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OZET

Plasenta kompleks bir vaskiiler sisteme sahiptir ve feto-plasental damar sistemi
maternal ve fetal diizenlenislerdeki hatalara olduk¢a duyarlidir. Vaskiiler yapilarin
gelisimi ve fonksiyonu diyabetik ¢evreden etkilenmektedir. Anjiyogenez siiresinde pek
cok kritik basamak, c¢esitli molekiiller ve sinyal iletim yolaklar1 tarafindan
diizenlenmektedir. mTOR sinyal iletim yolaginin anjiyogenez mekanizmalarinda rol
oynadig1 bilinmektedir. Ancak diyabetik gebeliklerde mTOR yolagmin plasental
anjiyogenez mekanizmalart {izerindeki etkileri bilinmemektedir. Bu nedenle bu
caligmada, kiiltir ortaminda HUVEC hiicrelerine yiiksek miktarda glikoz verilerek,
hipergliseminin anjiyogenez mekanizmalar1 iizerine etkisi ve bu etkinin mTOR sinyal
iletim yolagina bagli olup olmadig1r degerlendirilmistir. Elde ettigimiz verilere gore,
hiperglisemik kosullarda VEGF ekspresyonu mRNA diizeyinde, ¢06ziiniir VEGF
ekspresyonu ise protein diizeyinde artmistir. VEGFR2 hem mRNA hem de protein
diizeyinde artis gosterirken VEGFR1 sadece mRNA diizeyinde artmistir. mTOR un
hedef proteinlerinden biri olan 4EBP1’in fosforilasyonu hiperglisemik kosullarda
artmigtir. Akt fosforilasyonu azalmis, p70S6K fosforilasyonu ise degismemistir. HIF-1a
ekspresyonu ise mRNA diizeyinde artmigtir. Rapamisin ve PP242 inhibisyonu ile
hiperglisemik kosullarda artan 4EBP1 ve VEGFR2 ekspresyonu azalmistir. Matrijel ve
yara iyilesme analizi sonuclarma gore hiperglisemik kosullarda endotel hiicre
migrasyonunun ve damar tiipli olusturma kapasitesinin artti§i, mTOR yolag1 inhibisyonu
ile bu artigin baskilandigi gozlenmistir. Kiz bebeklere ait diyabetik plasentalarda hem
plasental agirligin, hem de mTOR, 4EBP1, VEGF ve VEGFR2 ekspresyonunun
azaldigy, erkek plasentalarda anlamli bir degisim olmadig1 gozlenmistir. Bu calisma ile
birlikte diyabette bozulan plasental vaskiiler homeostazda mTOR yolaginin rol
oynayabilecegi ve cinsiyete bagli olarak farkliliklarin goézlenebilecegi ilk kez ortaya
konmustur.

Anahtar Kelimeler: Diyabet, Anjiyogenez, mTOR, HUVEC, Plasenta



ABSTRACT

Placenta has a complex vascular system and is very sensitive to alterations in
maternal and fetal systems. Development and function of the vascular structures are
affected from diabetic environment. Angiogenesis is regulated by several important
molecules and signalling pathways. Although mTOR pathway is frequently studied for
its roles in protein synthesis and translation mechanisms, angiogenesis regulatory effects
has also been studied. However, the putative roles of mTOR pathway in diabetic
angiogenesis mechanisms in human placenta haven’t been studied yet. Therefore, in this
study HUVECs are incubated at hyperglycemic conditions and mTOR pathway proteins
and angiogenesis related proteins are examined. According to our results VEGF mRNA
levels and soluble VEGF concentrations are increased in hyperglycemic conditions.
VEGFR2 expression is both increased at mRNA and protein level. VEGFRL1 level is
increased only at mMRNA level and increased HIF-1a expression is only detected at
MRNA level. Akt phoshorylation is decreased, 4EBP1 phoshorylation is increased and
p70S6K phoshorylation remained unaffected from hyperglycemic conditions. After
mTOR inhibition, increased angiogenic responses are decreased. Besides hyperglycemia
induced cellular migration and angiogenic network forming capacities are also decreased
after mTOR pathway inhibition. It is detected that in diabetic female human term
placentas, the pacental weight and mTOR, 4EBP1, VEGF and VEGFR2 expression
levels are decreased but in male placentas it remained similiar between groups. Thus, for
the first time with this study, the putative roles of mTOR signalling pathway in
angiogenesis mechanisms in diabetic placentas and sex spesific changes have been
reported.

Key Words: Diabetes, Angiogenesis, mTOR, HUVEC, Placenta
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GIRIS

1.1. Hipotezin Temeli ve Amacg

Plasenta, yasam oOmrii gebelik ile smirli olan ve embriyo/fetiis gelisimini
saglayan bir organdir [1]. Fetiisiin immiinolojik redden korunmasi, besinlerin transportu,
fetal atiklarin uzaklastirilmasi ve fetal, maternal ve plasental metabolizmalar1 etkileyen
cesitli peptid ve steroid hormonlarin sentezlenmesinde rol alir [2].

Plasenta hakkinda gilinlimiizde bilinenlerin ¢ogu plasentanin morfolojisi ve genel
fonksiyonlart ile ilgili olup diyabet, preeklampsi ve biiyiime geriligi gibi klinik tablolar
gosteren hastalarin plasental gelisimi hakkinda bilgiler sinirlidir [3]. Plasental ve fetal
gelisim tlizerinde maternal ¢evrenin oldukga biiylik etkisi vardir. Plasental gelisimdeki
aksakliklar nedeniyle insanlarda diisiik, preeklampsi ve fetiiste biiyiime geriligi
olusmaktadir [4].

Diyabetik gebelikler hem anne hem de fetiis i¢in olast riskler tagimaktadir.
Diyabetik bir anneden dogan bebeklerin obezite ve diyabete yatkinlik riskleri ytliksektir.
Gilinlimiizde diyabetik gebeliklerde goriilen mortalite oranlari normal gebeliklerdeki
mortalite oranlarina yaklagmistir ancak hala genel popiilasyondan yiiksektir. Bununla
birlikte diyabetik gebelikler, konjenital malformasyon, fetal makrozomi, sikintili
solunum sendromu nedeniyle prematiire dogum, yenidoganda sarilik, hipoglisemi ve
polisistemi goriilmesi ile karakterizedir [5].

Uterus i¢i diyabetik c¢evreden yalnizca fetiis degil aym1 zamanda plasenta da
olumsuz etkilenmektedir. Maternal diyabet plasentada yapisal ve fonksiyonel
degisikliklere sebebiyet vermektedir. Plasenta karmasik bir vaskiiler sisteme sahiptir ve
maternal ve fetal kanin birbirine karismadan her iki dolagimin yan yana olmasina olanak
saglar. Plasentadaki fetal kan damarlari, maternal kan ile yikanan koryonik viluslar
icerisinde yer alir. Trofoblast ve endotel hiicreleri, maternal ve fetal dolasim arasinda
besin, oksijen ve atiklarin tagimimini diizenler. Bu nedenle feto-plasental damarlarin
saglikli ve basarili gelisimi, biiylimesi ve olgunlagsmasi fetal gelisim ve canlilik icin
olduk¢a Onemlidir. Feto-plasental damar sistemi meydana gelebilecek herhangi bir
hemodinamik modifikasyona veya hem maternal hem de fetal metabolik endokrin
diizenlenislerdeki hatalara olduk¢a duyarhidir. Damarlarin gelisimi ve fonksiyonu
diyabetik ¢evreden dogrudan etkilenebilir [6].

Anjiyogenez cok sayida molekiil tarafindan diizenlenen karmasik bir siiregtir. Bu
siirecte endotel hiicrelerinde pek cok kritik basamak, cesitli molekiiller tarafindan
diizenlenmektedir. Vaskiiler Endotelyal Biiylime Faktorii (VEGF), Anjiyopoietinler,
Anjiyogenin, Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF), Prostaglandin E1 ve E2, Timor



Nekroz Faktor-alfa (TNF—a), Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF) ve VEGF Reseptor 1
(VEGFR1) ve Reseptor 2 (VEGFR2) gibi gesitli proteinlerin endotel hiicre biiylimesini
ve hareketini aktive ettikleri bilinmektedir [7]. Bunlara ek olarak mTOR (The
Mammalian Target of Rapamycin)’un HIF-la araciligiyla anjiyogenez mekanizmasini
etkiledigi diistintilmektedir ve bu yonde ¢alismalar giderek artmaktadir [8-13].

Yapilan ¢alismalar sonucunda mTOR’un plasentada fonksiyonel oldugu tespit
edilmistir [14-17]. Ancak mTOR araciligiyla gergeklesen plasental anjiyogenez
mekanizmalar1 heniiz aydinlatilmamistir. mTOR ile glikoz iliskisi bilinmesine ragmen
diyabetik gebeliklerde mTOR aktivitesinin nasil degistigi ve bu durumun anjiyogenez
mekanizmalarma etkileri bilinmemektedir. Giiniimiizde diyabetik gebeliklerde plasental
anjiyogenez mekanizmasinin hiperglisemik kosullardan etkilendigi bilinmektedir. 2010
yilinda yapilan bir ¢alismada diyabetik gebeliklerde plasentada vaskiiler ve trofoblastik
hiicrelerdeki VEGF, VEGFR1 ve VEGFR?2 ekspresyonlarinda degisiklikler gozlenmistir

[18] ancak bu etkinin mekanizmasi heniiz tam olarak aydinlatilamamustir.

Bu calismada, gobek kordonundan izole edilen endotel hiicrelerine (HUVEC)
kiiltir ortaminda yiiksek miktarda glikoz verilerek, hipergliseminin anjiyogenez
mekanizmalar1 lizerine etkisi ve bu etkinin mTOR sinyal iletim yolagina bagli olup
olmadigr degerlendirilmistir. Bunun i¢in endotel hiicrelerine mTOR inhibitorleri
(Rapamisin ve PP242) uygulanarak hiperglisemik kosullarda mTOR inhibisyonunun
anjiyogenez mekanizmasi tizerindeki etkisi aydinlatilmaya ¢alisgilmistir. Rapamisin ile
mTORC1, PP242 ile hem mTORC1 hem de mTORC2 inhibe edilmistir. Boylelikle
MTOR yolaginda detayli bir inhibisyon saglanarak anjiyogenez iizerindeki etkisi
aydinlatilmaya calisilmistir.

Bu c¢alismanin amact gebelikleri esnasinda hiperglisemiye maruz kalan
kadinlardaki plasental anjiyogenez mekanizmalarmin molekiiler basamaklarini
arastirmak ve bu siliregte mTOR sinyal iletim yolaginin olasi roliinii ortaya koymaktir.



GENEL BIiLGILER

2.1. Plasenta

Plasenta yasam Omrii gebelik ile sinirli olan karmasik ve vazgegilmez
fonksiyonlara sahip bir organdir. Kisa yasam omrii olmasina karsin uterus ici ¢evrede
memeli embriyo/fetiis sag kalimini destekler. Plasentanin fonksiyonlar1 arasinda
konseptusun tutunmasi, maternal immiin sistem tarafindan embriyo reddinin 6nlenmesi,
maternal besin ve oksijenin fetiise ulasmasi ayrica fetal metabolik atiklarin maternal
dolagima verilmesi ve cesitli hormonlarin sentezlenmesi yer almaktadir. Plasental
gelisim siireci, genetik, epigenetik ve fizyolojik mekanizmalarin, gestasyonel yasa bagl
olarak koordineli diizenlenisi araciligiyla gergeklesir [19].

intervilléz

Spiral aralik Maternal

Koryonik
villus

SynT

Fetal endotelyal hiicre

Sekil 2. 1. insan plasentasinin ve plasentaya ait koryonik villus yapilarinin sematik ¢izimi. Sekilde
insan plasentasin maternal ve fetal orjinli dokular igeren kimerik bir organ oldugu
goriilmektedir. AV: Demirleyici villus, FV: Yiizen Villus, iCTB: invaziv Sitotrofoblast,
vCTB: villoz Sitotrofoblast, SynT: Sinsisyotrofoblast [19].

Plasenta, maternal ve fetal yapilar igeren kimerik bir organdir (Sekil 2.1.) [19].
Plasentali memelilere (eutherian) ait plasentalar korunmus karakteristik ozellikler
gosterse de bazi temel farkliliklar mevcuttur. Bu farkliliklar plasentanin yapisi, plasental
arayiiz tipi, maternofetal interdijitasyonlarin sekline gore asagidaki gibi siralanabilir [3].



1. Plasenta yapisi
a. Diffiiz
b. Kotiledonar
c. Kusak benzeri
d. Diskoidal
e. Bidiskoidal
2. Plasental araytiz tipi
a. Epitelo-koryal
b. Endo-koryal
c. Hemo-koryal
3. Materno-fetal interdijitasyonlarin sekli

a. Katlantili
b. Lamellar
c. Villoz

d. Trabekiilar
e. Labirint

Insan plasentas1 anatomik olarak diskoidal sekil, hemo-monokoryal arayiiz ve
villéz maternofetal interdijitasyonlara sahiptir [3].

2.2.  Insan Plasentasinin Gelisimi ve Yapisi

Normal plasental gelisim ve fonksiyon, fetiis i¢in olduk¢a 6nemlidir. Blastosistin
trofoektoderm tabakasi insan plasentasinin gelisiminden sorumlu hiicrelerdir [20].
Implantasyonun ardindan plasental hiicreler (trofoblastlar) ilk basta embriyoya kiyasla
cok daha hizli ¢ogalirlar [21] ve materno-fetal arayiizii olustururlar [19]. Implantasyon
sonrast ilk haftalarda trofoblast hiicre soyu iki temel trofoblast alt tipine farklanir.
Bunlardan birincisi sinsisyotrofoblastt da igeren villoz trofoblastlar ve ikincisi
ekstravilloz trofoblastlardir (EVT). Villoz trofoblastlar ana germinatif trofoblast
popiilasyonudur ve sinsisyal fiizyon ile sinsisyotrofoblasti olusturur. Sinsisyotrofoblast
villoz agacin tim dig yiizeyini sararak plasental bariyer yapisina katilir. Ekstravilloz
trofoblastlar, demirleyici villus kolonlarindan kdken alan hiicrelerdir ve plasental yatakta
yer alan maternal hiicrelerin i¢ine invaze olur [22].

Implantasyon sonrasi ilk hafta maternal dokular ile temasta olan hiicre
sinsisyotrofoblasttir. Sinsisyotrofoblast iginde lakiinalar olusur ve daha sonra bu
lakiinalar birleserek tek biiyiikk bir bosluk halini alarak maternal kan igin intervilloz
aralig1 olusturur. Lakiinar alana bakan sinsisyotrofoblast yiizeyi genisleyerek villoz
yapilar1 olusturur [3]. Plasental villus olusumu postkoitum 13. giinde baslar. Bu evrede
sitotrofoblastlar trabekiilalar1 invade ederler ve lakiinalara dogru trofoblastik
filizlenmeler olusur. Bu yapilar primer villuslardir. Primer villus dista sinsisyotrofoblast
icte sitotrofoblastik hiicrelerden olusur. Varliklar1 plasentasyonun villoz evrelerinin



basladigini isaret eder [23]. Bu gelisim basamaklar1 6zetle asagidaki gibi (Sekil 2.2.)
evrelendirilmistir [3].

1. Prelakiiner evre
Postkoitum 8. gline kadar gecen evredir. Sitotrofoblast hiicrelerinin
¢ogalmaya devam etmesi ile olusan sinsisyal kiitle implantasyon alaninda
dallanmalar olusturur. Parmaksi uzantilar1 endometriyuma invaze olur ve
endometriyum ile interdijitasyonlar yapar
2. Lakiiner evre
Postkoitum 8 ila 13. giinler arasindaki evredir. 8. giinde sinsisyotrofoblast
icerisinde kiiglik vakuoller belirir. Vakuoller biiyiiyiip genisleyerek lakiinalart ve
lakiina sistemini olustururur. Sitotrofoblast hiicreleri, sinsisyal trabekiiller i¢ine
uzanir ve 13. giinde trofoblastik kabuga ulasir. Lakiinar olusum, blastosisti
cevreleyen trofoblastik yapiyr {ic tabakaya ayirir: primer koryonik plak,
trabekiiller ile birlikte lakiinar sistem ve trofoblastik kabuk. Primer koryonik
plak, sinsisyotrofoblast ile ¢evrelenen sitotrofoblastlardan olusur. Trabekiillerin
distal uglarinin birlesmesi, trofoblast tabakasinin dis yiizeyini yani trofoblastik
kabugu olusturur.
3. Erken villus evreleri
Postkoitum 13 ila 28. giinler arasindaki evreyi kapsar. Erken villus
evresinde sitotrofoblastlar trabekiilalar1 invade ederler ve lakiinalara dogru
trofoblastik filizlenmeler olusur ve bu yapilar primer villus olarak adlandirilir.

Maternal dokular ile direk temas kuran bazi villuslar demirleyici villus adini alir
ve plasenta ve embriyonun uterin dokulara sabitlenmesini saglar. Gebeligin 5. haftasinda
demirleyici villuslardan koken alan EVT’lar maternal dokular ile ilk temasi kurarlar [3].



Sekil 2. 2. Erken plasental gelisimin sematize edilmis sekli a,b: Prelakiiner evreler c: Lakiiner evre
d: Lakiiner evreden villoz evreye gecis e: Sekonder villus evresi f: Tersiyer villus evresi
Maternal dokular kirmizi, fetal dokular mavi, Fibrin icerikli maternal ve fetal dokular
mor renktedir. (E: Endometriyal epitel, EB: Embriyoblast; CT: Sitotrofoblast, ST:
Sinsisyotrofoblast, EM: Ekstraembriyonik mezoderm, CP: Primer Koryonik Plak, T:
Trabekiila ve primer villus, L: Lakiina, TS: Trofoblastik Kabuk, EV: Endometriyal
damar, D: Desidua, RF: Rohr fibrinoidi, NF: Nitabuch/uteroplasental fibrinoid, G:
Trofoblastik dev hiicre, EVT: Ekstravilloz sitotrofoblast, BP: Bazal Plak, PB: Plasental

yatak, J:Baglant1 zonu, M: Miyometriyum) [3].

Gebeligin 5. haftasinda (postkoitum 21. giin), primer villuslar embriyoblasttan
koken alan allantoik mezensim tarafindan invade edilir ve boylece sekonder villus olarak
adlandirilirlar. Birkag giin sonra vaskiilogenez siireci ile de novo fetoplasental
damarlarin olusum siireci baslar [24]. ilk fetoplasental kapillerler gebeligin 5-6.
haftalarinda g6zlenir [25] ve sekonder villus, tersiyer villus adini alir [23].

Fetoplasental dolasim basladiktan hemen sonra fetal ve maternal kan arasinda
yakin temas kurulur. Iki dolasim sistemi plasental bariyer ile daima birbirinden ayrilir.
Plasental bariyer su tabakalardan olusur [3]:



1. Sinsisyotrofoblast tabakas1

2. Sitotrofoblast hiicreleri

3. Sitotrofoblastik bazal lamina

4. Plasental vill6z bag doku

5. Fetal endotel hiicre bazal laminasi
6. Fetal endotel hiicresi

2.3. Plasental Villus Agacinin Yapisi

Term plasentada, yiizen villuslar maternal kan ile direk temas halindedir ve gaz
ve besin degisimine aracilik eder. Demirleyici villuslar ise hem maternal kan hem de
desidua ile direkt temas halindedir ve plasentayr uterusa sabitler. Villusun en dis
yiizeyinde yer alan sinsisyotrofoblast tabakas1 maternal kan ile temas halindedir ve gaz
ve besin degisiminden sorumludur. Demirleyici villusun u¢ kisimlart ise uternal
damarlarin  yeniden modellenmesine aracilik ederek embriyonun histiotrofik
beslenmesini  saglayan invazif EVT’leri igerir. Sitotrofoblast hiicreleri ise
sinsisyotrofoblast ve EVT hiicreleri icin Oncii hiicreler olarak gorev alirlar. Villoz
stromada fetal makrofajlar (Hofbauer hiicreleri), ¢esitli bag doku hiicreleri ve yogun bir
kapiller ag1 bulunur (Sekil 2.3.1.) [26].

Tersiyer villus kendi icinde farkli alt siiflara ayrilarak mezengimal villus,
immatiir intermediat villus, kok villus, matiir intermediat villus ve terminal villus olarak
gruplandirilir (Sekil 2.3.2.) [3].



Ekstravill6z Trofoblast hiicreleri

Sitotrofoblast hiicreleri Fetal makrofajlar

Kan damarlan

Sekil 2.3. 1. Plasental villus agact yapisini olusturan hiicreler ve diger yapilar. Sekilde plasental
villus yapisinin  A:  Sinsisyotrofoblast tabakasi (hCG ile boyama sonucu), B:
Sitotrofoblast hiicreleri (Sitokeratin 7 ile boyama sonucu), C: Ekstravilloz trofoblast
hiicreleri (HLA-G ile boyama sonucu), D: villoz stromada yer alan fetal makrofajlar
(CD68 boyama sonucu) ve E: kan damarlarindan (CD31 ile boyama sonucu) olustugu
goriilmektedir [26].

2.3.1. Mezensimal villus (MV)

Bunlar en primitif villuslardir ve genellikle birinci nesil tersiyer villuslar olarak
kabul edilirler. Gebeligin ilk donemlerinde baskin tiptir. Gebeligin daha sonraki
donemlerinde kok villus ve immatiir intermediyet villuslarin uglarinda, oldukea kiigiik,
ince, goze carpmayan yapilar seklinde izlenirler. Ayn1 zamanda villéz cogalma ve
dallanma bdlgesi olarak rol oynar. Stroma gevsek olarak yerlesen kollajen liflerden
olusur. Fetal kapillerler gelismemistir ve dilate siniizoidler goriilmez. Kalin trofoblastik
tabakanin altinda primitif kapillerlerin farkli gelisimsel evreleri izlenir [3].

2.3.2. Kok villus (KV)

Oldukg¢a yogun fibroz bir stroma, 151k mikroskopu altinda ayirt edilebilir bir
medya tabakasimna sahip arter, ven, arteriyol veya veniiller ile karakterizedir. Kok
villuslar; a) ana kok (truncus chorii), b) trunkustan ¢ikan kalin, dort nesil dal (rami
chorii), c) sayilar1 2 ile 30 arasinda degisen ve birbirine esit olmayan catallagsan



(dikotomik) dallanmalar (ramuli chorii) d) kok villuslarin 6zel bir tipi olan demirleyici
villus olarak alt gruplara ayrilir. Demirleyici villuslar, hiicre kolonlariyla bazal plaga
tutunurlar [3].

2.3.3. Immatiir intermediyet villus (IMIV)

Kok villuslarin  periferal, immatiir, yumru sekildeki devamidir. Immatiir
plasentalarda baskin villus tipidir. IMIV’ler ilk iki trimester boyunca mezensimal
villuslarin matiirasyonuyla olusurlar. Daha sonra kok villuslara doniisiirler. Dolayisiyla
IMIV’ler de MIV’ler gibi, mezensimal ve tamamen gelismis villuslar arasinda bir
formdur. IMIV’lerin kok villuslardaki gibi oldukga kalin bir trofoblastik kabugu vardir.
En karakteristik oOzellikleri ags1 (retikiiler) yapidaki stromalaridir. Sabit stromal
hiicrelerinin biiyiik yelkenvari uzantilariyla sinirlandirilan ¢ok sayidaki stromal
kanallardan olusur. Fetal damarlar ve kollajen lif demetleri bu stromal kanallarin
aralarinda yer alirlar [3].

