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KISALTMALAR
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ADMA
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: Anjiyotensin Konverting Enzim

: Asimetrik dimetilarginin

: Aspartat

: Tetrahidrobiyopterin

: Kalmodulin

. Siklik guanozin monofosfat

: Dimetilarjinin dimetilaminohidrolaz
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: Protein arjinin metil transferaz

: Polimeraz zincir reaksiyonu

: Riboniikleik asit

: Simetrik dimetil arjinin

: Sistolik kan basinci

: Sistemik Lupus Eritematozus

: Cok diistik dansiteli lipoprotein

: Diinya Saglik Orgiitii



1. OZET
Gebelik fizyolojik bir durum olup gebelik sirasinda ortaya ¢ikan bazi hastaliklar

hem anne hem de fetusta olumsuz etkilere yol agar. Bu olumsuz etkilerin en 6nemlisi
preeklampsi olup obstetrik jinekolojinin 6nemli bir saglik problemidir.Preeklampsi
insidans1 toplumlara goére % 2-10 arasinda degismektedir Tedavisindeki temel problem,
fizyopatolojisinin net olarak anlasilamamis olmasidir.Bu durumun gelisiminde genetik
faktorler ve nitrik oksit bagimli vazodilatasyon onemli bir rol oynar. Bu c¢aligmada
eNOS enzimindeki genetik polimorfizmin preeklampsi gelisiminde etkili olup olmadig1
ve bu hipotezin ADMA birikimi ile iligkisini arastirmak amac¢lanmistir. Arastirmamizda
Glu298Asp varyantint kodlayan G/A polimorfizmi ¢alhisilmistir. Bu gendeki
polimorfizm, protein yapisinda degisiklige neden olan ve NO sentezi ile iliskili olan bir
polimorfizmdir. Hamilelerde; GIlu298Asp varyanti, ADMA, ve arjinin diizeyleri
preeklampsili gebe grubu ve normal gebe grubu ile karsilastirilarak degerlendirilmistir.

Calismada; 55 preeklampsili gebe ve 54 normal gebe incelendi. eNOS
Glu298Asp genotip dagilimlarinda ve allel sikliklarinda preeklampsili gebe ve normal
gebe gruplar arasinda 6nemli bir farklilik goriilmedi. ADMA, SDMA, Arjinin ve
ADMA/SDMA degerleri preeklampsili gebe grubunda normal gebe grubuna gore
anlaml olarak yiiksek bulundu (p<0.0001). Normal gebelerdeki Arjinin/ADMA orani
preeklampsili gebelere gore daha yliksek olmasma ragmen istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi.

Sonu¢ olarak; eNOS Glu298Asp polimorfizminin preeklampsi gelisme riski
iizerine dogrudan bir etkisi bulunmamistir. Preeklampsi’li gebelerde; ADMA, SDMA
ve Arjinin Olglimlerinin preeklampsi gelisimini belirlemede faydali olabilecegi
goriilmektedir.

Anahtar kelimeler: ADMA, eNOS gen polimorfizmi, preeklampsi



2. ABSTRACT
Glu298Asp Polymorphism of the Endothelial Nitric Oxide Synthase Gene and
Plasma Concentrations of Asymmetric Dimethylarginine in Pre-eclampsia

Pregnancy is a physiological state same disorders occuring is pregnancy can pose
negative effects to both mothers and fetus , the most promient one of the these negative
effects is preeclampsia ,which is an important health problem of obstetric gynecology
Insidance of preeclampsia varies between 2 to 10 % in various nations since its
physiopathology is not well establieshed this bring about the main difficulty in the
treatment. Genetic factors nitric oxide (NO) dependent vasodilatation play important
role in its development. In the current research, it was aimed to investigate whether or
not genetic polymorphism of endotelial nitric oxide synthase (eNOS) can play a role in
preeclampsia and to enlighten the correlation of Asymmetric dimethylarginine (ADMA)
accumulation with this hypotesis. G/A polymorphism encoding Glu 298Asp variant
was studied. Polymorphism of this gene cause alteration in protein structure and is
related to NO synthesis . Glu 298Asp variants, ADMA and arginine levels were
composed pregnant women with and without preeclampsia. 55 women with
preeclamptic pregnancy and 54 normal pregnant women were included in study. The
difference in eNOS Glu 298Asp genotype distribution and allel frequences of
preeclampsia and normal pregnant women were found to be statistically insignificant .
ADMA,SDMA , arginine and ADMA /SDMA ration were found to be significantly
higher in preeclampsia pregnant women composed to women with normal pregnancy
(p<0.0001) . In women with normal pregnancy arginine /ADMA ratio was found to be
increased composed to these with preeclamptic pregnancy , however this difference was

statisticlly insignificant .



In conclusion , no direct effect of eNOS Glu 298Asp Polymorphism on
preeclampsia risk was found .It appears that ADMA ,SDMA and arginine

measurements could be benificial in determining preeclampsia development .

Key words : ADMA, eNOS, gene polymorphism, preeclampsia



3.GIRiS
Gebelik fizyolojik bir durum olup gebelik sirasinda ortaya ¢ikan bazi hastaliklar

hem anne hem de fetusta olumsuz etkilere yol agar. Bu olumsuz etkilerin en 6nemlisi
preeklampsi olup obstetrik jinekolojinin 6nemli bir saghik problemidir. Preeklampsi
ozellikle dogum oncesi bakim hizmetlerinden yeterince faydalanamayan bolgelerde sik
goriilmektedir ve maternal 6liim nedenleri arasinda 6nemli bir yer tutmaktadir (30,88).
Gebeliklerin yaklasik olarak %5-10’u hipertansiyon ile birlikte seyreder ve preeklampsi
icin yiiksek risk grubunu; primigravida, c¢cok gen¢ veya ileri yas, diabet veya
hipertansiyon gibi sistemik hastali§1 olanlar ile onceki gebelikte preeklampsi Gykiisii
olan kisiler olusturmaktadir (38,95,96).

Preeklampsi; gebeligi komplike eden, maternal morbidite ve mortaliteyi artiran,
etyolojisi tam olarak aydinlatilmamis 6nemli bir saglik sorunudur. Damar endotel
hasarinin ve vazospazmin preeklampsi fizyopatolojisinde Onemli bir rol oynadigi
Chesley adli arastiric tarafindan tanimlanmistir(20). Preeklampsi; etyolojisi tam olarak
aydmlatilamadigr i¢in gliniimiizde etkili bir primer korunma yOntemi de
bulunmamaktadir. Son onyilda yapilan aragtirmalar ile preeklampsi i¢in bazi major risk
faktorleri belirlenmistir. Bu risk faktorlerinin manipiilasyonu, preeklampsi sikligini
azaltabilir(28).Perinatal, neonatal ve maternal morbidite ve mortaliteyi artiran
preeklampsinin Onlenmesi, perinatal ve maternal sonuclar1 iyilestirebilir. Bu nedenle
preeklampsinin erken saptanmasi uygun koruyucu 6nlemlerin alimmasima yardimci olur
(95). Preeklampsinin Ongoriilebilmesi hatta erken teshisi icin yeni tani yOntemleri
gelistirilmesi ve fizyopatolojik bozukluklarin diizeltilmesi i¢in yeni tedavi metodlar1
bulunmasi gerekmektedir (29). Preeklampsi fizyopatolojisinde endotel hasarmin énemli
bir rol oynamasi nedeniyle, son zamanlarda plazma ADMA seviyeleri ile preeklampsi
iligkisini arastiran ¢ok sayida calisma yapilmistir. Bu calismalarda, artmis plazma

ADMA diizeyi ile preeklampsi riskinin arttifi ve preeklampsili gebelerde plazma



ADMA diizeyinin yiiksek oldugu saptanmistir (70). ADMA diizeylerinin endotel
disfonksiyonu 1ile seyreden okluziv vaskiiler hastaliklar ve aterosklerozis gibi
durumlarda da ytiksek bulundugu bildirilmistir (100).

Ellis ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir c¢alismada; normotensif hamile
kontrollere gore orta ve siddetli preeklampsili kisilerde plazma ADMA diizeylerinin
arttig1 bulunmustur. Ayrica; preeklampsinin klinik belirtileri gelismeden 6nce gebeligin
23.cii haftasindan itibaren preeklampside artmis plazma ADMA diizeylerinin oldugu
aciklanmistir(32).Bu  bulgular; plazma ADMA  diizeylerinin  preeklampsinin
patogenezinde dnemli bir rol oynadigini géstermektedir.

Insanlarda eNOS geninin 3 degisik polimorfizm varyasyonu bulunmustur.
Promotor bélgede 3 tek niikleotid degisimi Thr786Cys, Ala922Gly ve Thr1468Ala.
saptanmistir.Bu polimorfizmlerin, transkripsiyonunun enzim diizeylerini degistirebildigi
gosterilmistir. eNOS geninin Thr786Cys polimorfizmi miyokard enfarktiisii ve diyabet
ile iliskili bulunmustur (71,112). Bulunan son polimorfizm ise ekson 7’nin agik okuma
bolimiinde, Glu298Asp degisimi olarak saptanmistir. Bu polimorfizmin sonucunda
proteinin primer yapisinda ve fonksiyonunda degisim olur.Bazi c¢alismalarda, bu
polimorfizmin hipertansiyon, koroner arter hastaligi ile iliskili oldugu belirtilmektedir
(68,72).Calismamizda, plazma ADMA diizeyi ve eNOS Gen polimorfizmlerinden
Glu298Asp ile preeklampsi arasindaki iliskiyi arastirmak amaglanmistir.

3.1. Preeklampsi
3.1.1.Tanim

Gebelik, tansiyonu normal olan kadinlarda tansiyonu yiikseltebilir, veya mevcut
olan hipertansiyonu agirlastirabilir.Gebeligin ortaya c¢ikardigi veya agirlastirdigi
hipertansiyona proteiniiri, 6dem veya her ikisi eslik edebilir. Preeklampsi insidansi
toplumlara gore % 2-10 arasinda degismektedir (87). Preeklampsi sadece gebelige 6zgii

bir bozukluktur ve gebeligin sonlanmasiyla ortadan kalkmaktadir. Plasenta da dahil



olmak Ttizere bir¢ok organda bozulmus perfiizyonla seyreder. Maternal ve fetal
morbidite ve mortalitenin 6nde gelen sebeplerinden biridir (87). Tedavisindeki temel
problem, fizyopatolojisinin net olarak anlagilamamis olmasidir.

Preeklampsi, gebelikte hipertansiyona eslik eden proteiniiri ve/veya odem ile
karakterize olup gebeligin baslangicinda kan basmci normal olan bir hastada 20.ci
gebelik haftasindan sonra kan basincinin 140/90mmHg ve daha yiiksek olmasi ya da
onceki degerlere gore sistolik basingta 30 mmHg diyastolik basingta ise 15 mmHg’ lik
bir artig hipertansiyon acisindan tan1 koydurucudur. Proteiniiri ise, 6 saat arayla alinmis
en az iki idrar 6rneginde 300mg/dL ve daha fazla protein saptanmasidir. Preeklampside
o0dem yaygin goriilmekle beraber; 6zellikle el sirtinda ve yiizde belirgindir (3).

Preeklampsi i¢in bilinen risk faktorleri, nulliparite, 20 yasindan kiigiik veya 35
yasindan bliyiik olunmasi, ¢ogul gebelik, preeklampsi Oykiisii, vaskiiler ve bag doku
hastaliklari, antifosfolipid sendromu, obezite ve Afrika ki kokenli olmaktir (26).
Bunun yaninda genetik ve cevresel etkenler de arastirilmaktadir. Genetik etkenler
arasinda ailesel trombofililer 6n plana ¢ikmaktadir(88).

3.1.2. Preeklampsi Fizyopatolojisi:

Preeklampsi fizyopatolojisi ile ilgili her tiirlii teori, gebelige baglh hipertansif
bozukluklara kars1 asagidaki Ozellikleri tagiyan kadinlarin daha hassas olduklarini
gosteren gozlemleri dikkate almak zorundadir:

1- Koryon villusa ilk kez maruz kalanlar

2- Koryon villusa ikiz gebelik veya mol hidatiformda oldugu gibi asir1 maruz
kalanlar

3- Daha 6nce varolan bir vaskiiler hastaligi olanlar

4- Gebelikte hipertansiyon gelismesi agisindan genetik predispozisyonu olanlar

(72).



Koryon villus yasamsal olsa da, fetusu desteklemeye veya uterusun icinde
yerlesmeye gereksinim duymaz. Preeklampsi-eklampsi fizyopatolojisinin temeli
vazospazmdir. Bu goriis ilk olarak Volhard tarafindan; tirnak yataklarinda, okuler
fundi’de ve bulbar konjunktivada direk gozlemlere dayanilarak gelistirilmistir ve ¢esitli
etkilenmis organlardaki histolojik degisikliklerden yola c¢ikilarak gecerliligi One
stirtilmiistiir(25). Vaskiiler daralma kan akimina karsi dirence yol agar ve arteriyel
hipertansiyon gelismesine olanak saglar. Vazospazmin kendisinin de damar {izerine
zarar verici bir etkisinin oldugu muhtemeldir. Bunun da 6tesinde anjiotensin 11, endotel
hiicrelerinde biiziilmeye neden olur. Bu degisikliklerin endotel hiicre hasarmma yol
acmasi olasidir ve interendotelyal hiicre trombosit ve fibrin dahil olmak iizere kan
bilesenlerini sizdirmaya baslar ve subendotelyal depolanma gerceklesir. Tim bu
vaskiiler degisiklikler, cevre dokulardaki lokal hipoksi ile birlikte olas1 bir hemoraji,
nekroz ve agir preeklampside bazen goriildiigii gibi fibrin depolanmasimin dnemi ortaya
cikmaktadir (72).

