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OZET

Amag: Telomerik tekrarlarin, kromozom biitiinliiglinlin korunmasinda ve onarim
mekanizmalarinda gorev aldigi bilinmektedir. TERRA transkriptleri ise telomerik
bolgelerin korunmasinda gorevlidir. Preeklampside telomer boyunun kisaldigi yapilan
bazi ¢aligmalarda gosterilmistir. Preeklampsideki bu telomer kisalmasmmin TERRA
transkriptleri ile iliskili olabilecegini diisiindiik ve “Preeklemptik insan plasentasinda
20g TERRA ekspresyon seviyesi degisir” hipotezini kurduk. Bu dogrultuda
preeklemptik insan plasentast ve saglikli insan plasentalarinda 20q TERRA

transkripsiyon seviyelerini inceledik.

Yontem: Preeklemptik insan plasentasi (n=6) ve saglikli insan plasentasi -kontrol- (n=6)
olacak sekilde iki grup olusturuldu. Ornekler, serum fizyolojik ile yikandi. Her bir
ornekten cDNA elde edilerek 20q TERRA transkriptlerinin seviyeleri kantitatif gercek
zamanli polimarez zincir reaksiyonu (qRT-PCR) deneyi ile analiz edildi. Elde edilen
veriler, GraphPad ile degerlendirildi. Aytica her 6rnekten alinan doku 6rnekleri igin rutin
parafin takibi yapildi. Mikrotom ile 5 pm kalinhiginda kesitler alinarak

hematoksilen&eozin boyamasi yapildi ve fotograflandi.

Bulgular: Preeklampsi grubunda 20q TERRA ekspresyon seviyesi, mMRNA diizeyinde
kontrol plasentaya gore artis gosterdi. Histolojik gbzlemlerde preeklemptik insan

plasentasindaki trofoblastik tomurcuklar yogun olarak gozlemlenmistir.

Sonug: Preeklampsi grubunda TERRA ekspresyon seviyesi, kontrol grubuna gore
artmistir.  Bu sonuglar, preeklampside goriilen telomer kisalmasinin TERRA

transkripsiyon seviyesinin artmasi sonucu olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Telomer, TERRA, Preeklampsi



ABSTRACT

Inrtoduction: Telomeric repeats are known to be responsible for chromosome integrity
preservation and restoration mechanism. TERRA transcripts are responsible for the
conservation of telomeric margins. In preeclampsia, in some studies, telomere length is
found to be shortered longitudinally. We anticipated that this telomere shortening in
preeclampsia may be associated with TERRA transcripts and we have hypothesized that
“In preeclamptic human placenta 20q TERRA expression level may undergo variation”.
In that ground, in preeclamptic human placenta and healthy human placenta we explored
the 20q TERRA transcription levels.

Material and Methods: Two cohorts were created corresponding to preeclamptic
human placenta (n=6) and healthy human placenta-control- (n=6). Samples were
immensed with serum physiologic. From each of the samples producing cDNA were
transcription levels of 20qg TERRA were analyzed via quantitative real time polymerase
chain reaction (q RT-PCR) assay. The data investigated by GraphPad. From every
sample for the obtawied tissue samples, routine paraffine follow-up was performed. The
5um sections were cub by using microtome, hematoxylin&eozin staining was done and

photographed.

Result: In preeclampsia group, 20g TERRA expression level increased compared to the
control placenta at mRNA level. Histological observations showed that trophoblastic

buds in the preeclamptic human placenta were intensely observed.

Conclusion: In preeclampsia cohort, TERRA expression level incrcased in comparison
with healthy decreased control group. These results indicate that telomere shortening

seen in preeclampsia may be the result of increased TERRA transcription level.

Key words: Telomer, TERRA, Preeclampsia
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1. GIRIS

1.1. Telomer

Telomerler, o©karyotik kromozomlarm wu¢ kisimlarinda bulunan, ‘TTAGGG’
tekrarlarindan olusan 9-15 kb uzunlugunda heterokromatik DNA bolgeleridir (Benetos
ve ark., 2001; Xi ve ark., 2013; Arsenis ve ark., 2017; Wagner ve ark., 2017).
Telomerler, kromozomlarin stabilitesinin saglanmasinda, hiicresel enzimlerce
kisalmasinin 6nlenmesinde ve kromozom ug-u¢ fiuzyonunun engellenmesinde gorev
alirlar (Mackiewicz, 2005). Somatik hiicrelerde telomer boyu her replikasyonda kisalir
(Xi ve ark., 2013; Arsenis ve ark., 2017; Jylhava ve ark., 2017).

1.2. TERRA (Telomerik Tekrar Iceren RNA)

TERRA, subtelomerik DNA bdlgelerinde lokalize olan tekrar kiimeleridir (Azzalin ve
Lingner, 2015). RNA polimeraz II tarafindan transkribe edilirler (Montero ve ark.,
2016). Transkripsiyon urunleri, ‘UUAGGG’ tekrarlarindan olusur ve ‘TERRA
transkriptleri’ olarak adlandirilirlar (Luke ve Lingner, 2009; Azzalin ve Lingner, 2015;
Montero ve ark., 2016). TERRA, heterokromatin olusumunda, telomer korunmasinda,
telomerazin RNA bileseni ve katalitik alt {initenin baglanmasi ile telomerazin aktif hale

gelmesinde gorevlidir (Luke ve Lingner, 2009; Montero ve ark., 2016).

TERRA transkriptlerinin hangi kromozomdan transkribe edildigi kesin olarak
bilinmemekteydi (Porro ve ark., 2010). Montero ve arkadaglar1 fonksiyonel TERRA
transkriptlerinin  20q subtelomerik bdlgeden transkribe edildigini gdstermislerdir
(Montero ve ark., 2016)

1.3. Gebelikte Telomer ve TERRA

Oosit telomer uzunlugu, somatik hiicrelerdeki telomer uzunlugu ile benzer boyuttadir.
Doéllenmeden sonra blastosist evresine kadar telomer boyu carpici bir artig gosterir.
Telomer boyu uzamasi, alternatif telomer uzamas: ile gergeklesir. Blastosist evresinden
sonra telomer kisalmaya baglar ve alt1 ila yedinci haftalarda ¢arpici bir telomer kisalmasi

gerceklesir. On birinci haftada ise kisalma miktar1 azalir (Foust-Wright ve ark., 2017).



Yapilan arastirmalarda, insan plasentasinda bir¢ok hiicrede telomeraz aktivitesinin
varligi gosterilmistir (Kudo ve ark., 2000; Mackiewicz, 2005; Fragkiadaki ve ark.,
2016). Bonney ve ark. maternal dokulardaki telomer uzunluklari tizerine yaptiklart
arastirmada, plasenta ve desidua/uterus telomer boyunun gebelik yasi ile yiiksek
korelasyona sahip oldugunu, plasenta ile gebelik yasi arasinda ise belirgin bir korelasyon

bulamadiklarini belirtmiglerdir (Bonney ve ark., 2016).

1.4. Preeklampsi

Preeklampsi, gebeligin yirminci haftasinda ortaya ¢ikar ve tiim gebeliklerin %35-7’sini
olusturur ("Report of the national high blood pressure education program working group
on high blood pressure in pregnancy," 2000; George ve ark., 2017). Artan kan basinci ve
tirede protein teshisi ile preeklampsi tanis1 konur. 20. haftada tire testinde >0.3 gr protein
varligl ve kan basincinin 140/90 mm Hg uzerinde 6lgulmesi ile preeklampsi tanis1 konur
(Yiveark., 2017).

1.5. Preeklampside Telomer ve TERRA

A. J. Broady ve ark. saglikli plasenta telomer boyu ile preeklampsili plasenta telomer
boyu arasinda fark olmadigin1 gostermislerdir (Broady ve ark., 2017). R. Halevy ve ark
ise preeklemptik gebelikte telomer boyunun saglikli gebelige gore daha fazla kisaldigi
gosterilmistir (Sukenik-Halevy ve ark., 2016). Literatirde; preeklemptik gebeliklerde

TERRA seviyesinin belirlenmesine yonelik bir arastirma bulunmamaktadir.

Literatiirde yer alan bu bilgiler 1s181nda, preeklampside degisen telomeraz aktivitesinin
20q TERRA ile iliskili oldugunu diislinerek ‘Preeklampsi, insan plasentasinda 20q
TERRA ekspresyon seviyesinin diismesine ve kromozomal kararsizlia neden olur’
hipotezini kurduk. Hipotezimizi test etmek igin 6 preeklaptik plasenta ve 6 saglikli
plasenta drnegi hastalardan aydinlatilmis onam formu imzalatilarak alindi. Orneklerin
her biri hematoksilen&eozin boyamasi ve kantitatif gergek zamanli PCR (q RT-PCR)
deneyine tabi tutuldu. g RT-PCR deneyi sonucunda preeklampsi grubunda TERRA
transkripsiyon seviyesinin kontrol grubuna gore arttigi sonucuna varildi. Bu ¢alisma,

preeklemptik gebelikte TERRA ekspresyonunu arastiran ilk ¢alismadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Plasenta

Plasenta, anne ve fetiis arasinda besin ve gazlarin alis-verisini saglayan organdir
(Langman ve Sadler; Moore). Gobek bagi araciligiyla besin maddeleri ve oksijen
anneden fetusa; artik madeler ve karbondioksit fettisten anneye gecer (Moore). Plasenta
iki kisimdan olusur: trofoblast ve ekstraembriyonik mezodermden gelisen ve fetal zarin
en dis kismimi olusturan fetal parga; uterus endometriyumundan koken alan ve uterus

duvarinin en i¢ tabakasini olusturan maternal parca (Sekil 2.1) (Langman ve Sadler;
Moore).