2.3.4. Matiir intermediyet villus (MIV)

Bunlar uzun, ince, u¢ (periferal) dallanmalardir. Bu villuslarin damarlar1 1s1k
mikroskobuyla ayirt edilebilen medya tabakasindan yoksundur. Gebeligin son
trimesterinde mezensimal villuslardan olusan MIV’ler terminal villuslar1 olustururlar.
Dolayistyla mezensimal ve tamamen gelismis villuslar arasinda bir gegis formdur [3].

2.3.5. Terminal villus (TV)

Matiir intermediyet villuslarin yaptig1, tiziim benzeri, son dallanmalardir. Yiiksek
derecede kapillarizasyon ve oldukca genislemis (dilate) siniizoidlerle karakterizedir.
Fetomaternal alisverisin ana kismini olustururlar [3].



Immatiir i villus  Matiir intermediyet villus
ekil 2.3. 2. Term plasentada ¢esitli villus tiplerinin enine kesit ¢izimi [3
p p

2.4.  Term Plasentanin Yapisi

Fetlis biiylidiikce uterus, koryon kesesi ve plasenta da biiyiir. Plasentanin
hacminin artmasi ve kalinlagmasi, gebeligin yaklasik 20. haftasina kadar hizli bir sekilde
devam eder [27]. 4. ayda villus sistemi tamamlanir ve bu aym sonunda plasenta tam
seklini almis olur (Sekil 2.4.1.) [28]. Tam gelismis bir plasenta, desiduanin
yaklasik %15-30'unu kaplar ve agirligi yaklasik olarak fetiis agirliginin 1/6's1 kadardir.
Plasenta termde yaklasitk 500g agirliginda olup 18-20cm ¢apinda, 2-2,5cm
kalinhgindadir ve 10-20 adet kotiledon igerir. Intervilloz araliklarin hacmi tahmini
olarak 150-250 ml'dir. Villuslarin toplam yiizeyi, yani anne fetiis arasinda madde
degisim alani 10-15m?dir [29]. Term plasentada iki ayr1 boliim vardar:

1: fetal kisim

2: maternal kisim
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2.4.1. Fetal kisim

Koryon villuslarimin olusturdugu bu bolim fetiisa ait olup koryon frondozumdan
gelisir. Yapmin fetal yiizi amniyon epiteli ile intervilloz bosluga bakan yiizii ise
sinsisyotrofoblast ve sitotrofoblast hiicrelerinin olusturdugu tabaka ile ortiiliidiir.

Her koryon agacindaki kan dolagimi, bir arter ve bir venden olusan kapali bir
sistemdir. Anneden gelen temiz kan uterusun spiral arterleri ile bazal plaga girer.
Oldukga diizenli araliklarla intervilloz bosluklara agilan bu arterlerin liimenleri agilma
yerlerine dogru daralir. Temiz kan intervilloz bosluklara yiliksek basingla dokiiliir ve
koryon agacinda bulunan kiigiik villuslara g¢arpar, villustaki kan ileri dogru itilir ve
Villuslarin diklesmesi saglanir [3, 30].

Sekil 2.4. 1. Insan term plasentanin goriiniimii UC: Umbilikal kord, A: Amniyon, CP:  Koryonik
Plak, MZ: Marginal zon, CL: Koryon Leve, M: Miyometriyum, IVS: Intervilloz Aralik,
BP: Bazal Plak, PB: Plasental Yatak, S: Plasental Septa, *: Hiicre Adaciklar1 [3].

2.4.2. Maternal Kisim

Anneye ait olan bu kisim, intervilloz bosluklar1 ¢evreleyen trofoblastlar, plasental
septumlar ve bazal plaktan (desidua bazalis) olusur. Plasental septalar, fibrinoid ve ¢esitli
hiicrelerden meydana gelmis, bazal plaktan intervilloz aralifa dogru uzanan, hi¢bir zaman
koryonik plaga ulagsmayan ve plasental villus agacin1 tam bdlmeyen diizensiz yapilardir.
Plasental septalarin olusmasi, gelismenin 6-8. haftalarindan itibaren belirir, gebelik yasina
bagli olarak gelisir. Bazal plak biiyiimesine uterus duvari uyum saglayamaz ve bazal plak
katlantilar yaparak septalar1 olusturur.

Villoz aralik i¢cine dogru uzanan, plasental villus agacini kismen bolmelere ayiran
septalar, ayn1 zamanda demirleyici villuslarin tutunduklar1 ¢ikintilar olarak da kabul
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edilir. Septalarin olusmaya basladig1 6-8. haftalarda, yapiy1 olusturan hiicresel elemanlar
sitotrofoblast ve onun ¢ok niikleuslu dev hiicreleri, desidual hiicreler ile septalarin iist
kenarlarina tutunmus, demirleyici villuslar ve onlarin sinsisyo ve sitotrofoblast
hiicreleridir [3, 30].

Plasenta biiyiidiikce ve yaslandik¢a meydana gelen histolojik degisiklerin, artan
metabolik ihtiyaclar1 karsilamak iizere uteroplasental dolagimin etkinligini arttirmayi
amacladig disiiniilmektedir. Bu degisiklikler; sinsisyotrofoblast kalinliginda incelme,
villoz sitotrofoblastlarin kismen kaybolmasi, Hofbauer hiicrelerinde artis, stromada
azalma ve kapillerlerin sayisinin artarak sinsisyal yiizeye yaklasmasidir [31].

Plasental elemanlarin arasinda trofoblastlar, yapisal, fonksiyonel ve gelisimsel
olarak en fazla degisiklik gosteren elemanlardir. Gebelik ilerledikge villoz
sitotrofoblastlar villuslarin biiylik bir boliimiinde ortadan kalkar ve term plasentasinda
villus yiizeyinin ancak %20’sinde bulunur [32]. Sinsisyotrofoblast kalinligi da ortalama
20 pm’den termde 3.5 pm’ye iner. Villuslar dallanmaya devam ettikce, terminal dallarin
sayist artarken, hacimleri azalir ve sitotrofoblastlarin baskinligi ortadan kalkar.
Sinsisyum inceldiginde, fetal damarlar daha belirgin hale gelerek yiizeye yaklagir [33].

Bu degisiklikler 1. trimesterde 50-100 pm olan materno-fetal difiizyon
mesafesini, termde yaklasik 4-5 um’ye indirir. Sonugta termde, oldukga ince olarak
plasental bariyer; sinsisyotrofoblast, birbiriyle kaynasmis trofoblast ve fetal endotel
hiicre bazal membranlar1 ve fetal kapiller endoteli katmanlarindan olusur. Boylece ¢ogu
fetiis kapillerindeki kan, villuslararasi bogluktaki anne kani ile asir1 derecede yakinlasir.
Biitiin bu degisiklikler fetiisiin artan metabolik gereksinimlerini karsilamaya yoneliktir
[32].

Gebeligin sonlarma dogru, plasentada fibrinoid birikim olugmaktadir. Fibrinoid;
fibrin, plasental salgilar ve Olii trofoblast hiicrelerinden olugan, hiicreden yoksun
eozinofilik birikim anlamima gelmektedir. Maternal ve fetal elemanlarca yapildigi
belirlenmistir. 37 haftanin dstiindeki gebeliklerin  %22'sinde fibrinoid birikim
makroskobik olarak gozlenmektedir. Fibrinoid birikim plasentada bircok yerde
izlenebilir:

Fetal yiizde diiz koryonda,

Villuslarin i¢inde,

Plasental septumlarda,

Maternal ve fetal damarlarda,

Koryonik plagin intervilloz araliga bakan yiiziinde (Langhans fibrinoid
tabakast),

e Bazal plakta (Rohr ve Nitabuch fibrinoid tabakalarr).

Langhans fibrinoid tabakasi ve bazal plaktaki fibrinoid birikimler olan Rohr ve
Nitabuch tabakalar1 tiim plasentalarda gdzlenen yapilardir (Sekil 2.4.2). Rohr tabakasi,
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bazal plagin yiizeysel kati olup intervilloz aralikla temas eder. Nitabuch tabakasi ise
derinde maternal ve fetal hiicrelerin kars1 karsiya geldikleri alandadir [3, 30].

_
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Sekil 2.4. 2. Term plasentasindaki fibrinoid tabakalari. A. Langhans fibrinoid tabakasi B. Rohr fibrinoid
tabakast C. Nitabuch fibrinoid tabakasi. Koyu mavi renkle gosterilenler fibrinoid
birikimler, acik mavi renkle gosterilen sinsisyotrofoblast tabakasi, pembe renkle
gosterilenler plasentanin fetal kisimlari, turuncu renkle gosterilenler plasentanin
maternal kisimlari, kirmizi renkli alanlar ise intervilloz araliktir [34].

2.5.  Plasental Villoz Damarlarin Gelisimi ve Yapisi

Insan plasentas: oldukga vaskiilarize bir organdir. Gebeligin sonunda, plasentada
yaklasik 550km uzunluga ve 15m? yiizey alamina sahip olan bir kapiller ag mevcuttur
[35]. Bu olusum materno-fetal degisimin etkili bir sekilde gergeklesebilmesi igin
onemlidir ve plasental villus agacinin gelisiminde 6nemli bir rol oynar. Dolayisiyla
vaskiilogenez ve devaminda gergeklesen anjiyogenez plasental gelisimde onemli bir role
sahiptir. Plasental anjiyogenezin diizenlemesinde ortaya cikabilecek hatalar, uterus ici
fetal biiyiime geriligine ve diger olumsuz obstetrik sonuglara neden olabilir [3, 30].

2.5.1. Vaskiiler gelisimin morfolojik 6zellikleri

Post-koitum 18-20.giinler aras1 mezensimal villus igerisinde vaskiilogenezin ilk
morfolojik belirtileri ortaya ¢ikar. Hemanjiyoblastik hiicreler in situ farklanir ve kiigiik
y1gmlar veya trofoblastik epitelin hemen altinda uzanan kordlar1 olustur. Bu endotelyal
prekiirsor hiicreler, desmozom ya da siki baglantilar ile birbirine baglanmistir. Kordlar,
kademeli olarak liimen yapist ve ardindan damar yapisini olusturmaktadirlar [25, 36].
Liimen olusumunun ilk isaretleri yaklasik olarak post-koitum 23. giinde goézlenir ve
immiinohistokimyasal ve morfolojik kanitlar bu siirecte apoptozun rol oynadigin igaret
etmektedir [37]. Yeni olusan limenlerde, hemanjiyoblastik yiginlarin i¢ kisimlarindaki
hiicrelerden farklanan niikleus igeren geng eritrositler siklikla izlenir. Stromal hiicrelerin
devreye girmesi ve bir seri hiicre boliinmesi ile hiicre kordonlar1 uzar. Ardindan baglanti
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sapindaki allantoik divertikiil yaninda gelisen damarlar ile birleserek feto-plasental agin
kurulmasi gercgeklesir. Erken evrelerden itibaren stromal hiicreler perisit olarak bu
siirecte yer alirlar ve kapiller yiizdesi gebelik yasi ile artan perisit sayist ile iliskilidir
[38]. Kollajen, laminin ve fibronektinden olusan bazal membran 1. ve 2. trimesterde
gozlenmezken, 3. trimesterde endotel hiicrelerini ve perisitleri saran bir yapi olarak
ortaya ¢ikar [25].

Insan plasentasi endotel hiicreleri fenestrasizdir ve adherens ve siki baglantilar
araciligiyla komsu hiicrelere tutunur [39, 40]. Bu baglantilar kapiller duvari
sabitlenmenin yani sira paraseliiler transportu da diizenler. Yapilan caligmalarda ilk
trimesterde siki baglantilarda Okludin ve Klaudin 1 ve 2’nin yer almadigi, bunun
yanisira adherens baglantilarda da plakoglobin’in yer almadigi goézlenmistir. Bu
proteinler bu baglantilarin olgun (matiir) formlarinda var olan molekiillerdir [41].
Dolayistyla ilk trimesterde gozlenen bu immaturite, kapiller yapilarin yeniden
modellenmeye oldukca agik ve permeabl olduklarini isaret etmektedir.

Plasental vaskiiler ag, gebelik boyunca devamli ve yogun yeniden modellenme
stirecleri gecirir. 1. ve 2.trimesterde plasental villus i¢inde kapiller profilde sayi, hacim
ve yiizey alani agisindan kademeli bir artis olmaktadir [42]. 25. haftada kapiller uzunluk
artis1 hizlanmaktadir ve toplam uzunluk terme kadar artmaya devam etmektedir [43].
Uzama endotel hiicre proliferasyonu ve endotel hiicrelerinin yeniden modellenmesi ile
gerceklesir. Saglikli gelisen villuslarda villus/kapiller uzunluk orani 2. trimesterden
itibaren sabittir. Ancak kapillerlerin hatali biiylimelerinin villoz ylizeyden kapiller loop
obtriizyonuna neden oldugu, bunun da trofoblast epitelinin kabarti benzeri ¢ikintilar
yapmasina ve burada yeni terminal villus olusumlarina neden oldugu diisliniilmektedir
[44, 45]. Konfokal mikroskobi ile 3 boyutlu goriintiileme sayesinde, matiir plasentalarda
terminal villus olusumunun hem kapiller loop obtriizyonu hem de kor nokta
filizlenmeleri ile gerceklestigi gozlenmistir [46]. Giliniimiizde terminal villus
olusumunda 1ki mekanizmada da anjiyogenezin itici gli¢ oldugu bilinmektedir.

2.6. Plasentada Vaskiilogenez ve Anjiyogenezin Molekiiler Regiilasyonu
Plasentada hem dallanma (branching) hem de dallanma olmayan; uzama (non-
branching) yoluyla anjiyogenez gergeklesmektedir. Dallanma ile anjiyogenez, filizlenme
aracilifiyla yeni damar olusumu seklinde ortaya ¢ikar. Uzama ile anjiyogenez, uzama ile
kapiller looplarin olusmasi seklinde ortaya c¢ikar. Post-koitum 24. haftadan Once
dallanma seklinde anjiyogenezin gerceklestigi tanimlanmigken, 24. haftadan terme kadar

gecen siirecte dallanma olmayan; uzama seklinde anjiyogenez olarak devam etmektedir
(Sekil 2.6.1.) [47].
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Sekil 2.6. 1. Plasental villus tiplerinde vaskiilogenez ve anjiyogenez [48].

Vaskiilogenez ve anjiyogenez farkli biiyiime faktorleri ve sinyal iletim yolaklari
tarafindan diizenlenmektedir. VEGF plasental vaskiiler gelisimin her asamasinda 6nemli
bir faktordiir. FGF2 embriyonik gelisim esnasinda hemanjiyogenik progenitorlerin
olusumunda kismi bir rol oynamaktadir [49]. Plasental Biiyiime Faktorii (PIGF), villoz
agacin gelisiminde VEGF ile benzer bir rol oynamaktadir (Sekil 2.6.1.) [50].

2.6.1. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF)

VEGEF, en iyi karakterize edilmis anjiyogenik faktorler arasindadir ve damar
olusumunda kritik rol oynayan en potent anjiyogenik faktorlerden biridir. VEGF, biiyiik
Olcide korunmus, 30-46kDa’luk, salgisal, heparin baglayict homodimerik bir
glikoproteindir. VEGF gen ailesi, 6 iiyeden olusur; VEGF-A, -B, -C, -D, -E ve PIGF
(Sekil 2.6.2.).
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Sekil 2.6. 2. VEGF ailesinin vaskiilogenez, anjiyogenez ve lenfanjiyogenezdeki molekiiler mekanizmalari
[51].

Insan VEGF genine ait protein kodlayici bolgeler 8 ekzon halinde diizenlenmis
olup kromozom 6p21.3” te lokalizedir [52]. Tek bir VEGF geninin alternatif kirpilmasi
(splicing) sonucunda her biri 121, 145, 165, 183, 189 ve 206 amino asit uzunlugunda 6
farkli VEGF-A izoformu (VEGF121, VEGF145, VEGF165, VEGF183, VEGF189,
VEGF206) olusur [53, 54]. Ilging olarak, her ne kadar biitiin izoformlar benzer biyolojik
aktivite gosterseler de, VEGF121 ve VEGF165 ekstraseliller alana salgilanirken,
VEGF189, VEGF206 ve az miktarda da VEGF165 heparan siilfatlara afinitelerinden
dolay1 hiicre—veya matriks iligkili kalirlar [55]. VEGF genini eksprese eden hiicrelerin
birgogunda VEGF121 ve VEGF165 baskin olarak bulunmakla birlikte [54, 55]
VEGF145 en az rastlanan izoformdur. VEGF gen promotorii, tek bir transkripsiyon
baslama bolgesi, SP-1 faktor baglama bolgesi, AP-1 ve AP-2 transkripsiyon faktorleri
icin baglama bolgeleri (Hipoksi ile diizenlenen bolge) [54] igerir.

VEGF, ilkin vaskiiler ge¢irgenligi (permeabiliteyi) ve vaskiiler endotelyal hiicre
¢ogalmasimi uyarict etkisiyle karakterize edilmistir [56, 57]. Bu onemli molekiil,
arterler, venler ve lenfatiklerden koken alan mikro ve makro-vaskiiler endotelyal
hiicreler i¢in potent bir mitojendir ve diger hiicreler i¢in herhangi bir mitojenik etki
gostermez [58-60]. Bu nedenden dolay1 VEGF’ in ¢ok sinirli bir hedef hiicre 6zgiinliigii
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(spesifitesi) [60, 61] vardir. VEGF, ti¢ boyutlu in vitro modellerde mikrovaskiiler
endotelyal hiicrelerin kollajen jellere invazyonlarmi ve kapiller benzeri yapilar
olusturmalarin1 uyararak anjiyogenik etki gosterir. Bu c¢alismalar ayn1 zamanda VEGF
ve bFGF’nin bu indiiksiyonda sinerjik etki gosterdiklerini ortaya koymustur [60].

Farkl1 knock-out ¢alismalar, VEGF’nin 6nemini vurgulamistir. Farelerde, VEGF
alellerinden birinin ortadan kaldirilmasi, 6liimciil vaskiiler anomalilerle sonuglanmistir.
Yine farelerde, her iki alelin birden knock-out edilmesi, damar sisteminin hemen hemen
tamaminin ortadan kalkmasina yol agmistir [60, 62-64].

Normal gebelik siirecinde plasental VEGF ekspresyonu gebelik yasi ile birlikte
artmaktadir. Plasentada amniyon, koryon [65] ve fetal endotelyal hiicreler [66],
trofoblastlar, Hofbauer hiicreleri, vaskiiler diiz kas hiicreleri [67] VEGF eksprese
etmektedirler. 2 spesifik VEGF reseptorii; VEGFR-1 (Flt-1) ve VEGFR-2 (KDR/ Flk-1)
trofoblastlarda ve endotel hiicrelerinde eksprese olmaktadir [68] ve VEGF hiicre igi
etkilerini bu reseptorleri lizerinden gerceklestirmektedir.

2.6.2. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii Reseptor 1 ve 2 (VEGFR1, VEGFR2)

En iyi tanimlanmig VEGF reseptorleri VEGFR-1 (flt-1) ve VEGFR-2 (KDR/flk-
1)y’dir (Sekil 2.6.2.). Diger VEGF reseptorlerinden ndropilinler, ana reseptorlere
baglanmay1 yonlendiren aksesuar reseptorler olarak tanimlanmiglardir [69].

VEGF-A, Tip III tirozin kinaz aile reseptorlerinden, c-fms-benzeri tirozin kinaz
(VEGFR-1, flt-1) [70] ve kinaz domeyn inserti igeren reseptor (VEGFR-2, KDR/flk-1)’e
baglanarak endotelyal hiicre cogalmasi, gegirgenligi, gocli ve Kkapiller tiipleri
olusturmalarma neden olur [70-72]. Flk-1 (fetal liver kinase, fotal karaciger kinazi),
KDR’nin kemiricilerdeki homologudur ve insan KDR’si ile %85 homoloji gosterir. Bu
reseptorler, “7 Ig” veya “flt” gen ailesine aittir ve 7 tane ekstraselliiler Ig—benzeri
domeyn, bir transmembran domeyn ve iyi korunmus bir tirozin kinaz domeyni igerirler
[56, 73, 74].

VEGFR2, VEGF’in mitojenik, anti-apoptotik, permabilite artirici etkilerini
diizenlemekten sorumlu iken VEGFR1’in  negatif regiilator olarak is gordigii
distintilmektedir [72]. VEGFR1’in negatif regiilator gorevini agiklayabilmek igin en ¢ok
kabul edilen hipotez VEGFR1’in sahte (decoy) reseptér oldugudur [75]. VEGFR1’in
VEGF’e baglanma afinitesi yiiksek olmasina karsin kinaz aktivitesi disiiktiir [76]. Fare
Vegfrl” embriyolar, embriyonik 8.5-9 giinlerde endotelyal asir1 biiyiime nedeniyle
Olmektedirler [77]. VEGFR1 yoklugunda endotelyal progenitér hiicre sayisinda artis
olmasi, bu reseptdriin vaskiiler regiilasyondaki negatif diizenleyicini roliinii destekler
niteliktedir [78]. Vaskiiler endotelyal hiicreler ve hematopoetik kok hiicreler [79, 80],
monositler ve makrofajlar [74] gibi farkli hiicrelerde de eksprese olmaktadir. Bu
hiicrelerde, hiicre gé¢iinde 6nemli bir role sahip oldugu diistiniilmektedir [81, 82].

VEGFR2 ise vaskiiler ve lenfatik endotelyal hiicreler ve megakaryosit,

hematopoetik kok hiicre gibi farkli hiicrelerde eksprese olmaktadir [83]. Vegfr2”
embriyolar, endotelyal ve hematopoetik kok hiicrelerdeki gelisim hatalari nedeniyle
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embriyonik 8.5-9.5 giinlerde 6lmektedir. Dolayisiyla VEGFR2’nin damar gelisimindeki
Onemi ortaya ¢ikmaktadir [84]. VEGF’in endotel hiicrelerindeki fizyolojik ve patolojik
etkilerinin temel aracis1t VEGFR2’dir [85]. VEGF stimiilasyonundan sonra, VEGFR2
otofosforile olarak aktive olur. Insanlarda oto-fosforile olan pek ¢ok tirozin-Kinaz
fosforillenme alanlar1 (rezidii) (951, 1054, 1059, 1175 ve 1214) bildirilmistir [86]. Bu
fosforillenme alanlarma gore farkli yolaklar (PI3K/Akt, MAPK, PKC,...) ve iliskili
cesitli mekanizmalar devreye girmektedir [87]. Bu mekanizmalar proliferasyon,
migrasyon ve gecirgenlik ile ilgili slireclerdir. Bu siiregleri diizenleyen hiicre i¢i sinyal
iletim yolaklar1 Sekil 2.6.3.’de gosterilmistir. VEGFR2’nin aktive ettigi sinyal iletim
yolaklarindan birisi PI3K/Akt yolagidir [85].
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Sekil 2.6. 3.VEGF uyarimi sonucu hiicre i¢inde devreye giren hiicre i¢i sinyal iletim yolaklar1 [88].
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2.7.  PI3K/Akt Sinyal iletim Yolag

Akt (=Protein Kinaz B, PKB) bir serin/treonin kinazdir ve cAMP bagimli protein
kinaz A/ protein kinaz G/ protein kinaz C (AGC) siiperailesinin bir iiyesidir [89, 90]. Bu
kinazlardan bazilarinin diizenlenmesinde ortaya ¢ikan aksakliklar kanser ve diyabet gibi
hastaliklarla yakindan iligkilidir. Protein Kinaz B, Aktl ve Akt2 genleri tarafindan
kodlanan bir proteindir. Memelilerde 3 Akt/PKB geni tanimlanmistir [91, 92].
- Aktl- PKBa, 14q32 iizerinde
- Akt2- PKB, 19q13 iizerinde
- Akt3- PKBY, 1g44 tizerinde lokalizedir.

