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OZET
EKLEMSILI VE HELLP SENDROMLU HASTALARDA FGFR4
GENINDE Gly388Arg POLIMORFiZMININ ARASTIRILMASI

Calismamizda FGFR4 (Fibroblast biiylime faktor reseptor 4) geni
Gly388Arg polimorfizminin eklampsi ve HELLP sendromu gelisiminde bir risk
olusturup olusturmadigt amaglanmigtir. Calismada eklampsi ve HELLP sendromu
tah151 konulmus 80 hasta kadin ile 163 saglikli kadmn incelenmigtir.

FGFR4 geni Gly388Arg polimorfizminin genotiplendirilmesi, izole
edilen DNA’lar kullamlarak P:CR—RFLP (Polymerase Chain Reaction ve Restriction
Fragment Length Polymorphiém ) yontemleriyle gerceklestirilmigtir.

X? testi kullanarak yapilan istatiksel analizde Gly388Arg polimorfizmi
dagilimi eklampsi ve kontrol grubu arasmda karsilasgtirildifinda anlamli bir fark
bulunmustur (x> 16.634, p<0.05). HELLP sendromu ile kontrol grubu Gly388Arg
polimorfizmi yoniinden karsilastirldiginda istatiksel olarak da anlamli bir fark
bulunmustur (x*: 11.966, p<0.05 ). istatistiksel degerlendirme sonucunda, hastaliga
yatkinlik riskinin 82 Arg/Arg alleline sahip bireylerde kontrol grubuna gore
(109Gly/Gly ve 109 Gly/Arg) hastaligin meydana gelme riski, eklampsi hastalarinda
5.76 kat (x*: 16.634, p<0.05) HELLP sendromlu hastalarda ise 3.52 kat (x*: 11.966,
p:0.05) daha fazla oldugu tespit edildi.

Sonug olarak ¢alismamizda eklampsi ve HELLP sendromu ile FGFR4
geni Gly388Arg polimorfizmi arasinda anlamli bir iligki bulunmugtur. FGFR4 geni
Gly388Arg polimorfizmi ile eklampsi ve HELLP sendromunun tanist ve tedavisinde
belirteg olarak kullanilabilecegi distinilebilir.

Anahtar Kelimeler: Eklampsi, HELLP sendromu, FGFR4 geni, Polimorfizm




ABSTRACT

STUDY OF Gly388Arg POLYMORPHISM IN FGFR4 GENE IN
PATIENTS WITH ECLAMPSIA AND HELLP SYNDROME

In our study, we evaluated the risk of Gly388Arg polymorphism in FGFR4
(Fibroblast Growth Factor receptor 4) gene fort he pathogenesis of eclampsia and
HELLP syndrome . We included 80 women with eclampsia and HELLP syndrome
and 163 healthy women.

Genotyping of Gly388Arg polymofphism in FGFR4 gene are done using
isolated DNAs with PCR-RFLP (Polymerz:lse Chain Reaction and Restiction
Fragment Length Polymorphism) methods. |

In statisical analysis using x” test disturibution of Gly388Arg polymorphism
in eclampsia group statistically significant difference. When compared with control
group ( x%: 16.634, p<0.05). Statistically significant difference was also showed
between HELLP syndrome and control group (x2: 11.966, p<0.05). As result of
statistical analysis, susceptibility to disease risk estimate in patients with 82Arg/Arg
allele was 5.76 times higher in eclampsia patient with 109Gly/Gly and 109Gly/Arg
alleles and statistical analysis, susceptibility to disease risk estimate in patients with
82Arg/Arg allele was 11.966 times higher in HELLP syndrome patient with
109Gly/Gly and 109Gly/Arg alleles.

" In conclusion, significant associaton between Gly388Arg polypmorhism in
FGFR4 gene and eclampsia and HELLP syndrome was identifred in our study.
FGFR4 gene Gly388Arg polmorphism may be suggest as a marker in diagnosis and
treatment of eclampsia and HELLP syndrome.

Key words: Eclampsia, HELLP syndrome, FGFR4 gene, polymorphism

I




TESEKKUR

Bilimsel diigiinme yetisi kazanmamda ve diigiindiiklerimi daha anlaml
kilmamda bana yardimci olan, bilgi birikimini higbir zaman benden ésirgcmeyen ve
dogru diisiinmemi saglayan degerli damismamim Prof. Dr. Ergiin Pinarbagsi’na

gosterdigi sabir ve anlayistan dolay1 tesekkiir ederim.

Bilime farkli bir pencereden bakrhaml saglayan, bilgi;birikimime daha ¢ok
sey katabilmem i¢in elinden gelen biitiin yardim ve destegi esirgemeyen Tibbi
Biyoloji A.D 6gretim tiyesi degerli hocam Yrd. Dog. Dr. Izzet Yelkovan’a tesekkiir

ederim.

Deney agamalarinda biitiin bilgi birikimini ve yardimim benden esirgemeyen

Tibbi Biyoloji A.D Aragtirma Gorevlisi Gonca Donmez’e tesekkiir ederim.

Diinyada evlatlart oldugum i¢in mutlu oldugum canimdan ¢ok sevdigim
Anmnem ve kiymetli Babama, bana egitim hayatimda maddi ve manevi yardimlarin

ve desteklerini hi¢bir zaman esirgemedikleri i¢in ¢ok tesekkiir ederim.

I




ICINDEKILER

OZET .o e vt ans s s ens s s ssssassssasaesasesssssss s ssanssssasssesnensensebasees I
ABSTRACT ...ttt ettt cese st esesceae s seeme s se s s me e sas et e sssaasssnenas II
TESEKKUR ...t seeeeassessssssassesssssasssssnssssassssasassessssassesassanens 11
ICINDEKILER ....oovevieieeteietteeeeieetesiesesssesessssssssesesssssssesssssssssssssesanssnssnes v
SEKILLER DIZINIL......coeiitriiteierreeieceeeieeee e cseae st sesessessesessesesacs VI
TABLOLAR VE RESIM DIZINI.....cooviieereee e I{...VII
1. GIRIS VE AMAG ...t eeseeemeee et sesas e sttt esesonssssnas 1
2. GENEL BILGILER .........cocevuernrnene eteereee e s et snsn s 2

2.1. Pre-eklampsi, Eklampsi ve HELLP Sendromu..........cccccoceecieiomnnnennene 2

2.2. Pre-eklampsi, Eklampsi ve HELLP Sendromu‘nun Tarihsel Gegmisi .3

2.3. Pre-eklampsi, Eklampsi ve HELLP Sendromu Insidans1 ve Risk

FaKEOTIOT .eeveenrieiereeeieecee ettt e sttt r e 3
2.4. Pre-eklampsi, Eklampsi ve HELLP Sendromunun Etiyolojisi ............. 4

2.5. Pre-eklampsi, Eklampsi ve HELLP Sendromu Ile Ilgili Genetik

CalISMANAL......cceeieeeeeetee ettt nnee s 6
2.6. Hiicre Yiizey ReseptOrleri .....coeeieveeeirceenieneeeeereeeeeee e 13
2.6.1. Reseptor Protein-Tirozin Kinazlar..........cccocevveencnccninceccncenenne 13
2.6.2. Fibroblast Biiyiime Faktori Reseptorii 4 (FGFR4).......ccccceeveneene 14

2.6.3. Fibroblast Biiylime Faktorii Reseptor 4 Ile Ilgili Yapilmis
CalISMAlar.......coceieceeeeeee e et 15

2.7. Polimorfizmin Tammu -Ve Genetik Polimorfizmin Saptanmasinda

Kullanilan YOntemIer........ccocereriirierieeenicreesieeeeerre e seeeseeneeenesaeneensnnees 17
2.7.1. SNP (Single Nucletide Polymorphism) .......cccccoeevievincnccenieneenne. 17
2.7.2. PCR (Polymerase Chain Reaction)........c.ccoccemervervecencincnccennnnne. 18
2.7.3. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)................... 19

IV




2.7.4. Agaroz Jel EleKtrofOrezi ........ceeceevveeeecermeceeerecenmeesreeeeieeee e 21

3.1, KUARLIAN CHRAZIAT ..o 2

3.4, OrnekIErin ANNIASL c..ovvovvveeeeoerseeseeeeeeeeeeseseesssseeesseseessesseeeesessesesssese 25
3.5. DNA IZ0JaSYONU.....cv.eeverecesiceneareeseeseeessessessesseseseeseesessesssesnsesanes 25
3. 6. FGFR4 Geni Genotipinin Belirlenmesi.........coceeeevecmenniresceceeceennn. 26
3.7. Jel Elektroforezi .................... ............................. 28

3.7.1. Jelin Hazirlanmasi ........c.coeeeeveriiniienenecenreeeeereceeeeeeec e 28

3.7.2. Jelde DNA’nin kosturulmasi........ccceeeeveeeererennneeeseeeseeeenesneenens 28
3.8. Istatiksel Analiz........... eetreteueaebetetsasaeae s s eae st b s et s s s an s ettt an s s senas 29
3.9. Soliisyonlarin Hazirlanmast .......ceccceeeeeereereneniieseerseecneereeseecreenaceeens 29

3.9.1. Genomik DNA Eldesinde Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi29

3.9.2. Yiikleme Tamponunun (Loading Dye) Hazirlanmasit................... 29
3.9.3. PCR Caligma Soliisyonlarinin Hazirlanmast ........ccc.ceeeeuvecverenaens 30
4, BULGULAR .....ccoiiietet st cteieeeetet st estea e seensseeseast e s st s st b ne e e eanens 30

........................................................................................................................ 30

4.2. FGFR4 geni Gly388Arg Polimorfizminin Genotip Dagilimlari......... 32
8. KAYNAKLAR ..couurmrrrvuuameremmesseesesessseessssaneessssssnsesssssassssessensesseseansseees 40
FER A1 ettt ettt ettt e s e e s s e e e et 49
B2 ettt e ettt h e e e e e e 50




SEKILLER DiZiNi

Sekil 4.2. 1. Hasta gruplarmm DNA’larindan PCR yéntemi ile amplifiye
edilen FGFR4 geni Qly388Arg bolgesinin RFLP yontemi ile yapilan

GENOLIPIEIMESI. .. eteeeeee et e 34

VI




TABLOLAR VE RESIM DIZINi

Tablo 3. 1. PCR amplifikasyonu i¢in kullanilan primer dizileri................ 26
Tablo 3. 2. PCR KOSUIIAIL. ....cccueeeirircierieereecee et e 27
Tablo 3. 3. PCR Programi.........ccceevereeerreerieeseeneeeeeesteeeeseseeesseeesenessessnsesses 27
Tablo 3. 4. RFLP KOSUIIAIT...cccueeeeeeeeeeeiereeeeeeceie et ere e et s 28

Tablo 4.1.1. Hasta ve Kontrol Grubunda Yer Alan Bireylerin Demografik ve
Klinik Ozellikleri (* + SD: Standart Sapma)30

Tablo 4.2.1. FGFR4 Geninin 388 Bolgesinde Polimorfik Allel Dagilimu..... 33
Tablo 4.2.2. Hastaligin ¢ikmasinda eklampsi ve HELLP sendromunun kontrol
grubuna gore tasidigl riSk Orant .......ccoceeveceeieeeecinneeenrc et 34

Vil




KISALTMALAR
FGFR: Fibroblast biiytime faktorii reseptorii
FGFRA4: Fibroblast Biiylime faktor reseptor 4

Glisin: Gly
Arjinin: Arg

HELLP: Hemoliz, Elevated Liver Enzymes, Low Platelet count
6dem: su tutulumu
Primigravidite: ilk gebelik
PREG-1 : Pre-eklampévri geni-1
M: Methionin |

T: Treonin
ACE : Anjiotensin-Converting Enzimini kodlayan gen
eNOS : Endotelial Nitrik oksid sentaz

MTHEFR : Metilen Tetrahidrofolat Rediiktaz
PAI-1 : Plazminojen aktivator inhibitor tip 1

GPIlla : Plazminojen aktivator inhibitor tip III
IGF-II : Insiliin Biiytime Faktorii I

TNF : Timoér Nekroz Faktor
HDL : Yiiksek dansiteli hipertrigiliserit
LDL.: disgiik dansiteli lipoprotein
"~ EPHX: Epoksid hidrolaz enzimi
IGFBP-1 : Insiliin-benzeri Biiyiime Faktor Baglayici Proetin-1
TNM: timér nod metastazi
PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu
RFLP: Restriksiyon Fragment uzunluk Length Polimorfizmi

RE: Restriksiyon endoniikleaz
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1. GIRIS VE AMAC

Anne ve bebek 6lim nedenlerinin ilk siralarnda yer alan pre-eklampsi,
eklampsi ve HELLP sendromu gebeligin 20. haftasindan sonra proteiniiri ile birlikte
hipertansiyonun ve yaygin Odemin gelismesi olarak tanimlanan gebelige 6zgii
sendromlardir (1).

Poli ve morfizmos kelimelerinden olugan ve eski Yunanca’da “gok sekillilik”
anlam1 tasiyan polimorfizm, tiirlerin bulunduklari ortama adaptasyonlarmi
kolaylagtirarak, evrimsel siiregte ayakta kalabilmelerine olanak saglar. Ayrica tip
alaminda yapilan polimorfizm ¢aligmalarindan elde edilen bulgular, hastaliklara
yatkinligin belirlenmesinde ve tedavinin yonlendirilmesinde dnem tagir.

Polimorfizm ve hastaliklar arasindaki iligkisinin aragtirildigs caligmalar
arasinda eklampsi ve HELLP sendromu da yer almaktadir.

Fibroblast biyiime faktorii reseptdrii (FGFR) ailesi birgok biyolojik siirecte
gorev alan Onemli bir reseptdr ailesidir. Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi ve
hiicrenin gogalmasi gibi bir¢ok hiicresel olaydan sorumlu olan bu ailenin iiyelerinden
FGFR4 (Fibroblast Biiyiime faktor reseptor 4) bireyler arasindaki etnik farkliliklara,
yasam sekli ve c¢evresel faktorlere bagli olarak, degisik polimorfik formlar
olusabilmekte ve bunlarin sikliklarinda da farkliliklar meydana gelmektedir.
Genotipte meydana gelen degisiklikler fenotipe yansiyabilmekte ve reseptor
aktivitesinde degisiklige neden olabilmektedir. B:u depisikliklerden en yaygm olan
388. kodondaki Glisin (Gly) yerine Arjinin (Arg) amino asitinin gegtigi
polimorfizmdir. Bu polimorfizmin ¢esitli hastalikla iligkili olabi_lecegi diigtiniilmiis ve
son zamanlarda bu alanda Birgok aragtirma yapilmistir.

Bizde ¢alismamizda, FGFR4 geni Gly388Arg polimorfizminin, yiiksek
oranda maternal mortalite ve morbiditeye neden olan,. FGFR4 geni Gly388Arg
polimorfizminin eklampsi ve HELLP sendromunun gelismesinde bir risk faktorii

olup olmadigim aragtirmay1 amagladik.