Desidua parietalis
Umblikal arterler Umblikal ven
(02-'den fakir kan) (02-'den zengin kan) Diiz koryon
_‘-\_mmyok/oryomk membran Fetal dolagm Villuslararass aralik Amniyon

Koryon plag
\

g

| Ana koryon villusu Villus kokii

’ " : Demirleme villusu
e 5 | / Sitotrofoblastik kabuk
ometrivun /
My Endom\étriyal Endometriyal
venler arterler |
T
Maternal dolagm

Sekil 2.1. Insan plasentasinin sematik gizimi. Plasentanin fetal (koryon villusu) ve maternal kisim (desidua
bazalis), plasental kaan akisun yonii gdmrilmekte. Diizeltilmistir (Moore)



2.1.1. Plasenta Gelisimi

Ikinci ayin basinda, plasenta ¢ok sayida sekonder ve tersiyer villus igerir. Villus govdesi
koryonik plagin mezoderminden sitotrofoblastin kabuguna dogru uzanir. Villuslarin
ortasinda bulunan bol damarli mezoderm, onu distan ¢evreleyen sitotrofoblastik hiicreler
ve villusu digtan kaplayan sinsisyum gelisir. Koryon plagi ve baglanti sap1 i¢inde gelisen
kapillerlerle mezodermal kapillerler birlesir ve bdylece ekstraembriyonik damar sistemi
olusturur. Anne kanini plsentaya ileten uterus spiral arterleri zamanla sitotrofoblastlarin
damar i¢i invazyonu ile asinir ve boylece kan intervilloz bosluklara dolar. Sitotrofoblast
hiicreleri spiral arterlerin terminal uglarni istila ederek damar duvarindaki maternal
endotel hiicrelerinin yerini alir (Sekil 2.2) Boylece, fetal ve maternal hiicrelerin bir arada
bulundugu hibrid damarlar olusturur. dordiincti aya kadar lakinar veya intervilloz
araliklara sayisiz yeni uzanti eklenir fakat dort ayda sitotrofoblast hiicreleri ve bag
dokusu hiicrelerinin bir kism1 kaybolur. Sonugta, maternal ve fetal dolasim birbirinden
yalnizca sinsisyum ve fetal kan damarlarinin endotel hiicreleri ile ayrilir (Langman ve
Sadler). Bu sayede fetal ve maternal kanin birbirine karigmasini 6nleyen plasental

bariyer olusmus olur (Ross ve Pawlina).

. 7 o)
Spiral arter \:cnf)z Sekonder ve tersiyer villuslar
niis

& Dis
sitotrofoblast
- kabugu

Intervilléz
# bosluk

Koriyonik plak
.- (ekstraembriyonik
--’mezoderm

.. Koriyonik bosluk
[ . . (ekstraembriyonik
“bosluk)

Desidua kapsiilaris

Sekil 2.2. Gelisimin ikinci ayinda insan embriyosu. Sekonder ve tersiyer villuslarin ve spiral arterlerin
gelisimi goriilmekte. Diizeltilmistir (Langman ve Sadler)



Plasentanin hacimce biiylimesi ve kalinlasmasi, 4. ayin sonuna kadar devam eder (Sekil
2.3). Tam gelismis bir plasenta, desiduanin yaklasik %15-30unu kaplar (ortalama 15-25
cm capinda, 3 cm kalinhiginda) ve agirhg fetlis agirliginin yaklasik 1/6’s1 kadardir
(ortalama 500-600 gr) (Langman ve Sadler; Moore).

Desidua
Sitotrofoblast Kabugu

Kan Damarlart

"~ Sitotrofoblast

2
pY (2t

o P

Ekstraembriyonik _ V-~ -\ 3
Mezoderm Sinsitiyum g orivonik Plak

Villos Kan Damarlari »

Bariyer s
1. Sinsitiyum arllyg'r '
2. Sitotrofoblast 2- E:E?::Tvum
3. Bag dokusu - \
4. Endotelyum tarafindan olusturulur
tarafindan olugturulur

Sekil 2.3. Gelisimin farkli donemlerinde villuslarin yapisi. A) Dordunctu hafta. Ekstraembriyonik
mezoderm villuslarm i¢ine desidual plak yoniinde penetre olmustur. B) Dordlncl ay. Kuguk villuslarin
¢ogunda kapillerler sinsisyumla dogrudan iligkilidir. C, D) A. ve B.’deki villuslarin ayrintili gériintimdi.
Diizeltilmistir (Langman ve Sadler).

2.1.2. Plasental Dolasim

Fetal kan fetiisten plasentaya bir cift umblikal arter iizerinden girer. Gobek baginin
plasentaya temas ettigi bolgede bircok dal veren ve radial olarak uzanan koryon arterleri
ad1 verilen birkag dala ayrilir. Bu damarlarin dallari arteriyovenoz sistemi olusturur ve

boylece fetal ve maternal kan arasinda besin ve gaz degisimi gergeklesir. Fetal kan



arterlere paralel uzanan ven sistemi Gzerinden geri doner ve bu venler tek bir umblikal

veni olusturmak tizere birlesir (Moore; Ross ve Pawlina).

Villuslar arasindaki boslukta maternal kan, gecici olarak maternal dolasim sisteminin
disindadir. Maternal kan plasentaya bazal plagi penetre eden 80-100 endometriyal arter
ile ulasir. Spiral arterlerden gelen kan intervilloz bosluklarin bazaline akar. Intervilloz
bosluklar dakikada 3-4 kez yenilenen 150 ml civarinda meternal kan igerir. Spiral
arterdeki kan basinci, intervilloz bosluklardaki kan basincindan ¢ok daha fazladir ve
koryon plagima dogru akar. Basing azaldiginda kan villuslarin yiizeyine geri akar ve
bosluklarin bazalinde bulunan endometriyal venlere girer (Sekil 2.4) (Moore; Ross ve

Pawlina).

Maternal
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Lipitler Viriisler
Elektrolitler Kizamikgik,
Hormonlar Sitomegalo virus
Vitaminler Stronsiyum-90
Demir Toksoplazma gondii
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Diger Maddeler
Antikorlar, IgG ve vitaminler

Tasmamavan Maddeler
Bakteriler, heparin, transferrin,
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Sekil 2.4. Plasental dolagimi gésteren sematik ¢izim. Anneden fetusa, fetustan anneye gecen maddeler
gorilmekte. Diizeltilmistir (Moore).



2.1.3. Plasentanin Gorevleri

Plasenta, metarnal ve fetal dolasim arasinda gazlarin ve metabolitlerin degisim yeridir.
Kan villuslarin iizerinden gecerken oksijen, karbondioksit, karbonmonoksit, amino
asitler, serbest yag asitleri, karbonhidratlarin degisimi gergeklesir. Su, oksijen,
metabolitler, elektrolitler, vitaminler, hormonlar ve bazi antikorlar anneden fetusa gecer
(Langman ve Sadler; Ross ve Pawlina).

Plasenta endokrin organ fonksiyonu goriir. Steroid ve peptit hormonlarini ve
prostaglandinleri iiretir. Gebeligin devaminda etkili olan progesteronun yani sira estriol
ve Ostrojenik hormonlar da salgilar. Bunlara ek olarak insan koryonik gonadotropini
(hCG), insan koryonik somatomammotropini (hCS), insulin benzeri biyiime hormonu 1
(GF-1) ve insulin benzeri biyume hormonu 2 (IGF-1I), endotelyal buyime faktori
(EGF), relaktin, leptin gibi peptit hormonlari1 da plasenta tarafindan salgilanir (Langman

ve Sadler; Ross ve Pawlina).

2.1.4. Gebelik Hipertansiyonu

Gebelikte ortaya ¢ikan hastaliklardan biri de hipertansiyondur. Tiim gebeliklerin %6-
8’inde ve ilk gebeliklerin %70’inde goriiliir. Alt1 saat ara ile elde edilen kan basinct
degerinin 140/90 mm Hg veya uzerinde dlgulmesinin ya da yirminci gebelik haftasindan
once kan basinci degerinde sistolik 30 mm Hg veya daha fazla, diastolik 15 mm Hg veya
daha fazla ylikselme olmasi gebelik hipertansiyonu tanis1 konmasinda en Onemli

kriterlerdir (Vest ve Cho, 2014; Magee ve von Dadelszen, 2018).

Gebelik hipertansiyonu pek cok arastirmaci tarafindan cesitli siniflara ayrilmistir.
Gebelik hipertansiyonu etiyolojik olarak iki gruba ayrilir. Birincisi gebeligin neden
oldugu, gebelikte ortaya ¢ikan ve gebelikten sonra bulgularin ortadan kalktigi, gebelik
hipertansiyonu, ikincisi ise gebelikten 6nce mevcut olan ve gebelige eslik eden kronik
hipertansiyondur (Vest ve Cho, 2014; Magee ve von Dadelszen, 2018). 1972 yilinda
ACOG’un (Amerikan Jinekologlar ve Obstetristenler Dernegi) yaptigr siniflandirmaya
gore gebelik hipertansiyonu gegici hipertansiyon, preeklampsi, eklampsi ve kronik
hipertansiyon olarak siniflandirilmistir ("Report of the national high blood pressure
education program working group on high blood pressure in pregnancy,” 2000;

Scantlebury ve ark., 2013; Suranyi ve ark., 2017; Magee ve von Dadelszen, 2018).



