX1’deki mutasyonlarin birbirinin etkisini giiclendirebilecegini gdstermektedir.
Ayrica STOX1 geninde degisken metilasyon paterni gosteren, intron-1’deki yaklasik
3.600 bp’lik bolgenin, STOX1 ekpresyonunu azalttigi bildirilmistir. Bu degisken
metilasyonun, ebeveyn kokenli olmadigi ve STOXI ekpresyonunu Y153H
polimorfizminin diizenledigi bildirilmistir (van Dijk ve ark, 2010). Promotor
bolgesinde yer alan -922T>C degisimi icin de ayni yorumun yapilabilecegini
diisiindiiren sonuglarimiz akla farkli bir soru daha getirmektedir; “bu ki
mutasyondan hangisi i¢cin PEye yatkinlik en yiiksektir?” Y153H varyasyonu kanatli
heliks alaninda bulunmakta ve oldukga mutasyona yatkin oldugu bilinmektedir (van
Dijk ve ark, 2005). Ancak, ikisinde de bulunan anlamli sonuglar ve Y153H tasiyan
bireylerin ¢ogunun -922T>C varyasyonunu da tasiyor olmasi ¢alismamiz agisindan
bu iki mutasyonunun ayri ayri ele alinmasini engellemektedir. Calisma
poplilasyonunun demografik verileri incelendiginde hasta grubunda siddetli ve hafif
PE arasinda anlamli bir fark gozlenmemistir. Bu baglamda, s6z konusu
varyasyonlarin birlikteliginin hastaligin siddetiyle olan ilgisine dair bir sey
soylenememektedir. Fakat bu iki varyasyon ya birbirini kontrol ediyor ya da
birbirlerinden bagimsiz STOX1’in biyoaktivitesini yerine getirememesine neden
oluyor veya ekpresyon degisikliginde ayr1 ayri etki ediyor olabilir varsayiminda
bulunulabilir.

STOX1, PE i¢in pozisyonel klonlama ile tanimlanan ilk gendir ve spesifik plasental

hiicre alt tiplerinde impirinte olarak bulunur (van Dijk ve ark, 2005; van Dijk ve ark,
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2010). STOX1 Y153H mutasyonu, fonksiyon kazanim etkisine sahiptir ve STOX1'in
asirt ekspresyonu, sirastyla hiicrelerde veya farelerde preeklamptik bir ekspresyon
profili ve preeklamptik bir fenotipi indiiklemektedir (Rigourd ve ark, 2008; Doridot
ve ark, 2013). Bununla birlikte, STOX1'in farelerde baskilanmis olduguna dair higbir
kanit olmadig1 icin, bu faktdriin sadece ektopik ve zamansiz asir1 ekspresyonunun
hastaligin nedeni oldugundan siiphelenilmektedir (Apicella ve ark, 2019).

van Dijk ve arkadaslar1 ¢alistiklar1 modelle, poliploid trofoblast hiicreleri disindaki
hiicrelerin niikleer ve sitoplazmik ifadeyi birlestirmedigini ve STOX1 geninin A
izoformunun niikleer ekspresyonunun, poliploid trofoblast hiicreleri ile
siirlandirilmis oldugunu tespit etmislerdir (van Dijk ve ark, 2005). Bunlara ek
olarak, STOX1 153H genotipine sahip eksplantlarda, STOX1 Y153 genotipine sahip
olanlara gore artmis CTNNAZ3 ifadesi de gosterilmistir (van Dijk ve ark, 2010). a-T-
kateninin ayn1 zamanda, PE plasentalarinda yukari dogru diizenlendigi bilinen E-
kaderinle birleserek, trofoblast istilasin1 6nledigi diisiiniilmektedir (Li ve ark, 2003;
Aoki; ve ark, 2004; Brown ve ark, 2005).

