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OZET

Preeklampsi; gebeligin hipertansif bozukluklari igerisinde énemli bir
yeri olan hipertansiyon, proteintri ve bir¢gok klinik manifestasyon ile
karakterize multisistem bir hastaliktir. Yapilan birgok arastirmaya ragmen
etyopatogenezi henlz tam olarak anlasilamasa da sonugta olusan azalmis
plasental perfuzyonun genetik, immunolojik ve inflamatuar faktorlerden
etkilendigi bilinmektedir.

Preeklampside artan hucresel immunitenin temel mediatorlerinden
adenozin Deaminaz (ADA), purin nukleotidlerinin yikiminda yer alan ve
Adenozin’in inozin’e cevrimini katalizleyen bir enzimdir. Bu enzim; 6zellikle
lenfoid hicrelerde ylksek oranlarda bulunur ve lenfoid hicrelerin
proliferasyon ve matirasyonuna katilir. Preeklampside hicresel immunitenin
artmasina bagl olarak adenozin deaminaz seviyelerindeki artis daha dnceki
arastirmalarda saptanmistir. Bu c¢alismanin amaci preeklamptik hastalarda
adenozin deaminaz gen polimorfizmini degerlendirmektir.

Calismaya gebeligi boyunca herhangi bir problemi olmayan 45
asemptomatik normal gebe ve 43 preeklampsili gebe alindi. Olgulardan
alinan maternal plazma orneklerinden PCR-RFLP (Polymerase Chain
Reaction- Restriction fragment length polymorphism) teknigi ile 20.
Kromozom uzun kolu Uzerinde bulunan ADA geninin 8. kodon kismindaki
22 .nukleotidinin G (Guanin)den A (Adenin)e donmesi ile karakterize gen
polimorfizmi incelendi. Her iki gruptan elde edilen verilerin istatistiksel analizi
fisher exact test ve ki-kare testleri ile yapildi.

Her iki grup arasinda psikososyokiltirel ve demografik 6zellikler
acisindan fark saptanmadi. Kontrol grubundaki adenozin deaminaz gen
polimorfizmi orani %8.9 iken, preeklampsi grubundaki adenozin deaminaz
gen polimorfizmi orani %4.5 olarak saptandi. Preeklampsi grubu ile kontrol
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark izlenmedi. (p>0.05, Odds ratio:
0.9 [%95 confidence interval:0.485-1.693])

Calismanin sonucunda preeklamptik hastalardaki immunolojik


http://en.wikipedia.org/wiki/Restriction_fragment_length_polymorphism

patogenetik surecglerin  bir mediatort olarak dugunulen ve purin
metabolizmasinin en 6nemli enzimi olan adenozin deaminazi Ureten ADA
genindeki polimorfizmin, preeklamptik hastalarda farkli olmadigi gérulmasgtar.
Maternal plazma ADA duzeyleri ile ilgili yapilan bir ¢cok galisma olmasina
ragmen, literatirde preeklamptik hastalarda ADA gen polimorfizmini ilk defa
arastiran bu calisma ile, preeklampsinin patogenezini igin yapilacak ileri

donem arastirmalara bir katki saglayabilecegimizi umit ediyoruz.

Anahtar kelimeler: Adenozin deaminaz, Preeklampsi, Polimorfizm.



SUMMARY

Adenosine Deaminase Gene Polymorphism in Preeclampsia

Pre-eclampsia, has an important place in hypertensive disorders of
pregnancy which is a multisystem disorder and characterized by many
clinical manifestations as hypertension and proteinuria. Despite numerous
investigations on the etiopathogenesis is not yet fully understood, decreased
placental perfusion resulting genetic, immunological and inflammatory factors
known to be affected.

Increased cellular immunity in preeclampsia, one of the basic
mediators like adenosine deaminase (ADA) is an enzyme involved in purine
metabolism, which catalyzes the irreversible deamination of adenosine and
2’-deoxyadenosine to inosine and 2’-deoxyinosine, respectively. This
ubiquitous enzyme is widely distributed in human tissues, which may play a
central role in the differentiation and maturation of the lymphoid system.
Depending on the increase of cellular immunity in preeclampsia, earlier
studies found increased levels of adenosine deaminase. The purpose of this
study was to evaluate adenosine deaminase gene polymorphism in
preeclamptic patients.

45 asymptomatic pregnant without any problems throughout
pregnancy and 43 preeclamptic patients were included in the study. Maternal
plasma samples obtained from these cases by PCR-RFLP (Polymerase
Chain Reaction- Restriction fragment length polymorphism) technique. We
investigated the ADA gene -located on the long arm of chromosome 20-
codon 8, G22A polymorphism (Asp8Asn). Statistical analysis of the data
obtained from each group, Fisher's exact test and chi-square tests were
performed.

Between the two groups did not differ in terms of the social, cultural
and demographic characteristics. Adenosine deaminase gene polymorphism

rate of 8.9% in the control group, while the adenosine deaminase gene



polymorphism in preeclampsia group was 4.5%. There was no is a
statistically significant difference between preeclampsia group and control
group. (p> 0.05, odds ratio: 0.9 [95% confidence interval :0.485-1 .693])

As a result of the study, patients with preeclampsia a mediator of
immunological pathogenic processes thought to be the most important
enzyme in purine metabolism is that adenosine deaminase, polymorphisms
in the gene that produces the ADA, did not differ in patients with
preeclampsia. Although a lot of study in maternal plasma levels of the ADA,
the ADA gene polymorphism in patients with preeclampsia in the literature,
this study investigates for the first time, we think that this study can provide a
contribution to researches to explain the pathogenesis of preeclampsia in

advanced stage.

Key words: Adenosine deaminase, Preeclampsia, Polymorphism.



GiRiS

Gebelik insanoglunun en temel ve dogal fizyolojik sureclerinden bir
tanesidir. Bu slreg igerisinde olusabilecek gesitli komplikasyonlar, ne yazik ki
istenmeyen sonuglar dogurabilir. Gebelikle birlikte goérilen hipertansif
bozukluklar obstetri pratiginde sik karsilasilan bir sorundur. Maternal
morbidite ve mortalitenin 6nemli nedenleri arasinda (1) yer alan gebelige
bagli hipertansif bozukluklar tim gebeliklerin %8-10'unda gorulir. Amerika
Birlesik Devletleri'nde saglik istatistikleri ulusal merkezinin (National Center
for Health Statistics) verilerine gore gebeligin eslik ettigi hipertansiyon en sik
gorilen tibbi risk faktoriidir (2). Ulkemizde her yil saglik istatistikleri yillig
yayinlanmasina ragmen ne yazik ki bu konu ile ilgili saglikh bir veri yoktur (3).
Dogum o6ncesi sadlik hizmetlerinden faydalanamayan veya ulasilabilir saglik
hizmetleri oldugu halde takipsiz olarak gebeligini surdurenlerde, gebelikle
iligkili hipertansif bozukluk riski daha da artmistir. Ulkemiz gibi gelismekte
olan bir Ulke igin koruyucu saglik hizmetlerinin 6nemi, gebelikle iligkili
hipertansif bozukluklar i¢in dikkate degerdir.

Preeklampsi, gebelikte hipertansiyona proteinurinin eslik etmesi ile
karakterize, maternal morbidite ve mortaliteyi artiran, etyolojisi tam olarak
aydinlatilamamigs ciddi bir saglik problemidir. Onyillarca yapilan yogun
calismalara ragmen gebelikle iligkili hipertansif bozukluklar, modern
obstetrinin batunldyle ¢dézime kavusmamis en 6nemli ve guncel konular
arasinda yer alir. Damar endotel hasari ve vazospazmin preeklampsi
patofizyolojisinde o6nemli rol oynadigi dustnilmektedir. Preeklampside
gorulen endotelyal disfonksiyonun nedeni bilinmemekle birlikte, gebelige
kargi abartii  maternal sistemik inflamasyonun bir pargasi oldugu
disundlmustar (4). Preeklampside proinflamatuar sitokinlerin ve CRP
dlzeylerinin ylksek tespit edilmesi, bu distinceyi desteklemektedir (5).

Gebelikte semiallojenik olarak degerlendirebilecegimiz fetus uterusa
implante olur ve fetoplasental yapinin olusmasi ile proinflamatuar uyari

baslar. Erken gebelikte olusan lokal inflamatuar yanit, normal plasentasyon



icin onemlidir. Plasentasyon esnasinda salinan sitokinler, spiral arterlerin
trofoblast invazyonunu kolaylastirir. Preeklampside trofoblastik dokuya karsi
olusan abartil maternal sistemik inflamasyon ise trofoblast invazyonunun
yetersiz olmasina neden olur. Bdylece plasental kan akimi bozulur ve
plasental oksidatif stres artar (6). Preeklampside mevcut olan bu maternal-
plasental etkilesim icin endotelyal hlcre disfonksiyonu, immunolojik
problemler ve genetik faktorler; major predispozan durumlar olarak
gorulmektedir (7). Yapilan histolojik ve biyokimyasal calismalarda artmis
maternal sistemik inflamatuar cevabin preeklampsideki tetikleyici faktor
oldugu One surulmuastur. Bu caligmalarda klinik semptomlar ile maternal
inflamatuvar cevap ve plasental iskemi arasinda yakin iligki Gzerinde
durulmustur (8).

Adenozin Deaminaz (ADA); adenozinin, inozine ve 2-deoksi
adenozinin, 2-deoksi inozine hidrolitik deaminasyonunu Kkatalizleyen bir
enzimdir (9). Bu enzim insanda tum dokularda bulunmakla beraber, 6zellikle
lenfoid sistemde yogundur ve selluler inflamasyonun bir indikatoridir. ADA
aktivitesi hematopoetik hicrelerin ylzeyinde saptanmistir ve T-lenfositlerin
ylizeyine yapisir (10). intraselliler mikroorganizmalarin neden oldugu
enfeksiyon hastaliklarinda ve hematolojik malignitelerde enzim aktivitesi
artar. Tuberklloz gibi bazi hastaliklarda vicut sivilarinda (plevral sivi) enzim
aktivitesinin 6lgciimu diagnostik bir belirteg olarak kullaniimaktadir (11).

Preeklampside gelisen artmis maternal inflamatuvar cevabin fetls
Uzerine etkisi henuz tam olarak net degildir. Preeklamptik gebelerde fetal
sirkulasyondaki oksidatif stres belirtegleri ile endotel disfonksiyonu ile ilgili
veriler celigkilidir. Bazi ¢alismalar endotelyal disfonksiyonun fetal kanitlarini
gOsterirken diger bazi gcalismalar ise preeklamptik gebelerle normal gebeler
arasinda umbilikal kord kan érneklerinde fark saptamamiglardir (12-14).