Fosfotidil inositol-3-Kinaz (PI3K) tarafindan iiretilen Fosfotidilinositol TriFosfat
(PIP3), Akt’nin hiicre membranina translokasyonunu saglar [89, 90]. Merkezi kinaz
katalitik domaini, treonin rezidiisii igerir ve bu rezidiiniin (Treonin308) Protein Bagimli
Kinaz (PDK) aracili [93] fosforilasyonu Akt’nin kismi olarak aktivasyonu
saglamaktadir. mTORC?2 tarafindan Serin 473 rezidiilerinin fosforillenmesi [94] ise
Akt’in tamamen aktivasyonu i¢in gereklidir.

Akt, cesitli hedef proteinlerini etkileyerek glikoz alimi, gen transkripsiyonu,
hiicre proliferasyonu, farklilagmasi, biiylimesi, hiicre gocii, apoptoz ve hiicre canliliginin
devaminin kontrolii gibi 6nemli rollere sahiptir [95-98]. Giinlimiizde 6zellikle diyabet,
kanser, timor anjiyogenezi gibi konularda en sik ¢alisilan Akt iligkili yolak, mTOR
yolagidir.

2.8.  mTOR Sinyal iletim Yolag

MTOR (Memeli Rapamisin Hedefi Protein, mammalian Target of Rapamycin),
Fosfoinositid-3-Kinaz Iliskili Kinaz Ailesi’nin (PIKK) iiyesi bir Serin/Treonin kinazdir
[99]. Maya ve memelilerde yapilan genetik ve biyokimyasal yaklagimlar; bir toprak
bakterisi tarafindan iretilen ve bir makrolid olan, klinikte immiin baskilayic1 olarak
kullanilan Rapamisinin hedefi olarak TOR’un kesfini saglamistir. mTOR; biiylime
faktorleri, degisen besin sartlar1 ve enerji dalgalanmalar1 gibi ¢evresel olaylara kars
genis spektrumlu bir cevap olusturmaktadir [100]. Yapisal olarak mTOR su bolgelerden
olusur (Sekil 2.8.1.);

e N-terminal domaini
o tandem HEAT (found in huntingtin, elongasyon faktor 3, protein fosfataz
2A alt iinitesi ve TOR proteini) tekrarlarini iceren bir bolge (protein-
protein etkilesimlerine aracilik eder),
o FAT (FRAP, ATM ve TRRAP) domaini
o Katalitik domaini PI3K isoformlari ile yiiksek sekans homolojisine sahiptir.
o C terminal bolgesinde FRB (FKBP12-rapamisin baglanma bolgesi) ve
FATC (FAT C-terminal, mTOR kinaz aktivitesini modiile eder) arasinda
yer alir [101, 102].

mTOR, fonksiyonel ve yapisal olarak farkli multiprotein komplekslerinden
olusan 2 kompleksin (mTOR Kompleksl ve Kompleks2; mTORC1, mTORC2) katalitik
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alt tnitesidir. mTORC1 ve mTORC2 sahip oldugu yardimci proteinler [103-105];
ozellikle Raptor (mTOR’un regiilator iligkili proteini) ve Rictor (Rapamisin hassas
olmayan mTOR proteini) proteinleri ile birbirinden ayirt edilirler [106]. Her iki protein
de skafold protein olarak is gorerek, regiilator ve substratlarin devreye girmesini
kolaylastirir.

MTORC1’de ayrica PRAS40 (prolinden-zengin AKT substrati 40 kDa) ve
MTORC2’de mSIN1 (memeli stres-aktive protein kinaz iligkili protein 1) ve Protor
(Rictor ile gozlenen protein) yer almaktadir. Her iki komplekste ortak yer alan
proteinler ise mLST8 (memeli letal Secl3 protein 8) ve Deptor (DEP domain-igeren
mTOR iliskili protein)’dir [107] (Sekil 2.8.1.).
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Sekil 2.8. 1. mTOR komplekslerinde yer alan proteinler [108].

mTORCI1 besinler ozellikle glikoz, biiyiime faktorleri, stres ve enerji ile
diizenlenirken (Sekil 2.8.2.) mTORC2 igin giiniimiizde sadece biiyiime faktorlerinin
dogrudan etkisi gosterilebilmistir. mTORC1 esas olarak protein sentezinden sorumludur.
MTORCI substratlari; S6K1 (S6 Kinazl) ve 4E-BP1 (eIF4E Baglayici Protein 1) mRNA
translasyonu ile iligkilidir. Bir dizi fosforilasyon mekanizmasimin ardindan S6K1 ve
4EBP1 aktive olarak translasyonun baslamasin1i ve devamliligini saglar [109].
mTORC!’in, HIFla iizerinden anjiyogenezi diizenledigi bilinmektedir [107].

mTORC2 ise daha ¢ok hiicre iskeleti diizenlenmesinde ve hiicre
polarizasyonunda gorevlidir. mTORC2 ¢ok sayida hiicre iskeleti diizenleyicisini kontrol
eder [110, 111]. Son yillardaki veriler mTORC2’nin AGC kinaz ailesi tiyelerini (Akt,
SGK [serum ve glukokortikoid ile regiile olan kinazlar] ve PKC [Protein Kinaz C])’yi de
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fosforilledigini gostermektedir [94, 112-114]. Bu proteinler, hiicre canliligi, hiicre
dongiisiiniin ilerlemesi ve anabolizma ile iligkilidir (Sekil 2.8.2.) [107].
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Sekil 2.8. 2. mTOR komplekslerinin hedef proteinleri; substratlar1 [115].
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2.9.  mTOR inhibisyonu

Mayalarda ve memelilerde, Rapamisin mTORC1 aktivitesini inhibe eder ancak
mTORC2’yi inhibe etmez. Rapamisin 12 kDa’luk FK506-baglayict proteine baglanir ve
RAPTOR-bagli mTOR’u inaktive eder. Rapamisin bu igslevini mTORC1’1 RAPTOR’un
mTOR’dan ayrilmasim1  Onleyerek gerceklestirir [116-118]. Dolayisiyla mTOR
subtratlarina baglanamaz.

Rapamisin kanser tedavilerinde Kklinik uygulamalar i¢in umut vaat eden bir
molekiil olarak ortaya ¢ikmistir ancak bugiine kadar beklenen etkiyi gosterememistir.
Rapamisin bazli terapotik yaklagimlardaki olumsuzluklar S6K1’in bloke edilmesiyle
ortaya c¢ikan geri bildirim mekanizmast nedeniyle yasanmaktadir. Bu proteinin
inhibisyonu, PI3K sinyal iletiminde artisa neden olmaktadir ve Akt ve diger AGC
kinazlarin canlilik ve proliferatif etkilerini dnemli 6l¢iide tetiklemektedir [119]. S6K1
inhibisyonu ayrica MEK-ERK sinyal yolagimi [120] ve PDGFR (platelet-kokenli
bliyiime faktor reseptorii) transkripsiyonunu [121] aktive etmektedir. Rapamisin
tedavilerinin istenen basar1 diizeyine ulagsamamasinin bir diger nedeni de Rapamisinin
mTORC1’1 tamamen inhibe edememesinden kaynaklantyor olabilir.

Rapamisin ile S6K1 aktivitesi tamamen baskilanirken (Sekil 2.9.1.), 4EBP1
fosforilasyonu kisa stireli, kismi olarak devam eder [122-126]. Hiperaktive olan PI3K-
Akt yolagi 4EBPI1 fosforilasyonunu tetikleyebilir. mTORC1’in Rapamisin hassas
kompleks olarak bilinmesine ragmen son yillarda ortaya cikan caligmalarda, bazi
fonksiyonlarmin Rapamisin direngli oldugu ortaya konmustur [123]. Bununla birlikte
MTORC?2 esasen Rapamisin direncli kompleks olarak bilinse de yine son ¢aligmalarda
Rapamisine maruziyetin uzadigi kosullarda bazi hiicre tiplerinde Rapamisine yanit
olarak belirli fonksiyonlarin baskilandig1 gozlenmistir [127].

Bu 2 major engel, ikinci jenerasyon mTOR inhibitérlerinin gerekliligini
dogurmustur. Hem mTORC1 hem de mTORC2’yi inhibe eden ATP kompetatif
(=katalitik) mTOR inhibitorleri yaratilmistir [124, 128-130]. Bunlar (PP242, PP30,
Torinl, Ku-0063794, WAY-600, WYE-687, WYE-354...) bir seri kiigiik sentetik
molekiillerdir ve diger kinazlari inhibe etmezler [124]. S6K1 ve Akt fosforilasyonlarinin
degerlendirilmesi ile elde edilen sonuglara gore bu bilesikler nanomolar
konsantrasyonlarda etkilerini gosterirler. Ornegin Torin 1, 4EBP1 ve mTORC?2 aracili
Akt fosforilasyonunu da bloke ederek rapamisine oranla ¢ok daha etkili bir yanit
olusturmustur [122, 129-131]. Ayrica bir diger mTOR Kkatalitik inhibitorii olan PP242,
deneysel fare 16semi modelinde rapamisinden ¢ok daha iyi terapotik yanit vermistir ve
normal lenfositler tizerinde makul diizeyde etkiler gostermistir [107, 132].
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Sekil 2.9. 1. mTOR inhibitérlerinin etki mekanizmasi [107].

mTOR disregiilasyonu, siklikla timor biiylimesi, metastaz ve anjiyogenez ile
iliskilendirilmektedir [133]. mTOR; translasyon, hiicre biiyiimesi, protein sentezi ve
anjiyogenez {iizerindeki etkilerini substratlar1 olan p70S6K ve 4EBPI1 araciligiyla
gergeklestirir [134]. mTOR’un 4EBP1°i fosforillemesi sonucu serbest hale gecen eIF4E,
c-myc, siklin D1, b-FGF, VEGF ve MMP-9 (Matrix Metalloproteinaz-9)’u etkileyerek
hiicre canliligi, tiimorogenez, anjiyogenez, invazyon ve metastaz1 tesvik etmektedir
[135-139]. Ayrica, HIFla’nin mTOR aracili artan ekspresyonu, VEGF aktivitesinde
artisa neden olmaktadir [140, 141].

2.10. mTOR ve Anjiyogenez

mTOR’un anjiyogenez ile iliskisine yonelik literatiirde ¢ok sayida c¢alisma
mevcuttur [11]. Bu ¢alismalarda daha ¢ok tiimdr anjiyogenezi ve mTOR inhibitorlerinin
anti-anjiyogenik ozellikleri tizerinde durulmaktadir. 2009 yilinda yapilan bir ¢caligmada
rapamisin ve tiirevlerinin doz bagiml olarak 16semik hiicrelerde VEGF ekspresyonunu
azalttig1 gozlenmistir [142]. Bir diger ¢alismada Rapamisin uygulamasi ile S6K1 ve Akt
fosforilasyonlarinda, dolayisiyla VEGF-A164 ekspresyonunda azalma oldugu
gbzlenmistir. Dolayistyla hem mTORC1 hem de mTORC2’nin rapamisinden etkilenmis
olabilecegi ifade edilmektedir [143].
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Transcription

Sekil 2.10. 1. mTOR yolaginin anjiyogeneze etki mekanizmasi [144].

Baz1 arastirmacilara gore ise mTOR, mTORC2 iizerinden de anjiyogenik
aktiviteyi diizenleyebilmektedir. siRNA kullanilarak mTORC1 ve mTORC2 ayr1 ayr
bloke edildiginde mTORCI1’in degil, mMTORC2’nin downregiilasyonu sonucu endotel
hiicre canliligi ve migrasyonunun azaldigi gézlenmistir [145]. mTOR’un endotel hiicre
migrasyonu tzerindeki etkisini mTORC2 iizerinde p27 aracilifiyla gerceklestirdigi
bildirilmistir [146]. Ayrica mTORCI1’in, HIFla {izerinden [141] anjiyogenezi
diizenledigi bilinmektedir (Sekil 2.10.1).

2.11. mTOR ve Plasenta

Yapilan caligmalar sonucunda mTOR’un plasentada fonksiyonel oldugu tespit
edilmistir [14-17]. Yapilan ¢alismalar sonucunda mTOR’un plasental gelisimde erken
donem proliferasyon ve biiyiime siireclerinde énemli oldugu ve mTOR geni hasarinda
letalitenin goriildigi bildirilmistir [147, 148]. mTOR sinyal iletiminin rol oynadigi
amino asit iletimi, trofoblast hiicre motilitesi ve implantasyonun baslamasi igin
onemlidir [149].

24



Utreus i¢i biiyiime geriligi (IUGR) goriilen gebeliklerde mTOR aktivitesinin
diisiik oldugu goriilmiistiir. Yapilan ¢aligmalarda kiiltiire villoz fragmentlerde goriilen
amino asit transportundaki diistisiin mTOR aktivisindeki azalma ile korele oldugu tespit
edilmistir. Bunun yanisira IUGR tanis1 alan gebeliklere ait plasentalarla yapilan analizler
sonucu mTOR yolag1 proteinlerinin ekspresyon diizeyinin diisiik oldugu ve
Endoplazmik Retikulum stresinin yiiksek oldugu belirlenmistir [14, 150]. IUGR goriilen
fetiislerin hipoglisemik oldugu [151] ve plazma Insiilin ve IGF-I diizeylerinin diisiik
oldugu [152, 153], ayrica maternal IGF-I ve glikoz diizeylerinin de diigiikk [151, 154]
oldugu bildirilmistir. Dolayisiyla glikoz ve biiyiime faktorlerinin azalmasi nedeniyle
IUGR plasentalarin gozlenebilecegi ifade edilmistir. Bu faktdrler mTOR yolag:
diizenleyicisi oldugu i¢in, mTOR’un plasentada bir sensér gorevi goérerek besin ve
biiylime faktorlerini algilayarak plasental biiylimeyi diizenledigi diistiniilmektedir [155].

2.12. Diabetes Mellitus

Diabetes ve mellitus (DM-) kelimeleri yunanca akip gitmek anlamina gelen “dia
+ betes” ve bal kadar tath anlamma gelen “mellitus” kelimelerinden tiiretilmistir.
Diabetes Mellitus ii¢ ana gruba ayrilir: Tip 1 Diabetes Mellitus (TLDM), Tip 2 Diabetes
Mellitus (T2DM) ve Gestasyonel Diabetes Mellitus (Gebelik Diyabeti) [5, 156].

T1DM, cocukluk ¢aginda sik goriilen, insiilin iiretiminde gorev alan pankreasin
beta hiicrelerinin otoimmiin nedenlerle hasara ugramasi sonucu gelisen kronik metabolik
bir hastaliktir. Insiilin bagimli ya da jiivenil diyabet olarak da adlandirilir. Diyabet
tiirlerinin  %5-10"unu  olusturur. Etiyolojisinde genetik ve g¢evresel faktorler rol
oynamaktadir [157, 158].

T2DM ise insiilin bagimsiz diyabet olarak da adlandirilir ve yetiskin yasamda
ortaya ¢ikar. Tim diyabet tiirlerinin %90-95’ini olusturur [156]. T2DM goriilen
hastalarda temel bozukluk insiilinin fizyolojik etkilerine karsi periferik dokularda,
ozellikle de ¢izgili kaslarda direng gelismesidir. Insiilin direncini olusturabilen veya
arttirabilen etkiler arasinda yaslanma, sedanter yasam, obezite, stres, glukokortikoidler,
seks hormonu yapisindaki ilaglar, gebelik, glikoz toksisitesine yol agan uzun siireli
hiperglisemi ve genetik yatkinlik bulunur [159-162].

Ik kez gebelik esnasinda tespit edilen diyabete Gestasyonel Diabetes Mellitus
(GDM) denir. Gebeliklerin %2-5’inde GDM’a rastlanir [163]. Gestasyonel diyabetli
kadinlarin  biiyiik ¢ogunlugunda glikoz intoleranst dogum sonrasinda normale
donmektedir. Ancak, ileri donemlerde Tip 2 Diyabet ortaya ¢ikma riski oldukga fazladir.
Bu riskin normal glikoz toleransi olan kadmlara goére 6 kat daha fazla oldugu
bildirilmistir [164].

Dérdiincii bir diyabet grubu olarak da o6zel tip diyabet yer almaktadir. B hiicre
disfonksiyonuna neden olan Monogenik diyabet (6rnegin neonatal diyabet), ekzokrin
pankreas hastaliklarindan kaynaklanan diyabet (6rnegin pankreatit), ila¢ ya da kimyasal
indiiklii diyabet (6rnegin glukokortikoidler ve tiroid hormonlari), enfeksiyonlar ve ¢esitli
genetik sebeplerle ortaya ¢ikan 6zel diyabet tiirleri bu grupta yer almaktadir [156].
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2.12.1. Diyabet ve Hiperglisemi

Diyabet diinya genelinde en biiyiik saglik problemlerinden biridir. Diinya Saglik
Orgiitii verilerine gore giiniimiizde 346 milyon insan diyabetiktir ve 2030°da diyabete
bagl oOliimlerin iki katina ¢ikacagi tahmin edilmektedir. Bu nedenle bu hastaligin
Onlenmesi ya da korunmasina yonelik ¢alismalar 6nemini korumaktadir [165].

Diyabet poliiiri, polidipsi, glikoziiri, ketoniiri ve agiklanamayan kilo kaybi ve
hiperglisemi; plazma o6rneginde (Amerikan Diyabet Dernegi kriterlerine gore; The
American Diabetes Association (ADA)) aglik glikoz diizeyinin 126 mg/dl iizerinde
olmasi ve 75g seker yiiklemesi sonrasi 2 saatlik plazma glikoz diizeyinin 200 mg/dl
izerinde bulunmasi ile karakterize metabolik bir bozukluktur [166]. Glikolize
hemoglobin diizeyleri (HbA1c) de, diyabet tanisinda kullanilan bir diger kriterdir ve %
6.5 ve tlizeri HbAlc degerleri olan bireyler diyabetik olarak kabul edilir. HbAlc
kriterinin diyabetik teshisi icin kullanima yonelik bazi siipheler olsa da, Ol¢iim
sonuglarinin netligi, bireyin kendi dlgiimleri aradinda bile farkliliklarin az olmasi, aglik
kan Gl¢limiine gerek kalmamasi ve stres gibi diger faktorlerden ¢ok daha az etkilenmesi
nedeniyle kullanim avantajlar1 vardir. Glikolize hemoglobin diizeyi 2-3 aylik siireyi
yansitmaktadir [167].

Diyabete yatkinligi olan bireylerin aglik plazma glikoz diizeyleri ise 100-
125mg/dL, tokluk plazma glikoz diizeyleri 140-199 mg/dL ve HbAlc diizeyleri ise %5.7
- %6.4 arasinda kabul edilmektedir [167]. Uzun siiren hiperglisemik kosullar glikoz
toksisitesine neden olmaktadir. Tedavi hedefi olarak ADA, HbAlc diizeylerinin %7’den
diisik olmasi gerektigini, Amerikan Klinik Endokrinologlar Dernegi (American
Association of Clinical Endocrinologists) ise %6.5’dan diisiik tutulmasi gerektigini
onermektedirler [168].

Hipergliseminin hiicresel hasara neden olabilmesi igin plazma glikozunun ilk
olarak hiicre igine taginmasi gerekmektedir. Bu islem kolaylastirilmis tagima ile glikoz
tastyici proteinler ile gerceklesir. Iskelet kasi ve adipoz dokuda, insiilin varliginda glikoz
transport oran1 artmaktadir ancak pek¢ok hiicre tipinde glikoz alimi i¢in insiiline ihtiyag
duyulmamaktadir. Hiperglisemik bir ¢evre ile karsilastiklarinda pek ¢ok hiicre, hiicre ici
glikoz konsantrasyonunu dengelemek icin transport oranini diisiirmektedir. Bunun
aksine bazi hiicre tiirleri, efektif olarak bu siireci diizenleyemezler ve artan plazma
glikoz diizeylerine karsi daha hassas olurlar [169]. Pankreatik B hiicreleri, noronal
hiicreler ve vaskiiler hiicreler bu tiir hiicrelere 6rnek teskil etmektedir. Bu hiicrelerde
hiicre i¢i glikoz diizeyleri ekstraseliiler glikoz konsantrasyonu ile benzer diizeydedir
[169-171]. Sonug olarak bu hiicreler hiperglisemik hasara olduk¢a yatkindir [166].

Hiicre i¢i glikoz diizeylerinin yiikselmesi, hiicre i¢i yolaklarda meydana gelen
degisiklikler araciligiyla hiicresel hasara sebebiyet vermektedir. Bu degisiklikler
arasinda glikoz metabolizmasinda artis, siiperoksit radikallerinin {iretiminde artis,
antioksidan enzim kapasitesinde azalma, PKC yolaginin aktivasyonu, geri doniisiimsiiz
olarak proteinlerin glikasyonu ve ileri glikasyon son {irlinlerin (AGEs) olusumu yer
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almaktadir. Bu degisimlerin temelinde ise Oksidatif stres yani Reaktif Oksijen Tiirlerinin
(ROS) olusumu ve eliminasyonu arasindaki dengesizlik yer almaktadir [166, 169].

Hipergliseminin ciddi bir sonucu “hiperglisemik hafiza”dir. Bu fenomene gore
diyabetik hastalarda glisemik kontrol saglansa bile hipergliseminin etkileri devam
etmektedir [172]. AGEs olusumunun “hiperglisemik hafiza” fenomeninin ortaya
cikmasinda rol oynadigi diisiiniilmektedir [173].

2.12.2. Diyabet ve Anjiyogenez

Diyabet tedavisi hiperglisemi kontrolii iizerine dayanmaktadir ve bu hastaligin
etki smirlar1 diyabete bagli gelisen vaskiiler komplikasyonlarla koreledir [174].
Diyabette koroner arter hastaliklarinda 4 kat artig, periferal vaskiiler hastaliklarda 10 kat
artis ve mortalite oranlarinda 3-4 kat artis goriilmektedir. Mortalite nedeninin temeli
%75 oraninda vaskiiler hastaliklardir [175]. TIDM’da hipergliseminin sonucu olarak
endotelyal disfonksiyon nedeniyle vaskiiler hatalar ortaya ¢ikar. T2DM’da ise asil etmen
endotelyal disfonksiyondur, hiperglisemi bu siirece sebep olmaktan ziyade bu siireci
hizlandirir [176].