Bu bilgilerden yola ¢ikarak iki ¢ikarsama yapilmasi mimkindiir: (1)Y153H ve -
922T>C varyasyon varlig1 ile artan niikleer lokalizasyon nedeniyle meydana gelen
poliploidizasyon kaynakli invazivite azalabilir ve (2)varyasyon varliginda ya da
yoklugunda, STOX1’in sitoplazmik lokalizasyonunu ve ardindan yikimini
saglayacak olan yolaklarin inaktivasyonu sonucu niikleer lokalizasyon ile meydana
gelen yapisma molekiillerinin ekspresyonu artabilir. Yapilan ¢alismalarda, hiicre-
hiicre yapigsmasinda azalma meydana geldiginde, Akt’nin STOXI1 iizerindeki
etkilerinin azalmasi ile STOX1’in niikleer lokalizasyonunda bir artis olabilecegine
dikkat ¢ekilmistir. Bu durumun sonucunda, ekstravilloz trofoblast hiicrelerinde
STOX1, hiicre-hiicre yapismasini arttirarak, invazif forma kargilik proliferatif formu
destekleyecektir (van Dijk ve ark, 2010). Ayrica STOX1A’nin farkli genlerle
etkilesimde oldugu ve bir¢ok biyolojik yolag: direkt ya da indirekt etkileyebilecegi
aciktir.

Onemli bir transkripsiyon faktorii olmasindan dolayi, protein-gen etkilesimleri
tizerinde daha fazla calisma yapilarak STOX1 varyasyonlarmin etki edebilecegi
molekiiler yolaklarin tayin edilmesi gerektigi diisiiniilmektedir. Bu nedenle calisma

kapsaminda, STOX1’in niikleer lokalizasyon durumunu destekleyecek, Akt ile
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baglantilisi kuvvetli bir yolak arayisit icin genis capli biyoinformatik analizler
gerceklestirilmistir. Bu analizler sonucunda PE’de, HIF1 ekpresyon artigi ile
STOX1’de oldugu gibi ifadesi artan ve STOX1 gibi plasenta ve beyinde oldukga
fazla sentezlenen SEMAS3B proteini (Wang ve ark, 2016) son derece dikkat
cekmistir. SEMAS3B, NH2-terminal bolgesinde korunmus 749 aminoasit iceren, sinif
3 semaforin / kollapsin aile iyesidir (Tse ve ark, 2002; Chen ve ark, 2014).
SEMA3B, akciger kanseri, yumurtalik kanseri, hepatoseliiler karsinom ve
kolanjiyokarsinomda bulunan inaktif bir tiimor baskilayici gen olarak tanimlanmigtir
(Castro-Rivera ve ark, 2008) ve SEMAS3B aile iiyeleri, néronal kablolamada énemli
roller oynar (Kolodkin ve ark, 2011). Cesitli insan hiicre ve organlarinda SEMA3B
mRNA ekspresyon profilinde en giiglii sinyali ise plasentanin verdigi bilinmektedir
(Zhou ve ark, 2013). Bir¢cok calisma, PE'de SEMA3B seviyelerinin arttigini ve
SEMA3B’nin diisiik trofoblast istilasina neden oldugunu gostermistir. Zhou ve
calisma arkadaslari, PE hastalarindaki sitotrofoblastlarda, SEMA3B'de 6nemli bir
artis varligina ek olarak, normal sitotrofoblastlara SEMA3B ile muamele
edilmesinin, PE fenotipine benzer sekilde hiicresel istila ve yeniden sekillenmeyi
inhibe ettigini gostermistir (Zhou ve ark, 2013; Wang ve ark, 2016).

Calismalar SEMA3B’nin, plasenta olusumunda onemli hiicreler olan
sitotrofoblastlardaki Akt sinyalini giiclii bir sekilde azalttigin1 géstermistir (Samara
ve ark, 2019). Plasental sitotrofoblastda, SEMA3B'nin artmig ekspresyonu, PE
patogenezinin Onemli bir diizenleyici olabilecegini gostermektedir. SEMA3B'nin
yukar1 regiilasyonunun, VEGF sinyallenmesini bozarak, sitotrofoblastlarin
farklilasmasini, endotel hiicre istilasin1 ve anjiyogenezi inhibe ederek PE
patogenezinde rol oynadigi bilinmektedir (Wang ve ark, 2016). Tipk:i sFlt-1 gibi
SEMA3B de, VEGF’nin baglanacagi reseptore baglanarak, Akt inaktivasyonuna
sebep olmaktadir (Zhou ve ark, 2013).