2. GENEL BILGILER
2.1. Pre-eklampsi, Eklampsi ve HELLP Sendromu

Pre-eklampsi, eklampsi ve HELLP sendromu gebeligin 20. haftasindan sonra
proteiniiri ile birlikte hipertansiyon ve yaygin 6demin gelismesi olarak tanimlanan
gebelige 6zgii hastaliklardir (1).

Pre-eklampsi; gebeligin 20. haftasindan sonra goriilen hipertansiyon (6 saat
araliklarla yapilan dlgtimlerde, sistolik kan basincinin 140 mmHg nin, diastolik kan
basincinin 90 mmHg nin iizerinde olmas1 veya gebelik dncesi sistolik kan basincmn
30mmHg, diastolik kan basincinm 15 mmHg nin iizerinde yiikselme gostermesi),
proteiniiri (24 saatlik idrarda 300 mg’mn iizerinde protein bulunmasi veya en az alt1
saat arayla alinan iki rastlantisal idrar rneginde idrar protein konsantrasyonunun en
az 1g/L olmasi) ve 6dem (su tutulumu) ile karakterizedir (2). Agwr pre-eklampside
ise, 6 saat arayla iki ayr1 6lgiimde kan basmci 160/110 mmHg’ den yiiksektir. Ayrica
24 saatlik idrarda proteiniiri 5 g’dan fazladir. Karaciger enzimlerinde yiikselme,
trombosit miktarinin diigmesi (trombositopeni), 24 saatlik idrarm 500 ml’den az
olmas1 (oligoiiri), serebral veya gorme ile ilgili rahatsizliklar, akciger 6demi veya
siyanoz, epigastrik veya karmmn sag iist bolgesinde agri ve fotal biiytime geriligi
gozlenebilmektedir (2).

Eklampsi; siddetli pre-eklampsi bulgularmna suur k?ybl, tonik-klonik

kasilmalar ve kanamanmn eklenmesiyle ortaya ¢ikan klinik bir tablodur. Bu tablo

~ gebelikte norolojik bir hasar olmadan gelisen konviilsiyon ve/veya koma durumu

olarak da ifade edilebilir. Bas agrisi, gérme bozuklugu, sag tst karin bolgesinde
meydana gelen agn eklampsiye 6zgii belirtilerdir(2).

HELLP (Hemolysis Elevated Liver Enzymes Low Platelets Count) ise
Hemoliz (periferik kan yaymasmda anormal eritrositler goriilmesi, total biluribin
diizeyinin 1.2mg/dl, laktat dehidrogenaz diizeyinin 600 IU/L olmasi, ilerleyici anemi
bulgularmin olmasi), Yiiksek karaciger enzimleri (AST = serum aspartat
aminotransferaz ve ALT = serum alanin aminotransferaz 40 IU/L olmast) ve diisiik
trombosit sayist (Trombositopeni, trombosit miktarinin 150.000/mm’ olmast) ile

karakterizedir.




2.2. Pre-eklampsi, Eklampsi ve HELLP Sendromu‘nun Tarihsel Gegmisi

18. ve 19. yiizyllin sonlarma kadar kan basinci 6lglim tekniginin
gelistirilememesi ve proteiniirinin saptanamamasi, hastaligin ndbet ve koma durumu
olusuncaya kadar tespit edilememesine ve buna bagl olarak, eklampsi sendromunun
pre-eklampsiden daha eski bir taribhte taninmasma neden olmustur. Eklampsi
Hipokrat zamanindan beri korkulan bir komplikasyon olmustur. Hipokrat, gebe
kadmlarda uyusukluk, koma ve nobet seklinde ciddi bulgular bildirmistir.
Varandaeus 1619 yilinda, gebe kadinlarin nébet 6ncesi parlayan 1giklardan sik sik
soz etmesinden dolayr ilk kez orjinali yunanca bir terim olan “eklampsi” adin
kullanmagtir (3). 7

Pre-cklampsi ile ilgili bilgiler 1843 yilinda Lewer tarafindan netlik
kazanmigtir. Lewer pre-eklampsinin, albuminuri, hipertansiyon ve bazen agir
6demin goriildiigii ve ndbetlerin meydana gelmesinden dnceki onemli zamani anlatan
sendrom olarak tanimlamigtir (4).

Damar i¢i kanama, karaciger fonksiyon bozuklugu, pihtilasma bozukluklari
ve trombositopeni bulgularmin goriildiigic HELLP sendromu uzun yillar agir
preeklampsi olarak degerlendirilmis ancak sonradan bu bulgularin agir preeklampsi
ve eklampsiden Baglmsm oldugu anlagilarak hastalik HELLP sendromu olarak
adlandirnilmistir. (Hemoliz, Elevated Liver Enzymes, Low Platelet count)” olarak

J

adlandirilngtir (5).
2.3. Pre-eklampsi, Eklampsi ve HELLP Sendromu Insidans1 ve Risk

Faktorleri

Pre-eklampsi insidansmun, cografik ve wksal farkliliklara gére degisiklik
gosterdigine dair ifadeler vardir. Buna ragmen tim gebelikler i¢cinde % 0.2-0.8
oraninda izlenmektedir. Sendromun ilk gebelikte goriilme oram ise %85’tir. Ileri
yaslarda daha ¢ok gebeligin tetikledigi hipertansiyon seklinde kendini gostermektedir
(6). |

Eklampsi insidansi ise dogum oncesi donemde %60 oramndadir. Ayrica tiim
dogumlarin % 0.2-0.5’inde goriilmektedir. HELLP sendromunun goriilme siklig1 ise
% 03-0.8 oramindadir. Pre-eklampsi ile birlikte veya proteiniiri ve hipertansiyon

bulgular1 olmadan- da %20 oraninda izlenmektedir. Bu {i¢ klinik tablonun ortaya




cikmasinda birgok faktdr rol oynadigi i¢in pre-eklampsi, eklampsi ve HELLP
sendromu, multifaktoriyel hastaliklar olarak degerlendirilmektedir (7).

Pre-eklampsi olusumunda, obstetrik ve non-obstetrik risk faktorleri dnem
tagimaktadir. ,

Primigravidite (ilk gebelik), yeni es, dnceki gebeliklerde pre-eklampsi dykiisii
olmasi, pre-eklampsi, eklampsi veya HELLP sendromu aile oykiisii, ogul gebelik,
mol hidatiform, fetal hidrops, trizomi- 13 obstetrik risk faktorleri arasindadir.

Obezite, ’b6brek ve damar hastaliklari, esansiyel hipertansiyon, diabetes
mellitus,' otoimmiin hastaliklar (sistemik lupus eritematozus ve antifosfolipid
sendromu), trombofilik durumlar, 35 veya iizeri ya da 15 yagindan daha kiigiik
yaslar, siyahi 17k ise obstetrik olmayan risk faktorleri arasindadir.

2.4. Pre-eklampsi, Eklampsi ve HELLP Sendromunun Etiyolojisi

Pre-eklampsinin etiyolojisini agiklamaya yonelik géllsmalar biiyiik bir
karmasa yaratmistir. Bu karmagayr anlatmak amaciyla da yillarca pre-eklampsi
“teorilerin hastalig1* olarak adlandirilmigtir. 1900’lerin baginda yer alan bu tanim,
hala gegerliligini korumaktadir. Bu konuda ileri siiriilen bazi teoriler sunlardir;
anormal trofoblast invazyonu, damar endotel hasari, pihtilasma anormalligi, kalp-
damar maladaptasyonu, immiinolojik fenomen, diyette bulunan bazi elemanlarm
eksikligi veya fazlalii, oksidatif stres ve genetik yatkmbktir. Ileri siiriilen bu
mekanizmalardan bir veya birkaginmin bir arada olmasi pre-eklampsi eklampsi ve
HELLP sendromunun ﬁzyopatolojik semptomlarmin olugmasini saglamaktadir (8,9).

Birkag yil o6nce, pre-eklampsi. cklampsi ve HELLP sendromunun
fizyopatolojisini ¢ok yonlii agiklayabilecek bir hipotez gelistirilmis, yapilan diger
¢alismalarla da bu hipotez desteklenmistir. Buna gére bu hastaliklar; plasentanin
anormal trofoblast invazyonu sonucunda plasental perfiizyonun Zzayiflamasiyla
meydana gelmektedir (10). .

Normal insan gebeliginde trofoblast, uterusun igine kadar (birinci trimesterde
desidual segmente kadar, ikinci trimesterde myometrial segmente kadar) bastan baga
invaze olarak yayilmaktadir. Maternal spiral arterler fetiise besin ve oksijen saflamak
icin yiiksek direngli damar kapasitesinden diisikk direngli damar kapasitesine

degismektedir. Bu hastaliklarda yiiksek direngli uterus spiral arterlerinde, yiizeysel




veya yetersiz trofoblast invazyonu meydana gelmektedir. Bu da plasental yatafin
perfiizyonunun yetersiz olmasmna, fetiise saglanan oksijen ve besin miktarimn
azalmasma neden olmaktadir. Birinci ve ikinci trimesterda gozlenen plesantanin
iskemisine bagli olarak oksidan-antioksidan madde dengesizligi olusmakta ve
sonugta bazi toksik maddelerin (serbest oksijen radikalleri, lipid peroksidleri vb.)
ortaya ¢iktign varsayilmaktadir. Bu maddeler dolasima katilarak endotel hiicre
hasarina ve aktivite degisiklifine neden olmaktadir. Kan damarlarinin basing yapici
ajanlara ve damar gegirgenligine karsi hassasiyeti artmakta, biiyiik organlara giden
kan akimi azalmakta ve Pirqok sistemi ilgilendiren bozukluklar ortaya ¢ikmaktadir.
Ayrica endotel hiicre hasarin pihtilagsma bozukluklarma da neden oldufu ifade
edilmektedir (11). Meydana gelen bu fizyopatolojik degisikliklerde g¢evresel
etmenlerinde katkismin olabilecegine dair Chesley ve Davies gibi aragtirmacilar
tarafindan dikkat ¢ekici agiklamalar yapilmistir (12, 13). |

Bazi arastirmalar ise, pre-eklampsi, eklampsi ve HELLP sendromunun
patolojisinde immiinolojik teoriler iizerine dikkati ¢ekmektedir. Yapay dollenme
yaptiran ya da oosit bagisn alan, kollejen-damar hastalig1 olan kadmlarda ve ilk
gebelikte hastahgin daha sik goriilmesi bu yondeki teorileri desteklemektedir (14,15).

Bir yiizyildan daha fazla siireden beri pre-eklampsi ve eklampsiye yonelik
yapilan tiim aragtirmalarda iizerinde durulan diger bir nokta da, hastalifa yatkinlikta
genetigin roliidiir(16).

Yapilan aile ¢alismalart pre-eklampside genetik faktérlerin rel oynadigmi
gostermektedir. Bu konudaki aragtirmalariyla dikkat ¢eken isimlerden biri Elliot
Lara’dir. Lara, besinci gebeliginde eklampsiden olen bir kadinin, sahip oldugu dort
kizindan iiciiniin de yine eklampsiden oldiigiini bildirmis ve ilk kez eklampsinin
ailesel insidansii rapor etmistir. Daha sonralart arastirma tekniklerinin
gelistirilmesiyle, 1960 yilinda anne-kiz ¢iftlerini ¢aligan Humphries tarafindan pre-
eklampsi ile ilgili ilk sistematik ¢aligma yapilabilmistir (17).

Bundan sonra yapilan sistematik caligmalarla pre-eklampsinin kalitum
modelleri tayin edilmeye c¢aligilmig, alternatif gen modelleri olarak, mitokondrial

kaliim ve genetik imprinting diistintilmiistiir (18).




2.5. Pre-eklampsi, Eklampsi ve HELLP Sendromu Ile Ilgili Genetik
Cahsmalar

Yapilan aday gen. galismalari, pre-eklampsiye yatkinhik genlerinin farkh
oldugunu gostermistir. Bu galismalarin birgogu hasta ve kontrol grubu gergevesi
icerisinde yapilmis, ayrica anneye ait yatkinlik genlerinin mutasyon ve polimorfizm
yoniinden aragtirilmasi esasma dayandirilmstir. Bunun sonucunda, galigmalardan
bazilar1 anlamli bulunurken, bazilarinda anlamh bir sonug elde edilememistir. Genig
capta birbirinden farklt ilk genom taramast 1992 yilinda Hayward, tarafindan
Iskogya’da yapilmigtir. Hayward bu I‘ calismanin sonucunda pre-eklampsinin

_gelismesinde aday genlerin 1, 3, 9 ve 18 nolu kromozomlar iizerine lokalize
oldugunu gosteren bir harita ¢izmigtir (19).

Ikinci genom taramasi, Avustralya populasyonunda Harrison tarafindan
yapilmigtir. Harrison, 4q kromozomu iizerinde pre-eklampsi igin aday bir bdlgenin
varligim ileri siirmiigtiir. Arngrimsson Izlanda populasyonunda, 2p12 iizerinde yer
alan D2S286 ve 2q23 iizerinde yer alan D2S321 lokuslarmin hastalikla iligkili
olabilecegini ileri siirlilmiigtiir(15). Yine 2000 yilinda Moses benzer kriterleri
kullatﬁlarak, Avustralya ve Yeni Zellanda populasyonlarinda 34 ailede 121 risk
grubu kadin iizerinde yaptig1 taramada, 2 nolu kromozom {iizerinde bir Pre-eklampsi
lokusunun bulundugunu net olarak gdstermistir. Bu gen PREG-1 (Pre-eklampsi geni-
1) olarak adlandirilmigtir (20).

Daha sonra Lachmeijer 2001 yilinda Hollanda populasyonunda yaptigi bir
calismada, 2p kromozomu iizerinde pre-eklampsi ile ilgili bir bolge saptayamazken,
12q kromozomu {izerinde HELLP sendromu ile baglantili bir lokusun olabilecegini
belirtmistir (16). Finlandiya ve Cin populasyonlar tizerine yapilan genom tarama
calismalarinda 2p25 kromozomu (D2S168 markirma yakin bir lokus) ve 9pl3
kromozomu iizerinde (D9S169 markirma yakin bir lokus) bulunan lokuslarmn pre-
eklampsiye yatkinlik genlerini bulunduran lokuslar olabilecegi ileri siirilmiigtiir. Bu
calismalarm toplaminda 1, 2p, 3p, 44, 9, 19q, 11q, 12q, 159, 18 ve 22q kromozomlar1
fizerinde hastaliga yatkinlik olugturabilecek bir¢ok aday gen ve lokus bulunmugtur

@1).




Pre-eklampsi, eklampsi ve HELLP sendromunun fizyopatolojisine uyumlu
olan bu aday genler, gebeligin hemodinamik degisliklerinde, trombofilide,

immiinogenetikte ve oksidatif streste yer alan aday genler olarak

* gruplandirimaktadir (22).