Preeklampside meydana gelen immunolojik sistem aktivasyonunda
temel rol hucresel immunitenindir. Hlcresel immunitenin guglu bir mediatoru
olan adenozin deaminaz aktivitesi ile preeklampsi arasindaki iligki, ilk olarak
Yoneyama ve ark. tarafindan ortaya atilmistir (15, 16). Maternal ve fetal

plazma ADA aktivitelerinin  baslangic c¢alismalarinda; preeklampsi



hastalarinda, normal gebeliklerle kargilagtirildiginda ADA aktivitesinde
anlamh bir artis saptanmistir (17). Gebe olmayan kadinlarda, normal
gebelere gore maternal plazma ADA aktivitesinin daha dusuk oldugu
gosterilmigtir, fakat bu sonucun klinik dnemi net degildir. Yoneyama ve
arkadaslarinin (18) vyaptiklari calismalarda hafif ve agir preeklampsili
gebelerde plazma ADA aktivitesi anlamli derecede artmistir.

Adenozin deaminaz; purin nukleotidlerinin yikiminda yer alan ve
adenozin’in inozin’e ¢evrimini katalizleyen bir enzimdir. Bu enzim; 6zellikle
lenfoid hicrelerde ylksek oranlarda bulunur ve lenfoid hicrelerin
proliferasyon ve maturasyonuna katilir. Serum adenozin deaminaz aktivitesi
immun statusun degistigi sistemik lupus eritematozus, romatoid artrit ve
tuberkuloz gibi birgok hastalikta degigir.

Preeklampside hucresel immunitede bir artis meydana geldiginden
serum adenozin deaminaz aktivitelerinde de degisiklik beklenir. Maternal
serum adenozin deaminaz seviyelerinin  preeklamptik  hastalarda
degerlendiriimesi literatirde ancak son on bes yil igerisinde populer olmustur.
Ayni sekilde preeklamptik hastalarda maternal adenozin deaminaz gen
polimorfizmi ise bugline kadar literatlirde hi¢ arastiriimamistir. Bu calismanin
amacl preeklamptik gebelerde maternal adenozin deaminaz gen

polimorfizmini arastirmaktir.

I. Gebeligin Hipertansif Bozukluklar

Gebelikte gorulen hipertansif bozukluklar, 6zellikle gelismekte olan
ulkelerde obstetrisyenlerin sik kargilastigi bir durumdur. Gebelige bagh
maternal morbidite ile mortalitenin dnemli bir kismindan gebelidin hipertansif
bozukluklar sorumludur. Birlesik Devletlerde “National high blood pressure
education program (NHBPEP)” blnyesinde olusturulan ¢alisma grubunca en
son 2000 yilinda revize edilen son terminolojiye gore, gebelikte 5 tip
hipertansif hastalik vardir (19) (Tablo-1).



1.Gestasyonel Hipertansiyon (Daha o6nce bu tanim Gebeligin
indUkledigi hipertansiyon olarak adlandirilirdi.)

2. Preeklampsi

3. Eklampsi

4. Kronik hipertansiyon

5. Kronik hipertansiyon zemininde geligsen preeklampsi

Bu siniflamadaki temel amag, gebelikten 6nce gelisen hipertansif
bozukluklar ile bundan ¢ok daha koétlu bir prognozu olan preeklampsinin
birbirinden ayrilmasidir.

Hipertansiyon, kan basincinin 140/90 mm Hg’nin Uzerinde olmasi
durumudur. Burada diyastolik kan basincini belirlemede Korotkoff faz V
kullanilir. Normal gebeliklerin gogunda 6dem gelistiginden, 6dem artik tani
kriteri olmaktan ¢ikariimigtir.

I.A. Gestasyonel Hipertansiyon

Daha 6ncesinde herhangi bir hipertansiyon dykusu olmayan hastanin
gebeliginde proteinuri yokken, kan basincinin ilk kez 140/90 mm Hg veya
Uzerinde Olgculmesi gestasyonel hipertansiyon tanisi koydurur. Gestasyonel
hipertansiyonlu hastalar gebelikten sonraki 12 haftada normal tansiyon
degerlerine ulagirlar. Dolayisi ile siniflamada kesin tani sadece postpartum
olarak konulabilir. Bununla birlikte bu hastalarda epigastrik agri ve
trombositopeni gibi preklampsi ile iligkili belirti ve bulgular gozlenebilir.

Proteintri preklampsiye spesifik bir durumdur. Hipertansiyona
proteindrinin eslik etmesi ile birlikte anne ve fetls acgisindan risk katlanarak
artar. Gestasyonel hipertansiyonda proteinuri gelismedigi halde o6zellikle

fetls acisindan dikkatli davraniimalidir (20).



Tablo-1: Gebeligi komplike eden hipertansif bozukluklarin tanisi (19).

Gestasyonel hipertansiyon

e Kan basinci 2140/90 mm Hg (Gebelik siresince ilk kez ortaya ¢ikan)

e Proteinlri yok

e Kan basinci postpartum 12.haftaya kadar normale doner.

e Kesin tani postpartum konabilir.

e Preeklampsinin diger belirtileri olabilir. (Epigastrik agri, trombositopeni)

Preeklampsi

Minimum kriterler:

e 20.gestasyon haftasindan sonra kan basinci 2140/90 mm Hg

e Proteinlri 2300mg/24 saat veya 2+1 dipstick

Preeklampsi agisindan artmis kesinlik:

e Kan basinci 2160/110 mm Hg

e Proteinlri 2gr/24 saat veya =+2 dipstick

e Serum kreatinin >1.2 mg/dL

e Trombosit sayisi <100000 mm?®

e Mikroanjiyopatik hemoliz (Artmis LDH)

e AST (Aspartat aminotransferaz) ve ALT (Alanin aminotransferaz)

yuksekligi

e Sebat eden basagdrisi veya serebral/gdrsel rahatsizlik

e Sebat eden epigastrik agri

Eklampsi

e Preeklamptik bir kadinda baska bir nedenle agilanamayan

konvdilsiyonlar

Kronik Hipertansiyon

e Gebelikten 6nce veya 20.gestasyon haftasindan 6nce kan basinci
2140/90 mm Hg veya,

e Ik olarak 20.gestasyon haftasindan sonra saptanan ancak postpartum

12. haftadan sonra devam eden hipertansiyon

Siiperempoze preeklampsi (Kronik hipertansiyon varhiginda)

e Hipertansif gebede yeni baslayan proteiniri 2>300mg/24 saat

(20.gestasyon haftasindan dnce proteindri yoktur.)

e 20. gebelik haftasindan 6nce proteindrisi ve hipertansiyonu olan kadinda

proteinliri veya kan basincinda ani artis veya trombosit sayisi <100000

mm?




[.B. Preeklampsi

Tum bilim danyasinin kabul ettigi klasik tanima gore preeklampsi,
vazospazm ve endotelyal aktivasyona sekonder olarak azalmis organ
perfuzyonu ile karakterize gebelige spesifik bir sendromdur. Tanida minimum
kriterler proteintri ve hipertansiyondur. Proteintri yoklugunda preeklampsi
tanisi stphelidir (21). Hipertansiyon ve proteinlri tanisi ne kadar agir olursa,
preeklampsi tanisi da o kadar kesinlik kazanir. Tablo-2’de belirtildigi gibi
preklampsi, hafif ve agir olmak Uzere iki grupta degerlendirilebilir. Renal,
hepatik ve hematolojik sistem anormallikleri preklampsi tanisina kesinlik
kazandirir ve agir preeklampsi tanimini netlestirir. Bu bulgularin siddeti
Olclsunde gebeligin sonlandirilmasi gerekliligi de o denli artar. Burada en
onemli nokta, hafif ve agdir preeklampsi arasindaki ayrimin her zaman net
olarak yapilamayacag@idir. Nitekim gorinirde hafif baglayan bir hastalik, kisa

stirede acil dogum karari aldirtacak kadar agir bir tabloya dénusebilir.

Tablo-2: Gebeligin hipertansif bozukluklarinda tablonun agirlastiginin

gOsteren gostergeler.

ANORMALLIK HAFIF AGIR
PREEKLAMPSI PREEKLAMPSI
Diyastolik kan basinci <100 mm Hg 2110 mm Hg
Proteinuri Eserden — (+1)e Sebat eden +2
veya Uzeri
Basarisi Yok Var
Gdrme bozukluklari Yok Var
Ust karin agrisi Yok Var
Oliguri Yok Var
Konvilsiyon (Eklampsi) Yok Var
Serum kreatinin Normal Artmig
Trombositopeni Yok Var
Karaciger enzimlerinde Minimal Belirgin
artis
Fetal blyume kisithhgi Yok Belirgin
(IUGR)
Pulmoner 6dem Yok Var




Gebelikte proteintri ve hipertansiyon birlikteligi, perinatal morbidite ve
mortalite oranlarini belirgin derecede yukseltir (22). Aksine hipertansiyonun
eslik etmedigi proteintri durumlarinda ise genellikle altta yatan maternal bir
nefropati durumu mevcuttur ve neonatal sonuglar oldukga iyidir (23). +2 veya
Uzerinde sebat eden veya 24 saate toplanan idrarda 2 gramdan fazla
proteinlrinin saptanmasi agir preeklampsinin gelistigini gésterir. Bu durumda
agir renal tutulum ile birlikte glomeruler filtrasyon yetersiz kalarak plazma
kreatinin seviyesi yukselebilir.

I.C. Eklampsi

Preeklamptik bir kadinda bagka bir nedenle acgiklanamayan
konvdlsiyonlar gorulmesine eklampsi adi verilir. Nobetler dogum o6ncesi,
dogum esnasinda veya dogum sonrasi gorulebilirler. Grand mal tipte,
generalize tonik klonik karakterde nobetler izlenir. Postpartum gorilen
ndbetler nadirdir ve eger gelisecek olursa genellikle postpartum ilk 48 saat
icerisinde ortaya ¢ikar.

[.D. Kronik Hipertansiyon Zemininde Geligen Preeklampsi

Nedeni ne olursa olsun butin hipertansif bozukluklar preeklampsi
veya eklampsi gelismesine uygun bir ortam olustururlar. Bu tir bozukluklar,
Ozellikle gebeligin ilk yarisinda takipsiz olan gebeler igin ciddi problem
olusturabilir. Cunkld bu durumda kronik hipertansiyon tanisinin konmasi
guclesir.

Altta yatan kronik hipertansiyon tanisi igin kriterler asagida belirtildigi
gibidir.

o Gebelik dncesi hipertansiyonun zaten mevcut olmasi. (2140/90
mm Hg) Bu durumda gebelik sonrasi da hipertansiyon devam edecektir.

o Gebelik 6ncesi hastanin hipertansiyonu yokken, 20. gestasyon
haftasindan sonra ortaya ¢ikan =2140/90 mm Hg kan basinci degerlerinin
saptanmasi ve postpartum 12. haftadan sonra da hastada hipertansiyonun
sebat etmesi

Kronik hipertansiyonlu hastalarda genellikle esansiyel hipertansiyona
dair gugli bir aile dykusl mevcuttur. Gebeligin ikinci yarisindan itibaren kan
basinci hem normotansif gebelerde hem de hipertansif gebelerde bir miktar



duser. Kronik vaskuler hastaligi olan bir gebe ilk kez 20. gestasyon
haftasindan sonra goriltyorsa eger bu durumda hastanin kan basinci normal
olsa dahi yakin ve dikkatli izlem gerektirir.

