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OZET

Amag: Kadinlarda morbidite ve mortaliteye neden olan bir gebelik hastaligi olan
preeklampsinin (PE’nin) uterus ekstraselliiler matriks (ESM) yeniden modellenmesi ve
HIF fonksiyonundaki bozukluklar ve yetersiz trofoblast invazyonu ile baglantili oldugu
gosterilmistir. Fare trofoblastik kok hiicrelerin (TKH'lerin) kiiltiire edildigi ESM'nin,
MAPK sinyal yolagiyla HIF’i tetikleyebildigine dair bulgular bulunmaktadir.
Calismamizda, fare kiiltiirli calismalar1 sonucunda elde edilen ESM indiikli MAPK-HIF

iliskisinin normal ve PE insan plasentalarinda incelenmesini amagladik.

Yontem: Normal ve PE term plasentalarda fibronektin, f3 integrin, fosfo-MAPK3/1,
HIF-1a, HIF-IB, HIF-2a proteinleriyle ikili immiinoflorasan boyamalar yapilarak bu
proteinlerin birlikte ekspresyonlar1 analiz edildi ve hiicresel dagilimlar1 belirlendi.
Plasentalarda fibronektin, B3 integrin, HIF-lo, HIF-1B, HIF-2a ve beta aktinin protein ve
mRNA diizeyindeki ekspresyonlar: sirasiyla Western blot ve qRT-PCR analizleriyle
degerlendirildi. Western blot yontemiyle MAPK3/1 ve fosfo-MAPK3/1 proteinlerinin ve
gRT-PCR ile de MAPK1 ve MAPK3 mRNA larinin ekspresyonlar1 da incelendi.

Bulgular: PE plasentalarda fibronektin ve B3 integrinin mRNA ve protein diizeyindeki
ekspresyonlari normale gore degismezken HIF ekspresyonlart hem mRNA hem de
protein diizeyinde normale gore artti. PE plasentalarda MAPK1 ekspresyonu mRNA
diizeyinde normalden fazla bulunurken protein diizeyinde degigsmedi. MAPK3’in ise
mRNA ve protein diizeyindeki ekspresyonlar1 gruplar arasinda ayni bulundu. Normal ve
PE plasentalarda fibronektin ile HIF proteinlerini, B3 integrin ile HIF proteinlerini ve

fosfo-MAPK3/1 ile HIF proteinlerini beraber eksprese eden hiicreler tespit edildi.

Sonu¢: Calismamizda ESM indiiklii MAPK-HIF yolaginin normal ve PE insan
plasentalarinda gegerli olabilecegine dair kanitlar ilk kez ortaya konmustur. Insan
plasentasinda ESM indiiklii MAPK-HIF yolaginin varliginin kesinlesmesi ve bu yolagin
plasental hiicrelerin farklilasmasindaki roliiniin anlasilmasi igin kapsamli ¢alismalar

gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: plasenta, preeklampsi, ekstraselliiler matriks, MAPK, HIF



ABSTRACT

Objective: Preeclampsia (PE), a pregnancy disease that causes morbidity and mortality
in women, is associated with impaired uterine extracellular matrix (ECM) remodeling
and HIF function and inadequate trophoblast invasion. In mouse trophoblastic stem cells
(TSCs), ECM can induce HIF via MAPK signaling pathway. In our study, we aimed to
investigate the ECM-induced MAPK-HIF relationship in normal and preeclamptic

human placentas.

Method: In normal and PE term placentas, with double immunofluorescence staining of
fibronectin, B3 integrin, phospho-MAPK3/1, HIF-1a, HIF-1, HIF-2a proteins,
coexpressions were analyzed and cellular distributions were determined. Expressions of
fibronectin, B3 integrin, HIF-1a, HIF-1B, HIF-2a and beta actin at protein and mRNA
levels of placentas were evaluated by Western blot and gRT-PCR analysis respectively.
The expressions of MAPK3/1 and phospho-MAPK3/1 proteins were examined by
Western blot and MAPK1 and MAPK3 mRNAs were evaluated by qRT-PCR.

Results: Expressions of fibronectin and 3 integrin at mRNA and protein levels in PE
placentas did not change with respect to normal, whereas HIF (HIF-10, HIF-1p and HIF-
20) expressions increased with respect to both mRNA and protein levels. MAPK1
expression in PE placentas was higher than normal at mRNA level but not changed at
protein level. Expression of MAPK3 at mRNA and protein levels were the same
between the groups. In normal and PE placentas, co-expression of fibronectin and HIF
proteins, B3 integrin and HIF proteins and phospho-MAPK3/1 and HIF proteins were
detected.

Conclusion: In our study, for the first time, some evidence that ECM-induced MAPK-
HIF pathway can be valid in normal and PE human placentas has been demonstrated.
Extensive studies are needed to confirm the presence of ECM-induced MAPK-HIF
pathway in human placenta and to understand the role of this pathway in the
differentiation of placental cells.

Key words: placenta, preeclampsia, extracellular matrix, MAPK, HIF
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SIMGELER ve KISALTMALAR
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1. GIRIS

Plasentasyon, trofoblast hiicrelerinin, uterusu ve anne damarlarini istila ettigi benzersiz
bir stirectir. Bu etkilesimlerin nasil gergeklestigi, gebelik sonucunu hayati 6l¢iide belirler
(Cartwright ve ark., 2010).

Baslangicta sadece bir iskele olarak diisiiniilen ESM, hiicre kaderinin belirlenmesinde
onemli rol oynamaktadir. ESM-hiicre etkilesimleri, sinyal yolaklar1 aracilifiyla hiicre
yanitlarim1  degistirebilir. Bu etkilesimler karsilikli olacak sekilde gercekleserek,
hiicrelerden aldiklar1 uyarilara yanit olarak ESM’i yeniden modelleme yetenegine
sahiptirler (Watt ve Driskell, 2010). ESM bagimli kok hiicre-nis etkilesimleri,
farklilagsmay1 tesvik ya da inhibe etmek i¢in bagka yolaklarla birlesebilir (Eshghi ve ark.,
2007). ESM’nin adezyon molekiilleri olan integrinler yoluyla hiicre kaderi
belirlenmesini gerceklestirebildigi gosterilmistir (Votteler ve ark., 2010; Kim ve ark.,
2011).

Reseptor aracili uyarinin hiicre igine iletiminden sorumlu MAPK yolagindaki
proteinlerden MAP2K1 ve MAPK3/1’in, farelerde plasentasyonun kritik diizenleyicileri
oldugu gosterilmistir (Giroux ve ark., 1999; Hatano ve ark., 2003; Saba-El-Leil ve ark.,
2003; Bissonauth ve ark., 2006).

Hiicresel hipoksik yanitin 6nemli bir diizenleyicisi olan Hipoksiyle indiiklenen faktoriin
(HIF) sinyal yolagindaki bir¢cok genin eksikligi, plasental gelisimde anormalliklere
neden olur (Gnarra ve ark., 1997; Adelman ve ark., 2000; Cowden Dahl, Fryer, ve ark.,
2005; Maltepe ve ark., 2005; Takeda ve ark., 2006). HIF-igermeyen plasentalarda hiicre
kaderi belirlenmesinde bozulmalar ortaya c¢ikmaktadir. Fare plasentalarinda HIF
ekspresyonunun spongiyotrofoblast (SpT) ve trofoblastik dev hiicre (TDH) olusumu i¢in
zorunlu oldugu ve sinsisyotrofoblasta farklilasmayi belirledigi bulunmustur (Cowden
Dahl, Fryer, ve ark., 2005; Maltepe ve ark., 2005).

Tedavi edilmezse eklampsiye ve Olime sebebiyet verebilen ciddi bir gebelik
komplikasyonu olan PE'nin etiyolojisi tam olarak bilinmemesine ragmen, bir¢ok

calismada O taginimi ve ESM yeniden modellenmesinde bozukluklar ve yetersiz

1



trofoblast invazyonu ile iliskili oldugu gosterilmistir (Estelles ve ark., 1989; Estelles ve
ark., 1994; Genbacev ve ark., 1996; Graham ve McCrae, 1996; Genbacev ve ark., 1997,
Caniggia, Winter, ve ark., 2000; Narumiya ve ark., 2001; Merchant ve Davidge, 2004;
Myers ve ark., 2005; Redman ve Sargent, 2005; Rolfo ve ark., 2010).

Fare TKH’lerde ESM bagimli HIF-1a stabilizasyonu ve TDH farklilagmasinin, MAPK
yolag1 araciligiyla oldugu gosterilmistir (Choi ve ark., 2013). Ancak insan plasentasinda
bu mekanizma bilinmemektedir. Bunun yanisira, PE plasentalarda bu yolagin isleyip
islemedigi hakkinda da veri bulunmamaktadir. Calismamizda amacimiz fare kiiltiiri
caligmalar1 sonucunda elde edilen ESM indiikli MAPK-HIF iliskisini normal ve PE

insan plasentalarinda incelemektir.

Bu amagla, normal ve PE term plasentalarda ESM indikli MAPK-HIF iliskisini
inceleyebilmek adina daha 6nce fare TKH ¢alismasinda kullanilan yolak elemanlari, iKili

immiinoflorasan boyamalar, Western blot ve gqRT-PCR analizleriyle degerlendirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Plasenta

Plasenta memelilerde goriilen, anne ve embriyo/fetiis arasinda baglant1 saglayan gegici
bir organdir. Plasentanin fetlis gelisimi i¢in hayati 6neme sahip fonksiyonlar1 vardir.
Bunlardan bazilari; fetiise gerekli oksijen ve besin maddelerinin saglanmasi, metabolik
artiklarin ve karbondioksitin fetiisten uzaklastirilmasinin yani sira gebelik ve dogum ile
iliskili birtakim hormonlarin (Plasentadan sentezlenen hormonlar: protein hormonlardan
human koryonik gonadotropin (hCG), human plasental laktojen (hPL), human koryonik
tirotropin (hCT), human koryonik somatomammotropin (hCS), human koryonik adreno-
kortikotropin  (h\CACTH) ve steroid hormonlardan progesteron ve Ostrojen)
sentezlenmesidir. Gebeligin devami ve normal fetiis gelisiminin olabilmesi, bu genis
kapsamli gorevlere baglhidir (Sadler, 2004; Benirschke ve ark., 2006; Burton ve ark.,
2006).

2.2. Term Plasentasinin Yapisi

Fetiis biiyiidiikce plasenta da biiylimektedir. Plasentanin genislemesi ve kalinlagsmasi,
gebeligin yaklagik 20. haftasina kadar hizli sekilde devam eder (Benirschke, 1972;
Benirschke ve ark., 2006). 4. ayin sonunda villus sistemi tamamlandiginda plasenta tam
seklini alir (De Wolf ve ark., 1980). Gelisimini tamamlamis bir plasenta desiduanin
%15-30'unu kaplar ve agirhig fetiis agirhi@inin yaklasik 1/6'sidir. Term plasentasi
ortalama 500 gr agirhiginda, 18-20 cm c¢apinda, 2-2,5 cm kalinligindadir ve 10-20
kotiledondan olusur (Benirschke, 1972; Benirschke ve ark., 2006). Term plasentasindaki
villuslarm toplam yiizeyi (anne fetiis arasinda madde degisim alani) 10-15 m?2dir.
Plasentadaki intervilloz araliklarin hacmi ise tahminen 150-250 ml'dir (Fox, 1995). Insan
term plasentasi, koryon kesesi tarafindan olusturulan fetal kisim ve desidua bazalisten

olusan maternal kisim olmak {izere iki boliimden olusur (Sekil 2.1.).

2.2.1. Plasentanin Fetal Kismi
Koryon frondozumun olusturdugu koryonik plak ve buna bagl villuslardan meydana

gelir. Villuslar, maternal kanin dolastig1 intervilloz bosluga uzanir. Koryonik plagin



intervilloz bosluga bakan yiizii sinsisyotrofoblast tabakasi ile fetiise bakan yiizii ise

amniyon epiteliyle ortiiliidiir.

2.2.2. Plasentamin Maternal Kism

Bazal plak ve plasental septumlardan meydana gelir. Bazal plak; ekstravilloz
trofoblastlar (EVT’ler), desidual hiicreler, maternal immiin hiicreler (Dogal oldiirticii
(NK) hiicreler v.b.), bol miktarda ESM ve fibrinoid igerir (Huppertz, 2008). Bazal
plaktan sonra yine maternal ve fetal dokularin karisimindan olusan plasental yatak
vardir. Ancak, plasental yatak bazal plak gibi dogum sirasinda atilmaz. Bazal plak ve

plasental yataga birlikte baglant1 zonu ismi verilir (Benirschke ve ark., 2006).

Sekil 2.1. Insan term plasentasinin dis gdriiniimiiniin ¢izimi. A: Maternal yiiz. B: Fetal yiiz. Koryonik plak
ve gbbek kordonu, amniyon ile ortiilidiir. 1- Kotiledon, 2- Amniyon, 3- Gobek kordonu, 4- Desidua
(http://www.embryology.ch/anglais/fplacenta/villosite01.html).

Insan plasentas1 hemokoryal yapidadir. Bu tipteki plasentalarin baslca iki 6zelligi
vardir; a- maternal ve fetal dolasim birbirine karismaz ve b- intervilloz araliktaki
maternal kan dogrudan villus yiizeyindeki trofoblastlarla temastadir. Maternal ve fetal
kanin birbirine karigmasini Onleyen yapi plasental bariyerdir. Plasental bariyer
baslangigta su katmanlardan meydana gelir; 1- Sinsisyotrofoblast 2- Sitotrofoblast (ilk
trimesterde kesintisiz, sonrasinda kesintilidir) 3- Trofoblastik bazal membran 4- Villoz
bag dokusu 5- Fetal kapiller endoteli bazal membran1 6- Fetal kapiller endoteli. Plasental
bariyer molekiillerin transportu i¢in, molekiil belirli biiyiikliikte, sekilde ve yiikte oldugu
zaman gercek bir bariyer gibi hareket eder. Anne kanindaki baz1 hormonlar, metabolitler
ve toksinler embriyo ya da fetiisii etkileyecek konsantrasyonlarda plasental bariyerden
gecemez. Anne kanindaki c¢ogu ilag ise plasental bariyeri asip fetlise gegebilir

(Benirschke ve ark., 2006).



