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OZET

Preeklampside Oksidatif Stres, Inflamasyon ve Nf Kappa B Iliskisi

Plasentadaki anormalliklere bagli olarak gelisen preeklampsi, gebeligin ikinci
yarisindan itibaren ortaya ¢ikar. Endoteliyal disfonksiyon ve buna bagli olarak gelisen
hipertansiyon ile karakterize olup maternal ve perinatalmortaliteye sebep olur.
Preeklampsipatogenezindevaskiilerproblemer yaninda oksidatif dengenin bozulmast,
inflamasyon artig1 ve apopitozis 6nemli etkenlerdir. Biz bu ¢alismada preeklampsi gelisen
gebelerde plesanta dokusunda oksidan/antioksidan belirtegler ile NF-kB diizeyi ve
inflamatuvar sitokinler ile sistemikoksidatif stres diizeyini 6lg¢erek, normal gebelerle
karsilastirmay1 hedefledik.

Bu amagla 30 adet Precklampsi ve 30 adet saglikli gebe kontrol grubu olarak
caligmaya alindi. Tiim gebelerden 2. veya 3. trimesterde sabah aglik kanlar1 toplandi.
Dogum sirasinda plasental dokularin maternal kisimlart alind1 ve— 80 °C saklandi. Doku
protein tayini Bradforth yontemi ile yapildi. Doku malondialdehit (MDA), glutatyon
peroksidaz (GPx) ve katalaz (CAT) aktivite diizeyleri spektrofotometrik olarak 6l¢iildii
ve sonuglar proteine oranlanarak verildi. Serum o6rneklerinde total antioksidan status
(TAS) ve total oksidatifstress (TOS) diizeyleri otoanalizorde, interlokin-6 ve TNF-alfaile
dokuda NF-kB diizeyleri ise ELISAyontemi ile dlciilmiistiir. Veriler istatistiksel olarak
analiz edildi ve tartigildi.

Sonugta preeklampsi grubunda doku MDA veNF-kB diizeyleri kontrollere gore
anlamli derecede yiiksek iken CAT ve GPx aktivite diizeyleri anlamli dercede diisiik
bulundu(P<0,001). Serum oksidatif stres indeksi (OSI) ve TNF-alfa degerleri
preeklampsi grubunda kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksekti (P<0,001). IL-6
diizeyinde ise preeklampsi grubu ile kontrol grubu arasinda anlaml fark bulunamadi.
Ayrica OSI diizeyleri ile MDA (r=0.554, p=0.000) ve NF-xB (r=0.426, p=0.001) arasinda
pozitif yonde, CAT (r=-0.609), GPx (r=-0.470)ile negatif yonde anlamli korelasyon
mevcuttu (p=0.000).

Sonu¢ olarak preeklampsi hasta grubunda doku diizeyinde oksidatif stres ve
apopitozis artmis, antioksidan enzim aktiviteleri azalmistir. Doku diizeyinde gézlenen bu
degisiklik sistemik dolasima da oksidatif stres artis1 seklinde yansimistir.

Anahtar Kelime: gebelik, preeklampsi, oksidatif stres, antioksidan denge, apopitozis
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ABSTRACT

Oxidative Stress, Inflammation and Nf Kappa B Relationship in

Preeclampsia

Preeclampsia, which develops due to anomalies in the placenta, occurs from the
second half of pregnancy. It is characterized by endothelial dysfunction and consequent
hypertension and causes maternal and perinatal mortality. In the pathogenesis of
preeclampsia, vasculer problem, impaired oxidative balance, increased inflammation and
apoptosis are important factors. In this study, we aimed to compare the oxidant /
antioxidant markers with NF-xB level and inflammatory cytokines and systemic
oxidative stress levels in placental tissue in preeclamptic pregnancies.

For this purpose, 30 preeclampsia and 30 healthy pregnant control groups were
included in the study. Fasting blood was collected in the morning of the 2nd or 3rd
trimester of all pregnancies. During delivery, maternal parts of placental tissues were
taken and stored at -80 °C. Tissue protein assay was performed by Bradford method.
Tissue malondialdehyde (MDA), glutathione peroxidase (GPx) and catalase (CAT)
activity levels were measured spectrophotometrically and the results were expressed as
protein ratio. Serum antioxidant status (TAS) and total oxidative stress (TOS) levels were
measured by autoanalyzer, interleukin-6 and TNF-alpha, and NF-xB levels by ELISA.
The data were statistically analyzed and discussed.

As a result, tissue MDA and NF-xB levels were significantly higher in the
preeclampsia group than controls, while CAT and GPx activity levels were significantly
lower (P <0.001). Serum oxidative stress index (OSI) and TNF-alpha values were
significantly higher in the preeclampsia group compared to the controls (P <0.001). For
IL-6 level, there was no significant difference between preeclampsia and control group.
In addition, OSI levels were positively correlatedwith MDA (r = 0.554, p = 0.000) and
NF-kB (r = 0.426, p = 0.001), but negatively correlated with CAT (r = -0.609) and GPx
(r=-0.470) levels (p = 0.000).

In conclusion, we found increased oxidative stress and apoptosis and
decreasedantioxidant enzyme activities at tissue level in preeclampsia group.Oxidative

disturbance and increased oxidative stress observed in tissue level was reflected in the
systemic circulation.

Key words: pregnancy, preeclampsia, oxidative stress, antioxidant balance, apoptosis
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1.GIRIS

Preeklampsi, hipertansiyon, plasenta anormallikleri ve maternal vaskiiler endotel
disfonksiyonu ile karakterize olan gebelikte goriilen spesifik bir bozukluktur (Roberts ve
Cooper, 2001). Preeklampsi patofizyolojisi heniiz netlik kazanmamustir, ancak spiral
arterlerde anormal sitotroplast invazyonuniskemi-reperfiizyon hasarina yol agtidi
distiniilmektedir (Kaufmann ve ark. 2003).Oksidatif stres ve serbest radikallerin, plasenta
iskemisi ve reperflizyon hasarinda rol oynadigi bilinmektedir. Hipoksi sonucunda olusan
reaktif oksijen tiirlerinin tretilmesiyle plesantada iskemi olusur. Plesantada meydana
gelen oksidatif stres spiral arterlere zarar verir. Serbest radikaller ayrica trofoblastlarda
goriilen apopitoziste artisa yol agar (Zusterzeel2001).Sonug olarak hiicrelerde tiretilen
reaktif oksijen tiirleri ve antioksidan sistem arasindaki dengesizlik preeklampsinin ortaya

¢ikisinda ve progresyonundadnemli rol oynar (A¢ikgoz ve ark.2006).

Preeklampside goriilen oksidatif dengesizlige ve hastaligin patogenezine katkida
bulunan bir diger siire¢ ise inflamasyondur. Kompleks sitokin aglar1 genis bir iireme ve
hamilelik siireglerinde 6nemli bir rol oynar. Tek tek sitokinler arasindaki sinerjik
etkilesimler karmagik ve dinamiktir ve gebelik hormonlari tarafindan yonetilir. Bu sitokin
sinyallemesinde herhangi bir rahatsizlik varsa, preeklampsi gibi istenmeyen tablolar
karsimiza ¢ikar (Orsi ve ark. 2008).Inflamasyonda IL-6 ve TNF-alfa’nin anne serumunda

seviyeleri preeklampsinin patogenezinde dnemli rol oynadigi bilinmektedir

Interlokin 6 (IL-6 ) inflamasyonda rol alan ¢ok fonksiyonlu bir sitokindir.
Endotelyal hiicre tarafindan aktive edilir. Preeklampside endotelyal hasarla karakterize
edildigi i¢in, IL-6 preeklampsi patagenezinde anahtar rol oynar (Erzen 2007). TNF-alfa,
monositler tarafindan {iretilir, apoptosis indiikler (Vitoratos 2012). TNF-alfa trofoblast
proliferasyonu ve farklilagsmasi, hiicre adezyon dokusunun yeniden bi¢gimlenmesi, villoz
trofoblast ve trofoblast hormon iiretimi apopitozisi diizenler (Yui ve ark. 1994; Hunt ve
ark. 1996).TNF-alfa, hiicre proliferasyonunu ve hipoksiye bagli hiicre aktivasyonunu

uyarir, ancak sitotrofoblastlar tarafindan desidual invazyonu inhibe eder. Ayrica,



endotelyal hiicrelerde degisiklikler, endotelin-1 salinimi ve asetilkolin aracili

vazodilatasyonun inhibisyonuna yol acar (Founds ve ark. 2008),(Vitoratos ve ark. 2010).

Niikleer Faktor Kappa B (NF-kB), oksidatif stresle iliskili hastaliklarda ve iskemi
durumunda aktive olmaktadir (Schreck 1992 ). Preeklampside plasenta oksidatif stres
altindadir ve daha fazla lipit peroksiti, daha fazla TNF-alfa ve daha fazla COX-2
metaboliti ile tromboksan {iretirler. NF-kB aktivasyonunun normal plasentalara kiyasla

preeklamptik plasentalarda anormal olarak yiikselir (Walsh 1985).

Onceki calismlardapreeklampsili hastalarda doku diizeyinde oksidatif stres
markirlarindanMDA’ nin arttif1 gosterilmistir. Bir baska calismada ise preeklampsili
hastalarin serumlarinda IL-6 ile TNF-alfa diizeylerinde normal gebelere gore yiikseklik
bulunmustur (Giilmezoglu 1996). Ancak literatiirdeoksidatif stresi hem doku diizeyinde

hem de sistemik olarak birlikte ele alan bir ¢alisma mevcut degildir.

Bu ¢alismada preeklampside sistemik oksidatif stres, inflamasyon ve apopitozis

iliskisi aragtirilmig ve hastaliginpatogenezi biyokimyasal yonden incelenmistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Plesanta

Plesanta hayat agacina benzetilir; Gebelik silirecinden sorumlu olan hormon ve
biiyiime faktorlerinin iretildigi, fetal biiylimeyi destekleyen ve dogumu baslatan
organdir. Anne ve fetus arasindaki pozisyonu nedeniyle, her iki dolasimdan
etkilenmektedir. Bu dolasimlardaki degisimlerin goreceli etkisi, gebelik donemine bagli
olup plasentasyon, erken hiicre farklilasmasi ve spiral arter yeniden modellemesi gibi
karmagik biyolojik siiregleri etkiler. Plesanta ve vaskiiler gelisimdeki diizensizlik
beraberinde fetal gelisim geriligi ve preeklampsi gibi istenmeyen tablolar ortaya ¢ikarir
(Wang ve ark 2010).

Sekil 2.1. Plesanta

2.1.1. Plesantanin Yapisi

Plasentanin temel yapil koryon villusudur. Villus, koryonla ¢evrilidir. Koryon iki
hiicresel katmandan olusur: intervill6z bosluk i¢indeki maternal kan ile dogrudan temas
halinde olan dis sinsiyotrophoblast ve i¢ sitotrofoblast. Intvillodz bosluk, villusun igine
ulagtig1 biiyiik bir kavernéz genislemedir (Power ve ark. 2011). Vilus olgunlastik¢a,

sitotrofoblast bileseninde belirgin bir azalma vardir, bu nedenle, sadece bir tek



sinsitiroforoblast tabakasi, maternal kan1 ve fetal kilcal endotelyumunu ayirir (Mushambi

MC ve ark. 2002)

Plasentanin fetal boliimii koryon frondosum vilus igerir; ileri derecde dallanma
gosterir. Bu fazlaca dallanmis villuslar intervilloz bosluk i¢ceren maternal kisimdadir.
Umbilikal arterlerin dallanmis yapist her bir villus igine girer ve kapiller pleksusda
sonlanir. Plasentanin maternal boliimii ise interviloz boslugu igeren desidua

tabakasindan meydana gelmistir (Barak ve ark. 2003).

fet_rarl yen' umbilikal kordon |

koryon vilus

interviloz bogluk

Sekil 2.2 Plesantanin anatomik yapisi
http://ib.bioninja.com.au/higher-level/topic-11-animal-physiology/114-sexual-

reproduction/placenta.htm

2.2. Gebelikte hipertansiyon ve preeklampsi tanisi

Hipertansiyon tanisi gebelerde, aralikli olarak ve en az iki 6l¢iim sonrasi sistolik
kan basmcinin 140 mmHg, diyastolik kan basincinin 90 mmHg ve {lizerindeki degerlerde
olmasi durumudur. Kronik hipertansiyona sahip bir gebede preeklampsi gelismesi, gebe

icin 6nemli ve tehlikeli bir klinik durumdur.