Pre-eklampsi ile anjiotensinojen gen birlikteligini ve maternal M235T (M:
Methionin, T: Treonin) anjiotensinojen geninde meydana gelen molekiiler bir
depisiklik ilk olarak 1993 yiinda tanimlamigtir. Beyaz 1wk ve Japon
populasyonlarinda yapilan calismalarda, ayrica Izlanda/Iskogya’da kardes ciftleri ile
yapilan baglanti ¢aligmalarinda pre-eklampsi ile M235T r+utasyonu arasinda anlamli
bir birliktelik oldugu rapor edilmistir (4, 5, 23).

Ayrica Kore populasyonunda, anjiotensinojen geninin promotor bolgesinde
G(-6)A (G: Guanin, A: Adenin) mutasyonu sonucunda ortaya gikan AA genotipinin

gebelik sonucu ortaya ¢ikan hipertansiyon ile baglantis1 gosterilmigstir. Kore

. populasyonunda yapilan diger bir ¢aligmada da, ACE (Anjiotensin-Converting

Enzimini kodlayan gen) geninde meydana gelen molekiiler bir degisikliin pre-
eklampsi ile baglantili oldugu gosterilirken, bu populasyonda anjiotensinojen geni ile
pre-eklampsi arasinda anlamli bir birliktelik bulunamamistir. Benzer galismalar,
T235 allelinin HELLP sendromu igin de bir risk faktorii olabilecegini gostermistir
(24).

Bu bulgulara karsit olarak, Procopciuc ve arkadaglari, Avustralya ve Cin
populasyonunda hasta-kontrol ¢alismasinda pre-eklampsi-eklampsi ile M235T
polimorfizmi arasinda anlamli bir birliktelik olmadigm gostermislerdir. Ayrica
Romanya populasyonunda hamile kadmlar ile yapilan bir ¢ahsmada da, M235T

polimorfizminin orta ve agir pre-eklampsi i¢in bir risk faktorii olusturdugu tespit

 edilmistir (25).

1997 yilinda Iskog/izlanda ortak ¢aligmasinda Arngrimsson ve arkadaglar,
eNOS (endotelial Nitrik oksid sentaz) geni ile pre-eklampsi arasinda bir baglantt
olabilecegine dair kamitlar bulmuglardir. Bununla birlikte, Lewis, Amsterdam ve
Ingiltere’ de benzer markirlar1 kullanilarak yaptlgl aragtirmada Arngrimsson ve
arkadaglarinin  elde ettigi bulgulart onaylamamaktadir. Cin ve Avustralya
populasyonlarinda eNOS geninin polimorfik allel dagilimi, hasta ve kontrol gruplar

arasinda farklilbik gostermezken, iki etnik grup arasinda bulunan fark anlamli
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bulunmustur. Aym sekilde, Japon ve Beyaz-Fransiz populasyonlar: arasinda yapilan
kargilagtrma ¢aligmasinda da benzer sonuglar bulunmugtur. Ayrica Japon
populasyonunda yapilan diger bir ¢aliymada bu polimorfizm ile pre-eklampsi
arasinda anlamli bir birliktelik tespit edilmigtir (26, 27, 28). Bu biﬂiktelik Dogu
Finlandiya populasyonunda net olarak gosterilememisgtir (29).

Hispanik populasyonunda ise, anjiotensinojen gen polimorfizmi hastalik i¢in
risk olarak gosterilmezken, eNOS geninin sadece kiigiik gebelik yasinda yiiksek kan
basinci ile ilgili oldugu tespit edilmistir (30).

Yapilan bazi caligmalarda, pre-eklamptik kadinlarin plazma hbmosistein
miktarmin yiksek oldugu goriilmiistiir. Hiperhomosisteineminin en yaygin nedeni,
N°, N* Metilen Tetrahidrofolat Rediiktaz’in (MTHFR) thermolabil bir formunun
olusmasidir. Avrupa ve Japon populasyonlarinda MTHFR geninin C677T
polimorfizminin pre—eklarhpsili ve eklampsili hastalarda risk faktiirﬁ olabilecegi buna
karsin, Ingiliz, Amerikan, Fin ve Giiney Afrika populasyonlarinda ise, risk faktorii
olamiyaca@i rapor edilmigtir (31, 32, 33).

Son zamanlarda Avustralya populasyonunda yapilan bir ¢alismada, C677T ve
A1298C polimorfizmleri ile pre-eklampsi/eklampsi arasinda anlamh bir birliktelik
bulunamamigtir (34).

Tiirkiye’de pre-eklampsili hastalarda yapilan bir ¢aligmada elde edilen hafif
hiperhomosisteinemia bulgusunun, genetik orjinli, bagimsiz bir faktérden daha gok
damarsal bir hasar ve hipertansiyonun sonucunda meydana geldigi tespit edilmigtir
(35).

Faktor V Leiden’in, gebelikte fizyolojik hiperkoagiilasyonun yani sira
plasentada trombiis artigina neden oldugu diistiniildigiinde, bu mutasyonun pre-
eklampsi igin kalitimsal bir risk faktorii olabilecegi yargisina varilmaktadir. Beyaz
ik populasyonlarinda yapilan bir galiymada pre-eklampsi ile faktor V Leiden
mutasyonu birlikteligi rapor edilmistir (36, 37).

Incelenen beyaz 1k populasyonlarinda (Alman, Hirvat ve Endonezyali) pre-
eklampsi risk artist ile Leiden mutasyonu arasinda bir birliktelik tespit edilmigtir. Bu
birliktelik Alman ve Hurvat populasyonlarinda anlamli bulunurken Endonezya

populasyonunda anlamli bulunmamaigtir (38).




Anglikan ve A.B.D. populasyonunda faktér V Leiden ve MTHFR 677T
mutasyonlar birlikte incelenmis, sonug olarak kontrol ve hasta grubu arasinda her iki
gen polimorfizmi agisindan fark olmadig gériilmiistiir (39).

Obstetrik komplikasyonlar agisindan beyaz kadimnlar arasinda trombofiliye
neden olan diger gen mutasyonlart (MTHFR C677T, FVL, -455G/A beta-fibrinojen
geni) ile protrombin G20210A mutasyonu birlikte incelendigi_nde, pre-eklampsi ve
kontrol gruplar arasinda allel sikliklarinin benzer oldugu bulunmustur. Sonug olarak,
bu polimorfizmlerin gebelik komplikasyonlarmin ortaya ¢ikmasinda etkin olup
olmadig1 net olarak gésterilememigtir (40).

Pre-eklamptik kadimnlarin plasenta ve plazmasinda mRNA expresyonunda
artiga baglt olarak, PAI-1 (Plazminojen aktivator inhibitor tip 1) miktarmda artig
oldugu tespit edilmistir. Japon populasyonunda PAI-1 geninin 4G/4G genotipinin
pre-eklampsi igin bir risk faktorii olabilecegi rapor edilmistir (41). |

Italya’da hafif pre-eklampsisi olan kadmlar arasmda PAI-1 geninin -
6754G/5G ve -844G/A genotip polimorfizmleri ile yapilan bir ¢alismada, -6774G/5G
allel dagilimi anlamli olarak farkli iken, -844G/A allel dagiliminda anlamli bir farka
rastlanmamigtir. Ayrica hipofibrinolitik genotiplerin (4G/4G ve A/A) MTHEFR,
protrombin ve FVL’nin bulundugu trombofilik mutasyonlardan bagimsiz olarak hafif
pre-eklampsi ile birliktelik gosterdigi bildirilmistir (42).

Dogu Finlandiya populasyonundan alman pre-eklampsi ve kontrol gruplari
arasmnda polimorfik allel dagilim1 (4G/5G) agisindan bir farka rastltanmamistir. Elde
edilen sonuglar bu populasyonda, PAI-1 polimorfizminin pre-eklampsinin
patogenetiginde 6nemli bir ’katk1s1mn olup olmadigim net olarak gosterememistir
43).

Kuzey Avrupali kadmlar arasinda yapilan bir ¢alismada, kontrol grubuna gore
pre-eklampsi hastalarmda GPIlla (Plazminojen aktivator inhibitor tip III) 98T allel
sikhiginin daha fazla oldugu bulunmustur. Caligma sonucunda bu polimorfizmin pre-
eklampsi igin daha 6nce tanimlanmamus bir risk faktorii olabilecegi bildirilmektedir
(44).

Diger bir ¢aligmada Siyahi Giiney Afrikal1 pre - eklampsili kadinlarda PAI-1
geni 4G alleli ve platelet glikoprotein Illa (PGIlla)nin PIA2 allel polimorfizmi

incelenmis ve sonuglar anlamli bulunmamistir (45).
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Giiney Afrikali Zulu kadinlan arasinda yapilan bir ¢aligmada, trombomodulin
geni 455C (Sitozin) veya T (Timin) polimorfizmi ile pre-eklampsi/eklampsisi olan
kadinlar arasinda anlamli bir birliktelik tespit edilememisgtir (46).

Yine bu grup hastalarda endotel fonksiyon bozuklugu i¢in onemli olan
apolipoprotein-E polimorfizminin, hasta ve kontrol gruplar arasinda allel sikliklari
acisindan herhangi bir farka rastlanmamugtir. Bu populasyonda ilgili genin pre-
eklampsi i¢in risk olusturmadig goriilmistiir (47). -

HLA-G proteinlerinin farkli oranda expresyonunun pre-eklampsi ve
eklampsinin patogenetiginde etkin olabilecegi diigiincesiyle Fransa’da yapilan bir
calismada, pre-eklampsinin patogenezisinde HLA-G’nin anahtar rol oynadig:
saptanmistir (48). 7

IGF—II (Insiliin Biiyiime Faktori 1) pre-eklampsinin etiyolojisinde onemli
rolii oldugu ileri siiriilmektedir. irlanda’da yapilan bir ¢aliymada, HLA-G geninin 2,

3 ve 8. ckzonlari ve IGF-II polimorfizm y&niinden incelenmistir. Inceleme

sonucunda, her iki gen bolgesinin de pre-eklampsi ile iliskisinin olmadigi ortaya
konmusgtur (49).

Edinburg (Iskogya, Birlesik Krallik) populasyonunda yapilan bir ¢calisma da
HLA-smuf II igerisinde yer alan HLA-DR4 antijenlerinin pre-eklamptik annelerde ve
bebeklerinde birbirinden bagimsiz olarak artig gosterdigi rapor edilmistir. Farkl
calismalarda anne ve fetiis arasindaki HLA-DR4 antijen paylaslml ve iddia edilen
iliski ne onaylanmis ne de bu fikir ciiriitiilebilmistir. Bunun disinda Amerikan-Iskog
populasyonlarinin birbirinden bagimsiz olarak yapilan analizlerinde, belirli B44-DR7
alleli bulunduran haplotiplerin pre-eklampsi riskini artirdig temel diigtincesi yer
almistir. Ayrica, pre-eklampsi igin giiclii bir risk faktorii olan antifosfolipit antikor
sendromu ile HLLA-DR53 antijenleri arasinda bir birliktelik oldugu rapor edilmigtir
(50). |

TNF (Tiim6r Nekroz Faktor) reseptdrlerinin plazma konsantrasyon artisi ile
pre-eklampsi arasinda bir birliktelik olabilecegi diisiincesiyle yapilan galigmalarda
Chen ve arkadaslart TNF’in promotdr bilgesinde -308 G (Guainin)—A (Adenin)
degisimi sonucu meydana gelen TNF-T1 alleli ile pre-eklampsi arasinda bir
birliktelik oldugunu tespit ederken, diger bilim adamlart TNF-T1 veya T2 alleli igin
bu birlikteligi belirleyememislerdir. Yine, pre-eklampsi, HELLP sendromu ve
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gebelige bagli gelisen hipertansiyon tamst konmug 150 Holland2’hi  ailenin
bulundugu bir calismada, TNF —LT bolgesinde tespit edilen 9 adet polimorfizm
degerlendirilmis fakat bu gen polimorfizmlerinin ailesel pre-eklampsi ile herhangi bir
birliktelik gostermedigi belirlenmistir. Sonug olarak, TNF’ in promotor bolgesinde
yer alan polimorfizmlerin pre-eklampsi gelisimi i¢in major bir etken olmadig1
varsayiminda bulunulmugtur (51).

Finlandiya populasyonunda yapilan bir baska ¢alismada da TNF geninin -850
promotor bolgesinde C (Sitozin)—T (Timin) polimorfizminin, bireysel pre-eklampsi
riskini etkileyebildigi ve pre-eklampsi gelisimine kars1 koruyucu olabilecegi tespit
edilmistir (52).

Yine Finli eklamptik kadinlar arasinda TNF -geninin -307 pozisyonunda
G—>A polimorfizmi incelenmis, kontrol grubuna oranla hasta grubunda TNF2 allel
sikligmin anlamli olarak daha fazla oldugu bulunmustur. Bu populasyonda TNF2
allelinin, eklampsi gelisimine katkida bulundugu tespit edilmistir (53).

Arastirmacilarin  bazilan, Oncii interlskin-1p geninde meydana gelen
polimorfizmlerin pre-eklampsi geligimi ile iliskili olabilecegi tizerinde durmuglardir.
Hispanik populasyonunda yapilan bir ¢aligmada, Interlokin-1B geninin promotor
bolgesinin -511’inci pozisyonunda Sitozinin Timine transisyonu sonucu meydana
gelen depigimin pre-eklampsinin patogenezisinde etkin olmamakla birlikte, pre-
eklampsinin siddetinde etkin olabilecegi bildirilmistir (54).

Pre-eklampsi gelisiminde anneye ait metabolik sorunlarinda katkisi oldugu
bildirilmektedir. Pre-eklampside belirginlesen ve metabolik bir sorun olan
dislipidemi, endotel hiicrelerinde fonksiyon bozuklarma neden olmaktadir. Pre-
eklampsi siiresince HDL (yiiksek dansiteli hipertrigiliserit) kolesterol konsantrasyonu
azalmakta ve daha kiiciik fakat daha arterojenik bir degisken olan LDL oranmnin
artmasi (diisiik dansiteli lipoprotein) hipergliserideminin bir sonucu olarak agir
basmaktadir. Bu anormal lipitler pre-eklampside endotel bozuklugu tesvik
edicileridirler.

Hubel ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada dért LPL gen polimorfizmi ile
pre-eklampsi birlikteligi aragtirlmistir. Bu polimorfizmlerden ilki, ekzon-2’de DIN
(D; Aspartik asit, N; niikleotid), ikinci, ekzon-6’da N291S (S; serin), iiglinciisti, LPL
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geninin promotore en yakin bélgesinde -93. pozisyonda T—G ve dordiinciisii ise,
ekzon 9°da S447X (8S; serin, X; dur kodonu) seklindedir. ‘

Yapilan bir ¢aligmada N291S, DON ve -93T—G polimorﬁzmlerihi tagtyan
bireylerin kalp-damar hastaligina ve dislipidemiye egilimli oldugu bulunmustur. LPL
proteininde tespit edilen tiim mutasyonlari tagiyan bireylerde anlamli olarak pre-
eklampsi riskinin artif1 gézlemlenmigtir (55).