Preeklampsinin, gebelikte ortaya ¢ikan patogenezini derinlemesine anlayabilmek
icin, endotel hiicre aktivasyonu temel nokta olarak goziikmektedir. Preeklampsi,
fetoplasental hipoperfiizyonla sonuglanan spiral arterlerin trofoblastik invazyonunun,
immunolojik olarak yonlendirilen bir yetersizligidir. Bunlarin sonucunda maternal
dolasima faktor veya faktorlerin salinimi gergeklesir. Endotel hiicre fonksiyonunda
yaygin degisiklikler sonucu, preeklampsi klinik sendromu ortaya ¢ikar. intakt endotelin,
antikoagulan Ozelliklere sahiptir  ve vaskiiler diiz kaslarin agonistlere yanitini
yumusatir. Diger yandan hasarli bir endotel, koagulasyonu destekleyici yonde endotel
hiicrelerini aktive eder ve vazopressor ajanlara karsi duyarlilig1 artirir. Preeklampside,

endotelyal aktivasyonun sonraki kanitlar1 arasinda, glomeriiler kapiller endotel



morfolojisindeki karakteristik degisiklikler, artmis kapiller permeabilite ve boylesi bir
aktivite ile iliskili maddelerin artmis kan diizeyleri sayilabilir(26,27).

Preeklampsi, uteroplasental iskemi, endotelyal disfonksiyon ve aktive olmus
koagulasyon ile karakterize multifaktoryel bir patolojidir.

3.1.3.Gebelik Ve Hipertansiyon
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan 7 farkl iilkede yapilan bir ¢alismada

Preeklampsili gebelerde diastolik hipertansiyon %5-33, proteiniiri %0.9 -21, 6dem ise
%]1- 38 gibi c¢ok farkli oranlarda bulunmustur (103,104).Gebelikte hipertansiyon
konusunda terminolojik farkliliklar ve karisikliklar olmasi tizerine National High Blood
Pressure Education Program Working Group 2000 gebelerde goriilen hipertansiyonu 5
gruba ayirmistir (83):

1)Gestasyonel Hipertansiyon

2)Kronik Hipertansiyon

3)Kronik Hipertansiyon Zemininde Gelisen Preeklampsi

4)Preeklampsi

5)Eklampsi

3.1.3.1. Gestasyonel Hipertansiyon

Gestasyonel Hipertansiyon; onceleri gebeligin indiikledigi hipertansiyon veya
gecici hipertansiyon olarak adlandiriliyordu. Gestasyonel hipertansiyon tanisi i¢in kan
basinci 140/90 mmHg ya da daha fazla bir degere ilk defa gebelik sirasinda yiikselmis
olmali, proteiniiri eslik etmemeli, ve postpartum 12. haftaya kadar kan basinci degeri
normal degerine donmelidir. Bu yilizden gestasyonel hipertansiyon tanisi ancak
dogumdan sonra miimkiin olur. Preeklampsinin basagrisi, trombositopeni, epigastrik
hassasiyet gibi bulgular1 eslik edebilir. Bu bulgular eslik ederse hastada preeklampsi

gelisme riski daha yiiksektir (27).



3.1.3.2. Kronik Hipertansiyon

Kronik hipertansiyon tanis1 koyabilmek i¢in; gebelikten once de kan basincinin
140/90 mmHg tizerinde olmasi1 20.c1 gebelik haftasindan 6nce de kan basincinin 140/90
mmHg iizerinde Ol¢iilmesi (gestasyonel trofoblastik hastalik yoklugunda) ve Postpartum
6. hafta sonrasinda da kan basmmcmin 140/90 mmHg iizerinde devam etmesi
gerekmektedir (27).

Kronik hipertansiyon; genellikle multigravid, obez, 30 yas {istii, diger organ
patolojileri (diabet, renal hastalik, SLE, v.b.) olan hastalarda siktir. Etiyolojisi
multifaktoriyel olmasma karsin biiyilk bir kismmda hipertansiyon nedeni
bilinmemektedir (Esansiyel Hipertansiyon). Hipertansiyonda giiclii bir aile hikayesi
mevcuttur. Hasta gebe olsun veya olmasim kronik hipertansiyon ; ventrikiiler hipertrofi
ve buna bagh kardiovaskiiler yetersizlik, serebrovaskiiler olay ve bobrek hasarma neden
olur ve bu durum 6nemli bir morbidite nedenidir (27).

Gebelikte kronik hipertansiyonu olan kadinlarda siiperempoze preeklampsi,
dekolman plasenta, fetal gelisme geriligi ve prematiirite riski artmustir (39). Eger hasta
20.c1 gebelik haftasina kadar goriilmemisse kronik hipertansiyon tanis1 koymak zorlasir.
Kan basinci gebelikte 6zellikle 2. ci trimester ve 3 cii .trimester baslarinda diismekte ve
daha sonra tekrar yiikselmektedir. Bu yiizden preeklampsi ve kronik hipertansiyon
ayirimi yapilamaz. Ancak postpartum hipertansiyonun devam etmesi ile ayirici tani
yapilabilir.(57).

3.1.3.3. Kronik Hipertansiyon Zemininde Gelisen Preeklampsi

Kronik hipertansiyon tanis1 konmus bir gebede 20.ci gebelik haftasindan sonra
kan basincinin yiikselmesi ve buna proteiniiri eklenmesi hastalifa tani koymak igin
gereklidir. Kronik hipertansif bir gebede preeklampsi gelismesi, gebe i¢in énemli bir

tehlikedir (41).



Kronik hipertansif gebelerin %25 ve fazlasinda siliperempoze preeklampsi
goriiliir. Ayrica bu hastalarda plasenta dekolmani riski de belirgin olarak artmistir (92).
Kronik hipertansiyonu olan gebeler tipik olarak 24.cii gebelik haftasindan sonra daha da
kotiilesir ve kronik hipertansiyon olmadan preeklampsi gelisen gebelere gore daha agir
seyreder ve kronik hipertansiyon zemininde preeklampsi gelisen hastalarda fetal
gelisme geriligi insidans1 daha fazladir (27).

3.1.3.4. Preeklampsi

Preeklampsi gebelige 6zgili, endotel disfonksiyonu ve vazospazma sekonder
azalmig organ perflizyonu ile seyreden bir durumdur. Chesley proteiniirinin
preeklampsinin 6nemli bir bulgusu oldugunu tanimlamistir (20,27).

3.1.3.5. Preeklampsi Tan1 Kriterleri
Preeklampsi Tam Kriterleri

a) 20.ci gebelik haftasindan sonra daha 6nce normal kan basinci Olgiileri olan
kadinda sistolik kan basmcinin 140 mmHg ve iizeri ve/veya diastolik kan basmncinin 90
mmHg ve lizerinde 6l¢iilmesi.

b) 24 saatlik idrarda 300 mg/dL ve iizerinde protein atilimi (8).

Daha 6nceleri sistolik kan basmcinin 30 mmHg diastolik kan basincinin 15 mmHg
ve lizerinde artis1 preeklampsi tanisinda kullanilan bir kriter olarak kabul edilmesine
ragmen Levin ve arkadaslar1 bu degerlerin sonug¢lar iizerinde etkili bir prognostik faktor
olmadigmi gostermislerdir(60).Bunun {izerine Uluslararas1 Hipertansiyon Caligsma
Grubu (National High Blood Pressure Education Program Working Group 2009) bu
degerleri preeklampsi tan1 kriterlerinden ¢ikarmis, ancak bu kadinlarin daha yakin takip
edilmesini onermistir (84). Kan basincindaki giinliilk degisimler ve ikinci trimesterde
kan basmcinin diisiip sonradan ylikselmesi, kronik hipertansif gebelerin yanlishkla
preeklampsi olarak degerlendirilmesine yol agabilir (84). Preeklampside hipertansiyon,

olgularm erken ve kesin bulgusudur. Uluslararas1 Hipertansiyon Calisma Grubuna gore
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diastolik kan basinci sesin kayboldugu degerdir (Korotkof faz 5). Yanlis lciimleri
onlemek i¢cin uygun kaf kullanilmalidir (iist kol cevresinin 1.5 kati). Kan basinci
hastanin 10 dakika veya daha fazla dinlenmesini takiben oturur pozisyonda alinmalidir.
Kan basinc1 dl¢iimiinden 30 dakika oOncesine kadar, sigara veya kahve igilmemis
olmalidir (84).

Proteiniiri glomeriiler hasarin gostergesidir. Proteiniiri dipstik veya siilfosalisilik
asit ile Olgiilmektedir. 24 saatlik idrarda 300 mg/ dL ve iistii protein saptanmasi, 6
saatlik veya daha fazla ara ile alinan en az 2 idrar 6rneginde 1+’den fazla proteiniiri
olmas1 patolojik proteiniiri tanis1 i¢in yeterlidir (8). Yapilan ¢alismalarda dipstik ile
tespit edilen protein diizeyi ve 24 saatlik idrardaki protein miktar1 arasinda zayif bir
ilisk1 vardir. O yiizden 24 saatlik idrarda protein miktar1 proteiniiri i¢in ana belirleyici
test olmalidir (84).

Preeklampsi zaman zaman renal damarlardaki spazm ile karakterize bir durum
oldugu icin farkli idrar &rneklerinde degisen miktarlarda protein bulunur. Idrardaki
protein miktar1 kan, bakteri, vaginal sekresyon ve amnion sivisinin kontaminasyonuyla
degisebilir. Dansitenin 1010 altinda ya da 1030 distiinde olmasi, pH’nin 8 {izerinde
olmasi, egzersiz ve postiir de proteiniiri miktarmi degistirebilir (8). Odem; serum
kolloid onkotik basincinin diismesi ve kapiller permeabilitenin artmasiyla olusur (48).
Preeklampsili hastalarda, hem proteiniiri hem de vaskiiler endotel hasari ile permeabilite
artis1 ve ddem olusur. Bazi calismalarda hafif ve orta derecede 6demin %80 oraninda
Goriildigi’'niin gosterilmesi, 6demin tanidaki yerinin sorgulanmasina neden olmustur
(104). Odem, birgok normal gebe kadmda goriildiigii i¢in giiniimiizde tanisal kriter

olmaktan ¢ikmustir (48).
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3.1.3.6. Eklampsi

Preeklampsili kadinda yeni baslamis grand mal konvulsiyonlarin varlig1 eklampsi
olarak tanimlanir (8). Dogumdan 48-72 saat sonra hastada ilk defa goriilen grand mal
konvulsiyonda tani biiyiik olasilikla eklampsidir. Konvulsiyon ve komanin baska
nedenleri dislanmalidir. Onceki iki dekadda goriilme siklig1 1/700 iken giiniimiizde
insidans1 1/2000-3250 arasindadir (27).

Eklampside konvulsiyonlar tonik- klonik tiptedir ve dogumdan 6nce, dogum
sirasinda ve dogumdan sonra goriilebilir. Konvulsiyonlar en ¢ok dogumdan 48 saat
sonra ve nulliparlarda goriilmesine ragmen postpartum 10.cu giine kadar goriilebilir
(27). Eklampside mortalite oran1 %14 civarinda iken giiniimiizde azalmistir. Mattar ve
Sibai tarafindan yapilan bir caligmada, 399 eklampsili hasta degerlendirmis ve major
komplikasyonlar; %10 dekolman plasenta, %7 norolojik defekt, %7 aspirasyon
pnomonisi, %35 pulmoner 6dem ,%4 kardiovaskiiler arrest, %4 akut bobrek yetmezligi,
%1 maternal 6liim olarak tespit edilmistir (66,93).

3.2. Nitrik Oksit
Nitrik oksit (NO), molekiil agirhigi 30 kD olan, yagda ¢o6zilinen, biyolojik

membranlardan kolaylikla gegebilen, 3-5 sn gibi ¢ok kisa bir yar1 6mre sahip, serbest
radikal 6zelliginde renksiz bir gazdir. Nitrojen oksit tiirevlerinden biri olan NO radikali
endojen olarakta sentezlenmektedir. NO sentezi bazi hiicrelerde bir reseptdre bir
stimiilatoriin baglanmas1 sonucunda veya noronlarda sinir uyarisina cevap asamasinda
olusur. NO ¢esitli reseptorlerin aktivasyonu sonucu L-arjinin ve oksijenden, nitrik oksit
sentaz enzimi aracilig1 ile sentezlenir (Sekil 1). NO sentezi sirasinda molekiiler oksijen
ile kofaktdr olarak nikotinamid adenin diniikleotidposfat, (NADPH), flavin adenin
dintikleotid (FAD), flavin monontikleotid (FMN) ve tetrahidrobiyopterin (BHy)'e ihtiyag

duyulur (5,50).
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Nitrik oksit sentezi insanda vaskiiler toniis diizenlenmesinde, kan basinci ve
bobrek fonksiyonunun kontroliinde kesin bir role sahiptir. NO vaskiiler endotelyal
hiicrelerde olusan 6nemli bir vazodilatordiir. NO, diiz kas hiicrelerine girerek 3',5'-siklik
GMP (cGMP) olusturmak iizere soluble (¢Oziinebilir) (sGC) guanilat siklaz1 stimiile
eder (31).

Hiicrede cGMP konsantrasyonunun artmasiyla, cGMP bir veya daha fazla
protein kinazi aktive eder. Aktive protein kinazlar diiz kas relaksasyonu ve damar

dilatasyonundan sorumludurlar (50,76).

TDD- iDD- C[)DD—
+HyN—C—H +Hal H +HgM —fiT-—H

' MADPH  NAD P+
(Chzl A CF o (Chz) % NADPH*+ 0, (s

KWH — H + -
" NOS . NOS NGO
C— MNHx+ C—M—0OCH
i | H 7/
HaN HzM a NH,
Arginin H-w -Hidroksi- L-arginin Sivollin

Sekil 1: Nitrik oksidin NOS enzimi etkisiyle L-arginin aminoasidinden sentezlenmesi
(74).