Gebelikte tespit edilen hipertansiyonu farkli sekillerde inceleriz. Tlki kronik
hipertansiyon olup gebelikten énce hipertansiyonun bulunmasi durumudur. Ikincisi de
gebelik ile baslayan ve dogum ile sonlanan gebelige bagli hipertansiyon olarak

adlandirilan ’gestasyonel hipertansiyon’’dur (Sen C 1992).


http://ib.bioninja.com.au/higher-level/topic-11-animal-physiology/114-sexual-reproduction/placenta.htm
http://ib.bioninja.com.au/higher-level/topic-11-animal-physiology/114-sexual-reproduction/placenta.htm

Gestasyonel hipertansiyontanisii¢in gebelik sirasinda kan basinct 140/90 mmHg
ya da daha yiiksek degere ulasilmasi gerekir. Bu tabloya proteiniiri eslik etmemeli ve
postpartum 12. haftaya kadar kan basinci degeri normal diizeyine donmelidir. Bu

tanimlama ancak dogumdan sonra miimkiin olur (Sen 1992).

Preeklampside ise 20. Gestasyon haftasindan 6nceki donemde tansiyon artmamis
olmalidir. 20. Gestasyon haftasindan sonra sistolik kan basincinin > 140 mmHg olmasi
veya diastolik kan basincinin > 90 mmHg olmasi durumunda preeklampsi gelisir.
Preeklampsiye her zaman proteiniiri eslik etmeyebilir. Béyle durumlarda gebede, siddetli
bas agrisi, gorme degisiklikleri, karin agrisi, bulanti, anormal laboratuvar test sonuglari

ya da azalmis idrar ¢ikist gibidurumlar goriiliir (Roberts ve ark 2003).

Kronik hipertansiyon tanis1 konmus bir gebede preeklampsi gelisebilir. Bu
durumda 20.haftadan sonra proteiniiri veya endotel disfonksiyonu gelismesi durumunda
kronik hipertansiyon tabaninda siiperempoze preeklampsi tanisi konulur. Siiperempoze
preeklampsi, preeklampsiye gore daha erken gebelik haftasinda gelisir ve daha agir
seyireder (Roberts ve ark 2004).Gebelikte hipertansiyon durumunun ortaya ¢ikmasi fetal
biiylime geriligi, preterm eylem, plasenta dekolmani gibi sebepler morbidite riskini
arttirr. Bu nedenle hipertansiyon gebe kadinlarda artmis maternal-fetal morbidite

riskinden dolay1 6zel bir 6neme sahiptir.

Agir olarak gecirilen preeklampsi nobeti eklampsi olarak adlandirilir. Eklamside
konvulziyon goriiliir ve bu durumun baska kokeni yoksa eklampsidir. Hellp sendromu ise
agir preeklampsiye ek olarak gorilir. Hemoliz(H), yiikselmis karaciger enzim

diizeyleri(EL) ve diisiik trombosit (LP) ile karakterize klinik sendromdur.



Cizelge 2.1. Gebelikte hipertansiyona bagl klinik durumlar

Klinik bulgular

Bagslangi¢
zamant

Hipertansiyon
derecesi

Proteiniiri
(300mg/24s)

Urik asit
(mg/dI)

Endotel
disfonksiyonu,
Vazospazm ,

Trombositopeni
Bobrek
yetmezligi
Serebral
semptomlar
Akciger odemi
ALT, AST,
keratinin
diizeyi

Oligiiri

Konviilziyon

Epigastrik agr

*Tabloda ¢+¢

Kronik
hipertansiyon

20.haftadan
once yada /
Gebelik
durumundan
once

Hafif

Yok

Az

Normal

Yok

Yok

Yok

Gestasyonel
hipertansiyon

20. haftadan
sonra

Hafif

Yok

Az

Normal

Yok

Yok

Yok

Preeklampsi

20.haftadan
sonra

Yiiksek
derecede

+1, +2,+3
+/-

Var

Hasar

bulunur

+/-

+/-

+/-

+/-

Siiperempoze
preeklampsi

Hipertansiyona
20.haftadan
sonra
preeklempsinin
eslik etmesi
Yiiksek
derecede

+2,+3
+/-
Var
Yiksek

derecede hasar

+/-

+/-

+/-

+/-

Eklampsi

20.haftadan
sonra

Yiksek
derecede

+2,+3
+/-

Var

Yiksek
derecede
hasar

+/-

+/-

+/-

Var

+/-

Klinik bulgu bulunur, ¢-¢> klinik bulgu bulunmaz, ¢’ +/- ¢ klinik bulgu
bulunabilir yada bulunamaz.



2.3. Preeklampsi

Preeklampsi, gebeligin ikinci yarisinda ortaya ¢ikan hipertansiyona diger klinik
bulgularin eklenmesi olarak tanimlanir. Preeklampsi sadece hipertansiyon ve proteiniiriye
bagli olmaksizin viicudun tiim sistemlerinietkileyen sistemik ve kompleks bir

sendromdur. Preeklampsi hafif ve agir olarak karsimiza ¢ikar.

Preeklampside patoloji gebeligin olusum asamasindan itibaren vardir ancak klinik
bulgular bunu gostermez. Patolojik durum ilerledikge klinik bulgular ortaya ¢ikar. Stres
ortaminda olusan bir plasenta ile gebelik siireci ilerlerken, fetus ve annede problemler
olusur (Sibai ve ark. 2005).

2.3.1. Preeklampside Risk Faktorleri

Preeklampside ¢ok sayida risk faktorii tanimlanmistir. Bunlar 20 yasindan kiigiik,
35 yasindan biiyiik olmak, nulliparite, preeklampsi 6ykiisii, kronik hipertansiyon, obezite,
antifosfolipidsendromu, siyah irk, diyabet, polihidramnios ve bag doku hastaliklari olarak
smiflandirilir (Sibai ve ark. 1997).

2.3.2. PreeklampsininPatofizyolojisi

Preeklampsipatofizyolojisinet olarak bilinmemektedir. Temel olarak plesantal
yatakta meydana gelen hipoksi ve lezyonlarin temel sebebi iskemi- reperfiizyon ve artmis
olan oksidatif strestir. Plasental iskemi-reperfiizyon hasarmin preeklampsi gelisiminde
merkezi olduguna inanilmaktadir. Endotelyal disfonksiyon ve inflamatuar yanitlarin
artmasindan sorumlu olan pro-inflamatuar sitokinler, hipertansiyon, proteiniiri ve
trombotik mikro-anjiyopati gibi hemoliz, yiiksek karaciger enzimleri ve diisiikk trombosit
sayisi gibi klinik bulgulara yol agmaktadir (Hawfield ve Freedman 2009).

Preeklampside ayrica plesantada meydana gelen maternal endotel disfonksiyonu,
bazal plakta yetersiz plesantal sitotroblast bulunmasi ve vazospazm 6nemli rol oynar.
Sonugta olusan endotel hasar kan akimini1 zayiflatir. Spiral arterlerde bozulma, iskemi

tablosu hipoksik durumun kétiilesmesine ve daha fazla bozulmasina yol agar (Sanchezve
ark. 2014).



Normal gebelikte, spiral arterlerin duvarlarinda makrofaj hiicreleri oldukca az
bulunur; spiral arterlerin duvarlari trofoblastlar tarafindan invaze edilir. Preeklampside
ise arteriyal trofoblast invazyonu bozulmustur ve uteroplasental arterlerin gevresindeki
apopitoza giden trofoblast sayis1 artar, ayrica arterlerin tunika medyasinda ¢ok sayida
makrofaj bulunur. Aktive makrofajlarin sayisi ile apopitotik trofoblast hiicrelerinin sayisi
arasinda bir iliski oldugu diistiniilmektedir (Benirschkeve ark. 2006).Zayif sekilde
perfiize edilen ve hipoksik plasentanin, artmis vazoaktif faktorleri, 6rnegin ¢ozliniir fms-
benzeri tirosin kinaz-1, sitokinleri (TNF-alfa, IL-6 ve anjiyotensin II tip 1 reseptor
antikorlar1) sentezledigi diistiniilmektedir. Bu tiir ylikselmeler, nitrik oksidin azalmasi ve
endotelin-1'in  reaktif oksijen konsantrasyonlarmin arttirllmasiyla  endotelyal
disfonksiyona yol acabilir, bu da bobrek fonksiyonunun degistirilmesine, azalan renal
basing natriiirezisine, toplam periferik direncin artmasina ve hipertansiyona yol acar.
Iskemik plasenta, endotel hiicre aktivasyonu disfonksiyonuna yol agar ve TNF-alfa
tarafindan endotelin-1 geninin transkripsiyonel regiilasyonu yoluyla preeklampsiye yol
acan endotelyal hiicrelerde indiiklenmis yapisal ve fonksiyonel degisikliklere yol acan

TNF-alfa sentezini artirir.

Preeklampside morfolojik lezyonlar da goriilmektedir. Bunlar arteria uterina,
plesantal yatakta degisiklikler ve glomeriiler endotel hasaridir. Anne ve fetiis arasindaki
kan akisini arttirmak i¢in cesitli sitokinler, bliylime faktorleri ve proteazlar, trofoblastik
hiicrelerle etkileserek spiral arterlerde genisleme saglanir. Preeklampside bu durum
bozulmustur. Trofoblast hiicrelerde invazyon spiral arterlerde anormal diizenlemelere
neden olur. Bu diizensizlik anne ve fetiis arasindaki kan akisini azaltir. Kan akimi
eksikligini telafi etmek i¢in, anne hipertansiyon gelistirir ve kan akisini artirir. Bu
nedenle, preeklampsi endotelyal ve wvaskiiler disfonksiyon gelisen plesantadan
kaynaklanir ( LaMarca 2012; Sanchez ve ark. 2014).

Endotelyal hiicreleri organizmanin tiimiine dagilan vaskiiler yapinin i¢ yiizeyini
kaplayan ve kan damarlarinin temel yapisini olusturur. Glomeriiler endotel ise hem
biyokimyasal = hem  hemodinamik  olarak  glomeriiler = mikrosirkiilasyonu

diizenlerler(loannidou ve ark. 2006).

Anormal plesantasyon ile gelisen trofoblastik invazyon, inflamasyonun ve endotel

disfonksiyonun artmasina neden olur. Bu durum plesantda oksidatif stresi tetikler



(Yiyenoglu ve ark.2014).Vaskiilarizasyon hamilelik sirasinda 6nemli bir fizyolojik
olaydir. Pro-anjiyogenik ve anti-anjiyogenik faktorler arasinda dengesizlik
preeklampsinin gelisiminde anahtar rol oynamaktadir (Jardim 2015).

Glomeriiler endotel hasar1 hipertansiyon tiplerinde goriilmezken, preeklampsiye
Ozgidiir (Shanklin1989). Preeklampside yiiksek oranda bobreklerde meydana gelen
glomeriiler endotel hiicrelerde fenestra kaybi, damarlarda sisme beraberinde proteiniiri
meydana getirir (Ballermann 2007). Proteiniirinin altinda yatan patolojik mekanizmalar
bircok hastaligin sebebini olusturur. 24 saatte alinan idrar 6rnegi incelendginde 300 mg
ve listii proteiniiribulgusu ya da daha ¢ok ara ile alinan en az 2 idrar 6rneginde 1+’den
fazla olarak proteiniiri olmasi patolojik bir durum olan proteiniiri tanisint agiklamaktadir.
(ACOG 2002).



iINFLAMASYON
Sitokin Salinimi

Tnf-alfa, IL-6
Plesantada anormallikler . .
STRES
(ROS)
intraiiterin gelisme
geriligi, distk dogum
agirhg,
ENDOTEL HASARI —/

erken dogum,

l

Vazopresor salinimi Hipchiglisivon

ProteinUri

Glomeriiler hasar
Preeklampsi » Trombosi
Trombosit aktivasyonu ombozis

Doku perfiizyon azlamasi Karaciger hasari

Sekil 2.3. Preeklampsi Patofizyolojisi: Anormal plesanta, inflamasyonun ve endotel disfonksiyonun
artmasina neden olur. Bu durum plesantada oksidatif stresi arttirir. Artan oksidatif stres sitokin salinimint
uyararak, hiicrede apopitoz siirecini baslatir.
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2.3.3.Preeklampside Inflamasyon

Inflamasyon 6lii hiicre ve dokular1 hasarli ortamdan uzaklastirmak ya da tamir
etmekle birlikte inflamasyona sebep olan etkeni ortadan kaldirmaya calisan savunma
mekanizmalaridir.