Gebelikte ortaya cikan hipertansiyonun birgok nedeni olabilir (24).
Fakat bu hastalarin %90’Inda altta yatan vaskuler hastaligin nedeni
esansiyeldir. Kronik hipertansif gebelerde %25 oraninda slUperempoze
preeklampsi  gorulir.  Cogunlukla superempoze  preeklampsi, saf
preeklampsiye gore gebeligin daha erken donemlerinde ortaya cikar ve
olgularin gogunda fetal intrauterin gelisme geriligi ile sonuglanan ciddi klinik
tablolara yol acar.

Kronik hipertansif bir gebede 20. gestasyon haftasina gelene kadar
proteintri yokken yeni baslayan bir proteinurinin meydana gelmesi (300
mg/24 saat) durumunda superempoze preeklampsi tanisi konulur. Diger bir
kriter ise 20. gestasyon haftasindan o6nce proteinlrisi ve hipertansiyonu
mevcut olan gebede ani baglayan kan basinci artigi, ani baglayan proteiniri
miktarinin artisi veya trombositopeni (<100000/mm?) olmasi durumunda yine
superempoze preeklampsi tanisi konulur. Teghiste altta yatan hipertansiyonu
net olarak tanimlamak gerekir. Stiperempoze preeklampside kan basincinin
giderek artmasi tipiktir fakat 26-28.gestasyon haftalarinda gebelerde hem
sistolik hem de diastolik kan basinglarinin zaten bir miktar artmasi fizyolojiktir.
Hastaligin tanisi dikkatli konulmali ve hastaligin agirlik derecesinin belirleyen
bulgular dikkatlice gézden gecirilmelidir (Tablo-2).

I.E. Preeklampsinin Patofizyolojisi

Gebeligin hipertansif bozukluklari ve 6zellikle preeklampsinin neden
ortaya ciktigi, yillar boyunca obstetrinin modern gelisim sureci ile birlikte
arastirmacilari ilgilendirmigtir. Preeklampsi ve beraberindeki diger gebeligin
hipertansif bozukluklari; obstetrinin halen tzerinde en ¢ok durulan, arastirilan
bir konusudur. Batin bu yogun arastirmalara ragmen patofizyolojik stre¢ tim
basamaklari ile aydinlatlamamigtir. 1900’14 yillarda modern obstetrinin
babasi J. Whitridge Williams (25), meshur kitabinda preeklampsinin
patofizyolojisinden bahsederken kanda dolasan zehirli bir maddeden soz

etmig, bu maddenin c¢esitli organ sistemlerinde trombozu ve sonrasinda



nekrozu tetikleyerek preeklampsi klinigini olusturdugunu belirtmistir. 1918 de
Volhard'in  (26) histolojik olarak birgok dokuda yaptigi c¢alismalarla
preeklampsinin  patofizyolojisinde temel noktanin, vazospazm oldugu
belirtiimigtir. Bu gorus bugin de halen benimsenmektedir. Vaskuler daralma,
kan akimina kargi dirence yol acgar ve boylece arteryel hipertansiyon geligir.
Vazospazmin neden oldugu endotel hiicre hasari ile meydana gelen hipoksi,
sonugta hemoraji, nekroz ve u¢ organ sistemlerinde geri dontilmez hasarlara
yol acar (27). Bugun igin preeklampsi patogenezinde gesitli vazopressorler,
prostaglandinler, nitrik oksit, endotelinler, vaskiler endotelyal biylime faktori
gibi bircok faktdr ile genetik predispozisyon, inflamatuar ve immiunolojik
faktorlerin rol aldigi artik bilinmektedir (28).

Etyopatogenezi bugline kadar net aydinlatlamamis olsa da
gunumuze kadar vyapilan birgok arastirma sonucunda, preeklampsi
patogenezindeki temel nokta, endotelyal hlicre aktivasyonunu gibi
gorunmektedir. Sekil-1’de goruldugu gibi preeklampside, spiral arterlerin agiri
trofoblastik invazyonu, yanlis plasentasyon, maternal vaskuler hastalik gibi
faktorler; genetik, immunolojik ve inflamatuar nedenlerle komplike olur. Tum
bu faktorlerin etkisi ile uteroplasental perfliizyon azalir, maternal dolasima
cesitli faktorler salinir ve vaskuller endotelyal aktivasyon tetiklenir (29).
Endotelyal hiperaktivasyonla birlikte hastada geri donusumsuz hasarlar
gelisebilir. Vazospazma baglh olarak hipertansiyon, oliguri ve karaciger
iskemisi  gelisir. Beyindeki vazospazm konvdllsiyonlari tetikleyebilir.
Plasentadaki hipoperfuzyon ise ablatio plasenta riskini arttirir. Damarlardaki
kapiller sizma kani hemokonsantre eder ve beraberinde édem ve proteinUri
gelistirir. Koagllasyonun aktive olmasiyla ise trombositopeni gelisir. Gelisen
bu patofizyolojik surecgler sonunda vazoaktif ajanlar olan prostaglandinler,
endotelin ve nitrik oksit miktarlari artar. Ayni zamanda zararli ajanlardan lipid
peroksidazlar ve gesitli sitokinler artarak azalmis uteroplasental perfizyonu

daha da azaltir.
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Sekil-1: Gebelige bagl hipertansif bozukluklarin gelismesinde patofizyolojik
kusurlar.

|.F. Preeklampside inflamatuar ve immiinolojik Faktérler

Son yillarda immunolojik ve inflamatuar sistemlerin, preeklampsi
patogenezindeki 6nemi Uzerinde durulmaya baslanmistir. Defektif trofoblastik
invazyonun yani sira, immun cevabin disfonksiyonu preeklampsinin ortaya
¢clkmasinda etkin olabilir. Sistemik dolagimda yabanci fetal antijenlere karsi
asirt maternal inflamatuar cevap, trofoblastik invazyonun daha ylzeyel
kalmasi ve proinflamatuar sitokinlerin artisi ile sonuglanan bir durum ortaya
cikarmaktadir (30). Artan apoptozis, trofoblastlarin invazyon kapasitesinde

bozulmalara yol agar. inflamatuar reaksiyonlar sirasinda olusan TNF-alfa ve
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interlokinler, preeklampsideki oksidatif strese katkida bulunurlar (6).
Preeklampsi ve fetal intrauterin gelisme geriliginde serbest oksijen
radikallerinin arttigi bilinmektedir. Bu radikaller, lipid peroksitlerin olusmasina
neden olur. Toksik radikallerin olusmasiyla birlikte endotel hasari geligir ve
nitrik oksit'in (NO) endotelyal Uretimi azalir (31). Preeklampside, gebeligin
sonlarina dogru antioksidan defansin yetersizligine bagli olarak,
trofoblastlarda apoptozis artar ve plasental vaskuler reaktivite degisir. Tum
bunlarin sonucunda oksidatif stres, aterozisin karakteristik bulgusu olan lipid
yukli  makrofajlarin  (k6pUk htcreleri) dretimini tetikler. Mikrovaskuler
koagulasyon aktive olur ve trombositopeni meydana gelir. Artmig kapiller
permeabiliteye bagli olarak 6dem ve proteinuri ortaya ¢ikar (24).

|.G. Preeklampsi ve immiin Sistem

Gebelik Urini olan ve semiallojenik olarak degerlendirilen fetlsun
gebelik boyunca nasil hayatta kalabildigi her zaman merak konusudur.
Fetisin annenin immunolojik mekanizmalari ile neden harap edilmedigi
hakkinda 6zellikle son yarim yuzyil bircok arastirma yapildiysa da konunun
halen gizemini korudugu aciktir. 1960’li yillarda ortaya atilan antijenik
immaturite teorisine gore; embriyo veya fetlsun, maternal olarak
taninabilecek kadar matir bir antijenik potansiyel tagimadigi dagtnultyordu.
Fakat Billingham’in (32) ¢aligmalar transplantasyon antijenleri olan Human
I6kosit antijenler'in (HLA) embriyonik yasamin cok erken evrelerinde bile
varoldugunu gdstermistir. ilerleyen vyillarda gebe kadinlarin immiinolojik
yanitinin azaldigi ve hatta fetusa kargi olan immunolojik yanitin koérelmis
olabilecegi hakkinda teoriler olusturulmustur. Gunumdz icin kismen dogru
olsa da, bu durumun gebelik Granunin immudnolojik olarak kabulinde
yardimci bir faktér olmaktan Oteye gidemeyeceg@i anlasildi. Bir baska
aciklama ise gebelik endometriyumu olan desiduanin immunolojik olarak
ayricalikh ve 6zel bir doku oldugunu 6ne surUyordu. Ne var ki basit bir
mantikla bile ektopik gebeliklerin mevcudiyeti goz onlne alindiginda bu
distncenin de durumu net olarak acgiklayamadigi ortadadir.  Sonugcta
ulasilan nokta sudur ki gebelikteki immunolojik faktorler sadece uterusu degil,

dogal olarak baska dokulari da etkiler. Bu nedenle gebelik Grandnun
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immunolojik olarak kabulu ve sonrasinda hayatta kalabilmesi, desiduanin
degil de trofoblastlarin immunolojik 6zellikleri ile iligkilendirilmelidir. Bugin
gelinen son noktada, trofoblastlardaki HLA sisteminin ekspresyonu uzerinde
tartisiimaktadir (33).

HLA genleri 6.kromozom kisa kolunda vyerlesen major
histocompatibility complex’in (MHC) ¢ok sayidaki genetik lokis trtintdur (34).
17 adet class | HLA geni bulunmaktadir, bunlar 3 tane klasik gen igerir. Bu U¢
klasik gen; HLA-A, B ve C, major class I(a) transplantasyon antijenlerini
sifrelemektedir. Diger genler; HLA E, F ve G class I(b) antijenlerini sifreler.
Kalan DNA serileri ise yalanci genler veya parsiyel gen pargalaridir.