Diinya ¢apinda milyonlarca kisi diyabet hastasidir ve bu hastalarin Periferal
Arteryal Hastalik (PAH)’a yakalanma riskleri yiiksektir. PAH, arterlerin daralma veya
tikanma ile karakterize kol ve bacaklarda kan dolasiminda azalmaya neden olan bir
bozukluktur. Diyabette vaskiiler hastaliklar hem mikrosirkiilasyonu hem de biiyiik
damarlar1 etkiler. Mikroanjiyopati, damarlar ve kilcal damarlar diizeyinde bazal
membran kalinlagsmasi ve plazma ¢6ziinenleri i¢in gegirgenligin artisi ile karakterizedir.
Diyabetik hastalarda PAH, agirlikli olarak orta boy arterleri etkileyen anjiyopati ve
anormal metabolik durum nedeniyle gozlenmektedir. En 6nemli metabolik nedenleri,
arterlerin ateroskleroza duyarl hale gelmesine yol agan kronik hiperglisemi, dislipidemi
ve insiilin direncidir [177].

Diyabetik kosullarin vaskiiler sistem iizerinde etkilerini aciklamak icin cesitli
teoriler dne siiriilmiistiir. Ozellikle hipergliseminin endotel hiicreleri iizerindeki etkileri
kardiyovaskiiler hastalik olusum mekanizmalarini acgiklamak bakimindan oOnemlidir.
Hipergliseminin vaskiiler sistem {izerindeki olumsuz etkilerini ¢esitli hiicresel
mekanizmalarla agiklayan pek ¢ok calisma ortaya konmustur. Hiperglisemi; hiicre disi
ve hiicre i¢inde degisikliklere neden olmakta, bunun sonucunda sinyal iletim
yolaklarinda gen ekspresyonu ve protein fonksiyonu etkilenmekte ve endotelyal
disfonksiyona sebebiyet vermektedir [178].

Hiperglisemik kosullarda proteinlerin primer aminlerinin nonenzimatik yoldan
glikolize olmalar1, lipid ve proteinleri etkileyerek vaskiiler degisikliklere ve harabiyete
neden olurlar. Dolasimdaki fazla serbest yag asitleri, oksidatif stres ve Nitrik Oksit
(NO) inhibisyonu yoluyla endotel fonksiyonu bozulur. Bdylece NO ve prostasiklinde bir
azalma ve vazokonstriktorler olan Endotelin-l ve Anjiyotensin-II’de artma
gozlenmektedir [177].
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Hiperglisemi, epigenetik mekanizmalar (histon asetilasyonu, kromatin
modifikasyonu, transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu) araciligiyla da endotel hiicre
fonksiyonunu etkileyebilir. Hiperglisemik kosullarda NF-k8 ile diizenlenen inflamatuvar
genler ve histon asetil tranferaz gibi ko-aktivatorler insan monosit hiicrelerinde devreye
girmektedir [179]. Ayrica hipergliseminin NF-k geninde H3K4 ve h3k9 metilasyon
paternlerinde epigenetik degisikliklere neden oldugu gozlenmistir [172, 180] . Tanaka ve
ark., artan oksidatif stres araciligiyla glikozun endotel hiicrelerinde Foxol transkripsiyon
faktorlinliniin  artisina neden olarak  iNOS aktivasyonu sebebiyle endotelyal
disfonksiyona neden oldugu bildirilmistir [181]. Dolayisiyla, c¢esitli mekanizmalar
aracilifiyla, hiperglisemi indiiklii epigenetik mekanizmalar hiperglisemik hafizaya
neden olan faktorlerden biri olabilir [182].

Diyabette anjiyogenez organ veya hiicre bagimli olarak farkli anjiyogenik
yamtlar vermektedir [183]. Ornegin Retinada, diyabet pro-anjiyogenik bir rol oynar ve
diyabetik retinopatilerde anti-anjiyogenik terapilerle VEGF’i nétralize etmeye ¢aligilir
[184, 185]. Buna karsin kalpte, VEGF sinyalleri diyabette diizensizdir ve kollateral
damar olusumu aksar [186]. Kanser hiicrelerinde ise yiiksek glikoz, HIF-1a
akiimiilasyonunu dolayisiyla VEGF ekspresyonunu tetikler. Buna karsin normal
hiicrelerde yiiksek HIF-10 ve VEGF ekspresyonunu inhibe eder [187-189].

2.13. Diyabetik Gebelikler

Gebelikte diyabet goriilme orani %3-20 arasindadir [190]. Diyabet ile komplike
olmus gebelikler hem anne hem de fetiis acisindan dikkatli takip gerektiren riskli
gebeliklerdir [191]. Yeterli glisemik kontrol saglanamadiginda bebekte konjenital
malformasyondan intrauterin Oliime, annede hipoglisemiden diyabetik ketoasidoz,
retinopati, noropati ve nefropatiye kadar farkli nedenlerle morbidite ve mortaliteye
neden olabilen metabolik bir bozukluktur [192]. Fetal makrozomi, polihidramniyoz,
dogum travmalari, sikintili solunum sendromu, neonatal hipoglisemi, hiperbiliiribinemi
ve hipokalsemi gelisme olasiligt GDM’lu gebeliklerde artmaktadir [191, 193].

Fetal makrozomi, 4000g iizerinde dogum agirligi olan bebekler olarak
tanimlanmistir ve normal dogumlarin %12’sinde, GDM goriilen dogumlarin ise %]15-
45’inde goriilmektedir. Diyabetik gebeliklerde yiiksek oranda glikoz plasentadan fetal
dolagima gecerek yag olarak depolanmaktadir [194]. Makrozomik yenidoganlarin
yenidogan sariligina ve hipoglisemiye yakalanma riskleri 5 kat daha fazladir [194, 195].

Normal gebelik, 6zellikle ge¢ ikinci trimester ve tiglincii trimesterlerde, gecici
insiilin direnci artiginin goriildigi bir durumdur [196, 197]. Yapilan bir¢cok ¢alismada,
gebelerin biiylik ¢cogunlugunun, gebelikleri siiresince artmis insiilin direncine ragmen
normoglisemik durumlarini muhafaza ettikleri, bu durumun da insiilin salgilanmasindaki
bir artis nedeniyle oldugu gosterilmistir [198]. Insiilin salgisinda, dzellikle de ilk faz
insiilin salmiminda yeterince artis olmayan gebelerde ise gestasyonel diyabet
gelismektedir [196]. Bununla birlikte gestasyonel diyabet hastalarinin aslinda gebelik
oncesi tanist konmamis T2DM hastas1 olma ihtimallerinin oldukg¢a yiiksek oldugu
bildirilmigtir. Giderek artan diyabet orani nedeniyle, gebe kalmadan oOnce anne
adaylarinin diyabetik olup olmadiklarinin arastirilmasi 6nerilmektedir. Bununla birlikte
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ilk trimesterde diyabet teshisi konan hastalarin T2DM olarak kabul edilmesi gerektigi
belirtilmistir [156].

2.14. Diyabetik Plasenta

Diyabetik annelere ait term plasentalar maternal hiperglisemi ve fetal
hipervolemiye bagli olarak normalden daha biiyiik, kalin ve pletoriktir [199]. Diyabetik
plasentalardaki farkliliklar ilk kez 1958 yilinda Thomsen ve Lieschke [200] tarafindan
tanimlanmistir ve artan plasental agirlik, pletora ve villoz immaturite olarak
bildirilmistir. Bununla birlikte 1963’te Burstein ve ark. [201] sinsisyal diigiimlerde artis
oldugunu belirtmislerdir. 1968’de Liebhart ve ark. [202] plasental kollajen ve
mukopolisakkarit i¢eriginde azalma oldugunu belirtse de 1976’da Jones ve Fox [203]
diyabetik plasentalarda bazal membran kalinlasmast oldugunu bildirmislerdir. Bu
kalinlagmanin enzimatik olmayan glikalizasyon [204] ya da Kollajen Tip IV artisi
nedeniyle [205, 206] olabilecegi belirtilmistir. Teasdale ve ark. 1981°de [207] ve Bjork
ve Persson 1984°de [208] plasental degisim yiizeyinde artis oldugunu rapor etmislerdir.
Laurini ve ark. 1984’de [209] bazal membran kalinlagsmas1 ve kollajen iceriginde artisin
yant sira diyabetik plasentalarda endotelyal proliferasyon artist  oldugunu
belirlemislerdir. 1993°te ise Jones ve Desoye [210] endotel hiicrelerinde glikojen
depolanmasinda artis olduguna isaret etmislerdir. Tablo 2.14.1.°de diyabetik
plasentalarda gozlenen degisiklikler 6zetlenmistir.

Tablo 2.14. 1. Diyabetik insan plasentalarinda gézlenen degisiklikler

Diyabetik plasenta

Plasental agirlik

Vill6z maturasyon

Pletora

Sinsisyal diigiim sayisi

Bazal membran kalinlig1

Plasental transport ylizeyi

Endotelyal proliferasyon

Endotel hiicrelerinde glikojen depolanmasi

— > o =

Diyabetik gebeliklerin plasentalarinda en sik goézlenen anomali, plasental
villuslarin tam olarak olgunlagamamasidir [211]. Saglikli gebeliklerde erken donem
plasentalarda gdzlenen plasental villuslardaki sitotrofoblast hiicrelerinin ¢ok sayida
olmasi, dikkate deger bir proliferatif aktiviteyi isaret eder. Epidermal biiyiime faktorii
sitotrofoblastlarin  sinsisyotrofoblasta farklanmasint uyarir. T1DM hastalarinin
plasentalarinda epidermal biiylime faktorii reseptoriinde transkript ve protein diizeyinde
azalmanin gozlenmesi sitotrofoblastlarin farklanmaktan ziyade c¢ogalmasina neden
olmus olabilir. Dolayisiyla plasental villuslarda sitotrofoblastlardan zengin daha biiyiik
plasentalar gozlenir [199]. Plasental villuslarda sitotrofoblastlarin proliferasyonunda
artisin yani sira, villoz stromal hiicrelerde, villoz kapiller sayisinda ve villus ¢aplarinda
da artis olmaktadir. Trofoblastik bazal membranin kalinlagsmasi gozlenebilir. Bu
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kalinlasma, enzimatik olmayan glikasyon veya kollajen artisina bagl olabilir. Kollajen
Tip IV diyabetik plasentalarda daha yogundur.

Diyabetik plasentada kalsifiye alanlarin artig1 siklikla gozlenir. Villoz fibrinoid
nekrozu diyabetik plasentalarda daha da artmaktadir. Umblikal kord, daha fazla Wharton
jeli icerdigi igin genellikle daha kalindir [212]. Diyabetik plasentalarda glikojen
depolanmasi1 artmaktadir. Ancak diyabet, diger tiim organlarda glikojen igerigini
azaltmaktadir. Diyabette nefropati goriiliiyorsa, fetal biiylime geriligi, plasentada
infarktiis, desiduanin normalden kalin olmas1 ve plasenta agirliginda ve biiyiikliigiinde
azalma gortlmektedir [212].

Diyabetik plasentalarin karakteristik Ozelliklerinden biri de transport yiizey
alanlarmin geniglemesidir. Bu genisleme, yetersiz maternofetal transportu telafi etmek
icin olabilir. Diyabetik plasentalarda villoz yiizey alan1 %30-50 oraninda artmustir.
Ustelik villéz kapillerlerin uzunluklart %30 oraninda, yiizey alanlart %40 oraminda
artmistir. Bu mekanizma, materno fetal tasimimi kisitlanmis olan diflizyon sinirh
substratlarin (6rn:oksijen) telafi edilmesine yonelik olabilir. Trofoblast bazal membran
kalinlagsmasinin ve yogun fetal metabolizmanin bir sonucu olan fetal hipoksi, FGF-2,
VEGF, PGF-1 gibi anjiyogenik faktorlerin sentezini uyartyor olabilir [213].

Maternal diyabette plasental anjiyogenezin arttigini gosteren ¢alismalarda
kapiller uzunlugun artisi, dallanma ve kapiller ylizey alaninin artigi bildilmistir. Bu
durum VEGF-A ve VEGFR-2’nin vaskiiler endotelde ve sinsisyotrofoblastlardaki giiglii
boyanmasi ile korelasyon gostermektedir. Buna karsin Helske ve ark., diyabetik
plasentalarda VEGFR-1ekspresyonunun arttigini, VEGFR-2 diizeylerinin degismedigini
ifade etmistir [214]. Sekil 2.14.1.°de diyabetik kosullarda plasentada anjiyogenez
stiregleri ile iligkili degisimler goriilmektedir [215].
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vIR vIR epigenetil U
v'Besin alimi v'Baglanti hasari

v Oksidatif stres
v'Anjiyogenez

Sekil 2.14. 1. Diyabetik kosullarda g6zlenen plasental ve fetal degisimler [215].

Anjiyogenez diizenleyici faktorlerde meydana gelen diyabet iliskili degisiklikler,
diyabette degisen plasental anjiyogenez ve hipervaskiilarizasyonun temel nedeni olarak
kabul edilmektedir [216-220]. Diyabet tiiriine gore; pregestasyonel (T1D ya da T2D) ya
da gestasyonel diyabet, plasental vaskiiler gelisim farkli etkilenmektedir. Pregestasyonel
diyabet tiim plasental ve fetal gelisimi etkilerken, gestasyonel diyabet sadece 2.
trimesterin sonuna dogru etki etmekte ve anjiyogenez ve mikrovaskiiler yeniden
modellenme gibi siiregleri etkilemektedir. Bu farklilik plasental morfolojiyede
yansiyarak diyabet tiirline gore plasental vaskiiler agac yapisinda degisikliklere neden
olabilir. Ornegin T1D’de ilk trimesterden itibaren plasental vaskiilatiirde degisikliklerin
oldugu gozlenmistir. Ancak ¢alismalarda farkli sonuglar mevcuttur. Plasental vaskiiler
indeksin hem azaldigini1 [221] hem de arttigin1 [222] sOyleyen ¢aligmalar mevcuttur.

Ucgiincii trimesterde, T1D ve GDM benzer sekilde etki etmektedir. T1D’de hem
longitudinal biliylime artmaktadir hem de villoz kapillerlerin artan dallanmasi
gerceklesmektedir [216, 217, 219, 220]. Benzer gozlemler GDM’da da mevcuttur.
GDM’da kapiller dallanmada artis [217] ve kapiller yiizey alaninda artis [207] soz
konusudur.

Plasental hipervaskiilarizasyon bulgularinin  yanisira, endotel direncinin

degistigine dair veriler de mevcuttur. Adherens baglantt proteinlerinin yilizey
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ekspresyonu olgiimlerinin sonucuna gore VE-kaderin ve Beta-katenin ekspresyonunda
hem T1D [223] hem de GDM’da [224] bir azalma gozlenmektedir. Ayrica siki baglanti
proteinlerinden zonula okludens 1’de GDM’da azalmistir [224]. Bu molekiiller
anjiyogenezde onemli rollere sahiptir ve ayn1 zamanda bariyer gorevleri de vardir. Bu
nedenle diyabette bu molekiillerde ortaya c¢ikan degisiklikler plasental anjiyogenez
stirecini etkilemektedir [190].

2.15. Hipotez

Besin ve biiylime faktorleri tarafindan diizenlenen mTOR sinyal iletim yolaginin
anjiyogenez mekanizmalarii etkiledigi bilinmektedir. Ancak diyabetik kosullarda
anjiyogenez mekanizmalarinda mTOR sinyal iletim yolaginin rolii heniiz
aydinlatilmamistir. Hiperglisemik kosularin anjiyogenez iizerindeki etkisini diizenleyen
sinyal iletim yolaklarina dair veriler kisithidir. Ayrica diyabetik kosullarda plasental
anjiyogenez mekanizmalarinda gozlenen degisimlere dair ¢eligkili yaymlar mevcuttur.
Bu  bilgilere dayanarak hipotezimizi “hiperglisemik kosullarda ve diyabetik
plasentalarda mTOR sinyal iletim yolaginin anjiyogenezi diizenledigi” yoniinde kurduk.
Bu ¢alisma ile amacimiz gebelikleri esnasinda hiperglisemiye maruz kalan kadinlarda
gorillen anormal plasental anjiyogenez mekanizmalarinda mTOR yolaginin roliinii
ortaya koymaktir.
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GEREC ve YONTEM

3.1. Gobek Kordonu Venéz Endotel Hiicre (HUVEC) Izolasyonu ve Hiicre Kiiltiirii

Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar

Endotelyal Biiyiime Besiyeri Bullet Kit (Lonza Clonetics EGM (CC-3124),
Endotelyal Bazal Medyum (500ml) ve biiyiime faktorlerini igeren Kit (CC-3124 =
CC-3121 & CC-4133))

Kit i¢erisindeki Serum ve biiyiime faktorleri

+ Fetal bovin serum (10 ml)

Bovin beyin ekstrakti (2ml)

Epidermal biiyiime faktorii (0.5 ml)

Hidrokortizon (0.5 ml)

Gentamisin, amfoterisin B (0.5 ml)

Askorbik Asit (0.5 ml)

Hank’in Dengeli Tuz Soliisyonu: Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS; Gibco,
#14185-052)

100X penisilin/streptomisin (Sigma, #A5955) %1 olarak medyuma eklendi
Kolajenaz-Dispaz (Roche, #11097113001) Img/ml olacak sekilde 500 ml
hazirlandi.

Tripsin-EDTA soliisyonu: %0.025 Trypsin-EDTA (1X) (Gibco, #25200-056)
Tripsin Notralize Soliisyon (TNS, Gibco, #R-002-10)

Gelatin (Sigma, G1393), HBSS ile 1:1 oraninda diliie edildi, filtreden gegirilerek
steril edildi

Tripan Mavisi Soliisyonu: Trypan Blue Solution (%0.4) (Sigma, #T8154;
Sogutmal Santrifiij: Sigma, 2-16K

Steril Kabin: Class Il Safety Cabinet (Metisafe)

Inkiibator: Hera Cell 150 Incubator (Hera)

Spektrofotometre: pQuant BioTek Spectrophotometer

Hemasitometre: Hemacytometer (Marienfeld, #0640710)

Faz kontrast mikroskobu: Olympus IX71

L)

e

*¢

3

S

e

*¢

X3

S

R/
A X4

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklart ve Dogum Anabilim Dali

destegi ve Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu izni ile dogum sonrasi elde edilen plasentalar hizla laboratuvara ulagtirilarak
gbobek kordonu kesildi. Kordondaki fazla kan uzaklastirildiktan sonra kateter yardimai ile
vene girilerek HBSS ile damar yikandi. Yikamanin ardindan damarin (gobek
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kordonunun) alt ucu klemplendi. 1mg/ml konsantrasyondaki Kolajenaz-Dispaz enzimi
15-25ml olacak sekilde damara enjekte edildikten sonra damarm st ucu da
klemplenerek enzimin damar i¢inde kalmasi saglandi. Bu sekilde 15 dakika 37°C su
banyosunda inkiibasyon gergeklestirildi ve endotel hiicrelerinin izolasyonu saglandi.
Inkiibasyonun ardindan gébek kordonunun alt ucu agilarak enzim ve icerisindeki endotel
hiicreleri Kondisyonel Endotelyal Biiyime Medyumu igerisine akitildi. Elde edilen
soliisyon (enzim + medyum) 800rpm 20°C’de 7 dakika boyunca santrifiij edildi.
Santrifiijiin ardindan slipernatant uzaklastirildi ve pelet (endotel hiicreleri) medyum ile
resiispanse edildi. Elde edilen endotel hiicreleri daha 6nce %1 jelatin ile kaplanmis olan
25cm?lik flaska ekildi ve 37°C %5CO; ortaminda inkiibasyona birakildi. Hiicreler %80-
85 doluluga (konfluensi) ulastiginda 75cm?lik flaska pasajlandi. Pasajlama islemi
Tripsin-EDTA ile hiicrelerin kaldirilmasi, TNS ile Tripsin etkinliginin durdurulmasi ve
bir miktar medyum eklendikten sonra silispansiyonun santrifiij edilmesi ile
gerceklestirildi. Santrifiijiin ardindan pelet medyum ile resiispanse edildi ve 75cm?lik
flaska aktarildi. Hiicreler yeterli sayiya ulagana kadar pasajlama islemine devam edildi.

3.2. Hiicre Karakterizasyonu

Kullanilan Malzemeler ve Soliisyonlar:
e Endotel hiicre belirteci antikor: CD31, Endothelial Cell Clone JC70A, Dako
IR61061
Endotel hiicre belirteci antikor: vVWF, Von Willebrand Factor, Dako IR 52761
Izotip Kontol; Mouse 1gG1 [225X0931] Dako, X0931
[zotip Kontol; Rabbit serum Dako, X0902
Sekonder Antikor: Goat anti-mouse IgG-FITC (Santa Cruz,# sc-2010)
Sekonder Antikor: Goat anti-rabbit IgG-FITC (Santa Cruz, # sc-2012)
Fosfat tamponlu tuz soliisyonu (Phosphate Buffered Saline, PBS ):

= 7.2 gr Na2HP04.12H20 (Merck)

= 0.8 gr KH2P04 (Merck)

= 16 gr NaCl (Merck)
Yukaridaki kimyasallar 2 litre distile su icerisinde ¢6ziildii ve pH’s1 2N NaOH ile
pH=7.4 olacak sekilde ayarlandi.
 Permeabilizasyon (Gegirgenlik) Soliisyonu: %1 Triton X-100 (Sigma, #T8787)
* Bloklama Soliisyonu: Ultra V Block (LabVision, #TA-125-UB)
» Antikor Diliient Soliisyonu: Large Volume UltrAb Diluent (LabVision, #TA-125-
UD)
* Kapatma Soliisyonu: DAPI’li kapatma soliisyonu, VECTASHIELD Mounting
Medium with DAPI (Vector Labs, #H-1500)

Izole edilen hiicrelerin endotel oldugunun teyit edilmesi igin hiicreler %1 jelatin
ile kapli 4 kuyucuklu lamlara (chamber slide) ekildi ve 24 saat hiicrelerin tutunmasi
beklendi. Ardindan hiicrelerin medyumu uzaklastirilarak hiicreler PBS ile yikandi ve
ardindan ters bir sekilde steril kabin icerisinde 24 saat bekletilerek oda 1sisinda
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hiicrelerin fikse olmasi saglandi. Endotel hiicre belirtegleri olan VWF ve CD31
antikorlari ile immiinofloresan teknigi kullanilarak HUVEC hiicreleri boyandi.

Immiinofloresan boyanma su sekilde gerceklestirildi. Kuyucuklara &nceden
sogutulmus ve 1:1 oraninda hazirlanmis metanol-aseton fiksatifi konularak hiicreler 5
dakika +4°C’de tespit edildi. Lamlar, 6nce 5 dakika PBS ile yikandi ve zar
gecirgenliginin saglanmasi icin 5 dakika %1 Triton X-100 i¢eren PBS icinde inkiibe
edildi ve ardindan tekrar 5 dakika PBS ile yikandi. Ozgiil olmayan baglanmalar1 bloke
etmek icin bloklama soliisyonu ile oda 1sisinda 10 dakika bekletildi. Bloklama soliisyonu
uzaklastirilarak, 6rnekler lizerine primer antikorlar eklendi ve oda 1sisinda 2 saat nemli
ortamda inkiibe edildi. Negatif kontrol olarak, primer antikorlar ile aym
konsantrasyonda olmak iizere, uygun izotip kontrol antikorlar1 veya bunlar1 iceren serum
kullanildi. inkiibasyon siiresi sonunda, PBS ile 3 defa 5’er dakikalik yikamalarin
ardindan lamlar tizerindeki Ornekler floresan isaretli sekonder antikor ile 1 saat oda
1s1sinda karanlikta inkiibe edildi. Takip eden PBS yikamalarindan sonra kesitlerin tizeri
DAPT’li kapatma soliisyonu damlatilarak kapatildi ve floresan mikroskobunda

boyanmalar degerlendirildi. %98 ve iizeri yogunlukta boyanmalar saf endotel hiicresi
olarak kabul edildi.