Artan reaktif inflamatuar yanmit organ fonksiyonlarinda bozulmaya neden olur
(Sessle2001).

Inflamasyon hiicre iginde oksidatif dengeyi bozarak ROS ‘un artmasma sebep

olur. Uzun siire devam ederse kronik inflamasyon meydana gelir ve patolojik durumlar
olusur.
Hamilelik sirasinda sistemik inflamasyon olmamasina ragmen dolasimdaki sitokinler
maternal plazmada yiikselmis olarak goriilmektedir. Daha spesifik olarak, normal
gebelik, sistematik dolasimda bulunabilen proinflamatuar sitokinlerin lokal iiretimine yol
acan lokal inflamatuar tepki ile karakterize edilir. Sistemik dolasimda bu tiir sitokinlerin
varlig1 ikincil olarak subklinik sistemik inflamatuar tepkiye yol acabilir.

Inflamatuar reaksiyonlarda salgilananTNF-alfa ve interlokinler oksidatif strese
yol agmaktadir. TNF-alfa insan viicudunda bulunan ve inflamasyona neden olan
polipedtid yapida molekiildiir. Serbest oksijen radikalleri lipid peroksitlerin olusumunu
saglar. Bu durum endotel hasarina yol acarak inflamasyonu tetikler (Takagi ve
ark.2004).Diger inflamatuar sitokinlerle birlikte TNF-alfa tetiklenen immiin yanitta gérev
alir. Endoltel yikiminda ve apopitoziste aktivator rol oynar.

IL-6 ise enfeksiyonlarda ve doku yaralanmasina acil bir cevap olarak iretilir. L-
6, enfeksiyoz bir lezyonda iiretilir ve tlim viicuda bir uyar: sinyali gonderir. Patojen ile
iliskili lezyonda, monositler ve makrofajlar gibi immiin hiicrelerin patojen tanima
reseptorleri (PRR'ler) tarafindan taninir (Kumar ve ark 2011). TNF-alfa ve IL-6
sitokinlerinin ekspresyon diizeyini artirirlar. TNF-alfa ve IL-1p ayrica IL-6 iiretmek i¢in
transkripsiyon faktorlerini aktive eder. IL-6 ayrica artmis anjiyogenez ve artmis vaskiiler
permeabiliteye yol agan asir1 vaskiiler endotelyal biliyiime faktorii (VEGF) iiretimine

neden olur (Nakahara ve ark. 2003).
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2.3.4 Niikleer Faktor Kappa B (NF-kB)

Niikleer faktor kappa b (NF-kB), Ranjan Sen ve David Baltimore tarafindan
1986’da B lenfositlerin niikleuslarinda immiinglobulin kappa hafif zinciri geninde
bulunan enhancer ile baglanan bir madde olarak tanimlanmistir (Sen R, 1986).NF-kB,
IkappaB (IxB) protein ailesine ait olup sitozolde yer alan bir transkripsiyon faktori olup
inflamatuar yanitta gorev alir(Baldwin 1997).Reaktif oksijen tiirleri, NF-«xB
aktivasyonuna neden olur. NF-kB aktive oldugunda immiin sistem, biiyiime ve
inflamasyonu denetleyen 200’den fazla genin yazilimini baslatir. Antioksidanlar ise NF-
kB aktivasyonunu inhibe eder. Aktivasyon tizerine, NF-kB altbirimleri (6rn.P65, p50)
translokasyona ugrar. Cekirdegi ve inflamatuar yanittaki ¢esitli genlerin ekspresyonunu
diizenler(Sekil 2.4),TNFo da bunlardan biridir (Shishodia 2004).Inflamasyon ve
metabolizma karmasik sekildebirbiriyle baglantilidir. Bu nedenle NF-«B sinyali insiilin
direnci, obezite ve ateroskleroz ile iliskilidir (Baker ve ark. 2011). NF-kB,hem
inflamatuvar siireglerle hem de metabolik siireclerle baglantili olarak hiicre iginde

apopitozisi baslatir

Sitoplazma NADPH

Diger
. . molekiller
MITOKONDRI 1

Endoplazmik
Retikulum

1kBs
“ems¥
NF-kB
Sl
TNF-a, IL-1B,
NF-kB I IL-6 = IL-8
£t S r"'"\:. 1
,,;;?:_ :&3" CEKIRDEK

= .= o g

Sekil 2.4. NF-xB ‘nin Aktivasyonu
https://www.researchgate.net/figure/Signaling-mechanisms-of-ROS-mediated-nuclear-factor-
kappa-B-NF-kB-activation_fig3_30602072
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2.3.5. Preeklampside Apopitozis

Apopitoz, programli hiicre 6liimiiniin bir seklidir ve normal insan gebeliklerinin
plasentalarinda gozlenmistir (Allaire ve ark. 2000).

Plasentada apopitozisin preeklampsi ve intrauterin gelisme kisitligi(lUGR)’ nin

patofizyolojisi ile iligkili roliine odaklanan bazi1 ¢alismalar vardir (DiFederico ve ark.
1999; Levy ve ark. 2002). Preeklampsi veya IUGR ile komplike olan kadinlardan alinan
plasentalarin normal gebelerin plasentalar1 ile karsilastirildiginda artmig apopitoz
gosterdigi iyi bilinmektedir (Allaire ve ark. 2000; Ishihara ve ark. 2002).
Plesantal gelisimde trofoblast farklilasmasi ve proliferasyonda apopitozis kritik rol oynar.
Bununla birlikte, apopitoza yol agan molekiiler mekanizmalar karmasiktir ve NF-xB
disinda, bcl-2 gen ailesi ve kaspaz-3 (Hetts 1998; Adams ve Cory 1999) gibi sinyal
molekiillerinin karsilikl etilesimi ile tetiklenir.

2.4. Serbest Radikaller ve Olusma Sekilleri

Dis yoriingelerinde eslesmemis elektron bulunan, oldukga reaktif bilesiklerdir.
Serbest radikaller3 farkli yolla meydana gelir (Kiling 2002).
» Homolitik bdliinme; Kovalent bagli bir molekiiliin, her bir parcasinda ortak
elektronlardan birisinin kalmasi.
» Molekiilden bir elektron kaybi.
» Molekiile bir elektronun eklenmesi.
Serbest radikaller ve antioksidan sistem dengesi bozuldugunda hiicrede hasar
olusur. Radikaller lipitlere, hiicre i¢i proteinlere ve niikleik asitlere etki ederek bunlarin

yap1 ve fonksiyonlarinda degisiklikler meydana getirir (Navarro 2004).

2.4.1. Reaktif Oksijen Tiirleri

Aerobik solunumda oksijen, ATP molekiillerini iiretmek icin oksidatif
fosforilasyonda rol alir. Temel olarak mitokondride elektron tasima zincirinde serbest
elektron alicist olarak gérev yapar ve su molekiillerine indirgenir. Atmosferde bulunan
oksijen, molekiiler oksijen (O2) veya dioksijen olarak tanimlanir. Oksijenin az bir kismi
once mitokondri sonra diger metabolik olaylarda indirgenerek reaktif oksijen tiirlerine
doniistiiriiliir. Bu reaktif oksijen tiirleri (ROS); Siiperoksit radikali (O27), Hidroksil
radikali (OH") ve Hidrojen peroksit (H202) ‘dir (Navarro2004).
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Viicuttaki ROS seviyesi, enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma
mekanizmalarinin varligi ile kontrol altinda tutulur. ROS artis1 veya eksik antioksidan
bilesenler nedeniyle oksidan-antioksidan dengesi bozulur. Asir1 miktarda bulunan ROS,
hiicre membrani lipitleri, amino asitler ve niikleik asitler gibi farkli hiicre bilesenlerine

zarar verebilir.

ROS

, RADIKAL
RADIKAL OLANLAR OLMAYANLAR

Hidrojen peroksit (H,0,)

Stiperoksit radikal
el O i Lipit hidroperoksit
Hidroksil radikal OHe (LOOH
Alkoksil radikal LO* Hipoklorik asit (HOCI)
Nitrik Oksit radikali NO* Singlet oksijen O,

Peroksil radikal LOO™

Sekil 2.5. Reaktif oksijen tiirleri: Radikal ve Radikal olmayanlar olarak iki grupta incelenir.

2.4.1.1 Siiperoksit Radikali (O2")

Aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin (O2) bir elektron alarak indirgenmesi
sonucunda olusurlar. Ozellikle elektronca zengin bir ortam olan i¢ mitokondri zarinda
ve ksantin oksidaz gibi flavoenzimlerce endojen olarak olusturulur (1a).Indirgenmis
gecis metallerinin otooksidasyonu siiperoksit radikali meydana getirebilir (1b) (Ozcan
ve ark. 2015).

HO>— H™+ 027 (1a)

Fe?*+ 02— Fe*"+02(1b)
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2.4.1.2 Hidrojen Peroksit (H202) ve Hidroksil Radikalleri (OH")

Serbest radikal olusumuna yol ac¢tigr icin serbest radikal olmadigi halde ROS
tiirlerine dahil edilir (Moncada 1991).Hiicresel kompartimanlardaki enzimlerin aktivitesi
esnasinda iki elektronun oksijene transfer edilmesiyle hidrojen peroksit olusturulur.
Ozellikle Fe?*gibi gecis metallerinin Fenton reaksiyonu olusturmasi ve siiperoksit
radikalinin (O2™) varliginda Haber-Weiss reaksiyonu olusturmasi sonucunda en giiglii
radikal olan hidroksil radikali (OH") ortaya ¢ikar (Jomova 2011).

Fenton Reaksiyonu

0, "+ Fe™¥/Cu*? — O,+ Fe*?/Cu*

Fe*?/Cu* + H202— Fe™3icu™® + OH' + OH™

Haber-Weiss Reaksiyonu

02"+ H20, -0+ OH + OH°

2.5. Oksidatif Stres

Organizmalarda serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin antioksidanlar
tarafindan ortadan kaldirilmas: denge i¢indedir. Serbest radikallerin hiicrede artig1 bu
dengenin bozulmasina yol agar(Sekil 2.6) bu durum oksidatif stres olarak tanimlanir
(Serafini ve ark. 2004).

Serbest radikaller normal biyolojik islemler sirasinda lezyon olusumu, yaslanma,
radyasyon, yiiksek oksijen basinci, inflamasyon, ksenobiyotik maddelere maruziyet gibi
sebeplere bagli olarak olusurlar (Ozdemir 1993).

Oksidatif stres; dokuda hasarlanma, norolojik hastaliklar, kanser, yaslanma,
diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar ve ateroskleroz, inflamatuvar bozukluklar gibi birgok

hastaligin sebebini olusturur (Serafini ve ark 2004).
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Sekil 2.6. Oksidatif Stres: Serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki

dengesizlik

2.6. Serbest Radikallerin Etkileri
2.6.1. Lipitlere EtkKileri

Reaktif oksijen radikalleri hiicre zarindaki yag asitlerini oksidasyona ugratarak
lipit peroksidasyonunu baslatirlar (Gupta ve ark.2014).

Hidrojenini kaybeden yag asiti yeniden diizenlenir ve konjuge dien yapisini
olusturur. Olusan bu yap1 oksijenle birleserek lipit peroksil radikallerine (LOO") doniistir.
Peroksil radikallerinin diger yag asitlerinden hidrojen koparmasiyla zincirleme halde

peroksidayon reaksiyonlar1 baglar (Girotti 1998) .

Ortamda antioksidan yoksa peroksil radikalleri birbirleri ile capraz kovalent bag
kurarak membran yapisin1 degistirir. Biyolojik membranlarda meydana gelen
peroksidasyon membran akiskanhiginda bozulma, membran potansiyelinde azalma,
membranlarin iyon gecirgenligini artirarak membranlarin dejenerasyonuna ve hiicre
iceriginin sitoplazmaya sizmasina neden olur. Tim bunlarin sonucunda hiicre 6liimii

meydana gelir (Catala 2006).