Gegici hipertansiyon: Gebeligin ikinci yarisinda veya postpartum 24 saati iginde ortaya
¢ikar. Proteiniiri veya 6dem eslik etmez ve dogum sonrasi on giin i¢inde normale doner
(Vest ve Cho, 2014).

Preeklampsi: Gebeligin ikinci yarisinda veya dogum sonrasi ilk 24 saat ig¢inde ortaya
c¢ikar. Proteiniiri veya 6dem eslik eder (Vest ve Cho, 2014; Gilbert ve ark., 2019).

Eklampsi: Preeklamapsili hastada koma gelismesi durumu eklampsi olarak
nitelendirilir. Gebeligin ikinci yarisinda veya dogumdan sonra ilk 24 saat icinde ortaya
cikar. Proteiniiri veya 6dem eslik eder. Konviilziyon veya koma gelisebilir (Vest ve

Cho, 2014).

Kronik hipertansiyon: Gebelikten once veya yirminci gebelik haftasindan 6nce
hipertansiyon vardir. Dogumdan sonra, alti haftadan daha uzun sure hipertansiyon
devam eder (Vest ve Cho, 2014).

2.2. Preeklampsi

Preeklampsi, tim gebeliklerin % 3-5'inde gorilen, gebeliginyirminci haftasinda yiiksek
tansiyon ve proteiniiri ile karaktarize bir hastaliktir. Preeklampsi semptomlar1 gebelikten
on iki hafta sonra ortadan kalkmaktadir. Yirmi haftalik gebelikten énce normotansif olan
bir kadinin 24 saatlik iire testinde 0.3 gr ve (izerinde protein varligi ve kan basincinin
140/90 mm Hg ve lizerinde 6l¢iilmesi ile preeklampsi tanis1 konur (Powe, Levine et al.
2011). (Bokslag ve ark., 2017). Baska hastaliklar da hipertansiyon ve proteiniiri ile
sonuglanabilir. Bu nedenle, preeklampsi tanisinin kesinligini arttirmak i¢in kan
basincinin 160/110 mm Hg ve iizerinde olmasi, 24 saatlik iire testinde >2 gr protein(ri
Olctlmesi, serum kreatinin diizeyinin >1.2 mg/dL olmasi, trombosit sayimi >100.000
hiicre/mm?® olmasi, karaciger enzim aktivitelerinin yiikselmesi, hastanin siirekli bas
agris1 veya diger serebral ve/veya gorsel bozukluklar belirmesi, hastanin slrekli
epigastrik agr1 bildirmesi gibi bulgular kullanilabilmektedir (*Report of the national high
blood pressure education program working group on high blood pressure in pregnancy,”
2000; Bokslag ve ark., 2017).



Primigravid (ilk gebelik), nullipar (kisir) olmak, aile hikayesinde preeklampsi, maternal
yasin 20’den kiiciikk veya 35’ten biiyiik olmasi, kronik hipertansiyon, hipertansiyona
zemin hazirlayacak hastalik Oykiisii olmasi, diabet mellitus, ¢ogul gebelikler, Rh
uyusmazligi, siyah irka mensup olmak, obezite, antifosfolipid sendromu, 2700 m’nin
tizerindeki rakimli bolgelerdeki gebelikler preeklampsi riskinin artmasinin baslica

nedenleridir (Matheson ve ark., 2016).

Oksidatif stres, artmis inflamasyon, asir1 apoptoz, maternal immiin bozukluk ve
beslenme dengesizligi gibi bozukluklar precklampsi gelismesiyle iliskili olabilecegini
sOyleyen arastirmalar olmasina ragmen, preeklampsi etiyolojisi ve patogenezi hala net
olarak bilinmemektedir ("Report of the national high blood pressure education program
working group on high blood pressure in pregnancy,” 2000; Powe ve ark., 2011). Kronik
hipertansiyon, kronik bobrek yetmezligi, tromboz Oykiisii, ¢oklu gebelik, in vitro
fertilizasyon, ailede preeklampsi Oykiisii, diyabet, obezite, gebelik yasinin 40 ve iistiinde

olmasi, kadinlarda preeklampsi goriilme olasiligini artirir (Yi ve ark., 2017).

Preeklampsinin nedeni bilinmemektedir. Birgok kisi plasentada preeklampsinin tiim
belirtileri i¢in patojenik odagi géz oniinde bulundurur, ¢iinkii dogum, bu hastalik i¢in tek
kesin tedavidir. Normal bir gebeligin erken doneminde spiral arterler (uterus arterinin
terminal dallar1) kalin duvarli miiskiiler arterden kese benzeri zayif damarlara dontislr
ve sonucta uterin kan akiminda 10 kat artis olur. Bu doniigiim, spiral arterlerin
plasentanin endovaskiiler trofoblast hiicreleri tarafindan invazyonunu igerir ("Report of
the national high blood pressure education program working group on high blood
pressure in pregnancy,” 2000). Preeklampside, plasental spiral arterler kas
elastikiyetlerini kaybetmezler. Bu durum, plasental perfiizyonun azalmasma yol acar
(Sibai ve ark., 1990; Lyall ve ark., 2001). Plasental hipoksi, endotel bozukluguna neden
olan faktdrlerin plasentada iiretilmesine neden olur ve bdylece preeklampsi gelisir (Sekil
1.5) (Cushen ve Goulopoulou, 2017). Oksidatif stres, plasental steroidogenez,
anjiyotensin II reseptoriine karsi agonist oto-antikor olusumu, gebeligin koagiletesinin
artmast ve insliline diren¢ preeklampsi gelismesine neden olan diger faktorlerdir

(Scantlebury ve ark., 2013).
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Sekil 2.5: Normal plasentasyondaki trofoblast invazyonu ve preeklemptik plasentada gorilen yetersiz
trofoblast invazyonu. Spiral arterlerde normalde olmasi gereken genisleme gergeklesemez. Diizeltilmistir
(Powe ve ark., 2011).

Preeklampsi, Ulusal yiiksek tansiyon egitim programi calisma grubunun gebelikte

yiiksek tansiyon ¢aligmasinda iki grupta siniflandirildi.

Hafif preeklampsi: Hafif preeklampsi teshisinin konulabilmesi icin annede gebelikte

gorulen hipertansiyonun 140/90 mm Hg ve 24 saatlik idrar 6lgimuinde poteindrinin
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0.3gr/dlI’den fazla olmasi gerekmektedir (Vest ve Cho, 2014; Magee ve von Dadelszen,
2018).

Agir preeklampsi: Agir preeklampsi teshisi konulabilmesi i¢in yatak istirahatindeki bir
gebede 6 saat ara ile Olgiilen diastolik kan basinci degerlerinin 100 mm Hg zerinde
olmasi, 24 saatlik idrarda 5 gr proteiniiri teshisi, oligoliri (24 saatte ¢ikilan idrar
miktarmin <500 ml’den az olmasi durumu), fetal biiyime geriligi, bas agrisi, biling
bulaniklig1 gibi serebral veya viziiel bozukluklar, karaciger fonksiyonlarinda meydana
gelen bozulma, pulmoner 6dem bulgularindan bir veya birkaginin olmasi gerekmektedir

(Vest ve Cho, 2014; Magee ve von Dadelszen, 2018).

Preeklampsi Oykiisii olan kadinlarda kardiovaskiiler hastaliklarin goriilme ihtimali
artmaktadir (Ayansina ve ark., 2016; Bokslag ve ark., 2017). Uzun donem bdbrek hasari,
tip I diyabet ile preecklampsi arasinda iliski oldugunu gosteren calismalar da mevcuttur
(McDonald ve ark., 2010; Ayansina ve ark., 2016). Siddetli preeklampsi hastaliginda
beyinde 6dem, karaciger bozukluklari, damar tikanikligi gézlenmistir. Preeklampsi,
fetusta diisiik dogum agirligi, prematiire dogum ve fetal 6liimle sonuglanan intrauterin

biiylime bozukluguna neden olabilir (Maaliki ve ark., 2018).

2.3. Telomer

Telomerler, 6karyotik kromozomlarin u¢ kisimlarinda bulunan, protein kodu igermeyen,
kisa DNA tekrarlar1 (omurgalilarda TTAGGG) ve bunlarla iligkili proteinlerden olusan
heterokromatik bolgelerdir (Davinelli ve ark., 2018; de Punder ve ark., 2018;
Mangaonkar ve Patnaik, 2018; Q. Wang ve ark., 2018; Lin ve ark., 2019). Telomerler
genomik biitiinliigiin korunmasi, kromozomlarin istenmeyen u¢ kaynagmalarindan
(flizyon) korunmasi, kromatin organizasyonu, kromozom uglarinin ¢ift zincir kirigi gibi
diger DNA uglarindan ayirt edilmesi ve boylece DNA tamir mekanizmasinin aktive
olmasinda ve kromozomlarin cekirdek zarmma tutunarak belirli bir pozisyonda
kalmasinda gorevlidirler (Assani ve ark., 2018; de Punder ve ark., 2018; Q. Wang ve
ark., 2018; Zhu ve ark., 2018; Miri ve ark., 2019). Bu gorevlerini, telomerik tekrar
bolgelerine [5-(TTAGGG)n-3’] baglanarak telomerlerin korunmasini saglayan selterin
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kompleksi ve telomerik tekrarlarin transkripsiyonunu saglayan telomeraz enzimi

sayesinde gerceklestirmektedir (de Punder ve ark., 2018).