3.3. Doz belirleme Calismalari

Kullanilan inhibitorler
% Rapamisin (Sigma, # RO395)
& PP242 (Sigma, # P0037)

Uygulanmasi planlanan inhibitér gruplarin etkin dozlarmi belirlemek iizere,
literatiirde kullanilan dozlar dikkate alinarak farkli konsantrasyonlarda ve siirelerde
Rapamisin ve PP242 kimyasallarinin HUVEC hiicreleri tizerindeki etkisi degerlendirildi.
HUVEC hiicreleri Tablo 3.3.1.’de belirtilen siire ve konsantrasyonlarda inhibitorler ile
inkiibe edildi. Ardindan Western Blot analizi ile Akt ve 4EBPI proteinlerinin
fosforilasyon diizeyleri degerlendirilerek en uygun doz tespit edildi.

Tablo 3.3. 1. Uygulanan inhibitdr konsantrasyonlar ve inkiibasyon siireleri

Inhibitér Gruplar | Inkiibasyon siireleri
10 nM Rapamisin | 1, 2, 4 saat
25 nM Rapamisin | 1, 2, 4 saat
50 nM Rapamisin | 1, 2, 4 saat

100 nM Rapamisin | 1, 2, 4 saat
100 nM PP242 1, 2, 4 saat
250 nM PP242 1, 2, 4 saat
500 nM PP242 1, 2, 4 saat
1000 nM PP242 1, 2, 4 saat
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3.4.  Tripan Mavisi ile Canhilik Oranlarimin Degerlendirilmesi

Doz belirleme analizlerinde kullanilan inhibitér konsantrasyonlarinin hiicre
canlilig1 tizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in Tripan Mavisi ile hiicre boyamasi
gerceklestirildi. Hiicreler Tripsin-EDTA ile kaldirildiktan sonra TNS ve bir miktar
medyum ilavesi ile 800rpm’de 7 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atildi. Pelet 1 ml
medyum ile resiispanse edildi. 10 mikrolitre hiicre siispansiyonu 10 mikrolitre Tripan
Mavisi ile 1:1 oranina karistirildi. Thoma Laminda lam ve lamel arasina 20 mikrolitre
pipetlenerek hiicreler mikroskop altinda gdzlendi. Olii ve canli hiicreler sayildi. Gruplar
aras1 farklar degerlendirildi.

3.5. Hiicre Kiiltiirii Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Kullanilan Kimyasallar

% D (+) Glucose >99% (GC) (Sigma, #G5400-250G)

% D Mannitol BioXtra >98% (GC) (Sigma, # M9546-250G)
% Rapamisin (Sigma, # RO395)

% PP242 (Sigma, # P0037)

% DMSO (Sigma,# D2650)

Doz belirleme c¢alismalari ile uygun inhibitér dozlar1 belirlendikten sonra deney
gruplart olusturuldu. Glikoz etkisini degerlendirmek igin 5mM ve 25mM D-Glikoz
verilerek normoglisemik ve hiperglisemik kosullar yaratildi. Hiperglisemik kosullarin
yarattigi hiicre i¢i ozmotik basinci kontrol etmek igin hiicrelere 25mM
konsantrasyonlarda Mannitol verilerek glikozun yarattig: etkilerinin ozmotik basingtan
kaynaklanip kaynaklanmadigi degerlendirildi. inhibitdrler DMSO’da ¢oziildiigii icin
¢ozgen grubu olarak DMSO eklendi.

Hiicreler 75°lik flask igerisinde %70 konfluent olunca serum igermeyen Endotel
Medyumuna alinarak deney gruplari olusturuldu. Ilk olarak Glikoz ve Mannitol eklenen
hiicrelere 20. saatte 25nM Rapamisin ve 500nM PP242 ilave edildi. Boylece 24 saatlik
inbiibasyon siiresinin son 4 saat saatinde hiicreler inhibitére maruz kalmis oldu. 24 saat
sonunda deney tamamlanarak hiicreler Western Blot, PCR ya da Matrijel analizleri i¢in
kullanildi.

Olusturulan Deney gruplari

Kontrol

5mM Glikoz (Normoglisemi)

25mM Glikoz (Hiperglisemi)

5mM Glikoz + 25mM Rapamisin

25mM Glikoz + 25mM Rapamisin

5mM Glikoz + 500mM PP242

25mM Glikoz + 500mM PP242

DMSO (Cozgen grubu)

25mM Mannitol (Ozmotik Basing Kontrolii)

CoNoa~wNE
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3.6. Matrijel Anjiyogenez Testi

Kullamilan kimyasal: Matrigel Matrix Basement Membrane, 10ml (BD, #354234)

HUVEC hiicrelerinin hiperglisemik kosullarda ve mTOR yolagi inhibitorleri
varliginda anjiyogenez kapasitesinin degerlendirilmesi i¢in damar benzeri yapilarinin
gozlendigi matrijel analizi gerceklestirildi. -20 derecede muhafaza edilen matrijel buz
icerisinde +4 derecede gece boyu bekletildi ve sivi kivama gelmesi saglandi. Ayni
zamanda 96 well plate ve 2-200 mikrolitre kapasiteli steril pipet uglar1 da gece boyu
sogutuldu. Ertesi glin matrijel buz icerisinde steril kabin igerisine alind1 ve tiim islemler
buz iizerinde gerceklestirildi. 96 well plate’lerdeki her bir kuyucuga 50 mikrolitre
matrijel pipetlendikten sonra matrijel kapli 96 kuyucuklu plate 37 derecelik inkiibator
icine konuldu ve 30 dakika beklenerek matrijelin kat1 kivama gegmesi saglandi. Artan
matrijel alikuatlanarak -20 dereceye kaldirildi.

Ardindan hiicreler Tripsinizasyon islemi ile flasktan kaldirildi. Santrifiij
sonrasinda elde edilen pelet, 1 ml medyum ile resiispanse edildi. Thoma Lam
(Hemasitometri) kullanilarak hiicre sayimi1 gerceklestirildi. Matrijel Analizleri i¢in en
uygun hiicre sayisini belirlemek iizere farkli konsantrasyonlarinda hiicreler matrijellere
ekildi ve 48 saat boyunca belirli araliklarla hiicreler gozlendi ve fotografladirildi. Damar
benzeri yapilarin olugmasi i¢in en uygun hiicre sayisi belirlendikten sonra deney gruplari
matrijellere ekilerek gruplar arasi farklar gozlendi. Bu islem icin her grup hiicre ikili
(dublik) olarak ekildi ve olusan damar benzeri tiibiiller sayilarak gruplar arasi farklar
degerlendirildi.

3.7. Yara Iyilesme Analizi

Hiicrelerin go¢ (migrasyon) yeteneklerinin degerlendirildigi yara iyilisme
analizinde, HUVEC hiicreleri 6 kuyucuklu plate’lere 2x10* hiicre/2ml medyum
konsantrasyonda ekildi. Hiicreler %70 konfluensi oranina ulastiklarinda kuyucugun
ortast hiicre kaziyici alet ile kazinarak endotel hiicrelerinin uzaklagmasi saglandi.
Kondisyonel medyum, serum icermeyen medyum ile degistirildi ve deney gruplari
olusturuldu. Normoglisemik ve hiperglisemik kosullarin olusturulmasi ile es zamanl
olarak inhibitér uygulamasina da baglandi. 4 saat sonra inhibitorler ortamdan
uzaklagtirilarak, ayni hiicrelerin sadece normoglisemik ya da hiperglisemik kosullarda
inhibisyona devam etmesi saglandi. 24 saatlik inkiibasyonun sonunda deney gruplarini
iceren medyum uzaklastirilarak hiicreler kondisyonel medyum ile inkiibasyona devam
etti. Kazimanin gergeklestirildigi saat 0. saat kabul edildi ve her 24 saatte bir hiicreler
takip edildi ve fotograflandirildi. Cekilen fotograflarin her grup i¢in baslangi¢ alani ile
ayni alandan ¢ekilmesine 6zen gosterildi. Hiicreler 96 saat takip edildikten sonra deney
sonlandirildi.
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3.8. ELISA (Enzim Bagh Immunosorbent Analiz) Protokolii

Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar:

X/
L X4
X/
L X4

X/
°

VEGF Quantikine ELISA Kit (R&D, #DVEO00)
VEGF R1/FIt-1 Quantikine ELISA Kit (R&D, #DVR200)
VEGF R2/KDR Quantikine ELISA Kit (R&D, #DVR100B)

Kit icerigi:

X/
L X4

X/
°

X/
°

X3

*¢

R/
A X4

L X4
X/
L X4

*
*

Monoklonal yakalayici (capture) antikorla (VEGF, VEGFR1 veya VEGFR2)
kapli 96 kuyucuklu plate

Konjugat = Peroksidazla (HRP) bagl tespit edici (detection) monoklonal antikor
(VEGF, VEGFR1 veya VEGFR?2)

Standart (toz): Rekombinant insan VEGF, VEGFR1 veya VEGFR2 standardi
Diliient

Yikama soliisyonu (25X)

Renk ajan1 A: Hidrojen peroksit

Renk ajani B: kromojen (Tetramethylbenzidine)

Reaksiyon durdurma soliisyonu: 2 N siilfirik asit

Standart ve 6rnegin inkiibasyonu
aspirasyon ve yikama 4X

v
*
v
Deteksiyon antikorunun inkiibasyonu
aspirasyon ve yikama 4X A
Y
v
HRP konjugat inkiibasyonu
aspirasyon ve yikama 4X ,l(\
Y
v
Stabilize kromojen inkiibasyonu M
Y
Y
Stop soliisyonu ekleme M
450nm'de okuma
Y

\ Prote:r ?\.. conpate \& At body
X

Sekil 3.8. 1. ELISA analizi basamaklariin sematik gosterimi
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Olusturulan deney gruplarina ait medyumlardaki ¢Oniiniir formdaki (soluble)
VEGF, VEGFR1 ve VEGFR2 miktarlar1 ELISA yéntemi ile degerlendirildi. Bu islem
icin ticari ELISA Kkitleri kullanildi. Bu kitlerin i¢inden ¢ikan g¢alisilacak olan proteinle
kaplanmig olan 96 kuyucuklu plate’lerdeki her kuyucuga hangi Ornegin ve hangi
standardin konacagi onceden belirlendi. Her 6rnek ve standard ikiserli olarak calisildi.
Uretici firmanin 6nerisi dogrultusunda protokol kitapgigia bagl kalmarak analiz
gerceklestirildi (Sekil 3.8.1.). Ilk olarak kitin icerisindeki yonergelere bagl kalarak
standartlar hazirland1 (Sekil 3.8.2.). Kisaca; her kuyucuga uygun miktarda diliient ve
ardindan standart ve Orneklerden pipetlenerek 2 saat oda 1sisinda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki sivi dokiilerek ve yikama soliisyonundan her
seferinde 400 ul koymak ve ardindan dokmek suretiyle 3 kere yikandi. Son yikamanin
ardindan kuyucuklarin kurumasina izin vermeden tim kuyucuklara 200 pl konjugat
(HRP bagl belirleyici antikor) eklendi ve 2 saat oda 1sisinda inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda yine yikama sollisyonu ile kuyucuklar 3 kere yikandi. Ardindan tiim
kuyucuklara 200ul substrat soliisyonu eklendi ve oda 1sisinda ve karanlikta 30 dakika
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda kuyucuklar bosaltilmadan iizerlerine 50 ul reaksiyon
durdurucu soliisyon eklendi. Kuyucuklar 30 dakika icinde pQuant BioTek
Spektrofotometre cihazinda 450nm dalga boyunda okutuldu.

500 pL 500uL 500 pL 500uL  500pL 500 L
A ) ‘, ‘, ‘, : ‘, ‘, 3

500 uL Std. |

S«00000 0
I i

VEGF 2000 pg/mL 1000 pg/mL 500 pg/mL 250 pg/mL  125pg/mL 62.5pg/mL 313 pg/mL 15.6 pg/mL

500 pL 500uL  500uL  500uL  500pL 500l
= e Ve Ve Y YW

100 uL Std. |

STANDARD ' ' ' ' '

VEGFR1 20,000 pg/mL 2000 pg/mL 1000 pg/mL 500 pg/mL  250pg/mL 125pg/mL 625 pg/mL 31.3 pg/mL

VEGFR2 50,000 pg/mL 5000 pg/mL 2500 pg/mL 1250 pg/mL 625pg/mL 312pg/mL 156 pg/mL 78.1 pg/mL

Sekil 3.8. 2. ELISA analizlerinde kullanilan standartlarin hazirlama prosediirii
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3.9. Western Blot Analizi

3.9.1. HUVEC Hiicre Lizat1 Hazirlama

Kullanilan soliisyonlar

« Sample Buffer 2X, Laemmli electrophoresis Reagent (Sigma, # S-3401)
¢ Hiicre kaziyicr (Cell Scraper, Corning #3010)

« Hank’in Dengeli Tuz Soliisyonu: Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS;
Gibco, #14185-052)
s+ Thermomixer Comfort: Eppendorf

75cm?lik flasklardaki hiicrelerin medyumu uzaklastirildiktan sonra hiicreler 6-
8ml HBSS ile 2 kez yikandi. Yikamanin ardindan 1ml Laemli Buffer ile muamele edildi
ve hiicre kaziyic1 yardim ile hiicreler kazindi ve 1,5ml’lik eppendorf tiiplerine aktarildi.
Hiicreler 95 derecede 5 dakika kaynatildi ve Western Blot analizi asagida agiklandigi
gibi gerceklestirildi

3.9.2. SDS-PAGE Western Blot protokolii
Kullanilan Soliisyonlar

5X Yiiriitme Tamponu:
%+ 99 Tris (Bio-Rad, #161-0719)
% 43.2 g Glisin (Bio-Rad, #161-0718)
s 39 SDS (Sigma,# L4390)
% 600 ml Distile Su
¢ Distile su ile 1X seklinde diliie edilerek kullanild:

Transfer Tamponu:
s 14.3 g Glisin (Bio-Rad, #161-0718)
s 3gTris (Bio-Rad, #161-0719)
s 700 ml bidistile su igerisinde ¢ozildii. Bu solisyona 200 ml Metanol
(Merck,#1.06.008.2500) eklendi ve toplam hacim distile su ile 1000 ml’ye
tamamlandi.

Bloklama Soliisyonu (%5’lik siit tozu):
% Sg siit tozu (Bio-Rad) 100 ml TBS-T icerisinde ¢oziildii ve +4°C’de en fazla 24
saat kalacak sekilde muhafaza edildi.

10X TBS Tamponu:
%+ 60.55 gr Tris (Bio-Rad, #161-0719)
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%+ 87.66 gr NaCl
% 800 ml distile suda ¢ozdirilir. PH HCI ile 7.4’e ayarlanir. PH ayarlandiktan
sonra toplam hacim distile su ile 1000 ml’ye tamamlanr.

TBS-T Soliisyonu:
% 1 litre 1X TBS igerisine 1000ul Tween-20 (Sigma, P9416) eklendi ve oda
1s1sinda saklandi.

Thick Blot Paper (Bio-Rad,#165-0921)

Blotting-Grade Blocker nonfat dry milk (Siit tozu) (Bio-Rad, # 170-6404)
West Pico Chemiluminescent substrates (Pierce, #34080)

Nitroseliiloz Membran (Amersham,#RPN203D)

Kaleidoscope Prestained Standards, broad range (Bio-Rad,#161-0324)
CL- Xposure film 18x24 cm (Thermo Scientific,#  34089)

PQ Universal Developer 5L (ILFORD,#1757314)

Hypam Fixer 5L (ILFORD ,#1758285)

Caligilacak olan proteinin kilo dalton (kDa) agirligi dikkate alinarak uygun
yiizdelerde jeller hazirlandi. Her kuyucuga 20 mikrolitre numune yiiklenerek jel
elektroforezi gergeklestirildi. Elektroforez sonrasinda immunoblotting yapilarak jeldeki
proteinlerin membrana ge¢mesi saglandi. Proteinlerin nitroselliloz membrana
transferinden sonra, membran 1 saat siire ile oda 1sinda pH’s1 7.2-7.4 olan ,% 0.1
Tween-20 ilaveli Tris Buffer Soliisyonu ile hazirlanan % 5 lik yagsiz siit tozu ile
bloklandi. Membran mTOR, fosfo-mTOR, 4EBP1, fosfo-4EBP1, p70S6K, fosfo-
p70S6K, Akt, fosfo-Akt, VEGF, VEGFR1, VEGFR2 ve Beta Aktin antikorlari ile uygun
sicaklik ve siirede karistirict iizerinde inkiibe edildi. Kullanilan primer ve sekonder
antikorlar liste halinde Tablo 3.9.1.°de goriilmektedir. inkiibasyon sonrasinda, 3 kez 10
dakika TBS-T ile yikamanin ardindan membran, sekonder antikorla oda 1sisinda
karistiricr iizerinde 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda tekrar 3 kez 10 dakika
TBS-T soliisyonu ile yikandi. Membran SuperSignal Chemiluminisans’la uygun siirede
gelistirilip, membrandaki protein bandlar1 karanlik odada hiperfilme aktarildi.

3.9.3. insan Plasenta Dokusundan Lizat Hazirlama
Kullanilan soliisyonlar

e Lizis Buffer:
% 10ml 0,1M Tris (pH 7.4), (Bio-Rad, #161-0719)
¢+ 90ml distile su, 1ml 100X Na-orthovanadate (Sigma, #56508)
% 1gr SDS (Sigma,# L4390)
e Proteaz inhibitor kokteyli (Protease inhibitor coctail tablet, Roche,
#1169749800120)

41



Doku temini esnasinda kriyotiipler i¢ine alinan ve sivi nitrojende (-196°C) muhafaza
edilen plasentalardan asagida anlatilan sekilde lizatlar hazirlandi. Plasenta ornekleri,
igerisinde sivi nitrojen bulunan havanda doviilerek dokularin tamamen pargalanmasi
saglandi. Toz haline gelen plasentalar eppendorf tiiplerine alinarak agirliklar tartildi. 0,2
gr doku bagina 600 mikrolitre lizis buffer ve 24 mikrolitre proteaz inhibitér kokteyli
olacak sekilde hesaplama yapilarak eppendorflara lizis buffer ve proteaz inhibitor
kokteyli eklendi. Ornekler 10 dakika buz iizerinde bekledikten sonra sonikasyon ile
homojenizasyonlari saglandi. 30 dakika daha buz iizerinde bekletilerek toplam 40 dakika
lizis buffer ile inkiibasyonu saglandi. Ardindan o6rnekler 15.000 rpm’de 15 dakika
+4°C’de santrifiij edildi. Siipernatantlar alinip pelet kismi atilarak lizatlar hazirlandi.
Hazirlanan lizatlar -20°C de muhafaza edildi.

3.9.4. Protein miktarmn belirlenmesi
Kullanilan soliisyonlar ve Cihazlar

e Bovine Serum Albiimin ( Sigma,# A 9647)

e Lowry Soliisyonu:
Lowry A: 2gr NaOH + 10.6gr Na,CO3, 500ml distile su,
Lowry B:1gr KNaC4H4Os 100ml distile su,
Lowry C: 1gr CuS0,4.5H20, 100 ml distile su

e Spektrofotometre: uQuant BioTek Spectrophotometer

Lizatlarin igerdigi protein miktarinin belirlenmesi i¢in Lowry yontemi [226]
kullanildi. Bu yontemde standart olarak protein igerigi 1mg/ml olan BSA kullanildi.
BSA’nin (1000pg/ml), 1:1 (500pug/ml protein), 1:2 (250ug/ml), 1:3 (125ug/ml), 1:5
(62,5ug/ml) diliisyonlar1 yapilarak standart protein araligi hazirlandi. Lizatlar, 1:30 ve
1:60 diliisyonlar halinde ¢alisildi. Hazirlanan standart ve lizat diliisyonlarindan 20
mikrolitre alinarak lowry tiiplerine pipetlendi. Kor olarak distile su kullanildi. Bu islem
her 6rnek ic¢in 2 kez tekrarlandi. Tiim lowry tliplerine 600 mikrolitre lowry soliisyonu
konuldu. Lowry soliisyonu 100:1:1 oraninda LowryA: LowryB: Lowry C
soliisyonlarinin karistirilmasiyla hazirlandi. Ik énce Lowry B ve C soliisyonlart
karistirillip ardindan Lowry A soliisyonu ilave edildi. Lowry soliisyonu ile 10 dakika
inkiibasyonun ardindan tiim tiiplere 60 mikrolitre folin pipetlendi. Folin soliisyonu 1:1
oraninda distile su ile diliie edilerek kullanildi. Folin eklenmis olan tiipler 30 dakika
karanlikta inkiibe edildi. Ardindan tiim tiiplerden 200 mikrolitre 6rnek 96 kuyucuklu
plate’lere pipetlendi ve spektrofotometrede 750nm dalga boyunda okunmasi saglandi.
Standartlar ile karsilastirilarak her bir numunenin protein miktar1 tespit edildi. Tiim
numunelerin protein miktarlariin esit olmasi saglanarak Western Blot analizlerinde
kullanima hazir hale getirildi.
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Tablo 3.9. 1. Western Blot analizinde kullanilan primer ve sekonder antikorlar

Primer Antikor  Diliisyon Katalog numaras1  Sekonder Antikor
VEGF 1:200 Santa Cruz sc152 1:2000 BioRad 170-6516
VEGFR1 1:1000 Cell signaling 2893  1:3000 BioRad 170-6516
VEGER? 1:750 Cell Signaling 2479  1:3000 BioRad 170-6515
p-p70S6K 1:500 Cell Signaling 9206 1:2000 BioRad 170-6515
p70S6K 1:1000 Cell Signaling 2708 1:3000 BioRad 170-6515
p-4EBP1 1:1000 Cell Signaling 2855 1:2000 BioRad 170-6515
(Thr37/46)

4EBP1 1:1000 Cell Signaling 9644 1:3000 BioRad 170-6515
p-Akt 1:750 Cell Signaling 4060 1:2000 BioRad 170-6515
Akt 1:1000 Cell Signaling 4685 1:2000 BioRad 170-6515
p-mTOR 1:500 Cell Signaling 5536 1:3000 BioRad 170-6515
mTOR 1:1000 Cell Signaling 2983 1:3000 BioRad 170-6515
Beta Aktin 1:5000 Abcam ab-6276 1:5000 BioRad 170-6516

3.10. gRT-PCR (Kantitatif Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Protokolii

3.10.1. HUVEC hiicrelerinde ve insan plasenta dokusunda hedef mRNA’larinin
kantitatif diizeylerinin belirlenmesi

Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar:

e MagNAlyser Green Beads (Doku pargalamak i¢in kullanilan Bilye igeren
tiipler) (Roche, #03358941001)

e Trizol (invitrogen, #15596-026)

e BCP (1-Bromo-3-chloropropane, Sigma, #B9673)

e Iizopropanol (Sigma,# 1-9516)

e DNase/RNase icermeyen distile su (Gibco, #10977-035)

e MagNAlyser: Roche

e Thermomixer Comfort: Eppendorf

e MiniSpin: Eppendorf
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e Sogutmah Santrifiij: Eppendorf, 5417R

1. HUVEC hiicrelerinden mRNA eldesi i¢in 24 saatin sonunda 75cm? lik flasklardaki
hiicrelerin medyumu uzaklastirildi ve hiicreler 1ml Trizol ile kazindi ve steril eppendorf
tiplerine aktarildi. Tim gruplarin kazima islemi tamamlandiktan sonra 5 dakika
beklendi.