Lipit peroksidasyonundaolusan son iriinler malondialdehit (MDA), 4-
hidroksinonenal (HNE) ve hegzenal isimli aldehitlerdir (Kanner 1987). Bu maddeler

kanda ve dokularda oksidatif hasarin indirek bir gostergesi olarak dlciilebilmektedirler.
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2.6.2. Proteinlere Etkileri

Oksidatif stres ve oksidatif modifikasyonlar protein yapilarini bozar. Serbest
radikaller protein-enzim iliskisini bozarak hasara sebep olur. Proteinlerde olusan oksidatif
hasar yapilarma gore degisir. Doymamis bag ve siilfiir igeren molekiiller; triptofan,
tirozin, fenil alanin, histidin, metionin ve sistein gibi amino asitler i¢eren proteinler

serbest radikallerle yiiksek reaktiviteye sahiptir (Devasagayam ve ark. 2003).

Proteinlerdeki sistein ve metionin reziidilerinde oOzellikle oksidasyona daha
duyarlidir (Dean 1985). Proteinlerin siilfhidril gruplarinin veya metionin kalintilarinin
oksidasyonu, konformasyonel degisimlere, protein agilimina ve degradasyona neden olur
(Lyras 1997).

Aktif bolgeleri metalik olan enzimler, 6zellikle metal katalizli oksidasyona daha
duyarlidir(Stadtman 1990). Enzimlerin oksidatifmodifikasyonlarinin aktivitelerini inhibe
ettigi gosterilmistir (Fucci 2005).

ROS, peptid zincirinin pargalanmasina, proteinlerin elektrik yiikiiniin
degistirilmesine, proteinlerin ¢apraz baglanmasina ve spesifik amino asitlerin

oksidasyonuna neden olur (Kelly 2003).

2.6.3.DNA ve Niikleik Asitlere Etkileri

DNA reaktif oksijen tiirevleri i¢in dnemli bir hedeftir. ROS, DNA’da tek veya ¢ift
zincir kiriklari, plirin, pirimidin veya sekere bagli mutasyonlar ve proteinlerle ¢apraz
baglanma gibi cesitli sekillerde DNA modifikasyonlarina yol acabilir. Bu DNA
modifikasyonlarmin ¢ogu karsinojenez, yaslanma ve norodejeneratif bozukluk,
kardiyovaskiiler ve otoimmiin hastaliklarla baglantilidir. ROS’un DNA’ya saldirmasi
sonucu 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG)olusur. Bu olusum en iyi bilinen DNA
hasaridir ve karsinojenez i¢in potansiyel bir biyobelirtectir (De Martinis ve De Lourdes,
2002). DNA’da meydana gelen hasar tamir edilemediginde hiicre 6liimii (apopitoz)
gerceklesir (Kulaksiz ve Sancar 2007).
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2.7. Antioksidan Sistem

Antioksidanlar, serbest radikallerin hiicrelere verecegi zarar1 engelleyerek
detoksifikasyonu saglayan mekanizmalardir. Serbest radikallere siipiiriicii etki
gosteririler. Viicudun savunma sistemini destekleyerek hastaliklara karsi korurlar.
Antioksidanlar endojen ve eksojen olmak tizere iki grupta incelenir (Gupta ve ark. 2014).
2.7.1.Endojen Antioksidanlar

Endojen antioksidanlar genel olarak enzimatik etkili antioksidanlar ve enzimatik
olmayan antioksidanlar olarak iki sekilde incelenirler.

2.7.1.1. Enzimatik Antioksidanlar

Savunma sisteminde birincil enzimlerdir. Enzimatik olan antioksidanlar katalaz
(CAT), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon S-transferaz (GST), glutatyon rediiktaz
(GR),stiperoksit dismutaz (SOD), ve mitokondriyal sitokrom oksidaz (MitSTO) olarak
gruplandirilir (Sinclair 1990) .

Siiperoksit dismutaz (SOD): Siiperoksit (O?) radikalini katalitik olarak uzaklastirir.
Genel olarak Dbiitin  aerobik hiicrelerde = SOD  enzimi bulunur. Hiicre
sitozoldedemitokondridede bulunan SOD’ wun gorevi siliperoksit radikallerini
etkisizlestirerek hiicreleri radikallerden korumaktir. Dokularda bulunan oksijenleSOD
aktivitesinde artig goriiliir. SOD enzimi normal fizyolojik kosullarda fagosite edilmis
bakterilerin yok edilmesinde gorev alir ve inflamtuvar yanitta 6nemli rol oynar.
Yapisindaki metal iyonuna gore sitozolik dimerik yapida Cu, Zn-SOD ve tetramerik
yapida mitokontriyal SOD (Mn-SOD) olmak {izere iki gruba ayrilir (Seven ve Candan
1996; Maltes ve Sanchez 1999).

Katalaz(CAT):Fazla miktarda bulunan H20.’yiortadankaldirir.Yapisindahemolan

enzimdir.

Peroksizomlarda vesitozolde bulnur. Hidrojen peroksitin H.O2 molekiiler oksijen
ve suya indirger (Akkus ve ark. 1995; Seven ve Candan1996).
Glutatyon peroksidaz (GPx): H.O, diizeyi diisiik miktarda ise GPx tarafindan
katalizlenir. Ayrica organik hidroperoksitleri ortamdan uzaklastirir. Glutatyon
peroksidaz, yapisinda dort adet selenyum (Se) bulunan tetramerik yapida bir enzim olup

sitoplazmada yer alir. Ayrica fagositik hiicrelerin solunumsal patlamasinda gorev alir.
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GPx, lipit peroksidasyonunun baslamasina engel olarak lipit peroksidasyonu sonucunda
olusan lipit hidroperoksitlerin metabolizmasin1 saglar (Seven ve Candan 1996). GPx
aktivasyonunda diisiis hiicrede hasarla sonuglanir.

Glutatyon rediiktaz (GR): Indirgenen glutatyonun artan seviyede bulunmasi igin
onemlidir. Pridin niikleotid igeren flavo enzim grubunda yer alan glutatyon rediiktaz,
NADPH ile antioksidan savunma sisteminde rol alir. Okside glutatyonun (GSSG),
indirgenmis glutatyona doniisiimiindede bulunur. Glutatyonun indirgenmis formu
antioksidan enzimin aktivitesinin devamliligmmi saglar. Ozellikle GPx ve katalaz
aktivitelerin ayn1 zamanda olmasi igin hiicrede bulunmalidir. Selenyum seviyesindeki
azalis da GPx ve glutatyon rediiktaz aktivasyonunu bozar. Glutatyon rediiktaz enziminin
eksikligi o6zellikle oksidatif strese karsi yliksek duyarliligi olan eritrositlerin H202’1
detoksifiye etmesinde yetersizlige ve sonugta ve eritrosit frajilitesinde artisa yol acar

(Seven ve Candan1996).

2.7.1.2. Enzim Olmayan Antioksidanlar
Bu grupta enzimsel olmayan antioksidanlar siniflandirilmistir.

Cizelge 2.2.Enzim olmayan antioksidanlar

Albiimin: Bakir ve Hem grubu baglar, HOCl'u ortamdan temizler.

Seruloplazmin: Bakir iyonlarini baglar, H,O2i kullanarak bakirin reoksidasyonunu saglar.
Transferrin: Ferrik haldeki demir iyonlarini (Fe3)baglar.

Laktoferrin: Ferrik haldeki demir iyonlarmi (Fe3e) diisiik pH degerlerinde baglar.
Haptoglobin: Hemoglobini baglar.

Hemopeksin: Hem grubunu baglar.

Biliriibin: Peroksil radikallerini temizler.

Glikoz: Hidroksil radikallerini (OH") temizler.

Urat: Radikalleri temizler ve metalleri baglar.

Melatonin: Hidroksil radikallerini (OH’) temizler.

Mukus: Hidroksil radikallerini (OH” temizler.

Makromolekiiller: Seruloplazmin, transferin, ferritin, hemoglobin, miyoglobin ¢esitleridir.
Tiyol Icerenler: Glutatyon, N-asetil sistein, metiyonin, kaptopril cesitleridir.
Mikromolekiiller: Glukoz, iirik asit, bilirubin, albiimin, ubiquinon, melatonin cesitleridir.

2.7.2. Eksojen Antioksidanlar
Eksojen kaynakli antioksidanlari, vitaminler ve ilaglar gibi disardan viicuda alinan

maddeler olarak asagidaki sekilde siniflandirilir (Akkus 1995).
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Cizelge 2.3 Eksojen Antioksidanlar

Ksantin oksidaz inhibitdrleri
NADPH oksidaz inhibitorleri
Notrofil adhezyon inhibitdrleri
Soya fasulyesi inhibitorleri
Rekombinant human-SOD
Trolox-C

Endojen antioksidan aktiviteyi artiran maddeler
Non-enzimatik serbest radikal toplayicilart Demir
selatorleri

Sitokinler

Barbitiiratlar

Flavonoidler

2.8.Preklampsinin Tedavisi

Gebelikte yiiksek oranda goriilen preklampsinin tek tedavisi dogum yapilmasidir.
Preeklampsi fetusun gelisimini kisitladigi i¢in gebeligin uzamasina gerek yoktur. Fakat
gebenin genel saglik durumunun normal olmasi gerekir. Hipertansiyon seviyesi normal
diizeyde olmalidir. Preeklampsinin eklampsiye ilerlemesini 6nlemek i¢in tercih edilen
tedavi olarak magnezyum siilfat (MgSOa) verilir. Ayric alternatifolarak antioksidan C ve
E vitamini kullanilmasi 6nerilmektedir. Hasta dogum sonrasinda takip altinda olmalidir.
Preeklampsi her kosulda 6nlenemeyen bir hastaliktir. Bu yiizden hasta uygun kosullara

sahip saglik merkezlerine yonlendirilmelidir. Hasta normal duruma getirilerek uygun

zamanda dogurtulmalidir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Arastirma Yontemi

Hatay Mustafa Kemal Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi
Kadin Hastaliklar1 ve Dogum poliklinigine bagvuran, 30 adet preeklampsi tanisi olan gebe
calisma grubu olarak, 30 adet saglikli gebe ise kontrol grubu olmak {izere toplamda 60
birey calismaya dahil edildi. Preeklamptik gebeler se¢ilirken daha 6nceden hipertansiyon
veya renal hastalik Oykiisii olmayan, 20. Haftadan sonrapersistan tansiyon yiiksekligi
(>140/90 mm Hg) saptanmis gebeler ¢alismaya alindi. Kontrol grubu ise hipertansiyon,
proteiniiri olmayan ve herhangi bir kronik hastaligt bulunmayan tamamen saglikli

gebelerden secildi.
3.1.1 Kullanilan Cihaz ve Kimyasallar

Bu tez calismasinda SHIMADZU UV-1800 spektrofotometre, NUVE THERM su
banyosu, IKA T10 Mekanik homojenizator, THERMO SL16R santriflij cihazi

kullanilmistir.
Kullanilan Kimyasallar

Cizelge 3.1. Kullanilan kimyasallar

Kimyasal madde Kod

TBA SIGMA T-5500
(NH1)2SO04 SIGMA A5132
TCA SIGMA T-6399
NaNs SIGMA 438456
CAT standardi MERC 1088597
NADPH SIGMA N1630
CAT standardx (Hidrojen Peroksit %30 (H202 | MERC 108597
W=34.01 g/mol)

NaH2PO4* 2H20 MERC 106345
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Na2HPOs* 12H20 MERCK 1066579
H202 (%30) SIGMA 16911
EDTA SIGMA ED2SS
1.1.3.3-tetramethoxypropane SIGMA 108383
Brilliant Blue G-250 27815- 25G-F
Bovine Serum Albumin (BSA) / 10 gr SIGMA A-2153

3.2.0rneklerin Toplanmasi ve Hazirlanmasi

Kan érneklerinin alinmasi: Kontrol grubundan ve preeklampsi tanisi alan ¢alisma
grubundan3. Trimesterde olanlarinen az 8 saatlik aglik sonrasi sabah kanlari sag
antekiibital fossadan vacuteynir ile 10 cc’lik diiz biyokimya tiiplerine alindi. Daha sonra
ornekler 1500 x g‘de 10 dakika santrifiij edildikten sonra serumlar1 ayrilip porsiyonlandi

ve biyokimyasal analizler i¢in ¢alisma giiniine kadar —80 °C derecede saklandi.