Diger radikal tiirlerinden farkli olarak (oksijen ve karbon merkezli radikaller),
nitrik oksit radikalinde paylasilmamis elektron sadece nitrojen atomu iizerinde degil,
nitrojen ve oksijen atomlar1 lizerindedir. Bu 6zellikle nitrik oksit radikalinin reaktivitesi
baskilanirken stabilitesini arttirmaktadir. Biyolojik sartlarda sentez yerinden uzak
mesafelere diflizyonunu kolaylastirir. Karbon merkezli radikaller ve oksi radikallerde,
paylasilmamis elektron tek atom iizerinde lokalize durumdadir. Bu tiirler son derece

reaktif, kisa dmiirlii ve diflizyonlar1 kisithidir (50,51).

13



Kakivum
Asetil koldin e
Depolarizasvon Bradi kinin Glubokortikosteroid ler

. h Sitok in ber
PERIFERIK SINIR ENDOTEL HUCRESH EPITEL HUCRESI e |'"

f ~N r ~ | 75
{ FALYFMNBHA

FADVFMINBHA

FADYFMN/BH, ‘

G

~. >

indaksivon |
Cad =—Kalsivum J CaM =—Kalsivum

NADPH NADP+
- .

L-arginine NOD—__\—NiT‘RjK OKSIT
/’ _—_“\

— — — —
— - O2
- < HzO
1-arginine
analoglan

uani
Skl
DIUZ KAS HUOCRESIH

T -citrulline

Sekil 2: Nitrik oksit (NO) kaynaklar1 ve olusumu. Nitrik oksit sentezleyen enzim
(INOS) (76).
Endojen NO olusturan tek kaynak nitrik oksit sentaz (NOS) enzimleridir

(Tablo1). NOS, fizikokimyasal ve kinetik 6zelliklerine gore iki gruba (konstitutif ve
indiiklenebilir) ayrilir. NOS'lar1 sentezleyen 3 gen bulunur ve bu genlerden herbiri bir
NOS izoformunu olusturur (NOS1, NOS2, NOS3) Bu enzimin izoformlar1 noronal
(nNOS), endotelyal (eNOS) ve indiiklenebilir olmak tizere ii¢ sekildedir. nNOS ve
eNOS izoformlar1 aktif hale gelmek icin Ca™’ye ihtiya¢ duydugundan konstitiitif
(yapisal) enzimler olarak adlandirilirlar. Bu enzimler tarafindan {retilen diistik
konsantrasyondaki NO sinir sistemi ve diiz kaslarda hiicre i¢i ve hiicreler arasi haberci
olarak gorev alir. Boylece sitoplazmik guanilat siklazi aktive eder ve hiicrelerde cGMP
derigimini arttirir. cGMP c¢esitli enzimler araciligi ile hiicre i¢i kalsiyum derigiminin
diizenlenmesini saglar. Noral NOS (nNOS) ve endotel kokenli NOS (eNOS)
izoformlarmmin diisiik miktarda sentezlenmesinin sebebi hiicre i¢i iyonize kalsiyum
konsantrasyonunun azalmasiyla enzimin inaktif duruma ge¢mesidir(1,18,50,76,).
Enzimin indiiklenebilir (iNOS) formu ilk Once fagositik l6kositler olmak iizere

endotoksin ve/veya degisik sitokinlere cevap olarak makrofajlar ve diger hiicre
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tiplerinin uyarilmasiyla salgilanir. iNOS enziminin aktivitesi kalsiyumdan bagimsizdir.
Ortamda arjinin oldugu siirece aktiftir. Bu durumda uzun siireli ve yiiksek derisimde
NO sentezini katalizleyebilir (9,18,50,76).

Tablo 1: Nitrik oksit sentezleyen enzimler (76)

NOS Diger
oform | Ads Salimim Kaynak Regiilasyon NO miktar1 |Kromozom
Tip I nNOS |Devamli Sinir hiicreleri Kalsiyuma bagimli Diisiik 12
(picomol)
Tip I iNOS |Indiiklendiginde|Makrofaj, damar diiz kasi, damar endoteli, |Sitokinler, endotoksin, Yiiksek 17
miyokard, eendokart, hepatosit, immiin, veoksidanlar tarafindan (nanomol)
hiicreler, hava yolu epiteli indiiklenme
Tip 11T eNOS |Devamli Vaskiiler endotel hiicreleri, plateletler, Kalsiyuma bagimli Diisiik 7
miyokard ve endokart, mast hiicreleri, (picomol)
notrofiller

NO nitrik oksit, NOS nitrik oksit sentezleyen enzim, NNOS noral NOS, iNOS indiiklenebilen NOS, eNOS endotel kokenli NOS

Fizyolojik miktarda tretilen NO’in aktivitesi, hem igeren proteinlerle 6zellikle
oksihemoglobin metilen mavisi ve siiperoksit anyonu tarafindan nitrata (NOj3") ve/veya
nitritlere (NO,) oksitlenerek sonlandirilir. Nitrik oksiti ortamdan uzaklastiran 6zel bir
enzim yoktur. NO metabolitleri bobrek yoluyla 5-8 saatte atilir. Aerobik ortamda NO
stabil degildir. NO derisiminin artmasi sonucu oksidasyonu hizlanir.Bu nedenle
ortamdaki derisimi ile Omrii arasinda ters bir oranti vardir. iNOS enziminin
indiiksiyonuyla NO derisimi artar ve oksidasyonu da hizlanir. Bunun sonucunda cesitli
reaktif nitrojen oksit tiirleri olusur. Bunlar hiicresel molekiillerin nitrozilasyonuna,
nitrasyonuna, nitrozasyonuna ve protein/enzim inaktivasyonuna neden olabilirler
(18,38,50,51).

Diisiik reaktiviteli NO radikali, metal igeren merkezler ve radikallerle hizli
tepkimeye girer. Hiicre zarinda lipid radikalleri ile etkilesime girmesi NO’e antioksidan

etki kazandirir. Siiperoksit ve NO’in tepkimesi sonucunda olusan peroksinitrit (ONOO),

hidroksil radikaliyle benzer aktiviteye sahiptir. ONOO ; giliclii bir oksidan olarak

biyolojik sistemlerde membranlarda lipid peroksidasyonuna ve protein oksidasyonuna
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neden olmakta ve ileri dekompozisyonla nitrojen dioksit ve hidroksil radikalinin
olusumuna yol agmaktadir (9,12,30,42).

NO radikalinin dekompozisyonuyla nitrojen dioksit ve hidroksil radikalinin

olusumu
NO"+ Oy~ > ONOO™
ONOO™ +H" > ONOOH
ONOOH e NO, + HO

Biyolojik olarak HO’in yikic1 bir molekiil oldugu bilinmektedir. Peroksinitrit ise
tirozin gibi fenolik aminoasitleri nitrolayarak toksik nitro-tiirevlerinin (nitrotirozin)
olusumuna yol agmaktadir. Ayrica DNA, enzim, protein, lipid ve tiyol gruplarmi okside
edip inaktiflestirebildiginden yiiksek toksisiteye sahiptir (12,49,59).

3.2.1. Nitrik Oksit ve Preeklampsi

Son ¢alismalarda NO’in insan uterusunda sentezlendigi ve uterusun vaskuler
agmin parakrin kontroliinde bir rol oynadig: ileri siiriilmektedir (97). Gebelik, dogum,
steroid hormonlar ve prostoglandinler NO’in uterusdaki iiretimini ve etkisini module
eder (109). NO; gebelik sirasinda plasenta, desidua ve miyometrium tarafindan iiretilir
ve uterusun hareketsizliginin devamliliginda rol oynar (34,109).Gebe olmayan uterusda
da NOS enzimi; miyometriyum ve endometriyumda tanimlanmistir(97). Insan
uterusunda NO’in potansiyel rolii spekiilatiftir. Ancak implantasyondan 6nce ve gebelik
sirasinda uteroplasental dolasima karisir, mensturasyon sirasinda platelet aktivasyonunu
inhibe eder ve gebelik sirasinda miyometriyal kontraktiliteyi baskilar (74). NOS
aktivitesi Ozellikle ilk trimesterde villoz trofoblastlarda nispeten yliksektir.
Miyometriyal NOS tarafindan iiretilen total NO’e gore, villoz trofoblast tarafindan daha
az liretilen NO, parakrin bir etkiyle uterus hareketsizliginin devamliliginda bir rol oynar
(82).Insanda indiiklenebilir NOS izoformu endometrium sekretorik fazda iken

belirlenmesine ragmen, proliferatif ve inaktif endometriumda saptanmamistir(99).
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Mensturasyon sirasinda iNOS aktivitesi proliferasyon ve sekresyon fazmndakinin 6
katidir. Oysa asil NOS (eNOS, nNOS) aktivitesi degismeden kalir(98). Gebelik
sirasinda Ostrojen, NO iiretimini modiile eder ve NO konsantrasyonu ile metabolitleri
olan nitrat ve nitritler, cGMP ve bunu sentezleyen enzimler (13,37) ve uterus
arterlerinde eNOS aktivitesi artar (37). Ayrica, NO uterusdaki patolojik olgularda da rol
oynayabilir. Mensturasyon sirasinda NO {iretiminin artis1 menorajiye neden olur.
Gebelik sirasinda NO iiretimindeki bir degisim ise preeklampsi olusturur (21,29).

3.3. Gen Analizleri icin Kullanilan Ornekler

Insanda gen analizleri i¢in kan iyi bir 6rnektir ciinkii almas1 ve ¢alismasi diger
dokulara gore daha kolaydir. Kanda cekirdegi dolayisiyla kromozomlar1 ve DNA’s1
olan tek hiicre lokositlerdir (47).

3.3.1. Deoksiriboniikleik Asit (DNA)

Deoksiriboniikleik asit (DNA), diinya iizerindeki biitiin canli organizmalarin
ozelliklerini belirleyen bir kimyasal maddedir. Bir agacin yapraklarmin rengini, bir
kurdun azi dislerinin biiytikliigiinii, bir zlirafanin boyunu veya ayak parmaklarimizin
seklini DNA belirler. DNA bir organizmanin olusumuna iligkin bilgileri tasir. DNA
molekiilleri, hiicre ¢ekirdeginde bulunurlar ve viicudumuzda bulunan tiim proteinler ile
ilgili kodlanmis bilgileri icerir (103) Niikleik asitlerin iki tiirii olan deoksiriboniikleik
asit (DNA) ve riboniikleik asit (RNA) temelde ayni yapisal 6zelliklere sahiptir. Ayrica
DNA molekiilii prokaryotlarda (bakteriler) kromozom dis1 genetik sistem olan
plazmidlerde, 6karyotik hiicrelerde genetik materyalin kromozomlar (Nukleus) disinda
temel olarak mitokondri (hayvan ve bitkilerde) ve kloroplastlarda (sadece bitkilerde ve
alglerde) bulundugu bilinmektedir(103).

DNA molekiilii, heliks (sarmal) seklinde kivrilmis, iki kollu merdiven
seklindedir. Kollarini, yani merdivenin kenarlarini, seker (deoksiriboz) ve fosfat

molekiilleri meydana getirir(103). Deoksiriboz ile fosfat gruplar1 fosfodiester baglariyla
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birbirlerine baglanmistir. DNA molekiiliiniin  iki kolu arasindaki merdiven
basamaklarinda gelisigiizel bir siralanma yoktur; her zaman Guanin (G), Sitozin’in (C
ya da S); Adenin (A), Timin’in (T) karsisina gelir. Piirin (G, A) molekiilii ile pirimidin
molekiilii (C, T) arasindaki hidrojen baglar1 ve diger baglar, meydana gelen heliksin
diizgiin olmasin1 saglar. Piirin ve pirimidin bazlari, yandaki sekerlere (deoksiriboz),
glikozidik baglarla baglanmistir. Baz, seker ve fosfat kombinasyonu, niikleus asitlerinin
temel birimleri olan niikleotidleri meydana getirmistir. Dort ¢esit niikleotid vardir.
Bunlar tasidiklar1 bazlara gore isimlendirilirler (A,G,T,C) (103) DNA molekiilii kendini
olusturan nukleotidlerin sayisina bagli olarak, biiyiikligl tiirden tiire degisen, uzun
zincir seklinde bir yap1 gosterir. Insanda bu zincirin uzunlugu acildiginda yaklasik 2
metredir. Biitiin halinde eldesi zincirin hassas ve kirillgan yapisindan otiirii ¢ok giigtiir
(79,80).

sugar-phosphate
backbone

hydrogen

Sekil 3 : DNA molekiiliiniin yapist
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3.4. POLIMORFIZM
DNA molekiiliindeki dizi farkliliklarinin oldugu bulunduktan sonra Tibbi genetik

alaninda bir¢cok asama kaydedilmistir. Bir toplumu olusturan bireylerin kendi aralarinda
ciftlestigi bir popiilasyonda, DNA dizilerinde goriilen iki veya daha fazla farkli genetik
siniflarmin ~ bulunmas1  polimorfizm olarak adlandirilmaktadir  (32,39).Genetik
polimorfizm, bir popiilasyonda, farkli allellere bagl olarak genetik olarak belirlenmis
iki veya daha cok alternatif fenotipin goriilmesidir. Eger bir lokustaki allel frekans1 en
az 0.01 ise ve bu alleli tasiyan heterozigotlarin frekanst %?2’den biiylikse bu gen
lokusuna polimorfik denebilir. Proteinleri kodlayan insan gen lokuslarinin en az
1/3’{iniin polimorfik oldugu saptanmistir (16, 59, 78).