Memelilerde telomer bdlgesi 9-15 kilo baz (kb) uzunlugunda, 5’-TTAGGG-3’
tekrarlarindan olusan ¢ift iplikli DNA ve bu tekrarlara bitisik birka¢ ylz nikleotit
uzunlugunda guanince zengin tek iplikl DNA’dan olusur (Assani ve ark., 2018; Zhu ve
ark., 2018). Guanince zengin bolge kendi iizerinde donerek 5’-TTAGGG-3” bdlgesinde
komplementeri olan iplige baglanir ve T-loop ile D-loop yapilarini olusturur (Sekil 2.6)
(Calado ve Young, 2008; Assani ve ark., 2018; Zhu ve ark., 2018).

TRF1
TIN2 POT1
0 \ |/ tm1 .
O / Rapl Selterin

) Sentromer

( . LD e w6 "/TRF?.
i, & 578

J v

Kromozom

Sekil 2.6. Telomer tekrarlarinin kromozom {izerindeki yeri. Telomer korunmasinda rol alan selterin
kompleksi ve loop yapilari. Diizeltilmistir. (Calado ve Young, 2008)

Selterin kompleksi, telomerik bolgelere 6zgii alt1 proteinin telomerik bdlgelere belirli bir
komformasyonda baglanmasiyla olusur. TRF1 (Telomer tekrar faktori 1) ve TRF2
(Telomer tekrar faktori 2), cift iplikli DNA tekrarlarina baglanir. POT1 (Telomer
koruma 1), TPP1 (Tripeptidil-Peptidaz 1), Rapl (baskilayici aktive eden protein 1) ise
TRF1 ve TRF2’ye baglanir. Boylece selterin kompleksi olusur (Calado ve Young, 2008;
Assani ve ark., 2018; De Vitis ve ark., 2018).

Dogumda insan hiicreleri heterojenite gostermekle birlikte telomer boyu ortalama 10-15
kb uzunlugundadir (Davinelli ve ark., 2018). Somatik hicrelerde her replikasyon

esnasinda, kesintisiz zincirde herhangi bir sentez problemi olmadan sentez sonlanirken,
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kesintili zincirde RNA primeri yapidan uzaklastiginda u¢ kisimda bir sentez problemi
olusur. Normal olarak 3’OH grubuna niikleotit ilavesi yapilarak primerin uzaklagsmasi
sonucu olusan bosluklar doldurulmalidir. RNA primeri kromozomun ortasindaki
replikasyon c¢atalindan wuzaklastiginda, olusan bosluk DNA polimeraz tarafindan
doldurulur. Ancak DNA molekiiliiniin u¢ kisminda 3’0OH grubunu saglayacak kalip
zincir yoktur. Dolayisiyla her replikasyonda kromozom, u¢ kismindan 50-100 baz ¢ifti
kadar kisalir (Calado ve Young, 2008; Davinelli ve ark., 2018; Zhu ve ark., 2018).

Somatik hiicrelerdeki ug¢ replikasyon problemi, her hiicrenin belirli sayida replikasyon
gecirmesine miisaade eder. Bu limit Hayflick limiti olarak adlandirilir (Assani ve ark.,
2018; Romaniuk ve ark., 2018; Zhu ve ark., 2018). Hayflick limitine ulagan hiicre ya
replike olmaz ve yash hiicre olarak hiicresel faaliyetlerine devam eder ya da programli

hlcre 6limu (apoptoz) gecirir (Davinelli ve ark., 2018).

Kok hucreler, aktif lenfositler, embriyo, kanser ve kanser kok hcreleri gibi yuksek
replikasyon kapasitesine sahip hiicrelerde telomer kisalmasini engellemek icin alternatif
telomer uzamasi (ALT) veya telomeraz aktivitesi bulunmaktadir (Calado ve Young,
2008; Romaniuk ve ark., 2018). Telomeraz enzimi, TERT (Telomeraz geri transkriptaz1)
ve TERC (Telomeraz RNA bileseni) olmak {izere iki proteinden olusmaktadir (Assani ve
ark., 2018; de Punder ve ark., 2018).

Telomeraz enzimi, TTAGGG tekrar dizisinin bir¢ok kopyasini kesintili zincirin 3’ucuna
5’—>3’ sentez yoniinde ilave eder. Boylece kromozomun kisalmasi engellenmis olur.
lave edilen diziler ‘sa¢ tokasi’ gibi kendi iizerine kivrilir ve karsi karsiya gelen
guaninler arasinda ‘anortodoks baglari (G=G)’ olusur. Bu, yapinin dayanikliligini saglar.
Sa¢ tokasinin sonunda ortaya c¢ikan serbest 3’OH ucu DNA polimeraz I’in substrati
olarak is goriir. Kromozomda olusan bosluk boylece tamamlanmis olur. Enzimatik RNA
dizisinin bir kism1 telomerik DNA ile baz ¢ifti olustururken, RNA’nin geri kalan kismi
kesintili zincirin ucu ile ¢akisir. RNA kalibi1 tizerinden DNA sentezleyen bu g¢akisan
dizinin geri transkripsiyonu, kesintili zincirin uzamasina yol agar. Bundan sonra enzim
yer degistirerek kesintili zincirin sonuna dogru tasinir (translokasyon) ve bu islem
tekrarlanir (Sekil 2.7) (Calado ve Young, 2008; Assani ve ark., 2018; Mangaonkar ve
Patnaik, 2018).
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Sekil 2.7. Telomeraz aktivitesinin sematik ¢izimi. Gecikmeli iplikte RNA kalib1 telomerik tekrarlarin ug
kismina baglanir ve telomeraz geri transkriptazi aracilig ile telomk tekrarlar uzatilir. Uzatilan bu kisim,
replikasyonda kalip olarak kullanilir ve telomer boyu korunur. Diizeltilmistir (Blackburn ve ark., 2015).

Hicre aktivasyonunu, dolayisiyla hiicre i¢i mekanizmalar1 etkileyen bir¢ok faktor
telomerler Gzerinde de etkili olabilmektedir. Hava kirliligi {izerine yapilan bir ¢aligsmada,
partikiiler maddelere uzun siire maruz kalmanin replikasyon kapasitesini arttirarak veya
her replikasyonda telomer kisalma miktarini arttirarak telomer boyunun kisalmasina
neden olabilecegi bildirilmistir (Miri ve ark., 2019). Buna ek olarak hiicre telomer
boyunun kisalmasiyla PARPI; ATM/ATR, AKT sinyal yollar1 araciligityla ROS
tiretimini arttirir ve mitokondriyel fonksiyon bozukluguna neden olarak inflamasyon

aracili yaglanmayu tetikleyebilir (Zhu ve ark., 2018).
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Telomer kisalmasinin depresyon, anksiyete bozukluklari, sizofreni, alzheimer gibi
ndrolojik hastaliklar; kemik iligi yetmezligi, diskeratozis konjenite, aplastik anemi gibi
immiin sistem hastaliklari, kardiovaskiiler hastaliklarla iligkili oldugu gosterilmistir
(Calado ve Young, 2008; de Punder ve ark., 2018; Mangaonkar ve Patnaik, 2018;
Romaniuk ve ark., 2018; Solana ve ark., 2018; Q. Wang ve ark., 2018). Telomer
boyunun hastaliklar sonucu kisalmasi, telomer boyunun hastalik teshisinde bir

biyoelirte¢ olarak kullanilabilecegini gostermektedir (Lin ve ark., 2019).

2.4. Telomerik Tekrar iceren RNA (TERRA)

Telomerik tekrar iceren RNA olarak adlandirilan TERRA bir uzun kodlanmayan RNA
(uzun kodlanmayan RNA: IncRNA) ¢esididir (Oliva-Rico ve Herrera, 2017). TERRA,
subtelomerik DNA Dbolgelerinde yerlesim gosterir. Sentromerden telomere dogru,
transkrpsiyonun yapildig1 subtelomerik bolgede yer alan transkripsiyon baslangic
bolgesinin lokalizasyonuna bagli olarak RNA polimeraz II tarafindan transkribe oldugu
icin 100 bp ile 9 kb arasinda degisen uzunluklarda olabilir (Sekil 2.8) (Azzalin ve
Lingner, 2015; C. Wang ve ark., 2015; Montero ve ark., 2016; Z. Wang ve Lieberman,
2016; Oliva-Rico ve Herrera, 2017). Transkripsiyon iriinleri, 5‘-UUAGGG-3’
tekrarlarindan olusur ve ‘TERRA transkriptleri’ olarak adlandirilirlar (Luke ve Lingner,
2009; Azzalin ve Lingner, 2015; Montero ve ark., 2016).