SEMA3B’nin; PE’de, normotansif gebe kadinlara goére anlamli olarak arttigi ve
maternal SEMA3B'deki artisin PE’nin baslamasindan oOnceki 16-20. haftalarda
ortaya ¢iktig1 gosterilmistir (Wang ve ark, 2016). Aym sekilde HIF-1a birikiminin
PE kadinlarinda 12. haftadan sonraki olasi baz1 mekanizmalardan kaynaklanabilecegi
(Steegers ve ark, 2010), Wang ve arkadaslarinin da belirttigi gibi, SEMA3B’nin
hipoksik kosullardan sonra indiiklendigini gostermektedir (Wang ve ark, 2016).
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PE’de, SEMA3B ve STOX1 arasindaki iliski goz ardi edilemeyecek kadar fazladir.
Bu benzerlikler, STOX1’in, SEMA3B tarafindan etkilenen Akt sinyal yolagindan
kaynakl1 trofoblast invazyon basarisizligina sebep oldugunu diisiindiirmektedir (Sekil

4) (Zhou ve ark, 2013; Vaiman ve ark, 2016).
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Sekil 8: STOX1-SEMA3B iliskisi.
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Trofoblastlarda, STOX1’in niikleer faaliyetinin gerekli oldugu evreden, (proliferatif)
gereksiz oldugu evreye (invazif) gecis yapilirken Akt aktivasyonuna ihtiya¢ oldugu
diistiniilmektedir (Matsuzaki ve ark, 2003; van Dijk ve ark, 2005). STOX1’in yikim
icin sitoplazmaya gegisini saglayacak olan Akt fosforilasyonu olsa bile, STOX1’in
tasidig1 varyasyonlar nedeniyle niikleer ifadesine devam edebilecegi ve sonucta
kusurlu poliploid ektravillus trofoblast hiicrelerinin olusacagi diistiniilmektedir.
Invazif forma gecemeyen hiicreler, hipoksik kosullara daha fazla maruz
kalacaklarindan, HIF-la birikimi ve HIFl-a tarafindan ekspresyonu artirilan
anjiyojenik faktorler ile karsilagacaktir. STOX1 asir1 ekpresyonuna cevap olarak,
asir1 Akt aktivasyonu sonucu (van Dijk ve ark, 2010) bu hiicrelerin genomik bir

kararsizliga sebep olan poliploidizasyona ugramalar1 normal bir silire¢ olarak
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degerlendirilebilir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda, PE’deki bir¢cok olayin Akt
aktivasyonunu azaltmaya yonelik oldugunun bulunmasi da ilgingtir (Wang ve ark,
2016; Samara ve ark, 2019). Halbuki, istilac1 aktivitenin anahtar diizenleyicisi olarak
kabul edilen PI3K/Akt yolaginin da dahil oldugu bir¢cok sinyal yolu trofoblast
istilasin1 diizenlemede kilit rol oynar (Wang ve ark, 2019).