Polimorfizm; gen lokusunda iki veya daha fazla allel yer alabilmesinde (genetik
polimorfizm) tiim birey diizeyinde (fenotipik polimorfizm) proteinlerin ve kan grubu
bilesiklerinin varyant formlarinda (biyokimyasal polimorfizm), kromozomlarin
morfolojik Ozelliklerinde (kromozomal polimorfizm) veya DNA diizeyinde niikleotid
farkliliklar1 (DNA polimorfizmi) seklinde goriilebilir (77).

Burada yalnizca tekrarlayan mutasyonlarda en diisiik siklikta goriilen allel
korunmaz. Bir gen lokusu, nadir alleller en az %1 frekansina sahip olduklar1 ve sonugcta
bu alleller i¢in heterozigotlar en az % 2 oraninda goriildiikleri takdirde polimorfik
olarak tanimlanabilir (77).

Eger belli bir allelin varlig1 ya da yoklugu herhangi bir avantaj ya da dezavantaj
saglamiyorsa, polimorfizm dogal olarak kabul edilir. Bir polimorfizm popiilasyon i¢in
yarar belirtebilir. Polimorfik bir popiilasyonda genetik tek tip popiilasyona kiyasla
belirli ¢evre sartlarina ve degisikliklere daha iyi hazirlanmis bireylerin bulunma sansi
vardir (77). Genellikle polimorfizm fenotipten anlasilmaz. Daha c¢ok laboratuar
yontemleri ile saptanir. DNA’nin niikleotid baz dizilerindeki bireysel farklilik

belirlenebilir.
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Eger dizideki bir degisiklik kodonda da bir degisiklie neden oluyorsa, ilgili bolgeye
farkli bir amino asit katilacaktir. Bu, gen {iriinli incelenmesi ile gosterilebilir (77).
Polimorfizm kimi zaman gecici olabilir, fakat kimi zamanda fenotipler kusaklar boyu
ayni siklig1 siirdiirebilir; heterozigot istiinliigiiniin de s6z konusu oldugu bu durum
dengeli polimorfizm olarak adlandirilir (8).

3.5. Endotelyal Nitrik Oksid Sentetaz (eNOS)

Endotelyal Nitrik Oksid Sentetaz (eNOS); 134 kD’luk iki benzer monomerden
olusan bir dimerdir ve fonksiyonel olabilmesi i¢in dimerik formda olmasi gerekir.
Monomerleri kodlayan gen 7q35-36 kromozomu iizerinde bulunur ve 21 kb’lik 26
ekson tasir. Enzimin dimerik hale gelmesi, hem molekiiliiniin baglanmasi ile baslar;
hem’in yoklugunda enzim monomer halde kalir. Dimerik hale gecince enzime
tetrahidrobiopterin (BH,4) baglanmast miimkiin olur ve dimer kararli hale gelir. Kararl
hale ge¢is ayni zamanda ¢inko iyonlarma da baglidir (5). Dimerin fonksiyonel
aktivitesi, baglanan BH4 molekiiliiniin sayisina baghdir. BH4 baglanmamais bir dimer O,
iiretebilirken, bir BHs molekiilii baglanmis eNOS dimeri hem O, hem de NO f{iretir.
Yiiksek diizeyde BHy4 varligi ise doymus bir dimer yaratarak sadece NO sentezleyen bir
enzim olusmasini saglar. Monomerlerin fonksiyonel olarak farkli olan iki kismi1 vardir;
katalitik bolimii ihtiva eden N-terminal oksijenaz (amino asit 1-491) ve NADPH, FAD
ve FMN baglanma bdliimlerinin bulundugu rediiktazdir (amino asit 492-1205). Enzimin
hiicre i¢indeki yeri net olarak belirsizdir. Golgi cisimcigi, plazma membrani ve en ¢ok
da plazmalemmal kaveolada bulundugu tespit edilmistir. Kaveolada kaveolin adli
kaplayic1 proteinle sarili olan eNOS inaktif haldedir. Hiicre ici serbest kalsiyumun
artmas1 ile enzim bu proteinden ayrilir ve aktif hale gelir ve serbest kalsiyum diizeyi

diisene kadar aktif kalir. Aktive olmus enzim ortamdaki L-Arjinin, oksijen ve
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NADPH’dan olduk¢a fazla NO iiretimi yapar. Her ne kadar eNOS enzimi bazal bir
diizeyde tretilse de hipoksi, Ostrojen gibi hormonlar, yilikseltgenmis diisiik dansiteli
lipoproteinler (LDL) ve mekanik gii¢ gibi faktorler ekspresyonu artirabilir (111).

3.5.1. insanda eNOS Gen Polimorfizmleri

Bir gen veya DNA dizisinin alternatif formlarindan (allel) birinin toplumda
%1°den fazla bulundugu durumlar polimorfizm olarak adlandirilmaktadir. Insanlarda
eNOS geninin 3 degisik polimorfizm varyasyonu bulunmustur(24).Polimorfizmlerin;
intron 18’de; Ala27Cys ve intron 23’de; GlulOThr, tek niikleotid degisimi oldugu
gosterilmistir. Bunun yaninda intron 4, 12 ve 23’de degisken tekrarlar1 vardir. Bunlarin
sonucunda normal fonksiyonel bir enzim olussa da polimorfizmler transkripsiyon ve
islev hizlarinda degisime sebep olabilmektedir. Intron 13’de polimorfizmi olan
bireylerde artmis koroner arter hastaligi riski oldugu, intron 4’de polimorfizmi olan
bireylerde ise artmis diyabetik nefropati riski oldugu saptanmistir(68,73,113). Promotor
bolgede 3 tek niikleotid degisimi saptanmistir; Thr786Cys, Ala922Gly ve Thr1468Ala.
Bu polimorfizmlerin, transkripsiyonu ve dolayisiyla enzim diizeylerini degistirebildigi
gosterilmistir. Thr786Cys polimorfizmi miyokard enfarktiisii ve diyabet ile iliskili
bulunmustur (19,113).

Bulunan son polimorfizm ise ekson 7’nin agik okuma boliimiinde, Glu298Asp
degisimi olarak saptanmistir. Bu polimorfizmin sonucunda proteinin primer yapisi
bozularak, enzimde fonksiyonel degisiklikler olusturmaktadir. eNOS geni 7. eksonunda
Guanin (G) niikleotidinin Timin (T) ile yer degistirmesi enzim yapisinda 298 numarali
glutamat’in (Glu) aspartat’a (Asp) doniismesine neden olmaktadir. Bu polimorfizm ile
eNOS geninde 100 kDa ve 35 kDa iiriinler ve sonugta par¢alanmaya egilimli protein
iriinleri olusmaktadir. Yani bu polimorfizm eNOS proteininde fonksiyonel etki

yapmaktadir (14,69).

21



3.5.2. eNOS Gen Polimorfizmleri ve Preeklampsi

eNOS gen polimorfizmleri ile ¢esitli hastaliklar arasinda iliski olup olmadigi
farkli hasta gruplarinda calisilmistir. NO’nun gebeli§in major vazodilatatori oldugu,
trombosit ve 16kosit agregasyonunu da inhibe ettigi bilinmektedir (15). Normal plasenta
villuslarin1 doseyen sinsisyotrofoblast hiicrelerinin eNOS kaynagi oldugu bildirilmistir
(87). Preeklampsilerde eNOS immiin reaktivitesine iliskin ¢cok az sayida ve farkli
sonuclar rapor edilmistir (22). Plasenta; fetomaternal bir organ olup, fetal kismi koryon
tabakasindan, maternal kismi ise desidua bazalisten kdken alir. Nitrik oksit, gebelikte
giliclii bir vazodilatator olarak fetoplasental dolasimin diizenlenmesinde onemli rol
oynar (11). Yapilan ¢alismalarda insan plasental villuslarinda NOS varlig1 gosterilmistir
(6). Plasental NOS’m endotelyal tipte oldugu ve sinsisyotrofoblastlarin plasental eNOS
tarafindan meydana getirilen NO’in bazal vaskiiler tonusun saglanmasi, trombosit
aktivasyonunun 6nlenmesi ve endotele 16kosit adezyonunun sinirlandirilmasinda 6nemli
rol oynadig1 bildirilmistir (62,87). Bu bilgiler preeklampside, eNOS dagiliminin ve
fonksiyonlarmin degisebilecegini diisiindiirmektedir.

3.6. ASIMETRIK DIMETIL ARJININ (ADMA)
Asimetrik Dimetil Arjinin (ADMA); plazmada dolasan, idrarla atilan, hiicre ve

dokularda bulunan dogal olarak olusan bir aminoasit olup nitrik oksit sentaz
(NOS)’larin endojen bir inhibitdriidiir ve bu yoniiyle de son zamanlarda ilgiyi tizerine
cekmistir (23). Proteinlerdeki arjinin kalintilarinin, Protein Arjinine Metiltransferaz
(PRMT)’larm etkisi ile metillenmeleri sirasnda ADMA sentez edilmektedir. NOS'in ii¢
izoformu, endojen metillenmis arjininler olan asimetrik dimetil arjinin (ADMA) ve
monometilarjinin (L-NMMA) tarafindan inhibe edilirler (64). ADMA'nin bir
steroizomeri olan simetrik dimetilarjinin  (SDMA), hemen hemen ADMA

konsantrasyonlarina esit miktarda mevcut olup; NOS'1 inhibe etmez .
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metiltransferazlar1 (PRMT) tarafindan metillenmesiyle sentezlenirler (67).
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Sekil 4: Arjinin ve metil arjinin tiirevlerinin olusumlari (50).

ADMA sentezinde rol alan PRMT tipl enzimi tarafindan arjinindeki guanidin
nitrojenlerinden birine iki metil grubunu eklemesiyle ADMA olusturur. PRMT tip2 ise
guanidin nitrojenlerinin her birine bir metil grubu eklemesiyle SDMA y1 olusturur. Her
iki PRMT enzim tipinden biri tarafindan monometil grubu eklenmesiylede L-NMMA
olusur (64).

Proteinler hidrolize edildikleri i¢in, serbest ADMA ve L-NMMA sitoplazmaya
gecer ve NOS'larin substrati olan L-arjinin ile yarisarak NO {iretiminin inhibisyonuna
yol acarlar (71). SDMA sadece idrarla atilirken; ADMA ise hem DDAH tarafindan
yikilarak hem de idrarla viicuttan atildig: diisiiniilmektedir.

ADMA ve L-NMMA'nin temizlenmesinin baslica yolu; dimetilarjinin
dimetilaminohidrolazlar (DDAH) tarafindan L-sitrullin ve metilaminlere hidrolizidir.
Bu nedenle, Arjinin-NO-ADMA yolaginda yer alan nitrit/nitrat, NOS aktiveleri, NOS
ekspresyonlari, arjinin, ADMA, SDMA, DDAH aktiviteleri, DDAH ekspresyonlarinin

Olciimleri ve degerlendirilmeleri ¢ok Onem arz etmektedir. ADMA metabolizmasi
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aydmnlatildikca molekiiliin kaderinin tayininde bobregin tek organ olmadigi iyice
anlasilmistir. Sonucta pek ¢ok hastalikta yiikselmesinin olabilecegine dair ¢aligmalarin
yapilmasina neden olmustur. Belirgin olarak tiim geleneksel risk faktorleri ve yeni risk
faktorlerinin ise biiyiik ¢ogunlugu endotel disfonksiyonu ile iliskili bulunmustur (17).
Endotel fonksiyonunun devaminda en O6nemli yolak NOS araciligi ile iiretilen NO
varlig1 olarak kabul edilmektedir. Bu yolak iizerine ise en etkin molekiil olarak ADMA
gozlenmistir (17,65).

Sonugta tiim risk faktérleri ADMA artis1 lizerinden anahtar role sahip endotel
disfonksiyonuna yol acabilmektedirler. Bu durum ADMA'y1 risk faktorlerinin
etkilerinin kavsak noktasi haline getirmektedir. ADMA tarafindan iiretimi belirgin
olarak azaltilan NO sadece vazodilator etkiye sahip degil ayn1 zamanda da vaskiiler
hastaligin gelisiminde 6nemli olan 16kosit adezyonu, platelet agregasyonu ve damar diiz
kas hiicre proliferasyonunu da engellemektedir (17,53).

3.6.1. ADMA ve Preeklampsi

Hamilelik esnasinda maternal sistemik vaskiiler fonksiyonlar degisir; uterin kan
akimi ve kardiak verim artarken periferal diren¢ ve kan basinci diiser. Deneysel ve
klinik ¢alismalardan elde edilen kanitlar kuvvetlice gostermektedir ki artmis NO
sentezi, hamilelikte maternal vaskiiler adaptasyonun énemli bir b6 liimiinden sorumludur
(94,106).Pek ¢ok calisma normotensif hamileliklerde, ADMA diizeyleri ile kan basinci
degisimi arasinda iliski oldugunu gosterir. Hamile olmayan normotensif kontrollere
kiyasla normal hamilelerde diisik ADMA diizeylerinin bulunmasi, normotensif
hamileliklerde ADMA diizeylerindeki diismenin, maternal vaskiiler dilatasyon ve kan
basinci degisimlerinden kismen de olsa sorumlu oldugunu akla getirir.