Immdiinolojik sistemin gebelik Urinii olan embriyo veya fetiisii nasil
olup da kabul ettigi hakkindaki son bilgiler asagidaki gibidir.

a) Gestasyonun tim evrelerinde trofoblastlardaki MHC class I
antijenleri bulunmamaktadir. Ornegin farelerde blastokist implantasyonundan
once trofoektoderm tzerinde dusuk duzeyde MHC class | antijeni eksprese
edilmektedir. Fakat bu antijenler implantasyon esnasinda kaybolurlar ve daha
sonra da ortaya cikmazlar (35). Gestasyon ilerledikge, blastokistin i¢ hlcre
kitlesindeki hiicreler hem class | hem de class || HLA antijenlerini gelistirirler.

b) Normal implantasyon, desidua ve spiral arterler Gzerinde kontrollU
trofoblast invazyonuna baglidir. Buradaki mekanizma hem trofoblast
invazyonuna izin verir hem de trofoblast invazyonunu kisitlar. King ve Loke
(36) boyle bir sistemin, trofoblastlarda spesifik monomerik HLA class | gen
ekspresyonuna ve uterin buyuk grantuler lenfositlere ihtiyag duyudugunu ileri
surmuslerdir.

c) Sitotrofoblastlardaki class | antijenleri, HLA-G igin tek bir genin
ekspresyonundan sorumludur. Killourn ve ark. (37) HLA-G monomorfik
oldugu zaman bu antijenin kendisi olarak taninacagini ve bu yuzden maternal
immun hicrelerden, HLA-G ekspresyonunu gergeklestiren fetal trofoblastlara
kargi immunolojik yanitin olugsmayacagini gostermislerdir.

d) Uterusta naturel killer (NK) hicre soyundan gelen ve kemik iligi
kokenli olan buylk granuler lenfositlerin, desiduada immun takipte primer

sorumlulugu yuklendikleri gortlmastir. Bu hicrelerin trofoblast invazyonunu
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duzenledigi saptanmigtir. Blastokist implantasyonu ile birlikte buyuk grantler
lenfositler, gebeligin ilk haftalari boyunca desiduada kalirlar. Termde ise
desidua igindeki sayilari giderek azalir. Buyuk granuler lenfositler
granulosit/makrofaj stimule eden faktor (GM-CSF) salgilarlar. Jokhi ve ark.
(38) ozellikle ilk trimesterde aktif olan bayuk grandler lenfositlerin salgiladilari
GM-CSF’nin trofoblast apoptozisini engelledidini gostermislerdir.

e) Preeklampsili kadinlarda ekstravillz trofoblastlarda anormal HLA-
G ekspresyonuna dair kanitlar bulunmustur (39). HLA-G ekpresyonu sadece
insanlarda gergeklesir ve sadece desidua bazalis igindeki ekstravilloz
trofoblastlarda ve koryon leave’de bulunmaktadir. Le Boteiller ve ark. HLA-
G’nin anne ile fetus arasinda yanhs antijen eslesmesine izin verdigini 6ne
surmaslerdir (40).

f) Blastokist trofoektoderminin yaklasma ve yapisma yoluyla
endometriyum ylzeyine tutunmasi ve ardindan desiduanin sitotrofoblastlar
tarafindan invazyonu iki temel faktore baghdir. Birincisi; trofoblastlarin
spesifik proteinazlari iglemesi sonucu desiduadaki secilmis ekstrasellller
matriks proteinleri azalir. ikincisi ise trofoblastlarin desiduaya gécmesi ve
tutunmasi hizlandiriir ki bu strece integrin degisikligi denilir. Nitekim
hicrenin ekstraselliler matriks proteinlerine baglanabilmesindeki ¢ok c¢esitlilik,
integrin sistem yoluyla mimkun olabilmektedir.

g) 1990l yillarda trofoblastlarin desiduaya tutunmasinda adeta bir
trofoblast tutkali olarak gorev alan onkofetal fibronektinin tanimlanmasi ile bu
molekul Uzerinde bir ¢cok arastirma yapilmistir. Feinberg (41), transforming
growth faktor-B ‘nin (TGF-B) onkofetal fibronektin sentezini destekledigini
saptamistir. TGF-B’nin implantasyon ve desidualizasyonun birgcok evresinde
gerekli oldugu kanitlandigina goére, onkofetal fibronektinin de bu slrecteki
onemi anlasiimis olur. Fakat sonraki yillarda onkofetal fibronektinin preterm
dogum patofizyolojisindeki dGnemi anlasilinca dikkatler de dogal olarak o yone
cevrilmigtir (42).

I.H. Adenozin Deaminaz Enzimi ve Gen Polimorfizmi

Adenozin deaminaz (ADA) enzimi; purin katabolizmasinda yer alan,

adenozinin inozine ¢evrilmesinde gorevli dnemli bir enzimdir. Tum dokularda
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olmasina ragmen, Ozellikle de lenfoid sistemde yer alan ADA sellller
immunitenin énemli bir indikatoridir. Adenozin deaminaz enziminin purin
metabolizmasindaki 6nemini anlamak i¢in nispeten karigik bir konu olan
purinler ve pirimidinler hakkinda kisa bir hatirlatma yapilacaktir.

I.H.a. Niikleotid, niikleozid, puirin, pirimidinlere genel bakis

Ribonukleozid ve deoksiribonikleozid fosfatlar yani nukleotidler
batin hucreler igin mutlaka gerekli olan “esansiyel” maddelerdir. Bunlar
olmadan ne DNA ne de RNA sentezlenebilir. Dolayisiyla proteinler
sentezlenemez ve hicreler prolifere olamazlar. Nikleotidlein yapisinda bir
azotlu baz, bir pentoz monosakkariti ve fosfat grubu (1, 2 veya 3 tane fosfat)

bulunur. (Sekil-2) Azot iceren bazlar ikiye ayrilir. Purinler ve Pirimidinler.

0 O Base
"0-P-0-P-0-P-0-CH,

f I I

& 0 O

OH OH

Nucleoside 5'-
monophosphate (NMP)

Nucleoside 5'-
diphosphate (NDP)

Nucleoside 5'-
triphosphate (NTP)

Sekil-2: Nukleozid mono-, di- ve trifosfatlar.

Hem DNA, hem de RNA da bulunan purin bazlari aynidir. Adenin (A)
ve Guanin (G). Pirimidin bazlarindan ise Sitozin (C) hem DNA hem de RNA
da bulunur. Ikinci pirimidin bazlari ise farkhidir. DNA da Timin (T) bulunurken,
RNA’'da Urasil (U) bulunur. T ve U arasindaki tek fark, bir metil grubudur.
T’de metil grubu varken U’da yoktur (Sekil-3).
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DNA and RNA Purines
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DNA Pyrimidines

Sekil-3: DNA ve RNA’da bulunan purin ve pirimidinler.

Bir bazla pentoz birlesince bir “NUkleozid” meydana gelir. A, G, C, T
ve U ribonukleozidlerine sirasiyla; adenozin, guanozin, sitidin, timidin ve
uridin denir. Eger seker birimi ribozsa, bir “ribonlkleozid”; eger bu seker 2-

deoksiribozsa bir “deoksiribonikleozid” meydana gelir. (Sekil-4)

A
RNA DNA
N\
8
o I = 8/
N
HOH,C 0O HOH,C 0
Q)H QOH
OH OH OH H OH OH OH
Ribose 2-Deoxyribose Cytidine Deoxyadenosine

Sekil-4: Nukleotidlerin yapisi A) Nukleik asitlerde bulunan pentoz. B) Purin
ve pirimidin iceren nikleozidlerde numaralama sistemine ait érnekler.

Nukleotidler, nikleozidlerin mono, di veya trifosfat esterleridir. Fosfat
grubu, pentozun 5’-OH grubuna bir ester bagi ile baglanmistir. Bu bilesige
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“nikleozid 5'-fosfat” veya “5’-nilkleotid” denir. Pentoz cinsi ise 6n ek ile
belirtilir. (5-ribontkleozid veya 5’-deoksiribonukleotid gibi). De novo pdrin
nukleotid sentezinde sirasi ile agagidaki reaksiyonlar gerceklesir.

a)5’-Fosforibozil-1-Pirofosfat (PRPP) sentezi

b)5’-Fosforibozilamin sentezi
c)inozin Monofosfat (IMP) sentezi

d)IMP’den AMP ve GMP olugumu

e)Nukleozid monofosfatlardan nukleozid difosfat ve trifosfatlarin
olusumu

Adenozin deaminaz enziminin fonksiyonu purin nikleotidlerinin
yikiminda ortaya c¢ikmaktadir. Purin nudkleotidleri, nukleotidi olugturan
bilesenlerin sirayla ayrilmasi sonucu yikilir. Insanlarda plrinlerin
katabolizmasi sonucu olusan son drtin “Urik asit” tir. Primatlarin digindaki
memelilerde Urik asit allantoin’e oksitlenir. Allantoin ise bazi memelilerde Ure
hatta amonyaga parcgalanabilir. PUrin nukleotidlerinin Urik asite yikimi ve bu

yolla ilgili genetik hastaliklar sekil-5’te gosterilmigtir.
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Sekil-5: Purin nukleotidlerinin Urik asite yikimi. Bu yolla ilgili bazi genetik
hastaliklar gosterilmigtir.

Sekilde de goéruldagu gibi adenozin deaminaz enzimi purin
ndkleotidlerinin yikiminda yer alan ve adenozinin inozine ve 2-deoksi
adenozinin 2-deoksi inozine hidrolitik deaminasyonunu katalizleyen bir
enzimdir (43-44). Bu enzim; o6zellikle lenfoid hucrelerde ylksek oranlarda
bulunur ve lenfoid hucrelerin proliferasyonu ile matirasyonuna Kkatilir.
Fizyolojik olarak enzimin roli tam olarak anlagsilamamis olsa da adenozin
deaminaz, selliler immunitenin bir indikatérd gibi gdérinmektedir. ADA
aktivitesi hematopoetik hucrelerin ylizeyinde saptanmistir. ADA T-lenfositlerin

yuzeyine yapisir (45). Bazi hastaliklarda vucut sivilarinda enzim aktivitesinin
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dlcimi  diagnostik bir belirteg olarak kullaniimaktadir. intraselliiler
mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyon hastaliklarinda ve hematolojik
malignitelerde enzim aktivitesi artar (46). Serum Adenozin deaminaz
aktivitesi immun statusun degistigi Sistemik Lupus Eritematozus, Romatoid
Artrit ve Tuberkuloz gibi birgok hastalikta degisir.

I.LH.b. Adenozin deaminaz enziminin genetik referansi ve
adenozin deaminaz gen polimorfizmi

Adenozin deaminaz enziminin bilim camiasinda kabul goérmusg resmi
sembolli “ADA” seklindedir (47). ADA geninin sitogenetik lokasyonu 20
kromozomun uzun kolundaki 13.12 pozisyonudur. (Sekil-6)

ADA geni, adenozin deaminaz enziminin Uretiminden sorumlu
enzimdir. Bu enzim vucutta tim hicrelerde bulunmasina ragmen en ¢ok
immun sistemde, Ozellikle de lenfoid sistem ve lenfositlerde bulunur. ADA
70'den fazla mutasyon tanimlanmistir. Bu mutasyonlarin sonucunda ADA
yetmezligi ve eksikligi olusur ki buna meshur ismiyle “Agir kombine immun

yetmezlik (Severe combined immun deficiency)” denilir.
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Sekil-6: ADA geninin sitogenetik lokasyonunu gosteren sekil (20913.12).

Bilindigi Uzere insan genomunda genetik hastaliga yol acan DNA
dizilim farkhliklarina mutasyon, genetik hastalida yol agmayan DNA dizilim
farklhiliklarina ise polimorfizm denir. Mutasyonlar, polimorfizmlere goére ¢ok
daha nadirdir. Polimofizmlerde olusan DNA dizim farkliigi bireylerin %1-
3’Unu etkiler. Her ne kadar polimorfizmlerin genetik hastalik olusturma

potansiyeli yoksa da, g¢esitli hastaliklar igin risk faktéri olusturabilirler. Ayrica
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polimorfizmler kisinin hastaliga yakalanma riskinin, hastaliga verdigi yanitin
ve ilaglara karsi gozlenen yan etkilerin farklh olmasindan sorumludur.
Dolayisiyla gendeki polimorfik bolgeler genetik marker olarak kullanilabilir.
Preeklamptik hastalardaki ADA gen polimorfizmini arastirmamizin nedeni de
budur.