2.3. Villuslarin Yapisi

Villuslar makroskopik olarak aga¢ seklindedir. Her bir villus, plasentanin koryonik
plagindan kalin bir kok halinde ¢ikar ve giderek dallanir. Villuslarin ¢ogunlugunu
olusturan yiizen villuslar intervilloz aralikta serbestge dolasirken, demirleyici villuslar
ise desiduaya tutunur. Plasental gelisim siiresince, villus tipleri yapisal ve fonksiyonel

olarak farkliliklar sergilese de tiim villuslarin temel yapilart aynidir (Sekil 2.2.):

a) En dista kesintisiz bir sinsisyotrofoblast tabakasi bulunur. Sinsisyotrofoblastin
proliferatif aktivitesi yoktur ve sitotrofoblastlarin flizyonundan gelisir. Sitotrofoblast
niikleuslarinin ~ kaynasmasi, hiicre zarlarinin kaybolmasi ve g¢esitli morfolojik
degisikliklere ugramalariyla meydana gelen c¢ok niikleuslu bir hiicre kitlesidir.
Baslangicta biiyiikk, ovoid ve Okromatini fazla olan niikleuslu hiicreler iken: siki
kromatin yapist igeren, kii¢iik niikleuslu hiicreler haline gelir. Sinsisyotrofoblastin
intervilloz araliga bakan yiizli, yilizey alanin1 artiran mikrovilluslarla doselidir.
Mikrovilluslarla birlikte toplam villus yilizey alan1 termde 7,67 kat artar. Golgi
kompleksi, graniiler ve agraniiler endoplazmik retikulum, mitokondri ve lipid
damlalarinca zengindir. Sinsisyotrofoblast tabakasindan 6strojen, progesteron, hCG ve

laktojenler salgilanir (Benirschke ve ark., 2006).

b) Sinsisyotrofoblastin altinda proliferasyon yetenegine sahip hiicreler olan
sitotrofoblastlar (Langhan’s hiicreleri) bulunur. Sitotrofoblastlar, sinsisyotrofoblasti
olusturan, Okromatini fazla olan biiyiikk niikleuslu, kiibik yapidaki hiicrelerdir.
Sitoplazmalar1 glikojen, vakuoller ve az miktarda organeller igerir. Sitotrofoblastlar da

steroid hormonlar1 ve hCG tretir.

c) Trofoblastik bazal membran, sinsisyotrofoblast ve sitotrofoblastlar1 villoz stromadan

ayirir. Kalinligr ortalama 20-50 nm arasindadir.

d) Villusun ortasinda bulunan villoz stroma, villus tipine gore farklilik gosteren bag
dokusu hiicreleri, bag dokusu lifleri, fetal damarlar, damarlar1 ¢evreleyen kontraktil
hiicreler ve fetal makrofajlardan (Hofbauer hiicreler) olusur. Villoz stroma, fetal
mezensim kokenlidir. Gebeligin 2. ay1 sonuna kadar villoz stromada en ¢ok bulunan

hiicre tipi, farklilagmamis stromal hiicreler olan mezensimal hiicrelerdir. Mezensimal
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hiicreler; kiiciik, igsi sekilli ve az sitoplazmalidir. 3. aydan itibaren stromal yap1 ve
icerikte degisiklikler baglar. Mezensimal hiicreler villuslarin merkezi kisimlarindan
baslayip perifere yayilacak sekilde retikulum hiicrelerine ve fibroblastlara farklilasmaya
baglar. Retikulum hiicrelerinin uzamis hiicre gévdeleri vardir ve bunlardan bir¢ok uzun,
ince sitoplazmik uzantilar ¢ikar. Komsu retikulum hiicrelerinin sitoplazmik uzantilart
birbiriyle birleserek stromal kanallari olusturur. Fibroblastlar ise genellikle biiyilik
damarlarin ¢evrelerine yerlesen, villoz stromanin sabit bag dokusu hiicreleridir.
Retikulum hiicrelerinin aksine fibroblastlarin uzantilar1 kisa, kalin ve az sayidadir.
Gebeligin  ge¢ evrelerinde ise mezensimal hiicreler kontraktil o6zellikteki
miyofibroblastlara  farklilagir  (Baergen, 2005). Fetal damarlari ¢evreleyen
miyofibroblastlar, fetal damarlarin kontraksiyon ve dilatasyonunu ve bdylece fetal
dolagimi diizenler. Hofbauer hiicreleri makrofaj karakterinde, yuvarlaga benzer sekilli,
periferal niikleuslu ve vakuolli sitoplazmali hiicrelerdir. Villoz stromada az miktarda
mast hiicresi de vardir. Bunlara ek olarak, villoz stroma farkli tip ve biiyiikliikte fetal
damarlar icermektedir. Biiyiik villuslardaki damarlar1 genellikle arter ve venler
olustururken, periferal villus dallarindaki damarlarin ¢ogu kapiller ve sinilizoiddir

(Benirschke ve ark., 2006).

Term villus

ik trimester villus sjtotrofoblastiar
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Sekil 2.2. Tlk trimester ve term villuslarinin icerigi ve farkliliklar1 (Malassine ve ark., 2008).



2.4. Olgunlasan Plasentada Meydana Gelen Degisiklikler

Fetiis biiylidiikge, artan metabolik ihtiyaclar1 karsilamak {izere uteroplasental dolagimin
etkinligini arttirmak icin plasentada histolojik degisikler olusur. Bu degisiklikler;
sinsisyotrofoblast kalinliginin azalmasi, villoz sitotrofoblastlarin kesintiye ugramasi,
Hofbauer hiicrelerinde artig, villoz stromada azalma, kapiller sayisinin artmasi ve

bunlarin sinsisyal ylizeye yaklasmasidir (Sekil 2.2.) (Cunningham ve ark., 1994).

Trofoblastlar, plasental elemanlar arasinda yapisal, fonksiyonel ve gelisimsel olarak en
cok degisiklik gosterendir. Gebelik ilerledik¢e villoz sitotrofoblastlar biiyiik Olgiide
ortadan kalkar ve term plasentasinin villus yiizeyinin yalnizca %20’sinde kalir
(Kingdom ve Kaufmann, 1999). Sinsisyotrofoblast kalinligi da ortalama 20 pum iken
termde 3.5 pm’ye diiser (Benirschke ve ark., 2006). Villuslar dallandik¢a hacimleri
azalir. Sinsisyum inceldiginde, fetal damarlar daha belirginleserek yiizeye iyice yaklasir

(Mayhew ve Simpson, 1994).

Bu degisikliklerle ilk trimesterde 50-100 pm olan materno-fetal difiizyon mesafesi,
termde yaklasik 4-5 pm’ye iner. Termde plasental bariyerin en ince kismi,
sinsisyotrofoblast, birbiriyle kaynagmis trofoblastik ve fetal endotel bazal membranlari
ve fetal kapiller endoteli tabakalarindan meydana gelir. Boylelikle fetiis kapillerindeki
kan, intervilloz bosluktaki maternal kan ile miimkiin oldugunca yakinlasir (Kingdom ve

Kaufmann, 1999).

Villoz stroma da plasental olgunlagsmayla birlikte degisime ugrar. Erken donem
plasentasinda villoz stromada gevsek interselliiler matriks bulunurken, terme dogru
villoz stroma sikilasir. Ayrica, terme dogru fetal makrofajlar olarak bilinen Hotfbauer

hiicrelerinde artig goriiliir.

Ugiincii trimesterde ¢ok sayida sinsisyotrofoblast niikleusu, koryon villuslarin yiizeyinde
sinsisyal diiglim adi verilen niikleus birikimlerini olusturur. Sinsisyal diiglimlerden
kopan parcalar villuslararasi bosluktan maternal kan dolasimina katilir (Benirschke ve

ark., 2006).



Gebeligin ilerleyen zamanlarinda, plasentada fibrinoid birikim meydana gelir. Fibrinoid;
fibrin, plasental salgilar ve Olii trofoblast hiicrelerinin olusturdugu, hiicreden yoksun
eozinofilik birikimdir. Fibrinoidin maternal ve fetal elemanlarca tiretildigi belirlenmistir.
37 haftanin iistiindeki gebeliklerin %22'sinde makroskobik olarak gozlenebilen fibrinoid

birikim vardir. Plasentanin bir¢ok bdlgesinde fibrinoid birikim olusabilir:

e Diiz koryonda,

e Villuslarin iginde,

e Maternal ve fetal damarlarda,

e Plasental septumlarda,

e Bazal plakta (Rohr ve Nitabuch fibrinoid tabakalar),

e Koryonik plagin intervill6z araliga bakan yiiziinde (Langhans fibrinoid tabakast).

Bazal plaktaki fibrinoid birikimler olan Rohr ve Nitabuch tabakalari ve Langhans
fibrinoid tabakas1 tiim plasentalarda bulunan yapilardir (Sekil 2.3.). Rohr tabakasi, bazal
plagin intervilloz aralikla temas eden kismidir. Nitabuch tabakasi ise daha derinde

maternal ve fetal hiicrelerin karsilastiklar: bolgededir (Baergen, 2005).

Sekil 2.3. Term plasentasindaki fibrinoid tabakalari. A. Langhans fibrinoid tabakasi B. Rohr fibrinoid
tabakast C. Nitabuch fibrinoid tabakasi. Mor renkle gosterilenler fibrinoid birikimler, turkuaz renkle
gosterilen sinsisyotrofoblast tabakasi, sar1 ve turuncu renkle gosterilenler kisim plasenta, sinsisyotrofoblast
ylizeyine komsu beyaz renkli alanlar ise intervilloz araliktir
(http:/lwww.embryology.ch/anglais/fplacenta/villosite05.html).



Fibrinoid birikimin birka¢ rolii oldugu diistiniilmektedir: a) mekanik destek olma, b)
intervilloz dolasimi diizenleme, c) fibrinoidin bir bileseni olan sialik asidin fetal
antijenleri maternal hiicrelerden korumasi. Fibrinoid birikim plasentalarda farkli

seviyelerde izlenebilir ve fazla olmasi bir anormalligin gostergesidir (Benirschke ve ark.,

2006).

2.5. Villus Agacimin Yapisi

Bir villus agacindaki villuslar: biiyiikliikleri, stroma karakterleri ve icerdikleri fetal
damarlarin ozelliklerine gore 5 ¢esittir (Sekil 2.4.) (Kingdom ve Kaufmann, 1999;
Castellucci ve ark., 2000; Benirschke ve ark., 2006);

immatiir intermediyet villus Mezensimal villus Matiir intermediyet
villus

Sekil 2.4. Villus agaci ve villus tiplerinin enine kesitleri (Fox ve ark., 2003).

2.5.1. Mezensimal Villus (MV)
Villus agacinin en ilkel villusudur ve intermediyet villuslarin tizerinde tomurcuklanma
seklinde bulunur. Sitotrofoblast igerigi ¢ok fazla olan kalin trofoblastik yiizeyleri vardir.

Gevsek stromasinda kollajen liflerin ag seklinde sardigi mezensimal ve Hofbauer



hiicreleri bulunur. Fetal kapillerler belirgin degildir. MV’ler gebeligin ilk evrelerinde
sayica fazla olup terme dogru giderek azalirlar. Gebeligin ilk haftalarinda, MV’ler villus
proliferasyonunun yanisira materno-fetal madde degisimi ve hemen hemen biitiin

endokrin aktivitelerin gergeklestigi bolgelerdir.

2.5.2. Immatiir intermediyet Villus (iiV)

Kok villuslarin ucunda bulunan olgunlagsmamus, siskin villustur. MV’ye benzer sekilde
sitotrofoblast sayis1 ¢ok olan kalin bir trofoblastik tabaka ile kaplidir. En belirgin
ozelligi, yelken-benzeri stromal hiicrelerle sinirlandirilan bir¢ok stromal kanalin
gozlendigi retikiiler tipteki stromasidir. Stromal kanallar i¢inde, Hofbauer hiicreleri ve
bir miktar plasental sivi bulunurken stromal kanallarin arasinda fetal damarlar ve
kollajen lifler yerlesmistir. MV lerden kdken alan 1IV’ler, kék villuslara farklilagir. 14.
ile 20. haftalar arasinda yaygin sekilde bulunan 1IV-ler ilk iki trimester boyunca, temel

materno-fetal madde degisimi bolgeleridir.

2.5.3. Kok Villus (KV)

Villus agacinin kokiidiir. Caplar1 80 pm’den birka¢ milimetreye kadar degisen KV’ler,
villus agacindaki yapilara mekanik destek verir. Kalin bir trofoblastik tabaka vardir.
Icinde ¢ogunlukla fibroblastlarin ve az miktarda da makrofajlarin bulundugu, yogun
kollajen lif demetleri ile karakterize olan fibroz bir stromasi vardir. Stromanin

merkezinde miyofibroblastlar yaygin iken, periferde ise fibroblastlar yerlesmektedir.

KV’nin ortasinda, adventisya ve medya tabakalari gozlenebilen arter, ven, genis
arteriyol ve veniiller bulunur. Fetal damarlar ile intervilloz araliktaki maternal kan
arasinda genis mesafe oldugundan, bu damarlar madde aligverisinde aktif rol oynamaz.

KV’ler su yapilardan meydana gelir:

a) Villus agaci koryonik plaga baglayan, villus agacinin ana kokleri olan truncus
chorii,

b) Ana kokten gelisen, 4 nesil kisa ve kalin dallanmalar olan rami chorii,

¢) Villus agacinin periferine uzanan, 2 ile 30 arasi nesil, daha ince ve diizensiz

dallanmalar olan ramuli chorii,
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d) KV’lerin spesifik bir grubu olan ve trofoblastik hiicre kolonlariyla bazal plaga

tutunan demirleyici villuslar.

Bu yapilarin ¢aplar1, 3 mm (koryonik plak yakinindaki bazi truncus chorii’ler) ile 80 um

(en kiigiik ramuli chorii) arasinda degisir.