-
A
Subtelomerden gogaltdan sekans ~ UUAGGG tekratlan
(telomer benzeri tekrarlan kapsar) < 400 niikleotid

n'G GUUAAAAA,
vr‘G /
m'G
\_/><>C/\
~~ WAG

’f ’j>>>>>>>>>>>>>>>>>>>

Subtelomere Telomere

_J~ poly(A)-TERRA _S~A poly(A)+ TERRA
e

Sekil 2.8. Memelilerde TERRA biyogenezi ve dizenlenmesi. TERRA subtelomerik bolgeden transkribe
olur ve UUAGGG tekrarlarindan olusan yaklasik 400 niikleotit uzunlugunda transkriptlerdir. m7G: 7-
metilguanozin. Diizeltilmistir (Feuerhahn ve ark., 2010)
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Insan TERRA’smin yaklasik %7’si poli-A kuyrugu tasir. (Feuerhahn ve ark., 2010;
Azzalin ve Lingner, 2015; Oliva-Rico ve Herrera, 2017). Poli-A kuyrugu, TERRA
transkriptlerinin stabilitesini arttirir. Ayrica, TRF2 aracilifiyla telomerik tekrarlara
baglandigin1 gosteren caligmalar vardir. TERRA’nin telomerik tekrarlara RNA-DNA
hibritleri olusturarak baglandig1 savunulmaktadir (Azzalin ve Lingner, 2015; Cusanelli
ve Chartrand, 2015). Buna ek olarak bazi ¢alismalar, TERRA nin telomerik tekrarlarda
guanince zengin bolgeleri araciligiyla baglanabilecegini vurgulamaktadir (Azzalin ve

Lingner, 2015; Oliva-Rico ve Herrera, 2017).

Yapilan ilk caligmalarda insan TERRA molekiillerinin belirli bir korelasyon gosterdigi
bildirilmistir. Daha sonra, TERRA heterojenitesinin farkli telomer boylartyla iligkili
olabilecegi diistiniildii. Telomer boyu ile TERRA arasindaki ilk korelasyon ICF (immin
yetmezlik, sentromerik bolge dengesizligi ve yiiz anomalisi) sendromu gorilen
hastalardan elde edilen fibroblast hiicrelerinde ve cesitli insan hiicrelerinde yapilan
deneylerle gosterilmistir (Yehezkel ve ark., 2008; C. Wang ve ark., 2015; Z. Wang ve
Lieberman, 2016; Diman ve Decottignies, 2018). Yuz anomalisi goérilen hastalardan
elde edilen primer hiicrelerde TERRA seviyesinin, kontrol hiicrelere gore artmasi bunu

desteklemektedir (Azzalin ve Lingner, 2015; C. Wang ve ark., 2015).

TERRA, heterokromatin olusumunda, telomer korunmasinda, RPA’nin POT1’e
doniistimiinii saglayarak ALT’ nin aktivasyonunda, homolog rekombinasyon ile DNA-
TERRA  hibritleri olusturarak telomer uzamasinda, hTR-hTERT telomeraz
korkompleksinin baglanmasi ile telomerazin aktif hale gelmesinde goérevlidir (Luke ve
Lingner, 2009; Montero ve ark., 2016). Flyn ve ark.’nin, 2011°de yaptig1 bir ¢alismada
TERRA’nin hiicre dongiisiinde tek iplikli telomerik bolgeye baglanan proteinlerin degis-
tokusunu saglayarak telomerik bdlgenin kapanmasini sagladigini belirtmektedirler (Sekil

2.9) (Flynn ve ark., 2011).

TERRA transkriptlerinin hangi kromozomdan sentezlendigi yakin zamana kadar
bilinmemekteydi. Baslangicta tiim kromozomlarin subtelomerik bolgelerinden transkribe
olabilecegini diisinmislerdir. Daha sonra HelLa (Henrietta Lacks) hiicrelerinde yapilan
bir calisma, on farkli kromozom ucunda TTAGGG tekrarlarinin 5-10 kb uzagina
yerlesmis iki farkli subtelomerik promotor bulundugunu bildirmistir (Porro ve ark.,
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2010; Diman ve Decottignies, 2018). Juan Jose” Montero ve arkadaslar1 U20S, Hela,
HCT116 ve IMR90 insan kanser hiicre hatlarinda TERRA transkriptlerinin esas olarak
20q kromozomunun subtelomerlerinden transkribe oldugunu ve bu transkript tiriinlerinin

muhtemelen fonksiyonel TERRA oldugu sonucuna vardilar (Montero ve ark., 2016).

Telomerik tekrarlarin bulundugu kromozom bdlgesi selterin kompleksi araciligiyla
korunmaktadir, bu bélgede metilasyon yoktur. Ancak subtelomerik bolgenin korunumu,
metilasyon yolu ile olmaktadir. Subtelomerik bolgeden TERRA transkripsiyonu olacagi
zaman metilasyon gevser ve RNA polimeraz II aracilig1 ile transkripsiyon gergeklesir.
Yapilan ¢aligmalar, TRF1’in knockdown edilmesi ile TERRA transkriptlerinin sayisinin
ciddi bir sekilde azaldigin1 gostermektedir. Bu da, TRF1’in TERRA transkripsiyonunda

gorevli olabilecegini gostermektedir (Oliva-Rico ve Herrera, 2017).
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Sekil 2.9. Telomerik bolgenin TERRA transkriptleri ile iliskisi. TERRA transkriptleri telomerik bolgelere
DNA-RNA hibridleri olusturarak baglanir (Schoeftner ve Blasco, 2009).

TERRA’nin tam olarak hangi yolag: kullanarak telomer boyunun korunmasinda gérev
aldig1 bilinmemektedir. Son yillarda yapilan ¢alismalar, TRF1 ve TRF2’nin aktivitesini
diizenleyerek telomer korunmasinda gorevli olabilecegini belirtmektedir (Arora ve

Azzalin, 2015; Cusanelli ve Chartrand, 2015).

TERRA, telomer uzunlugunun diizenlenmesinde gesitli yollarla gorev almaktadir. ilk
olarak, telomeraz aktivitesini engelleyerek telomer boyunun kisalmasina neden olur.

Ikinci olarak kromozom uglarinda ekzoniikleaz 1’in telomerik tekrarlari kesmesi ile
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telomer boyunun kisalmasina neden olabilir. Okromatin olusumunu arttirarak
heterokromatin olusumunu azaltabilir (Sekil 2.10) (Cusanelli ve Chartrand, 2015).
Boylece TERRA, telomeraz aktivitesi olmayan telomer boyu kisa hiicrelerde DNA hasar

yanitini tetikleyerek anti-kanser bir ajan gorevi gorur (C. Wang ve ark., 2015).

T loop

o T-loop acilir

!

4 GO
a \
> ‘ Hiicre Dongiisii 61

S

Sekil 2.10. TERRA’nin telomer uzunlugunun diizenlenmesindeki rolii. Diizeltilmistir (Cusanelli ve
Chartrand, 2015).

2016’da yapilan bir ¢alismada, kanser hiicre kiiltiirlinde ve insan kan plazmasinda hiicre
dis1 mikrovezikiiler ekszozomlarin bir niikleoprotein bileseni olan hiicre icermeyen
TERRA (hiicre icermeyen TERRA: ¢fTERRA) formu bulundu. Yasli hiicrelerde telomer
boyunun kisalmasiyla olusan stres, TERRA ekspresyonunu ve ekzozomlar araciligi ile
cfTERRA salinmmii indlkler. cfTERRA iceren ekzozomlar, viicut sivisinda dolagir
(Sekil 2.11) (Z. Wang ve Lieberman, 2016).
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Telomer Fonksiyon Bozuklugu Inflamasyon
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Sekil 2.11. Yaslanma ile ¢fTERRA igeren ekzozomlarin inflamasyonu etkileme modeli. Telomer stresi
olustugunda TERRA artar ve cfTERRA salinimini artirir. cfTERRA viicut sivilarinda dolasir ve
inflamasyon durumunda makrofajlarin aktif hale gelmelerini saglar. Diizeltilmistir (Z. Wang ve
Lieberman, 2016).

2.5. Gebelikte Telomer

Oosit telomer uzunlugu, somatik hiicrelerdeki telomer uzunlugu ile benzer boyuttadir.
Dollenmeden sonra blastosist evresine kadar telomer boyu carpici bir artis gosterir.
Telomer boyu uzamasi, kardes kromatit degisimi yoluyla gergeklesen alternatif telomer
uzamasi ile gergeklesir. Blastosist evresinden sonra telomer kisalmaya baslar ve 6-7.
haftalarda ¢arpici bir telomer kisalmasi gergeklesir. On birinci haftada ise kisalma
miktart azalir (Foust-Wright ve ark., 2017).

Yapilan arastirmalarda, insan plasentasinda birgok hiicrede telomeraz aktivitesinin
varligi gosterilmistir (Kudo, lzutsu et al. 2000; Mackiewicz 2005; Fragkiadaki,
Tsoukalas et al. 2016). E. A. Bonney ve ark. maternal dokulardaki telomer uzunluklari
tizerine yaptiklar1 aragtirmada, plasenta ve desidua/uterus telomer boyunun gebelik yasi
ile ylksek bir iliskiye sahip oldugunu, plasenta ile gebelik yas1 arasinda ise belirgin bir
korelasyon bulamadiklarint belirtmislerdir (Bonney, Krebs et al. 2016). Zygmunt
Mackiewicz ve ark. plasenta hiicrelerinin ¢ogunda telomeraz aktivitesinin varligini
gostermistir (Mackiewicz 2005). S. L. Wilson ve ark. disi bebege ve erkek bebege ait
plasentalarin telomer boylar1 arasinda fark olmadigini gostermistir (Wilson ve ark.,

2016).