Hamilelik sirasinda ADMA’nin  diisiisii  icin  pek c¢ok olast agiklama
disiiniilebilinir. Vazodilasyon, normal gebeliklerde kardiyak ¢ikis1 ve plazma

hacmininin artisin1 tetikleyen ilk ve ¢ok 6nemli bir hemodinamik degisimdir (86).
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Dolasimdaki plazma hacminin artisindan dolayr ADMA diizeylerinde fizyolojik azalma
olas1t bir aciklama degildir. Tahminen giinde 300 pmol ADMA firetilir, bunun 250
pmol’it DDAH tarafindan metabolize edilir, oysa ¢ok az bir miktar1 ise bobrekler
tarafindan atilir (36). ADMA i¢in anahtar eliminasyonun renal ekstraksiyon olmamasina
ve DDAH tarafindan enzimatik degradasyon olmasina ragmen gebelik sirasinda renal
hiperfiltrasyon diisilk bulunmasi ADMA diizeyleri i¢in etken olabilir(34). DDAH,
glomerulus ve renal damarlar i¢indeki endotelyal hiicrelerde bol miktarda ve renal
tiibiiler hiicrelerde kismen bulunmaktadir. ADMA diizeylerinde azalma, renal tiiplerde
DDAH tarafindan ADMA’nin bozulmasinda artma nedeniyle olabilir. Artmis
endotelyal-hiicre gegirgenligi ve platelet birimi gibi endotelyal disfonksiyon veya
uygunsuz endotelyal-hiicre aktivasyonu preeklampside ¢ok genel klinik bulgulardir
(102). Redman ve arkadaslar1 bu tiir endotelyal aktivasyonun, pihtilasma ve
komplement sistem gibi intravaskiiler 16kositleri de iceren daha genel inflamatuar
reaksiyonun bir boliimii oldugunu gosterdiler (83). Anahtar bir bulgu; bu maternal
inflamatuar cevap TUgiincli trimestirda saglikli bir hamileligin 6zelligidir fakat
preeklampsidekinden daha az siddetlidir. Hatta hamilelik tipik olarak belirgin
inflamatuar cevap ile karakterizedir ve preeklampsi ile saglikli hamilelik arasindaki
farkliliklar, saglikli hamile ve hamile olmayan kadinlar arasindakine gore daha az
belirgindir (83).

1990’1 yillarda yapilan ¢alismalarda, nitrik oksit ve endojen NOS inhibitorlerinin
rolii kesfedilmeye basland1. Ilk defa preeklampsili hamile kadmnlarda artmis ADMA
diizeyleri, Fickling ve arkadaglar1 tarafindan gosterilmistir(35). Hamilelikle indiiklenmis
hipertansiyonlu hastalarin ADMA konsantrasyonlarinin, saglikli hamile kadinlardaki
ADMA konsantrasyonlariyla ayni diizeyde oldugu ,fakat preeklampsili hastalarda

ADMA konsantrasyonlarmin énemli 6l¢iide yiliksek oldugu bildirilmistir. Fickling ve
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arkadaslarinin bu (35) bulgulari, Petterson ve arkadaslar1 (81), Holden ve arkadaslari
(46) ile Ellis ve arkadaslar1 (32) tarafindan yapilan ¢aligmalarla da gosterildi.

Preeklampsinin klinik belirtileri gelismeden once gebeligin 23. haftasindan
itibaren Preeklampside artmis ADMA diizeyleri bildirilmistir(90). Bu bulgular
gostermektedir ki ADMA, preeklampsinin patogenezinde rol oynamaktadir. Erken
gebelikte ADMA lizerine yapilan aragtirmalar ile ADMA’nin preeklampsi igin prediktif
bir test oldugu gosterilmistir(33). Preeklampside artmis ADMA diizeylerinin orijini
hentiiz agik degildir. Plasental iskemi ve reperfiizyon sonrasinda gelisen oksidatif stresin
temel patojenik sebepler oldugu kabul edilmektedir (92).

3.6.2. ADMA ile iliskili Hastaliklar ve Fizyopatalojisi
3.6.2.1. Renal Hastaliklar
Son donem bobrek yetmezli§i olan hastalarda yapilan caligmalarda ADMA

diizeyleri yliksek olarak bulunmustur. Bobrek yetmezligi olan hastalarda biriken
ADMA miktar1 ile gelisen endotel disfonksiyonu arasinda iligki vardir. Hemodiyaliz
hastalarinda gelisen endotel disfonksiyonu, kardiyovaskiiler olaylar ve mortalitede
ADMA sorumlu faktorlerden birisi olabilir. Hemodiyaliz ile ADMA viicuttan
uzaklastirilabilir fakat hemodiyaliz sonras1 hemen yiiksek degerlere geri doner (101).

3.6.2.2.Diyabet
Tip 1 ve Tip 2 diyabette yapilan hayvan ¢alismalarinda ve asikar Tip 2 diyabetli

veya insulin rezistansi olan hastalarda yiikselmis ADMA diizeyleri bulunmustur
(77,108). Kronik vaskiiler komplikasyonlar; diyabetli hastalarda ana morbidite ve
mortalite sebeplerindendir. Artan kanitlar; NOS inhibitdri ADMA’nin diyabetle
yakindan iligkili oldugunu gostermistir. Ayrica serum ADMA diizeyinin artis1
makroanjiyopatisi olan hastalarda olmayanlara goére c¢ok daha belirgin olarak

bulunmustur (110). Yapilmis olan ¢alismalarda insulin rezistansi ile ADMA diizeyleri
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arasinda kuvvetli bir iliski olabilecegi gosterilmistir. Yine yapilan calismalarda
glukozun kendisinin DDAH aktivitesini baskilayabilecegi sonucuna varilmistir (61).

3.6.2.3. Kardiyovaskiiler Hastalhiklar
Arjininden NO olusumu ADMA gibi ¢esitli arjinin analoglar1 tarafindan inhibe

edilir. Bu analoglar trombiis olusumu ve ateroskleroza sebep olabilir. Akut koroner
sendromlu olgularda yapilan ¢alismalarda ADMA diizeyleri yiiksek olarak bulunmustur,
Bu hastalarin medikal tedavi sonras1t ADMA diizeylerinin azaldig1 gozlenmistir (107).
Azuma ve arkadaslar1 karotid arterlerine balon uygulanan tavsanlarin rejenere
endotelyumunda saglikli olanlara gore diisiik intraseliiler arjinin ve yiikksek ADMA
diizeyleri bulmuslardir. Bu bulgular rejenere endotelyumda DDAH aktivitesinin diistik
oldugunu ve arjinin diizeyinin yetersiz oldugunu diisiindiirmektedir (10).

ADMA diizeyleri kalp yetmezligi olan hastalarda da artar. ADMA nin ventrikiil
kontraksiyonu ve kalp hizim1 azaltma kapasitesi vardi. ADMA’nin kardiyak
fonksiyondaki rolii ve kalp yetmezligindeki endotel fonksiyonundaki rolii tam
aydmnlatilamamistir  (101). Yiikksek ADMA diizeylerinin kardiyovaskiiler olay
insidansinin artmas1 yaninda konsantrik sol ventrikiiler hipertrofi ve karotid arter intima
media kalinligmin artmasi ile de kuvvetli bir iliski gosterdigi yapilan c¢alismalarda
gosterilmistir (114). Karotid intima media kalinhigr giiclii kardiyovaskiiler risk
belirtecidir (44). Plazma ADMA konsantrasyonlari; klinik olarak belirgin aterosklerozu
olanlarda olmayanlara gore daha yiiksek olarak bulunmustur (52).

Kardiyovaskiiler patoloji i¢in tedavinin amaci artmis ADMA’nin etkilerini
ortadan kaldirmak veya ADMA diizeylerini azaltmaktwr. Teorik olarak arjinin
ADMA’nmn  yerini alabilir, NOS  aktivitesini tamir edebilir.  Arjininin
hiperkolesterolemili hastalarda endotel disfonksiyonunu ve periferal vaskiiler hastalig

olan hastalarda da yliriime zorlugunu diizelttigi gzlenmistir.
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Bu hastalarda ADMA diizeylerini azaltmada diger bir alternatif yol DDAH
ekspresyonunu veya aktivitesini artirmaktir (16).

3.6.2.4. Alzheimer

Bu hastalarda homosistein ve ADMA’nin diizeylerinin arttig1 NO diizeylerinin ise
azaldig1 bulunmustur. ADMA’ nin etkisi ile NO diizeyleri azaldig1 i¢in serebral kan
akimi bozulur. NO sitoprotektif genlerin ekspresyonunu artirdigi i¢in noroprotektif
etkiye sahiptir ve 6grenme ile ezberleme iizerine etkilidir. L-Arjininin oral yolla alimi
ile serebrovaskiiler hasarli yash hastalarin kognitif fonksiyonlarinda diizelme olabilir
(54).

3.6.2.5. Karaciger Yetmezligi ve Siroz

Multiple organ yetmezligi olan hastalarda ve son donem karaciger hastalarinda
bozulmus karaciger fonksiyonlar1 ADMA diizeylerinin yiikselmesine neden olabilir
(114).Dekompanse  donemdeki hastalarda artmms ADMA  konsantrasyonlari
hepatoseliiler hasara cevab1 yansitabilir. DDAH’lar karaciger dahil ¢cok sayida dokuda
yaygin olarak dagilmistir. ADMA dekompanse sirozlu hastalarda yiikselirken SDMA
icin gruplar arasinda farklilhik bulunmamistir. Mevcut sonuglarda ADMA/SDMA
oraninin yiikselmesinin gozlenmesi DDAH aktivitesinin azalmasina isaret eder (78).

3.6.2.7. Hemorajik Sok

ADMA dretiminin  hipoksi gibi hiicresel stres durumlarinda arttigi
disiiniilmektedir(105).Doku  hipoksisi ve oligiiri siddetli hemorajik sokun iki
karakteristik bulgusu olup ADMA diizeylerinin hemorajik sokta yiikseldigi
goriilmiistiir. Siddetli hemoraji durumunda olusan oligiiriden dolayr azalmis {riner
atilim nedeniyle ADMA diizeyleri artar. ADMA birikimi nedeniyle Arjinin-NO
yolaginin bozulmasindan dolayr akut hipovolemide sistemik kan basmcinin

stirdiiriilmesinde ADMA etkili olabilir (2).
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4.GEREC VE YONTEM

Bu calisma; Inénii Universitesi Turgut Ozal Tip Fakiiltesi Hastanesi Kadin
Hastaliklar1 ve Dogum Klinigine 2007-2008 doneminde bagvuran 25-39 gebelik
haftalar1 arasinda tek canli gebeligi olan preeklampsi kriterlerine gore tan1 konmus 54
preeklampsili gebe ile 55 nonkomplike gebe lizerinde yapilmistir.

Preeklampsi tanis1 konulmasi i¢in (National High Blood Pressure Education
Program Working Group 2000 ) kriterleri’ ne uygun olarak gebelik Oncesinde
hipertansiyon sikayeti olmamas1 ve bu gebelikte, alti1 saat ara ile yapilan en az iki
Olciimde kan basinglar1 140/90 mmHg veya {lizerinde olmas1 ve beraberinde eslik eden
24 saatlik idrarda 300 mg/dL’nin lizerinde protein ya da yapilan en az iki idrar
analizinde 1+ veya lizerinde protein olmasi sartlar1 arandu.

Calisma ve kontrol gruplariin her ikisinde de daha dnce kronik hipertansiyon, tip
I ve tip II diyabet, kronik bobrek hastaligi veya herhangi bir vaskiiler hastalik 6ykiisii
olan, 40 yas tstiinde ve ¢cogul gebeligi olan kisiler ¢calismaya dahil edilmemistir .

Calismaya dahil edilen tiim gebelerin ayrintili anamnezleri alinarak obstetrik
degerlendirilmeleri yapildi. Gebelerin demografik 6zellikleri, gebelik haftalari, 6nceki
gebelik oOykiileri kaydedildi. Ayrica hastaneye yatista rutin olarak istenen kan
biyokimyasal parametrelerinin ( AST , ALT, LDH) diizeyleri 6l¢iildii.

Orneklerin Hazirlanmasi

Caligsmaya dahil edilen gebelerden normal rutin biyokimyasal analizler ve DNA
izolasyonu icin K3EDTA igeren 2 ayri tiipe 2’ser mL  vendz kan Ornegi alindi.
Biyokimyasal analizler i¢in alinan kan ornekleri 3500 devirde 10 dakika (Heraeus
Biofuge Stratos; Kendo Laboratory Products, Osterode-Germany). santrifiij edilerek
plazmalar1 ayrildi. Plazma orneginde rutin biyokimyasal testler caligildiktan sonra

ADMA ,SDMA ve Arjinin diizeyleri ¢alisilincaya kadar uygun kosullarda plazma
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saklandi. Ayrica; DNA izolasyonlar1 yapabilmek i¢in ise ayni hastalardan KsEDTA
iceren ayr1 tiiplere 2’ser mL vendz kan Ornekleri toplanarak izolasyon yapilana kadar
(-70) °C de sakland:.

DNA izolasyonu ve Genotiplendirme

DNA izolasyonu

Lokosit 6rneklerinden ticari bir DNA izolasyon kiti ( QIAamp DNA Blood Mini

kit QIAGEN Hilden , Germany ) kullanilarak DNA izolasyonu yapilda.

1,5 mL ’lik eppendorf tiipiine 25 pL proteinaz K ve 200 pL serum eklendikten
sonra tizerine 200 puL liziz tamponu eklenerek iyice karistirilir (10-20 saniye ) ve 70 °C
> de 10-15 dakika bekletildikten sonra 210 pL % 96-100 ° lik etanol eklenerek
karistirilir. Ornegin tamami silika membran kolonuna (Nucleospin Blood column )
aktarilarak 6.000 x g * de 1 dakika santrifiij edilir. Eger 6rnekler membrandan tamamen
gecemiyorsa santrifiijin hizi artirillarak  (14.000x g) bu asama tekrarlanir. Silika
membran kolonu ¢ikarilarak yeni bir eppendorf tiipe takilir ve iizerine 500 pL yikama
tamponu (Washl Buffer) eklenerek 1 dakika 14.000x g ’de santrifiij edilir. Silika
membran kolonu yeni bir tiipe takilir, iizerine 600 pL (Wash2 Buffer) tamponu
eklenerek 1 dakika 14.000x g ’de santrifiij edilir. Tekrar silika membran kolonu yeni
bir tiipe takilir ve iizerine bir sey eklemeden 1 dakika 14.000x g ’de santrifiij edilir.
Daha sonra silika membran kolonunu 1,5 mL ’lik eppendorf tiipiine yerlestirilir ve
iizerine dnceden 1sitilmig (70°C) Eliisyon tamponundan 100 pL eklenerek oda 1sisinda 1
dakika bekletildikten sonra 1 dakika 14.000x g ’de santriflij edilir. Son olarak silika
membran kolonu atilarak tiipte biriken sividaki DNA kaynaginm 10 pl’si PCR

karigiminda kalip DNA olarak kullanilir.
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eNOS geni Glu298Asp polimorfizmi icin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
ve PZR Uriinlerinin Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleri ile Kesimi

Preeklamsili hastalarda eNOS geni Glu298Asp polimorfizmini ¢alisabilmek i¢in
kulanilan kimyasal maddelerin tiimii analitik saflikta(Sigma-Aldrich Co. St. Louis,
MO, ABD) olup bu maddelerin listesi agagida verilmistir.