2.5.4. Matiir Intermediyet Villus (MIV)

Villus agacinin uzun, ince ve caplart 60-160 um arasinda olan periferik dallaridir.
Stromasi, diizensiz, gevsek bag dokusu, lif demetleri ve bag dokusu hiicrelerinden
meydana gelir. MiV’lerde adventisya ve medya tabakalar1 tespit edilemeyen fetal
arteriyol, ventl ve kapillerler bulunur. Gelismis fetal damarlanmalar1 ve genis yilizey
alan1 sayesinde, materno-fetal madde degisiminde ¢cok onemlidir. Gebeligin son donemi
olan term doneminin baglamasiyla MV’lerin farklilagsmasiyla olusur. Terminal villuslara
doniisiir. MIV’lere farklilasmanin gecikmesi; MV ve iIV’lerin cogunlukta olmasina,
villus agacinin ¢ok biiyiimesine ancak fonksiyonel olarak yetersiz bir plasentaya
sebebiyet verir. Erkenden MiV’lere doniisiim ise; erkenden farklilasmaya, ¢ok kiiciik bir
plasentaya ve plasentanin ¢ok farklilagmis olmasina ragmen yeterli madde degisimi

yiizeyine sahip olmamasina neden olur.

2.5.5. Terminal Villus (TV)

MIV’lerin genislemis siniizoidler igeren, caplar1 30—40 pm arasindaki son kisimlaridir.
Ince bir sinsisyotrofoblast tabakasiyla ortiiliidiir. Stromasinda lifler, stromal hiicreler ve
makrofajlar azdir. Stromasinda 1-6 arasinda kapiller bulunur. TV’lerde damarlanma
yogundur ve materno-fetal diflizyon mesafesinin ¢ok kisalmistir (ortalama 3.7 um). Bu
nedenle, anne ile fetiis arasindaki madde degisimi ¢ok hizli ve etkilidir. TV’ler termde
egemen konuma gecip villuslarin %30-40’1n1 olusturur. Diger villus tiplerinden farkl
sekilde TV’ler, baska villuslardan farklilasan aktif birimler degil, kapillerlerin ilmek
olusturmasiyla ortaya ¢ikan pasif yapilardir. TV’lerin olusumu, MIV’lerdeki
kapillerlerin uzayip villuslarin boyunu astiginda, kapillerlerin biikiiliip ilmekler
olusturmasiyla gerceklesir. TV’lerin yapist ince oldugundan, ilmekler yiizeyden

intervilloz araliga dogru liziim-benzeri ¢ikintilar meydana getirir.
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Gebeligin ilk haftalarinda villus agacinda sadece MV’ler bulunur. Ilk trimesterde villus
agacimin  gelisimi hizli iken MV’ler ve 1IV’ler gozlenir. Gebeligin 20. haftasina
gelmeden egemen villus tipi IIV’lerdir. Gebeligin ortalarma kadar villus agaci
gelisirken, yapi olarak fazla degisim gecirmeden c¢ogalir. Fetal gelisimin plasental
gelisimi asti§1 gebeligin ikinci yarisinda, immatiir villus tipleri (MV’ler ve 1IV’ler)
matiir formlarma doniisiir. Term plasentasinda ise, MiV’ler ve ozellikle TV’ler
yaygindir. Aktif biiylimenin gostergesi olarak kiigiik gruplar halinde MV’ler bulunur. Bu
plasental gelisim ve olgunlasma siiregleri, plasentanin materno-fetal madde degisimi
etkinligini artirmak ve optimum hale getirmek amaciyla ger¢eklesmektedir (Kingdom ve
Kaufmann, 1999; Castellucci ve ark., 2000).

2.6. HIF

Atmosferdeki ve yetiskin dokulardaki oksijen diizeyleri karsilastirildiginda; memelilerin
gelisiminin  6nemli Olciide diisiik diizeydeki oksijenli ortamda gerceklestigi
anlasilmaktadir. Ornegin, atmosferik oksijen %21 iken memelilerin fallop tiipleri ve
uteruslarindaki oksijen miktari %1-3 arasindadir (Fischer ve Bavister, 1993; Catt ve
Henman, 2000). In vitro déllenmis insan embriyo kiiltiirii i¢in uygun oksijen miktari ile
ilgili ¢alismalar, fizyolojik hipoksinin yararlarini dogrular niteliktedir (Waldenstrom ve
ark., 2009). Ayrica, yalnizca ilk trimesterden sonra, spiral arterler plasental yatagi
maternal kanla pulsatil bir sekilde besler (Enders ve King, 1991). Bu yiizden,
organogenez olaylarmin tiimii nispeten hipoksik kosullarda gerceklesirken, hizl

plasental gelisimi de tesvik eder (Genbacev ve ark., 1997).

Oksijenin bircok kok hiicre tipinin kendini yenileme ve farklilasma stireglerini
diizenledigi bilinmektedir. Ornegin, hipoksinin hematopoetik, ndral ve mezensimal kok
hiicreler gibi birgok farkli kok hiicre tiplerinin kendini yenilemesini tesvik ettigi ayrica
farklilasmalarini inhibe ettigi gosterilmistir. Bunun yanisira endotel hiicreleri de
hipoksiye yanit olarak prolifere olmaktadirlar (Phillips ve ark., 1995; Adelman ve ark.,
1999; Das ve ark., 2010; Mohyeldin ve ark., 2010; De Filippis ve Delia, 2011; Suda ve
ark., 2011). Oksijen; trofoblast proliferasyonu, farklilasmasi ve invazyonunu da
diizenlemektedir. Hipoksinin insan sitotrofoblastlarinin proliferasyonunu sitiimiile ettigi

ve invazif yonde farklilagmalarini ise inhibe ettigi tespit edilmistir. Diger taraftan ytiksek
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oksijenli ortamdaki insan plasentasinda ise sitotrofoblastlarin proliferasyon 6zelliklerinin
azalip invazif 6zellige sahip olmaya basladiklari belirlenmistir (Genbacev ve ark., 1996;
Genbacev ve ark., 1997; Caniggia, Mostachfi, ve ark., 2000; Seeho ve ark., 2008). Fare
TKH’lerinde de ayni durum gegerlidir (S. Zhou ve ark., 2011). Ayrica, insan EVT’lerin
invazyonunun diisiik oksijenle inhibe oldugu gosterilmistir (Crocker ve ark., 2005).
Benzer sekilde, hipoksik ortamda villus eksplant kiiltiiriinde EVT filizlenmesinin
azaldig1 bulunmustur (James ve ark., 2006).

HIF, hiicresel hipoksik yanitin 6énemli bir diizenleyicisidir. HIF’ler bazik heliks-loop-
heliks (bHLH) transkripsiyonel diizenleyici ailesi tiyeleridir (Gu ve ark., 2000). Oksijen
tarafindan regiile edilen HIF-a ile HIF-1p [aril hidrokarbon reseptor niikleer translokator
(ARNT)] alt iinitelerinden olusan heterodimerik bir transkripsiyon faktoriidiir (L. Chen
ve ark., 2009). Hipoksi (%5’ten az oksijen bulunmasi), HIF-a’nin (memelilerde HIF-1a
veya HIF-2a) niikleer translokasyonunu ve niikleusta bulunan HIF-1p ile dimerizasyon
gerceklestirerek HIF-1 veya HIF-2 komplekslerini olusturmasini saglar (G. L. Wang ve
ark., 1995; Ema ve ark., 1997; Tian ve ark., 1997). Olusan kompleks, hedef genlerin 5°-
CGTG-3’ ortak sekansina sahip hipoksiye yanit elemanina (HRE) baglanarak hedef
genlerin ekspresyonu gergeklestirilir (Dunwoodie, 2009; Patel ve ark., 2010; Pringle ve
ark., 2010). Eritropoez, anjiyogenez, hiicre proliferasyonu, apoptoz ve glukoz
metabolizmasinda rol oynayan bir¢ok genin ekspresyonu HIF’ler tarafindan diizenlenir

(Semenza, 2000; Safran ve Kaelin, 2003; Rocha, 2007).

Memelilerde HIF-1a ve HIF-2a ekspresyonu hiicresel oksijen konsantrasyonuna baghdir
(Dunwoodie, 2009). Normoksik kosullarda, HIF-la ve HIF-2a {izerindeki prolin
kisimlari, prolil hidroksilaz domeyn (PHD) proteinleri tarafindan hidroksillenir.
Hidroksillenen prolin kisimlari protein Von Hippel-Lindau (pVHL) tarafindan taniman
HIF-a, E3 ubiquitin ligaz enzimiyle proteazomal degradasyona ugrar (Maxwell ve ark.,
1999; Cockman ve ark., 2000). Hipokside ise HIF-o degradasyonundan sorumlu
enzimler inhibe olur ve HIF-a stabilizasyonu saglanarak hedef genlerin ekspresyonu
gerceklesir (Greer ve ark., 2012) (Sekil 2.5.).
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Sekil 2.5. Normoksi ve hipoksi durumlarinda HIF proteinlerinin reaksiyonlarinin sematik goésterimi
(Nauta ve ark., 2014).

Farelerde plasenta olusumu embriyonik 3,5. giinde baslar (Rossant ve Tam,
2009). Morula kompaksiyonu sonrasinda, iki ayr1 hiicre popiilasyonu ortaya ¢ikar: dista
trofoektoderm (TE) ve icte i¢ hiicre kiitlesi (IHK) (Sekil 2.6.).

Trofoblastik
kok hiicreler

E 3,5. giin

Blastosist

Embriyonik
kok hiicreler

Embriyo Plasenta

Sekil 2.6. Blastosistten olusan iki ayri hiicre popiilasyonu ve kaynaklik ettikleri kok hiicre ve yapilarin
sematik ¢izimi.
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Fare blastosistlerinin TE’sinden izole edilen kok hiicreler olan TKH’ler, plasentay1
olusturan diger hiicrelere doniisebilme yetenekleriyle, doniistiikleri hiicrelerin
fonksiyonlarmi arastirmak ve plasental gelisimin agiklanmasi i¢in ideal bir in vitro
modeldir. TKH’ler kiiltiirde sinirsiz olarak ¢ogalirlar ve FGF4 biiyiime faktorii hiicre
kiiltir ortamina ilave edilmediginde, kendiliginden iki ana plasental hiicre tiiriine
farklilagirlar: invazif TDH ve onlarin onciilleri olan SpT (Sekil 2.7.) (Maltepe ve ark.,
2010).

*FGF“ -FGF4

Trofoblastik Kok
Hu7\ Sponglyotrafoblant Trofoblastik dev hiicre

¢ ¢

Sekil 2.7. TKH’lerin SpT’ler ve TDH’lere farklilasmalarinin sematik ¢izimi.

HIF-1oo ve HIF-2a insan plasental gelisiminde yiiksek Olgiide ekspresyon gosterir
(Caniggia, Mostachfi, ve ark., 2000; Rajakumar ve Conrad, 2000). Benzer sekilde,
hipoksik kosullardaki in vitro insan trofoblast ve plasental villus eksplant kiiltiirlerinde
de HIF-1a ve HIF-2a protein ekspresyonu vardir (Caniggia, Mostachfi, ve ark., 2000;
Caniggia, Winter, ve ark., 2000; Rajakumar ve Conrad, 2000; Genbacev ve ark., 2001).
HIF sinyal yolagindaki bir¢ok genin (HIF-1a, HIF-2a, ARNT, PHD protein 2 ve VHL
genleri) eksikliginde plasental gelisimde anormallikler gozlenmistir (Gnarra ve ark.,
1997; Adelman ve ark., 2000; Cowden Dahl, Fryer, ve ark., 2005; Maltepe ve ark.,
2005; Takeda ve ark., 2006). Hif-1o- fare embriyolarinda vaskiiler gelisimde anomaliler
tespit edilmistir (lyer ve ark., 1998; Ryan ve ark., 1998). Ilging sekilde Hif-1a”’" ve Hif-
207" farelerde belirgin plasental defektler gézlenmemistir. Arnt’ fareler ise yetersiz
vitelliis kesesi olusumu ve embriyonik damarlanma, azalmis hematopoez, kalp

yetmezligi ve belirgin plasental anomaliler nedeniyle E10.5’da 6lmiistiir (Kozak ve ark.,
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1997; Maltepe ve ark., 1997; Adelman ve ark., 1999; Adelman ve ark., 2000). Arnt™
embriyolarin plasental anomalilerinin labirent ve SpT tabakalarinin belirgin sekilde
kiiglilmesi nedeniyle olustugu gosterilmistir (Kozak ve ark., 1997; Adelman ve ark.,
2000). Arnt”- embriyolarda, PE insan plasentalarina benzer sekilde maternal desiduaya
trofoblast invazyonunun yetersiz oldugu gozlenmistir (Adelman ve ark., 2000). Hif-
la/2a7" farelerin plasentalar1 da Arnt’”~ plasentalarla benzer fenotip gdstermistir.
(Cowden Dahl, Fryer, ve ark., 2005).

HIF-icermeyen plasentalarin en temel kusuru hiicre kaderi belirlenmesindeki
bozulmadir. Geleneksel yontemlerle vahsi tip fare TKH farklilagsmasi (FGF4 biiylime
faktorii ortamdan c¢ekildiginde) sonucunda Ozellikle SpT’ler ve TDH’lerin olustugu
gosterilmistir (Burton, 2009; Suda ve ark., 2011). Ancak, Hif-la/20” veya Arnt”
TKH’ler in vitroda SpT’lere ve TDH’lere doniismemis ve SpT gelisimi i¢in zorunlu bir
transkripsiyon faktorii olan Mash2 ekspresyonunu gerceklestirmemistir (Guillemot ve
ark., 1994; Guillemot ve ark., 1995). Bunun yerine multiniikleer sinsisyotrofoblastlara
farklilasmigtir. Bu yiizden, fare plasentalarinda HIF ekspresyonu in vitroda SpT ve TDH
olusumu i¢in zorunludur ve sinsisyotrofoblasta farklilasmanin belirleyicisidir (Cowden

Dahl, Fryer, ve ark., 2005; Maltepe ve ark., 2005).

Tim bu veriler, Oz seviyesi ve Oz-bagimli yolaklarin (HIF’lerin) plasental
vaskiilarizasyon, invazyon ve trofoblast farklilasmasinda temel diizenleyiciler oldugunu

ve plasental gelisim i¢in zorunlu olduklarini géstermektedir.