Asirt Akt aktivitesi ile olusturulan tiimor hiicrelerinde, e-kaderin ekpresyonunda
diisme oldugu gosterilmistir (Barber ve ark, 2015). Invazif forma gegcis i¢in gerekli
olan Akt aktivasyonunun PE’de kesintiye ugradiginin kaniti olarak STOX1’in
sitoplazmik ve niikleer lokalizasyonunun bir arada olmasina (van Dijk ve ark, 2005)
ek olarak PE’deki e-kaderin ekpresyon artisi da kanit olarak gosterilebilir (Li ve ark,
2003; Aoki; ve ark, 2004). Eger PE’de Akt aktivitesinde bir kesinti olmasaydi, e-
kaderinin artisindan ziyade azalmas1 beklenirdi. Bu yiizden hastaligin baslangicinda,
normalde gerceklesmesi gereken ama PE’de gerceklesemeyen bir olayin aranmasi
gereklidir. van Dijk ve arkadaglar1 bu konuda, PE’yi tetikleyen olayin STOX1A’ nin,
PIBK-Akt-FOX yolunun sirasiyla aktivasyonu ve inaktivasyonu ile gergeklesecek
niikleer veya sitoplazmik ekspresyon nedeniyle, ekstravilloz trofoblastlarin kusurlu
poliploidizasyonu oldugu varsayiminda bulunmustur (van Dijk ve ark, 2005).
flgingtir ki SEMA3B PE hastalarin ge¢ baslangighh formunda anlamli sonuglar
vermistir. Ge¢ baslangicli PE’de plasental ve serum SEMA3B seviyelerinin
karsilastirilmasiyla, plasentada ¢cok daha yliksek bir artisla birlikte, hem serum hem
de plasental SEMA3B seviyelerinde 6nemli artiglar oldugu belirlenmistir (Samara ve
ark, 2019). STOX1 varyantlarin1 ve SEMA3B’nin artan seviyelerini birlikte tasiyan
gebelerde, erken baslangighh PE formun goriilmesi ihtimalinin daha yiiksek oldugu
sOylenebilir. Bu proteinler arasindaki iliskinin aydmlatilmas: i¢cin SEMA3B
varyasyonlari ile PE arasindaki iliski ve bu varyasyonlarin, STOX1 varyasyonlari ile
kombine oldugunda PE iizerine etkisinin incelenmesi 6nemli bir adim olacaktir.
-922T>C ve YI153H varyasyonlarini tasiyan STOXI1 etkilerinin birgok yolagin
aktivasyonu ile gergeklesebilecegini sdylemek miimkiindiir. Ornegin; 2013 yilinda
yapilan bir ¢alismada, TGF-p siiperailesi tiyesinden olan NODAL’1n (Nodal Biiyiime
Farklilagsma Faktorii), hiicreler arasi etkilesim yoluyla STOX1’1 nasil etkilediginden
bahsedilmistir. H165R  SNP’sini  tasiyan desidual (maternal) NODAL’mn

ekpresyonundaki bir azalmanin, fetal-maternal ara-yiizde Aktivin-A salinimini
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artirdigni ve artan Aktivin-A’nin trofoblast hiicrelerindeki NODAL ve STOXI
ekpresyonunun artmasina sebep oldugu gosterilmistir (Thulluru ve ark, 2013).
NODAL’1n, erken baslangighh IUGR ile komplike PE’nin ailesel formlar1 ile iliskili
bulunmus duyarlilik geni STOXI1 ile aym kromozomal baglanti bdlgesinde
bulundugu bilinmektedir (van Dijk ve ark, 2005). Bu iki gen arasindaki baglantiy1
daha dikkat cekici kilacak olan ise cocuklar1 STOX1 YI153H SNP'si tasiyan
preeklamptik annelerin, 6nemli Olgiide azalmis biyoaktivite sergileyen NODAL
H165R SNP'si tasidiginin belirlenmesidir (Thulluru ve ark, 2013). Visser ve
arkadaglar tarafindan 2018 yilinda, NODAL ve STOX1 arasindaki baglanti farkli bir
yolak iizerinden gosterilmislerdir. Endometrial stromal hiicrelerindeki NODAL
ekpresyon diisiisiiniin, IGR-1 (Insuline-benzer Biiyiime Faktorii-1) salinimin
artirmasiyla beraber, MAPK sinyal yolu boyunca ekstravilloz trofoblastlardaki
STOXI1 ekpresyonunun arttigi gozlenmistir (Visser ve ark, 2018). Yani maternal
desidual hiicrelerde meydana gelebilecek degisimlerin, maternal fetal ara-yilizdeki
molekiiler modifikasyonlara sebep olmasi, mutant STOX1 seviyesini artirarak,
trofoblast hiicrelerinin istilasini engelleyebilecegi anlamina gelmektedir.