2. Eppendorflarin iizerine 100 mikrolitre BCP eklenerek altiist etmek sureti ile karismasi
sagland1 ve ardindan 10 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.

3. Insan plasenta dokusundan mRNA eldesi i¢in, kontrol ve diyabet gruplarina ait
plasenta dokusunun bir pargasi, Magnalyzer bilyelerini igeren steril tiiplere alind1 ve
tizerine 1 ml TRIzol eklenerek, MagNAlyzer cihazinda 6500 devirde, 2x45 saniye
muamele edilerek pargalandi. Bu islem arasinda tiipler 1 dakika buzda bekletildi.

4. Doku pargalarini igeren tiipler, oda 1sisinda 30 dakika inkiibe edildikten sonra 13.000
rpm’de 3 saniye kisaca spin edilerek doku debrisinin dibe ¢okmesi saglandi. Bilyelerin
tizerinde kalan sivi kisim yeni bir eppendorfa aktarildi ve tizerine 100 mikrolitre BCP
eklenerek altiist etmek sureti ile karigsmasi saglandi. Eppendorflar 10 dakika oda 1sisinda
inkiibe edildi.

(Bu asamadan sonra hiicre ve doku drnekleri i¢in ayn1 protokol takip edildi.)

5. Bu siirenin sonunda tiipler, 15 dakika, +4°C’de, 11.000 rpm’de santrifiij edildi.

6. Santrifiij isleminden sonra tiipiin iistinde RNA’nin bulundugu seffaf kisim, steril 1.5
ml’lik yeni bir tiipe alindu.

7. Tiipe 500 mikrolitre izopropanol eklenip altiist ederek karigmasi sagland1 ve oda
1s1sinda 10 dakika inkiibe edildi.

8. Bu siirenin sonunda, 8 dakika, +4°C’de, 11.000 rpm’de santrifiij edildi.

9. Santrifiij sonras1 siipernatant atilip geriye kalan pelet lizerine 1 ml %70’lik etanol
konularak yikama gergeklestirildi ve ardindan 5 dakika, +4°C’de, 8400 rpm’de santrifiij
edilerek siipernant atildu.

10. Elde edilen pelet oda 1sisinda etanoliin ugmasi igin en fazla 10 dakika bekletildikten
sonra, 50 mikrolitre RNaz icermeyen distile su ile ¢oziildii.

11. Coziilmiis olan RNA’y1 igeren tlipler, Thermomikser cihazinda 55 derecede 10
dakika inkiibe edildi ve ardindan -80°C’de muhafaza edildi.

3.10.2. DNaz uygulamasi

Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar:

UV Half Plate Area (With UV Transparent Bottom, 96 well, Corning #3679)
DNase | (Invitrogen,# 18068-015)

DEPC su (DEPC Treated water, Pyrogen Free, Invitrogen, #46-2224)
Spektofotometre: pQuant BioTek Spectrophotometer

Izole edilen total RNA’larin absorbans degerleri Spektrofotometre cihazinda yapilan
Olctim ile belirlendi. RNA miktar1 = (Absorbans degeri) x (diliisyon faktorii) x (RNA
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sabiti (40)) formiilii ile hesaplandi. Islem basamaklar1 asagida belirtildigi gibi devam
etti.

1. RNA konsantrasyonu 2 mikrogram olacak sekilde hesaplama yapilarak genomik
DNA’nin ortamdan uzaklastirilmasi igin izole edilen total RNA ayr1 bir tiipe alinarak
DNaz uygulamasi gercgeklestirildi. Bunun i¢in;

Elde edilen RNA 2/ RNA konsantrasyonu islemi sonucu elde edilen oran
DNaz | enzimi 1 mikrolitre

10X DNaz | tamponu 1 mikrolitre

DEPC su 10 mikrolitre’ye tamamlanacak sekilde hesaplama yapildi

2. 0,2 mI’lik steril PCR tiipiine konulan igerikler, 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

3. Bu siirenin sonunda 1 mikrolitre DNase stop soliisyonundan konuldu. Vorteks yardimi
ile icerigin tamamen karigsmasi saglandi ardindan tiipler spin edildi ve 65 derecede 10
dakika inkiibe edildi.

4. Bu siirenin sonunda tiipler buz iizerine alindi.

3.10.3. cDNA (Komplementer DNA) Eldesi

Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar:

e Superscript 11 First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen,
#18080-051)
¢ PCR Cihazi: MyCycler Thermocycler, BioRAD

1. DNase muamelesi yapilan RNA 6rneklerinden 8 mikrolitre 0.2 mikrolitre’lik yeni bir
steril PCR tiipiine kondu. Uzerine 1 mikrolitre Random Hexamers ve 1 mikrolitre 10mM
dNTPmix pipetlendi.

2. Bu karisim 65°C’de 5 dakika bekletilerek RNA’daki ikincil kivrimlarin ¢oziilmesi
saglandi.

3. Bu siirenin sonunda tiipler buza alinarak karigim {izerine, agagidaki tabloda belirtildigi
gibi hazirlanmis olan 10 mikrolitre’lik cDNA sentez karisimi konuldu.

Icerik Hacim

10X RT buffer | 2.0 mikrolitre
25mM MgCI2 | 4.0 mikrolitre
0.1MDTT 2.0 mikrolitre

RNase out 1.0 mikrolitre
Superscript 111 | 1.0 mikrolitre
Toplam 10.0 mikrolitre

4. PCR cihazinda kurulan reaksiyon ile tiipler, 25°C’de 10 dakika, 50°C’de 50 dakika ve
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85°C’de 5 dakika inkiibe edildi.

5. Bu siirenin sonunda tiipler buza alindi. Tiiplere 1 mikrolitre RNase H kondu ve
vorteks yardimi ile karistirilarak ardindan spin edildi.

6. Ardindan tiipler 37°C’de 20 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda tiiplere 80
mikrolitre DEPC su eklenerek toplam hacim 100 mikrolitreye tamamlandi. Vorteks-spin
isleminden sonra elde edilen cDNA’lar -20°C’de saklandi.

3.10.4. gRT-PCR uygulamasi

Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar:
e QuantiFast SYBR Green PCR Kit (Qiagen, # 204054)
e PCR Strip Tiipleri (Axygen, #PCR-0108-LP-RT-C)
e Real Time PCR Cihazi: StepONEplus Real Time PCR System , Applied
Biosystems

1. Deney gruplarindan yukarida belirtildigi gibi elde edilen cDNA’lar qRT-PCR
uygulamasinda kullanildi.
2. Asagidaki tabloda belirtilen igerikler konularak reaksiyon karigimi olusturuldu.

Icerik Miktarlar1 (mikrolitre)
2X SybrGreen Mastermix 12.5
Primer ileri (10 mikroM) 1
Primer geri (10 mikroM) 1
cDNA 2
RNaz icermeyen su 8.5
Toplam hacim 25 mikrolitre

3. HIF-1a, VEGF, VEGFR1, VEGFR2 ve Beta Aktin i¢in qRT-PCR uygulamas: ikili
(dublik) olarak gerceklestirildi.

3.10.5. gRT-PCR uygulamasinda planlanan PCR programi:

Denatiirasyon: 95°C’de 5 dakika
Amplifikasyon: 35 siklus

95°C...10 saniye,

55°C...30 saniye,

72°C...30 saniye

Melting curve

1 siklus: 95°C...1 dakika, 55°C...1 dakika

HIF-1a, VEGF, VEGFR1, VEGFR2 ve Beta aktin i¢in hazirlanmis strip tiipler qRT-

PCR aletinde okundu ve software programi yardimiyla CT (siklus esik degerleri)
degerleri belirlendi. Elde edilen CT degerleri 2"*“" formiiliinde kullanilarak her genin
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(Tablo 3.10.1.) kontrol grubuna kiyasla goreceli degisim diizeyleri hesaplandi.
Amplifikasyon, 35 siklusta gerceklestirildi. Ayrica, Melting Curve analizi ile {riinlerin
beklenen ve gozlenen Tm degerleri karsilastirilarak PCR iiriinlerinin  dogrulugu
degerlendirildi.

Tablo 3.10. 1. gRT-PCR igin kullanilan oligoniikleotid sekanslari

Annealing Baz

Forward primer Reverse primer sicakhgr  [gifti

°O) sayisi
HIF1-a 5-CGTTCCTTCGATCAGTTGTC-3'  5-GGTAGGAGATGGAGATGCAA-3' 50 213
VEGE 5-GCAGAATCATCACGAAGTGG-3' 5-CTGCATGGTGATGTTGGACT-3' 54 214
VEGFR] 5-GCAAGATTCAGGCACCTATG-3' 5-CGAGGTTCCTTGAACAGTGA-3 53 373
VEGFR2? 5-GCATCGAGCTCTCATGTCTG-3'  5-CTGGCTACTGGTGATGCTGT-3' 53 277
Beta Aktin 5-CATGAAGATCCTGACCGAGC-3' 5-CAGACAGCACTGTGTTGGCA-3' 55 335

3.11. insan Plasentas1 Doku Takibi ve Rutin Histolojik Boyamalar

Kontrol (n=12) ve diyabetik (n=10, pregestasyonel diyabet) plasentalar Akdeniz
Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali ve Antalya
Egitim Arastirma Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali araciliiyla,
gerekli etik kurul izinleri altinda toplandi. Kontrol ve diyabetik plasentalarin temin
edildigi hastalara ait temel veriler (gebelik haftasi, anne yasi, bebek dogum agirligi,
bebek cinsiyeti...) toplanarak not edildi. Diyabetik plasentalar gebelik dncesi mevcut
T1DM ya da T2DM olan hastalardan alindi, gestasyonel diyabetik hastalar gruba dahil
edilmedi. Buz iizerinde taginarak hizla labratuvara ulastirilan plasentalarin agirliklari
tartild1 ve ardindan doku takibine baslandi.

%10 Formalin ile 24 saat fikse edilen dokular, 3 saat musluk suyunda yikandi ve
ardindan siras ile %70, %80, %90’1lik alkol serilerinde 24’er saat ve %100’liik alkolde 3
saat tutularak dehidrasyon isleminden gecirildi. Ksilol icinde 3 defa 3’er dakika
bekletilerek seffaflastirildi. 58°C’ye ayarli etlivde, dokular 3 defa 1’er saatlik parafin
banyosunda tutuldu. 3. saatin sonunda igerisinde dokular bulunan temiz parafin etiivden
cikarilarak oda 1sinda donmasi saglandi. Daha sonra, hazirlanan parafin bloklardan
alinan 5 mikrometre kalinligindaki kesitlere rutin 151k mikroskopik inceleme yapildi.

3.11.1. Rutin Isik Mikroskopik Gozlemler

Her gruba ait plasenta orneklerinden 5 mikrometre kalinliginda kesitler alindi.
Hematoksilen-Eozin boyamasi yapilarak 1s1ik mikroskobu (Axioplan Zeiss, Almanya) ile
incelendi.
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3.12. Istatistik

Kontrol ve diyabet gruplarina ait plasenta agirliklar1 hassas terazi ile dlgiildiikten
sonra SigmaStat 3.5 programi kullanilarak One Way ANOVA testleri uygulandi ve
p<0.05 olan degerler istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.

Western Blot bantlarin yogunluklar1 DigiDog 1000 programinda ol¢ildi.
Degerler Beta Aktin yogunluklarina goére normalize edildi Elde edilen verilere
SigmaStat 3.5 programi kullanilarak One Way ANOVA testleri yapildi ve p<0,05 olan
degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

ELISA analizi sonucu edilen konsantrasyon verileri, qRT-PCR sonucu elde
edilen 22T degerleri, Matrijel Anjiyogenez testinde sayilan damar benzeri yapilarin
degerleri, Yara iyilesme analizinde Image J programu ile 6lgiilen mesafelerin uzunluklari
icin One Way ANOVA Testinde Holm Sidak metodu ile ¢coklu karsilastirma yapildi ve
p<0,001 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

4.1. HUVEC lzolasyonu ve Kiiltiirii Bulgular

Insan term plasentasi gébek kordunundan izole edilen HUVEC hiicreleri daha
once %1 jelatin ile kaplanan flasklarda 37°C ve %S5CO; ortaminda inkiibasyona
birakilmis ve hiicrelerin ¢ogalmasi takip edilmistir. Elde edilen HUVEC hiicreleri Sekil
4.1.°de goriilmektedir.

Sekil 4. 1. HUVEC hiicreleri. Ilk izolasyon sonrast hiicreler sol sekildeki gibi izlenmektedir.
Hiicreler ¢ogaldiktan sonra %85-90 konfluensi (doluluk) oranina ulastiginda sag
sekildeki gibi izlenmektedir.

4.2. Hiicre Karakterizasyonu Bulgular

Izole edilen hiicrelerde immiinfloresan boyama ile CD31 ve VWF proteinlerinin
varligina gore karakterizasyon analizi gerceklestirilmis ve elde edilen hiicrelerin saf
endotel hiicresi oldugu teyit edilmistir. Gergeklestirilen immiinfloresan boyamalar
sonucu elde edilen goriintiiler Sekil 4.2.’de goriilmektedir.
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Sekil 4. 2. Immunfloresan boyama ile hiicre karakterizasyonu. izole edilen HUVEC hiicrelerinin

endotel hiicre belirteci olan VWF ve CD31 ile pozitif boyandig1 izlemektedir. izotip
kontrol sag alt kosede goriilmektedir. Orijinal biiyiitme 20X

4.3. Inhibitér Uygulamasi icin Doz Belirleme Analizi Bulgular

Hiicreler %80-85 doluluga (konfluensi) ulagtiginda 75cm?lik  flasklara
pasajlanmistir. Hiicreler yeterli sayiya ulagana kadar pasajlama (Sekil 4.3.1.) islemine
devam edilmis ve yeterli sayiya ulastiktan sonra uygulanmasi planlanan inhibitérler i¢in
doz belirleme ¢alismalart yapilmaistir.

Sekil 4.3.1. Pasajlma esnasinda hiicre morfolojisinin degistigi ve hiicrelerin flask yiizeyi ile
baglantilarim1 kaybederek yuvarlak hale geldikleri ve medyum igerisinde yiizen hiicreler
halini aldiklar1 gortilmektedir.

Kiiltiir sonrasinda gergeklesen Western Blot analizleri ile uygulanan dozlarin
etkinligi degerlendirilmistir ve belirlenen inhibitér konsantrasyonlarinin mTOR hedef
proteinlerinden Akt (Sekil 4.3.2., 4.3.4.) ve 4EBP1 (Sekil 4.3.3 ve 4.3.4.) proteinlerinin
fosforilasyon diizeylerindeki azalmaya neden oldugu gozlenmistir.

Tiim Rapamisin dozlarinin 4 saat inkiibasyonun sonunda basarili bir sekilde
4EBP1 ekspresyonunu baskiladigi goézlenmistir. Literatiire uygun olarak 25nM
Rapamisin konsantrasyonu deney modeline uygulamak {izere belirlenmistir. Rapamisin
verilen gruplarda beklendigi iizere Akt ekspresyonunun etkilenmedigi goriilmiistiir

2 ve 4 saat PP242 ile inkiibasyondan sonra Akt fosforilasyonunun azaldig1 tespit
edilmistir. 250-500-1000 nM PP242 arasinda her 3 dozunda Akt fosforilasyonunu inhibe
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ettigi goriilmistiir. Deney biitiinliigii agisindan siire olarak 4 saat ve 500nM PP242 dozu

uygulanmasina karar verilmistir.
Buna gore 25nM Rapamisin ve 500nM PP242 konsantrasyonlarinin 4 saat

uygulanmasinin uygun olduguna karar verilmistir.

53” p2" paf’
M IV‘
Ko "“01"" 25"M

Sekil 4.3. 2. Doz belirleme ¢aligmalar1 fosfo-Akt ekspresyon diizeyleri. Farkli konsantrasyon ve
zaman araliklarinda uygulanan PP242 ve Rapamisin inhibitérlerinin Akt
fosforilasyonu tizerindeki etkisi goriilmektedir.
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Sekil 4.3. 3. Doz belirleme calismalar1 fosfo-4EBP1 ekspresyon diizeyleri. Farkli konsantrasyon ve
zaman araliklarinda uygulanan PP242 ve Rapamisin inhibitorlerinin fosfo-4EBP1
fosforilasyonu tizerindeki etkisi goriilmektedir
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Sekil 4.3. 4. Doz belirleme ¢aligmalari fosfo-Akt ve fosfo-4EBP1ekspresyon diizeylerine ait grafik.

4.4, Tripan Mavisi Boyamasi Ile Canlihk Oranlar1 Degerlendirilmesi Bulgular

Hiicreler i¢in uygun dozlarda inhibitdr belirleme analizlerine paralel olarak bu
hiicrelerin Tripan Mavisi ile boyanmasi gerceklestirlerek 6lii ve canli (Sekil 4.4.1)
hiicreler sayilmis ve uygulanan dozlarin hiicre canliigi {izerindeki etkisi
degerlendirimistir. Tripan Mavisi boyamasinda 6lii hiicreler hiicre zar1 biitlinliigiinii
kaybettikleri i¢in maviye boyanmaktadir. Canli hiicreler ise boya almamakta ve beyaz
renkte goriilmektedir. Uygulanan dozlarin hiicre canliligi iizerinde olumsuz etkisinin
olmadigi tespit edilmistir (Sekil 4.4.1).

Tripan Mavisi Hiicre Canhlik Testi
(Hicre sayisi x 1.10%/ml)
30

m Canh Hiicre  m Olii Hiicre

Sekil 4.4. 1. Thoma Laminda Tripan mavisi ile hiicre sayimi. Thoma Lamu {izerinde canli hiicreler
beyaz yuvarlak kiireler olarak izlenmektedir. Farkli konsantrasyonlarda inhibit6r
dozlarinin 6l hiicre sayisini arttirmadigi izlenmektedir.

4.5. Hiicre Kiiltiirii Western Blot Analizi Bulgulari

HUVEC hiicre kiltiiriinde deney gruplar1 olusturulmus ve bu hiicreler i¢in
mTOR yolag1 proteinleri ve anjiyogenez iliskili proteinlerin Western Blot analizleri
yapilmistir. Elde edilen bulgulara gore inhibitor uygulamalarinin basarili oldugu
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p70S6K, 4EBP1 ve Akt fosforilasyonlarindaki azalma (p<0,05) ile teyit edilmistir.
Hiperglisemik kosullarda (25mM Glikoz wuygulamasi) VEGF ve VEGFRI
ekspresyonlarinin degismedigi ancak VEGFR2 c¢kspresyonunda artis oldugu ve bu
artisin 4EBP1 fosforilasyonundaki artig (p<0,05) ile korelasyon gosterdigi gézlenmistir
(Sekil 4.5.1, 4.5.2). 4 saat inhibitér uygulamasinin ardindan yine VEGF ve VEGFR1
ekpresyonlarinda bir degisiklik olmadigi ancak hiperglisemik kosullarda artan (p<0,05)
VEGFR2 ekspresyonunun Rapamisin ve PP242 uygulamasinin ardindan anlamli bir
sekilde azaldig1 (p<0,05) gozlenmistir. Ayrica SmM Glikoz ile inkiibe edilen grupta da,
PP242 uygulamasinin VEGFR2 ekspresyonunda azalmayi (p<0,05) sagladig1 tespit
edilmistir (Sekil 4.5.1, 4.5.2).
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Sekil 4.5.1.  Normoglisemik ve hiperglisemik kosullarda ve inhibitor uygulamasinin ardindan mTOR
yolagr proteinlerinin  ekspresyon diizeyleri. Hiperglisemik kosullarda Akt
fosforilasyonunda azalma (p<0,05) ancak 4EBP1 fosforilasyonunda artig (p<0,05)
oldugu gozlenmektedir. Rapamisin ve PP2424 uygulanan gruplarda hem normoglisemik
hem de hiperglisemik kosullarda fosfo-p70S6K ve fosfo-4EBP1 ekspresyonunda azalma
(p<0,05) oldugu goriilmektedir. Akt fosforilasyonunda azalma (p<0,05) ise beklendigi
iizere sadece PP242 uygulanan grupta gozlenmistir. (a: kontrole kiyasla anlamlilik
(p<0,05), b: normoglisemiye kiyasla anlamlilik (p<0,05), c: hiperglisemiye kiyasla
anlamlilik (p<0,05)).
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Normoglisemik ve hiperglisemik kosullarda ve inhibitér uygulamasinin ardindan
anjiyogenez iligkili proteinlerinin ekspresyon diizeyleri. HUVEC hiicrelerinin 24 saat
hiperglisemik kosullarda inkiibasyonu VEGF ve VEGFRI ekspresyon diizeylerini
etkilemezken, VEGFR2 ekspresyonunda anlamli bir artis (p<0,05) gdzlenmistir.
Hiperglisemik kosullardaki bu artis 4 saat Rapamisin ve PP242 inhibitor
uygulamalarinin ardindan azalmigtir (p<0,05). (a: kontrole kiyasla anlamlilik (p<0,05),
b: normoglisemiye kiyasla anlamlilik (p<0,05), c: hiperglisemiye kiyasla anlamlilik
(p=<0,05)).

4.6. Hiicre Kiiltiirii qRT-PCR Analizi Bulgular:

Hiicre kiiltiirtinde 24 saat inkiibasyon siiresinin sonunda hiicreler Trizol ile
kazinarak qRT-PCR analizleri yapilmistir. Hiperglisemik kosullarda HIF-1a, VEGF ve
VEGFR2 mRNA diizeylerinde anlamli bir artis (p<0,001) oldugu go6zlenmistir.
Hiperglisemik kosullardaki bu artig, Rapamisin uygulamasinin ardindan VEGF ve HIF-
la mRNA’sinda anlamli bir azalma (p<0,001) ile sonug¢lanmistir (Sekil 4.6.1.).
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Sekil 4.6.1.  Normoglisemik ve hiperglisemik kosullarda ve inhibitér uygulamasimnin ardindan
anjiyogenez iligkili genlerin kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu sonrast mRNA
ekspresyon diizeyleri. VEGF, HIF-la ve VEGFR2 mRNA ekspresyonunda
hiperglisemik kosullarda anlamli bir artis (p<0,001) gozlenmektedir. Rapamisin
uygulamasinin ardindan bu genlerin ekspresyon diizeylerinde anlamli bir azalma
(p=<0,001) oldugu goriilmektedir.

4.7. Matrlzj el Analizi Bulgulan

75cm?’lik flasklardan Tripsin ile kaldirilan hiicreler santrifiij edilmis ve ardindan
1ml ECM medyum ile resiispanse edilmistir. Thoma laminda sayilan hiicreler, Matrijel
ile kapli 96’11 kuyucuklara ekilmistir. Anjiyogenik tiip olusumunun en iyi gerceklestigi
hiicre sayisinin belirlenmesi i¢in farkli konsantrasyonlarda hiicreler ekilmistir. Bu
analizin sonucunda 1.6x10” hiicre sayismin tiip olusumu agisindan daha uygun oldugu
gozlenmistir (Sekil 4.7.1.). Daha diisiik hiicre sayisi ile ekim yapildiginda damar
benzeri yapilarin olusamadigi, daha yogun hiicre sayilari ile ekim yapildiginda ise hiicre
sayisinin fazlaliligindan dolay: diizensiz yapilarin olustugu, hiicrelerin adeta kuyucugun
ortasinda iist liste bindigi gozlenmistir. Matrijel analizinde tiim deney gruplarindaki
hiicre yogunlugu 1.6x10* hiicre sayisina gore hesaplanmis ve matrijellere ekim
yapilmustir.