2.7. ESM

ESM, hiicrelerarasin1 dolduran ve hiicreleri birarada tutan, dokular i¢in mekanik ve
yapisal destek olusturan bir ortamdir. ESM’nin bas bilesenleri yapisal proteinler
(6rnegin kollajen, laminin, fibronektin, vitronektin ve elastin) ve bunun yanisira biiyiime
faktorleri gibi Oonemli biyolojik islevlere sahip molekiiller ile etkilesim kurabilen
ozellesmis glikoproteinlerdir. ESM igerigi bulundugu yere gore degisir. ESM
icerigindeki cesitlilik, yeraldigi dokuya ve buna bagli olarak bulundugu konum ve
fizyolojik sartlara baghdir (Stevens ve George, 2005).
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Baslangicta sadece bir iskele olarak diislinlilen ESM’nin hiicreleraras: iletisim,
proliferasyon, hayatta kalma, go¢ ve farklilasma dahil olmak iizere hiicre davranisinin
birgok yonlerini diizenledigi gosterilmistir (Guilak ve ark., 2009; Reilly ve Engler, 2010;
Suda ve ark., 2011). ESM bu o6zellikleriyle hiicre nisinin anahtar bileseni olup hiicre
kaderinin belirlenmesinde 6nemli roller istlenir. Hiicre-ESM etkilesimleri, cesitli
algilama mekanizmalar1 ve asag1 sinyal yolaklar1 yoluyla hiicre yanitlarini degistirebilir.
Nisle olan etkilesimler karsilikli olup hiicreler de aldiklar1 uyarilara yanit olarak ESM’yi
yeniden modelleme yetenegine sahiptirler (Watt ve Driskell, 2010).

Blastosist evresindeki TE epitelyal karakteri, implantasyonu ve uterin invazyonu
gerceklestirmek i¢in invazif bir fenotipe donitisiir (Sutherland, 2003; Armant, 2005; J. D.
Aplin ve ark., 2009; Harris ve ark., 2009). Bu, konuma ve trofoblast fonksiyonuna bagl
olarak motilite farkliliklarina izin veren dinamik bir siiregtir (Parast ve ark.,
2001). TE’deki fenotipik degisikliklerle es zamanli sekilde, basarili bir implantasyon ve
trofoblast invazyonu i¢in uterus ESM’si de yeniden modellenme yapar (Red-Horse ve
ark., 2004; Singh ve Aplin, 2009; Fitzgerald ve ark., 2010; H. J. Lim ve Wang,
2010). Bu siireg, trofoblastlarca eksprese edilen, ESM igerigini yikan enzim ailesi olan
matriks metalloproteazlar (MMP’ler) tarafindan yonetilir (Cockle ve ark., 2007). Birgok
calisma, bu proteazlarin trofoblast invazyonunun diizenlenmesindeki rollerini
gostermektedir (Fisher ve ark., 1985; Estelles ve ark., 1989; Estelles ve ark., 1994;
Graham ve McCrae, 1996; Hurskainen ve ark., 1996; Morgan ve ark., 1998; Xu ve ark.,
2000; H. Wang ve ark., 2001; Isaka ve ark., 2003; H. Wang ve ark., 2003; Seval ve ark.,
2004). Ayrica, MMP’lerin doku inhibitorlerinin ekspresyonu da erken plasental gelisim
ile iligkilidir (Seval ve ark., 2004) ve bu da trofoblast invazyonu ve farklilasmasi igin
bunlarin aktivitesinin hassas bir dengede olmasinin 6nemli oldugunu gosterir. Uterus
epiteline blastosist yapigmasinin adezyon molekiilii ekspresyonunu degistirdigi (Rout ve
ark., 2004) ve ESM’in degistirilerek trofoblast farklilasmasinin gelistirilebildigi (Lei ve
ark., 2007) farelerde deneysel olarak gosterilmistir. Koryonik villuslarin ESM igeriginin
de MMP9 gibi MMP’ler tarafindan diizenlendigi bulunmustur (Isaka ve ark., 2003).
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2.7.1. Fibronektin

Fibronektin ESM ana bilesenleri arasinda yeralan yiiksek molekiiler agirliga sahip bir
glikoproteindir.  Fibrin, kollajen, proteoglikanlar gibi ESM elemanlariyla ve
yilizeylerinde fibronektin reseptorleri (6rnegin integrin) tasiyan hiicrelerle etkilesir
(Ruoslahti, 1988). Fibronektinler, embriyogenez, normal hiicre morfolojisinin
korunmasi, hiicre migrasyonu, homeostaz, thromboz ve yara iyilesmesinde gorev

alir (Miyamoto ve ark., 1998).

Fibronektinlerin iki formu vardir, bunlar hepatositler tarafindan sentezlenerek kan
dolagimina salinan c¢oziinebilen form (plazma fibronektin) ve fibroblastlar, epitel
hiicreleri tarafindan sentezlenerek ESM’de depolanan capraz bagli formdur (hiicresel
fibronektin) (Ruoslahti, 1988). Fibronektin birbirine disiilfit bagiyla baglanan iki adet
200-250 kDa’luk alt tiniteden olusan bir dimer yapisindadir (Mosher ve Johnson, 1983).

Fibronektin li¢ homolog tekrar tinitesinden (tip I, II, III) olusur. Bu {initeler tip I, tip II ve
tip IIT olarak isimlendirilmektedir. Fibronektinde 12 tip I bolgesi, 2 tip II bolgesi ve 15-
17 tip III bolgesi bulunur. Bu tiniteler farkli fonksiyonlar1 olan fibronektin bolgelerinin
temelini olusturur. Ornek olarak, tip I iiniteleri heparin ve fibrine baglanan bélgelerin
olusumunda, tip II tiniteleri kollajen veya jelatine baglanan bdlgelerin yapiminda ve tip
Il tniteleri de hiicrelere, DNA ve heparine baglanan bdlgelerin  yapiminda

kullanilmaktadir (Kornblihtt ve ark., 1985; Huppertz ve ark., 1998).

Endometriyumun fibronektin, laminin, kollajenlerden Zengin oldugu
bilinmektedir (Wartiovaara ve ark., 1979; Wewer ve ark., 1985). Fibronektin
ekspresyonu insan plasentasinin vilous stromasi, fetal damarlar, demirleyici trofoblast
kolonlarinin distal kisimlar1 ve fibrinoidlerde gozlenirken villoz trofoblastlarda

bulunmamistir (Earl ve ark., 1990; Tossetta ve ark., 2016).

2.8. Adezyon Molekiilleri

Adezyon molekiilleri, hiicre ylizeyinde bulunan ve hiicre-hiicre ve hiicre-ESM
etkilesiminde rol oynayan molekiillerdir. Hiicre proliferasyonu, gocii, farklilagsmasi,
endotel ve epitel hiicrelerinin segici bir bariyer olusturmasi, doku biitlinliigliniin

saglanmast ve hiicre iskeleti araciligiyla hiicre hareketinin organizasyonu adezyon
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molekiilleri araciligiyla gergeklestirilir. Ayrica bu molekiiller, hiicre i¢i ve hiicrelerarasi
sinyal iletiminin diizenlenmesinde de 6nemli roller iistlenmektedir. Hiicre adezyon
molekiilleri yapisal ve fonksiyonel 6zellikleri goz onilinde tutularak dort grup altinda
toplanabilir: 1) integrinler, 2) immiinoglobulin siiper ailesi, 3) kaderinler, 4) selektinler
(A. E. Aplin ve ark., 1998).

2.8.1. integrinler

Integrinler, tanimlanmis 18 adet a ve tammmlanmis 8 adet P altiinitelerin
kombinasyonlarindan olusan heterodimerik hiicre adezyon molekiilleridir (Hynes, 2002).
Integrinler bircok ESM elemanlarina ve VCAM-1 (vaskiiler hiicre adezyon molekiilii)
gibi hiicre ylizey reseptorlerine baglanarak ekstraselliiler ve hiicre i¢i ortamlar arasinda
etkilesim kurar (Plow ve ark., 2000; Hynes, 2002). Integrinler hiicre adezyonu,
migrasyon, proliferasyon, farklilasma ve apoptoz gibi bircok hiicresel fonksiyonun
diizenlenmesinde gorev alir (Giancotti ve Tarone, 2003). Trombozda, yara
iyilesmesinde, immiinitede ve fertilizasyon, implantasyon ve blastosist olusumunu
iceren erken gelisimsel olaylarda kritik rol oynar (Tarone ve ark., 2000; Meighan ve
Schwarzbauer, 2008).

Her bir integrin heterodimeri, ESM proteinlerine baglanan biiyiikk bir N-terminal
ekstraselliiler bolge (B alt tnitesi i¢in yaklasik 700 aminoasit, a alt linitesi i¢in 1000
aminoasit), bir transmembran bolge ve oa-aktinin, paksilin, talin gibi hiicre iskeleti

proteinlerine baglanan kisa bir C-terminal sitoplazmik bolgeden olusur (Hynes, 2002).

Integrinlerin, her birinin bir veya daha fazla ESM proteinine baglanan 24 fonksiyonel
reseptor olusturdugu bilinmektedir (Hynes, 2002). Ligand spesifitelerine gore
integrinler; laminin baglayici integrinler (a3p1, a6B1, a7B1 ve a6p4), kollajen baglayic
integrinler (alfl, a2B1, alOBl ve allpl), 16kosit spesifik integrinler (aLP2, aMp2,
aXp2, aDB2, a4Pl, a9B1, a4p7 ve aEB7) ve fibronektin, vitronektin, fibrinojen gibi
ESM bilesenlerinde gozlenen bir tripeptid olan arjinin-glisin-aspartik asit (RGD) taniyici
integrinler (a5B1, a8B1, aVP1, aVB3, aVRS, aVP6, aVPS ve allbP3) olarak gruplara
ayrilabilir (Barczyk ve ark., 2010) (Sekil 2.8.).
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ESM, integrinler yoluyla hiicre kaderi belirlenmesini saglayabilir (Votteler ve ark.,
2010; Kim ve ark., 2011). Ornegin, eritropoezde birincil eritroid progenitdrlerin
fibronektine 04P1 integrin aracili adezyonu, in vitroda proliferasyonun dogru olmasi i¢in
gereklidir. Boylece, ESM’den gelen sinyallerle ¢6ziinebilen faktor olan eritropoietinden
gelen sinyaller is birligi yaparak terminal farklilasma ve proliferasyon igin gerekli
yolaklar1 aktive eder. Boylelikle, ESM bagimli kok hiicre-nis etkilesimleri, farklilasmay1
tesvik ya da inhibe etmek i¢in baska yolaklarla birlesir (Eshghi ve ark., 2007).
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Sekil 2.8. integrin ailesinin sematik cizimi (Barczyk ve ark., 2010).

B3 ailesi integrinlerinin yani ollbf3 ve oavp3’in birgok Onemli rolii oldugu
bilinmektedir. allbB3 ekspresyonu sadece trombositlerde ve megakaryositlerde vardir ve
trombosit agregasyonunda zorunludur (Du ve Ginsberg, 1997). avpB3 ise trombositler,
osteoklastlar, fibroblastlar ve endotel hiicrelerinde ekspresyon gosterir (Cheresh ve
Harper, 1987). allbp3 ve avp3 icin baslica ligandlar fibrinojen, fibronektin, von
Willebrand faktor ve vitronektindir (Felding-Habermann ve Cheresh, 1993).

Arnt” ve Hiflo"Hif2o7" fare TKH’lerin avp3 integrin ekspresyonunun azaldig1 ve buna
bagl olarak trofoblastlarin adezyon ve invazyon yeteneklerinin azaldigi gosterilmistir
(Cowden Dahl, Robertson, ve ark., 2005). PE plasentalarda 3 integrin ekspresyonunun
normalden disiik oldugu bulunmustur (Y. Zhou, Damsky, ve ark., 1997). Fare
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trofoblastlarinin fibronektin iizerine adezyon ve migrasyonunu avp3 integrin ve ollbp3
integrinin diizenledigi gosterilmistir (Rout ve ark., 2004). B3 integrin ekspresyonun fare
plasentalarinda labirent ve SpT’lerde bulundugu gosterilmistir (Bowen ve Hunt, 1999).
Integrin 37 fare embriyolarinda plasental defektlere bagli olarak liimler gozlenmistir
(Hodivala-Dilke ve ark., 1999). 3 integrin heterodimeri olan av integrin igermeyen fare
embriyolarmin ise ¢ogunlukla &ldiigii ve azalmig labirent bolgesi ve anormal SpT
bolgeleri igeren plasental defektleri bulundugu gosterilmistir (Bader ve ark., 1998).
Insan plasentasinda aVB3 integrin ekspresyonunun trofoblast yiizeyinde lokalize oldugu

gosterilmistir (Xia ve ark., 2009).

Integrin sitoplazmik bolgeleri genellikle enzimatik aktiviteden yoksundur. Bu nedenle,
birgok sinyal aracilari, altyolaklar1 aktive etmek icin integrin reseptorleri ile etkilesim
halindedir. Bunlarin en ¢ok calisilanlarindan birisi fokal adhezyon kinaz (FAK)’tir.
Hiicre membraninin i¢ yiiziindeki FAK’lar integrinlerle baglanti kurararak hiicre iskeleti
baglantilarinin Organizasyonuna bir odak noktast olusturur. FAK’lar hiicre iskeleti,
proliferasyonu ve canliligini etkileyen sinyallesme agi olusturur (Harburger ve
Calderwood, 2009). Ayrica, integrinler ve reseptor tirozin kinazlar (RTK) arasinda
onemli etkilesimler bulunmaktadir (Eliceiri, 2001; Soung ve ark., 2010). Hem integrin
hem de RTK sinyallesmesi, MAPK sinyalini aktive eden, Ras ailesi GTPazlarinda
kesigir (Kinbara ve ark., 2003; Ramos, 2008).

2.9. MAPK Yolaklari

Okaryotik hiicrelerin tiimiinde bulunan bu yolak, iletinin hiicre membranindan cekirdege
aktarilmasinda gorevlidir. Bu sinyal iletimi yolaklari, embriyogenez, proliferasyon,
farklilagsma ve apoptoz iglevlerinin diizenlenmesinde rol alir. MAPK ler dort ana gruptan

olusur:

a) Ekstraselliiler sinyallerle aktive olan kinaz (ERK) ailesi (ERK1/2)
b) p38 MAP kinaz ailesi (a, B, y, 0)

€) c-Jun NH2- terminal kinaz (JNK) ailesi (JNK1,2,3)

d) ERK5
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MAPK yolagi reseptor aracili uyarinin hiicre icine iletiminden sorumlu bir kinaz
kaskadidir. Kaskad sistemi hem sinyalin amplifikasyonu hem de sinyalin siiresi, siddeti

ve kinetigi agisindan 6nemlidir (Liem ve ark., 2002).