STOX1 promotor bolge mutasyon taramasi sonuglarinda rastladigimiz -922T>C
degisiminin, Y153H’la birlikte, PE i¢in anlamlilik ifade ediyor olmasi, arastirmay1
promotor bolge kontroliinden gorevli transkripsiyon faktorlerine (TF) yoneltmistir.
STOXT1’in promotor bdlgesindeki degisimler hangi trasnkripsiyon faktorlerinin
baglanma dizisine denk geldigini bulmak i¢in yapilan biyoinformatik arastirmalarda,
-922. bazin 10 ileri ve 10 geri bazlarimi kapsayan DNA dizisi arastirilmistir.
Aragtirma sonucunda tam bu bolgeye baglanan 4 TF’den birisinin HIF1-o olmast son
derece dikkat cekicidir ve buradan hareketle HIF1-o ve STOX1 arasinda ince bir
baglant1 oldugu diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, hipoksi kaynakli genlerin PE’de
artig gosterdigi bilinmektedir (Vaiman ve ark, 2005) ve STOX1'i asir1 eksprese eden
JEG-3 hiicrelerinde gen indiiksiyonu ile anlamli sekilde korele olduklari tespit
edilmistir (Rigourd ve ark, 2008). Hipoksi indiiksiyonu ile etkilenen genlerin, sadece
STOX1 indiiksiyonundan sonra yapilan mikroarray sonuglari ile kesismis olmasi bu
iki genin baglantisin1 gostermektedir (Rigourd ve ark, 2008). Bu da; -922T>C
varyasyonunun hipoksik kosullarda STOX1 ekpresyon seviyesine olan etkisinin
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arastirilmasinin, PE i¢in bir anlamlilik ifade etmesi nedeniyle de oldukc¢a onemli
oldugunu gostermektedir.

Sonuc¢ olarak; STOX1 ve PE arasindaki iliskiden yola ¢ikilarak, TURK
popiilasyonunda ilk kez STOX1 promotor bdlge mutasyon taramasi yapilmis ve
tespit edilen -922 T>C varyasyonu ile hastalik arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
iliski bulunmustur. Calisma popiilasyonu erken ve ge¢ baslangi¢h olarak iki gruba
ayrildiginda; erken baglangichh PE’de anlamli bir dagilim s6z konusuyken, gec
baslangicli PE ve bulunan promotor varyanti arasinda anlamli bir fark olmadigi
goriilmiistiir. Bunlara ek olarak, Y153H polimorfizmi bakimindan yapilan
istatistiksel analizler, bu iki varyasyonun beraber kalitildigini gostermektedir.
STOX1 ve erken baslangiclh PE arasindaki baglanti g6z Oniine alindiginda,
STOX1’in daha ayrintili ¢alisilmasi ve daha fazla fonksiyonel ¢aligsmalar ile STOX1
biyoaktivitesinin incelenmesi gerekmektedir. PE gebelerindeki kusurlu trofoblast
istilasinin nedenlerinin ¢6ziilmesinde, STOX1’in lokalizasyonunu ve ekpresyonunu
etkileyen faktdrlerin (varyasyon, impirinte) arastirilmasi, daha aciklayict olacak gibi
goriinmektedir. Ayrica STOX1’in transkripsiyon faktorii olarak DNA baglanma
bolgesinin belirlenmesi, olas1 hedef genlerin ve yolaklarin daha iyi aydinlatilmasini
saglayacaktir. Sadece PE olarak degil, norodejeneratif hastaliklar i¢in de oldukga
dikkat cekici hiicresel olaylarda gorev yapiyor olmasi, STOX1’in daha detayl

caligilmasinin bilim ve klinik diinyasina ¢ok sayida katki yapacagin1 gostermektedir.
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EKLER
EK 1. Bilgilendirilmis Olur Formu

GENETIK CALISMALAR ICIN BILGILENDIRILMiI$ GONULLU OLUR
FORMU

LUTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ Il

Bu galismaya katilmak lizere davet edilmis bulunmaktasiniz. Bu ¢alismada yer
almay: kabul etmeden dnce ¢alismanin ne amagla yapilmak istendigini anlamaniz ve
kararinizi bu bilgilendirme sonrasi 6zgiirce vermeniz gerekmektedir. Size ozel

hazirlanmis bu bilailendirmeyi litfen dikkatlice okuyunuz, sorulariniza acik

Preeklampsi hastaliginin genetik (kalitimsal) nedenlerini bulmak Uzere
yeni bir arastirma yapmaktayiz. Arastirmanin ismi “STOX1 Geni Promotor
Bolge Mutasyonlarinin  Preeklampsi  Hastaligi  Uzerine  Etkilerinin
Arastiriimasi”dir. Bu ¢alismanin amaci preeklapmsi hastaligina neden oldugu
dusundlen bir gendeki degisikliklerin arastiriimasidir.