Primerler : Integrated DNA Technologies,

TaqDNA Polimeraz, 10X PCR buffer

MgCl,,

Tris(Hydroxymethyl) Aminomethane

dNTP’ler (Larova GmbH, Teltow, Almanya)

Thermocycler (Bio-Rad Laboratories, ABD; Model: PTC-200 )

Ultraviyole Transilluminator (Bio-Rad Laboratories, ABD; Molecular Imager Gel
Doc XR System)

Borik asit, EDTA.2H20 (Merck, Darmstadt, Almanya)

Ethidium bromide (10mg/ml) (Dr.Zeydanli Hayat Bilimleri, Ankara, Tiirkiye)

100 bp+1.5 kb DNA ladder, Agaroz (Bioron GmbH, Ludwigshafen, Almanya)

Ban II (New England Biolabs, Cambridge, Ingiltere)

1 X TBE Tamponu: 21,8 gr Tris, 11.2 gr borik asit ve 1.66 gr EDTA.2H20 2 L distile
suda ¢oziilerek hazirlandi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

eNOS geni Glu298Asp polimorfizmi ile ilgili bolgenin PZR ile ¢cogaltilmasi i¢in
kullanilan primer dizileri: F-5° AAGGCAGGAGACAG TGGATGGA 3’ ve

R-5 CCCAGTCAATCCC TTTGGTGCTCA 3’dir. (4)
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2,5 mM hk dNTP kanisimn hazirlanmasi
PZR reaksiyon karigimi i¢cin 10 mM lik 4 ANTP (dATP , dGTP , dCTP, dDTP )
den 200 pL bir eppendorf tiiplinde alinip karistirilarak PZR’ da kullanmak iizere 2.5
mM lik ANTP karisimi agsagidaki oranlarda kullanilarak hazirlanir
10 mM dATP 200 uL
10mM dGTP 200 puL
10mM dCTP 200 uL
10mM dDTP 200 uL
Daha sonra PZR tamponu hazirlanir bunun i¢inde bir tiipe 10x taq buffer , 2.5 mM hk
dNTP ,12.5 mM MgCl, ¢bzeltisinin her birinden 200 pL alinip asagidaki oranlarda
distile su kullanilarak hazirlanir.
10x taq buffer 200 uL
2,5mM dNTP 200 uL
125mM MgCl2 200 uL
Distile su 400 pL
Primer Amplifikasyon Master Mix Hazirlanmasi
Asagida belirtilen oranlar kullanilarak karigim hazirlanir.
PZR Tamponu karisimdan 25  pL x 6rnek sayis1
Primer 1 1 pL x ornek sayisi
Primer 2 1 pL x 6rnek sayisi
Taq plimeraz enzim (0,5U ) 0,3 pL x 6rnek sayisi

Distile su 22,7 pL x 6rnek sayisi
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Hazirlandiktan sonra her bir numune i¢in 40 pLL master mix ve 10 pL ekstraksiyon
driinii koyulup PZR i¢in uygun hale getirilerek thermocyclerda amplifikasyona

birakild..

PZR UYGULAMASI

95° 4dk 1 dongii On denatiirasyon
95° 1 dk 32 dongii denatiirasyon
54° 1 dk 32 dongii baglanma

72° 1 dk 32 dongii sentez

72° 5dk 1dongii  uzama

Reaksiyon sonucu olusan PZR iiriinii 1X TBE tamponu igerisinde hazirlanmis % 2’lik
agaroz jelde elektroforeze tabi tutulduktan sonra ethidium bromide (10 mg/ml) ile 30 dk
sire ile boyandi ve Ultraviole (UV) transilluminatorde incelenerek sonuclar
gozlemlendi. Olusan bantlarin molekiiler agirligini saptamak amaciyla 100 bp ’lik DNA
ladder kullanild1.

Banll endoniikleaz ile kesim reaksiyonu

eNOS geni Glu298Asp polimorfizmi icin 248 baz c¢iftlik PZR iiriiniiniin
restriksiyon endoniikleaz (RE) kesimini ger¢eklestirmek amaciyla 10 pl PZR iiriinii, her
ornek icin 1pl Ban II enzimi, 1,5 pl 10X NEB tamponu ve 2,5 pl steril distile su
konularak iyice karigtirtlip 3-5 sn santrifiijlenerek 37 °C’de 2 saatlik inkubasyona
brrakildi. Banll enzimi i¢in kesim bdlgesi iceren homozigot bireylerde (GG)163 ve 85
baz-¢iftlik iki ayr1 bant gézlendi. Heterozigot bireylerde ise (GT) 248, 163 ve 85 baz ¢ift
uzunlugunda 3 bant gbozlendi. Banll enzimi i¢in kesim bdlgesi icermeyen bireylerde

(TT) sadece 248 baz c¢ift uzunlugunda bant gdzlendi. Restriksiyon endoniikleaz islemine
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maruz birakilan triinler % 2’lik agaroz jelde elektroforeze tabi tutulduktan sonra

boyanip goriintiilendi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve RFLP ile Genotiplendirme Bulgulan

Endotelyal nitrik oksid sentaz geni Glu298 Asp genotiplerinin saptanmasi amaciyla
248 b¢ uzunlugundaki PZR iirtinlerinden olusgan DNA par¢alarinin uzunluklar1 Sekil 5° de
verilmistir. Ban II enzimi kesim bolgesinin bulunmasi 163 b¢ ve 85 bg’ lik iki DNA
parcasmin olusmasma neden olurken, kesim bolgesinin bulunmamasi 248 b¢’ lik tek
parcanin gozlenmesiyle sonuglanir. Kesim tirtinleri %3’ liikk agaroz jelde yiiriitiiliip UV 1s1k
altinda polaroid film ile fotograflar1 ¢ekildi.

Her o6rnek i¢in kesim olup olmadigi, 100 b¢ DNA ladder molekiiler agirlik
merdiveni standartina gore degerlendirildi. eNOS Glu298Asp genotipleri, restriksiyon
bdlgesinin her iki allelde de bulunmamasi normal (Glu/Glu), restriksiyon bdlgesinin her iki
allelde de bulunmasi mutant (Asp/Asp), restriksiyon bolgesinin sadece bir allelde

bulunmasi heterozigot (Glu/Asp) seklinde agiklanir (Sekil 11, 12).
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400 bp
300 bp

200 bp
100 bp

Sekil 5. Glu298Asp polimorfik bolgesine spesifik primerler kullanilarak elde edilen 248
b¢’lik PZR iiriiniiniin ultraviyole transilluminatordeki gortintiisii. M: DNA ladder (100bp)

ADMA Diizeylerinin Ol¢iimii
L-Arjinin, SDMA VE ADMA dlgiimleri HPLC (High Performance Liquid

Chromatography) cihazinda EUREKA  (Head Quarter: Via E. Fermi 25 60033
Chiaravalle (AN) ITALY )  kiti kullanilarak fluorescence dedektoriiyle Slgiilerek
kromotogramlar analiz edilmistir. Analiz Basamaklars;

1. Basamak (Tiirevlendirme)

1,5 mL’ lik cam veya plastik bir tiipe

200 uL  Reagent H — Test Solution

200 uL  Reagent O — Buffer Solution N° 2
30 uL  Reagent J — Starter Solution

30 puL  Reagent L — Derivatization Solution konularak 5 s karistirilir.
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Basamak 2
20 °C’ de (oda 1s1sinda) 20 dk bekletilir.
Basamak 3

Reagent Q — Stabilizing Solution ’ dan 100 pL eklenir. Ve bu soliisyondan standartlarin
kromatogramdaki yerlerinin belirlenmesi icin 100 pL alinarak HPLC cihazina enjekte
ettirilir.

Standartlarin Hazirlanmasi

Standartlar1 {i¢iinii birlikte tek kromatogramda gérmek icin; 100 uL. ADMA ,100 pL
Arjinin , 100 puL SDMA standartlarindan almir ve 700 pL distile su eklenerek
karistirilir. Her bir standartin konsantrasyonu 5 pmol/L dir.

Orneklerin Hazirlanmasi

On Kolonlarin Aktivasyonu kolonlardan sirasiyla 1 er mL reagent A,B,C gegirilir.

Reagent A — Conditioning Solution 1

Reagent B — Conditioning Solution 2

Reagent C — Conditioning Solution 3

Eliient’ ler atilarak 6n kolonlar aktive edilir.

Orneklerin Diliisyonu: 6rneklerden (numune veya standart) 400 pL alinr, diliisyon
soliisyonundan (Reagent D — Dilution Solution) da 1000 pL alinarak karitirlir.
Orneklerin On kolonlara Aplikasyonu:Diliisyon yapilan drneklerden 1 mL alinarak
onkolondan gecirilir ve eliient atilir.

On kolonlarin Yikanmasi

On kolonlardan sirasiyla 1 er mL E,F,G soliisyonlar1 gegirilir.

1,0 mL of Reagent E — Wash Solution 1

1,0 mL of Reagent F — Wash Solution 2

1,0 mL of Reagent G — Wash Solution 3
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Daha sonra 6n kolonlar kurutulur. Toplanan 6n kolonlar temiz tiiplere yerlestirilir ve

on kolonlardan 1,0 mL Reagent I — Eluting Solution gecirilir, eliient toplanir ve 5 s

karistirilir.

Orneklerin Tiirevlendirilmesi:

1,5 mL’ lik cam veya plastik bir tiipe
200 pL ofeliient
200 uL of Reagent N — Buffer Solution N° 1
200 pL of Reagent O — Buffer Solution N° 2

30 uL of Reagent J — Starter Solution

30 uL of Reagent L — Derivatization Soliisyonlardan konularak 5 s karistirilir ve

20 °C’ de (oda 1sisinda) 20 dakika bekletilir. Daha sonra Reagent Q — Stabilizing
Solution > dan 100 pL eklenir ve 5 s karistirilarak HPLC cihazinda 100 pL. enjeksiyon
yapilarak kromotogramlar degerlendirilir.

Biyokimyasal Ol¢iimler
Orneklerin plazma , AST, ALT, LDH diizeyleri ve 24 saatlik idrar proteini

Olympus AU 600 (Olympus Optical Co. Ltd, Tokyo-Japan) otoanalizoriinde Olympus

marka ticari kitler kullanilarak spektrofotometrik olarak 6l¢iildii.
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Istatistiksel Degerlendirme

Calismadan elde edilen sonuglarin biyoistatistiksel degerlendirmesi i¢in Turgut
Ozal Tip Fakiiltesi Hastanesi kiitiiphanesindeki SPSS (Statistical Package for Social
Sciences) for Windows 12.0 paket programi kullanildi. Biyokimyasal parametrelerin
kontrol ve hasta gruplar1 arasinda karsilastirilmasinda Student’s t testi kullanilmig ve
sonuglar ortalama # standart sapma olarak ifade edilmistir. Genotipler arasindaki
degiskenlerin degerlendirilmesi ise tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile yapilmaistir.
eNOS genotipleri ile allellerinin goriilme sikliginin ve gruplar arasi farkliliklarinin
degerlendirilmesinde 2 testi kullanilmistir. p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli
kabul edilmistir. Istatistiksel olarak anlamli olmayan sonuglar ise tabloda Anlaml1 degil

(AD) olarak ifade edilmistir.
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5. BULGULAR

Caligsma grubu tamamen saglikli 54 normal gebe ve 55 preeklamptik gebe olmak
iizere toplam 109 gebeden olusturuldu.Normal gebelerin yas ortalamalar1 (29.64+5.91)
ve preeklamptik gebelerin yas ortalamalari ise (32.00+6.57) olarak belirlendi. Normal
gebelerde gebelik hafasi ortalamalar1 (33.88+4.19) iken preeklamptik gebelerin gebelik
haftas1 ortalamalar1 (33.47+4.10) olarak belirlendi.

Yas ve gebelik haftasina gore gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmadi (AD). Preklamptik gebelerin sistolik ve diastolik kan basinglari
ortalamasi(164.00+10.00 mmHg- 106.00+£9.00 mmHg) iken normal gebelerin sistolik ve
diastolik kan basinglar1 ortalamasi(121.00+£9.00 mmHg-78.00+5.00 mmHg) olarak
bulundu. Gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,0001) .

Her iki grupta da AST, ALT ve LDH degerleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark bulundu (p<0.0001). Proteiniiri degerleri preeklamptik gebelerde bir tani

kriteri oldugundan normal gebelere oranla daha yiiksek olarak bulundu(Tablo 2).