2.9.1. ERK Yolag

Hormonlar, biiyiime faktorleri, farklilasma faktorleri ve tiimor faktorleri bu sinyal
yolunu kullanirlar. Sinyal iletimi ilk olarak Ras aktivasyonu ile baslar ve sirasiyla Raf
(MAP kinaz kinaz kinaz=MAPKKK) aktivasyonundan sonra sirasiyla MEK (MAP2K1)
(MAP kinaz kinaz=MAPKK) ve Erk (MAPK3/1) (MAP kinaz=MAPK) proteinleri
aktive olur. Erk ise sitoplazmik substratlarini ve/veya niikleusta transkripsiyon
faktorlerini fosforilasyon yoluyla aktive ederek hiicrenin biyolojik cevabini olusturur
(Kolch, 2000). Ras ve Raf protoonkogenlerdir. Ras, membrana bagli bir G proteinidir ve
bir¢ok tirozin kinaz reseptoriinii aktive etmektedir. Dinlenme halindeki hiicrelerde Ras
proteini inaktif (Ras-GDP) haldedir. Hiicrenin uyarilmasi ile GDP’nin yerine GTP
baglanarak aktif (Ras-GTP) hale gelir. Aktive olan Ras, Raf’a yiiksek afinite ile baglanir
ve Raf’in hiicre membranina yerlesimini ve aktivasyonunu saglar (Kolch, 2000; Lee ve

McCubrey, 2002).

ERK/MAPK sinyal yolagi ¢cok fazla organizmanin hiicre kaderini diizenlemektedir (Hsu
ve Perrimon, 1994; Kornfeld ve ark., 1995; Umbhauer ve ark., 1995; Wu ve ark., 1995).
Bu yolagin hipoksi tarafindan aktive edildigi gosterilmistir (Muller ve ark., 1997;
Conrad ve ark., 1999; Minet ve ark., 2000; Fujita ve ark., 2010). Farelerde, MAP2K1 ve
alt yolaginda yer alan MAPK3/1, plasentasyonun kritik diizenleyicileridir (Giroux ve
ark., 1999; Hatano ve ark., 2003; Saba-El-Leil ve ark., 2003; Bissonauth ve ark., 2006).
MAP2K1 eksikligi in vitroda HIF-eksik TKH’lerde multiniikleer sinsisyotrofoblast
olusumuyla (Maltepe ve ark., 2005) ve benzer sekilde in vivoda da ¢ok fazla
multiniikleer hiicre i¢ceren malformasyonlu plasentalarla karakterizedir (Nadeau ve ark.,
2009). Ayrica, MAPK3/1’i inhibe etme yetenegine sahip olan ¢ift 6zgiillik fosfataz
9/MAPK fosfataz 4 (DUSP9 /MKP4) da diizgiin plasental gelisim i¢in kritiktir (Christie
ve ark., 2005; Y. Liu ve ark., 2007).

Kok hiicrelerin yasamlarini in vitro ortamda devam ettirebilmeleri icin, besleyici bir
hiicre tabakasi (feeder cell layer) gerekmektedir. Choi ve arkadaslari, CELLstart’1
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(baslica insan fibronektini ve insan plasental ESM elemanlarini igerir) (Hughes ve ark.,
2011); farklilasmamis TKH’leri, fibroblast hiicre tabakasi veya fibroblast kosullu
medyumun yoklugunda kiiltiire ederken kullanmistir. TKH’ler CELLstart’ta, biiyiime
faktorlerinin veya fibroblast-kosullu medyumun (standart farklilasma protokolii)
yoklugunda kiiltiire edildiginde, bu hiicreler, standart farklilasma kosullarinda siklikla
gozlenen TDH’ler yerine sinsisyotrofoblast (SynT)’a farklilasmistir. Ancak
CELLstart’ta hipoksik ortamda yapilan kiiltiirde ise yine TDH’ler olusmustur. Bu
verilere gore, CELLstart {izerinde kiiltiire edilen TKH’ler, fibroblast hiicreleri iizerinde
kiiltiire edilen TKH’lerden farkli hiicre kaderleri kazanmis ancak hipoksik kiiltiir
kosullar1, bu ESM’e bagimli hiicre kaderi degisiminin iistesinden gelmistir. CELLstart’ta
fibroblast kosullu medyum kullanilmasi, CELLstart’in TKH farklilasmas1 iizerine
etkilerini geriye dondiirememistir. Bu sonuglar, fibroblastlardan tiiretilmis ¢6ziiniir
(soluble) faktorlerin, TKH farklilagmasindan sorumlu olmadigini gostermektedir.
Normoksik kosullarda fibroblastlar lizerinde kiiltiire edilen TKH’ler farklilasirken, HIF-
la ve HIF-2a ekspresyonu stabilizasyonu gozlenmistir. Ancak, normoksik kosullarda
CELLstart’ta kiiltiire edilen TKH’lerde ise farklilasma sirasinda HIF-1la ekspresyonu
cok az gozlenirken HIF-2a ekspresyonu olmamistir. Hipoksik ortam ise CELLstart
tizerinde Kkiiltire edilen TKH’lerin farklilagsmasi sirasinda, HIF-loo ve HIF-2a
stabilizasyonunu indiiklemistir. Bu sonuclar, ESM igerigi ve oksijenin, TKH’lerde
farklilagmaya bagimli HIF stabilizasyonu ve TDH olusumunu yoneten 6nemli etmenler

oldugunu oldugunu géstermektedir (Choi ve ark., 2013).

Choi ve arkadaglari, ESM’ye bagimli HIF ekspresyonunda MAPK yolaginin olas roliinii
de incelemistir. MAP2K1 proteinini inhibe etmek, CELLstart iizerinde kiiltiire edilen
TKH’lerin farklilagsmas1 sirasinda  fizyolojik hipoksi ile indiiklenen HIF-1a
stabilizasyonunu engellemistir. Bunun yanisira, MAP2K1 inhibisyonu, normoksik
kosullarda fibroblastlar {izerinde kiiltiire edilen TKH’lerin farklilagsmasi sirasindaki
ESM’e bagimli HIF-la stabilizasyonunu da engellemistir. Ayrica, MAP2K1
inhibisyonu, CELLstart’ta hipoksik kosulda kiiltire edilen TKH’lerin TDH’a
farklilagsmasini engellemistir (Choi ve ark., 2013). Bu sonuglar gostermektedir ki, ESM
ve oksijene bagimli HIF-la stabilizasyonu ve TDH farklilasmasi, MAPK yolagi
araciligiyla olmaktadir (Sekil 2.9.).
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Sekil 2.9. TKH’lerin HIF’e bagimli olarak farklilasma modeli. Oksijen veya ESM bagimli MAPK- HIF
aktivasyonu, TKH’lerin sinsisyotrofoblasta doniislimiini engellemekte ve TDH’a doniigimiinii
saglamaktadir (SynT: sinsisyotrofoblast).

Choi ve arkadaglari, ESM bilesimindeki degisikliklerin MAPK sinyal yolag: araciligiyla
nasil TKH kader farkliliklarina yol acabilecegini anlamak i¢in, TKH ylizey integrin
ekspresyon degisikliklerinin ESM igeriginin bir fonksiyonu olarak degisip degismedigini
test etmistir (Choi ve ark., 2013). Ciinkii, integrin ligasyonu, bilinen bir MAPK yolagi
tetikleyicisidir (Harburger ve Calderwood, 2009). Fibroblast hiicreleri iizerinde kiiltiire
edilen TKH’ler hem farklilasmamis ve hem de farklilasmis iken, B3 integrin
ekspresyonunu siirdiirmistiir. CELLstart tizerinde kiiltiire edilen TKH’ler ise her iki
durumda da B3 integrin ekspresyonu gergeklestirmemistir (Choi ve ark., 2013). Bu
nedenle, TKH’ler CELLstart iizerinde kiiltiire edildiginde azalmis olan integrin sinyali,
degismis HIF stabilitesi ve TKH kader tayininden sorumlu olabilir. Choi ve
arkadaslarinin c¢alismas1 Ozetle asagidaki sinyal iletim yolagi mekanizmas: ile

aciklanabilir (Sekil 2.10.).
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Sekil 2.10. ESM araciligiyla aktive olan TKH’lerin, MAPK sinyal iletim yolag: ile etkilesiminin HIF’i
aktive etmesinin sematik ¢izimi.

2.10. PE

PE; maternal hipertansiyon, bobrek yetmezligi ve 6dem ile karakterize olan ve tedavi
edilmezse eklampsiye ve oliime sebebiyet verebilen ciddi bir gebelik komplikasyonudur
(Sibai ve ark., 1997). Hamileligin 20. haftas1 veya sonrasinda ortaya ¢ikan vazospazm,

maternal endotelyal disfonksiyon ve azalmis sekonder organ perfiizyonu ile seyreden bir

hastaliktir (Kuo ve ark., 1992).

Ileri anne yas1 (40 yas iistii), nulliparite, daha 6nceki gebeliginde PE veya eklampsi
oykiisli, cogul gebelikler, kronik hipertansiyon, kronik bobrek hastaligi, genetik
yatkinlik ve diabetes mellitus PE i¢in baslica risk faktorleri arasindadir (Acog, 2002).

PE, tim gebeliklerin yaklasik %5'inde goriiliir. PE’nin sebepleri bilinmediginden,
hastalig1 tahmin etmek ya da 6nlemek miimkiin degildir. PE'nin kesin tedavisi gebeligin
sonlanmasidir; bu ylizden, preterm dogumlarin en Onde gelen sebeplerindendir
(Goldenberg ve ark., 2008; Jim ve Karumanchi, 2017). Fetiisiin olmadigi molar

gebeliklerde de ortaya ¢ikmasi ve dogum sonrasinda belirtilerin ortadan kalkmasi,
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PE’nin plasental bir hastalik oldugunu kanitlamaktadir. PE’nin Kesin tedavisinin
gebeligin sonlanmasi olmasi da bunu agikga gostermektedir. Ayrica, molar gebelik ve
cogul gebelik gibi hiperplasentasyon durumlarinda PE riski artmaktadir. Buna koryonik
villoz yapilarinin artmasinin sebep oldugu disiiniilmektedir (Chesley ve Cooper, 1986;
Piering ve ark., 1993).

PE'nin etiyolojisiyle ilgili ¢cok fazla aragtirma yapilmasina karsin, hastaligin nedenini
aciklayan biitlinlestirici bir teori ortaya konulamamistir ancak multifaktoriyel oldugu
diistiniilmektedir. Ancak tanimlanan bazi mekanizmalara gore, PE’nin altinda yatan
temel anormallik, spiral arterlere yeterli EVT invazyonu ger¢eklesememesinden dolay1
olusan vazospazm ve endotel hasaridir. Bunlara bagli olarak da organ hipoperflizyonu ve
maternal enflamatuar yanit gibi multisistemik bozukluklar gelisir (Nilsson ve ark., 2004;
Redman ve Sargent, 2005).

Normal gebeliklerde, endovaskiiler EVT’ler desiduadaki maternal spiral arterlere invaze
olur. Psodo-vaskiilogenez olarak adlandirilan olayla EVT’ler, uterus spiral arter
endotelinin yerine geger ve miiskiilo-elastik medya tabakayi da fibrinoid maddeyle
degistirir. Bu spiral arterlerdeki yeniden modellemenin amaci, embriyonik/fetal
bliylimeyi desteklemek icin gerekli olan daha fazla miktarlardaki kani tagiyabilen diisiik
direngli, yiiksek kapasiteli damarlari olusturmaktir (Y. Zhou ve ark., 1993; Red-Horse ve
ark., 2004). Psodo-vaskiilogenez, EVT’lerin eksprese ettigi adezyon molekiilleri ile
uterus ESM’si ve damarlar arasindaki etkilesimlere dayanir (Y. Zhou, Fisher, ve ark.,
1997; Soghomonians ve ark., 2005; Cao ve ark., 2008). EVT’ler psodo-vaskiilogenez
esnasinda adhezyon reseptor fenotiplerini degistirmektedir. EVT’lerdeki epitel hiicre
karakteristigi molekiiller olan integrinler a6/84, a5/B81 ve E-kadherin’in ekspresyonu
azalmakta, endotel hiicre karakteristigi olan integrinler al/B81, av/B3, VE-kadherin,
MMP-9 ve HLA-G’yi ekspresyonlar1 artmaktadir (Y. Zhou, Damsky, ve ark., 1997).
Baska bir ¢alismada da EVT’lerde vaskiilogenezden sorumlu VEGF ailesi tyeleri
VEGF-A, PIGF ve VEGFR-1 ekspresyonlarinin arttigi bulunmustur (Y. Zhou ve ark.,
2002). Psodo-vaskiilogenez olusumu desiduadan miyometriyumun ilk iigte birlik
kismina kadar uzanir ve ¢ogunlukla gebeligin 20. haftasina kadar tamamlanir. Ps6do-

vaskiilogenez yoluyla transforme olan spiral arterlerin ¢aplar1 4-6 kat artar ve yiiksek
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akiml diisiik direng sistemi olusur. Boylelikle, uteroplasental kan akim1 ortalama 10 kat

artar (Nilsson ve ark., 2004).