Sizin de bu arastirmaya katilmanizi 6neriyoruz. Ancak hemen
sOyleyelim ki bu arastirmaya katilip katilmamakta serbestsiniz. Calismaya
katilm gonullaluk esasina dayalidir. Kararinizdan once arastirma hakkinda
sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri okuyup anladiktan sonra aragtirmaya
katilmak isterseniz formu imzalayiniz.

Bu arastirmada preeklampsi hastasi olan (deney grubu) ve
preeklampsi hastasi olmayan (kontrol grubu) bireylerden olusan iki grup
kullanilacaktir. Eger kontrol grubuysaniz; kontrol grubunun kullaniimasinin
nedeni hasta grubu ile genetik degisikliklerinin karsilagtiriimasi ve
preeklampsi hastaligina 6zgu degisikliklerin ortaya konmasidir. Arastirmanin
kontrol grubuna bireysel faydasi olmamakla birlikte preeklampsi hastaliginin
sebeplerini aydinlatmak igin galismaya katkisi bulunmaktadir.

Arastirmaya davet edilmenizin nedeni size preeklampsi tanisinin
konulmusg/konulmamis olmasidir. Cumhuriyet Universitesi Kadin Hastaliklar
ve Dogum Anabilim Dali bu hastaligin nedenlerini ortaya cikaracak bir
arastirma gercgeklestirilecektir. Kendinizde bir sikayet olmasa bile katiliminiz
arastirmanin basarisi igin 6nemlidir.

Bu cgalismay! yapabilmek igin kolunuzdan 10-20 (1-2 tlp) ml. kadar
kan, dogum sirasinda cikarilan plasentadan (es) doku 6rnegi ve kordon kani
almamiz gerekmektedir. Bu orneklerden genetik materyal, DNA elde
edilecektir.

Eger arastirmaya katilmayi kabul ederseniz Prof. Dr. Ali Yanik veya
onun gorevlendirecedi bir hekim tarafindan bulgulariniz kaydedilecektir. Bu
kayitlar ilerde tekrar incelenerek dogru tani konulmasina yardimci olacaktir.
Bu kayitlar kimliginiz belirtimeden tip 6grencilerinin egitiminde veya bilimsel
nitelikte yayinlarda kullanilabilir. Bu amaclarin diginda bu kayitlar
kullaniimayacak ve bagkalarina verilmeyecektir.
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Bu calismaya katilmaniz i¢in sizden herhangi bir Ucret istenmeyecektir.
Calismaya katildiginiz icin size ek bir édeme de yapilmayacaktir. ister
dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan
nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglk sorunumun ortaya
cikmasi halinde her turli tedaviniz saglanacaktir ve tedavi masraflari
arastirma butcesinden karsilanacaktir.