Prenatal donemde sigara icen annelerin bebeklerinde, telomer boyu degerlendirilmis ve
telomer boyunun sigara i¢en kadinlarin bebeklerinde daha kisa oldugu sonucuna

varilmistir. Bu bulgular, tiitin dumanina maruz kalmaktan kaynaklanan yaslanma ile,
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intrauterin ~ fetal programlama oldugunu kanitlamaktadir. Gebeligi sirasinda
hipertansiyon oykiisii gecirmis kadilarin bebeklerinin telomer boylari, kontrole oranla
belirgin bigimde azalmistir. Bu bilgiler bize annenin hamilelik 6ncesi ve hamilelik
sirasinda gecirdigi hastaliklar ve yasam tarzinin bebek genomunda telomer dinamigine

olumsuz etki ettigini desteklemektedir (Whiteman ve ark., 2017).

2.6. Gebelikte TERRA
Yaptigimiz literatiir taramalarinda gebelikte 200 TERRA arastirilmamistir. Sunulan

calisma, preeklemptik plasentada yapilan ilk ¢alismadir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Orneklerin Elde Edilmesi

Ornekler, Akdeniz Universitesi, Tip Fakiiltesi, Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim
Dali’'na bagvuran 6 saglikli gebe ve 6 preeklampsi teshisi konan gebenin
plasentalarindan alindi. Tiim hastalara aydinlatilmis onam formu imzalatildi. Dogum
sonrasi plasenta &rnekleri buz iginde muhafaza edilerek Akdeniz Universitesi, Tip
Fakultesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali laboratuvarina olabildigince hizli bir

sekilde getirildi.

Her bir plasenta drnegi, buz iistiinde Akdeniz Universitesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali laboratuvarma heparin eklenmis serum fizyolojik ile tiim kanindan
arindirilana kadar yikandi. Doku kandan tamamen arindirildiktan sonra plasentanin
maternal ve fetal kisimlarindan esit oranda olacak sekilde deneyler icin 6rnek alindi.
Hematoksilen&eozin boyamasi i¢in %10 formaldehit igine alinan dokular, doku takip
protokoliine uygun olarak takip edildi ve parafin icine gémuldi. g RT-PCR deneyi icin

ise kriyo tiiplere alinan 6rnekler -80 °C derin dondurucuda saklandi.

3.2. Rutin Parafin Takibi
Elde edilen 6 normal gebelik ve 6 preeklemptik gebelik plasentalarindan alinan doku

ornekleri, asagidaki protokole uygun olarak takip edildi.

1. Kabaca parcalanmis plasenta dokular1 %10 formalin i¢ine alind1 ve 12 saat boyunca
bekletildi. 12 saat sonunda kesit alinabilecek kadar kiigiik olacak sekilde trimlendi ve 12
saat daha %10 formalin iginde bekletildi. BOylece, 6rneklerin otolizi 6nlendi ve fikse
edildi.

2. 4 saat boyunca ¢esme altinda akar suyla yikandi. Boylece, %10 formalinin dokulardan

uzaklagmasi saglandi.

3. Yikamanin ardindan doku 6rnekleri 1 giin boyunca %50 etanole maruz birakildi. %70
etanolde 2 gun bekletildi (%70 etanolde 1 giin kaldiktan sonra alkol sollsyonu

21



yenilendi). %80, %90 etanolde ise birer giin ve %100 etanolde 4 saat tutuldu. Boylece
plasenta 6rnekleri kademeli olarak dehidrate edildi.

4. Ug seri ksilolde (ksilol 1, ksilol 2, ksilol 3) birer dakika toplamda 3 dakika tutuldu.
Boylece, dokudaki etanol ile ksilolin yer degistirmesi ve dokunun seffaflagsmasi

saglandi.

5. Ug parafin serisinde (parafin 1, parafin 2, parafin 3) birer saat, toplamda 3 saat
bekletildi ve dokudaki ksiloliin parafinle yer degistirmesi ile tiim dokunun ig¢ine parafin
girmesi saglandi. Siire sonunda parafin i¢cine gomiilen dokular etiketlenerek kuru,
nemsiz ve 1s1k gormeyen ortamda saklandi. Mikrotom ile 5 um kalinliginda kesitler

alian doku ornekleri, hematoksilen&eozin boyamasi igin kullanildu.

3.3. Hematoksilen&Eozin Boyamasi
1. Mikrotom yardimiyla 5 pm kalinhiginda kesitler alindi ve 60 °C’de 1 gece boyunca

dokunun lama yapigmasi saglandi.

2. 1ki ksilol serisinde (ksilol 1, ksilol 2) onar dakika, toplamda 20 dakika bekletilerek

parafinin dokudan uzaklagmasi saglandi.

3. %100, %90, %80, %70’lik etanol serilerinde beser dakika bekletildi ve ksilol ile

etanoliin yer degistirerek ksiloliin uzaklastirilmas1 saglandi. Azalan etanol serisi ile
dokunun icgindeki su, kademeli olarak artirildi. Distile su i¢inde 5 dakika bekletilerek,

dokunun tamamen su ile yikanmasi saglandi.

4. Hematoksilen boyasinda 1 dakika tutuldu ve ¢esme altinda akarsu ile bolca yikandi.

Boylece ¢ekirdeklerin boyanmasi saglandi.

5. Eozin boyasinda 30 saniye tutuldu ve ¢esme suyunda yikandi. Boylece, Sitoplazmanin

boyanmasi saglandi.

6. %70, %80, %90’lik etanolde daldir-gikar teknigi ile 3’er saniye bekletildi ve
%100’lik etanolde 5 dakika bekletildi. Boylece, dokudaki su kademeli olarak
uzaklagtirildi.
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7. 1ki ksilol serisinde (ksilol 1, ksilol 2) 10’ar dakika bekletildi ve dokudaki etanol ile

ksiloliin yer degistirmesi saglandi.

8. Entellan ile kapama yapild1 ve kurumasi i¢in 1 giin muhafaza edildi. Siire sonunda
dokularin fotograflar1 Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dalina zimmetli “Nikon Eclipse E200 MQD42070” marka kamera, “Dell
Optiplex 3020 marka bilgisayar ile “Kameram” programinda fotograflandirildu.

3.4. Kantitatif Gercek Zamanh PCR (q RT-PCR) Deneyi

Kantitatif gercek zamanli PCR, preeklemptik insan plasentasinda TERRA ekspresyonu
mRNA diizeyinde miktarsal olarak degerlendirildi. mRNA izolasyonu, izole edilen
mRNA’lardan reverse transkripsiyon ile cDNA eldesi ve elde edilen cDNA 6rnekleri ile

real-time PCR yapilarak amplifikasyon gergeklestirilmistir.

3.4.1. Total RNA Izolasyon Basamaklar
Kontrol ve preeklemptik plasentanin maternal ve fetal yiizlerinden esit olacak sekilde

0.1 gr trimlendi ve RNA izolasyonu manuel olarak yapildi.

1. Trimlenen plasenta parcasi 1.5 ml’lik tiipe alinarak iizerine 1 ml TRIzol reagent

eklendi ve homojenizator yardimiyla iyice pargalara ayrilmasi saglandi.

2. Tiip, oda 1s1sinda 5 dakika inkiibe edildi ve stire sonunda 200 pl kloroform eklendi ve
3 dakika daha oda 1s1sinda inkiibe edildi.

3. Inkiibasyon sonunda tiip 15 dakika +4 °C’de, 13200 rpm’de santrifiij edildi. Santrif(j
sonrasinda tlipte 3 faz ayrilir: en altta protein, ortada DNA ve en iistte ise RNA.

RNA’nin bulundugu seffaf kistm mikropipet yardimiyla 1.5 ml’lik ependorfa alinda.

4. Tupiin i¢ine 500 ul izopropanol eklendi ve pipetaj yapilarak oda 1sisinda 10 dakika
inklbe edildi. +4 °C’de 13200 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Stipernatant atild1 ve
dipte kalan peletin Gstiine 1 ml %70 etanol eklenerek yavasca pipetaj yapildi.

5. 10 dakika +4 °C’de 13200 rpm’de santrif(lj edildi ve yine supernatant atildi. Dipte
kalan peletten %70 etanoliin tamamen uzaklagmasi igin agz1 agilarak havada kurumasi

saglandi.
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6. Etanol tamamen uzaklastiginda ise {izerine 50 pul niikleaz igermeyen su eklendi ve oda

1s1sinda ¢ozlinmesi saglandi.
7. Tamamen ¢6zlindligiinde DNaz uygulamasi i¢in nano drop ile miktar tayini yapildi.

3.4.2. DNaz Uygulamasi
1. Miktar1 belirlenen RNA, 0.2 mI’lik tiipe 10 pg’lik hacimde alinarak asagidaki tabloda
belirtildigi gibi érnekler hazirland:.