Doku érneklerinin alinmasi: Dogum sirasinda her iki gruptan da plesantanin maternal
kismindan 6rnek alindi. Alinan 6rnekler kontaminasyonu 6nlemek amaciyla hemen soguk
serum fizyolojik ile yikandi vesivi nitrojende dondurularak analize kadar -80 ° C'de

saklandi.

Doku homojenizasyonunun yapilmasi: Analizler igin 1 g plasenta dokusutartildi ve
tizerine 10 mL'lik bir tiipte 5 mL fosfat tamponu (pH;7)eklendi. Tiim 6rneklerde tampon
miktar1 doku agirligmin 5 kati olacak sekilde ayarlandi vebigaklithomojenatorile
homojenize edildi. Homojenizasyon islemi soguk zincirde yapildi. Homojenatlarda MDA
ve protein tayinleri igin 1.5 ml homojenat ependorf tiiplere alindi. Homejenatlarin kalan
kismi118000 x g’de, +4°C’de 40dk santrifiij edildi ve siipernatantlar1 ependorflara

porsiyonlandi.

3.3. Biyokimyasal Analizler
3.3.1.Protein Tayini

Homojenat ve siipernatantlardaki protein miktar Bradford metodu ile tayin

edilmistir. Bu metod proteinin Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasi ile baglanarak
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renkli kompleksolusturma esasina dayanir. Boya reaktifi negatif yiiklii oldugundan pozitif

yiiklii proteinlerle kompleks olusturur ve kirmizidan maviye renk doniistimii gozlenir.

Cizelge 3.1°de kullanilan dilisyon oranlar1 ve karsilik gelen BSA

konsantrasyoinlar goriilmektedir.

Cizelge 3.2. BSA ile hazirlanan stok standart

Standartlar | Diliisyon Oram | Konsantrasyon
ST1 1/1 1

ST2 1/2 0,5

ST3 1/4 0,25

ST4 1/8 0,125

ST5 1/16 0,0625

Stok standart ¢ozeltisinin hazirlanmasi; Bovin serum albiimin’dan (BSA) 5 mg tartildi
ve 5 mL distile su ile ¢oziilerek konsantrasyonu 1 mg/ml olan stok ¢ozeltisi hazirlandi.
*280 nm’de olciillen stok ¢ozletinin absorbansi 0,71 idi (beklenen aralik; 0,66-
0,75).Daha sonra Y oraninda seri diliisyonla 5 adet standart ¢ozelti hazirlandi.

Spektrofotometrede Oliiciilerek regresyon grafigi oluturuldu.

Homojenat ve stipernatant érneklerindeki protein ol¢timii: Brillant Blue G-250 den 600
uL ve 6rnekten 20 pL pipetleme yapildi. Standart 6lgiimii ve numune 6l¢iimii ayni sekilde
yapilmaktadir. Tiim numuneler igin ayn1 pipetleme yapildiktan sonra tiipler vortekslendi.

10 dk oda 1s1sinda inkiibasyon saglandiktan sonra, 595 nm’ deki absorbanslar1 6l¢iildii,
kaydedildi.

3.3.2. Malondialdehid (MDA) Miktarinin UV Spektrofotometre ile Tayini

Malondialdehid tayini Hammode ve Arkadaslari’nin (1995) modifiye c¢ift
kaynatma esasina dayali metodu uygulanarak c¢alisildi. Benmaride gergeklesen ilk
kaynatmada trikloro asetik asitin (TCA) kullanilmasiyla proteinler ¢oktiiriilerek
MDA’nm serbestlesmesi saglandi. Tiyobarbitiirik Asit’ in (TBA) kullanildig: ikinci
kaynatmada ise sicak ve asidik ortamda MDA, TBA ile reaksiyona girerek

renklikompleks olusturdu. Olusan kompleksin, 532 nm dalga boyunda ol¢iilmesiyle
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absorbans degerleri elde edildi. Metod uygulanirken 1.1.3.3-tetramethoxypropane ile
hazirlanmig, olan stok ¢ozeltiden belirlenen konsantrasyonlarda standart c¢ozeltiler
hazirlandi. Olgiim sonucunda elde edilen absorbanslar ve standartlarin bilinen
konsantrasyonlarindan yararlanilarak standart grafigi olusturuldu.Grafikten elde edilen
formiil ile MDA konsantrasyonuhesaplandi.Sonuglar mgproteine oranlanaraknmol / mg

proteinseklindeifade edildi.

SH N 0H (HO 5 N OH HO N SH
\r/ | | ﬁ/ P m/
2 + CH — 3=
X N X | N . s X N + 2H,0
CHO C—C=C
H H
OH OH OH

TEA MDA

MDA - TBA Kompleksi (renkdi iirisn)

Sekil 3.1. MDA — TBA kompleksi

Kullanilan reaktifler:

TCA’ min hazirlanmasi

10g %10’luk trikloroasetikasit (TCA) alind1 100 ml distile suya tamamlandi.
TBA’nin hazirlanmasi

0.675q tiobarbitiirik asit (TBA) alindi 100ml distile suya tamamland1 (%0.675).
Deneyin Yapihisi

1. Deney tiipiine (vidali kapakli tiip) 2500 pul% 10’luk triklorasetik asit (TCA),ilizerine
500 ul 6rnek (slipernatant ve standart) ilave edilerek 3-5 sn. vortekslendi.

Cizelge 3.3. MDA pipetleme

Reaktifler ve ornek Kor tiipii Ornek tiipii
% 10’luk TCA (mL) 2500 pl 2500 pl
Ornek (doku, serum vs.) (mL) - 500 pl
Distile su (mL) 500 pl -
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Tiipiin agz1 kapatilarak 90 °C’de 15 dakika benmaride inkiibe edildi. Soguk ¢esme suyu
ile sogutuldu. 3000 g/4000 rpm de 10 dakika +4°C’de santrifiij edildi. Tiiplerde ¢okelek
olusumu goézlendi. Santrifiij bitince tlipler dikkatli sekilde cihazdan alindi. Cokelege

dokunmadan siipernatan kismindan 2 ml pipetlenip aktarildi.

2. Daha sonra kor ve numune tiiplerine 1’er ml 6nceden hazirlanmis olan TBA’ dan

eklendi
Cizelge 3.4. TBA pipetleme

Reaktifler ve ornek Kor tiipii Ornek tiipii
Stipernatan (mL) 2000 pl 2000 pl
% 0.675’lik TBA (mL) 1000 ul 1000u1

Tiipler vortekslendi. Tiipiin agz1 kapatilarak 90 °C’de 15 dakika tekrar benmaride inkiibe
edildi. Tiplerde turuncumsu rengin benmaride yavruagzi rengine donmesi bu metodun
ozelligidir. Tiipler soguk ¢esme suyu ile sogutulur. 532 nm’de kore karsi fotometrik

olarak okundu.

Standart Egri Cizimi

Cizelge 3.5. MDA stok standart ¢cozeltisinden farkli konsantrasyonlarda ¢6zelti hazirlanmast

Diliisyon | 1/80 1/40 1/20 1/10 1/8
Konsantrasyon | (7.6nmol/ml) | (15nmol/ml) | (30nmol/ml) | (60nmol/ml) | (75nmol/ml)
Stok Cozelti 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
dH20 7900 pl 3900 pl 1900 pl 900 pl 700 pl
Toplam Hacim | 8000 ul 4000 pl 2000 pul 1000 ul 800 ul

Standartlara deneyde olan Ornekler gibi islem yapildi. Absorbans degerleri 6lg¢iiliip,

bilinen konsantrasyonlar ile standart grafigi olusturuldu.
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Hesaplama: Standart grafiginden elde edilen formiilden yararlanilarak MDA miktarlari

belirlendi. Sonuglar protein miktarina oranlanarak nmol/ mg protein seklinde verildi.

3.3.3. Katalaz (CAT) Enzim Aktivite Tayini

Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6) aktivitesi Aebimetoduna gore ¢alisilmistir (Aebi
1983).Metod, hidrojen peroksitin ortama ilavesi ile gozlemlenen absorbans azalisina
dayanir. Ortama sonradan ilave edilen H.O,, katalaz tarafindan su ve oksijene
dondstiiriilir ve ultraviyole spektrumda absorbans azalmasina yol agmaktadir.
Absorbanstaki bu azalma CAT enziminin spesifik aktivitesi ile dogru orantili olarak
seyretmektedir.240nm’de kinetik 6l¢iim yapilarak absorbanstaki azalisin en iyi oldugu

zaman aralig1 esas alinarak sonuclar hesaplandi.

CAT c¢alisma plam
1. Fosfat tamponu hazirlanmas:

X soliisyonu: NaH2PO4 ten 6,805 gr alind1 1000 ml distile su ile ¢oziildii.

Y soliisyonu: Na2HPO4* 12H,0’den 17,907 gr alinip 1000 ml distile su ile ¢oziildii.

X ve Y soliisyonu asagida belirtilen miktarlarda karistirildi ve pH:7.00 olacak sekilde
ayarlandi.

Tampon: 413 uL X Soliisyonu + 587 uL Y Soliisyonu (pH:7.00).

2. H202 ¢ozeltisi hazirlandi.

Spektrofotometrede 240nm’deki absorbansi 0,500 olan H20> igeren fosfat tamponudur.
300 uL pH: 7,00°11k, 50 mLfosfat tamponu 151k gegirmeyen reaktif sisesin aktarildi ve bu
siseye 8-25 pL hacimlerle H20- ilave edildi. (8 pL baslanarak absorbans degerine
ulasilana kadar ekleme yapilir) Spektrofotometrede 2. kiivete H>Oz ilave edilmemis fosfat
tamponu koyuldu, kor absorbansi alindi ve sifirlandi. Daha sonra H202 ¢ozeltisinin
absorbans Olciimii yapildi. Optik Dansite (OD) 0.500 oluncaya kadar H20: ilavesine

devam edildi.
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3. Pipetleme yapildi.

Cizelge 3.6. CAT pipetleme orani

Kor tiipii (uL) Ornek tiipii (uL)
FOSFAT TAMPONU 3000 -
H.0, COZELTISI - 2990
STANDART/NUMUNE | - 10

2950 pul H20, Cozeltisi iizerine 10ul olgiimii yapilacak numune (6rnek siipernatanti)

pipetlendi; ¢o6zelti hizlica karistirildi, kuvarz kiivete aktarilarak kinetik okuma baslatildu.

4. 240 nm de kinetik okuma yapildu.

Hesaplama:

k={[2,3 x log (OD1/OD2)]/ At (sn)} x Dilusyon orani

OD1: baslangigta 6l¢iilen optik dansite

OD2: bir dakika siire sonunda 6l¢iilen optik dansite

At: Olgiim siiresi (1 dakika)

k: Katalaz i¢in hesaplanan 1. derece katsayisi

Daha sonra ¢ikan deger ayni siipernatandaki protein konsantrasyonuna oranlandi.

k/mg protein = k / (mg/mL protein)

3.3.4.Glutatyon Peroksidaz (GPx) Enzim Aktivite Tayini

Glutatyon Peroksidaz (GPx, EC 1.11.1.9) aktivitesi Paglia ve ark. metoduna goére
calisilmistir (Paglia ve ark, 1967). Metod hidrojen peroksitin ortama ilave edilmesiyle
gbzlemlenen absorbans azalisina dayanir. Absorbanstaki bu azalma GPx enziminin
spesifik aktivitesi ile dogru orantili olarak seyretmektedir. 340nm’de kinetik 6l¢iim
yapilarak absorbanstaki azalisin en i1yl oldugu zaman aralifi esas alinarak sonuglar

hesaplandi.
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Calisma Plan:

1.

<\

NN

3.

4.

GPx tamponu hazirlanmasi: (EDTA’l1 fosfat tamponu):Onceden hazirlanmis olan pH:
7.00 olan fosfat tamponuna EDTA ilavesi ile hazirlanan tampondur. 500 ml fosfat

tamponu i¢ine 1,04 gr EDTA konularak hazirlandi.