Kim ve arkadaglarmm Kore populasyonunda yaptigi DIN, -93T—G
mutasyonlar1 ile ¢galisma grubunda bir birliktelik bulamazken sadece hastalarin kiigiik
bir alt grubunda (dogum yapmamig kadinlar arasinda) HELLP sendromu i¢in risk
artig1 ile N219S mutasyonu arasinda bir birliktelik tespit edilmistir (56).

Almanya’da HELLP sendromlu kadinlarda PAI-1 geni 4G/5G polimorfizmmi
incelenmistir. HELLP sendromlu hastalar ile saglikli hamileler arasinda PAI-1 geni
4G/5G polimorfizmmi agisindan 6nemli bir fark bulunamamastir (57).

Tiirkiye’de preeklampsi, eklampsi ve HELLP sendromlu ile EPHX geninde
exon3’de Tyr113His ile exon4’de His139Arg polimorfizmleri arastirilmig genetiksel
agidan farklilik bulunmamagtir. Exon3-4’deki genetiksel degiskenlifin preeklampsi
i¢in bir risk faktorii olabilecegi agiklanmigtir (58).

Macaristan’da 132 hasta (51 preeklamptik ve 81 HELLP sendromlu) ile 184
saglikli hamile kadindan olusan aragtirmada MBL geni 54. kodondaki polimorfizm
incelenmistir. Preeklamptik kadinlarda MBL-54A genotipi saghkl bireylere gore
daha yiiksek oranda bulunurken, HELLP sendromlu hastalarda ise MBL-54B
genotipi saghikli bireylere oranla daha yiiksek oldugu bulunmustur (59).

Macaristan’da yapilan ¢aligmada 209 hasta (140 preeklamptik 69 HELLP
sendromlu) ile 144 normotensif kontrolden olusan arastirmada TNFoa G308A
polimorfizmmi incelenmigtir. Preeklamptik kadmlar ile normotensif kadinlar
arasinda genotipik olarak bir fark bulunamamigtir. Preeklamptik ve HELLP
sendromlu hastalarda 308AA genotipinin 6nemli oldugu ve hastalifin ilerlemesinde
katkisinin oldugu agiklanmigtir (60).

Amerika’da yapilan bir ¢aligmada tirozin kinaz-1 aktivitesi ile tiroid
hormonlarinin seviyeleri karsilastirilmistir. Hipotiroidizm ile preeklampsi arasinda

anlamlt bir iliski bulunmustur (61).
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Kanada ve Iran’in ortak yapmis olduklari ¢alismada PON-1 geninde L55M ve

Q192R polimorfizmleri incelenmigtir. 192R alleline sahip bireylerde preeklampsi

risk faktoriidiir. Preeklampsi ile L55M polimorfizmmi arasinda anlamli bir iligki
bulunamamigtir (62).

Ingiltere’de yapilan bir aragtirmada 60 preeklamptik kadm ile 120 saglikly
hamile kadinda IGFBP-1 (insiliin-benzeri Biiyiime Faktér Baglayict Proetin-1)
proteini ile preeklampsi arasindaki iligki arastirilmistir. Preeklampsi ile IGFBP-1
arasmda anlaml bir iligki bulunamamisgtir (63).

Romanya’da yapilan bir aragtirmada 33 preeklamptik kadin ile 71 saglikla
hamile kadinda AGT-Met235Thr, AGT-Thr174Met, ACE-I/D, ACE-A2350G,
AT2R1-A1166C, AT2R1-C3123A ve REN-A/G® genlerinde bu polimorfizmler
incelenmigtir. Bu aragtirmanin sonucunda AT2R1-CC1166 ve AT2R1-AA3123
polimorfizmleri nemli bulunurken, diger polimorfizmler agisindan énemli bir sonug

bulunamamugtir (64).
2.6. Hiicre Yiizey Reseptorleri

Hiicre-hiicre sinyal iletiminden sorumlu ¢ogu ligand (ndrotransmiterler,
peptid hormonlar ve biiyiime faktdrleri) hedef hiicrelerinin ylizeyindeki reseptore
baglamirlar. Hiicre-hiicre sinyal iletimini anlamada en 6nemli hedeflerden birisi,
hiicre yiizey reseptorlerine ligand baglanmast ile baglayan sinyal ileti
mekanizmalarinin - aydinlatilmasidir. Peptid hormon Ve' biiyiime faktorlerinin
reseptorlerini igeren diger hiicre yiizey reseptorleri, hiicre igi proteinlerin
aktivitelerini diizenleyerek etki gosterirler. Bu proteinler reseptérden aldiklar
sinyalleri, transkripsiyon faktorlerini de igeren bir dizi ek hiicre i¢i hedefe iletirler Ve.
sonugta ¢ekirdege ulagan sinyale uygun yanit verilir (65).

2.6.1. Reseptor Protein-Tirozin Kinazlar

G proteini-eslikli ¢aligan reseptdrlerin aksine, diger hiicre ylizey reseptorleri
dogrudan hiicre i¢i enzimlerle baglantilidir. Bu gibi enzim ile baglantili reseptrler
arasinda en genig aile, substrat proteinlerini tirozin amino asidinden fosforilleyen
reseptdr protein-tirozin kinazlar’dir. Bu aile birgok polipeptid biiylime fakt6riiniin

reseptorlerini igermektedir (65).
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Insan genomu EGF, NGF, PDGF, FGF, insiilin ve birgok dier biiylime
faktorlerinin reseptorlerini igeren 58 reseptdr protein-tirozin kinazi kodlar. Bu
reseptorlerin hepsi ortak bir yapisal organizasyonu paylasir: bir N-ucu hiicre dist
ligand-baglanma bolgesi, bir tekli transmembran o heliks, ve protein-tirozin kinaz
aktivitesi olan sitozoldeki bir C-ucu bolgesi. Cogu reseptor protein-tirozin kinaz tek
bir zincir igerir. Bu reseptorlerin hiicre digindaki boliimleri ile ligandlarina
baglanmalar1 sitozoldeki kinaz bolgesini aktive eder. Bu aktivasyonla, hem
reseptoriin kendisinin hem de, biiyiime faktdrii baglanmasiyla baglatilan sinyalleri
ileten hiicre i¢i hedef proteinler fosforile edilir (65).

Cogu reseptdr protein-tirozin kinaz sinyal iletiminde, ilk basamak ligand
tarafindan uyarilan reseptér dimerizasyonudur. PDGF ve NGF gibi bazi biiyiime
faktorleri, 6zdes iki-polipeptid zincirinden olugan dimerlerdir, bu biiyiime faktdrleri
iki farkli resept6r molekiiliine es zamanli olarak baglanarak dogrudan dimerizasyonu
uyarilirlar. EGF ve FGF gibi Diger biiytime faktorleri monomerik molekiillerdir,
fakat farkli reseptor polipeptidleri arasinda protein-protein etkilesimlerini saglayan
konformasyonel degigikliklerin uyarilmas1 sonucunda reseptér dimerizasyonuna
giderler (65).

' Ligand tarafindan uyarilan dimerizasyon daha sonra, dimerize polipeptid
zincirlerinin birbirlerini karsilikli fosforillemesi ile reseptoriin otofosforilasyonuna
neden olur. Bu otofosforilasyon bu reseptorlerden sinyal iletiminde iki kilit rd1 oynar.
Iik olarak, katalitik bolgedeki tirozinlerin fosforillenmesi protein kinaz aktivitesini
artirr. fkincisi, katalitik bolge digindaki tirozin birimlerinin fosforilasyonu hiicre igi
sinyalleri, aktif reseptorden asagi yondeki molekiillere iletecek ek proteinler igin
Ozgiin baglanma bélgeleri yaratir (65).

2.6.2. Fibroblast Biiyiime Faktorii Reseptorii 4 (FGFR4)

Partanen ve ark. K562 lokosit hiicrelerinde FGFR gen ailesine ait yeni bir iiye
oldugunu bulmuslardir. Amino asit dizisi %55 oraminda FGFRs ile aym olan
reseptoriin, FLG (FGFR1) ile aym karakteristik yapisina sahip oldugu, FGFR ailesi
iiyelerinde bulunan 3-immiinoglobin benzer hiicre dist domaini bulundurdugu
 belirlenmistir. FGFR4 geni yaklagik 11.3kb uzunlugunda 18 ekzondan olusan bir
gendir. Ekzonl translasyona ugramamaktadir ve karakteristik olarak TATA-free
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promotere sahiptir. intlfonlannda kisa tekrarh polimorﬁzmler bulunmaktadir.

Fibroblast bilyiime faktor ailesi 18 iiyeden olugur. FGF’den asa@ dogru sinyal dort
| FGFR tarafindan gegirilir (FGFR1, FGFR2, FGFR3 ve FGFR4). Bu reseptorlerin
yapisinda, hiicre digt ligand baglayici immiinoglobin domainleri (D1-D3), tekli
transmembran helix ve sitoplazmik tirozin kinaz domainleri bﬁlunur (Sekil 2.6.1).
Diger tirozin kinaz reseptorler gibi FGFR’larin dimerizasyonuda reseptor
aktivasyonuyla sonuglanir. Ek olarak ligand baglanmasi heparin yada proteoglikan

gerektiren iglemdir (66).
|

l

SP —»-E22

acid box—m-8

/{) 2)
heparin-binding

site

kinase domain

Sekil 2.6. 1. Fibroblast Biiylime Faktorii Reseptor 4’iin yapist (Fibroblast
biiyiime faktorii reseptorleri semasi: D1,D3 immiinoglobin domainler, SP: sinyal
peptid temsilcileri, TM:transmembran helix, JM: membran alt tarafi, D2: heparin

baglayici alan)

2.6.3. Fibroblast Biiyiime Faktorii Reseptor 4 fIle Ilgili Yapilms

Cahsmalar

Almanya’da 84 meme kanseri ve 82 kolon kanseri hastasinda cDNA array
hibridizasyon yontemi kullanilarak yapilan ¢aligmada FGFR4 geninin transkripsiyon

diizeyleri incelenmis ve homozigot ve heterozigot Arg388 genotipine sahip

15




hastalarda yasam siirelerinin azaldigy g6zlenmistir. 82 kolon kanseri hastasinda
FGFR4 Arg388 allleliyle ilgili 62. haftadan sonra gelisen erken lenf nodu metastazi
ve tiimdr nod metastazi (TNM) safhalari goriilmiis ve FGFR4 geni Arg388
genotipine sahip hastalarda hastaliin ilerlemesi 6nemli derecede hizlanmustir (67).

Japonya’da 143 hasta ve 102 saglikli birey ile yapilan ¢alisma RFLP y&ntemi

kullanilarak degerlendirilmistir. Arg388 genotipine sahip hastalarda yumusak doku

sarkomunun daha hizli gelistifi gozlenmistir. Klinik teshislerde FGFR4 geni
Gly388Arg polimorfizminin yeni tedavi yontemlerine katkida bulunacak dnemli bir
belirte¢ oldugu w%ulanmmhr (68).

Almanya’da yapilan bir c¢aligmada 137 melanoma dokusu farkli
immiinokimyasal yontemlerle biiyiimé faktﬁrleﬁ yoniinden analiz edilmistir.
Melanoma’min * biiyiimesinde biiyiime faktorlerinin onemli oldugu, FGFR4
reseptoriiniin 6nemsiz oldugu bulunmustur(69). Sterit ve arkadaglari 185 melanoma
hastasinda Gly388Arg polimorfizmini PCR-RLFP yo6ntemi kullanarak analiz
etmiglerdir. Bu analizler sonucunda FGFR4 geni Gly388Arg alleline sahip tim
hastalarda melanomanin ilerledigi goriildiigiinden bu allelin potansiyel belirteg
olarak kullanilabilecegi ileri stiriilmiistiir (69).

Amerika’da 615 akciger kanser (NSCLC,SCLC ve Adenocarcinoma) hastast
ile yapilan igeren bir aragtirmada Gly388Arg polimorfizminin bu hasatlik igin
onemsiz oldugu bulunmus ve FGFR4 geni 388Arg polimorfizmminin  akciger
kanseri tamsinda belirte¢ olarak kullanilamayacagi 6ne siiriilmiigtiir (70).

Brezilya’da 76 Cushing sendromlu hasta (60 kadin 16 erkek hasta) ile 103
saglikli bireyle yapilan ¢alismada FGFR4 geni Gly388Arg polimorfizminin
belirlenmesi ile insanda kanser teshisi yapmammn miimkiin olabilecegi ileri
stirtilmiistiir. Gly388 genotipine sahip insanlarin tiimér baskilayic1 6zellige sahip
oldugu iddia edilmigtir. Cushing sendromundan etkilenme oran1 ve yasam siirelerinin
orantyla ilgili FGFR4 geni Gly388Arg polimorfizmmi agisindan 6nemli sonuglar
bulunmustur. Gly/Gly388 genotipine sahip hastalarin daha ¢ok hayatta kaldig1 ve
Arg/Arg*®® genotipine sahip bireylerinse daha az hayatta kaldig agiklanmugtir (71).

Cin’de 2618 prostat kanseri ve 2305 saglikli bireyde FGFR4 geni Gly388Arg
polimorfizmi PCR-RFLP yéntemi kullanmilarak afa§t1n1m1$t1r. Arg388 alleline sahip
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kisilerde prostat kanserinin ilerlemesi artmis ve bu allelin tanida kullanilabilecegi
ileri stirtilmiistir (72).
2.7. Polimorfizmin Tanmm ve Genetik Polimorfizmin Saptanmasimnda

Kullanian Yiintemler

Poli ve morfizmos kelimelerinden birlesmesinden olusan polimorfizm, eski
Yunanca’da “cok sekillilik” anlam tagiyan bir sézciiktiir.

Genetik polimorfizm, bir populasyonda, farkl: allellere bagh olarak, genetik
olarak belirlenmis iki veya daha gokialtematif fenotipin goriilmesidir.

- Populasyon genetikgilerine gore, bir gen lokusu, nadir alleller i¢in en az %1
frekansina sahip olduklarmda ve bu allel i¢in heterozigotlarinin en az %2 oraninda
goriildiiklerinde polimorfik olarak tanlmlahlrlar. Populasyon genetigi agisindan belli
bir frekansa gereksinim olmasina kargm, molekiiler biyoloji agisindan, frekansin
onemi olmayp, bir ailede dahi goriilen varyant polimorfik adin1 almaktadar.

Polimorfizmler, tiirlerin bulunduklari ortama adaptasyonlarin1 kolaylastirarak,
evrimsel siirecte ayakta kalabilmelerine olanak veritler.

Polimorfizm, birey diizeyinde (fenotip), proteinlerin ve kan grubu
bilesiklerinin varyant formlarinda (biyokimyasal polimorfizm), kromozomlarm
morfolojik 6zelliklerinde (kromozomal polimorfizm) veya DNA diizeyinde niikleotid
farkliliklar1 (DNA polimorfizmi) seklinde goriilebilir.