Deney gruplar belirlenen hiicre konsantrasyonunda matrijellere ekim yapildiktan
sonra, belirli araliklarla hiicreler gozlenmistir. Hiicrelerin damar benzeri yapilar
olusturmak {izere 2. saate organize olduklari, 4. saatte ideal sekilde damar tiipii yapilarin
olusturduklari, siire ilerledik¢e 24. saatte olusan damar benzeri yapilarin genisledigi ve
48. saatte bu yapilarin deforme olarak ortadan kalktig1 gézlenmistir (Sekil 4.7.2).
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Hiperglisemik  kosullarda olusan damar benzeri yapilarin  sayisinin
normoglisemik kosullara kiyasla anlamli bir sekilde arttigir (p<0,001) gozlenmistir. Bu
artisin hem Rapamisin hem de PP242 uygulamasinin ardindan azaldigi belirlenmistir
(p<0,001). Benzer sekilde normoglisemik kosullarda da damar benzeri yapilarin
olusumunu azalttigi gozlenmistir (Sekil 4.7.3, p<0,001). DMSO ve Mannitol
uygulamasinin ise herhangi bir etkisi olmamistir, kontrol grubu ile benzer sayida damar
tiipli olusumu goézlenmistir (Sekil 4.7.3).

Sekil 4.7.1.  Matrijel analizleri igin uygun hiicre sayisinin belirlenmesine yonelik sonuglar
izlenmektedir. Damar benzeri yapilarin olusumu i¢in en uygun hiicre sayis1 1.6x104
oldugu goriilmektedir. 1x104 hiicre sayisinin az geldigi ve damar benzeri yapilarin
olusamadigi, bunun aksine 2x104 ve 3x104 hiicre sayisinin fazla geldigi ve diizensiz
hiicre yigmlarinin olustugu izlenmektedir.

56



48. saat

24. saat 48. saat

Sekil 4.7.2.  Matrijel analizlerinde siireye bagli olarak damar benzeri yapilarin olusum agamalari
izlenmektedir. 48 saat sonunda bu yapilarin kendiliginden ortadan kalktig
goriilmektedir.

5mM Glukoz 25 mM Glukoz

5mM G+Rapamisin 25mM G+Rapamisin

25 mM Mannitol 5mM G+ PP242 25 mM G+ PP242
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Matrijel Analizi Bulgulari
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Sekil 4.7.3. Matrijel analizi sonucu olusan damar benzeri yapilarin gruplara gore dagilim
izlenmektedir. Hiperglisemik kosullarda damar benzeri yapilarin sayisi artmistir
(p<0,001). Inhibitér uygulamasi hem normoglisemik kosullarda hem de hiperglisemik
kosullarda damar benzeri yapilarin sayisint azaltmistir (p<0,001). (a: kontrole kiyasla
anlamlilik (p<0,001), b: normoglisemiye kiyasla anlamlhilik  (p<0,001), c:
hiperglisemiye kiyasla anlamlilik (p<0,001))

4.8. Yara Iyilesme Analizi Bulgular

6 kuyucuklu plate’lere ekim yapilan 2x10* hiicre %70 konfluensi oranima
ulastiktan sonra, kuyucugun ortas1 kazmmmustir ve 24, 48, 72 saat sonunda hiicreler
gozlemlenerek hiicrelerin migrasyon (go¢) orani degerlendirilmistir. Ik 24 saat serum
icermeyen medyum igerisinde deney kosullarinda inkiibe olan hiicreler, 24 saatin
sonunda normal ECM medyum ile inkiibasyona devam etmistir. Image J ile yapilan
Ol¢iimlerin analizi sonrasi elde edilen verilere gore, DMSO ve Mannitol uygulamasinin
kontrole kiyasla hiicre migrasyonu iizerinde herhangi bir etkisi olmamistir (Sekil 4.8.1,
4.8.4.). Normoglisemik kosullarda herhangi bir degisim gozlenmezken (Sekil 4.8.2.),
hiperglisemik kosullarda HUVEC hiicrelerinin migrasyon orani artmistir (Sekil 4.8.3,
4.8.4, p<0,001). Hem Rapamisin hem de PP242 uygulanan gruplarda normoglisemik ve
hiperglisemik kosullarda migrasyon orani azalmistir (Sekil 4.8.2, 4.8.3., 4.8.4. p<0,001).
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Kontrol DMSO Mannitol

0. saat

72. saat

Sekil 4.8. 1. Kontrol gruplarinda yara iyilesme analizi. Kontrol, DMSO ve Mannitol gruplar: arasinda
benzer migrasyon oranlari oldugu gézlenmistir

5mM Glikoz + 5mM Glikoz +
25nM Rapamisin 500nM PP242

5mM Glikoz

0. saat

72. saat

Sekil 4.8. 2. Normoglisemik kosullarda yara iyilesme analizi. Normoglisemik kosullarda hiicre gogii
oranimnin kontrole benzer oldugu gdzlenmistir. Rapamisin ve PP242 uygulamasi hiicre
go¢linii yavaglatmigtir p(<0,001).
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25mM Glikoz 25nM Rapamisin

0. saat

72. saat

25mM Glikoz + 25mM Glikoz +
500nM PP242

Sekil 4.8. 3. Hiperglisemik kosullarda yara iyilesme analizi. Hiperglisemik kosullarda hiicre gocii

orani kontrole ve normoglisemik kosullara oranla artmistir p(<0,001). Rapamisin ve
PP242 uygulamasi hiperglisemik kosullarda artan hiicre go¢iinii azaltmistir p(<0,001).

Yara iyilesme Analizi Bulgulari

1800 ah
T W Kontrol
H5G
W 25G

B 5G+Rapamisin

M 25G+Rapamisin

Mesafesi

W 5G+PP242
W 25G+PP242
= DMSO

Arbitrari birim (piksel) {Migrasyon

72. saatte migrasyon mesafesi Mannitol

Sekil 4.8. 4.

Yara iyilesme analizi istatistiksel verileri. Image J programu ile hiicreden yoksun alanin
uzunluk mesafesi 6l¢iilmiis ve 72. saatteki mesafe 0. saatteki mesafeden ¢ikarilmistir.
Elde edilen veriler kullanilarak gruplar arasinda kiyaslama yapilmistir. (a: kontrole
kiyasla anlamlilik  (p<0,001), b:normoglisemiye kiyasla anlamlilik (p<0,001), c:
hiperglisemiye kiyasla anlamlilik (p<0,001))
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4.9. ELISA Analizi Bulgularn

ELISA analizi ile HUVEC hiicrelerin tirettigi ve medyuma salgiladigi ¢ozliniir
formdaki (souble) VEGF, VEGFR1 ve VEGFR2 proteini konsantrasyon diizeyleri
belirlenmistir. Bu analiz i¢in ticari hazir ELISA kitleri kullanilmistir ve analiz esnasinda,
iretici firmanin belirttigi protokol uygulanmistir.

VEGF Reseptorlerinin diizeyleri agisindan gruplar arasinda anlamli bir farklilik
izlenmese de, VEGF konsantrasyonunun normoglisemik ve hiperglisemik kosullarda
kontrole kiyasla anlamli bir sekilde arttig1 (p<0,001) gézlenmistir. Rapamisin ve PP242
inhibitorlerinin uygulanmasi hem normoglisemik hem de hiperglisemik kosullardaki
artisin azalmasina (p<0,001) neden olmustur. DMSO uygulanan grupta kontrol ile
benzer VEGF diizeyleri tespit edilse de, Mannitol uygulamasi sonrast VEGF
konsantrasyonunun normoglisemik ve hiperglisemik kosullara kiyasla azaldigi
(p<0,001) gozlenmistir (Sekil 4.9.1).
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Sekil 4.9.1. ELISA analizi sonuglari. VEGF konsantrasyonu normoglisemik ve hiperglisemik
kosullarda kontrole kiyasla anlamli bir sekilde artmustir (p<0,001). Her iki kosulda da
inhibitdr uygulamasi sonucu VEGF konsantrasyonu azalmistir (p<0,001). Mannitol ile
inkiibasyon sonrasi da VEGF ekspresyonunun azaldigr (p<0,001) gozlenmistir. (a:
kontrole kiyasla anlamlilik (p<0,001), b:normoglisemiye kiyasla anlamlilik (p<0,001),
c: hiperglisemiye kiyasla anlamlilik (p<0,001))
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4.10. Diyabetik insan Plasentas1 Isik Mikroskobi Analizi Bulgular

Sagliklt ve gebelik oncesi Tip 1 Diyabet ya da Tip 2 Diyabet hastast olan
kadinlarin dogum sonrasit term plasentalar1 toplanmistir. Hastalarin yasi, gebelik
haftalari, bebegin dogum agirligi ve cinsiyeti, alkol ve sigara bagimlilig1 gibi temel
bilgiler toplanmistir (Tablo 4.10.1.). Diyabetik hastalarin serum HbAlc diizeyleri
dikkate alimarak HbAlc diizeyleri 5.7 ve iizeri olanlar diyabetik kabul edilerek deney
grubuna dahil edilmislerdir. Bebegin cinsiyetine gore plasentalar kiz ya da erkek olarak
ayrilmis ve ayr1 ayri plasenta agirliklart tartilmistir. Buna gore kontrol ve diyabetik
plasentalar arasinda kiz bebeklere ait plasenta agirliklarinin daha diisik oldugu
gozlenmistir (Sekil 4.10.1). Rutin 151k mikroskobik analizlere gore diyabetik
plasentalarda sinsisyal diiglimlerin sayisinda artis oldugu ve fibrotik alanlarin kontrole
kiyasla daha fazla oldugu gozlenmistir (Sekil 4.10.2).

Plasenta agirhgi

700

600
500 —

400 ~
H Kontrol
300 -
H Diyabet
200

Plasenta Aggirhigi(g)

100 ~

Kiz plasenta Erkek Plasenta

Sekil 4.10.1. Kontrol ve diyabetik plasenta agirliklari. Diyabetik kiz bebeklere
ait plasenta agirliklarinin daha diisiik oldugu goriilmektedir ( p<0,05).
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Sekil 4.10.2. Insan plasentasi rutin 151k mikroskobik analizi. Hematoksilen-Eozin boyamasi

sonrasi diyabetik plasentalarda fibrotik alanlarin (ok) ve sinsisyal diigiimlerin
(ok basi) arttig1 goriilmektedir.

Tablo 4.10. 1. Diyabet ve kontrol gruplarina ait hasta verileri

Kontrol Diyabet

Anne yasi
Gebelik haftasi
Bebek dogum agirhig:

Plasental agirhk

Serum HbAlc diizeyleri
#p<0,05

27,3 (n=12)

39,1 (n=12)

3501, 2 (Kiz) (n=7)
3337,5 (Erkek) (n=5)

580,1 (Kiz) (n=7)
507 (Erkek) (n=5)
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33,7 (n=10)

37,7 (n=10)

3077 (Kiz) (n=5)
4127,5 (Erkek) (n=5)

499,6 (Kiz)* (n=5)
541,7 (Erkek) (n=5)

>5,7



4.11. 1Insan Plasentas1 Western Blot Analizi Bulgular

Kontrol ve diyabetik plasentalarin Western Blot Analizi sonuglarma gore
cinsiyete bagli olarak kiz bebeklere ait plasentalarda mTOR ve 4EBPI
fosforilasyonlarinin anlaml bir sekilde azaldig (Sekil 4.11.1., p<0,05) tespit edilmistir.
Bununla birlikte Akt fosforilasyonlar1 gruplar arasinda benzer bir ekspresyon diizeyi
gostermistir. Anjiyogenez iligkili proteinlere bakildiginda ise VEGF ve VEGFR2
diizeylerinin yine cinsiyete bagli olarak kiz bebeklere ait plasentalarda anlamli bir
sekilde azaldig1 gozlenmistir (Sekil 4.11.2., p<0,05). VEGFRI1 diizeyi agisindan gruplar
arasinda anlaml bir fark tespit edilmemistir.
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Sekil 4.11.1.  Insan plasentas1 mTOR yolagr iliskili proteinlerin Western Blot analizi sonuglari. Kiz
bebeklere ait plasentalarda diyabet grubunda mTOR ve 4EBP1 fosforilasyonlarinda
anlamli bir azalma (p<0,05) oldugu goriilmektedir. Fosfo-Akt ekspresyon diizeyinin ise
gruplar arasinda benzer oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.11.2. Insan plasentas: anjiyogenez iliskili proteinlerin Western Blot analizi sonuglar1. Kiz

4.12.

bebeklere ait diyabet grubu plasentalarda VEGF ve VEGFR2 ekspresyonlarinda anlamli
(p<0,05) bir azalma oldugu goriilmektedir. VEGFR1 ise gruplar arasinda benzer
ekspresyon diizeyine sahiptir.

Insan Plasentas1 QRT-PCR Analizi Bulgular
Kiz ve erkek bebeklere ait diyabetik plasentalarda HIF1-a, VEGF, VEGFR1 ve

VEGFR2 mRNA diizeyleri karsilastirildiginda genel olarak diyabetik gruplarda bir
Ancak sadece kiz bebeklere ait

azalma oldugu gozlenmistir (Sekil 4.12.1.).

plasentalarda VEGFR1 ve VEGFR2 mRNA’larinda istatistiksel olarak anlamli (p<0,05)

bir azalma oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.12.1. Kontrol ve diyabetik insan plasentast JRT-PCR analizi sonuglari. Kiz bebeklere ait

diyabetik plasentalarda VEGFR1 ve VEGFR2 mRNA’larinda anlamli bir azalma oldugu
gozlenmektedir (p<0,05).
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TARTISMA

Diyabet, mikro ve makrovaskiiler anomaliler ile iligkili kronik metabolik bir
hastaliktir. Mikrovaskiiler hastaliklar diisiik direng arterlerini, arteriolleri ve kapillerleri
icermektedir ve retinopati, nefropati ve noropati gibi klinik sonuclar olarak ortaya
cikmaktadir. Makrovaskiiler anomaliler ise, biiyiik ve orta ¢apta damarlar1 icermekte ve
ateroskleroz ve tromboembolizm gibi klinik tablolar olarak ortaya ¢ikmaktadir [227].

Hiperglisemik kosullara karst yogun bir tedavi izlendiginde, mikrovaskiiler
hastaliklarin ilerlemesinde azalma oldugu ancak makrovaskiiler hastaliklarin bu
durumdan etkilenmedigi gorilmistir [227-229]. Bu durum farkli biyiikliikteki
damarlarin, insiilin ve glikoz diizeylerine kars1 farkli tepkilerinin olmasi ile agiklanmistir
[230]. HbAlc diizeylerindeki artisa bagli olarak (%5.5’den %9.5’¢), makrovaskiiler
hastaliklarin oraninda 2 kat artis oldugu gozlenmistir. HbAlc diizeyindeki bu artig
mikrovaskiiler hastaliklarin oranina 10 kat artig olarak yansimaktadir. Bu durum, LDL
diizeyleri ya da trigliserit diizeylerindeki degisimlerin hiperglisemiye eslik etmelerinden
dogacak farkliliklar olarak yorumlanabildigi gibi [169], farkli endotel hiicrelerinin farkli
davraniglar sergilemeleri olarak da yorumlanabilmektedir [230].

Hipergliseminin vaskiiler yapilar tizerindeki etkileri; pro-konstriktor [231, 232] ,
pro-koagiltor [231, 233, 234], pro-inflamatuvar [235, 236], pro-anjiyogenik [237, 238]
ve pro-permeabilite [239, 240] olarak ifade edilebilir [6].

Bununla birlikte diyabette anjiyogenezin, organ hatta hiicre bagimli olarak farkli
yanitlar verebildigi dne siiriilmektedir [183]. Ornegin Retinada diyabet pro-anjiyogenik
bir rol oynar ve diyabetik retinopatilerde anti-anjiyogenik terapilerle VEGF nétralize
edilmeye caligilir [184, 241]. Bu karsin kalpte, VEGF sinyalleri diyabette diizensizdir ve
kollateral damar olusumu aksar [186]. Kanser hiicrelerinde ise, yiiksek glikoz HIF-1a
akiimiilasyonu dolayisiyla VEGF ekspresyonunu tetikler. Buna karsin normal hiicrelerde
yiiksek glikoz HIF-1a ve VEGF ekspresyonunu inhibe eder [187-189].

Diyabetin hem pro-anjiyogenik hem de anti-antijogenik etkilerinin olmasi
anjiyogenik paradoks olarak degerlendirilmektedir. Bu paradoks her organin kendi lokal
mikrogevresinin ¢ok onemli oldugunu isaret etmektedir [183]. Diyabetik kosullarin
neden oldugu endotel disfonksiyon ¢esitli mekanizmalar ile agiklanabilir;

1) Endotel ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde aksakliklar/hasarlar ile karakterize
vaskiiler disfonksiyon

2) Kronik hiperglisemiye maruz kalma sonucu proteinlerin enzimatik olmayan
glikasyonu ve yeni damar olusum mekanizmalarinda aksakliklar

3) Biiyiime faktorii sinyalinde anormallikler [242].
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Diyabetik  hastalarin ~ miyokardiyumunda  VEGF  ve  reseptorlerinin
ekspresyonunun azaldigi bildirilmistir [243]. Benzer sekilde 20 mM D-Glikoz igeren
kiltiir ortaminda yani hiperglisemik kosullarda inkiibe edilen konseptusta VEGF ve
VEGFR2 ekspresyonunun azaldigi rapor edilmistir [244]. Bunun aksine hipoksi,
hiperglisemi ve ¢esitli sitokinler gibi farkli etmenler sonucu VEGF transkripsiyonunun
arttigin1 bildiren farkli ¢alismalar da mevcuttur [245]. Bir diger ¢alismada ise diyabetik
hastalarda VEGF ckspresyonunun arttigi buna karsin VEGFR1 ve VEGFR2
ekspresyonunun azaldig1 gézlenmistir [246].

Anjiyogenez iligkili protein ekspresyonlarindaki degisimlerin hiicre i¢i sinyal iletim
yolaklart ile iligkili olabilecegi ifade edilmistir [186]. VEGFR-Tirozin Kinaz
aktivasyonundan sonra, sinyal iletim yolaklar1 devreye girerek ¢esitli hiicre igi
mekanizmalart uyarmaktadir. Tirozin Kinaz aktivasyonunu deaktive eden Tirozin-
Fosfataz Proteinler (PTPs), diyabette artmaktadir ve aktive olan sinyal iletim yolagini
baskilayarak sinyal yolagmin desensitizasyonuna neden olmaktadir. Bu bilgilerle
uyumlu olarak diyabette Akt aktivasyonunun azaldig: bildirilmistir [246, 247].

Benzer sekilde baska bir ¢alismada hiperglisemik kosullarda Akt fosforilasyonun
azaldig1 bildirilmistir [248, 249]. Endotel hiicrelerinde PI3K-Akt sinyal yolagi canlilik,
proliferasyon, mikrovaskiiler permeabilite ve anjiyogenez siireclerinde Onemli roller
oynar [250, 251]. Dolayisiyla hiperglisemi indiiklii PI3K-Akt sinyal iletiminin diyabette
gozlenen vaskiiler komplikasyonlarin nedeni olabilecegi ifade edilmistir. Yiiksek glikoz
konsantrasyonun endotel hiicre apoptozunu [252] ve permeabiliteyi [253] artirdigi daha
once bildirilmistir. Buna karsin birbiri ile uyusmayan veriler de rapor edilmistir.
Hiperglisemiye bagli olarak endotel hiicre proliferasyonunun hem azaldigi [254] hem de
arttigi bildirilmistir [255]. Endotel hiicre proliferasyonun hiperglisemik kosullarda
azaldigini rapor eden caligmada, bu azalmanin kisa siireli kiiltlir kosullarinda (72 saat)
gerceklestigi ifade edilmistir [254].

Anjiyogenik faktorlerde gozlenen bu degisime mTOR yolagi aracilik ediyor olabilir.
mTOR yolagi besin, biiylime faktorleri, insiilin, glikoz gibi faktorlerle aktive
edilebilmektedir [256]. Diyabetik kosullarda mTOR aktivasyonunun hiperglisemiye
bagli olarak degistigi cesitli dokularda daha Once yapilan ¢alismalarda gosterilmistir
[257]. Ayrica mTOR yolagiin anjiyogenezle iliskisi daha once yapilan in vivo ve in
vitro galismalarla ortaya konmustur [146, 258]. mTOR yolaginin Rapamisin ve tiirevleri
(Rapaloglar) ile inhibisyonu sonucu anjiyogenezin baskilanmasi anjiyogenik faktorlerin
ekspresyonlarinda azalma [143, 144] ve matrijel damar tlipi benzeri yapilarin

olusumunda azalma [259] gibi ¢esitli analizlerle ortaya konmustur.

Ancak bu c¢aligmayla birlikte ilk defa hiperglisemik kosullarin anjiyogenez
mekanizmalart  iizerindeki etkisinin, mTOR yolagi aracilifiyla diizenlenip
diizenlemedigi sorgulanmigtir. Literatiir ile uyumlu olarak bizim ¢aligmamizda da in
vitro kosullarda 24 saat hiperglisemiye maruz kalmanin Akt fosforilasyonunu azalttig
gozlenmistir. Buna karsin p70S6K fosforilasyonu degismemis ancak 4EBPI
fosforilasyonu hiperglisemik kosullarda artmigtir.
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Western Blot analizi sonug¢larina gére VEGF ve VEGFRI1 ekspresyonunda
hiperglisemik kosullarda herhangi bir degisim gozlenmezken, VEGFR2 ekspresyonunda
artis oldugu tespit edilmistir. VEGFR2 ekspresyonundaki bu artis, mTOR yolaginin
inhibe edilmesi ile baskilanmistir. Dolayisiyla hiperglisemik kosullarda anjiyogenik
siireclerde meydana gelen degisimlerde mTOR sinyal iletim yolaginin rol oynadigi 6ne
stirilebilir. Ancak mTORC?2 hedef proteini olan Akt fosforilasyonu azalirken, mTORCI1
hedef proteini olan 4EBP1 fosforilasyonunun artmasi, Akt’den bagimsiz bir mTORC2
etkisini isaret edebilir. Bununla birlikte daha 6nce yapilan bazi ¢alismalarda p70S6K
fosforilasyonunun negatif geribildirim mekanizmasi araciligiyla Akt fosforilasyonunu
etkiledigi  gozlenmistir [260, 261]. Dolayisiyla bizim ¢alismamizda Akt
fosforilasyondaki azalma 4EBP1 fosforilasyonun artmasi nedeniyle devreye giren geri
bildirim mekanizmasi sebebiyle ortaya ¢ikmig olabilir.