ADA aktivitesi ile preeklampsi arasindaki iligki ilk olarak Yoneyama
ve ark. tarafindan ortaya atilmistir (12, 13). Preeklampside hucresel
immunitede bir artis meydana geldiginden Serum Adenozin deaminaz
aktivitelerinde de degisiklik beklenir. Maternal ve fetal plazma ADA
aktivitelerinin baslangi¢c c¢alismalarinda preeklampsi hastalarinda normal
gebeliklerle karsilastirildiginda ADA aktivitesinde anlamli  bir artis
saptanmigtir. Gebe olmayan kadinlarda, normal gebelere gbre maternal
plazma ADA aktivitesinin daha dusitk oldugu gdsterilmistir, fakat bu sonucun
klinik Gnemi net degildir. Yoneyama ve arkadaglarinin yaptiklari ¢alismalarda
hafif ve agir preeklampsili gebelerde plazma ADA aktivitesi anlamli derecede
artmigtir. Preeklampsili veya diger gestasyonel c¢esitli problemleri olan
hastalarda adenozin deaminaz seviyeleri bir ¢cok c¢alismada arastiriimis
olmasina ragmen, adenozin deaminaz gen polimorfizmine hi¢ deginilmemistir.
Bu calismanin amaci preeklamptik hastalarda adenozin deaminaz gen

polimorfizmini degerlendirmektir.
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GEREG VE YONTEM

Calismamiza 1 Temmuz 2010 — 1 Nisan 2011 tarihleri arasinda
Uludag Universitesi Tip Fakiltesi Kadin Hastaliklari ve Dogum kliniginde
yatarak tedavi edilen 43 preeklampsi tanili gebe ve gebeligi boyunca
herhangi bir problemi olmayan 45 normal asemptomatik gebe alindi. Uludag
Universitesi Tip Fakiltesi Dekanh@ Arastirma Etik Kurulu tarafindan
20.07.2010 tarihinde 2010-5/17 sayili karar numarasi ile calisma onaylandi.
Calismaya alinan tum olgular ayrintih olarak bilgilendirildi hastalara yazih
aydinlatiimis onam formlari imzalatildi.

Calisma grubuna alinan hastalar icin ¢alismaya alinma kriteri;
Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Saglik Enstitisi (National Institute of
Health), NHLBI (National Heart, Lung and Blood Institute), Ulusal ylksek
tansiyon egitim programi c¢ergevesinde (National High Blood Pressure
Education Program) olusturulan kriterlerlere gore preeklampsi tanisi almis
olmak olarak belirlendi.

Kontrol grubundaki hastalar igin calismaya alinma kriterleri;
20.gestasyonel haftadan 6nce kan basincinin normal seyretmesi, gebelik
oncesinde herhangi bir renal patolojinin veya hipertansiyon durumunun
olmamasi, gebenin gestasyon haftasinin erken gebelik USG'si ile
dogrulanmasi, tekil gebelik olmasi, sigara kullaniminin olmamasi, fetal
anomalinin olmamasi, glukoz tarama testinin normal olmasi olarak belirlendi.

Calismaya katilmak istemeyen ya da katilp sonradan vazgecen
hastalar, dogum yapmamis kadinlar, sistemik bir hastaligi olan kadinlar,
kronik hipertansiyonu olan kadinlar, gestasyonel hipertansiyon saptanan
kadinlar, calisma disinda birakildi.

Calismaya dahil edilen tum olgularin yas, gravida, parite, abortus,
gelir dizeyleri, egitim ve mesleki durumlari kaydedildi. Gelir dizeyleri dusik
orta ve yuksek olarak 3 gruba ayrildi. Mesleki durum ve egitim durumlari
siniflandinidi. Tum hastalarin gestasyon haftalari son adet tarihine gére ve

ultrasonografik olarak belirlendi. Calisma grubundaki hastalar preeklampsi
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tanisi aldiktan sonra kendi aralarinda hafif ve agir preeklampsi olara iki gruba
ayrildilar.  Asemptomatik olan kontrol grubundan farkl olarak, preeklampsi

grubunda hastalarin hastanede kalis sureleri hesaplandi.

I. Geregler

Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dal ile
koordineli olarak yudratulen galismada sirasiyla; santrifij (Hermle-Z300K),
spektrofotometre (Eppendorf Biophotometer), hassas terazi (CAS), su
banyolari (Nive—-ST402), otomatik pipetler (Eppendorf), buzdolabi (Indesit),
Jel goruntileme cihazi (Biosens-SC805), yatay elektroforez tanki (EC-320
Minicell), derin donducu (Beko), vorteks (Boeco V1 plus), mikrodalga firin
(Argelik), elektroforez (EC250-90, E-C Apparatus Corporation), thermal cycler
(Applied Biosystems-GenAmp 9700) adli teknik malzeme ve cihazlar
kullanildi. Kullanilan geregler ise; Taq Polimeraz (Dr.Zeydanli), Taq | kesim
enzimi (Fermentas), Magnezyum Klorir (MgCI2) (Dr.Zeydanli), Tris Baz
(Amresco), EDTA (Sigma), Proteinaz K (Dr.Zeydanli), Brom Fenol Mavisi
(Fermantas), Etidyum Bromur (Dr.Zeydanli)), PCR Tamponu (Dr.Zeydanli),
Marker DNA (Fermantas), Primerler (Alpha DNA), Deoksinukleosit Trifosfat
Seti (Dr.Zeydanli), Agaroz (Sigma), Saf Etanol (Dr.Zeydanl), DNA izolasyonu,

PCR ve elektroforez ile ilgili diger kimyasal maddeler (Dr.Zeydanl)

I.YOntem

Il.A. DNA izolasyonu

Hasta ve kontrol grubundan genotip tayinleri igin -20°C’de saklanan
EDTA'l tuplerden yaklasik 2 cc’lik kan 6rnegi alindi. DNA izolasyonu igin 2
cc EDTA’l kan, steril falkon tipUne aktarildi ve Uzerine 1:3 oraninda (6 cc)
“lysis buffer” ilave edildi. Tup, birkag defa ters ylUz ¢evrilerek iyi bir sekilde
karistirildiktan sonra +4°C'de 15 dakika bekletildi. Olugan nikleer pelleti
¢Okturmek icin dakikada 1500 devirde 10 dk santriflij edildi ve olugsan

supernatant dokuildi. Pellet yeniden siispanse edildi. ikinci bir yikama igin
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yine 6 ml “lysis buffer” eklendi ve 10 dk 1500 rpm’de santrifij edildi,
supernatant atildi ve pellet tamamen suUspanse edildi. Bundan sonraki
asamalarda Dr.Zeydanli DNA izolasyon kiti prosedurt uygulandi. Stispanse
olmus 6rnek 1,5 ml’lik nukleaz i¢cermeyen tup i¢ine alinarak Uzerine 500 pl
solisyon B ve 20 ul solisyon A eklendi. Karisim vortekslenerek 42°C’de 2
saat inkibe edildi. inkiibasyon sonrasi lizerine 500 pl soliisyon C eklenip
vortekslenerek 10.000 rpom’de 5 dk santrifij edildi. Olusan iki fazdan Ustteki
berrak faz alinarak temiz 1,5 ml'lik niikleaz igermeyen tipe konuldu. Uzerine
500 pl solisyon D konuldu. 10.000 rpm’de 10 dk santrifij edildi. Olusan
stpernatant atilarak tzerine 500 pl soltiisyon E konulup 10.000 rpm’de 5 dk
santrifij edildi. SUpernatant atilarak tupler kurumaya birakildi. Kuruduktan
sonra 100 pl distile su eklenerek calisiima zamanina kadar —-20°C’de
saklandi.

II.B. Polimeraz Zincir Reaksiyon (PCR) Protokoli

PCR yontemi, genomik DNA’nin sicakligin etkisiyle ¢ift zincirinin tek
zincir hale gelmesi sonrasinda uygun sicaklikta ilgili primerlerin ilgili primer
bolgesine yapismasi ve DNA Taq polimeraz enzimi katalizorlugunde
ortamdaki dort deoksinlkleotid trifosfatin (adenin, guanin, sitozin, timin) yeni
zincire eklenmesi sonucunda ilgili gen bodlgelerin c¢ogaltiimasi temeline
dayanmaktadir.

Bu calismada izole edilen DNA'larda ADA genindeki kodon 8 (G22A)
polimorfizmi belirlemek icin PCR (Polymerase Chain Reaction) yontemi
kullanilarak genotipleme vyapildi. Bunun icin PCR reaksiyonu karigimi
hazirlandi. Yaklagik 25 pl'lik PCR karisimi 0,2 ml'lik PCR tiplnde asagidaki
sira ile karistirildi (Tablo-3) .
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Tablo-3: PCR reaksiyonu karisimi i¢in kullanilan malzemeler ve miktarlari.

Kullanilan malzeme Miktar
1) | dNTP (10 mM) 0,3 uL
2) | 10x PCR Buffer (Magnezyumiu) 2,5uL
3) | 10 pmol/ml primer forward 1,0 uL
4) | 10 pmol/ml primer reverse 1,0 L
5) | Distile su 16,0 uL
6) | Genomik DNA 4,0 uL
7) | Taq polimeraz enzimi (5 Unite/ul) 0,2 yL

ADA genindeki kodon 8 (G22A) polimorfizmini iceren 397 baz ciftlik
bolgeyi ¢ogaltmak igin F:5- GCCCGGCCCGTTAAGAAGAGC -3’ ve R:5-
GGTCAAGTCAGGGGCAGAAGCAGA -3’ primerleri kullanildi (48).

Tlplerde bulunan reaksiyon karisimi PCR yapilmak Uzere PCR
cihazina yerlestirildikten sonra belirlenen program uygulandi. ADA genindeki
kodon 8 (G22A) polimorfizmi icin PCR dongu programi olarak tablo-4
belirtilen  sicaklik ve sureler kullanilarak PCR islemi PCR cihazinda

gerceklestirildi.

Tablo-4: PCR Dongu Programi.

Kapak sicakhgi (Cihaz tipine 6zel) 103°C

1) | Baslangi¢ denatlrasyonu 94°C 5 dakika
2) | Denatiirasyon 94°C 1 dakika
3) | Annealing 66°C 1 dakika
4) | Extention 72°C 1 dakika
5) | Son extention 72°C 1 dakika
*2, 3 ve 4 islemler sirasiyla 35 siklus

Il.C. Jel Elektroforez Protokoli

Agaroz Jel Elekroforezi, DNA ve PCR drunlerinin ayriimasi ve
tanimlanmasi igin kullanilan standart bir metotlardan biridir. Bu ¢alismada
PCR ile gogaltilmis urGnlerin tanimlanmasi i¢in %2’lik agaroz jel elektroforezi
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uygulandi. %2’lik jel hazirlanmasi igin 5 mL 10xTris-Borik Asit-EDTA (TBE)
solisyonu 45 ml distile su ile beher iginde karigtirildi. Karisimin icine 1 gr
agaroz eklendi. Cozelti mikrodalga firnda “medium” ayarinda agaroz
¢ozununceye kadar isitildi. Eriyen jel igine 3 pL etidyum bromid eklenerek
kangtinldi. Jel, elektroforez aparatina dokulerek sogumaya birakildi.
Elektroforez tanki, 1XTBE ile doldurularak jel yUrGtme islemine hazir hale
getirildi. PCR uarunleri brom-fenol mavisi ile muamele edilerek agaroz jele
yuklendi. 90-100V akimda 15 dk kadar ilerletildi.