Tablo 2: Gruplarin Demografik ve Klinik Ozellikleri

Parametre Preeklampsi Normal Gebe P
(n:55) (n:54)

Age (years) 32.00+6.57 29.64+5.91 AD
Gebelik haftasi* 33.47+4.10 33.88+4.19 AD
Sistolik kan basinc1 (mmHg) 164.00+10.00 121.004£9.00 <0.0001
Diastolik kan basinc1 (mmHg) 106.00+9.00 78.00+5.00 <0.0001
Proteinuri (g/24 h idrar) 0.97£1.39 - -
AST (U/L) 59.94+72.75 18.87+4.62 <0.0001
ALT (U/L) 47.36+58.51 14.29+5.51 <0.0001
LDH (U/L) 385.36+£149.30 | 218.9+63.00 <0.0001

* Numunelerin toplandig1 andaki gebelik haftasi

* Anlamli degil (AD)
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Hasta ve Kontrol Grubu ADMA, SDMA ve Arjinin Diizeyleri
Plazma ADMA, SDMA, ADMA/SDMA , Arjinin ve Arjinin/ADMA diizeyleri

ortalama + Standart Hata olarak tablo 3°de gdsterilmektedir.

Tablo 3 : Preeklampsili ve Normal Gebelerin ADMA, SDMA ve Arjinin Diizeyleri

Parametre Preeklampsi Normal Gebe P
(n:55) (n:54)
ADMA (pmol/L) 3.25+1.42 1.24+0.20 <0.0001
SDMA (pmol/L) 2.03+0.93 0.92+0.27 <0.0001
L-Arjinin (pmol/L) 90.72+56.62 50.18+27.45 <0.0001
ADMA/SDMA oram 2.1241.72 1.51+0.77 <0.05
L-Arginin/ADMA oram 37.33+£39.86 40.53+21.21 AD

* Anlamli degil (AD)

Preeklampsili gebelerde ADMA ortalama degerleri 3.25+1.42 pmol/L olarak
bulunurken normal gebelerde bu deger 1.24+0.20 pmol/L olarak bulundu. Preeklampsili
hastalarda plazma ADMA diizeylerinde goriilen artis normal gebelerin plazma ADMA
diizeyleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulundu ( p<0.0001). Ayni
sekilde preeklamptik gebelerde SDMA ortalama degerleri 2.03+0.93 umol/L olarak
bulunurken normal gebelerin SDMA ortalama degerleri 0.92+0.27 pmol/L olarak
bulundu. ADMA da oldugu gibi SDMA’ nin da preeklamptik gebelerdeki artis
istatistiksel olarak anlamli bulundu ( p<0.0001).

Normal gebelerdeki L-Arjinin ortalama degeri 50.18+27.45 pmol/L iken
preeklamptik gebelerde bu deger 90.72+56.62 umol/L olarak saptandi. Bu
preeklampsili gebelerin L-Arjinin diizeylerinde goriilen artis da istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur ( p<0.0001).

Preeklampsili gebe grubunda ADMA/SDMA orani 2.12+1.72 olarak bulunurken,

normal gebe grubunda bu oran 1.51+£0.77 olarak tesbit edildi. Ayn1 sekilde
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ADMA/SDMA orani ise preeklamptik gebelerde 37.334+39.86; normal gebelerde ise
40.53421.21 olarak bulundu. Normal gebelerin oranlarina gore; Preeklampsili
gebelerdeki ADMA/SDMA oranmdaki bu yiikseklik istatistiksel olarak anlamli iken
(p<0.05), L-Arginin/ADMA oranindaki degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmada.
Preeklampsili gebe grubunda; plazma ADMA diizeyleri normal gebe grubuna gore
olduk¢a yiiksek bulundu (3.25£1.42 pmol/L ve 1.24+0.20 pmol/L). Plazma ADMA

diizeylerinde goriilen bu degisim istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.0001).

]

295
=T
= 7
[ =1
L5
1_
05

= 0,000 mPreeklampsi mMormal Gebe

Sekil 6 : Preeklampsili ve Normal gebelerin ADMA diizeylerinin degisimi

Plazma SDMA diizeyleri; preeklampsili gebelerde; 2.03+0.93 pmol/L iken normal
gebe grubunda 0.92+0.27 pmol/L olarak saptandi. SDMA diizeyleri arasindaki bu

farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p <0.0001).
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Sekil 7 : Preeklampsili ve Normal gebelerin SDMA Diizeyleri

Normal gebelerdeki plazma Arjinin diizeyleri 50.18427.45 pmol/L; preeklampsili
gebelerde ise 90.72+56.62 umol/L olarak olciildii. Preeklampsili gebelerde arjinin
diizeyleri acisindan goriilen farkhilik istatistiksel olarak anlamli  bulunmustur

(p<0.0001).
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Sekil 8 : Preeklampsili ve Normal gebelerin L-Arjinin Diizeyleri
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Preeklampsili gebe grubunda ADMA/SDMA ortalamasi 2.12+1.72 olarak bulunurken,
normal gebe grubunda 1.51£0.77 olarak saptandi. Preeklampsili gebelerde

ADMA/SDMA oranindaki yiikseklik istatistiksel yondende anlamli bulundu(p<0.05).

o
& P=0.05
mFrecklampsi m Mormal Gebe

Sekil 9 : Preeklampsili ve normal Gebelerin ADMA/SDMA ortalamalar1

Preeklampsili gebe grubunda Arjinin/ADMA ortalamas1 37.33439.86 olarak
bulunurken, normal gebe grubunda 40.53+21.21 olarak bulundu. Normal gebelerdeki
Arjinin/ADMA oram1  preeklampsili gebelere gore daha yiiksek olmasina ragmen

istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

43



= u]

70 o
&0
50
40 |
=0

LARNNN AOVR

20 4
10 4

& Anlami dedi
W FPresklarpsi @ Momnal Gebe

Sekil 10 : Preeklampsili ve normal Gebelerin L-Arjinin/ADMA ortalamalar1

1 23 4567 8 91011213 14M
‘&

Sekil 11 : PZR iiriinlerinin kesimi ile elde edilen GIlu298 Asp genotipleri

M: 100 b¢ DNA molekiiler agirlik merdiveni; 1, 4, 6, 8, 12, 13,14. kuyular
Glu/Asp genotipi;2, 3,5,7,9,10, . kuyular Glu/Glu genotipi; 11. kuyu Asp/Asp genotipi

44



Sekil 12 : PZR iiriinlerinin kesimi ile elde edilen Glu298 Asp genotipleri

Glu298Asp genotipleri M: 100 b¢ DNA molekiiler agirlik merdiveni; 1,5. kuyular
Glu/Asp genotipi; 2,4,6. kuyular Glu/Glu genotipi; 3,7. kuyular Asp/Asp genotipi.

Glu298Asp Genotip Dagihmu Ile Glu298Asp Allel Sikhgmin Preeklamptik
Gebe ve Normal Gebelerdeki Dagilimlan
Preeklampsili ve normal gebelerde Glu298Asp genotip dagilimi ile G ve A allel

siklig1 tablo 4° de gosterilmistir. Preeklampsili gebe grubunda GG, GA ve AA genotip
siklig1 sirast ile % 52.7 ,% 41.8 ve % 5,5; normal gebe grubunda ise bu oranlar sirasi ile
% 63.0 ,% 37.0 ve % 0,0 olarak bulundu. Preeklampsili gebe ve normal gebe gruplar1
eNOS gen sikliklar1 agisindan karsilastirildiginda genotip dagilimlarmnin istatistiksel
olarak anlaml bir farklilik géstermedigi saptand1 (3> =3.59 , P =0.16).

Normal gebe grubunda G alleli % 81.5, A alleli % 18.5 oranlarinda bulunurken
preeklampsili gebe grubunda G alleli % 73.6 , A alleli ise % 26.4 oraninda bulundu. Her
iki grupda da en sik bulunan allel G alleli olup A ve G allel siklig1 bakimindan gruplar

arasinda 6nemli bir farklilik bulunmadi. (> =1.92, P =0.16).

45



Tablo 4: Preeklampsili ve Normal Gebelerde Glu298Asp genotip dagilimi ile G ve A

allel siklig1
Genotip Preeklampsi | Normal Gebe
(n:55) (n:54)
eNOS (genotip)

GG 29 (52.7%) 34 (63.0%) v’ =3.59
GA 23 (41.8%) 20 (37.0%) P=0.16

AA 3 (5.5%) 0 (0%)

eNOS (Allel)
G allele 73,6% 81,5% xz =1.92
A allele 26,4% 18,5% P=0.16
OR (%95 CI) 0.63 (0.33-1.21)

Tablo S5:Preeklampsi ve Toplam Hamilelerde eNOS Gen Polimorfizmin Plazma

ADMA, SDMA ve Arjinin Konsantrasyonu Uzerine Etkisi

Preeklampsi Toplam hamile
(n:55) (n:109)
GG GA AA GG GA AA
ADMA 3.26+1.11 3.13+1.77 4.18+1.25 2.18+1.25 2.23+1.61 4.18+1.25%
SDMA 2.10+.95 1.97+.91 1.8+1.21 1.49+.88 1.44+.88 1.83+1.21
Arjinin | 85.55+54.57 | 99.18+62.43 | 75.74+£20.92 | 64.69+45.51 | 78.97+£54.17 75.74+20.92

*(P<0.05), Toplam popiilasyondaki GG ve GA genotipleriyle iliskilidir.

\(

Total popiilasyondaki genotip dagilimlar1 karsilastirildiginda AA genotipi GG

GA genotip dagilimlarina gore daha fazla goriilmekte olup istatistiksel acidan

anlamli bulunmustur (P<0.05).

46




6. TARTISMA

Preeklampsi, genellikle gebeligin 20 ci.haftasindan sonra ortaya ¢ikan, artan kan
basincina proteiniirinin eslik ettigi klinik bir tablodur. Gliniimiizde halen maternal
mortalite, erken ve ge¢ donemde olusan maternal morbidite, perinatal mortalite, dogum,
intrauterin biiylime kisitlilig1 gibi komplikasyonlarin 6nde gelen sebeplerinden birisidir.
Insan gebeliginin nedeni halen bilinemeyen bir multi sistem hastahgidir. Sistemik
vaskiiler diren¢ artisi, platelet agregasyonunda artis, koagiilasyon sisteminin
aktivasyonu ve endotel disfonksiyonunun goriildiigii plasentasyona karsi gelisen
anormal cevap ile karakterizedir (92).

Preeklampsinin etyolojisi ¢ok fazla arastirilmistir. Normal hamilelikte maternal
kardiyovaskiiler —hemodinamikler agisindan Onemli bir degisim olmaktadir. Kan
voliimiinde ve kardiyak atimdaki artisa ragmen, kan basici hamileligin ilk yarisinda
diger sistemik arteriolar vazodilatasyona bagli bu diisme terme dogru hamilelik
oncesindeki diizeylere geri doner. Bu vazodilatasyonda endotelyel nitrik oksit sentaz
(eNOS) tarafindan L-Arjininden yapilan endotel kdkenli medyator olan nitrik oksitin
(NO) artmis sentezi onemli rol oynar (43,85). Preeklampsi patogenezinde NO’ 1n roli
cok tartigmali olmasina ragmen bir cok ¢alisma hamileligin hipertansif hastaliklarinda
NO’ in azalmis oldugunu desteklemektedir (106) .

Preeklampsinin 6nemli bir genetik yere sahip oldugu diisiiniilmektedir.(58,89) Bir
cok caligma preeklampsi ile degisik gen polimorfizimleri arasinda bir iliski oldugunu
gostermektedir(19,56). Yakin zamanda yapilan ¢alismalarda preeklampsi ile sik goriilen
eNOS gen Glu298Asp polimorfzmi tasiyiciligi birbiriyle iliskilendirilmistir(91). Bu
varyantin preeklampsi de bir risk faktorii oldugu ve hamilelikte azalmig endotel bagimli

vazodilatasyon ile iligkili oldugu bildirilmistir (95).
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Calismamizda preeklampsi gelisiminde eNOS gen polimorfizminin ve nitrik
oksitin endojen bir inhibitorii olan asimetrik dimetil arjininin (ADMA)" 1n potansiyel bir
katkisinin olup olmadigin1 arastirdik.

Bu caligmada hamile Tiirk kadmnlar1 arasinda preeklampsi gelisme riski ile eNOS
Glu 298 Asp gen polimorfizmi arasinda bir iligkiyi arastirmak amaglanmis olup
calismamizda preeklampsili ve normal gebelerde Glu298Asp genotip dagilimi ile G ve
A allel siklig1 saptandi. Preeklamptik gebe grubunda GG, GA ve AA genotip sikligi
sirast ile % 52.7 , % 41.8 ve % 5,5; normal gebe grubunda ise bu oranlar sirasi ile
%63.0 , % 37.0 ve % 0,0 olarak bulundu. preeklampsili gebe ve normal gebe gruplari
eNOS gen sikliklar1 agisindan karsilastirildiginda genotip dagilimlarmnin istatistiksel
olarak anlaml bir farklilik gstermedigi saptand: (X*=3.59, P =0.16).

Normal gebe grubunda G alleli % 81.5, A alleli % 18.5 oranlarinda bulunurken
preeklampsili gebe grubunda G alleli % 73.6, A alleli ise % 26.4 oraninda bulundu. Her
iki gruptada en sik bulunan allel G alleli olup A ve G allel siklig1 bakimmdan gruplar
arasinda 6nemli bir farklilik bulunmadi ( X?=1.92,P=0.16 ).

eNOS Glu298 Asp gen polimorfizmi ile ilgili olarak Yoshimura ve arkadaslarinin
Japon popiilasyonunda yaptigi bir ¢calismada Asp alleli ciddi preeklampsili kadinlarda
% 28.8 oraninda bulunurken mevcut kontrol grubunda ise % 14.1 oraninda bulunmustur
(P<0.01) (112). Bizim ¢alismamizda; preeklampsili gebe grubunda Asp alleli % 26.4
oraninda bulunurken ,normal gebe grubunda  Asp alleli % 18.5 oranlarinda
bulunmustur. Bulgularimiz; Yoshimura ve arkadaslarinin yapmis oldugu bu calismanin
bulgulartyla uyumlu bulunurken, Serrano ve arkadaglarinin bulgulariyla uyumsuz
bulundu (91,112). Bu polimorfizm; Japon popiilasyonunda yapilan bir ¢calismada ciddi

preeklampsi gelisiminde artmus riskin bir belirleyicisi olarak bildirilmistir (112).
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Ayn1 aragtirmacilar tarafindan yapilan bir bagka ¢alismada da Japon kadinlar1
arasinda ayrilmig plasenta ve Asp298 alleli arasindaki iliski gosterilmistir.Bu Asp298
varyantinin; plasental iskemi ve devaminda ayrilma ile sonuglanan arteriolar
vazokonstriksiyona sebeb olabilecegi hipotezini’de desteklemektedir (55).