Genetik  polimorfizmlerin  belirlenmesinde PCR  (Polimeraz  Zincir
Reaksiyonu), RFLP(Restriksiyon Fragment uzunluk Length Polimorfizmi), VNRT
(Variable Number of Tandem Repeats: degisken ardigik tekrarlar), SSCP (Single
Stranded Conformational Polimorphism: tek iplik¢ik yapisal cesitlilik) laboratuar
yontemleri kullanilmaktadir. Polimorfizm ¢aligmalarinda elde edilen bulgular,
hastaliklara yatkinhgin belirlenmesinde ve tedavinin yonlendirilmesinde 6nem

tagimaktadir (73).
2.7.1. SNP (Single Nucletide Polymorphism)

SNP’ler yaygmn olarak bir tiiriin iiyeleri arasinda genomdaki tek bir nikleotit
farkli oldugu zaman ortaya ¢ikan DNA dizisi varyasyonu olarak adlandirilir.
SNP’lerin ¢ogu, tek bir niikleotidin bir bagka niikleotidle yer degistirmesi
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seklindedir; ancak tek bir niikleotidin insersiyonu ya da delesyonu §ek1inde de
olabilmektedir (74, 75).

Polimorfizmler populasyonda en az %] sikliktan daha az yaygin bir varyantin
oldugu bolge olarakta tanimlanirlar. Bu varyantlar diigiik sikhikta olmasmna kargin
bazi durumlarda ¢ok 6nemlidirler. Bazi SNP alleleri, dogrudan bir hastaliga katkis1
olan gen fonksiyonu veya diizenlenmesinde farkliiga yol acan DNA dizi
varyantlandir. Farklh tipteki SNP’ler, bir proteinin fonksiyonu veya regiilasyonu ve
ekspresyonunu degistirebilir. En yaygmn tipi sinonim olmayan SNP’lerdir. Bu tipteki
allelerde protein iiriiniindeki amino asit farklidir. BIFZI SNP’ler splays bélgesindeki
polimorfizmlerdir ve ekzon igerikleri farkli varyant proteinlerle sonuglanir. Bazi
SNP’ler ise promotor bolgesindedir ve proteinih regiilasyonunu ve ekspresyonunu
etkilemektedir (75). SNP’lerin ortaya c¢ikisi, yeni bir restriksiyon bolgesinin

sekillenmesine yada var olan bir restriksiyon bolgesinin kaybolmasina neden olabilir.
2.7.2. PCR (Polymerase Chain Reaction)

Giiniimiizde canlilarin genetik yapilarmin ¢oziilmesi, genlerin yerlerinin ve
islevselliklerinin anlagilmas, iligkilerinin belirlenmesi ¢alismalar tim hizryla devam -
etmektedir.

1985 yilmda Henry A. Erlich, Kary Mullis ve Randall K. Saiki isimli
arastiricilar tarafindan gelistirilen PCR yontemi yaygin olarak tibbi ve biydlojik
aragtirma laboratuarlarinda kalitsal hastaliklart tamisi, genetik’ parmak izlerinin
tamimlanmasi, bulasici hastaliklarin teshisi, genlerin klonlanmasi, babalik testi ve
DNA hesaplanmast gibi degisik konularda yaygimn bir sekilde kullamimaktadr.

- Hiicrelerden arindirilmig bu yontem, DNA molekiilleri birliginde 6zgiil hedef
DNA dizilerinin dogrudan (;ogaltﬂmasma dayanir ve bunun i¢in yok denecek kadar
az miktardaki DNA bile yeterlidir. Belli bir hedef DNA bﬁlgesinin ¢ogaltilabilmesi
icin, bu bélgenin niikleotit dizilerinin bilinmesi gerekmektedir. Bu bilgi PCR’da
primer olarak kullanilan oligoniikleotidlerin hazirlanmast i¢in gereklidir.

PCR, tek iplikli DNA’y: kalip alan ve deoksiriboniikleotitleri substrat olarak
kullanan, 1s1ya dayamklh bir DNA polimeraz (Taq polimeraz Thermus aquaticus’dan
elde edilen) enzimi ile gerceklestirilir. Taq polimeraz, diger DNA polimeraz

enzimleri gibi 5'—3' yoniinde sentez yapar ve dolayisiyla senteze baslayabilmesi i¢in
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serbest 3'-OH grubuna gereksinim duyar. Bu serbest 3'-OH grubunu saglayan PCR
reaksiyonu bileseni ise oligoniikleotidler, yani primerlerdir. Kisaca ifade edilirse,
kalip DNA, Taq polimeraz, deoksiriboniikleotidler ve oligoniikleotitlerin bulundugu
bir karigim, uygun kosullar saglandiginda, primerlerin kalip DNA 'ﬁzerinde
kendilerine komplementer bolgelerle eslenerek, sentezi baglatici gorev yaparlar.
Enzim DNA ipligini sentezlerken verimli ¢aligabilmesi i¢in en uygun kosullarm
- saplanmasi gerekir ve kosullar tampon bir ¢ézelti ile gergeklesir. _

PCR reaksiyonu ii¢ basamakta ger¢eklesir ve g¢ogaltilmig iirliniin miktari,
teorik olarak, bu ii¢ basamagm tekrar sayisma baghdir. Ilk adlm;da, cogaltilacak
DNA denatiire edilerek tek zincirli hale getirilir (denatiirasyon). Bu asama genellikle
90-95°C de gerceklesir. Ikinci adimda, sicaklik 50-70°C arasinda bir degere
diigiiriiliir ve primerlerin tek zincirli hale getirilmis DNA’ya baglanmasi saflanir
(annealing). Bu sicaklik degerleri primerden primere degismektedir. Polimerazin
zincir uzatmast olan son asama 70-75°C arasmda gergeklestirilir (extension). Bu ardil
1i¢ adim bir dongii olarak ifade edilir. PCR bir zincir reaksiyonudur, ¢iinkii yeni DNA
zincirlerinin sayist her dongiide iki katina gikar ve yeni zincirler her bir dongiide
kalip gorevi goriirler. Her bir dongii sonunda geometrik olarak artan DNA miktari,
yirmibes-otuz déngiti sonunda yaklagik 10° olur. Islem thermocycler ( 1s1 dongiisii)
denilen makinelerde, 6nceden dongii sayis1 ve sicakliklar: belirlenen programlarla,
otomatik olarak gerceklestirilir.

Cok genis kullamim alan1 olan PCR modern genetikte c¢ok yéinlﬁr
kullanilabilen teknikler arasindadir (76, 77).

2.7.3. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

Restriksiyon endoniikleaz (RE) enzimlerinin dogal biyolojik fonksiyonu,
bakteriyel savunma mekanizmasinda oynadiklar roldiir. Bakteriye giren yabanci
DNA’lar1 parcalayip onlarm aktivitelerini kisitlayan (restriksiyon) bu enzimler,
intraseliller bakteriyel patojenleri inaktive edebilmekte ve bakteriyi viriislerden,
yabanct DNA’lardan korumaktadirlar. 1965’de Werner Arber, bakterinin kendi
endoniikleazlarindan kendi DNA’sim1 korumak i¢in metilledigini ortaya ¢gikarmistir.
Bakteri bu olay1 restriksiyon enzimlerin tanidig: niikleotid dizilerindeki baz1 bazlara

metil gruplar1 ekleyerek bagarmaktadir.
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RE’iar DNA dizilerini- 6zgiil olarak tamyan ve bu dizilimlerden yakin
bolgelerden veya bu dizilimler igindeki spesifik bolgelerden DNA’y1 kesen
yapilardir. Giiniimiizde yaklagik 300 farkli DNA dizilimini taniyan yaklagik
3000°den fazla RE varlifindan s6z edilmektedir. RE enzimlerinin ¢ok biiyiik bir
kismu bakterilerden, ¢ok az bir kiso da viriis ve 6karyotlardan izole dilmistir.

1970’li yillardan sonra restriksiyon endoniikleaz kullanimina bagh olérak ,
‘rekombinant teknolojisi hizla gelismis ve bu gelisme segilen bir genin gogaltilmasini,
genin kodladif1 proteinin iiretilmesini, genin diziliminin belirlenmesi vb. miimkiin
hale getirmistir. Bu teknolojideki merkezi konumu nedeniyle, RE enzimleri 6zelliklell
klonlama ¢alismalarinda siklikla kullanilmaktadir. Rekombinant DNA elde
edilmesinin yam sira, DNA haritas1 ¢ikarilmasi, polimorfizmlerin belirlenmesi,
problarn hazirlanmasi ve DNA modifikasyon durumlarmin analizi, RE’lerin
kullanim alanlaridir (78-79).

RE’lar metilaz aktivitelerine, alt {inite yapilarina, kesim ozgiilliiklerine ve
kofaktor ihtiyaglarina gére simflandirlmiglardir (tip I, tip II, tip III, homing
endoniikleazlar ve nicking endoniikleazlar). Tip II RE’lar genellikle 4, 5 veya 6 baz
¢ifti (bg¢) uzunlugunda olan ozgiil bir niikleotid dizisini tanir ve bu dizilerdeki
metillenmemi$ ¢ift-zincirli DNA molekiiliinii keserler ve izole edilen RE’larin biiytik
bir kismi1 bu gruptandir (79, 80).

RFLP, bir restriksiyon endoniikleaz ile DNA’mn kesilmesi iizerine
dayandirilmig bir yontemdir. Insan genomu boyunca her 200 niikleotitte 1 dizi
farklilign goriiliir. Bu 6zel boélgelerdeki niikleotit degisiklikleri, tek bir niikleotit
ciftindeki degisiklik, bir ya da birden fazla niikleotit ¢iftinin ¢ikarilmas: (delesyon),
veya araya sokulmasi (insersiyon) seklinde goriiliir ve bir restriksiyon enziminin
kesim noktasim ortadan kaldirabilir ya da yeni bir kesim noktas: yaratabilir. RE’lar
DNA molekiilii iizerindeki 6zel bir bolgeyi taniyarak keserler ve fragment denilen
kisa dizilerini olustururlar. Bir sekilde yaratilan bir restriksiyon boélgesi ya da bagka
deyisle enzimin tanima dizisinde birkag niikleotit degisimi varsa, farkl kaynaklardan
alinan DNA, bazi restriksiyon enzimlerle kesildiginde farkli uzunlukta DNA
fragmentleri olusur. Bu par¢a uzunluklarindaki farkliliklar, Restriksiyon Fragment
uzunluk (Length) Polimorfizmi olarak adlandirilir. Herhangi bir bireyin tagidig: allel

tipi, restriksiyon kesim bolgesindeki degisiklikler (polimorfizm) bu ydntemle
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belirlenebilir. Elde edilen DNA pargalarmin kontrolii, restriksiyon kesimini takiben
jel elektroforezi uygulamasi, ayrigtirilan DNA par¢alarinin DNA baglayan bir

membrana transferi ve uygun bir probla hibridizasyonu ile saptanabilir (81).
2.7.4. Agaroz Jel Elektroforezi

DNA molekiiliiniin analizinde ¢ok ¢esitli yontemler kullanilmakla beraber,
tim laboratuvarlarda rutin olarak yararlamlan en basit yontemlerden biri jel
elektroforezidir. DNA’nin elektroforetik analizinin temeli, bu molekiiliin elektriksel
bir alanda jel lizerindeki gogiine dayanir. Bu gd¢ hizi molekiiliin biiyiikliigiine,
yaplsma,‘ jelde kullanilan maddenin konsantrasyonuna, iyonik kuvvete ve uygulanan
akima bagli olarak degismektedir. Jel elektroforezinde kullamlan matriks
(destekleyici madde) nigasta, poliakrilamid, agaroz ya da agaroz-akrilamid karigimi
olabilir.

Agarbz jel elektroforezi, biyokimya ve molekiiler biyolojide DNA, RNA ve
protein molekiillerini biiyiikliiklerine gore ayirmada kullanilan bir metoddur. Negatif -
yiiklii niikleik asit molekiillerinin bir agaroz matriks boyunca hareketi elektriksel bir
alanla bagarilmaktadir.

Agaroz, bir kirmuz1 alg tiirii olan Agar agar’dan izole edilen dogrusal bir
polisakkariddir. Agaroz uygun bir tamponda ¢6ziilir, 1sitilr ve sogutuldugu zaman
polimerlesir ve polimerde kargilikli hidrojen baglari olusumu ile jel yapist olusur. Bu
olay vgeri doniisiimliidiir. Agaroz konsantrasyonu degistirilerek jelin por ¢api
ayarlanabilir. Kiiciik DNA fragmentleri igin yiiksek, biiyiik DNA fragmentleri igin
diisiik agaroz konsantrasyonu kullanilarak DNA’mn jelde en uygun sekilde yiiriimesi
saglanabilir. 4

DNA’mn jelde goriiniir hale gelebilmesi floresan bir boya olan etidyum
bromiiriin DNA’daki hidrojen baglar1 arasina baglanarak 300-360 nm’de 15181

absorblamasi sonucu floresan etki gostermesi ile gergeklestirilir (82).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Cihazlar

Masaﬁstii‘Makro Santrifiij
Hassas Tart1

Manyetik Karistiric
Vorteks

PH Metre

Mikrodalga firim
Mikropipetler -10pl, 20ui, 200pu1 ve 1000ul-
Fanh Ekonomik Inkiibator
Thermal Cycler
Elektroforez Giig¢ Kaynagi
Elektroforez Tanki

Jel Goriintiileme
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. 2. Kimyasal Maddeler

Tris bazi

Asetik asit

EDTA

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)
Proteinaz K
Amonyum Asetat
%96°lik Absolii Alkol
Primer dizileri

dNTP miks

MgCl,

PCR tamponu _
Tag DNA Polimeraz
Muva I Restriktsiyon Endoniikleaz
B" tamponu

Agaroz

Bromfenol Blue

Gene Ruler™ DNA Ladder Mix

* Gene Ruler™ 50 bp DNA Ladder

Formamid

Xylen Cyanol

23




3.3. Cahsma Grubu

Arastirmamizda, Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve
Uygulama Hastanesi Kadin Hastaliklart ve Dogum klinigine bagvuran, Eklampsi ve
HELLP sendromu kesin tanis1 konmug 18.06.2002 tarih ve 11 sayili yerel etik kurul
karar1 geregince daha once izni alinmig ve bu ¢aligma igin 15.02.2012 tarihinde
tekrar etik kurul izni alinan DNA’lar kullanilmugtir. Primer olarak &ykiisiinde;
karaciger, bobrek, kardiovaskiiler veya hipertansiyon hastalifn olmayan 73 kadin,
hasta grubu olarak degerlendirilmigtir. Hastalarm 40 kisilik grubunu HELLP
sendromu, 33 kisilik grubunu da eklampsi tanis1 konmus hastalar olugturmaktadar.

Cumbhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Klinigi
tarafindan eklampsi ve HELLP sendromu tanis1 konulurken su kriterler goz oniinde
tutulmugtur:

20. gebelik haftasindan sonra alt1 saatlik aralarla Olgiilen diastolik kan
basincinmn iki yada ikiden fazla dlgiimde 90 mmHg’den'(faz 5 Korotkoff sesi) yiiksek
olmas1 ve 24 saatlik idrarda protein diizeyinin 0.3 g/L’ den fazla olmas: (konkordant
proteiniiri), tonik-klonik kasilmalarm eklenmesi durumunda eklampsi olarak
degerlendirilmigtir. HELLP sendromu ise Olgiilen trombosit degerlerinin 1x10"
/L’den biiyilk ve periferik yaymada hemolizin varligt tam kriteri olarak kabul
edilmigtir.

Kontrol grubu olarak, gebeligi iki ve lizerindeki doneme kadar devam etmis
olan, kendisinde veya ailesinde pre-eklampsi hikayesi olmayan, sigara kullanmayan,
kronik hipertansiyon, diabet ve spontan diisigii olmayan, rastgele segilmis yaklagik
161 normal kadin ¢aligmaya dahil edilmigtir.
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3.4. Orneklerin Abmmasi

Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama

" Hastanesi Kadm Hastaliklar1 ve Dogum klinigine daha énceden bagvurmus, eklampsi

ve HELLP sendromu kesin tanis1 konan hasta ve kontrol grubunu olusturan bireylere,
Kadm Hastaliklar1 ve Dogum klinigi tarafindan yapilacak galigma hakkinda gereken
aciklamalar yapiloms, izin belgesini imzalamalar saglanmigtir. Ozgecmisleri
hakkinda gerekli bilgilerin bulundugu formlar1 doldurmalar1 saglandiktan sonra,
yaklagik olarak 5 ml olacak sekilde alinan vendz kan 15 ml’lik EDTA’h (etilen
diamin tetra asetik asit) steril tiiplere konularak C.U. Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji
Anabilim Dalina gonderilmis ve DNA’lar izole edilmistir.

3.5. DNA Izolasyonu

DNA’lar “Yiiksek Tuz Konsantrasyonuyla DNA Izolasyonu” yontemiyle

izole edilmistir (5). Bu yontem agagidaki evreleri kapsamaktadir.

» Hasta ve kontrol gruplarindan alinarak EDTA’11 steril tiiplere konan 5 ml
vendz kanin iizerine kanin {i¢ kat1 oraninda olacak sekilde (kan ve bidistile
toplami 15 ml olacak gekilde) steril 4°C bidistile su ilave edildi.

« Tiiplerdeki kanin su ile karigmasim saglamak i¢in birkag kez hizhi bir
sekilde elle ¢alkalandi.

« 3600 rpm’de 15 dakika santriflij edilerek kanin elemanlar}nm ¢cokmesi
sagland1.

 Santrifiijden alinan tiiplerin iizerinde olusan siipernatant atilarak dipte
kalan cokelti iizerine yine li¢ kati hacimde olacak sekilde bidistile su
konularak aym devir ve siirede santrifiij yapildi.

e Buislem dort kez daha tekrarlandi.

» Son yapilan santrifiijden sonra alinan tiiplerde iistte kalan siipernatant
atilir, altta kalan ¢okelti igerisine hiicre igeriginin serbest kalabilmesi i¢in
hiicre zarm yikan 150 pl %10’luk SDS (sodyum dodesil siilfat), 30ul
proteinaz K (10mg/ml) ve 700 pl lysis tamponu ilave edildi ve 2ml’lik
santrifiij tiipiine aliur daha sonra bir gece boyunca 37°C’de hotblokta
bekletildi.
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« Ertesi giin hotbloktan ¢ikarilan tiiplere 300 ul 6 M NaClI eklenerek 4800

rpm’de 15 dakika santrifiij edildi.
~» Ustte kalan stipernatant yeni bir santrifiij tiipiine dipte kalan ¢okelti
karismayacak sekilde aktarilds.

« Siipernatant 4800 rpm’de 30 dakika santriftij edildi.

« 15ml falkon Tiipe alinan siipernatantin iki kati oranda olacak sekilde
iizerine absolii alkol ilave edildi.

- Hafifce ileri-geri ¢alkalandiginda genomik DNA gozlendi. Ince bir pipet
ucu yardimiyla siv1 icerisinden DNA alindi. ”

« Daha énce etiketlenen 1,5 mP’lik steril ependorf tiiplere konan 250 pl TE
tamponu igerisine, alinan DNA’nin tampon igerisinde ¢oziinmesi i¢in bir
gece oda 1sisinda bekletildi. Caliymada kullamlincaya kadar -20 °C’ de
saklandi.

3. 6. FGFR4 Geni Genotipinin Belirlenmesi

FGFR4 Arg388Gly gen polimorfizmini belirlemek i¢in PCR-RFLP yontemi
kullanildi. PCR yonteminde kullanilan primer dizileri Tablo 3.1de, PCR kogullari ise
Tablo 3. 2°de verilmigtir. '

Tablo 3. 1. PCR amplifikasyonu i¢in kullanilan primer dizileri.

Forward (ileri) Primer 5’-GACCGCAGCAGCGCCGAGGCCAG-3’

Revers (geri) Primer 5’-AGAGGGAAGAGGGAGAGCTTCTG-3’
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Tablo 3. 2. PCR kosullar1.

SOLUSYONLAR KONSANTRASYONLAR HACIM
PCR tamponu 1X 1.5pl

dNTP karigimi 2mM 2.5pl

MgClL, 25mM 2.5ul
Forward primeri 10pmol Iul

Reverse primeri 10pmol , 1ul

Taq DNA polixi(neraz 50/l 0.5pl

dHO - 11pl

DNA 50ng/pl Spl

Tablo3.2’de gosterilen oranlarda hazirlanan karigimdan 20ul ahnérak
0.2ul’lik etiketlenmis ependorf tiiplerine paylastirildi. izole edilmis DNA
orneklerinden Spul alinarak bu karigimlara eklenerek, amplifikasyon iglemi i¢in PCR
cihazina yerléstirildi (toplam hacim: 25pl ). Cihaz Tablo3’de verilen programa
ayarlanarak PCR tepkimesi uygulandi.

Tablo 3. 3. PCR Programm

Ayrilma 95°C de 5 dakika 1 dongii
(Denatiirasyon) 95°C de 30 saniye = ™
Primerlerin ,
baglanmast 55°C de 30 saniye ~— 35 Dongii
(Annaeling)
72°C de 1 dakika
Uzama (Extension) .
72°C de 7 dakika 1 dongii
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Tablo 3. 4. RFLP kosullar:

PCR amplifikasyon iiriinii 13pl
Myval restriksiyon enzimi 0.5pl1
B" tampon soliisyonu 1.5 pl

PCR sonrast Tablo3.4’de verilen miktarlar karigtirlarak etiketlenmis 0.2
ml’lik ependorf tiiplere konuldu ve 37°C sicaklikta bir gece inkiibe edilerek DNA

pargalarinin kesilmesi saglandi.
3.7. Jel Elektroforezi

PCR ve RFLP sonrasmnda elde edilen {iriinler %2’lik agaroz jel
elektroforezinde kosturuldu.

3.7.1. Jelin Hazirlanmasi

100 ml’lik jel tankinda %2’lik agaroz jeli hazirlamak igin 2 gr agaroz
tartilarak 250 ml’lik erlenmayer igine kondu. Uzerine 50X yogunlukta olan TBE
(Tris-HCL, Borik asit, EDTA) tamponundan 1X (5 ml 50X TBE tamponuna 90 ml
bidistile su eklenerek hazirlanir) olacak sekilde hazirlanan 100 ml TBE tamponu
eklendi ve mikrodalga firrminda 1sitilarak berraklagmas: saglandi. Berraklagan jelin el
yakmayacak 1siya diigiiriilmesi i¢in sogutuldu. Jel igerisine 5 pl etidium bromiir
eklenerek boyanmasi saglandi ve 100 ml’lik agaroz jel tankina dokiildi. DNA
yiiklenecek kuyucuk olusturmak i¢in taraklar yerlestirildi ve jelin donmas1 beklendi.

3.7.2. Jelde DNA’nin kosturulmasi

5 pl PCR f{iriiniine 2 pl yilkleme tamponu eklendi. Toplam 7 pl karisim
kuyucuklara yiiklendi. DNA fragmentlerinin baz ¢ifti uzunluklarin kargilagtirmak
i¢in 50 bg (baz ¢ifti) DNA belirteci kullanildi. 2 pl alinan belirteg 1 pl distile su ve 1
pl yitkleme tamponu ile karigtirilarak jele yiiklendi. Yiiklenen DNA’lar 120 voltta 30
dakika kosturuldu ve UV altinda goriintiilendi.
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3.8. Istatiksel Analiz

Calismamizda gruplar arasinda anne yagi, parite ve gravida saysi, gebelik

haftas: diastolik kan basinci ortalamalar Indepent-Sample T testi ile degerlendirildi.

Hasta grubunda bulunan bireyler; diyabet oykiisii, daha onceki gebeliklerinde

hastalik dykiisiiniin bulunmas, esi ile ve anne-babast ile akraba olma parametrelerine

2
gore x

testi kullamlarak degerlendirildi. Istatistiksel analiz, SPSS 15.0 bilgisayar

programi kullamlarak yapildi. Ayrica risk oranlart (OR:odds ratio) ve giiven

araliklar1 (CI: %95confidense interval) x” testi ve Fisher’s exact testi kullanilarak

tespit edildi (83).

3.9. Soliisyonlarm Hazirlanmasi

3.9.1. Genomik DNA Eldesinde Kullanilan Soliisyonlarm Hazirlanmasi

Niiklei Lysis Tamponu: 10mM Tris-HCI 1.576g, 400mM NaCl 23.4g ve
2mM Na,EDTA 0.7g 1000ml bidistile su igerisinde g¢ozdiiriilerek pH:
8.2’ye ayarlandi. Otoklavda steril edilerek +4°C’ de saklandi.

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS): 10g SDS 100ml bidistile suda ¢dzdiiriilerek

%10’luk soliisyon hazirlandi. Sterlizasyon islemi filtreden gegirilerek

yapildi.

Proteinaz K _Diliisyon Tamponu: Stvi olarak 20mg/ml hazirlanmig
soliisyonu kullamlds. .

TE Tamponu (Tris-HCl, EDTA): 10 mM Tris-HCl 0.394g, 1mM
Na,EDTA 0.093g 250ml bidistile suda -¢ozdiiriilerek otoklavda steril
edildi.

Sodyum Kloriir (NaCI): 6M 105,2g sodyum kloriir 300ml bidistile su

icinde ¢oziilerek hazirlandi. Bu soliisyonun steril edilmesine gerek yoktur.

3.9.2. Yiikleme Tamponunun (Loading Dye) Hazirlanmasi

Formamid (%95) 9.5 ml
Xylen Cyanol (%0.5) 0.05 gr
Bromfenol Blue (%0.5) 0.05 gr

Bu ii¢ kimyasal 15 mI’lik konik santrifiij tiipii igerisine konularak vortekste
karigtirildi. Kullanilmak tizere +4 °C’de saklandi.
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3.9.3. PCR Calhiyma Soliisyonlarmm Hazirlanmasi

« JdNTP soliisyonu:

100mM stok Adenin, Timin, Guanin, Citozin

niikleotitlerinin her birinden 2ul almarak 92ul distile su ile karigtirildi. 2
mM’lik ANTP ¢alisma soliisyonu hazirlandi.

e Forward primer: 54 pmol’lik stoktan calisma soliisyonu konsantrasyonu

100pul 10pmol olacak sekilde 81.5ul distile suya 18.5pl FGFR4 Arg388

forward primeri eklenerek hazirlandi.

» Reverse primeri: 47.7pmol’liik stoktan ¢aligma soliisyonu konsantrasyonu

100ul 10pmol olacak sekilde 79 pl distile suya 21pul FGFR4 Arg388

reverse primeri eklenerek hazirlandi.

4. BULGULAR

4.1. Cabsma Grubunda Yer Alan Bireylerin Demografik ve Klinik

Ozellikleri

Calismamizda Eklampsi (n=33) ve HELLP sendromu (n=47) tams1 konmusg

toplam 80 (hasta grubu) ile 163 saglikli kontrol grubu olarak incelemeye alind.

Eklampsi ve HELLP sendromlu bireylerin olusturdugu hasta grubu ile kontrol

grubunda yer alan bireylerin yas, parite, gravida, gebelik baftasi ve diastolik kan
basmci (demografik ve klinik 6zellikler) Indepent-Sample T testi ve Tukey HSD

coklu karsilagtirma yontemi kullanilarak degerlendirildi (Tablo 4.1.1).

?

Tablo 4.1.1. Hasta ve Kontrol Grubunda Yer Alan Bireylerin Demografik ve

Klinik Ozellikleri (* & SD: Standart Sapma) -

EKLAMPSI HELLP GRUBU KONTROL

GRUBU (n:33) (n:47) GRUBU (n:163)
YAS 23.88+6.014 28.94 4+ 7382 29.9 +3.892
PARITE 1.1+ 1.1(0-3) 12.0+1.8(0-4) 24+04(2-4)
GRAVIDA 1.9+ 1.4(1-4) 3.5+2.3(1-5) 2.8+ 1(2-4)
GEBELIK

33.48 +3.946 3348+4.532 | e
HAFTASI
KAN BASINCI

106.52+11.214 10457 £ 13304 | —eeeeeee
(mmHg)
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Bu degerlendirmeye gore, eklampsi grubundaki bireylerin yas ortalamalarinin
kontrol grubuna oranla daha disiik oldugu bulunmustur. Kontrol grubu ile eklampsi
grubu arasindaki bu farkin anlamli oldugu saptanmigtir (t: 5.450, p<0.05). HELLP
sendromu ile kontrol grubu arasinda yas acisindan fark goriilmemistir (t: 1.356,
p>0.05).

Dogum sayis1 (Parite) ve gebelik sayisi (Gravida) ortalamalari agisidan
gruplar degerlendirildiginde, eklampsi grubu ile HELLP sendromu ve kontrol grubu
arasinda fark olmadig1 bulundu (parite i¢in 1:0.753, p>0.05) ve gravida igin (t:1.335,
p>0.05).:

Gebelik haftasi acisindan hasta gruplart kendi aralarinda kargilastirildiginda,
gebelik haftas1 ortalamalarinin benzer oldugu gériilmustiir (t:1.219, P>0.05).

Diger bir degerlendirme, diastolik kan basmci 6lglimlerine gore yapildi.
Kontrol grubunu olusturan bireylerin diastolik kan basmglari normal siurlar
icerisinde (90 mmHg ve alt degerleri) oldugundan degerlendirmeye sadece hasta
grubu alindi. Degerlendirme sonucunda hasta gruplarinda yer alan bireylerin
diastolik kan basinci ortalamalar karsilastirildifinda, hasta gruplar arasmda anlamh
bir farka rastlanmamugtir (t:1.023, P>0.05).