[I.D. Restriksiyon Enzim Kesimine Birakilmasi

PCR reaksiyonu sonucu urin elde edilenler genotip tayini igin igin
Taqg | (Fermentas) kesim enzimi kullanildi.

0,2 ml'lik taplere 10 yl hacimdeki PCR drtnu, 2 ul restriksiyon enzim
bufferi, 8 pl distile su ve her birey icin 5 Unite/pl Taq | kesim enzimi olacak
sekilde karigim hazirlandi. Karigim enzimin optimum c¢alisma sicakhgi olan
65°C'de 14-16 saat inkubasyona birakildi. Restriksiyon enzim kesim
sonuglart % 2’lik agaroz jelde degerlendirildi. Bu jel i¢cin 1 gr agaroz tartilip
1XTBE solisyonu ile 50 ml total hacme tamamlandi. Agaroz istenilen
konsantrasyonda hazirlandiktan sonra mikrodalga firinda kaynatildi. icerisine
3 ul etidyum bromid ilave edildi. lyice karistirildiktan sonra jel aparatina
dokuldd. Tag-l enzimi ile kesim yapilmig Urlnlere brom-fenol mavisi ile
muamele edilerek jele yuklendi. 90-100V akimda 15 dk kadar ilerletildi.

Il. E .Genotiplerin Belirlenmesi

insanda adenozin deaminaz geni 20. Kromozomoun uzun kolunda
yer almaktadir (20913.11) ve gen urund ekson 1’deki 22. nukleotidin G veya
A olmasina goére degisir. Nukleotid G olursa olusan aminoasit Asp olur.
Nukleotid A olursa olugan aminoasit Asn olur.

Yuruttlen Granler ultraviyole 1s1ginda degerlendirilmistir. ADA genine
ait ait 397 bp’lik PCR Urinunden Tag-1 restriksiyon enzimiyle 245 bp ve 152
bp iki ayri GrGn olusursa G/G genotipi (Asp/Asp alleli) adi verildi. 397bp, 245
bp ve 152 bp Ug ayri Urlin olusursa G/A genotipi (Asp/Asn alleli) ve 397 bp
PCR urininde kesim olmaz ise A/A genotipi (Asn/Asn alleli) olarak belirlendi
(Sekil-7). ADA genindeki kodon 8(G22A)  polimorfizminin agaroz jel
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goruntisu Sekil-8'de gorulmektedir.

397 bp

———

152 bp 246 bp

Taq | kesim enzimi

Sekil-7: 397 bp’lik PCR drininin Taq | enzimi icin kesim noktasini okla
gosterimi. Urlinde G alleli varliginda enzimle kesim sonrasi iki ayri Urln
olusurken (G/G fenotipi=Asp/Asp alleli), A alleli varliginda enzimle kesim
olmamaktadir (A/A fenotipi=Asn/Asn alleli).

Sekil-8: ADA genindeki kodon 8 (G22A) polimorfizmi i¢in yapilan PCR-RFLP
urbnlerinin Taq | enzim kesimi sonrasi %2’lik agaroz jeldeki gérintisi.ilk ve
son kuyucuk 100 bp DNA ladder (Marker), 1,3 ve 4 nolu kuyucuklar G/G
genotipine (245bp ve 152 bp) , 2 nolu kuyucuk G/A genotipine (397bp, 245bp
ve 152 bp) sahip bireyleri gostermektedir.
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1. istatistiksel Analiz

Sonuclarin istatistiksel degerlendiriimesi, SPSS (Statistical Package
for Social Sciences) for Windows 16.0 programi kullanilarak yapildi. Analizler
sirasinda Fischer exact test ve ki-kare testleri kullanildi. P<0.05 degeri

istatistiksel olaral anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Calismaya dahil edilen 88 olgunun yas ortalamasi 30.2+4.3, gravida
2.5+1.4 ve ortalama gestasyonel yaslari 36.6x1.7 hafta idi. Tablo-5'te

calismaya alinan hastalarin genel demografik 6zellikleri verilmistir.

Tablo-5: Caligma ve kontrol grubunun genel demografik gostergeleri.

Calisma grubu | Kontrol grubu p
Ortalama%SD OrtalamaxSD
Yas 30.04+4.1 30.414.6 NS
Gravida 2.7x1.4 2.6+1.2 NS
Parite 1.1+0.7 1.2+0.9 NS
Abortus 0.9+0.7 0.8+0.9 NS
Gestasyonel hafta 35.6+1.2 37.7+2.2 NS

NS=Nonspesifik (p>0.05), SD=Standart deviasyon

Demografik 6zellik acisindan bakildiginda; preeklampsi tanili 43
gebe ve 45 kontrol grubundaki igin i¢in yas, gravida, parite, abortus sayilari
ve gebelik haftalari bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh
bir fark izlenmedi. (p>0.05) Calisma planini olustururken preklampsi ile ilgili
yapilan arastirmalarda kontrol gruplarinin gestasyon haftalari ile preeklampsi
gruplarinin gestasyon haftalarinin genellikle farkh olmasindan hareketle,
gruplar olabildigince homojen olarak secildi ve 06zellikle 30. gestasyon
haftasindan énceki olgular mimkin oldugunca g¢alisma digi birakildi.

Olgularin psikososyokdltirel durumlari tablo-6'da verilmistir. Buna
gore her iki grup arasinda mesleki durum, egitim ve gelir dizeyi bakimindan

istatistiksel bir fark saptanmadi.
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Tablo-6: Calisma ve kontrol grubundaki hastalarin psikososyokultirel durum

ve gelir duzeyleri acgisindan karsilastiriimasi

Calisma Kontrol
grubu (n) | grubu (n) P
MESLEKI Ev hanimi 29 25 NS
DURUM Calisiyor 12 20 NS
lIkdgrenim 17 18 NS
EGITIM " Lise 15 15 NS
Universite 13 12 NS
AYLIK Disuk (<750 L) 13 17 NS
GELIR Orta (750-1500 L) 16 16 NS
DUZEYi | Yiiksek (>1500 L) 14 12 NS

NS=Nonspesifik (p>0.05)

Calismaya alinan toplam 88 olgunun adenozin deaminaz geni PCR-
RFLP (Polymerase Chain Reaction- Restriction Fragment Length
Polymorphism) teknikleri ile ayrintili olarak incelendi. 20.kromozomda lokalize
olan ADA genindeki 8. Kodon G22A polimorfizmi agisindan bakildiginda 88
hastanin 5’sinda polimorfizm saptandi. Bunlardan 3 tanesi kontrol grubunda,
2 tanesi ise preeklampsi grubundaydi. Kontrol grubundaki adenozin
deaminaz gen polimorfizmi orani %7.3 iken, preeklampsi grubundaki
adenozin deaminaz gen polimorfizmi orani %4.5 olarak saptandi.
Preeklampsi grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
izlenmedi (p>0.05, Odds ratio: 0.9 [%95 confidence interval:0.485-1.693])
(Tablo-7).
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Tablo-7: Preeklampsi grubu ve kontrol grubu arasindaki adenozin deaminaz

(ADA) genotip frekanslari, Odds ratio:Preeklampsi grubu / Kontrol grubu

ADA GENOTIP FREKANSI

Asp/Asp Asp/Asn Toplam
o ~ | Asn/Asn
(G/G genotipi) | (G/A genotipi)
Kontrol 42" 3 0 45
Grubu (%92.7) (%6.6) (%0)
Preeklampsi 41 2 0 43
Grubu (%95.4) (%4.6) (%0)

*p>0.05, Odds ratio: 0.9 (%95 confidence interval:0.485-1.693)

Genotip acisindan degerlendirdikten sonra allel sikligi agisindan da
degerlendirme yapildi. Bilindigi Uzere polimorfizm bir toplumda sadece
tekrarlayan mutasyonlarla surdurilmeyecek oranlarda var olan, nadir
sikliktaki, devamlilik gdstermeyen iki veya daha fazla genetik 6zelligin birlikte
olusumu durumudur. Eger toplumun %2 veya daha fazlasi nadir bir alleli
tasiyorsa, bu durum polimorfiktir. Adenozin deaminaz geninin allelleri Asp
alleli ve Asn allelidir. Adenozin deaminaz genotipi allel sikhgi agisindan
izlendiginde de preeklampsi grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel
olarak anlaml fark izlenmedi (p>0.05, Odds ratio: 0.9 [%95 confidence
interval:0.574-1.673]) (Tablo-8).
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Tablo-8: Preeklampsi grubu ve kontrol grubu arasindaki adenozin deaminaz
(ADA) allel frekanslari, Odds ratio: Asn alleli tasiyicilari / Asn alleli

tasimayanlar

ADA ALLEL FREKANSI
Toplam
Asp Asn
Kontrol 87 3

90

Grubu (%96.7) (%3.3)
Preeklampsi 84 2 86

Grubu (%97.6) (%2.4)

*p>0.05, Odds ratio: 0.9 (%95 confidence interval:0.574-1.673)

Her ne kadar preeklampsi grubu ile kontrol grubu arasinda adenozin
deaminaz geni polimorfizmi ve ADA allel frekansi agisindan herhangi bir fark
saptanmadiysa da preeklampsi grubukendi igerisinde degerlendirildiginde 43
hastanin 23’0 agir preeklampsi, 20’si ise hafif preeklampsi hastasiydi. ADA
gen polimorfizmi saptanan 2 hasta da hafif preeklampsi grubundaydi. Agir
preeklamptik olan 23 gebede adenozin deaminaz gen polimorfizmi
saptanmadi. Agir preeklampsi grubunda hic ADA gen polimorfizmi

saptanmadigindan istatistiksel analize gerek duyulmadi.
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TARTISMA VE SONUG