PE'nin etiyolojisi tam olarak bilinmemesine ragmen, bir¢ok calismada O tasinimi ve
ESM yeniden modellenmesinde bozukluklar ve yetersiz trofoblast invazyonu ile iligkili
oldugu gosterilmistir (Estelles ve ark., 1989; Estelles ve ark., 1994; Genbacev ve ark.,
1996; Graham ve McCrae, 1996; Genbacev ve ark., 1997; Caniggia, Winter, ve ark.,
2000; Narumiya ve ark., 2001; Merchant ve Davidge, 2004; Myers ve ark., 2005;
Redman ve Sargent, 2005; Rolfo ve ark., 2010). PE’deki temel bozukluk, spiral
arterlerdeki EVT invazyonunun yetersizligi veya hi¢ olmamasidir (Roberts ve ark.,
1989). Kiiltire edilen PE plasenta hiicrelerinin invazif potansiyelinin 6l¢iildiigi bir
calismada psddo-vaskiilogenez belirtegleri ol integrin, MMP-9 ve HLA-G
ekspresyonlarinin PE’de gerceklesemedigi gosterilmistir (K. H. Lim ve ark., 1997).
Bagka bir c¢alismada PE'de, endovaskiiler EVT’lerin farklilasmada basarisizliga
ugrayarak olfl ve avB3 integrinlerin ekspresyonunu hiicre yiizeylerinde upregiile
edilemedikleri gosterilmistir (Y. Zhou, Damsky, ve ark., 1997). Transkripsiyonel
diizeyde, PE EVT’lerin temel heliks-loop-heliks aile {iyelerinin negatif bir regiilatorii
olan ve farklilasmayr engelleyen 1d2’yi c¢ok yiiksek diizeyde eksprese ettigi
gosterilmistir (Janatpour ve ark., 1999; Janatpour ve ark., 2000). Birgok caligsma,
degismis MMP aktivitesi ile PE patogenezini iliskilendirmistir (Narumiya ve ark., 2001,
Merchant ve ark., 2004; Jeyabalan ve ark., 2006; Jeyabalan ve ark., 2007). MMP-2 ile
ilgili calismalar daha fazladir c¢ilinkii PE kadinlarda dolagimdaki MMP-2 diizeyi
yiikselmektedir (Narumiya ve ark., 2001; Myers ve ark., 2005). Ayrica, MMP-1’in doku
inhibitoriiniin dolagimdaki diizeyi de PE’de azalmistir (Kolben ve ark., 1996). Boylece,
uterus ESM yeniden modellenmesindeki bozukluklar, yetersiz trofoblast invazyonu

nedeniyle plasentasyonu negatif etkileyebilir.

PE’nin anjiyogenik faktorlerdeki dengesizlik ile iliskili oldugu da gosterilmistir (S.
Maynard ve ark., 2008). Ornegin, EVT’ler tarafindan gerceklestirilen endovaskiiler
invazyonun PE’de, VEGF-A ve VEGFR-1’in diisiik seviyeleri ve artan VEGF
antagonisti sFlt-1 nedeniyle bozulabildigi gosterilmistir (Y. Zhou ve ark., 2002). Buna
paralel sekilde, asir1 sFlIt-1 ekspresyonu sicanlarda PE-benzeri bir sendroma yol
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acmaktadir (S. E. Maynard ve ark, 2003; Kanasaki ve ark., 2008).PE
sinsisyotrofoblastta vaskiilogenezi bozan endoglin ekspresyonu artmaktadir ve gebe
siganlara bu molekiiliin verilmesi PE-benzeri bir sendroma yol agmistir (Venkatesha ve
ark., 2006). Bu faktorlerin aksine, insan sinsisyotrofoblastlarinda da bir peptid
vazodilator olan adrenomedullin ekspresyonu PE’de diiser (Wilson ve ark., 2004) ve
farelerde bu molekiilin maternal ve/veya fetal ekspresyonunun azalmasiyla PE
sendromunun belirtileri gelisir (Li ve ark., 2006). Adrenomedullin ve onunla iliskili

adrenomedullin 2 ekspresyonlarinin EVT invazyonunu da etkileyebildigi gosterilmistir

(Zhang ve ark., 2005; Chauhan ve ark., 2009).

Onceki calismalar, HIF fonksiyonu ve PE arasinda iliski oldugunu gdstermektedir
(Genbacev ve ark., 1996; Genbacev ve ark., 1997; Caniggia, Winter, ve ark., 2000;
Redman ve Sargent, 2005; Rolfo ve ark., 2010). Plasental vaskiilogenez ve dallanmada
rol oynayan glial cells missing 1 (GCM1) ekspresyonu PE’de azalmistir (C. P. Chen ve
ark., 2004). Plasental GCM1 ekspresyonunun oksijen tarafindan diizenlendigi
bulunmustur (McCaig ve Lyall, 2009). Ayrica, oksijen miktarinin insan
sinsisyotrofoblast farklilasmasini diizenleyebildigi gosterilmistir (Kudo ve ark., 2003).
PE plasentalardaki gen ekspresyonu, in vivo kronik hipoksi modeli olan yiiksek
rakimdaki plasentalar ve in vitro hipoksi modeli olan %3 oksijende ilk trimester villus
eksplant kiiltiirii ile ¢ok benzer bulunmustur (Soleymanlou ve ark., 2005; Zamudio,
2007). Farelerde HIF-eksikliginin trofoblast farklilasmasinda degisikliklere ve VEGF
ekspresyonunda azalmaya yol a¢tigi bulunmustur (Maltepe ve ark., 1997). PE benzeri
sendroma yol agan sFltl proteininin insan plasentasinda HIF-la ile indiiklendigi
gosterilmistir (Nevo ve ark., 2006; Kanasaki ve ark., 2008). Bir ostrojen metaboliti olan
ve HIF aktivitesini inhibe eden 2-methoxyestradiol (Mabjeesh ve ark., 2003), PE
kadinlarda azalmigtir ve eksikligi farelerde PE-benzeri bir sendroma neden olmustur
(Kanasaki ve ark., 2008). Son olarak, HIF-2 bagimli ekspresyon gosterdigi ve fare
plasentalarinda TDH farklilagmasini indiikledigi belirlenen (Choi ve ark., 2013) Lim
domain kinase 1 (Limkl) ekspresyonunun PE’de azaldigi gosterilmistir (Y. Zhou ve
ark., 2014). Ozetle, PE, endovaskiiler invazyonu, anjiyogenik faktér dengesizligini,

sinsisyotrofoblast olusumunu ve plasental gelisimi olumsuz etkileyen EVT
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farklilagsmasindaki temel hatalar ile iligkilidir ve hiicresel hipoksi yanitlari, neredeyse

aciklanan tiim yolaklarda rol oynamaktadir.

PE’de psodo-vaskiilogenez ya hi¢ gergeklesmez ya da spiral arterlerin sadece desidua
kisimlarinda gergeklesir. Spiral arter ¢api normalde yaklasik 500 pm iken oldugu halde
PE’de sadece ortalama 200 pm’de kalir. Ayrica, PE’de spiral arterlerin ancak %30-
50’sine invazyon ger¢eklesmektedir (Gerretsen ve ark., 1981). Sonugta, gebelikte
yaklasik 10 kat artmasi gereken uteroplasental kan akimi artisi olusamaz. Bunun
sonucunda plasental hipoksi olusur ve fetiise giden kan miktar1 azalir (Khong ve ark.,
1986; Papageorghiou ve ark., 2001).

PE’de olusan plasental hipoksi sonucunda, plasentadan salinan faktorler (Hipoksik
plasentadan kaynaklanan artmis reaktif oksijen tiirleri (Burton, 2009; Myatt ve Webster,
2009) ve annenin dolagiminda artan sinsisyotrofoblasttan kopan parcaciklardir (Meziani
ve ark., 2006; Redman ve Sargent, 2008; Guller, 2009).), maternal endotelyal hasara
neden olur (Redman, 1992). PE’de artan maternal serum ve plasental fibronektin
seviyeleri, artan endotelyal hasarin gostergesidir (Uzun ve ark., 2010). Maternal
endotelyal hasar, vasodilator (prostasiklin ve nitrik oksit) liretiminin azalmasina neden
olur ve boylece vazospazm olusur. Vazospazm, 6zellikle bobrek, karaciger ve beyin
olmak tizere tiim maternal organlarda diisiik perflizyona ve periferal direncin artmasina
yol acar. Bu da hipertansiyona sebep olur (Roberts ve Lain, 2002). Bobreklerdeki renal
kan akigi ve glomeriiler filtrasyon hizinda azalma gozlenir, glomeriiler bariyer
biitiinligiini kaybeder ve sonugta proteiniiri meydana gelir. Karaciger fonksiyonlarimin
bozulmasi sonucunda HELLP sendromu (hemoliz, karaciger enzim seviyesi artist,
trombosit azligi) olusabilir. HELLP sendromu PE hastalarinin %10-20’sinde goriiliir.

Beyindeki azalmis serebral perfiizyon, bas agris1 ve bag donmesine neden olur.

PE’nin fetal etkileri ise uteroplasental yetmezlik sonucu intrauterin biiylime geriligi
(IUGR), ablasyo plasenta, erken dogum ve intrauterin 6liimdiir. IUGR riski, erken ortaya
¢ikan PE’de artis gosterir (Moran ve ark., 2004; Jim ve Karumanchi, 2017). Plasentadaki
bozukluklar, gebeligin 10-16. haftalar1 arasinda yani PE’nin klinik bulgular1 ortaya
¢ikmadan once olugsmakta iken; klinik belirti ve bulgular ise ¢ogunlukla 2. trimester ve

termde ortaya ¢ikmaktadir.
29



PE’nin ileri boyutu eklampsidir. EKlampsi PE’nin biitiin bulgularina havale nébetlerinin
(konviilziyon) eklenmesiyle olusur. Eklampsinin yaris1 termden oOnce ortaya
cikmaktadir. PE ve eklampsi, perinatal morbidite ve mortaliteyi belirgin 6l¢iide artiran
obstetrik olgulardir. Perinatal mortalite, PE’lerde %5-14 arasinda goriiliirken, eklampsi
olgularinda %13-37,9 arasinda degismektedir (Pritchard ve ark., 1994). Maternal
mortalite ise PE’de ¢ok nadir olusurken, eklampside bu oran %17,5’a kadar
yiikselmektedir (Dennis ve ark., 1982; Pritchard ve ark., 1994).

2.10.1. PE Plasentada Gozlenen Makroskobik Degisiklikler

PE hastalarin uteroplasental yapilarinda PE i¢in ayirt edici olan histolojik degisiklikler
olusur. Bu degisikliklerden bazilari; bazal membran biitiinliigiiniin bozulmasi, endotel
hiicre hasari, plasental enfarktiis, trombosit birikimleri, fibrinoid nekroz, intimal hiicre
proliferasyonu ve miyointimal hiperplazi, diiz kas hiicresi proliferasyonu, vazospazm

gibi bulgulardir.

PE gebeliklerin plasentalart normal gebeliklere gore daha kiigiiktiir ve plasenta/fetiis
agirlik oram1 azalmaktadir. Yetersiz intervilloz dolasim sebebiyle dlen villus dokulari
olan plasental enfarktiis, PE’de en ¢ok go6zlenen plasental bulgulardandir. PE’de
plasental enfarktiis goriilme siklig1 %33-60’tir. Plasentanin desiduaya tam tutunamamasi
nedeniyle erken ayrilmasi olan ablasyo plasenta, PE’de 3 kat daha fazla goriiliir. PE’de
intravilloz fibrinoid birikimi artar. PE plasentalarda ultrastriiktiirel olarak g6zlenen fokal
sinsisyal nekroz ve mikrovillus kaybi, plasental iskeminin gostergeleridir (Bulmer,
1992). PE plasentalarin sinsisyumu ince ve diizensizdir ve vakuoller igerir (Huang ve
ark., 2013). PE’nin 6nemli bir histopatolojik bulgusu, villus trofoblastik bazal
membraninin kalinlasmasidir. Umblikal arterlerin vazokonstriksiyonu sonucunda asiri
sinsisyal diiglim ve stromal fibroz olusabilir. Villuslardaki kapillerlerin sayica artmasi
durumu olan koranjiyoz, PE’de hipoksik duruma adaptasyon olarak olusur. Histolojik
olarak villus matiirasyonu gebelik yasiyla uyumludur (Baergen, 2005; Benirschke ve
ark., 2006). PE plasentalarin TV leri kii¢iik ve atrofiktir (Ishihara ve ark., 2002). PE’de
EVT’lerin %15 ile %50’sinin apoptoza ugradigi tespit edilmistir. PE’deki yetersiz EVT
invazyonunda bu artan apoptozun pay1 olabilecegi diisiiniilmektedir (DiFederico ve ark.,
1999).
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2.11. Hipotez

Fare TKH'erin kiiltiire edildiginde ESM'nin, farklilagmaya bagli olarak HIF
indiiksiyonunu tesvik eden MAPK sinyal iletim yolagin tetikleyebildigine dair bulgular
bulunmaktadir. Ancak insan plasentasinda bu mekanizma heniiz incelenmemistir. Ayrica
PE plasentalarda bu yolagin isleyisi hakkinda da veri bulunmamaktadir. Bu nedenlerden
dolay1, “Plasentanin ESM igeriginin HIF aktivasyonunu tetikleyebilecegi ve bu siirecin
PE'de bozulabilecegi” hipotezini kurduk. Bu ¢alisma ile amacimiz normal ve PE
plasentalarda, ESM indiikli MAPK-HIF iligkisinin incelenmesidir. Bu nedenle bu
calismada, daha once fare kiiltiirii calismalar1 sonucunda elde edilen plasental yolaklarin,

insan plasenta dokularinda da islevselligini arastirdik.

31



3. GEREC ve YONTEM

3.1. Doku Temini ve Hazirlanmasi

Bu calismadaki deney gruplari, Antalya Egitim Arastirma Hastanesi Kadin Hastaliklar1
ve Dogum Anabilim Dali ve Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve
Dogum Boliimleri’ne bagvuran ve yazili onam alinan hastalardan gerekli etik kurul
izinleri alinarak olusmustur. PE tanis1 konulan hastalarin ve herhangi bir komplikasyon
saptanmayan gebelerin (kontrol grubu) plasentalar1 calismaya dahil edildi. Kadin
Dogum uzmanlar1 tarafindan PE (n:15) ve kontrol grubunun (n:13) term plasentalari
sezaryen dogum sirasinda alindi. Plasentalar dogumdan hemen sonra steril kosullarda
kuru buz iizerinde laboratuvara getirildi. Plasentalarin maternal ve fetal yiiziiniin farkl
bolgelerinden parcalar alindi. Doku parcalart 6nce serum fizyolojik ile calkalanarak

fazla kanin uzaklastirilmasi saglandiktan sonra asagidaki islemler gergeklestirildi:

e Dokularin bir kismi immiinoflorasan boyama i¢in rutin histolojik takibe alinarak
parafine gomiildii.

e Bir kisim doku Western blot teknigi i¢in s1v1 nitrojene (-196°C) alindi.

e Bir kisim doku ise RT-PCR metodu ig¢in siv1 nitrojene (-196°C) alindi.