. GPx reaktifi (kokteyl) hazirlanmast:

(NH4)2SO4 (amonyum siilfat) : 1,056 gr (NH4)2SO4+ 2500 pL su
(bu ¢ozelti GSH-rediiktaz ¢ozeltisi yapmak i¢in kullanilmistir)
GPx Tamponu: 132,5 uL(6nceden hazirlanan GPx tamponu)

GSH: 0,25 gr GSH + 5 uLGPx Tamponu
NADPH: 0,0333 gr NADPH + 5 ml distile su
NaNs: 0,0325 gr NaNs + 500 uL. GPx TAMPONU

GSH-rediiktaz: 25 pL. GSH-rediiktaz + 750 uL. amonyum siilfat ¢ozeltisi
Kokteyl i¢in hazirlanan 2, 3, 4, 5 ve 6 numarali ¢ozeltiler reaktif sisesine sirasiyla

aktarilarak karistirilmistir.

H202 Cozeltisi Hazirlanmasi: %30’luk H202 ‘den 15 pL + 5 u GPx TAMPONU

Pipetleme

Cizelge 3.7. Gpx pipetleme orani
Kokteyl 2870 uL
Ornek 20 uL
30 dk 25 ° C benmari

H202 ¢ozeltisi 100 pL

340 ‘nm de kinetik okuma: Spektrofotometre cihazi 340 nm dalga boyunda kinetik
Ol¢lim icin ayarlandi, havaya kars1 sifirlandiktan sonra 2 dk boyunca numunelere
kinetik okuma yapildi. Olgiim boyunca gdzlemlenen absorbans azalis1 kaydedildi.

GPx aktivitesinin hesaplanmas:

Kaydedilen absorbans azalisindan ve NADPH’ 1 ekstinksiyon katsayisindan

yararlanilarak GPx enzim aktivitesi hesaplandi, sonuclar proteine oranlandi.
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Hesap: IU/L = [(AA/t) / E] x (1/0.02)

IU/mg protein = (1U/L)/(1000xW)

Spesifik aktivite IU/mg protein = (IU/L) / (1000xW)

AA = OD degisimi, t= zaman (dk), W= Enzim ¢&zeltisinin protein miktar1 (mg/mL)
E= Molar aktivite katsayisi, NADPH = 6.22 x 10" M

3.4. Rutin Biyokimyasal Parametrelerin Olciilmesi

Bu ol¢iimler Mustafa Kemal Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama
Hastanesi Merkez Biyokimya Laboratuvari’nda Abbot Architect C-8000 marka

otoanalizorde yapilmistir.

Total Antioksidan Seviye: Orneklerin total antioksidan diizeyi (TAS), Erel tarafindan
gelistirilen Rel Assay marka ticari kitler (Rel Assay Kit Diagnostics, Tiirkiye)
kullanilarak 6l¢iildii. Kalibrator olarak E vitamininin suda ¢oziiniir bir analogu olan

Trolox kullanildi. Sonuglar mmol Trolox equiv./It olarak ifade edildi (Erel O. 2004).

Total Oksidan Seviye: Orneklerin total oksidan diizeyi (TOS), Erel tarafindan gelistirilen
Rel Assay marka ticari kitler (Rel Assay Kit Diagnostics, Tiirkiye) kullanilarak dlgtildii.
Kalibrator olarak hidrojen peroksid kullandi. Sonuglar pumol H2O> equiv./It olarak ifade
edildi. (Erel O. 2005).

Oksidatif Stres Indeksi: TOS diizeylerinin TAS diizeylerine oraninin yiizde derecesi
olarak ifade edilen OSI hesaplanirken, TAS testinin birimindeki mmol degeri TOS
testindeki gibi pmol birimine gevrildi. Sonuglar “arbitrary unit” (AU) olarak ifade edildi
ve asagidaki formiile gore hesaplandi. (Erel O. 2005).

TOS, umol Hz O equiv./It

0Si=
TAS, mmol Trolox equiv./It X 10
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3.5. ELISA Yoéntemi ile IL-6, NF-xB ve TNF-Alfa Diizeylerinin Ol¢iilmesi

3.5.1.Serumdaki Analizler

3.5.1.1. IL-6 Tayini :

IL-6 analizi i¢in sandvi¢ ELISA yontemi ile ¢alisan ticari Kitler kullanild,
(DIAsource IL-6-ELISA Kit, cat no. kap1261). Plaklardaki yogunluk ( OD ) 650 nm ye
kars1 450 nm de okuma yapildi(Thermo Scientific/ MultiscanGoUV). Konsantrasyonlar
logaritmik kalibrasyon egrisi kullanilarak hesaplandi. Degerler pg/ml olarak ifade edildi.

Analiz aralif1 23,3-2560pg/ml ve hassaiyet 2pg/ml’ dir.

3.5.1.2. TNF-Alfa Tayini:

TNF-alfa analizi icin sandvi¢ ELISA y&ntemi ile calisan ticari Kitler kullanild,
(DIAsource TNF-alfa -ELISA Kit, cat no. Kap1751 Plaklardaki yogunluk ( OD ) 650
nm ye karst 450 nm de okuma yapilarak degerlendirilmistir). Konsantrasyonlar
logaritmik egri kullanilarak hesaplandi.Degerler pg/ml  olarak ifade edildi. Analiz
aralig17-518pg/ml ve hassasiyet 0,7 pg/ml dir.

3.5.2.Dokudaki Analiz
3.5.2.1 NF-kB Tayini :

NF-kB tayini icinsandvi¢ ELISA y&ntemi ile ¢alisan kit kullanildi(SunRed
Biotechnology Company, Shangai, Cat. N0.201-12-0691).Plaklardaki optik yogunluk
(OD) 450nm dalga boyunda ELISA okuyucusunda degerlendirilmistir. Lineer egri
kullanilarak konsantrasyonlar hesaplandi. Degerler ng/ml olarak ifade edildi.

Analiz Aralig1:0.15ng/ml — 40ng/ml
Hassasiyet: 0,146ng/ml
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3.6. istatistiksel Analiz

Calismamizda veriler % 95 giivenle, SPSS 21 (SPSS Inc. Chicago, Illinois, USA)
paket programi kullanilarak analiz edildi. Siirekli degiskenler icin merkezi yayilim
Olclilerinden ortalama - standart sapma kullanildi. Diger dagilimlar oranlarla ifade edilip
Ki-kare testleri ile analiz edildi. Stirekli degiskenler i¢in normallik testlerinden Shapiro-
Wilk testi kullanilarak parametrik ve non-parametrik testlerin yapilmasina karar verildi.
Aykar1 degerlerin box-plot grafigi ile incelendikten sonra parametrik testlerden Student-t
ve Mann Whitney U testleri kullanildi. Dagilim oranlar1 arasindaki farklilik Pearson ki-
kare testi ve Fisher Exact testi ile analiz edildi. Calismada belirtilen demografik 6zellikler

icin tanimlayici istatistikler kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Gruplara Ait Demografik Bilgiler

Hatay Mustafa Kemal Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi
Kadin Hastaliklart ve Dogum Anabilim Dali poliklinigine bagvuran, 30 adet
preeklampsisi olan gebe ve 30 adet saglikli gebenin toplam 60 bireyindemografik verileri

Cizelge 4.1’ de gosterilmistir.

Buna gore sistolik ve diastolik tansiyon degerleri hasta grupta kontrol gruba gore
anlamli derecede yiiksek iken, fetal agirlik, apgar skoru ve dogum haftasi kontrol grupda

anlaml1 dercede yiiksek idi. Her iki gruptaki yas ortalamasi arasinda anlamli fark yoktu.

Cizelge 4.1. Gruplara ait demografik bilgilerin karsilastiriimasi

Preeklampsi Grubu Kontrol Grubu
Min - Min -
Medi M +SD i M + SD
edian ean+ S Max Median ean + S Max p
Yas 32 30+7,84 18 -47 29 2923521  22-40 (g
Fetal 2100 - 2700 -
» 2300 2411319 +
Agirlik 3820 2900 2977+ 340 4325 0,001*
Dogum
Haftas: 36 36 *1,25 34 -39 38 37,76+ 0,72  36-39 0,001*
Apgar 7 6,75+0,63 6-8 8 8,26+ 0,63 7 -9 0,001*
Sistolik
KB 160 157,58 +7,86 = 130- 170 130 126 +8 90-130 ,001*
Diostolik
KB 100 100,34 +6,25 90- 120 80 84,67+ 6,8 60 - 90 0,001*

* istatistiksel olarak anlamli .
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4.2. Hazirlanan BSA Standartlarinin Konsantrasyonlari ve Standart Grafigi

Bradford Standart Grafigi
0,9

0.8

) P
0.7 ,-"'/‘
0,6 —
0,5 =

w (0.4 _""/
0,3 =

0,2 K X
0,1 ’/V

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Konsantrasyon

orbans
A

N

Sekil 4.1. Bradford standart grafigi. x ekseni konsantrasyon, y ckseni ise absorbans degerlerini
gostermektedir. Regresyon denklemi y = 0,5833x+0,0051R? = 0,998

4.3.Malondialdehid (MDA) Miktarinin UV Spektrofotometre ile Tayini

MDA Standart Grafigi
1,2
i 1 -'-.' ..*
5 *
§os
0 e
=
= 0.6 -
E . -
E 04 -
i~ -
i + i
0,2 s
M
o4
0 20 a0 &0 BD
Konsantrasyon

Sekil 4.2. MDA standart grafigi MDA miktarinin UV spektrofotometre ile tayinin gosterilmesi X
ekseni konsantrasyon miktari , y ekseni 532nm deki absorbans degerini verir. Regresyon denklemi y
=0,0138x + 0,0343 R>=0,9942
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4.4.Serum TAS-TOS Konsantrasyonlar1 ve OSI Degerleri

Preeklampsi grubunda TAS degerleri kontrol grubuna gore anlamli dercede diisiik

bulunmustur.

- 9 16
2,20 211211

2,001 6 2
1879 1,87
[ ]

- 17
1,80 1,876

1,60

TAS (mmolfl)

1,40

1,20

1,00

T T
Preeklampsi Kontrol

Sekil 4.3. Preeklampsi grubunda serum TAS degerlerinin kontrol grubundakilere gore karsilastirilmast. *,
istatistiksel modelde dislanan degerler

Preeklampsi grubunda TOS degerleri konrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek
bulunmustur.

— 18
35,00 32,60
*
65
30,00 . 28,83
’ 8 P
30,10
= 25,00
3 2 5
£ 20,1719,81
2 20,00 32 :
g 21,19 59
= 18,81
15,00
10,00 i
5,00
I I
Preeklampsi Kontrol

Sekil 4.4. Preeklampsi grubunda serum TOS degerlerinin kontrol grubundakilere gorekarsilagtiriimast. *,
istatistiksel modelde diglanan degerler
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Preeklampsi grubunda OSI degerleri kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek
bulunmustur. 3,00

18
x2,90

F)
<
= 1,50
7
0
| 2
1,00 Les

T T
Preeklampsi Kontrol

Sekil 4.5. OSI: Preeklampsi grubunda serum OSI degerlerinin kontrol grubundakilere
gorekarsilagtirilmasi. *, istatistiksel modelde diglanan degerler

4.5.Cahsma ve Kontrol Grubundaki Biyokimyasal Parametrelerin Istatistiksel

Olarak Karsilastirilmasi

Bu c¢alismada preeklampsi grubunda doku MDA diizeyleri kontrol grubuna gore
anlamli derecede yiiksek iken CAT ve GPx aktiviteleri anlamli dercede diigiik bulundu
(p<0,001). Serum OSI degerleri preeklampsi grubunda kontrol grubuna gére anlamli
derecede yiiksekti. Dokuda NF-«kB ve serumda TNF-alfa diizeyleri preeklampsi
grubunda kontrol grubuna gore anlamli deredecede yiiksek bulundu (p<0,001). IL-6
diizeyinde ise preeklampsi grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli fark bulunamadi
(p<0,867).
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Cizelge 4.2. Gruplarin istatistiksel sonuglar1