Eklampsi ve HELLP sendromu gruplarinda yer alan bireyler diyabet dykiisii
olanlar ve olmayanlar agisindan degerlendirildiginde, HELLP sendromu grubunda 47
sadece 1’inde (%2.12) diyabet dykiisii oldugu belirlenmigtir. Eklampsi grubunda yer
alan bireylerin higbirinde diyabet dykiisii tespit edilememistir. X testine gore yapilan
karsilastirmada, gruplar arasinda bir fark bulunamamigtir (x*: 1.851, P>0.05).

Eklampsi grubunda 33 hastanin 4’iinde (%12.2) ve HELLP sendromu
grubunda 47 hastanm 9’unda (%19.14) onceki gebeliklerinde hastalik 6ykiisii oldugu
belirlenmigtir. X> testine gore, gruplar arasinda bir fark bulunamamugtir (x%: 2.486,
P>0.05).

Hasta grubunu olusturan bireylerin esleri ile akraba olmalarinin gruplara gore
dagilim1 degerlendirildiginde, eklampsi grubunda bulunan bireylerden 30’unda .
(%90) bu akrabalik yokken 3’ii (%10) esi ile akrabadir. HELLP sendromu grubunda
ise 41 bireyde (%86.7) akrabalik yokken 6 bireyde (%13.3) akrabalik vardir. Gruplar
arasmda yapilan de@erlendirme sonucunda anlamli bir fark bulunamamistir (xZ:

1.248, P>0.05).
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Hasta grubunun anne-babalarimin akraba olma durumuna gére dagilimlarida
incelendiginde, Eklampsi grubunda 33 hastanmn 5’inde (%15), HELLP sendromu
grubunda da, 47 bireyden sadece 5’inde (%10) anne-baba akrabalig1 gozlenmistir. X2
testine gore iki grup arasinda bir fark bulunmadig: belirlenmistir (x%: 2.431, P>0.05).

4.2. FGFR4 geni Gly388Arg Polimorfizminin Genotip Dagihmlar

FGFR4 geni 388. Kodonunda Glisinin Arjinine déniigmesiyle meydana gelen
polimorfizmin eklampsi ve HELLP sendromu hasta gruplarinda dagilimi Tablo 4.
2.2’ de gosterilmektedir. l _

FGFR4 geni 388 bolgesinde Glisin amino asitini kodlayan GGG dizisinde
(dogal tip) birinci sirada yer alan guanin bazimin (G) yerini Adenin bazi (A) alir.
Dolayisiyla 388. kodon AGG bigiminde degisir ve Arjinin amino asitini kodlar. DNA
dizisindeki bu degisim Mval Restriksiyon endoniikleaz enzimi i¢in tanima bdlgesi
olusturur. Bu enzime maruz birakilan 168 b¢’lik PCR iriinii 109 ve 82 bg
uzunlugunda iki DNA fragmentinin olugmastyla sonuglanmaktadir. Agaroz jel
elektroforezinde 109Gly-109Gly homozigot alleli tasiyan bireylerde 109 bg
uzunlugunda bir bant gozlenitken, 109Gly-109Arg heterozigot alleli tasiyan
bireylerde 109, 82 ve 29 b¢ uzunlugunda 3 bant gozlenir. 109Arg-109Arg homozigot
allelini tasiyan bireylerde de 82 ve 29 b¢ uzunlugunda 2 bant gozlenir (Sekil 4.1).

FGFR4 geni Gly388Arg polimorfizmi genotip yiizdeleri, eklampsi, HELLP
sendromu ve kontrol gruplarinda sirasiyla GG alleli i¢in %36.3, %51.06 ve %44.78,
GA alleli i¢in %30.30, %25.53 ve %47.2, AA alleli icin %33.4, 23.41 ve %7.97
olarak belirlendi. Eklampsi, HELLP sendromu ve kontrol grublarmdaki allel
frekanslar ise sirasiyla G alleli igin 0.51 ve 0.68, A alleli i¢in 0.49 ve 0.32 olarak
belirlendi.

Eklampsi ve HELLP sendromunun yer aldig1 hasta grubunda FGFR4 geni
Gly388Arg meydana gelen polimorfizminin kontrol grubuna gére bir risk olugturup
olusturamadigt x* ve Fisher’s exact testi ile degerlendirildi. Eklampsi ve HELLP
sendromu gruplar1 kontrol grubu ile ayr1 ayri karsilagtirildi. Eklampsi ve kontrol
grubu arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark gozlendi (x%:16.634, P<0.0005).
HELLP sendromu-kontrol grubu arasindaki kargilastirmada polimorfik allel dagilimi
yoniinden de istatiksel olarak anlaml: bir fark gozlemlendi (xZ: 11.966, P<0.0005).
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Tablo 4.2.1. FGFR4 Geninin 388 Bolgesinde Polimorfik Allel Dagilim

GENOTIPLER | EKLAMPSI | HELLP (n:47) | KONTROL
(ALELLER) (n:33) % % (n:163)
%
GG 12 %363 | 24 %51.06 73 %A44.78
(Gly109Gly109) ‘
FGFR4 GA 10 %3030 | 12 %25.53 77 %4723
Gly388Arg (Gly109Arg82)
AA 11 %334 | 11 %2341 13 %7.97
(Arg82Arg82) |
"ALLEL G 0.51 0.68
FREKANSI A 0.49 032

Istatistiksel degerlendirme sonucunda, 82Arg/Arg alleline sahip bireylerin

olmayanlara (109Gly/Gly ve 109 Gly/Arg) gore hastalifin meydana gelme riskinin,
eklampsi‘olan hastalarda 5.76 kat (x*: 16.634, p<0.05) HELLP sendromu hastalarda
3.52 kat (x*: 11.966, p:0.05) daha fazla oldugu tespit edildi(Tablo 4.2.2)

Tablo 4.2.2. Hastahigmn ¢ikmasmda eklampsi ve HELLP sendromunun

kontrol grubuna gire tasidig: risk oranx

FGFR4 geni EKLAMPSI (n:33) | HELLP (n:47)

P degeri p<0.005 p<0.003

X* degeri 16.634 11.966
OR(%95CI) 5.76 (2.30 — 14.46) | 3.52 (1.46—8.51)
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Sekil 4.2. 1. Hasta gruplarimin DNA’larindan PCR yontemi ile amplifiye

~ edilen FGFR4 geni Gly388Arg bolgesinin RFLP yontemi ile yapilan genotiplemesi.

1: PCR sonucu elde edilen 168 bg uzunlugundaki fragment

2: PCR iiriiniin Mval restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesilmesi sonucu
ile elde edilen homozigot GG alleli.

3: PCR urunun Muval restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesilmesi sonucu
ile elde edilen homozigot AG alleli.

4: PCR f{iriiniin Mval restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesilmesi sonucu
ile elde edilen homozigot AA alleli.

M: Gene Ruler™ DNA Ladder Mix (Belirteg)
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5. TARTISMA ve SONUC
Degisen diinya sartlart ile birlikte geligen teknoloji bizlere yeni hayat
standartlar1 sunmaktadir. Bu yeni hayat standartlarinda bize kolaylik saglayan birgok

gelismenin yaminda, bircok yeni hastahgin goriilmesine de neden olmaktadir.

 Giintimiizde héla anne- bebek oliimlerinin baginda gelen Eklampsi ve HELLP =

sendromu bircok bireyi etkilemektedir. Geligsen teknolojiyle beraber yeni genetik

 bulgular, bu hastalifin tedavisinde ve tamsinda yeni yontemlerin gelistirilmesine 151k

tutacak ve tutmaya devam edecektir. 7 .

- Fibroblast Biiytime Faktorleri, hiicre i¢i proteinlerin aktivelerini dﬁ%enleyerek
etki gosterirler. Bu proteinler reseptorden aldiklart sinyalleri, transkripsiyon
faktorlerini dé iceren bir dizi ek hiicre igi hedefe iletirler. Bu degisiklik hiicre
cekirdegine ulasarak gen ekspresyonunda programlanmis degisiklerin olusumunu

hedefleyen bir hiicre i¢i reaksiyonlar zincirini baglatir. Bu reseptorlerden biri olan

FGFR4’de hiicrede bir¢ok gorevi ﬁstlenmgktedif. FGFR4’tin yapisinda meydana

gelebilecek bir degisiklik, canlmin hayati foksiyonlarlndav degisiklige neden
olabilecektir. FGFR4’iin yapisinda bilinen en yaygin degisiklik Gly388Arg

polimorfizmidir. FGFR4’ti kodlayan genin sahip oldugu polimorfizmin birgok

hastaligin etiyolojisinde 6nemli olabilecegi diisiiniilmektedir (65).

FGFR4, onemli bir hiicre yiizey reseptoriidiir. Bu reseptorii kodlayan FGFR4
geninin 388. kodununda meydana gelen polimorfizm ¢esitli kanserler, akciger ve
kalp-damar hastaliklarma, pre-eklampsi, eklampsi ve HELLP sendromu gibi diger
baz1 hastaliklara karg1 koruyuculuk ya da yatkinlik olugturmaktadir.

Cahsmamizda, FGFR4 geni Gly388Arg polimorfizminin kadinlarda eklampsi
ve HELLP sendromu gelismesinde bir risk faktorii olugturup olusturmadig1
degerlendirilmigtir. Pre-eklampsi, eklampsi ve HELLP sendromunun ortaya
cikmasinda bazi risk faktorleri ileri siiriilmektedir. Bu risk faktorlerinden biri de geng
anne yasidir (10). Ingiltere’de 1992-2001 yillart arasinda yapilan bir hasta-kontrol
caligmasinda, pre-eklampsi insidansinimn tireme yasi smirinda (<20 yas ve >40 yas)
bulunan dogum yapmamus bayanlarda daha yiiksek oldugu, ayrica bu hastalarin
kontrol grubuna gore prematiire dofum oranmmmn da daha yiksek oldugu
belirlenmistir (84). Brajenari-Mili ve arkadaglarmin yaptig1 bir bagka ¢aligmada, pre-
eklamptik hastalarin yag ortalamasim 27.9 + 4.3, kontrol grubunun yas ortalamasin
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ise 30.6 + 5.1 olarak bulmuslardir (85). Tiirkiye’de Yiiziinci Y1l Universitesi’nde
1997-2000 yillar1 arasinda yapilan galigmada ise, 130 agir pre-eklampsi, eklampsi
tanisi konmug hasta ile 30 HELLP sendromu tamst konmus kadimndan olusan iki
grubun yas ortalamalar1 karsilagtirildiginda, HELLP sendromlu haétalarm daha
yiiksek yas ortalamasina sahip oldugu tespit edilmistir (pre-eklampsi ve eklampsi
hastalart: 29.53 ve HELLP sendromﬁ hastalari: 32.61). Tespit edilen bu farklihgin
istatistiksel olarak anlamli oldugu gosterilmistir (P=0.045) (86). Bizim
calismamizda, hasta grubunun eklampsi ve. HELLP sendromunun ikisinin yag
ortalamas1 26.41 + 6.698 (16-48 yas) ve kontrol grubunun' yas ortalamasi ise
29.9+3.892 (20-50 yas) olarak saptanmigtir. Bu iki grubun yas ortalamalar kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda anlamli bir farka rastlanmazken, gruplarin kendi
aralarinda karsilastirilmast sonucunda, eklampsi grubunun yas ortalamasmm (23.88

+ 6.014) anlamli olarak daha diigiik oldugu tespit edilmistir(p<0.05). Diger

‘caligmalarla karsilagtirdigimizda, elde edilen genel sonuglar uyumlu bulunmazken,
“eklampsi grubu degerlerinin uyumlu oldugu gosterilmigtir.

Hasta ve kontrol gruplarinm parite ve gravida sayilar degerlendirildiginde,
eklampsi grubu ve HELLP sendromu grubunda yer alan bireylerin ayn oranlarda
parite ve gravidaya sahip oldugu belirlenmigtir. Parite degerlendirme araliklar
dikkate alindiginda (eklampsi 0-3, HELLP sendromu 0-4 ve kontrol grubu 2-4) bu
farkliigin ¢ok anlamli olmadifi goriilmektedir. Ayrica gravida degerlendirme
araliklar1 da benzer anlam tagimaktadir (eklampsi 1-4, HELLP sendromu 1-5 ve
kontrol grubu 2-4). Gebelik haftasi a¢isindan hasta gruplart kendi aralarmnda
degerlendirildiginde de sonuglar benzer bulunmugtur. Bu kriterlerin ilgili hastalik
icin risk faktorii olabilecegini gosteren bir kaynaga ulasilamamustir.

Bu sendromlarm ortaya ¢ikmasmnda bazi hastaliklarinda etken olabilecegi
diisiiniilmektedir. Diyabetes Mellitus (DM) ve hipertansiyon bu hastaliklardan en
belirgin olanlaridir. Yapilan ba21v calismalarda, problemin kalbi olan plasentanin,
kiitlesinin DM olan kadinlarda arttifa tespit edilmistir. Ayrica bu ¢aligmalarda daha
once varolan DM 6ykiisiiniin, pre-eklampsi gelisimi i¢in bir risk faktorii oldugu da
bildirilmektedir (87). Qiu ve arkadaglarmin yaptig: bir ¢alismada, ebeveynlerde tip 2
diabet dykiisiiniin bulunmasi pre-eklampsi riskini 2 kat artirdigy ifade edilmektedir.

Annede ya da sadece babada DM oykiistinin olmasi bu risk orammr fazla
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degistirmemekte fakat diyabetik bir kiz kardese sahip olan kadinlarda bu oranin 4.7
kat artirdigi bildirilmektedir (88). 1992-1998 yillar1 arasinda yapilan hasta-kontrol
¢aligmasimda Bryson ve arkadaglari, hamilelik diyabetin, hafif-agir pre-eklampsili,
eklampsili ve hamilelik hipertansiyonu olan hastalarda (eklampsi hastalarinda %3.9,
agir pre-eklampsi hastalarinda %4.5, hafif pre-eklampsili hastalarda %4.4) kontrol
grubuna oranla daha yaygin goriildiigiinii bildirmektedirler. Bizim HELLP sendromu
grubumuzda sadece 1 hastada DM oykiisii vardir. Eklampsi grubunda ise DM 6ykiisii

olan hastaya rastlanmamugtir.  Eldeki verilerimiz diger calismalarin Verilefiyle

uyumlu degildir (88, 89).

Diger onemli bir risk faktorii hipértansijbndur. Calismamizda hipertansiyon
tamis1 igin diastolik kan basinci degerleri alinmustir. Kontrol grubunda bulunan
bireylerin tansiyon degerleri normal siirlarda oldugundan sadece hasta grubundaki
bireylerin diastolik kan basmci degerleri incelenmistir. Iki grupta (eklampsi, HELLP
sendromu) yer alan hastalarin diastolik kan basmeci ortalamalars 105.54+12.259
mmHg (90-140 mmHg) olarak belirlenmigtir. Sibai ve arkadaglarinin birgok kriterle
birlikte kan basinct dlgiimlerini degerlendirdigi ¢alismalarinda, >61mmHg diastolik
kan basincinin istatistiksel olarak pre-eklampsiye hazirlayict bir etmen olacag: ifade
edilmektedir (90).