Western Blot analizlerinde VEGF protein diizeyi deney gruplari arasinda
degismezken, ELISA analizi sonuglarma gore salgilanan VEGF diizeylerinin
hiperglisemik kosullarda arttig1 ve inhibitor uygulamalari sonucunda bu artisin azaldigi
gbzlenmistir. Dolayisiyla g¢evresel faktorlerin hiicrede eksprese olan ve salgilanan
proteinler iizerinde farkli etkiler gosterebilecegi, ya da hiicrelerin bu kosullara farkli
yanitlar verebilecegi soylenebilir.

gRT-PCR verilerine gore HUVEC hiicrelerinde hiperglisemik kosullarda HIF-1a,
VEGF ve VEGFR2 mRNA’larinda kontrole kiyasla anlamli bir artis oldugu tespit
edilmistir. HIF-1ao mRNA’sindaki artisin VEGF ve VEGFR2 mRNA’sindaki artis ile
korele olmast hiperglisemik kosullarda HIF-lo aracili olarak anjiyogenezin
diizenlenebilecegi yoniinde yorumlanabilir. Hiperglisemik kosullarda goriilen bu artis
Rapamisin uygulamasinin ardindan azalmistir. VEGF mRNA’sinda gbzlenen artisin 24
saatte protein diizeyine yanstmamis olmasi translasyon mekanizmalar ile iligkili bir
stire¢ olabilir.

HIF, hipoksi ile indiiklenen heterodimerik bir transkripsiyon faktoriidiir ve HIF-1a.
ve HIF-1p alt iinitelerinden olusur [262]. Hiicresel hipoksi kosullarinda aktive olan HIF-
1, eritropoetin [263], VEGF [264], glikolitik enzimler [265], glikoz tastyicilar [266] ve
Plazminojen Aktivatdr Inhibitdr-1(PAI-1) [267] kodlayan genlerin trankripsiyonunu
indiikler. HIF-1’nin oksijen ile diizenlenme mekanizmasi olduk¢a iyi bilinmektedir
[268]. Ancak hipoksi ile aktivasyonun yanisira, normoksik kosullarda dahi gesitli
uyaranlar aracihigiyla HIF’in aktive olabilecegi gosterilmistir. Ornegin TGF-B1 [269],
Anjiyotensin-1l [270], Sitrik asit dongiisii metabolitleri [271], ROS [272] ve PKC’nin
[273] HIF-1a’y1 aktive edebilecegi bildirilmistir. Bunun yanisira 2010 yilinda yapilan
bir ¢aligmada normoksi ortamda ve hiperglisemik kosullarda, bobrek mezengial hiicre
kiltirinde HIF-1a ekspresyonunun arttigi gozlenmistir [274]. Bizim ¢alismamizda da
hiperglisemik kosullarda HIF-1ao mRNA’sinda artis goriilmesi verilen literatiir bilgileri
ile uyumlu goériinmektedir. Bununla birlikte Rapamisin inhibisyonunun ardindan HIF-1a
mRNA’sinda azalma olmasi, mTOR yolag: aracili HIF aktivasyonunu isaret etmektedir.
Bu sonuglar diyabetik kosullarda anjiyogenez mekanizmalarinda goriilen degisikliklerin
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mTOR yolag1 iizerinden HIF-1a aracili olarak gergeklesiyor olma ihtimalini
giiclendirmektedir.

Bunlarin yanisira yapilan Matrigel analizi ve yara iyilesme analizi sonuglarina gére
hiperglisemik kosullar, yalnizca anjiyogenik faktor ekspresyonunu degil ayni zamanda
hiicrelerin migrasyon kapasitesini ve damar tiipii olusturma kapasitesini de
etkilemektedir. Hiperglisemik kosullarda artan migrasyon kapasitesinin ve damar tiipii
olusturma kapasitesinin inhibitér uygulamasina yanit olarak azalmasi, mTOR yolaginin
etkisini teyit etmektedir.

Diyabetik gebelikler hem anne hem de fetiis i¢in risk tagimaktadir. Diyabetik
anneden dogan bebeklerin, yetiskin yasamlarinda obezite ve diyabete yatkinlik riskleri
yiiksektir. Bununla birlikte diyabetik gebelikler, konjenital malformasyon, fetal
makrozomi, sikintili solunum sendromu nedeniyle prematire dogum, yenidoganda
sarilik, hipoglisemi ve polisistemi goriilmesi ile karakterizedir. Kontrol edilmeyen
diyabetik gebelikler spontan diisiiklere neden olmaktadir. Diyabetik malformasyonlara
genetik ve cevresel faktorler neden olmaktadir. Cevresel faktorlerin basinda heniiz
aciklanamayan bir mekanizmayla glikoz yer almaktadir [5, 275, 276].

Feto-plasental damarlarin saglikli gelisimi, fetal gelisim i¢in olduk¢a Onemlidir.
Ustelik feto-plasental vaskiilatiir fetal dolasim ile devam etmektedir ve maternal
dolasimda ve plasentada meydana gelecek herhangi bir degisim, fetiisiin vaskiiler
fonksiyonuna yansiyabilir. Damarlarin gelisimi ve fonksiyonu diyabetik mikro¢evreden
dogrudan etkilenmektedir. T1DM hastalarda plasentada fetoplasental damarlarda
anjiyogenezin arttigi gozlenmistir [216, 219, 223, 277]. Ayrica, Leach ve ark. VEGF-A
ekspresyonunun T1DM plasentada arttigini ifade etmistir. Diyabetik plasentalarda term,
intermediat ve kok villuslarda hem endotel hem de trofoblast hiicrelerinde VEGF
ekspresyonuna rastlanirken, kontrol plasentalarda sadece term villuslarda boyanma
gozlenmistir  [6]. 2010 yilinda yapilan bir diger ¢alismada diyabetik gebeliklerde
plasentada vaskiiler ve trofoblastik hiicrelerdeki VEGF, VEGFR1 ve VEGFR2
ekspresyonlarinda degisiklikler gozlenmistir [18] ancak bu etkinin mekanizmasi heniiz
tam olarak aydinlatilamamistir. Yapilan bu ¢alismada diyabetik hastalar OGTT
sonuglarina dayanarak diyabetin siddetine gore gruplandirilmig ve her bir gruptaki
plasental anjiyogenez ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. Orta siddette hiperglisemi olan grupta
plasental VEGF ve VEGFR2 eskpresyonu artmigtir. Ancak TIDM ve T2DM
hastalarinin dahil oldugu siddetli hiperglisemi grubunda VEGF ve Reseptorlerinin
ekspresyonu normoglisemik grup ile benzer diizeyde gozlenmistir. Ancak bu
degisikliklerin etki mekanizmasi arastirilmamistir. Bizim ¢alismamizda diyabetik
gebeliklerde gozlenen plasental vaskiiler degisimlere mTOR yolaginin aracilik
edebilecegi hipotez edilmis ve bu yonde sonuglar ortaya konmustur.

Daha once yapilan ¢aligmalarda embriyonik gelisim i¢cin mTOR yolaginin énemli
oldugu bildirilmistir [278]. Bir diger ¢alismada da heterozigot mTOR mutant
embriyolarin normal ve fertil oldugu ancak homozigot mutant embriyolarin ise
implantasyondan kisa siire sonra 6ldiigii bildirilmistir. Bunun nedeninin ise embriyonik
ve ekstraembriyonik kompartmanlardaki yetersiz hiicre proliferasyonu oldugu ileri
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stiriilmiistiir. Bu verilere dayanarak fare embriyonik gelisimi icin mTOR yolaginin
onemli oldugu ifade edilmistir [148].

Bunun yanisira 2005 yilinda yapilan bir diger ¢alismada plasental gelisimde 6nemli
olan besin ve mitojenik faktorlerin hiicre i¢inde etkili oldugu sinyal iletim yolaklari
sorgulanmistir. Anjiyopoetin 2 ve glikozun trofoblast proliferasyonu iizerine olan etkisi
incelenmistir. Hiicre proliferasyonunun Tie-2 reseptor aktivasyonunun ardindan PI3K-
mTOR sinyal iletimi araciligiyla indiiklendigi tespit edilmistir. Glikoz da benzer sekilde
mTOR aracili olarak trofoblast proliferasyonunu tetiklemistir. Bu ¢alismanin sonuglarina
gore Anjiyopoetin aktivasyonunun PI3K bagimli mTOR aracili oldugu ancak glikoz
etkisinin PI3K bagimsiz mTOR aracili ger¢eklestigi tespit edilmistir [17].

mTOR’un plasentada 6zellikle sinsisyotrofoblastta eksprese oldugu bildirilmistir
[14] ve 2009 yilinda yayimnlanan bir calismada mTOR inhibisyonu ile plasental amino
asit tasiyici sistemlerden sistem L, sistem A ve taurin transport aktivitesinin azaldigini
ortaya konulmustur [16]. Ayni ekibin yaptig1 bir diger ¢alismada mTOR yolaginda ist
basamaklarda yer alan molekiiller sorgulanarak hiicre disindaki hangi faktorlerin
mTOR’u etkileyebilecegi arastirilmistir ve glikoz eksikliginde (hipoglisemik kosullarda
(0.5 mM Glikoz)) trofoblast hiicrelerinde mTOR hedef proteinlerinden biri olan S6K1’in
fosforilasyonunun azaldigi tespit edilmistir. Bununla birlikte doz bagimli olarak amino
asit tastyici sistemlerden sistem L aktivitesi de azalmistir. [15].

Yapilan c¢alismalarla ortaya kondugu {izere mTOR plasentada mevcut ve
fonksiyoneldir. Ancak mTOR ’un plasental anjiyogenez mekanizmalari iizerindeki etkisi
heniiz aydinlatilmamistir. Ayn1 zamanda diyabetik gebeliklerde mTOR aktivitesinin
nasil degistigi de bilinmemektedir. Bu ¢alisma ile birlikte ilk kez, gebelik oncesi diyabet
hastas1 olan (T1DM yada T2DM) hastalarin term plasentalarinda mTOR sinyal iletim
yolag1 proteinleri ve bunlarla iliskili olabilecegi diisiiniilen anjiyogenez iliskili proteinler
arastirilmistir. Hastalar HbAlc diizeyleri dikkate alinarak HbAlc diizeyleri 5.7 ve iizeri
olanlar diyabetik olarak kabul edilmistir ve degerlendirmeye alinmistir. Bununla birlikte
bu calisma ile birlikte ilk kez bebegin cinsiyetine bagl olarak plasentalar kiz ve erkek

olarak ayrilmak suretiyle degerlendirmeye tabi tutulmustur.

Giiniimiizde yapilan caligmalarda hastaliklara yatkinligin cinsiyet temelli olarak
arastirilmas1 giderek daha yogun ilgi gormektedir. Yetiskinlikte gozlenen pekcok
hastaligin temelinin uterusda atildig: ve fetal cinsiyetin, uterusda gelisimi etkiledigi ifade
edilmektedir. Ornegin erkek fetiislerin, peri ve post-natal mortaliteye yakalanma
risklerinin disilere gore daha yiiksek oldugu ve erkek fetiislerin genellikle disi
fetiislerden daha biiyiik oldugu gozlenmistir [279-282]. Ayrica erkek fetiislerin gebelik
hastaliklarina daha kotii yanit verdikleri [283, 284] ve hipertansiyon, diyabet ve
metabolik sendrom goriilme risklerinin daha yiiksek oldugu ifade edilmektedir [285,
286].

Murphy ve arkadaslari, uygun olmayan maternal ¢evreye karsi erkek fetiislerin
maksimal fetal bliylimeyi saglayacak sekilde plasental yanit olusturduklarini ve buna
gore plasenta fonksiyonlarini diizenlediklerini ancak disi fetiislerin olumsuz kosullardan
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daha az etkilenmek amaciyla biiylimeyi azalttiklarini1 one siirmiislerdir [287]. Erkek ve
disi fetlislerin uterusda kazandiklar1 adaptasyonlari, dogum sonrasi ilk 48 saat iginde
gbzlenen yenidogan adaptasyonlar1 olarak devam etmektedir. Ozellikle erken
dogumlarda, disi yenidoganlarin erkek yenidoganlara oranla gebelik sonrasi hayata daha
iyi adapte olabildikleri belirtilmistir [288].

Bizim ¢alismamizin sonuglarina gére, kiz bebek diinyaya gelen gebeliklerden elde
edilen diyabetik plasenta agirliklarinin, kontrole kiyasla daha diisiik oldugu gozlenmistir.
Buna karsin istatistiksel olarak anlamli bir fark olmasa da erkek bebeklere ait diyabetik
plasenta agirliginin kontrole kiyasla artma egiliminde oldugu gozlenmistir. Dolayisiyla
fetal cinsiyetin plasental gelisimde farkliliklara neden olabilecegi sdylenebilir. Bununla
birlikte plasental agirliklar ile korele olarak, istatistiksel olarak anlamli olmasa da fetal
agirliklarda kiz bebeklerde azalma, erkek bebeklerde ise artma oldugu gézlenmistir. Bu
sonuglara ve yukarida belirtilen literatiire gore diyabetik gebeliklerde, cinsiyete gore
plasental ve fetal gelisimde farkliliklar olabilecegi one siiriilebilir.

2013 yilinda yayinlanan bir ¢caligmada insan term plasentasinda vill6z damar endotel
ve trofoblast epitel hiicrelerinde cinsiyete dayali degisimlerin goriildiigii tespit edilmistir.
Yapilan kapsamli gen analizi sonuclarinda villoz endotelde cinsiyete bagli olarak
ekspresyonlarinda farklilik oldugu ifade genlerden bazilarinin mTOR yolag: iliskili
genler oldugu tespit edilmistir [289]. Bu bilgilere dayanarak bizim c¢alismamiz
sonucunda diyabetik gebeliklerde bebegin cinsiyetine bagli olarak plasental ve
dolayisiyla fetal gelisimin farklilik gosterebilecegi ve bu degisimde mTOR sinyal iletim
yolaginin rol oynadig1 one siiriilebilir.

Sonuglarimiza gore kiz bebeklere ait plasentalarda mTOR ve hedef proteini 4EBP1
fosforilasyonunun anlamli bir sekilde azaldigi, buna karsin erkek plasentalarda anlaml
bir degisim olmadig1 gdzlenmistir. Bununla birlikte VEGF ve VEGFR2 ekspresyonunun
yine kiz plasentalarda anlamli bir sekilde azaldig1 ancak, erkek plasentalardaki degisimin
istatistiksel olarak anlamli olmadig: tespit edilmistir. Diyabetik plasentalarda gdzlenen
mTOR yolagindaki degisimler ile VEGF ve VEGFR2 ekspresyonlarindaki degisimlerin
korele olmasina ve in vitro kiltiir sonuglarma dayanarak, diyabetik mikrogevrenin
mTOR yolag araciliiyla plasental anjiyogenezi diizenledigi 6ne siiriilebilir.

Diyabetik plasentalarda VEGFR1 ekspresyonunda degisim gozlenmezken VEGF ve
VEGFR2 ekspresyonlarinda farkliliklarin ortaya ¢ikmasi, VEGFR1’in pek ¢ok yayinda
sahte reseptor olarak ifade edilmesi ile uyumludur [76]. Ayrica ¢oziinlir formdaki
(soluble) VEGFR1’in VEGF etkisini nétralize ettigi [189] ve hiicre i¢i anjiyogenik
etkilerin VEGF/VEGFR2 etkilesimi sonucu ortaya ¢iktigi bilinmektedir [290].
Calismamizdan elde ettigimiz sonuglara gore diyabetik kosullarda VEGF ve VEGFR2
ekspresyonlarinda benzer degisimlerin oldugu goézlenmistir. Dolayisiyla ortaya ¢ikan
anjiyogenik  yanmitta VEGF/VEGFRI1 etkilesiminden ziyade VEGF/VEGFR2
etkilesiminin 6nemli rol oynadigi sdylenebilir.

In vitro deneylerimiz sonucu hiperglisemik kosullarda artan mTOR aktivasyonu ve
buna bagli olarak artan anjiyogenik aktivite tespit etmemize ragmen, diyabetik
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plasentalardan elde ettigimiz bulgularimiz in vitro sonuglar ile korelasyon
gostermemektedir. Ancak bu durum sasirtict bir sonu¢ degildir. Ciinkii kiltiir
kosullarinda sadece endotel hiicreleri (HUVEC) hiperglisemik kosullarda inkiibe
edilmistir. Oysa plasental doku lizatlarinda sadece endotel hiicreleri degil, trofoblastlar
ve mezenkimal stromal hiicreler gibi farkli hiicre tiplerinden kaynaklanabilecek farkli
ekspresyonlar analizlerin sonuglarina yansimis olabilir. Ayrica hiicre kiiltlirlinde sadece
24 saat hiperglisemik kosullarda inkiibasyon gerceklesmisken, diyabetik plasentalar
gebeligin basindan itibaren hiperglisemik mikrogevreye maruz kalmaktadir.

Hiperglisemiye maruziyet siiresinin anjiyogenez mekanizmalar1 iizerinde farkli
etkileri oldugu ifade edilmistir. Hiperglisemik kosullar, orta siddette iskemi ve hipoksiye
neden olarak hiperkapillarizasyonu tetiklemektedir. Ancak uzun siireli kan glikoz diizeyi
yiiksekligi daha ciddi boyutlarda hipoksiye neden olmaktadir ve VEGF/VEGFR-2
etkilesimini inhibe ederek ve hiperkapillarizasyonu baskilamaktadir [18, 291, 292].
Dolayisiyla hiicresel farkliliklar ve bununla birlikte heterojen bir mikrogevrenin olmasi
ve hiperglisemiye maruziyet siiresinin farkli olmasi bulgularimizin birbiri ile
ortlismemesinin ama literatiir verileri ile uyumlu olmasinin temel nedeni olabilir.

Insanlarda diyabetik gebeliklerde cesitli plasental patolojiler ortaya cikmaktadir.
Bunlardan biri vaskiiler homeostazin bozulmasidir. Bu ¢alisma ile birlikte diyabette
bozulan plasental vaskiiler homeostazda mTOR yolaginin rol oynayabilecegi ve
cinsiyete bagli olarak farkliliklarin gézlenebilecegi ilk kez ortaya konmustur. Rapamisin
ve tlirevleri kullanilarak mTOR yolaginin inhibisyonu klinikte immiinsupresif ya da
kemoterapotik bir tedavi sekli olarak kullaniliyor olsa da, gebelikte mTOR yolaginin
diizenlenmesine yonelik bir tedavi sekli 6nerebilmek i¢in bu ¢alisma yetersizdir. Bunun
icin daha detayli caligmalara ihtiyag¢ vardir. Yetiskin yasamda gozlenen hastaliklarin
temelinin prenatal donemde atildig1 ve plasental disfonksiyonun da ikincil sebep oldugu
giinlimiizde kabul goren bir yaklasimdir ve “Saglik ve Hastalik Kosullarinin Gelisimsel
Orjinleri” (Developmental Origins of Health and Disease (DOHaD)) olarak adlandirilir.
Bu yaklasim g6z Oniine alindiginda, saglikli fetal gelisimin saglanabilmesi i¢in plasenta
odakli caligmalarin 6nemini korumaya devam edecegi ifade edilebilir.
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SONUCLAR

Bu tezde hiperglisemik kosullarda ve diyabetik plasentalarda anjiyogenik

siireclerde mTOR sinyal iletim yolaginin olas1 rolleri arastirilmis ve asagidaki sonuglar
elde edilmistir:

1.

Hiperglisemik kosullarda VEGF ekspresyonu mRNA diizeyinde artmustir.
Protein diizeyinde ise ¢oziiniir formda VEGF ekspresyonunda artis gozlenmistir.
VEGFR2 hem mRNA hem de protein diizeyinde artis gostermistir. VEGFRI1
sadece mRNA diizeyinde artmistir.

mTORC1’in hedef proteinlerinden biri olan 4EBP1’in hiperglisemik kosullarda
fosforilasyonu artmistir. Akt fosforilasyonu azalmig, p70S6K fosforilasyonu ise
degismemistir.

HIF1-a ekspresyonu mRNA diizeyinde artmistir.

Rapamisin  ve PP242 inhibisyonu ile sirasiyla p70S6K ve Akt
fosforilasyonlarinda azalma oldugu goézlenmis, dolayisiyla mTOR sinyal iletim
yolaginin baskilandig: teyit edilmistir.

Hiperglisemik kosullarda artan 4EBP1 ve VEGFR2 ekspresyonu, inhibitor
uygulamasinin ardindan azalmistir.

Matrijel ve yara iyilesme analizi sonuglarina goére hiperglisemik kosullarda
endotel hiicre migrasyonunun ve damar tiipii olusturma kapasitesinin arttigi,
mTOR yolag: inhibisyonu ile bu artigin baskilandig1 gozlenmistir.

Diyabetik gebeliklerde bebegin cinsiyetine bagli olarak plasental agirlikta ve
mTOR yolag: proteinleri ile anjiyogenez iliskili proteinlerde farkliliklar oldugu
ortaya konmustur. Kiz bebeklere ait diyabetik plasentalarda agirlik kontrole
kiyasla azalmistir. Diyabetik kiz plasentalarda mTOR, 4EBP1, VEGF ve
VEGFR2 ekspresyonunda azalma oldugu, erkek plasentalarda anlamli bir
degisim olmadig1 gozlenmistir.

Bu calisma hiperglisemik kosullarda ve diyabetik plasentalarda mTOR sinyal
iletim yolaginin anjiyogenez mekanizmalarinda rolii olabilecegini ortaya koyan
ve cinsiyete bagl olarak plasental anjiyogenez mekanizmalarinda farkliliklarin
olabilecegini 6ne siiren ilk ¢calismadir.
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OZGECMIS

1980 yilinda Antalya’da dogdu. 1991 yilinda Merkez Asagioba Koyii ilkokulu’ndan,
1995 ve 1998 yillarinda Antalya Koleji Orta ve Lise Boliimlerinden mezun oldu. 2003
yilinda Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’nden mezun olarak lisans
egitimini tamamladi. 2006 yilinda Anadolu Universitesi Egitim Bilimleri Enstitiisiinde
Tezsiz Yiiksek Lisans egitimini tamamlayarak Ortadgretim Alan Ogretmenligi
diplomasin1 aldi. 2006 yilinda Akdeniz Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Histoloji
ve Embriyoloji Anabilim Dali’'nda Ureme Biyolojisi Programinda yiiksek lisans
egitimine basladi ve 2009 yilinda bilim uzmani iinvani ile mezun oldu. Daha sonra ayni
yil Akdeniz Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dali’nda doktora egitimine basladi. 2012 yilinda Erasmus faaliyeteri aracilifiyla 3 ay
siire ile Avusturya Graz Tip Universitesi’ne giderek burada plasental mezenkimal kok
hiicre izolasyonu ve kiiltiirii basta olmak tiizere cesitli teknikleri 6grendi.  Ash
OZMEN’in Science Citation Index’te kayith 11 makale, 1 uluslarasi kitap boliimii
yazarligt ve yurtigi-yurtdist kongrelerde sunulmus 25’1 askin kongre bildirisi
bulunmaktadir. 2014 yilinda Tiirk Histoloji ve Embriyoloji Dernegi Ulusal Kongresinde
yaptig1 sozli sunu ile Yener Aytekin birincilik odiliinii kazanmigtir. Yine 2014 yilinda
katildig1 bir kongrede (FIMS: Frontiers In Medical Sciences: Diabetes, Cancer And
Their Connection) Geng Katilimer Destek Odiilii'nii kazanmigtir. Asli OZMEN evli ve
bir kiz gocuk annesidir. Asli Ozmen iyi diizeyde ingilizce bilmektedir.
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