Adenozin deaminaz enzimi uzun suredir bilinmesine ragmen
preeklampsi ile muhtemel bir iligkisinin olmasi yonunde bir arastirma ilk kez
1996’da, Japonya’dan Yoneyama ve arkadaslari (49) tarafindan yayinlandi.
Bu tam da preeklampsi patogenezinde immun sistemin rolindn iyiden iyiye
tartisildigi bir ddbneme gelmesi itibari ile fazlasiyla yanki buldu. Bu ¢alismada
direk olarak adenozin deaminaz enzimi duzeyleri 6lgiimemis, umblikal ven
adenozin duzeylerine bakilmistir. 34. gestasyon haftasinda 39 preeklampsili
gebeye, Oncesinde uterin arter doppler ultrasonografi uygulandiktan sonra
kordosentez yapilmis ve fetal umblikal venden kan gazi degerlendirmesi ile
adenozin dluzeyleri bakilmistir. Yoneyama ve ekibi doppler ultrasonografide
anormal pulsatilite indeksi saptanan preeklampsili hastalarin fetal umblikal
ven plazma adenozin duzeylerinin de anlamli Olgide yuksek oldugunu
gozlemledi. Boylece; preeklampsili hastalarda uteroplasental yetmezlik
giderek agirlasip fetal distrese neden olmadan, fetal plazma dizeylerinde
artisin  saptanmasinin erken tani ve tedavide etkin olabilecegini One
surmuslerdir. Suphesiz preeklampsili hastaya kordosentez yapmak birgok
sorunu da beraberinde getirecektir. Sonugta gelinen noktada; preeklampsili
hastada umblikal kord ve plasentada plazma adenozin duzeylerinin arttigi net
bir sekilde gosterilmistir.

ik calismalarda dncelikle plazma adenozin diizeyleri (izerinde duran
arastirmacilar, sonradan adenozin deaminaz enzimini de arastirmiglardir.
1999 yilinda Suzuki ve ark. (50) preeklampsili hastalarda maternal plazma
adenozin duzeylerini degerlendirdikleri c¢alismalarini yayinladilar. Her ne
kadar galismaya alinan preeklampsili hasta sayisi sadece 16 ise de, bu
hastalarin hepsinde maternal plazma adenozin dizeylerinin anlamli derecede
artmis oldugunu saptadilar. (0.85+0.18 vs 0.54+0.12 mmol/L) Bu durumun
uterin arter doppler dalga formunda saptanan protodiyastolik ¢entik ile birlikte
degerlendirilebilecedi  dusunduler. Plazma  adenozin  duzeylerinin

preeklampsili hastalarda, normal hastalara gére daha fazla yiksek oldugunu
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saptayan bu arastirmacilar dogal olarak asemptomatik normal gebelik ve
asemptomatik normal bir kadindaki adenozin duzeylerini merak ettiler.
Yoneyama’'nin galismasinda (51) 3.trimesterde 34 normal gebe ve herhangi
bir sikayeti olmayan 34 normal kadin degerlendiriimigtir. Plazma adenozin
dlzeyleri gebe grupta anlamli derecede artmistir (0.59+0.08 vs 0.18+0.04
mmol/L).

Maternal plazma adenozin seviyelerinin hem normal gebelik hem de
preeklampsili hastalarda arttigini géren Suzuki ve Yoneyama (52), ikiz
gebeliklerde de ayni durumun gozlenebilecegini ileri surmuslerdir. 22 tekil
gebelik ve 9 ikiz gebeligi olan hastalarda yapilan arastirmada serum Urik asit
ve adenozin duzeylerinin istatistiksel olarak anlamli odlgude arttig
gozlemlenmisti. Gebelik sayisi arttikga da serum duzeyleri de pozitif korele
olarak artiyordu. Purin katabolizmasinin trunlerinde olan urik asitin artmasini
ise, adenozin duzeylerinin artmasi seklinde yorumlandi.

2001 yihinda Suzuki ve ekibi (53) ilk galigmadakine benzer bir sekilde
preeklampsili hastalarda plazma adenozin diuzeyini degerlendirdiler. Farkli
olarak ayni hastalardan serum urik asit duzeyi de degerlendirildi. 33-38.
gestasyon haftalarindaki 20 preeklampsili ve 22 normal gebenin alindidi
¢alismada; plazma adenozin duzeyleri kontrol grubunda 0.31£0.12 mmol/L
iken preeklampsi grubunda 0.45+0.11 mmol/L olarak saptandi. Serum Urik
asit duzeyleri ise sirasi ile 4.4+0.69 mg/dL ve 5.9+0.60 mg/dL olarak
belirlendi. Preeklampsi grubundaki fark istatistiksel olarak anlamliydi.
Calismada ayrica her iki grupta da serum durik asit duzeyi ve plazma
adenozin duzeyleri arasinda anlamli dizeyde korelasyon goéruldi. Sonugta
preeklamptik hastalardaki hipertriseminin kaynaginin artmis adenozin
dlzeyleri oldugu sonucuna vardilar ki, mevcut purin metabolizmasi (Sekil-5)
yikimi g6z 6nune alindiginda da durumun bu sekilde olmasi gerektigi
gorulmektedir.

2002 yilinda Yoneyama ve ark. (54) yaptiklari ¢aligmada ilk defa
normal gebeliklerde plazma adenozin deaminaz seviyelerini de
degerlendirdiler. 3. trimesterde olan 14 normal asemptomatik gebe ve 14

normal asemotomatik kadin Uzerinden yapilan c¢alismada, gebe grupta
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plazma 5’-nukleotidaz ve adenozin dizeyleri anlamli dl¢ide artarken, plazma
adenozin deaminaz  aktivitesinin  azaldigini  go6zlemlediler.  Purin
katabolizmasinda hem 5’-nukleotidaz hem de adenozin deaminaz
enzimlerinin aktiviteleri sonrasindaki Urun inozindir. 5’-nukleotidaz inozin
monofosfattan (IMP) inozin Uretimini katalizlerken, adenozin deaminaz ise
adenozinden inozin Uretimini katalizler. (Sekil-5) Dolayisi ile normal gebelikte
bir enzim duzeyinin artip, digerinde azalmanin meydana gelmesini artmis
adenozin duzeylerine baglamislardir. Ayni arastirmaci ekibi (18) bir yil sonra
ikiz gebeliklerde serum adenozin deaminaz ve plazma adenozin dizeylerini
arastirmiglardir. 3.trimesterdeki 11 tekil asemptomatik normal gebe ve 11
dikoryonik ikiz gebelik c¢alismaya alinmig, ikiz gebelik grubunda hem
adenozin deaminaz, hem de adenozin duzeylerinin anlamh 6lgude arttigini
saptamislardir. Bir onceki arastirmalari ile kargilastirildiginda vardiklari kani;
en azindan ikiz gebeliklerde, plazma adenozin duzeylerinin artmasi ile
adenozin deaminaz duzeylerinin azalmasi arasinda bir iligki yoktur seklinde
olmustur.

Yoneyama ve ark. (12) yaptiklari bu arastirmalardan sonra
preeklampsili hastalarda hucresel aracilikli  immunitenin  en onemli
mediatorlerinden biri olarak dugstundukleri adenozin deaminaz dlgimuni direk
olarak degerlendirmislerdir. Arastirmayi daha guglendirmek i¢in adenozin
deaminaz enziminin iki izoformuna da arastirmiglardir. Clnki adenozin
deaminaz enziminin preeklampsili hastalarda arttigini artik bilmekteydi fakat
total ADA, ADA-1 veya ADA-2 duzeylerindeki degisikler hentuz net degildi.
insan serum ve plazmasinda predominant olan enzim ADA-2 olmasina
ragmen intraseltler ADA aktivitesinin buyuk bir kismini ADA-1 olusturur. 28-
29.gestasyon haftalarinda olan 22 asemptomatik normal gebe ile, 22
preeklampsili gebe c¢alismaya alindi. Serum total-ADA, ADA-1 ve ADA-2
dizeyleri olgulmus. Ayrica monosit makrofaj sisteminin aktivasyonunu da
degerlendirmek igin periferik kan monosit ve neopterin dizeyleri de
degerlendirildi. Normal asemptomatik gebe grubu ile karsilastinldiginda,
preeklampsi grubunda serum total ADA ve ADA-2 aktivitesinin (serum

neopterin duzeyleri ile birlikte) istatistiksel olarak anlamli dizeyde arttigi
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saptandi. (Sekil-9) Bu bulgular 1sidinda preeklampside total ADA
aktivitesindeki artisin, primer olarak ADA-2 aktivitesindeki artiga bagl olarak
arttigi ve bunun da preeklampsideki hucresel immunite ile ilgili oldugu

sonucuna varilmigtir.
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Sekil-9: Normal asemptomatik gebe (n=22) ve preeklampsili hastalarda
(n=22) serum total ADA, ADA-1 ve ADA-2 aktiviteleri. 1. Ve 3. Grafiklerdeki
horizontal uzun gizgiler arasindaki belirgin istatistiksel olarak anlamli farka
dikkat ediniz (p<0.05).

Yoneyama ve ekibi (55), preeklampside artmis oldugunu saptadiklari
adenozin deaminazin, sitokin Greten T-hucreler ile ne tur bir iliski de oldugunu
arastirmak icin yaptiklari diger bir calismada 30. gestasyonel haftada 28
normal asemptomatik gebe ve 28 preeklampsili gebeyi dederlendirdiler.
Preeklamsi grubunda plazma ADA aktivitesi anlamli derecede artmisti.
Preeklampsi grubunda interferon-y (IFN-y) Ureten hulcreler artmisken ve
interlokin-4 (IL-4) Ureten hicreler ise azalmisti. ADA aktivitesi ile IFN-y Ureten
hlcreler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon bulundu. Sonugta
T-hdcre aracilikli immunite ile preeklampsi arasindaki guglu iligki bir kez daha
gorulmusta.

Shinagawa ve ark. (56) ikiz gebelikleri mevcut olup ayni zamanda
preeklamptik olan gebelerde adenozin ve endotelin-1 duzeylerini
degerlendirmiglerdir. 28-34. gestasyon haftalarinda toplam 4 grup olusturuldu.
A grubu:14 tekil gebe, B grubu:9 tekil gebelik+preeklampsi, C grubu:8
dikoryonik ikiz gebelik, D grubu: 6 dikoryonik ikiz gebelik+preeklamsi. Bu

gruplarda uterin arter doppler ve maternal arter adenozin ve endotelin-1
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diizeyleri dlguldi. Bu dlgiimlerden ¢ok farkli bulgular otaya ¢iktl. Ornegin tekil
gebelik+preeklampsi grubunda uterin arter vaskuler rezistansi yani pulsatilite
indeksi ve maternal plazma adenozin, endotelin-1 dizeyleri artmisti. Sadece
ikiz gebelik grubunda uterin arter vaskuler rezistansi, A grubuna gére daha
dusuktu. Fakat plazma adenozin seviyeleri A grubuna gore daha yuksekti. D
grubunda ise plazma adenozin duzeyleri ve uterin arter vaskuiler
rezistansinda degisiklik olmaksizin plazma endotelin-1 konsantrasyonu artar.
Bu kadar ayrintili arastirmalara ragmen net veriler ortaya konamadigindan,
tekil veya ikiz gebeliklerde preeklampsi patogenezinde farkli mekanizmalarin
rol alabileceg@i sonucuna variimigtir.