Kan alinmasi sirasinda olusabilecek riskler: Kan alma iglemi ile ilgili riskler
arasinda bayilma, agri ve/veya kan alma bdlgesinde morarma sayilabilir.
Ender durumlarda igne deliginin yerinde enfeksiyon ya da kuglk bir kan
pihtisi olabilir. Olasi bir soruna karsi gerekli tedbirler tarafimizdan alinacaktir.
Doku alinmasi sirasinda olugabilecek riskler: Rutin dogum islemi
gergeklestirilecektir. Dogumun gergeklesmesi disinda, alinacak doku ile ilgili
bagka bir risk bulunmamaktadir. Dogum iglemi sonrasinda plasenta
uzaklastirihr. Bu g¢alisma i¢cin amacimiz bu materyal atilmadan 6nce bir
miktar doku alarak arastirma amacli kullanmaktir.
Yapilacak genetik testin getirebilecegi olasi riskler: Genetik bilginin
kullaniimasina bagli olarak sosyal, ekonomik ve psikolojik sorunlar ortaya
cikabilir. Size ait genetik bilginin gizli kalacagina dair elimizden geleni
yapacagiz. Ancak hemen belitmemiz gerekir ki; yaptigimiz testler sizin veya
ailenizin  bir ferdinin ileriki bir zamanda bu genetik hastaliktan
etkilenebilecegini ortaya cikarabilir. Bu bilginin kotl yonde kullaniimasi sizi
ekonomik ve sosyal yonden etkileyebilecedi gibi, boyle bir hastaliga sahip
oldugunuzu 6grenmeniz sizi psikolojik ydonden de etkileyebilir. Sizin anormal
bir gen tasidiginizi saptadigimizda bulgularimizi herhangi bir Ucret talep
etmeden size bildirecegiz. Ancak boylesi bir bilgiyi 6grenmeyi reddetmek her
zaman hakkinizdir. Yine hemen belirtmeliyiz ki; bu bilgiyi sizin diginizda birisi
ile paylasmamiz sadece sizin izninizle olacaktir. Lutfen asagidaki
kutucuklardan size uygun olani igaretleyiniz:
[1 Bu ¢galismada elde edilecek kendimle ilgili bilgileri 6grenmek istiyorum
[ Bu galismada elde edilecek kendimle ilgili bilgileri 6grenmek istemiyorum
Yukarida sayilanlar bdylesi bir analizde yasanabilecek potansiyel
risklerdir. Ancak bunlardan en az oranda zarar gormenizi saglamak igin
elimizden geleni yapacagiz. Calismanin devami sirasinda ortaya ¢ikabilecek
sorun ve riskler katilimcinin/hastanin kendisine ya da ebeveyni/sorumlusuna
iletilecektir.
Yapilacak genetik testin getirecegi olasi yararlar: Bdyle bir analiz ilgili
genetik hastaligin nedeninin 6grenilmesinde yararli olacaktir. Su anda bu
calismanin hemen size veya c¢ocugunuza bir fayda olarak donup
donmeyecegini bilmiyoruz. Ancak ilgili hastaligin temelinde yatan nedenlerin
ogrenilmesi ileride ilgili hastaliktan etkilenmis bireylere fayda saglayacaktir.
Bu ¢alismaya katilmayi reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen
istege baghdir ve reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide herhangi bir
degisiklik olmayacaktir. Yine galismanin herhangi bir agsamasinda onayinizi
cekmek hakkina da sahipsiniz. Eger Orneginizin imha edilmesine karar
verirseniz, bu istedinizden once Uretilmis her turld veri ve yapilmis analiz
ortadan kaldirilmayacak ama daha fazla analiz yapilmayacaktir. Aksi halde,
saklama suresinin sonunda 6rnegin imha edilmesinden destekleyici/arastirici
sorumludur.
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DNA Orneklerinin Saklanmasi

Sizden alinan orneklerin kullanimi bu olur formunda tanimlanan arastirma ile
sinirli olacaktir. Eger bu ornekleri bu olur formunda tanimlanmayan bagka
test/amagclar icin kullanmak istersek, dnce Etik Kurul'a onay verilmesi igin
bagvurulacaktir. Eger yeni galisma onaylanacak olursa sizden bagka bir
bilgilendirilmis olur formu imzalamaniz istenecektir.

Veya

Bu bilimsel arastirma sirasinda alinan kan oérneklerinin tamami kullaniimayip
bir bolimu benzeri arastirmalarda kullanilmak Uzere saklanabilir. Lutfen
asagidaki seceneklerden size uygun olan bir tanesini isaretleyiniz.

( ) Kan ve DNA o6rneklerinin sadece bu calismayla ilgili olarak kullaniimasini
istiyorum. Calisma bitiminde kalan orneklerin uygun sekilde yok edilmesini
istiyorum. ileride yapilmasi olasi diger ¢alismalar igin onay vermiyorum.