Tablo3.1. DNaz uygulamasi i¢in bir tiipe konmasi gereken kimyasallar ve miktarlar

Malzeme Miktar

Elde edilen RNA 10 pg’lik pl’lik hacimde

Dnaz | enzimi 1l

10X Dnaz | tampon 10 pg’lik hacmin %10’u kadar pl
Nikleaz icermeyen su 12 pl’ye tamamlandi

Hazirlanan 6rnekler, 37 °C’de 45 dakika termal cycle cihazinda inkiibe edildi.

2. Inkiibasyon sonunda, tiipe 1.2 ul DNaz I inaktivasyon soliisyonu eklendi ve pipetaj
yapilarak 2 dakika oda 1sisinda inklbe edildi. 13200 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi ve

stipernatant yeni 0.2 ml’lik bir tlipe alindx.

3. Tiip tekrar 13200 rpm’de 3 dakika santriftij edildi ve yine supernatant 0.2 ml’lik yeni
bir tupe aktarildi. DNaz inaktive edilen drneklerde, nano drop yardimiyla miktar tayini
yapildi. Ornekler -20 °C buzdolabinda saklandi.
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3.4.3. Komplementer DNA (cDNA) Eldesi
1. Miktar1 belirlenen RNA 6rnegi ile asagida tabloda belirtildigi gibi 6rnekler hazirlandi.

Tablo 3.2. cDNA eldesinde ikincil kivrimlarin agilmasi agamasinda bir tiipe konmasi gereken kimyasallar
ve miktarlar1

Malzeme Miktar

RNA 6rnegi 2 pg’lik hacimde
Random dekamer 2l

Nikleaz icermeyen su 12 ul’ye tamamlandi

Hazirlanan 6rnekler, 85 °C’de 3 dakika boyunca termal cycle cihazinda inkiibe edildi.

2. Siire sonunda asagidaki tabloda belirtilen karisim hazirlandi ve tipin Gzerine eklendi.

Tablo 3.3. cDNA eldesinde bir tiipe konmasi gereken kimyasallar ve miktarlari

Malzeme Hacim Son konsantrasyon

10X tampon RT 2.0 ul 1X

dNTP (her bir ANTP 2.5 mM) | 4.0 ul 0.5 mM/ her bir dNTP

RNaz inhibitori (10 unit/ul) 1.0 ul 10 unit/ 20 pl reaksiyon

karisiminda

MMLV-geri transkriptaz 1.0 ul 100 unit/ 20 pl reaksiyon

karisiminda

Hazirlanan bu karigim (toplam 8 pl) reaksiyon tiipiine eklendi ve 44 °C’de 60 dakika ve
95 °C’de 10 dakika termal cycle cihazinda inkiibe edildi.

3. Inkiibasyon sonunda elde edilen cDNA, -20 °C’de saklandh.

3.4.4. Kantitatif Real Time PCR (g RT-PCR) Uygulamasi
TERRA transkripsiyon miktarini belirlemek i¢in primer 1, primer 2, primer 3 primerleri
icin asagidaki tabloda belirtildigi gibi reaksiyon tlpleri hazirland1 ve termal cycle

cihazinda inkiibe edildi.
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Tablo 3.4. g RT-PCR reaksiyonunda bir tiipe konmasi gereken kimyasallar ve miktarlari

Malzeme Miktar
2X SybrGreen Supermix 12.5 ul
Primer Forward 0.5ul
Primer Reverse 0.5 ul
Nikleaz icermeyen su 10.5 ul
cDNA 1l

Kantitatif ger¢cek zamanli PCR deneyi, “Qiagen Rotor-Gene Q” cihazinda “Rotor-Gene
Q Software” programinda asagida verilen sicaklik ve zaman ¢izelgesine uygun olarak

analiz gergeklestirildi.

Tablo 3.5. g RT-PCR reaksiyonunda uygulanan sicaklik degerleri ve siireleri

Ayar Baslangig¢ Denatiurasyon | Annealing | Extension
Denaturastonu

Sicakhik 95°C 95°C 51°C 72°C

Zaman 3 dakika 20 saniye 20 saniye 30 saniye

Tablo 3.6. g RT-PCR deneyinde kullanilan primer dizilimleri (Montero ve ark., 2016)

Primer Ad1 Primer Dizilimleri (5°-3°) 20q

Primer 1 Ileri 20g-gpcr CTGGTGCCAGAGTGGATT
Primer 1 Geri 20g-gpcr CACCTGTTCTCTTTGTCTGG
Primer 2 Ileri 20g-gpcr ACATGGGCGATACTCAGG
Primer 2 Geri 20g-gpcr CCCACTACTGTGCCTCAA
Primer 3 Ileri 20g-gpcr GAAGTTGCTGGGTTCTATGG
Primer 3 Geri 20g-gpcr ATGGTGCAGACACTGTGG

Preeklemptik insan plasentas: (n=6) ve kontrol plasentasi (n=6) drneklerinin her birinden
yukarida anlatildig1 gibi cDNA izolasyonu yapildi. TERRA transkriptleri igin tasarlanan
primerler (Primer 1, Primer 2, Primer 3) icin g RT-PCR analizi yapildi. Her bir Primer
icin ayr1 reaksiyon tiipleri hazirlandi ve tiim ornekler Uger kez tekrar edildi. Deney

sonuglarindan elde edilen Ct (siklus esigi) degerleri, istatistiksel degerlendirme yapildi.
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3.5. Istatistiksel Degerlendirme

Preeklampsi (n=6) ve kontrol (n=6) gruplarinda her bir 6rnek igin Primer 1, Primer 2,
Primer 3 primerleri ile analiz edildi. Elde edilen Ct (siklus esigi) degerlerinden 2™-ACt
degerleri Windows 7 Microsoft Excel 2010 programu ile hesaplandi. Elde edien 242t
degerleri, Windows i¢in GraphPad Prism 5 kullanilarak grafiklendirildi ve anlamliliklar
t-testi ile degerlendirildi. P<0.05; istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Rutin Isik Mikroskobisi Bulgularn
Hematoksilen&eozin boyama yontemi uygulanan preeklemptik insan plasentasi ve

kontrol plasenta 6rnekleri, 151k mikroskobu ile incelendi.

Sekil 4.1.a ve 4.2.a’da plasentanin maternal yilizeyinden plasentanin igine uzanan bir
kesit gosterilmektedir. Bazal plak ya da stratum bazale (SB) mikrografin sol tarafinda
gorilmektedir. Stratum bazale, uterusun koryonik villuslarinin bazilarinin sabitlendigi
pargasidir. Stratum bazalenin bir pargasi olan stromal bag dokusu (BD)’da belirgin
sekilde goriilmektedir. Stratum bazalenin ve bag dokusu yapisindaki stromanin i¢inde
bag dokusu hticrelerinden gelisen kiimeler halinde bulunan ve epitelyal goriiniime sahip
desidual hiicreler (kirmizi oklarla gosterilmistir) bulunur. Farkli biiyiikliiklerdeki
villuslarin icinde bulunan kan damarlar1 (KD) belirgindir. kiiclik villuslar, karsilikli

degisimin gerceklestigi kapillerleri igermektedir.

Sekil 4.1.b ve 4.2.b’de plasentanin fetal yiizeyinden plasentanin i¢ine uzanan bir kesit
gosterilmektedir. Amniyon (A), koryonik plak (KP) ve koryonik villuslar gériilmektedir.
Amniyon, tek kathi kiibik epitelle cevrilidir ve epitelin altinda bag dokusu yer
almaktadir. Koryonik plak, umblikal arterlerin ve venin dallarini igeren kalin bir bag
dokusu Kkiitlesidir. Arterlerin ve venin ayrimini yapmak hematoksilen&eozin
boyamasiyla miimkiin degildir; bu yiizden basitge kan damar1 (KD) olarak ifade edildi.
Plasenta farkli biiyiikliikte koryonik villuslardan olusmaktadir. Koryonik plaktan kok
villuslar ¢ikar ve gittikge kiculen villuslara dallanir. Umblikal arterlerin ve venin dallar

kok villuslara girer ve villoz ag boyunca dallanirlar.