3.1.1. Iimmiinoflorasan Boyama Teknigi i¢in Doku Hazirlanmasi

Alman PE ve normal term plasenta Ornekleri %10’luk nétral formalin (%4’ lik
formaldehid) fiksatifi igine alinarak 24 saat fikse edildi. Fiksasyondan sonra, dokular 2
saat akan ¢esme suyu ile yikandi. Ardindan, sirasiyla %70, %80, %90°lik alkol 24’er
saat ve %100’liik alkolde 3 saat tutularak sudan kurtarma (dehidrasyon) islemi
gerceklestirildi. Ksilol icinde ii¢ defa ikiser dakika bekletilerek dokular seffaflastirildi.
Ornekler 58°C’lik etiivde ii¢ defa 1’er saat parafinize edildikten sonra temiz parafine

gomiilerek parafin bloklar hazirlandu.

3.1.2. Western Blot Teknigi i¢in Lizat Hazirlama
Kullanilan soliisyonlar
e Lizis Buffer:

o 10ml 0.1M Tris (pH 7.4) (Bio-Rad, #161-0719)
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o 1 ml 100X Na-orthovanadate (Sigma, #56508)

o 90 ml distile su

o 1grSDS (Sigma, # L4390)
e Proteaz inhibitor kokteyli:

o 40 ul Proteaz inhibitér kokteyli 25X (2 ml dH20 + 1 tablet proteaz inhibitor

kokteyli (Protease inhibitor coctail tablet, Roche, #1169749800120))

o 600 ul dH20
Stvi nitrojene (-196°C) alinip muhafaza edilen kontrol ve PE plasenta 6rneklerinin
oncelikle bisturi yardimiyla mekanik olarak parcalanmasi saglandi. Parcalanan doku
ornekleri uygun tiiplere alinarak agirliklar: tartildi. 0,2 gr dokuya 600 pl lizis tamponu
ve 10 pl proteaz inhibitér kokteyli olacak sekilde hesaplanarak dokunun iginde
bulundugu tiiplere lizis tamponu ve proteaz inhibitdr kokteyli eklendi. Dokular
vortekslendi ve  homojezinatdor yardimiyla  Orneklerin  iyice  parcalanmasi
gerceklestirilerek Orneklerin homojen bir bigimde lizise ugramasi saglandi. 15.000
rpm’de +4°C’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatantlar alinip pelet kismi saklanarak

lizatlar hazirlandi. Hazirlanan lizatlar -20°C de muhafaza edildi.

3.2. iImmiinoflorasan Boyama Protokolii
Kullanilan soliisyon ve cihazlar
e Siiperfrost plus elektostatik lam: (Thermo Scientific, #4951PLUS)
e Fosfat tamponlu tuz (PBS):
o 7.2 gr Na2HP04.12H20 (Merck)
o 0.8 gr KH2P04 (Merck)
o 16 gr NaCl (Merck)
o 2 litre distile su igerisinde ¢oziildii ve pH’st 2N NaOH ile pH 7.4 olacak
sekilde ayarlandi.
o Sitrik asit (pH:6.0; 900 ml distile suda 2,1 gr sitrik asit)
e Permeabilizasyon soliisyonu: %0.5 Triton X-100 (Sigma, #T8787)
e Bloklama soliisyonu: Ultra V Block (LabVision Corporation, #TA-125UB)
e Antikor Diliient soliisyonu: Large Volume UltrAb Diluent (LabVision, #TA-125UD)
e Izotip Kontrol: Mouse 1gG; [225X0931] (Dako, #X0931)
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e izotip Kontrol: Rabbit serum (Dako, #X0902)

e DAPI’li Kapatma soliisyonu: (Vector, #H-1200)

e Floresan mikroskobu: Olympus BX61

Parafin bloklarindan aliman 5 pm kalinligindaki kesitler Superfrost plus lamlar {izerine
alinarak, 3 kere 5’er dakika ksilolde tutularak deparafinize edildi ve daha sonra derecesi
azalan alkol serilerinden gegirilerek suya alindi. Kesitler sitrik asit ¢ozeltisinde 3 kere
7’ser dakika kaynatilip 20 dakika oda 1sisinda bekletilip sogutuldu. Kesitlerin etrafi
hidrofobik kalem ile ¢izildikten sonra PBS ile 3 kez beser dakika yikandi. Hiicresel
permeabilizasyon PBS’te hazirlanmis %0.5 Triton X-100 igeren soliisyon ile 10 dakika
yapildi. Ardindan kesitler 5 dakika PBS ile yikandi. Ozgiil olmayan baglanmalar1 bloke
etmek icin kesitler Ultra V Block ile oda 1sisinda 10 dakika bekletildi. Yikama
yapilmadan {i¢lii primer antikorlarla gece boyu +4 derecede inkiibe edildi. Uglii boyama
icin mavi, yesil ve kirmizi sekonder antikorlar gerektigi ancak mavi renkli sekonder
antikor (Alexa Fluor 350, Invitrogen A21081) c¢alismadigindan T¢li boyama
gerceklestirilemedi. Bunun {izerine, ¢iftli boyamalar yapildi ve ikili boyamalarin seri
kesitlerinde de trofoblastik hiicreler icin belirtec olarak sitokeratin 7 gosterildi. ikili
boyanan primer antikorlar Tablo 3.1.'de gosterilmistir. Negatif kontrol olarak, primer
antikorlar ile ayn1 konsantrasyonda olmak {izere, uygun izotip kontrol antikorlar1 veya
bunlari iceren serum kullanildi. Kesitler PBS ile 3 kez 5 dakika yikanip karanlikta uygun
floresan isareti tasiyan sekonder antikorlarla (FITC ve Alexa Fluor 568 ile konjuge) ile
oda 1s1sinda 1 saat inkiibe edildi. Kesitler tekrar PBS ile 3 kez 5 dakika yikanip DAPT’li
kapatma soliisyonu ile kapatildi. Florasan mikroskobu diizeyinde plasental kesitlerdeki
boyanmalar degerlendirildi ve fotograflandirildi. Calismada kullanilan primer ve

sekonder antikorlar Tablo 3.2.’te verilmistir.
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Tablo 3.1. ikili boyanan primer antikorlar.

Fibronektin
Fibronektin
Fibronektin
B3 integrin
B3 integrin
B3 integrin
Fosfo-MAPK3/1
Fosfo-MAPK3/1

Fosfo-MAPK3/1

HIF-1a
HIF-1B
HIF-2a
HIF-1a
HIF-1B
HIF-2a
HIF-1a
HIF-1B

HIF-2a

Tablo 3.2. immiinofloresan analizinde kullamilan primer ve sekonder antikorlar ve diliisyonlar1.

Primer Diliisyon @ Katalog
Antikor Numarasi

Sekonder Antikor

Fibronektin 1:200

B3 integrin 1:100 Abcam

ab75872
Fosfo- 1:200 Cell Signaling
MAPK3/1 4370
HIF-1la 1:100 Abcam abl
HIF-1p 1:100 Abcam ab2771
HIF-2a 1:50 Santa Cruz

sc-13596
Sitokeratin 7 | 1: 500 Dako M7018

Abcam ab2413

1:250 FITC goat anti-rabbit 1gG, Santa
Cruz sc-2012

1:250 FITC goat anti-rabbit 1gG, Santa
Cruz sc-2012

1:250 FITC goat anti-rabbit 1gG, Santa
Cruz sc-2012

1:250 Alexa Fluor 568 donkey anti-
mouse 1gG (H+L), Invitrogen A10037

1:250 Alexa Fluor 568 donkey anti-
mouse 1gG (H+L), Invitrogen A10037

1:250 Alexa Fluor 568 donkey anti-
mouse 1gG (H+L), Invitrogen A10037

1:250 Alexa Fluor 568 donkey anti-
mouse 1gG (H+L), Invitrogen A10037
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3.3. SDS-PAGE Western Blot Protokolii
3.3.1. Protein Miktarinin Belirlenmesi
Kullanilan soliisyonlar ve cihazlar
e Bovine Serum Albiimin (Sigma, #A9647)
e Lowry Soliisyonu:

Lowry A: 2 gr NaOH + 10.6 gr Na2COs, 500 ml distile su

Lowry B: 1 gr KNaCsH4Oe, 100 ml distile su

Lowry C: 1 gr CuSO4.5H20, 100 ml distile su
e Spektrofotometre: pQuant BioTek Spectrophotometer
Onceden hazirlanip -20°C de muhafaza edilen lizatlarn igerdigi protein miktarinin
belirlenmesi i¢in Lowry yontemi (Lowry ve ark., 1951) kullanildi. Bu yontemde standart
olarak protein igerigi 1mg/ml olan BSA kullanildi. BSA’nin (1000 pg/ml), 1:1 (500
pg/ml protein), 1:2 (250 pg/ml), 1:3 (125 pg/ml), 1:5 (31.3 pg/ml) diliisyonlar1 yapilarak
standart protein araligi hazirlandi. Lizatlar, 1:30 ve 1:60 diliisyonlar halinde ¢alisildi.
Hazirlanan standart ve lizat diliisyonlarindan 20 ul alinarak lowry tiiplerine pipetlendi.
Kor olarak distile su kullanildi. Bu islem her 6rnek i¢in 2 kez tekrarlandi. Tiim lowry
tiiplerine 600 pl lowry soliisyonu konuldu. Lowry soliisyonu 100:1:1 oraninda LowryA:
LowryB: Lowry C soliisyonlarinin karistirilmasiyla hazirlandi. ilk énce Lowry B ve C
sollisyonlar1 karistirilip ardindan Lowry A soliisyonu ilave edildi. Lowry soliisyonu ile
10 dakika inkiibasyonun ardindan tiim tiiplere 60 pl 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 pl 6rnek 96 kuyucuklu plate’lere
pipetlendi. Daha sonra 60°C’lik inkiibatorde 15 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
spektrofotometrede 750 nm dalga boyunda okunmasi saglandi. Standartlar ile
karsilagtirilarak her bir numunenin protein miktar1 tespit edildi. Tiim numunelerin
protein miktarlarinin esit olmasi saglanarak Western Blot analizlerinde kullanima hazir

hale getirildi.

3.3.2. SDS- Poliakrilamid Jel Elektroforezi ve Immiin Blot
Kullanilan soliisyonlar ve cihazlar

e Sample Buffer 2X, Laemmli electrophoresis Reagent (Sigma, #S-3401)
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5X Yiriutme Tamponu:

o 99 Tris (Bio-Rad, #161-0719)

o 43.2 g Glisin (Bio-Rad, #161-0718)

o 39 SDS (Sigma, #L4390)

o 600 ml Distile su

o Distile su ile 1X seklinde diliie edilerek kullanildi.

Transfer Tamponu:

o 14.3 g Glisin (Bio-Rad, #161-0718)

o 349 Tris (Bio-Rad, #161-0719)

o 700 ml bidistile su igerisinde ¢6ziildii. Bu soliisyona 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):

o 5 gsiit tozu (Bio-Rad) 100 ml TBS-T igerisinde ¢oziildii ve +4°C’de en fazla
24 saat kalacak sekilde muhafaza edildi.

10X Tris Tamponlu Tuz (TBS):

o 60.55 gr Tris (Bio-Rad, #161-0719)

o 87.66 gr NaCl (Carlo Erba, #368257)

o 800 ml distile suda ¢ozdiiriildii ve pH’s1t HCI ile 7.4°e ayarlandi. Toplam
hacim distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi.

TBS-T Soliisyonu:

o 1 litre 1X TBS igerisine 1 ml Tween-20 (Lab Vision, #TA-125-TW) eklendi

ve oda sicakliginda saklandi.
Thick blot paper (Bio-Rad, #165-0921)
Blotting-Grade Blocker nonfat dry milk (Siit tozu) (Bio-Rad, # 170-6404)
West Pico chemiluminescent substrates (Thermo Pierce, #34080)

o Luminol soliisyon ve sabitleme soliisyonu 1:1 oraninda karistirilarak

hazirlandi.
PVDF membran (Bio-Rad, #162-0177)
Kaleidoscope Prestained Standards, broad range (Bio-Rad, #161-0324)
CL-Xposure film 18x24 cm (Thermo Scientific, # 34089)
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o Gelistirme (developer) soliisyonu:

o 100 ml gelistirme solisyonuna (PQ Universal Developer) (ILFORD,

#1757314)

o 900 ml distile su eklenerek hazirlandu.
e Sabitleme (fiksatif) soliisyonu:

o 50 ml sabitleme soliisyonuna (Hypam Fixer) (ILFORD, #1758285)

o 450 ml distile su eklenerek hazirlandk.
Protein Sl¢limii sonrast hazirlanan lizatlarin protein miktarlar1 distile su ile esitlendi.
Lizatlar 1:1 oraninla lemli ile karistirildi ve 95°C’de 5 dakika kaynatilarak numuneler
yiiklemeye hazir hale getirildi. Calisilacak olan proteinin kilo dalton (kDa) agirlig
dikkate alinarak uygun ylizdelerde jeller hazirlandi. Her kuyucuga 20 pl numune
yiiklenerek jel elektroforezi gerceklestirildi. Elektroforez sonrasinda immunoblotting
yapilarak jeldeki proteinlerin membrana geg¢mesi saglandi. Proteinlerin PVDF
membrana transferinden sonra, membran 1 saat siire ile oda sicakliginda 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 Fibronektin, B3 integrin, MAPK3/1, fosfo-MAPKS3/1, HIF-la,
HIF-1B, HIF-2a ve Beta aktin antikorlari ile uygun sicaklik ve siirede karistiric iizerinde
inkiibe edildi. Kullanilan primer ve sekonder antikorlar liste halinde Tablo 3.3.’de
goriilmektedir. Inkiibasyon sonrasinda, 3 kez 10 dakika TBS-T ile yikamanin ardindan
membran sekonder antikorla oda 1sisinda karistirici iizerinde 2 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda tekrar 3 kez 10 dakika TBS-T soliisyonu ile yikandi. Membran
Chemiluminisans’la uygun siirede gelistirilip, membrandaki protein bandlar1 karanlik
odada hiperfilme aktarildi. Goriintiileme amaciyla film, gelistirme ve sabitleme

soliisyonlarindan gegirildi ve distile su ile yikanip kurutuldu.