( ) Kan ve DNA ornekleri bu calismada kullanildi§i gibi gelecekteki
hastaligimla ilgili diger bilimsel c¢aligmalarda kullanilabilir. Ancak kalan
orneklerimin hastaligim disindaki baska bir aragtirmada kullaniimasini uygun
bulmuyorum.

() Tarafimdan alinan kodlanmis 6rnegin yalnizca onerilen calisma igin
kullanimini onayhyorum; ileri ¢alismalar igin tekrar bilgilendirimek ve yeni
onay vermek istiyorum.

() Tarafimdan alinan kodlanmig 6rnegin, arastirma konusuyla baglantili
diger calismalarda kullanimini onayliyorum, ancak farkl ¢alismalar igin tekrar
bilgilendiriimek ve yeni onay vermek istiyorum.

() Tarafimdan alinan kodlanmis 6érnegin onerilen ¢alisma igin kullanimini
onayliyorum, ve gelecekte de her tirli genetik ¢alismada anonim (kimligim
ile baglantisiz) olarak kullaniimasini onayliyorum.

*Kodlanmis Ornek: Sizden alinan o6rnege bir kod numarasi verilir. Kod
numarasini yalnizca arastirici bilir ve sizin kimlik bilgilerinize yalnizca
arastirici ulagabilir. Boylece kimlik bilgileriniz gizli tutulmus olur.

(Katihmcinin/Hastanin Beyani)

Sayin Prof. Dr. Ali Yanik tarafindan Cumbhuriyet Universitesi Tip Fakultesi
Kadin Hastaliklari ve Dodum Anabilim Dal’'nda da tibbi bir arastirma
yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi.
Bu bilgilerden sonra bdyle bir arastirmaya “katimci” (denek) olarak davet
edildim.

Eger bu aragtirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait
bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda da buyuk 6zen ve saygi ile
yaklasilacagina inaniyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel
amagclarla kullanimi sirasinda kigisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi
konusunda bana yeterli guven verildi.

Projenin  yurutulmesi sirasinda herhangi bir sebep goOstermeden
arastirmadan cekilebilirim. Ancak arastirmacilari zor durumda birakmamak
icin arastirmadan c¢ekilecegimi onceden bildirmemim uygun olacaginin
bilincindeyim. Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar verilmemesi
kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma digi tutulabilirim.
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Arastirma igin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk
altina girmiyorum. Bana da bir ddeme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayll olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan
nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya
ctkmasi halinde, her turld tibbi miudahalenin saglanacagi konusunda gerekli
guvence verildi. (Bu tibbi midahalelerle ilgili olarak da parasal bir yuk altina
girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile kargilastigimda; herhangi bir saatte,
Dr. Ali Yanik’i, 0505 2382146 ve Cumhuriyet Universitesi Tip Fakultesi Kadin
Hastaliklilari ve Dogum AD’ den arayabilecegimi biliyorum.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya
katilmam konusunda zorlayici bir davranigla karsilagsmis degilim. Eger
katilmayi reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iligkime
herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tum aciklamalari ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi
basima belli bir duginme suresi sonunda adi gegen bu arastirma projesinde
“katilmci” olarak yer alma kararini aldim. Bu konuda yapilan daveti bayuk bir
memnuniyet ve gonullaluk icerisinde kabul ediyorum.

Bu formun imzal ve tarihli bir kopyasi bana verildi.

GONULLUNUN iMZASI

ADI & SOYADI
ADRESI

TEL. & FAKS
TARIH

VELAYET VEYA VESAYET ALTINDA BULUNANLAR iCIN VELI VEYA
VASININ

iMZASI

ADI & SOYADI
ADRESI

TEL. & FAKS
TARIH

ARASTIRMA EKIBINDE YER ALAN VE YETKIN BiR )
ARASTIRMACININ IMZASI

ADI & SOYADI
TARIH

GEREKTIGI DURUMLARDA TANIK iMZASI

ADI & SOYADI
GOREVI
TARIH
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IZINLER
EK 2. Sivas Cumhuriyet Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar
Etik Kurul Karar Formu
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