Preeklemptik insan plasentasi, histolojik olarak gelismekte olan bir plasentaya benzer.
Sekil 4.2’de preeklemptik plasentaya ait villuslarin yapmis oldugu trofoblastik
tomurcuklar net olarak g0zlemledi. Gelismis bir plasentada gozlenmeyen sitotrofoblast
hiicre tabakasi, sinsisyotrofoblast hiicrelerinin altinda tek hiicreli bir tabaka olarak

g6zlemlendi.
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Sekil 4.1. Kontrol plasenta kesiti a. Maternal yiizey. Stratum bazale (SB) ve altinda farkli biiytkliklerde
koryonik villuslar (siyah ok ile gosterildi) goriilmektedir. Koryonik villuslarin igindeki iginde kan
damarlart (KD) gozlenmektedir. b. Amniyotik yizey. Tek katli kiibik epitel ve altindaki bag doku
tabakasinin olugturdugu amniyon (A) gorulmektedir. Koryonik plak (KP) gortlmektedir. 1. Stratum bazale
(SB) ve koryonik villuslar. Koryonik villuslarin i¢indeki kan damarlari da goriilmektedir. 2. Stratum
bazalenin pargasi olan bag dokusu (BD) ve dentritik hiicreler (beyaz okla gosterilmistir). 3. ve 4. Koryonik
villuslar. Koryonik villuslart gevreleyen sinsisyotrofoblast ve bag doku alanlari i¢inde bulunan kan
damarlar1 belirgindir. 5. Amniyon. Amniyonu olusturan tek kath kiibik epitel ve altindaki bag dokusunun
olusturdugu koryonik plak (KP) gérilmektedir.
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Sekil 4.2. Preeklemptik plasenta kesiti a. Maternal ylizey. Stratum bazale (SB) ve altinda farkli
blyikluklerde koryonik villuslar (siyah ok ile gosterildi) gérilmektedir. Koryonik villuslarin iginde kan
damarlar1 (KD) gorulmektedir. b. Amniyotik ylzey. Tek kath kiibik epitel ve altindaki bag doku
tabakasinin olugturdugu amniyon (A) goriilmektedir. Koryonik plak (KP) gortlmektedir. 1. Stratum bazale
(SB) ve koryonik villuslar. Koryonik villuslarin igindeki kan damarlar1 da goriilmektedir. 2. Stratum
bazalenin pargasi olan bag dokusu (BD) ve dentritik hiicreler ( beyaz okla gosterilmistir). 3. ve 4.
Koryonik villuslar. Koryonik villuslar1 ¢evreleyen sinsisyotrofoblast ve bag doku alanlari i¢inde bulunan
kan damarlar1  belirgindir.  Gelismekte olan plasentalarda  belirgin  olarak  gozlemlenen
sinsisyotrofoblastlarin  olusturdugu tofoblastik tomurcuklar da goriilmektedir. Sinsissyotrofoblast
tabakasinin altinda yer alan sitotrofoblast hiicreleri de goriilebilmektedir. 5. Amniyon. Amniyonu
olusturan tek katli kiibik epitel ve altindaki bag dokusunun olugturdugu koryonik plak (KP) gorilmekte.
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Saglikli gebelige ait plasentanin histolojik yapist beklendigi gibi gozlendi (Sekil 4.1).
Gelismekte olan plasentada gozlenen sinsisyotrofoblastlarin olusturdugu trofoblastik
tomurcuklar preeklapmtik plasenta orneklerinde belirgin sekilde gdzlemlenmektedir
(Sekil 4.2).

4.2. Kantitatif Real Time PCR (q RT-PCR) Bulgulari
Preeklmaptik insan plasenta ve kontrol plasenta 6rneklerinin her birinin Primer 1, Primer
2, Primer 3 icin g RT-PCR analizinden elde edilen 2™2¢ degerleri, t-testi ile

degerlendirildi.

Preeklampsi grubunda Primer 1’in ekspresyonu mRNA diizeyinde artis gdstermistir. Bu

artis, istatistiksel olarak anlamlidir (p= 0.03) (Sekil 4.3).

61 Primer 1

Relatif Ekspresyon

Sekil 4.3. Kontrol ve preeklampsi grubunda primer 1’in mrna diizeyinde ekspresyonunu gosteren grafik
(p=0.03)

Primer 2 (p= 0.5) ve primer 3’iin (p= 0.1) ekspresyonlar1 da kontrole gore artmistir
(Sekil 4.4, Sekil 4.5).
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Sekil 4.4. Kontrol ve preeklampsi grubunda primer 2°’nin mRNA diizeyinde ekspresyonunu gdsteren
grafik (p=0.5)
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Sekil 4.5. Kontrol ve preeklampsi grubunda primer 3°iin mRNA dizeyinde ekspresyonunu gosteren grafik
(p=0.1)

Primer 1, primer 2 ve primer 3’iin 2™ACt degerlerinin ortalamasmin alinmasiyla elde
edilen verilerin Graphpad ile degerlendirilmesi sonucunda, preeklampsi grubunda
TERRA ekspresyon seviyesinin mRNA dizeyinde kontrol grubuna gore arttigi
gosterilmistir (p= 0.08) (Sekil 4.6).
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5. TARTISMA

Preeklampsi giiniimiizde pek ¢ok arastirmanin konusu olmakla birlikte hastaligin temel
sebebi hala tam olarak anlagsilamamistir. Bu durum, hastaligin tedavisinde ve
Onlenmesinde Onemli bir sorun yaratmaktadir. Preeklampside olusan degisiklikleri

aciklamak hastaligin 6nlenmesi ve tedavisinde 6nemli bir agamadir.

Zygmunt Mackiewicz ve ark. plasenta hiicrelerinin ¢ogunda telomeraz aktivitesinin
varhigin1  gostermistir  (Mackiewicz, 2005). Broady ve ark.’nin gebeligin son
trimesterinde  yaptiklar1 bir ¢alisma preeklemptik gebelik ve normal gebelik
plasentalarinda telomer boyunun degismedigini gostermektedir (Broady ve ark., 2017).
TERRA’nin telomer biyolojisinde 6nemli oldugu, TERRA transkriptlerinin telomerik
tekrarlarda birikerek telomeraz aktivitesini engelledigi ve bdylece telomer boyunun
kisalmasina neden oldugu daha once yapilan pek ¢ok caligmada gosterilmistir (Luke ve
Lingner, 2009; Nergadze ve ark., 2009; Deng ve ark., 2010; Sampl ve ark., 2012; Redon
ve ark., 2013). ICF (immiin yetmezlik, sentromerik bolge dengesizligi ve yiiz anomalisi)
sendromu gorilen hastalardan elde edilen fibroblastlarda ve ¢esitli insan hiicrelerinde
yapilan deneylerde telomer boyunun azalmasi ile TERRA transkripsiyon seviyesinin
arttig1 sonucuna vartlmigtir (Azzalin ve Lingner, 2015; C. Wang ve ark., 2015). Bizim
calismamiz, preeklemptik plasentada TERRA transkripsiyon seviyesinin normal
gebelige oranla arttigin1 gostermektedir. Bu da, TERRA seviyesine bagl olarak telomer
boyunda bir degisiklik olmasi gerektigi anlamina gelir. Bu bulgumuz, Broady ve
ark.’nin yaptig1 c¢alisma ile g¢elisirken (Broady ve ark., 2017), ¢esitli hastalik
durumlarinda TERRA transkripsiyon seviyesinin arttiini, telomer boyunun kisaldigini
sOyleyen caligmalarla (Azzalin ve Lingner, 2015; Cusanelli ve Chartrand, 2015; C.
Wang ve ark., 2015) uyumludur. Bu hastaliklardaki telomer kisalmasinin sebebi,

TERRA’nin asir1 ekspre olmasi olabilir.

Yapilan caligmalar, HeLa (insan servikal karsinom hiicre hatt1), HLF (insan akciger
fibroblast hiicre hatt1), HEK293 (insan embriyonik bobrek hiicre hatt1), HTC116 (insan
kolorektal karsinom hiicre hatt1), U20S (insan osteosarkom kemik iligi hiicre hatti)

hiicre hatlarinda farkli transkripsiyon seviyelerinde TERRA nin varligin1 géstermistir
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(Porro ve ark., 2010; Montero ve ark., 2016). Bu c¢alisma, saglikli gebelerin
plasentalaruinda  ve  preeklemptik  gebelerin  plasentalarinda 20q TERRA

transkripsiyonunun varligini gosteren ilk ¢calismadir.

Preeklapmtik plasentada TERRA transkripsiyon seviyesinin artmasi; TERRA
transkrtipsiyon seviyesinin preeklampsi tanisinda biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi

anlamina gelmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu ¢alisma, insan normal gebelik ve preeklemptik gebelik plasentasinda fonksiyonel

TERRA transkripsiyonunu gosteren ilk ¢aligsmadir.

Bu c¢alisma, preeklemptik plasentada TERRA ekspresyonunun kontrole gore arttigini
gostermektedir. Bu da telomer boyundaki kisalmanin TERRA transkripsiyonunun

artmasi nedeniyle meydana gelmis olabilecegini gdstermektedir.

Daha 6nce TERRA nin hangi kromozomdan sentezlendigi bilinmemekteydi. Montero ve
arkadaslar1 fonksiyonel TERRA’nin 20q kromozomundan sentezlendigini gostermistir.
TERRA tiizerine yapilan ¢aligmalar farkli kromozomlar {izerinde durmaktadir. Bu durum
bizlere TERRA nin hangi kromozomdan sentezlendiginin kesinlesmesi gerektigini ve

yapilan ¢alismalarin ortak bir paydada bulusmasi gerektigini gostermektedir.

TERRA transkripsiyonunun artmasi, preeklampside kromozom kararliliginda bir
dengesizlik oldugu anlamina gelebilir. Bu da, preeklemptik plasentada kromozom

stabilitesinin detayli bir sekilde arastirilmasi gerektigini gostermektedir.

TERRA transkriptleri telomerik tekrarlarin korunmasinda ve boyunun diizenlenmesinde
gorevlidir. Bu yiizden, saglikli gebelik plasentasinda telomer boyu, telomeraz aktivitesi
ve TERRA transkripsiyonu birlikte ele alinarak incelenmeli ve fonksiyonel iligkisi
degerlendirilmelidir. Ppreeklaptik plasentada da telomer boyu, telomeraz aktivitesi ve

TERRA transkriptleri incelenerek olasi fonksiyon bozuklugu agiklanabilir.
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