PREEKLAMPSI GRUBU KONTROL GRUBU
+
Min- Mean + SD M(;zgl p
Median Giiven Median | Min-Max -
Max Aralit Giiven
£ Arahgi
IL-6-pg/ml 73,30 ! 72,78 - 82,45 0-171,6 i 0,867**
202,3 10751 (62,91 -
: 97,74)
336545 22
Tnf-alfa-pg/ml 72,60 11,6 - 234 | 67,93 - 20,45 0-51,1 a7 04 - 0,001**
145,41 2752)
Katalaz-k/g 14,6 - 20,63 + 4,33 55,9+ 11,22 .
protein 19,60 338 1879 - 22,47 56,35 38,4-79,1 5172- 0,001
60,09
146,2 + 196,85 +
Gpx (Ulg 31,29 33,88 .
protein) 145,80 79,2 - 192 134,29 199,85 119,3 -283 184.19 - 0,001
158,10 209,49
MDA(nmol/mg 0,27 - 0,63 £ 0,25 0,15+ 0,04 o
protein) 0,59 121 0.53-0.71 0,14 0,09 - 0,24 013-0,16 0,001
1,09 - 1,41 0,30 1,176 - 1,66 = 0,32
TAS (mmol/L) 1,31 211 129-151 1,76 211 154-1.78 0,007**
16,5 - 20,92 +3,4 7,14 - 11,67 £5,16 -
TOS (pmol /L) 2020 326 |1960-2222 | % 2883 | 974-1359 | 9001
i 1,55+ 0,45 i 0,74 + 0,38 -
OSI(AU) 1,48 0,88-3 138-1,70 0,56 0,34 -1,66 0,59 - 0,88 0,001
NF-xB 6,46- | 10,76 +3,26 4,36+2,21 -
(ng/ml) 10,37 19,53 10-12 3,60 1,71-10,70 353-518 0,001

*: Student-t testi, **: Mann Whitney U testi
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Cizelge 4.3. Gruplarda calisilan parametrelerin korelasyon degerleri

IL-6 | Tnf-alfa | CAT GPx MDA TAS TOS oSl | NF-kB
IL-6 r | 1,000 145 -113 -,056 1092 ,052 005 | -,017 162
pg/ml  |p 275 ,393 672 490 694 969 | 901 ,220
Tnf-alfa |r | ,145 1,000 -685™| -595* 586" -,198 4317 ,439™| ,600™
pg/ml p| 275 ,000 ,000 ,000 ,133 ,001| 001 ,000
r
CAT -113| -685™ 1,000 550" | -,827* 331" -,603™ | -,609° | -677
kig protein [P | ,393 ,000 ,000 ,000 ,010 ,000| ,000 ,000
GPx r - - - . . - -
-056| -595 550 1,000| -487 1302 -406™ | -,470" | - 481
Ufgprotein |p | 675 ,000 ,000 ,000 ,020 001 ,000| 000
MDA r - A - e e o
,092 586 -,827 -, 487 1,000 -,253 585" | 554 752
nmolimg |p | 44, 000 000 000 053 000| ,000| 000
protein
TAS r| ,052 -,198 ;331" 302" -,253 1,000 -,283"| -,693™| -,178
mmol/L p | 694 133 ,010 ,020 ,053 ,030| ,000 178
TOS r . o o o - e o
,005 431 -,603 -,406 585 -,283 1,000 | ,864 508
pmol /L | p | 969 ,001 ,000 ,001 ,000 ,030 ,000 ,000
Osl r|-o17 439 | -609™|  -470" 554" | -693" 864" | 1,000 ,426™
AU P | ,901 ,001 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,001
- r
NF-«B 1162 600" | -677| -481™ 752" -,178 508" | ,426™| 1,000
ng/ml
Pl 220 ,000 ,000 ,000 ,000 178 ,000| ,001

Cizelgede goriildiigii gibi IL-6 ile diger parametreler arasinda anlamli bir korelasyonu
yoktur. MDA’nin CAT ve GPx ile eksi yonde giiglii korelasyonu goriilmektedir. NF-kB’nin
MDA, OSI ve TNF-alfa arasinda ise orta derecede pozitif korelasyonu goriilmektedir.
OSI ile TNF-alfa ve MDA arasinda orta derecede pozitif, CAT ve GPx arasinda ise
negatif korelasyongoriilmektedir.
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5. TARTISMA

Preeklampsi gebelikte Onemli bir morbiditeve mortalite nedenidir. Bu tez
caligmasinda preeklampsi hastasi gebeler ile normal gebelerden alinan plesantal doku ve
kan orneklerindeoksidatifstres belirtegleri ile antioksidan enzim aktiviteleri olgiiliip
apopitozis belirteci olan NF-kappa B ve sistemik oksidatif stres belirtegleri
oOlgiilerekkarsilastirilmistir. Literatiirde preeklampsili hastalarda oksidatif stresi hem
sistemik hem de doku diizeyinde birilikte ele alan bir ¢alisma mevcut olmadigindan bu

konuda yapilan ilk ¢alismadir.

Bu calismada preeklampsi grubunda dokuda 6lgiillen MDA diizeyleri kontrol
grubuna gore anlamli derecede yliksek iken antioksidan enzimaktiviteleri anlamli dercede
diisiik bulundu. Doku NF-kBve serum TNF-alfa diizeyleri preecklampsi grubunda kontrol
grubuna gore anlamli deredecede yiiksek iken, IL-6 diizeyinde gruplar arasinda anlamli
fark bulunamadi. Ayrica sistemik oksidatif stres gdstergesi olan serum OSI degerleri

preeklampsi grubunda kontrol grubuna gére anlamli derecede yiiksekti.

Bu caligmada ayrica parametreler arasi korelasyonlar incelenmistir. MDA’ ’nin
CAT ve GPx ile eksi yonde giiclii korelasyonu varken, OSI ile TNF-alfa ve MDA arasinda
orta derecede pozitif, CAT ve GPx arasinda ise negatif korelasyon goriilmektedir.

Hiicre seviyesinde preeklampsi biiyiik Olglide plasenta tarafindan serbest
radikallerin salinimi ile iliskilendirilmistir. Plasenta kaynakli oksidatif ve nitrozatif
stresler bazen maternal hastaligin baslica molekiiler belirleyicileri olarak kabul edilir

(Roberts 1989).

Plasental tiirevli faktorler, maternal vaskiiler endotel iizerinde etki gdsterir,
oksidatif stresi indiikler ve pro-inflamatuar sitokinlerin iiretimini ve sekresyonunu, ayrica
vazoaktif bilesikleri uyarir. Bu vaskiiler inflamasyon ve konstriksiyon ile karakterize olan
sistemik endotelyal disfonksiyona neden olur (Goulopoulou ve ark. 2015).

Gergekten de oksidatif stres, PE'nin nedensel etiyolojisi olan hem plasental hem de
endotelyal disfonksiyonun merkezi bileseni gibi goriinmektedir. Bu agidan bakildiginda

preeklampsinin gelisiminde utero-plasental dokularda oksidatif stresin dnemli bir rol
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oynadigina dair kanitlar giderek artmaktadir (Jauniaux ve ark. 2006). Oksidatif stres
sonucu artan serbest radikaller, dokularda lipidler, proteinler ve niikleik asitler gibi
hiicresel makromolekiiller tizerine etki ederek oksidatif hasara neden olur. Hiicrelerdeki
0zellikle membrandz yapilarda bulunan doymamuis yag asitlerinin serbest radikal kaynakli
oksidasyonu, lipid peroksidasyonunun indirek bir gostergesi olarak kullanilan MDA gibi

lipid peroksidasyon liriinlerinin olusumuyla sonuglanir (Lykkesfeldt2007).

Literatiirde daha 6nce yapilan ¢alismalarda preeklampsili gebelerin plasentasinda
lipid peroksitlerin artmis oldugu gosterilmistir (Poranen ve ark. 1996; Walsh ve ark.
2000). Ilave olarak lipid peroksitlerin normal gebelikte de maternal dolasimda artabildigi
ve belli bir dereceye kadar fizyolojik oksidatif stresi gosterebilecegi ileri
siiriilmiistiir(Walsh ve ark.1994). Onceki galismalarla uyumlu olarak bizim calismamizda
preeklamptik hastalarda plasentadaki MDA diizeyleri kontrol grubundaki gebelere gore
istatistiksel olarak anlamli derecede artmis oldugu gosterilmistir(p<0,001)(Cizelge
4.2.).Reaktif oksijen radikallerin etkisiyle artan lipid peroksitlerin, hem dogrudan
tromboksan A2 iiretiminihem de utero-plasental ve maternal vaskiiler sistemde hiicre
adezyon molekiillerinin ekspresyonunu artirarak maternal endotel disfonksiyonuna
aracilik ettigi ileri stiriilmektedir (Uotila ve ark. 1993; Walsh ve Wang 1995). Sonug
olarak artmis lipit peroksidasyonu preeklampsi patogenezinde suglanan etkenlerden biri
olarak 6ne ¢ikmaktadir(Wang 1996; Walsh 1994). Hem bu lipit peroksidanlarinhem
despesifikbir serbest radikal grubu olan ROS’un, hiicrelerde olusturdugu bu hasari
engeleyen antioksidan savunma mekanizmalar1 mevcuttur. Bu sistemlerin basinda birer

antioksidan enzim olarak SOD, CAT ve GPx gelir.

Bir¢ok calismada cesitli oksidan ajanlarin bu enzim sistemleri tizerine etkileri
incelenmistir ancak c¢eliskili sonu¢larbulunmustur. Antioksidan bir enzim olan GPx’in
degerlendirildigi bir ¢alismada GPx seviyesipreeklampsili hastalarda kontrol grubuna
gore anlamli derecede diisiik bulunmustur(Chamy ve ark. 2006; Yildirim ve ark. 2004,
Suhail ve ark. 2008). GPx’in diigiikk bulunmasi preeklampsi grubunda ROS ‘un artigini
desteklemeketedir. Diger taraftan Gpx’in degismedigi calismalarda literatiirde
mevcuttur(Mihailovic ve ark.2000).Bu enzimin en énemli gorevi hiicrede indirgenen ve
yiikseltgenen glutatyon (GSH/ GSSG) oranini korumaktir. Maternal dolasimdaki

bilesenlerin, glutatyon redoks siklusunun oksidatif durumunu ve endotelyal hiicrelerde
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adhezyon molekiil ekspresyonunu diizenledigi bulunmustur. Dokuda GPx aktvitesinin
azalmasi, eslik eden azalmis hiicre ici glutatyon diizeyi ve glutatyon rediiktaz (GRx)
aktivitesi tarafindan potansiyelize edilir ve precklampside dolasimdaki toksik faktorlere
yanit veren endotellerde hasara yol agarak patogenee katkida bulunur (Zhang ve ark.
2006).Calisgmamizda GPx seviyesi preeklampsi grubunda kontrol grubuna gore anlimli
derecede diisiik bulunmustur (p<0.001). GPx seviyesinin preeklampsi grubunda, kontrol
grubundan diisiik bulunmasi, ROS olusumunu engelleyen antioksidan etkinin azaldigini
ve plesantadaki endotel hasarin kaynagi oldugunu ileri siiren g¢aligmalar1 destekler
niteliktedir. Ustelik bu ¢alisamda GPx aktivite diizeyleri ile doku MDA diizeyleri
arasinda anlamli ve ters bir korelasyon mevcuttu (r= -0.487, p=0.000) (Cizelge 4.3.). Bu
korelasyonun varlig1 da GPx azalmasinin preeklampsi patogenezindeki faktorlerden biri

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Katalaz, hidrojen peroksidin su ve molekiiler oksijene doniismesini saglayan
antioksidan enzimdir. Hiicreyi gii¢lii ve potansiyel olarak zararli bir oksitleyici madde
olan hidrojen peroksit birikiminden korur. Literatiirde preeklampsili hastalardaki CAT
aktivitesi igin farkli sonuglarla karsilasmaktayiz. Bazilarinda antioksidan enzimlerde
tiketim nedeniyle azalma gosterilirken, bazilarinda antioksidan enzimlerde
kompansatuvar olarak artig gosterilmistir. Yan ve ark. (2012) ileWiktor ve ark. (2001)
preeklampsi grubunda CAT seviyesini diisiikk olarak 6lgmiislerdir. Bir bagka ¢aligmada
ise preeklampsi grubunda CAT seviyesi kontrol grubundan yiiksek bulunmus ve bu
yiiksekliginartan oksidatif stresi azalmak i¢in yani kompenzasyon amagl adaptif bir
yanittan kaynaklanabilecegi ileri siiriilmistir (Gohil ve ark.2011).Bizim ¢alismamizda
iseCAT aktivitesi preeklampsi grubunda kontrol grubuna gére anlimli derecede diisiik
bulunmustur (P<0.001). Oksidan ajanlarin oksidatif modifikasyonlar yaparak enzim
aktivitelerini inhibe ettigi gosterilmistir (Fucci 2005). Preeklampsi 20.haftada baglayan
ve ancak dogumla sonlanan nispeten uzun siireli bir patoloji oldugu goz Oniine
alindiginda, ROS’a maruziyetin uzamasi ve sonugta CAT gibi protein yapili enzimlerde
uzun vadede aktivite kaybina yol agmasi beklenen bir bulgudur. Bu ¢alismada ayrica CAT
ile MDA ile arasindaki giiclii negatif korelasyon da bu fikri destekler niteliktedir (r=-
0.827, p< 0.001).