Calismamizda Asp allel frekansi preeklampsili kadinlarda % 26.4 iken normal
hamilerde %18.5 olarak bulundu. Sonuglarimiz; Japon arastiricilarin ¢aligma
sonuglarindan farkli olmasma ragmen insidans, etiyoloji, gestasyonel hipertansiyon ve
preeklampsi  bulgularinda etnik ve sosyo ekonomik farkliliklarin = 6nemi
unutulmamalidir. Ayrica; preeklampsi fizyopatolojisinde; diyet, obezite, stres ve gebelik
sirasindaki diger sosyal 6geleri iceren cevresel risk faktorleri de etkili olabilir ve bu
cevresel faktorler wrklar arasinda tamamen farklilik gosterebilir(55).

Bu ¢alismada; preeklampsi bulgularina bagl olarak preeklampsi hafif ve ciddi
olarak ayirt edilmemis ancak Japon arastiricilar tarafindan yapilan bir ¢alismada eNOS
polimorfizimiyle hafif preeklampsi arasinda bir iligki goriilmezken (112) diger bir
baska calismada ise eNOS polimorfizimiyle hafif preeklampsi arasinda bir iligki
bulunmustur (40).Yoshimura ve arkadaslar1 gelismekte olan bir iilke olan
Bangladesh’de yaptiklari ¢alismada Japon olmayan bir popiilasyonda preeklampsi ile
Glu 298 Asp polimorfizmi arasinda bir iligki bulmamistir. Bunun nedeni olarak ta
gelismekte olan bir iilkedeki preeklampsi insidansinin ¢ok yiiksek olmasina bagli olarak
genetik iliskilerin saptanmasinin zor olmasi seklinde agiklamistir (112). Hakli ve
arkadaslar1 tarafindan Fin popiilasyonunda yapilan bir ¢alismada ise Asp 298
polimorfizmi ile preeklampsi arasindaki iliski bulunmamistir (40). Caligmamizda da
diger baz1 caligmalarda oldugu gibi preeklampsi ile Glu 298 Asp polimorfizmi arasinda

kesin bir iliski bulunmustur.
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1980-1990 yillar1 arasinda yapilan c¢alismalar preeklampsili kadinlarda
prostasiklin ve tromboksan A, dengesizliginin 6nemi iizerine odaklanmistir.

Sonraki yillarda yapilan calismalarda ise; nitrik oksit ve endojen NOS
inhibitérlerinin rolii kesfedilmeye baslanmistir.ilk defa preeklampsili gebelerde artmus
ADMA seviyeleri, Fickling ve arkadaslar1 tarafindan gosterilmistir(35).Hamilelikle
indiiklenmis hipertansiyonlu hastalarda ADMA konsantrasyonlari, saglikli hamile
kadinlarla ayni, fakat preeklampsili hastalardaki degerden 6nemli 6lciide diisiik olarak
bulunmustur.Fickling ve arkadaslarmin (35) bulgulari; Petterson ve arkadaglar1 (81),
Holden ve arkadaslari(45) ile Ellis ve arkadaslari(32) tarafindan yapilan ¢aligmalar ile
uyumlu olarak bulunmustur.

Bu ¢aligmanm bulgularma zit olarak Maas ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir
calismada normotensif kontrol grubuna kiyasla Kolombiyali preeklempsili kadinlarda
plazma ADMA konsantrasyonlarinda onemli farkliliklar bulunmamistir(63). Bu
calisma, preeklampsili kadinlar ve normotensif kontrollerin ADMA diizeyleri arasinda
fark olmadigmi gosteren tek calismadir (63).

Yapilan c¢alismalarda; nitrik oksitin endojen bir inhibitorii olan asimetrik dimetil
arjininin(ADMA) konsantrayonlarinin preeklampsili hastalarda, normal hamilelere gore
belirgin olarak yiiksek oldugu gosterilmektedir (46). Holden ve arkadaslar: tarafindan
yapilan bir calismada; normal hamilelik esnasinda ADMA konsantrasyonunun
azaldigini, ilk trimestirin sonunda minimum diizeylere diistiigii daha sonra hamilelik
boyunca arttig1 bildirilmistir. Bu ¢alismada; normal hamileliklerin tiim basamaklarinda
kandaki plazma ADMA konsantrasyonlar1 ile kan basinci arasinda 6nemli bir iliski
oldugu bulunmustur(45).

Calismamizda; ADMA diizeyleri, preeklampsili gebelerde 3.25+1.42 pmol/L

normal gebelerde ise 1.24+0.20 pmol/L olarak bulundu. Bu sonuglar Holden ve
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arkadaslar1 tarafindan yapilan c¢alismanin sonuglar1 ile uyumlu bulundu (45).
Preeklampsili kadinlarda plazma L-arjinin diizeyleriyle alakali bazi celiskili sonuclar
mevceuttur.

Pettersson ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir calismada; plazma arjinin
diizeylerinin preeklampsili ve normotensif kontrol hastalarinda benzer diizeylerde
bulundugu ve plazma ADMA diizeylerinin normotensif hamile kadinlara oranla
preeklampsili hastalarda yiikseldigi bulunmustur (81). Sonuglarimiza goére normal
gebelerdeki L-Arjinin diizeyleri 50.184+27.45 umol/L iken preeklampsili gebelerde bu
diizey 90.72+£56.62 pmol/L olarak saptandi ve bu preeklamptik gebelerin L-Arjinin
diizeylerinde goriilen artis istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.0001).
Sonuglarimiz; Pettersson ve arkadaslari(81) tarafindan yapilan calismanin sonuglari ile
uyumluluk gosterirken  Maas ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismanin
sonuclariyla farkli bulundu (63). Preeklampsili kadinlardaki L-arjinin diizeyleri normal
hamile kadmlarin diizeylerinden belirgin olarak daha yiiksek bulundu. Maas ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada Preeklampsi gelisen kadinlarda L-arjinin
konsantrasyonun diisiik oldugu belirtilmistir (63).

Endotel nitrik oksit iiretimi ve endotel disfonsiyonu etkileyen en 6nemli faktor
ADMA veya L-arjinin konsantrasyonlarmin net etkisinden ziyade ADMA
konsantrasyonu ve L-arjinin konsantrasyonu arasindaki denge olabilir (62).
Preeklampside L-arjinin /ADMA oraninin 6nemi diger ¢caligmacilar tarafindan yapilan
calismalar ile de gosterilmistir(7). Petterson ve arkadaslari, ADMA ve plazma arjinin
konsantrasyonlarminin her ikisini de preeklampsili ve normotensif hamile kadinlarda
Olgmiistiir. Arjinin diizeylerinin; preeklampsili kadinlar ve normotensif kontrol
grubunda degismedigi plazma arjinin/ADMA oranlarmin ise preeklampsili grupta

azaldig1 bildirilmistir (81).Bu ¢alismalardaki ADMA ve L-arjinin diizeylerinde goriilen
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uyumsuzluklar kan basinci, etnik grup ve 6rnek analizi gibi birka¢ nedene bagh

olabilecegi diisiintilmektedir(81).

Alexander ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir deneysel fare modelinde hem
gebe farelere hem de rahim kanama basmcinda kronik bir azalma gosteren farelere L-
arjinin 1ilavesi arteriyel basingta azalma ile sonuclanmistir. Bu durum tiim fare
viicudunun her yerinde NO {iretimi artis1 ile iligkilendirilmistir(7). Bu yiizden L-arjinin
ilavesinin preeklampsi vakalarinda hipertansiyonun hafiflemesi i¢in faydali oldugu
kanitlanirken, NO  yolunun bozulmasinda preeklampsi fizyopatolojisi ile
iliskilendirilmesinde 6nemli bir rol oynayacagini bildirmislerdir (7).

Tirk kadmlarinda preeklampside plazma ADMA diizeylerine dair bir
degerlendirme olmadigi i¢in etnik grubun etkisi degerlendirilememistir. ADMA
molekiilii bir NOS inhibitorii olmasina ragmen, SDMA molekiilii inhibitor bir etkiye
sahip olmay1p bobrekler yolu ile viicutdan atilmaktadir (90).

ADMA molekiilii temel olarak iki dimetil arjinin dimetilaminotransferazlarla
(DDAH I and II) metabolize edilir(90). Calismamizda plazma SDMA diizeyleri ile
ADMA/ SDMA oranlarmin normal hamile kontroller ve preeklampsili hastalar arasinda
onemli farkhiliklar gosterdigi saptandi. Savvidou ve arkadaslar1 tarafindandan yapilan
bir calisgmada: ADMA molekiiliiniin, DDAH tarafindan metabolize edildigi buna
karsilik SDMA atiliminin degismeden kaldig1 gosterilmis ve yiliksek ADMA/ SDMA
oraninin nedeni olarak DDAH aktivitesinin bozulmast gosterilmistir (90). Ellis ve
arkadaslarinin yaptig1 bir diger calismada ise plazma ADMA diizeylerinin normal
hamile kontrollere oranla hafif ve ciddi preeklampsili hastalarda  yiikseldigi
bulunmustur (32). llging olarak; normotensif kontrol gruplarina gdére SDMA
diizeylerinin, ADMA diizeylerinden daha ¢ok artis gdstermesi siddetli preeklampsisi

olan 24-32 haftalik ve 36-40 haftalik gebelerde diisik ADMA/SDMA oranmna neden
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olur. ADMA/SDMA oraninin renal eliminasyonunun 1/1 oranimnda oldugu kabul
edilirse, diisik ADMA/SDMA oram1 ADMA’nin diisiik {liretim oranina ve artmis
metabolik temizlenmesine isaret eder (32). Savvidou ve arkadaslar1 yapmis oldugu bir
calismada preeklampsinin klinik belirtileri gelismeden 6nce gebeligin 23 haftasindan
itibaren preeklampside artmis ADMA diizeylerinin varhigini gostermistir(90). Bu
bulgular ADMA’nin, preeklampsi patogenezinde 6nemli bir rol oynadigin1 ve erken
gebeliklerde ADMA’nin preeklampsi i¢in prediktif bir test oldugunu gostermistir(90).

Calismamizdaki diger ilging bir bulguda preeklampsi ve toplam hamilelerde
eNOS gen polimorfizminin ADMA konsantrasyonu iizerindeki etkisidir. AA genotipi;
GG ve GA genotiplerine oranla daha yiiksek ADMA diizeylerini gostermektedir.
Ozellikle bu durum belirgin olarak tiim popiilasyonda farkli olarak bulunurken
(P<0,05). eNOS genotipi ve plazma SDMA ve L-arjinin diizeyleri arasinda herhangi bir
iligki bulunmamistir. Calismamiz; eNOS genotipi ile ADMA, SDMA ve arjinin
diizeyleri arasmdaki iliskiyi arastiran ilk c¢ahismadir. Istatistiksel olarak anlamli
olmasina ragmen Asp allel frekans1 normal hamilelere oranla preeklamptik gebelerde
daha yliksek olarak saptanmistir(%5,5 ve % 0,0 ). Asp allel frekansindaki bu
farkliliklar ~ eNOS genotipleri agisindan ADMA  diizeylerinin etkilenebilecegi
bulgusunu ortaya ¢ikarmistir.

Calismamizda oOrnek sayilarinin az olmasmnin nedenlerinden biri olarak
preeklampsili gebelerde preeklampsinin diisiik bir insidansinin  olmast ve
preeklampsinin kesin tanisindaki karmasiklik sdylenebilinir.

Sonug¢ olarak bu calismada elde edilen bulgular eNOS gen polimorfizminin
ADMA konsantrasyonunda belirgin degisimlere neden oldugunu gostermektedir. Ancak
bu degisimlerin preeklampsi riski ve eNOS gen polimorfizmi ile iligkisini veya

preeklampsideki eNOS genotipinin roliiniin agiklayabilmek i¢in daha biiyiik populasyon
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calismalarina veya bu bulgularin meta-analiz ile teyid etme ¢alismalarmin yapilmasina
ihtiya¢ duyulmaktadir Bulgularimiz;, ADMA’nin preeklampsi patogenezinde bir rol
oynadigin1 ve erken gebeliklerde ADMA iizerine ilave arastirmalarin yapilmasinin
ADMA’nmn preeklampsi i¢in prediktif bir test olarak kullanilmasi yOniinde katk:

saglayacagi diistiniilmektedir.
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8. OZGECMIS

1966 yilinda Sanlwrfa da dogdum. IIk, orta ve lise drgenimim Sanlurfa da
tamamladiktan sonra 1987 yilinda indnii Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
boliimiinii kazandim ve 1991 yilinda buradan mezun oldum. Daha sonra Turgut Ozal
Tip Merkezinde Biyolog olarak goreve basladim. Ve ayni zamanda Fen Bilimleri
Enstitiisii Biyoloji boliimiinde yiiksek lisans yaptiktan sonra askerlik hizmetini yapmak
icin askere gittim. Askerlik sonrasin da Firat Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii T1p
Biyokimyada doktoraya basladim halen Turgut Ozal Tip Merkezinde Biyolog olarak

calismaktayim.
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