Suzuki ve ark. (57) preeklamptik olmayan ikiz gebeliklerde hlcresel
immunitenin varligini saptamak icgin bir arastirma yaptilar. Buna gore
arastirmacilar 14 normal asemptomatik kadin, 23 normal asemptomatik gebe
ve 9 ikiz gebelik olgusunu degerlendirdiler. Th-1, Th-2 ve Th-1/Th-2 orani
Ol¢uldu. Buna gore normal asemptomatik gebelik grubunda Th-1 duzeyi ve
Th-1/Th-2 orani, normal asemptomatik kadinlara gére daha disikti. ikiz
gebelik grubunda ise yine benzer sekilde Th-1 dizeyi ve Th-1/Th-2 orani,
normal asemptomatik kadinlara gére daha dusiktid. Ayni zamanda ikiz
gebelik grubunda Th-1 dizeyi normal gebelere gore de daha diusuktl. Bu
bulgular ikiz gebelikte belirgin bir Th-2 hicre immunitesinin oldugunun
dogruluyordu. Ayni arastirmaci grubu, 2003’te benzer bir arastirma ile
preeklamptik olmayan ikiz gebeliklerde adenozinin uterin kan akimi
regulasyonundaki rolinu aragtirdilar (58). 16 tekil ve 16 ikiz gebeligin
degerlendirildigi arastirmada uterin arter doppler ve maternal plazma
adenozin duzeyleri arastirildi. Tekil gebelik grubunda maternal plazma
adenozin dlzeyleri ile maternal uterin arter pulsatilite indeksinde negatif
korelasyon saptanirken, ikiz gebelik grubunda ise herhangi bir korelasyon
bulunamamigtir. Buna go6re ikiz gebeliklerdeki vaskuler rezistanstaki
azalmanin adenozinden bagimsiz olabilecegi sonucuna variimistir.

Preeklampsinin  patogenezindeki muhtemel immuin  sistem
disfonksiyonlari veya bozukluklarina olan ilgi 1990l yillardan sonra giderek

artmaya baslamistir. Yoneyama ve Suzuki gibi arastirmacilar hicresel
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immunitenin temel mediatoru gibi dusundukleri ve purin katabolizmasinin
temel aktif enzimi olan adenozin deaminaz enzimi Uzerinde fazlasiyla
durmustur. Turkiye’de ise 2005 yilinda Karabulut ve ark. (17) ilk olarak
preeklampsi ve immun sistem iligkisi baglaminda, énceki ¢alismalara benzer
sekilde preeklampside adenozin deaminaz, ksantin oksidaz ve malondialdehit
seviyelerini arastirdilar. Bu c¢alismanin gug¢li olan yani, preeklampsi
grubundaki hastalarin da normal asemptomatik gebe grubuyla benzer
haftalarda olmasiydi. Clinku onceki ¢calismalarda preeklampsi grubu mevcut
komplikasyonlari nedeniyle genellikle 32-34. haftalar arasindan seciliyordu.
Dolayisiyla kontrol grubu ya bu haftalar arasindaki gebelerden seciliyor ya da
mecburen miad gebelikler caligmaya aliniyordu. Karabulut ve ekibinin yaptigi
bu calismada 37-38. gebelik haftalarindaki 29 preeklamptik gebe ve 33
normal asemptomatik gebe c¢alismaya alindi. Hem maternal hem de fetal
umblikal plazmada bakilan malondialdehit, ksantin oksidaz ve adenozin
deaminaz seviyeleri; preeklampsi grubunda, kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamh dizeyde artmisti. Preeklamsinin patogenezinde oksidatif
stresin rol aldi§i 6teden beri bilinmektedir. Bunun sonucunda artan reaktif
oksijen radikalleri ve lipid peroksidasyon Urlnleri ile hicre ve membran
hasari ve hatta DNA iplik kirilmalarn olusur. Ortak patogenetik anahtar
mekanizma olan endotel hucre disfonksiyonu sonucu lipid peroksidasyon
drtnlerinin artar ve antioksidan sistemler devreden cikar. Oksidatif stresle
birlikte malondialdehit seviyeleri artar. Bir diger durum ise mevcut oksiadtif
surece karsi T-hlcre aktivasyonu uyarilir. Bunun sonucunda ortaya ¢ikan
artmis adenozin deaminaz, ksantin oksidaz seviyeleri, I6kosit aktivasyonunu
uyarir. Karabulut ve ark. bu ¢aligmalarinda diger ¢caligsmalardan farkl olarak,
fetal umblikal kandaki adenozin deaminaz seviyelerine de degerlendirdiler.
Sonugta preeklampsi grubunda hem maternal hem de fetal adenozin
deaminaz seviyelerinin artmasi; preeklamptik hastalardaki immunolojik
patogenezin ne kadar dnemli oldugunu gosteriyordu. Ayni arastirmacilar bir
yil sonra maternal, fetal plazma adenozin deaminaz duzeyleri ile preeklampsi
siddetinin ne kadar korele olabilecegini ve sonugta neonatal durumun bu

suregten ne duzeyde etkilenebilecegini arastirmak igin yeni bir ¢alisma
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planladilar (59). 35-38. gebelik haftalarindaki, 33 normal asemptomatik gebe,
12 hafif preeklampsili gebe ve 17 agir preeklampsili hastanin alindigi
¢alismanin sonuglar bir miktar sasirtici oldu. Preeklampsi gruplarindaki
hastalarda maternal ve fetal plazma adenozin deaminaz seviyeleri artmis
olmasi zaten beklenen bir sonuctu. Fakat ilging olan agir preeklampsi grubu
ile hafif preeklampsi grubunda anlamli bir farklilik olmamasiydi. (Sekil 10-11)
Dolayisiyla hafif preeklampsi ile agir greeklampsinin siddeti ile adenozin
deaminaz duzeyleri arasinda bir iliskinin olmayabileceg@i ortaya ¢ikti. Butun
bunlara ek olarak neonatal sonuclar ile adenozin deaminaz seviyeleri

arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon izlenmedi.
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Sekil-10: Normal gebelik (n=33), hafif preeklampsi (n=12) ve agir
preeklampsi (n=17) gruplarindaki maternal plazma adenozin deaminaz

seviyeleri. Preeklampsi gruplarinda ADA seviyesi, normal gebelik grubuna
gore anlaml derecede fazlaydi (59) (*p<0.001 vs normal gebelik).

37



6— *
*
= 54
=)
Z 4 4 ——
=
7
‘—5_ 2_ ——
E: 1
g
0 T T T
n 33 12 17

Normal Mild Severe

Sekil-11: Normal gebelik (n=33), hafif preeklampsi (n=12) ve agir
preeklampsi (n=17) gruplarindaki fetal plazma adenozin deaminaz seviyeleri.
Preeklampsi gruplarinda ADA seviyesi, normal gebelik grubuna gore anlamli
derecede fazlaydi (59). (*p<0.001 vs normal gebelik).

Bilim tarihi boyunca preeklampsinin patogenezi ile ilgili yapilan
onbinlerce arastirma neticesinde birgok nokta agikliga kavusmus olmasina
ragmen mekanizma tum ayrintilar ile ¢dzimlenememistir. Gelinen son
noktada; ortak patogenetik mekanizma olan yaygin endotelyal hasarin, hangi
faktorlerce tetiklendigi artik bilinmektedir. Bu faktérlerden biri olan
preeklampsideki artmis immunolojik sistem yaniti ve beraberindeki hicresel
immunite  mediatérd  olarak  dusindigumiz  adenozin  deaminaz
seviyelerindeki artis son on yilda yapilan bir duzine calismayla ortaya
konmustur. (49-59) Mevcut patogenetik surecin daha 6zline indigimizde
adenozin deaminaz enzimini degil de dogal olarak bu enzimin Uretiminden
sorumlu olan gen olan adenozin deaminaz genini (ADA) buluruz.

Daha once de belirttigimiz gibi adenozin deaminaz genindeki
tanimlanan ortalama 70 kadar mutasyon, bugun artik bilim dunyasinin net
olarak tanimladidi agir kombine immun yetmezlik hastaligina neden olur.
Adenozin deaminaz genindeki polimorfizm ise immun sistemin baskilandigi
veya defektif calistigi, literatirde bir ¢ok hastalikta calisiilmig olmasina
ragmen, preeklamptik hastalarda literatiirde hi¢ galisiimamistir. Ornegin 2001
yilinda Bottini ve ark. (60) otizmli hastalarda adenozin deaminaz aktivitesinin

azaldigini ve adenozin deaminaz genindeki G22A polimorfizminin otizmli
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hastalarda anlaml dlgude yuksek oldugunu saptadilar. Benzer sekilde otizmli
hastalarda pulrin metabolizma defektlerinden yola cikilarak, adenozin
deaminaz gen polimorfizminin roll olabilecegini belirten arastirmalar son on
yil igerisinde artmistir (61).

2007 yihnda tekrarlayan gebelik kayiplarinda adenozin deaminaz gen
polimorfizmi ile ACP-1 (a low-molecular-weight protein tyrosine phosphatase)
gen polimofizmlerinin kooperatif etkilerinin, gebelik Grindndn kabulu veya
reddi yonundeki fizyopatolojik surecleri etkiledigi 6ne suralmustur (62).

Astim hastalarinin yaklasik olarak %15’ini etkileyen aspirine intoleran
astimdaki mevcut temel patogenetik mekanizma olan bronkokonstriksiyona
neden olabilecek slreglerin plUrin  metabolizmasndaki defektlerden
kaynaklanabilecegini dusunen Kim ve ark. (63) yaptiklari arastirmada
adenozin deaminaz gen polimorfizminin degil de, enzimin substrati olan
adenozinin reseptoérlerindeki gen polimorfizmlerinin bu hastalarda artmis
oldugunu saptadilar.

Adenozinin kardiyovaskuler koruyucu etkilerinin, adenozin deaminaz
genindeki polimorfizmden olumsuz yonde etkilenebilecedini distinen Riksen
ve ark. (64) 96 gonulli tzerinde yurattikleri arastirmada; gen polimorfizminin
etkiledigi olumsuz bir etki gérmemiglerdir.

Son olarak kadinlarda erkeklere gore bir miktar fazla olan ortalama
yasam suresinin adenozin deaminaz gen polimorfizmi ile ilgili olabilecegi
yonunde vyapilan bir arastirmada, kadinlarda adenozin deaminaz gen
polimorfizminin artmig fakat istatistiksel olarak anlamli duzeye erigmedigi
gosterilmigtir (48).

Biz arastirmamizda preeklampsili hastalarda adenozin deaminaz
genindeki 22. kodondaki G—->A polimorfizminin (G/A=Asp-Asn) &6nemini
degerlendirdik. Normal populasyonda adenozin deaminaz G/G genotipi
ortalama %90 duzeyindedir (65). Bizim ¢alismamizda da hem kontrol grubu
hem de preeklampsi grubunda benzer dizeylerde saptandi. Adenozin
deaminaz gen polimorfizmi kontrol grubunda 3 tane iken, preeklampsi
grubunda ise 2 taneydi. Preeklampsi grubundaki polimorfizmli hastalarin 2’si

de hafif preeklampsili hastalardi. Her ne kadar arastirmamizda preeklampsi
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hastalarindaki adenozin deaminaz geni polimorfizmini, normal populasyonla
benzer duzeylerde saptadiysak ta Onumuzdeki yillarda preeklampsi
etyolojisindeki temel patogenetik sirecin net olarak aydinlatiimasinda, Umit

ediyoruz ki yaptigimiz bu arastirma da bir katkida bulunsun.
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