40



Endotelelya disfonksiyona eslik eden maternal oksidatif stres ve inflamasyon
varligi, preeklmapsi sonrasi gebelerde dogum sonrasi uzun vadede gozlenen
kardiyovaskiiler risk artisi, preeklampsinin gittikge sistemik bir hastalik olarak kabul
edilmesine yol agmaktadir (Ahmed ve ark. 2014). Onceki bir calismada preeklampsi
grubunda antioksidan savunma mekanizmalarinda azalma olarak TAS seviyesinin
diistiigti belirtilmistir (Hilali ve ark. 2013, Yal¢in ve ark. 2013). Bir baska ¢aligmada ise
TOS seviyesi preeklampsi grubunda kontrol grubuna gore yiiksek bulunmustur (Kirbas
ve ark. 2016; Oztas ve ark. 2016). Calismamizda preeklampsideki sistemik oksidatif
degisimleri gdstermek amaci ile serumda TAS ve TOS ol¢iimleri yapilmis ve OSI
degerleri hesaplanarak her iki gruptaki diizeyleri karsilagtirilmigtir. Buna gére hem TOS
hem de OSI degerleri preeklampsi grubunda kontrol grubuna gére anlamli derecede
yiiksek (Sekil 4.4a ve c), TAS seviyeleri ise anlamli dercede bulunmustur (p<0.001)
(Sekil 4.4b).Ayrica OSI degerleri ile CAT ve GPx arasinda negatif yonde anlamli
korelasyon mevcuttu (sirasiyla, r=-0.609, r=-0.470, p=0.000). OSI degerleri, TOS un
TAS’a orani olup artmis degerleri bozulmus oksidatif dengenin bir gostergesi olarak
kullanilir. Preeklampsi grubundaki TOS/TAS oranindaki artisincelendiginde bu artigin
hem TOS seviyelerindeki anlamli yiikselisten hem de TAS seviyelerindeki anlaml
diisiisten kaynaklandigi goriilmektedir. Diger bir ifade ile preeklampside doku
diizeyindeki oksidatif stres artis1 sistemik dolagima da yansimis goriinmektedir. TAS
azalmasi ise preekalmpside sistemik dolagima yanisyan oksidatif strese bagli dolagimdaki
antioksidan maddelerin artmus tiiketimi ile iliskili olabilir. Bu durum sistemik oksidatif

stresin preeklampsi grubunda artmis oldugunu gostermektedir.

Her ne kadar preeklampsinin patogenezi tam olarak aydinlatilamamais olsa
da oksidatif stres ve apopitozis-inflamasyon siiregleri karsilikli etkilesim halinde
mekanizmalar gibi goriinmektedir. Plasentalar preeklampsi sirasinda artmig oksidatif
strese maruz kalir ve daha fazla TNF-alfave IL-6 iiretirler(Sharma ve ark. 2007).
Oksidatif stres ayrica, NF-kB'yi (NF-kB) aktive ederek apopitozise giden siireci baslatir.
Sharma ve ark. preeklampsili gebelerde yaptiklar1 ¢alismada TNF-alfa ve I1L-6 diizeyleri
kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulmuslardir. (Sharma ve ark.
2007).Dechend R ve ark. (2003) yaptig1 caligmada preeklampsi plesantalarinda NF-kB
aktivasyonunun artmis oldugunu gostermislerdir. Calismamizda normal ve

preeklamptik gebelerin plasentalarinda NF-«kB diizeyleri ile serum TNF-alfa ve IL-6
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diizeyleriolciildii ve diger oksidatif ve antioksidan parametrelerle karsilastirildi. Buna
gore, NF-kB diizeyi hasta grubunda konrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek
bulunmustur (P<0,001). Serum TNF-alfa diizeleri hasta grubunda kontrol grubuna gore
anlaml derecede yiiksek iken (P<0,001), serum IL-6 diizeyleri agisindan gruplar arasinda
fark bulunamadi. Ayrica NF-«B ile TNF-alfa arasinda da orta derece ve anlamli pozitif

korelasyon mevcuttu (r=0.600, p=0.000).

Preeklampside hipoksiye reperfiizyon hasar1 ve oksidatif stres sonucu apopitoz
oraninin arttigi diisiiniilmektedir (Hunget ve ark. 2012). Oksidatif stresin ¢esitli hiicre
tiplerinde apoptosisi indiikledigi bilinmektedir (Payne ve ark. 1995). Preeklampsi
gebeliklerinden ve intrauterin  biiyime kisithiliklarindan plasenta  eksternal
trofoblastlarinda artmis apoptosis ile ilgili kanitlar vardir (Whitley ve ark. 2007).
Preeklampsinin patogenezinde maternal serum IL-6 ve TNF-alfa diizeyleri de 6nemli rol
oynar ve apoptiozisle ile iliskilidir. Preeklampside plasental patolojide abartili
apopitozisin rolii a¢ik degildir, ancak sinsityal dejenerasyonu tesvik eder ve maternal
dolasimda inflamasyona neden olan proinflamatuvar sitokinlerin salinimini saglayabilir
(Sharp ve ark. 2008) Proinflamatuar sitokinler, 6zellikle TNF-alfa, monositler tarafindan
iretilir, endotel hiicre aktivasyonunun ve disfonksiyonunun peptit medyatorleri olup
preeklampsideki patogeneze katkida bulunur. Diger taraftan TNF-alfa, apopitozu
indiikler. Yetersiz trofoblast invazyonunun ve spiral arterlerin fizyolojik yeniden
modellenmesinin, TNF-alfa gibi sitokinlerin asir1 {iretimini uyarabilecegini One
stirmiglerdir (Founds ve ark. 2008) Bu durum preeklampsi hastalarinda hipoksi ve

inflamasyonun gostergesidir.

NF-kB transkripsiyon faktoriidiir ve bir¢cok patolojik durumda cesitli farkli
etkilere sahiptir. NF-xB 'nin programlanmis hiicre 6liimiindeki rolii hala tartismali olsa
da, bazi arastirmacilar apopitozis siirecinde NF-kB 'nin dogrudan etkisini iddia
etmislerdir (Kitajima ve ark. 1996; Qin ve ark. 1998; Matsushita ve ark. 2000). Ayrica
NF-kB baglanmasinin ve artmis kaspaz-3'iin aktivasyonunun hem hipoksik kosullar
altinda endotelyal hiicreleri etkiledigi gosterilmistir (Roebuck ve ark. 1999). Apopitozisin
rolii, hipoksik kosullar altinda trofoblastlarda da gosterilmistir (Levy ve ark. 2000).

Buna gore bizim calismamizda preeklampside NF-kB'in plasental diizeylerinin

normal gebelige gore daha yiiksek olmasinin bir nedeni preeklampside artmis plasental
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oksidatif stres ve TNF-alfa iiretimi sorumlu olabilir. Plasentada NF-kB aktivasyonundaki
artis onemlidir, ¢iinkii NF-kB preeklampsideki bozuklugun patogenezine katkida bulunan
birgok genin ekspresyonunu degistirir. Sonug¢larimiz, preeklampside plasental oksidatif
stresin, plesanta hiicrelerinde NF-xB'yi kuvvetli bir sekilde aktive ettigini gostererek NF-
kB'nin aktivasyonu ile sonuglanabilecegi hipotezini desteklemektedir. Ciinkii TNF-alfa
ekspresyonu NF-«B ile arttirilmis olan bir inflamatuvar gendir. Bu nedenle, plasentadaki
inflamasyonu giderek kotiilestiren NF-kB ile TNF-alfa arasinda anlamli korelasyon da

beklenen bir bulguolup 6nceki ¢caligmlaar1 destekler niteliktedir.

Bizim ¢alismamizda diger bir inflamatuvar sitokin olan IL-6 seviyeleri acisindan
gruplar arasinda anlamli fark yoktu. Literatiirde preeklampsili hastalarda TNF-alfa
artigina eslik eden IL-6 yiiksekligini gosteren ¢alismalar oldugu gibi (Teran ve ark. 2001),
tersine bir bulgu olarak da IL-6 da disiiklik bildiren ¢aligmalar da mevcuttur.
Preeklampsinin eklampsiye ilerlemesini 6nlemek igin bir tedavi segenegi olarak hastaya
magnezyum siilfat (MgSO4) verilmesi yaygin olarak onerilmekte ve rutin pratikte
kullanilmaktadir (Mittendorf ve ark. 2009; Pryde ve ark.2009).Chen ve ark. (2015)
yaptigi calismada MgSQO4, endotelin IL-6'ya bagli aktivasyonunu inhibe etti ve
trofoblastik yapilarda IL-6'ya bagli degisiklikleri tersine ¢evirdigi goriilmiistiir. Bizim
calisgmamizdalL-6 diizeyinde preeklampsi grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli fark
olmayisinin olasit nedenlerinden biri olarak hastalarimizin bir kisminin preeklampside

uygulanan MgSOastedavisialiyor olmalart oldugunu diistinmekteyiz.
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6. SONUCLAR

Sonug olarak bu ¢aligmada plesantal dokuda oksidatif balansin, oksidatif stres artisi
yoniinde bozuldugu ve bunun gostergesi olarak doku MDA diizeylerinin ylikseldigi ve

antioksidan enzim aktivitelerinde anlamli diisiis oldugu saptanmustir.

Doku bulgularina paralel olarak preeklamptik hastalarda doku diizeyinde ortaya ¢ikan
oksidatif stresin sistemik dolasima yansidigi ve total oksidatif stresi artirarak total
antioksidan kapasiteyi tiikettigi gozlenmistir. Ustelik sistemik dolasimda gézlemlenen bu
degisimler doku diizeyindeki oksidatif belirteglerle orta derecede/giigliikorelasyonlar

gostermektedir.

Bir diger sonug ise preeklampsili hastalarda oksidatif stres ve inflamasyon artis1 ile
birlikte doku diizeyinde saptanmis olan ve apopitozisin gostergesi olan artmis NF-kB

diizeyleridir.

Deney sonuglarinda elde edilen verilerpreeklampsi patogenezinde rol oynayan
oksidatif stres ve inflamasyonun sistemik dolasima da yansidigini ve endotel
disfonksiyonu olarak tanimlanan preeklampsinin sistemik bir hastalik olarak ele alinmasi
gerektigi, sadece dogumla biten bir siire¢ olmayip sonraki donemde kardiyovaskiiler

hastaliklar agisindan da hastalarin izlenmesi gerektigi iddalarin1 destekler niteliktedir.

Preeklampsi‘nin gelisimini diizenleyen farkli inflamasyon markirlarinin hastalikla
iligkilerinin incelenmesi, hastaligin patogenezinin aydinlatilmasi ve yeni tedavi

yontemlerinin bulunmasi gerekmektedir.

Preeklampsi gebe kadinlarda goriilen, giin gectikge goriilme orani artan bir saglik
problemidir. Bu hastaligin erken donemde saptanmasi ve tedavi edilmesi gerekliligi
aciktir.  Ancak sonraki donemde de bu hastalarin olasi komplikasyonlar agisindan
izlendigi prospektif c¢alismalarla, hastaligin patogenezinin aydinlatilmasi i¢in
preeklampsi‘nin gelisimini diizenleyen farkli inflamasyon markirlariin histopatojik

olarak da incelendigi yeni ve daha ileri multidisipliner ¢aligmalar ihtiya¢ vardir.
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