Onceki gebeliklerde hastalik 6ykiisii olmasinin sonraki gebeliklerde risk
oramm artirabildigi ve pre-eklampsi, eklampsi, HELLP sendromuna ailesel bir
yatkinlik olugturabilme riski degerlendirildiginde; Norveg¢’te yapilan-hasta-kontrol
caligmasinda, hastalik 6ykiisii olan bir kadin ve esinin gocugunda, hastalik Gykisii
olmayan bir esle olan ¢ocuga oranla hastalifin ortaya ¢ikma riskinin iki kat daha
fazla oldugu tespit edilmigtir. Ayrica Esplin ve arkadaslar1 pre-eklampsi dykiisii olan
kadinlarm torunlarinda hastalifin ortaya c¢ikma olasiliginin, hastalk &ykiisi
olmajranlara oranla 2 kat daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir (87). 1996-1997
yillar1 arasinda Ternév’de yapilan populasyon temelli bir ¢aligmada, probandin kiz
kardeglerinde pre-eklampsi geligme riski, tagra populasyonunda ilk dogumunu
yapanlara oranla 3.7 kat olarak belirlenmigtir. Ayrica bu g¢aligmada incelenen
annelerin, ilk dogumlarinin 40’indan 9’unda’ pre-eklampsi gelismigtir. HELLP
sendromu geligsmis probandlarin annelerinin ilk dogumlarinin 14 tanesinin 6’sinda
pre-eklampsi gelismistir (91). Utah’da 1947-1959 yillarinda yapilan bir bagka
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caligmada, pre-eklamptik annelerin gocuklarinda kontrol grubuna goére hastalifin
goriilme oraninin daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Bagka bir ¢alismada da, pre-
eklampsi ve eklampsi insidansinin pre-eklampsisi olan kadinlarin kizlarinda %2.5
iken iivey kizlarinda %1 oldugu tespit edilmigtir (92). Bu ¢aligmalarin diginda
Chesley ve arkadaglarimin yaptig1 bagka bir calismada, ailesel pre-eklampsi dykiisii
risk faktorii olarak gosterilmemistir. Calismamizda Onceki gebeliklerinde hastalik
Oykiisii yoniinden hasta gruplan karsilagtinldiginda benzer sonuglar elde edilmistir.
Ayrica hasta gruplan ailesel pre-eklampsi 6ykiisii yoniinden aegerlendirildiginde de,
eklampsi grubunda aile 6ykiisii tespit edilmezken HELLP sendromu grubunda benzer
oran bulunmustur ve hasta gruplar1 arasinda ailesel yatkinlik yoniinden fark
goriilmemistir. Sonug¢ olarak, ¢aligma bulgularimiz agiklanan diger c¢alismalarla
uyumlu bulunmazken Chesley ve arkadaglarinin yaptifi c¢aligma ile uyumlu
bulunmugtur (93).

Calismamizin yapilma amaci, bir hiicre ylizey reseptdrii olan, FGFR4’ii
kodlayan gendeki 388Gly—Arg polimorﬁzminin, eklampsi ve HELLP sendromu
gelismesinde risk faktorii olup olmadigim belirlemektir. Inceledigimiz bu
polimorfizm reseptériin yapisinda degisiklige neden oldugu olusan yeni formla
reseptoriin  yapisinda meydana ‘gelen degisiklikler sonucunda bu hastaliklarm
fizyopatolojisinde yer alan oksidatif stres ve beraberinde endotel hiicre hasarimn
gelistigi sorunlar1 ortaya ¢ikardign diistiniilmektedir. Calisma sonucunda polimorfik
allel dagilimimin hasta grubunda kontrol grubuna gére anlamli bir fark gosterdigi
tespit edilmistir. Gruplar, polimorfik allel dagilimi yoniinden Ayn ayr1
degerlendirildiginde ise, eklampsi ve HELLP sendromu grubunun kontrol grubuna
gore anlamli olarak farkli oldugu bulunmustur. Tiirkiyede yapilan bir ¢alismada
preeklampsi olan kadinlarda FGFR4 geni Gly388Arg polimorfizmmi aragtirilmigtur.
Bu calisma FGFR4 geni Gly388Arg polimorfizmi ile preeklampsi arasindaki iliskiyi
aragtiran ilk ¢aligmadir. Bu ¢alismanin sonucunda hastalik ile polimorfizm arasinda
anlamli bir sonu¢ bulunamamigtir (p>0.05,0R=1.2,95%CI:0.47-3.22) (94) . Bir¢ok
hastalikta biyolojik belirteg olarak kullamilabilecek FGFR4 geni Gly388Arg
polimorfizmi eklampsi ve HELLP sendromu hastalarinda nispi risk oranlari, hasta ve
kontrol gruplar arasinda karsilagtirildiginda elde edilen sonuglarn anlaml oldugunu

tespit ettik. Bir ¢ok hastalikta biyolojik belirte¢ olarak kullanilabilecek FGFR4 geni
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Gly388Arg polimorfizmi eklampsi ve HELLP sendromunda da belirte¢ olarak
kullanilabilecegini eklampside (p<0.5, OR=5.76,95%CI: 2.30-14.46) HELLP
sendromunda (p<0.05, OR= 3.52 95%CI: 1.46-8.51) bulduk. Bunun nedeninin
eklampsi ve HELLP sendromunun pre-eklampsiye oranla daha agir birer hastalik
olmast olabilir (87). '

Sonug olarak, eklampsi ve HELLP sendromu ile Gly388Arg polimorfizmi
arasinda anlaml: bir birliktelik bulundugu sonucuna vardik. Anne ve fetiis saglig i¢in
biiyiik bir tehdit olugturan bu sendromlar i¢in genetik kokenin olup olmadig:
sorusunu kesin olarak yamtlayabilecek bu tiir' ¢alismalar, ¢6ziime yonelik
calismalarin da hiz kazanmasma neden olacaktir. Ayrica ailesel yatkinligin
anlagtimasi, risk faktérlerinin belirlenmesi, genetik damigmanlik adina etkin egitim

verilmesini de saglamasi agisindan 6nem tasimaktadir.
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EK-1

KONTROL GRUBU

Callsmajra Almacak Bireylerin Ozellikleri;

1. Yas 18-35 arasinda olacak,
2. Sigara igmeyecék,
3. En az iki canli dogum yapmais olacak,r
4. Spontan abortus 6ykiisii olmayacak, iétemli D/C ahnabilir,
5. Kendisi ve ailesinde (anne, teyze, kiz kardes) pre-eklampsi, eklampsi ve HELLP
sendromu Oykiisti olmayacak,
6. Hipertansiyon, Diyabetes Mellitus (DM), vaskiiler hastalik ve otoimmiin hastalik

olmayacak.

Ad1 Soyadi:
Yasi:
Gebelik say1st:
Dogum sayist:
Yasayan ¢ocuk sayist:
'

Abortus sayisi:

Kiiretaj sayisi:

Calismaya katilmayi kabul ediyorum.

IMZA
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EK-2
EKLAMPSI VE HELLP SENDROMU HASTA GRUBU
- Calismaya Alinacak Hastalarda Uygulanan Anket;

Adi Soyadt:
Telefon no:

Protokol no:

Yas: |
Gebelik Dogum | Yasayan Cocuk Abortus
Sayist Sayist: Sayisi: Sayis1:

Diyabet Oykiisii: Var Yok

Sigara kullanimu: Igiyor Igmiyor

Hastanin egi ile akrabaligi: Var Yok

Hastanin annesi ile babasi arasinda akrabalik: Var Yok

Hastanin ailesinde pre-eklampsi nedeniyle maternal mortalite: Var Yok

Onceki gebelikte pre-eklampsi: Var Yok

~ Ailede pre-eklampsi oykiisii: Kizkardes Anne — Teyze
Sosyo-ekonomik diizey : Diisiik Orta

Yiiksek Organ tutulumu: Beyin Bobrek Pulmoner 6dem  Goz
Tant:  Eklmapsi | HELLP sendromu
Gebelik Haftas::

Diastoloik kan basinci:

Calismaya katilmay1 kabul ediyorum.
IMZA

50




CUMHURIYET UNIVERSITESI KLINIK ARASTIRMALARI ETiK KURULU KARAR FORMU

ARASTIRMANIN ACIK ADI

EKLEMSILI ve HELLP sendromlu hastalarda FGFR4

geninde Gly388Arg polimorfizminin arastiriimasi

ARASTIRMA PROTOKOL
KODU

KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACI
UNVANI/ADI/SOYADI

Prof, Dr. Ergiin Pinarbagi/Ugur Kartal YL dgrencisi

KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACININ UZMANLIK
ALANI

Tibbi Biyoloji AD

KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACININ
BULUNDUGU MERKEZ

Cumbhuriyet Universitesi

DESTEKLEYICH

DESTEKLEYICININ YASAL

RETIOTII DU0ASVE

TEMSILCISI
FAZ 1 g
FAZ?2 ]
ARASTIRMANIN FAZI
FAZ3 |
FAZ 4 O
Yeni Bir Endikasyon O
ARASTIRMANIN TURU Yiiksek Doz Aragtirmasi O

Diger ise belirtiniz: Yiksek lisans tezi

ARASTIRMAYA KATILAN
MERKEZLER

TEK MERKEZ COK MERKEZLI ULUSAL ULUSLARARASI
O O O

<]

)

7/

V

T i
-
7

AT

a

§
H



CUMHURIVET UNIVERSITESI KLINIK ARASTIRMALARI ETIK KURULU KARAR FORMU

- Versiyon
Belge Adi Tarihi S ili
£ Numarasi Dili

Z “
« ARASTIRMA PROTOKOLU .
= . - Tiirkge Ingilizce [ ] Diger [ ]
s BILGILENDIRIL.MIS GONULLU OLUR .
Z FORMU Tiirkge ingilizce [J Diger []
=
é & |OLGU RAPOR FORMU Tirkge [_]  Ingilizee ] Diger [J
bl _J B
@ @

m o v H g .
a ARASTIRMA BROSURU Tirkge [ | ingilizee [ Diger [

Belge Adi Actklama
o TURKCE ETIKET ORNEG] ]
3 SIGORTA L]
= ARASTIRMA BUTCES] M|
z BIYOLOJIK MATERYEL TRANSFER 0
= FORMU
= HASTA KARTI/GUNLUKLERI W]
3 ILAN ' ]
5 & YILLIK BILDIRIM ]
z SONUC RAPORU __ O
,'E‘; 3 GUVENLILIK BILDIRIMLER] O
= g DIGER: 0
Karar No: 2012-02/13 Tarih: 15.02.2012

&
o ﬁ Yukarida bilgileri verilen klinik arastirma bagvuru dosyast ile ilgili belgeler arastirmanin gerekge, amag, yaklasim ve yontemleri dikkate alinarak
o = incelenmis galismann bagvuru dosyasinda belirtilen merkezlerde gergeklestirilmesinde etik ve bilimsel sakinca bulunmadigina toplantiya katilan
25 C plantly
23 Etik Kurul tiye tam sayistun oy birligi ile karar verilmistir.
28

CUMHURIYET UNIVERSITESI KLINIK ARASTIRMALARI ETIK KURULU
Klinik Arastirmalar Hakkinda Yénetmelik, Iyi Klinik Uygulamalari Kilavuzu

CALISMA ESASI
BASKANIN UNVANI/ADI/SOYADLIL:

Prof. Dr. Ayhan Koyuncu

Arastirma ile

Unvan/Adi/Soyadh Uzmanlik Alam Kurumu Cinsiyet A Katilim *  imz
iliski A7 7
7 7
Prof. Dr. Ayhan Koyuncu Genel Cerrahi Cumburiyet Universitesi E kO |ed |HO |EX | HO /\A/
{
. 1 |
Dog. Dr. Saadettin Kiligkap Medikal Onkoloji Cumhuriyet Universilesi ER |k {EQ |HO |ER {ADNA
Dog. Dr. Erol Kisli Genel Cerrahi Cumbhuriyet Universitesi E KO (Ed |HO JE O \l:l X Kaulmad\s
Dog. Dr. Halya Toker Periodontolog - Cumhuriyet Universitesi EO |K EQ (1O |EX [H m !@L@i ‘
\ P
Yrd. Dog. Dr. Ziynet Cinar Biyoistatistik ABD Cumburiyet Universitesi E[0 | K QO |HO (EX (1O (/)j
— i
] . ‘T1p Tarihi ve Etik T o . | 1 E L /?,
Yrd. Dog. Dr. Gilay Yildinm Anabitim Dalt Cumhuriyet Universitesi = [ K 0O |1 : X 10 J{/

/
Yrd. Dog. Dr. Koksal Deveci Biyokimya Uzmani Cumhuriyet Universitesi E kO (g0 (HO | E HO // ;o
o
. WAL
) . Cocuk Saghg: ve “ ot Vliunreifac > I E 3 H q
Yrd. Dog. Dr. Ali Kaya Iastaliklar Uzmam Cumhburiyet Universitesi E X xQd d H l:l‘ EX [ ‘){
17
Yrd. Dog. Dr. Ahmet Altun {J{/\:}l:!"l]-:\rmakolqu Cumhuriyvet Universitesi E kKO [0 (O [eR | 0D [ o
Yrd. Dog. Dr. Fatih Kiligh gl;ﬁ(’krmom'“ Bilim Cumhuriyet Universitesi E KOO |cO |(HO (EX | H 2é2
L




Yrd. Dog. Dr. Ayse Demirkazik Biyofizik ABD Cumburiyet Universitesi E[J | K EJ] [HO.|E H (Qy\//
. -l i A
Uzm. Dr. Mutlu Dogan Genel Cerrahi Sivas Numune Hastanesi E KO [EQD | HO {E HO /4
7 \ -
Uzm. Dr. Levent Saglam Aile Hekimligi Sivas Numune Hastanesi E KO (EO |HO |EX | HO A\N\}\‘w
Ogr. Gor. Engin Dagly Avukat Cumhuriyet Universitesi E KO (e |HO | E HO ,g%
’ »
“Opret. Semsettin Agtas, Biyoloji Ogretmeni Sivas Lisesi EX KO e [HO |0 | HEK | Kaulmad

* Toplantida Bulunma




OZGECMIS

Kisisel bilgiler

Adi Soyadi Ugur KARTAL

Dogum Yeri ve Tarihi ~ Goksun, 10/08/1988

Medeni Hali Bekar

Yabanci Dil Ingilizce

Iletisim Adresi Cumhuriyet Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji
AD, 58140-Sivas ' |

E-posta Adresi ugenetik@hotmail.com !

Egitim ve Akademik Durumu

Lise Kocasinan Lisesi, 2004

Lisans Cumbhuriyet Universitesi, 2010

239