38



Tablo 3.3. Western Blot analizinde kullanilan primer ve sekonder antikorlar ve diliisyonlari.

Primer Antikor ' Diliisyon Katalog Numaras1 = Sekonder Antikor

Fibronektin 1:500 Abcam ab2413 1:2000 BioRad 1706515
B3 integrin 1:500 Abcam ab75872 1:3000 BioRad 1706515
MAPK3/1 1:1000 Cell Signaling 4695 | 1:2000 BioRad 1706515
Fosfo-MAPK3/1 | 1:500 Cell Signaling 4370 | 1:2000 BioRad 1706515
HIF-la 1:200 Abcam abl 1:2000 BioRad 1706516
HIF-1p 1:1000 Abcam ab2771 1:2000 BioRad 1706516
HIF-2a 1:100 Santa Cruz sc-13596 | 1:2000 BioRad 1706516
Beta aktin 1:5000 Abcam ab6276 1:5000 BioRad 1706516

3.4. gRT -PCR (Kantitatif Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Protokolii
3.4.1. Hedef mRNA’larin Kantitatif Diizeylerinin Belirlenmesi
Kullanilan malzemeler ve cihazlar:
e MagNAlyser Green Beads (Doku pargalamak i¢in kullanilan bilye iceren tiipler)
(Roche, #03358941001)
e Trizol (Invitrogen, #15596-026)
e BCP (1-Bromo-3-chloropropane, Sigma, #B9673)
e izopropanol (Sigma, #1-9516)
e DNase/RNase igermeyen distile su (Gibco, #10977-035)
e MagNA lyser: Roche
e Thermomixer Comfort: Eppendorf
e MiniSpin: Eppendorf
e Sogutmali santrifiij: Eppendorf, 5417R
1. Insan plasenta dokusundan mRNA eldesi i¢in, kontrol ve PE gruplara ait plasenta
dokusunun bir pargasi, MagNA lyzer bilyelerini igeren steril tliplere alindi ve
tizerine 1 ml Trizol eklenerek, MagNA lyzer cihazinda 6500 devirde, 2 kere 45

saniye muamele edilerek pargalandi. Bu islem arasinda tiipler 1 dakika buzda
bekletildi.
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Doku parcgalarini igeren tiipler, oda 1sisinda 30 dakika inkiibe edildikten sonra
13.000 rpm’de 3 saniye kisaca spin edilerek doku debrisinin dibe ¢Okmesi
saglandi. Bilyelerin iizerinde kalan sivi kisimlar yeni eppendorflara aktarildi ve
tizerine 100 ul BCP eklenerek altiist etmek sureti ile karigmasi saglandi.
Eppendorflar 10 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.

Bu siirenin sonunda tiipler 15 dakika +4°C’de 11.000 rpm’de santrifiij edildi.
Santrifiijden sonra tiiplin iistinde RNA’nin bulundugu seffaf kisim, steril 1.5
ml’lik yeni bir tiipe alinda.

Tiipe 500 pl izopropanol eklenip altiist ederek karigmasi saglandi ve oda 1sisinda
10 dakika inkiibe edildi.

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

Santrifiij sonrast siipernatant atilip geriye kalan pelet lizerine 1 ml %70’lik etanol
konularak yikama gerceklestirildi ve ardindan 5 dakika, +4°C’de, 8400 rpm’de
santrifiij edilerek stipernant atildi.

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

Cozilmiis olan RNA’y1 igeren tiipler, Thermomikser cihazinda 55 derecede 10

dakika inktube edildi ve ardindan -80°C’de muhafaza edildi.

3.4.2. 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: nQuant BioTek Spectrophotometer

1.

Izole edilen total RNA’larin absorbans degerleri spektrofotometre cihazinda
yapilan Ol¢tiim ile belirlendi. RNA miktar1 = (Absorbans degeri) x (diliisyon
faktorii) x (RNA sabiti (40)) formiilii ile hesaplandi.

RNA konsantrasyonu 2 pg olacak sekilde hesaplama yapilarak genomik
DNA’nin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in izole edilen total RNA ayr bir tiipe

alinarak DNaz uygulamasi gerceklestirildi. Bunun i¢in;
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Elde edilen RNA 10 mikrogram'lik ul'lik hacimde

DNaz | enzimi 1 ul
10X DNaz I tamponu I ul
DEPC su 12 ul’ye tamamlanacak sekilde hesaplama yapildi.

3. 0,2 mI’lik steril PCR tiipline konulan igerikler, 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

4. Siire sonunda 1 pl DNase stop soliisyonundan konuldu. Vorteks yardimi ile
icerigin tamamen karigsmasi saglandi ardindan tiipler spin edildi ve 65 derecede
10 dakika inkiibe edildi.

5. Bu siirenin sonunda tiipler buz iizerine alind1 ve 13200 rpm'de, 2 dakika santrifiij
edildi.

6. Santrifiij sonras1 siipematant yeni steril bir tiipe alindi. Boylece, genomik DNA

ortamdan uzaklastirildi.

3.4.3. cDNA (Komplementer DNA) Eldesi
Kullanilan malzemeler ve cihazlar:
e Superscript 11 First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, #18080-051)
e PCR cihazi: MyCycler Thermocycler, BioRAD
1. DNase muamelesi yapilan RNA orneklerinden 8 pl 0.2 ml’lik yeni bir steril PCR
tiipiine kondu. Uzerine 1 pl Random Hexamers ve 1 ul 10 mM dNTPmix
pipetlendi.
2. Bu karnisim 65°C’de 5 dakika bekletilerek RNA’daki ikincil kivrimlarin
¢Oziilmesi saglandi.
3. Siire sonunda tiipler buza alinarak karigim iizerine asagidaki tabloda belirtildigi

gibi hazirlanmig olan 10 pl’lik cDNA sentez karisimi konuldu.

Igerik Hacim
10X RT buffer 2.0 ul
25 mM MgCI2 4.0 pl
0.LMDTT 2.0 ul
RNase out 1.0 pl
Superscript 111 1.0 ul
Toplam 10.0 pl
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4.

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

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

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

3.4.4. gRT-PCR Uygulamasi

Kullanilan malzemeler ve cihazlar:

QuantiFast SYBR Green PCR kit (Qiagen, # 204054)

PCR strip tiipleri (Axygen, #PCR-0108-LP-RT-C)

Real Time PCR cihazi: StepONEplus Real Time PCR System, Applied
Biosystems

Deney gruplarindan yukarida belirtildigi gibi elde edilen cDNA’lar qRT-PCR
uygulamasinda kullanildi.

Asagidaki tabloda belirtilen icerikler konularak reaksiyon karigimi olusturuldu.

Igerik Miktarlar (ul)
2X SybrGreen Mastermix 12.5
Primer ileri (10 uM) 1
Primer geri (10 uM) 1
cDNA 2
RNaz icermeyen su 8.5
Toplam hacim 25 ul

gRT-PCR uygulamas1 ikili (dublik) olarak gerceklestirildi. Fibronektin, (3
integrin, MAPK3/1, fosfo-MAPK3/1, HIF-la, HIF-1B, HIF-2a ve Beta aktin igin
hazirlanmis strip tlipler qRT-PCR aletinde okundu ve software programi
yardimiyla CT (siklus esik degerleri) degerleri belirlendi. Elde edilen CT
degerleri 2"22CT formiiliinde kullanilarak her genin (Tablo 3.4.) kontrol grubuna
kiyasla goreceli degisim diizeyleri hesaplandi. Amplifikasyon, 35 siklusta
gerceklestirildi. Ayrica, Melting curve analizi ile iiriinlerin beklenen ve gozlenen

Tm degerleri karsilastirilarak PCR {iriinlerinin dogrulugu degerlendirildi.
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gRT-PCR uygulamasinda uygulanan 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

Tablo 3.4. gRT-PCR igin kullanilan oligoniikleotid sekanslari.

Forward primer Reverse primer

Fibronektin | 5-GCAGTGGCTGAAGACACAAG-3' | 5-TGGTGCAGGAGTAGAACGTC-3'

B3 integrin

MAPK1 5-CCATTCAGCTAACGTTCTGC-3' | 5-TCATGGTCTGGATCTGCAAC-3'
MAPK3 5-ATTGTGCAGGACCTGATGGA-3' | 5-TTGGCGGAGTGGATGTACTT-3'
HIE-lo, 5-CCTTCGATCAGTTGTCACCA-3' | 5-ATTCATCAGTGGTGGCAGTG-3
HIF-1p 5-ACGGAACAAGATGACAGCCT-3' | 5-GGAGCCATCAGTGGATGTGT-3
HIF-2a 5-TGTCAACCTCAAGTCAGCCA-3' | 5-CACATGATGATGAGGCAGGA-3'
Beta aktin | 5-GAGCAAGAGAGGCATCCTCA-3'  5-CCACACGCAGCTCATTGTAG-3

5-CCATGGATTCCAGCAATGTC-3'

5-GCAGGTGGCATTGAAGGATA-3'

3.5. Istatiksel Analiz

PE ve kontrol gruplarina ait hasta verileri SigmaStat 3.5 programi kullanilarak
karsilastirildi. One Way ANOVA testleri uygulandi ve p<0.05 olan degerler istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi. Deney gruplarina ait western blot bantlarin yogunluklari
DigiDog 1000 programi kullanilarak analiz edildi. Degerler beta aktin yogunluklarina
gore 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. gRT-PCR sonucu elde edilen 22T degerleri icin One Way ANOVA testinde
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Holm Sidak metodu ile ¢oklu karsilastirma yapildi ve p<0,001 olan degerler istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Deney Gruplarmin Verilerinin Karsilastirilmasi

PE tanisi konulan hastalarin ve herhangi bir komplikasyon saptanmayan gebelerin
(kontrol grubu) dogum sonrasi term plasentalar1 toplanmistir. PE ve kontrol gruplarina
ait hasta verileri (hastalarin yasi, gebelik haftasi, fetal ve plasental agirliklar, sistolik ve
diastolik kan basinct ve proteiniiri degerleri) toplanmistir (Tablo 4.1.). PE hastalarin
fetal ve plasental agirliklarinin ve plasenta/fetiis agirlik oranlarinin kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli sekilde daha diisiik oldugu bulunmustur. Bunlarin yani sira,

PE grubun sistolik ve diastolik kan basinci kontrolden anlamli sekilde daha ytiksektir.

Tablo 4.1. PE ve kontrol gruplarina ait hasta verileri.

PE Kontrol p

n=15 n=13 degeri
Anne yasi1 31.0+0.77 28.61 £0.97 0.064
Gebelik haftas: 37.26 £0.26 37.76 £ 0.20 0.095
Fetiis agirhg (g) 2962 +70.3 3383.07 +£122.32 | 0.003*
Plasental agirhk (g) 384.20 £24.74 | 541.07 £ 15 <0.001*
Plasenta/fetiis agirhk oram 0.13 = 0.005 0.16 =0.003 <0.001*
Sistolik kan basinc1 (mmHg) | 154 £2.72 109.53 £2.90 <0.001*
Diastolik kan basinc1 (mmHg) | 100.33 £2.60 | 81.15 +£2.27 <0.001*
Proteiniiri (g/24 saat) 0.47 +£0.021 - -

Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

*Kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli sekilde farkli degerler (p<<0.05; Student’s
t-test).
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4.2. immiinoflorasan Boyama Bulgular1

4.2.1. Fibronektin ve HIF Proteinlerinin (HIF-la, HIF-1p, HIF-20) Ciftli
Immiinoflorasan Boyanmalar

Plasentanin desidua bazalis kisminda ESM proteini fibronektinin immiinoreaktivitesi
desiduanin 6zellikle fibrinoid birikimlerinde (Sekil 4.2.) ve desidual hiicrelerde (Sekiller
4.1. ve 4.2.) yogun sekilde gozlendi.

HIF proteinleri (HIF-la, HIF-1B, HIF-2a)) desiduadaki EVT’lerde ve desidual hiicrelerde
ekspresyon gosterdi. HIF-lo ve HIF-1B proteinlerinin EVT’lerdeki ekspresyonu orta
diizeyde iken HIF-2a immiinoreaksiyonu EVT’lerde yogundu. Desidual hiicreler ise her

ti¢ proteinle de zayif sekilde immiinoreaktivite verdi. (Sekil 4.1.).

Kontrol ve PE plasentalarda (Sekiller 4.1. ve 4.2.) sar1 oklarla gosterilen EVT’ler
fibronektin ile sirasiyla HIF-la, HIF-1B, HIF-2a proteinlerini birlikte eksprese etti.
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Fibronektin/HIF-2a,/DAPI Fibronektin/HIF-18/DAPI Fibronektin/HIF-1a,/DAPI

CK7/DAPI

Sekil 4.1. Kontrol plasentalarin desidua bazalis boliimiinde fibronektin ve HIF ¢iftli immiinoflorasan
boyanmalari. A ve B: Fibronektin ve HIF-la, C ve D: Fibronektin ve HIF-1B, E ve F: Fibronektin ve HIF-
20 ikili immiinoflorasan boyanmalari, G ve H: Sitokeratin 7 (CK7) immiinoflorasan boyanmast.
Niikleuslar: DAPI (mavi), h’deki kutucuk: Negatif kontrol. EVT ler (sar1 oklar), desidual hiicreler (siyah
oklar). A, C, E ve G: X20; B, D, F ve H: X40.

47



Fibronektin/HIF-20a/DAPI Fibronektin/HIF-1B/DAPI Fibronektin/HIF-1a/DAPI

CK7/DAPI

Sekil 4.2. PE plasentalarin desidua bazalis boliimiinde fibronektin ve HIF proteinlerinin giftli
immiinoflorasan boyanmalari. A ve B: Fibronektin ve HIF-lo, C ve D: Fibronektin ve HIF-IB, E ve F:
Fibronektin ve HIF-2a ikili immiinoflorasan boyanmalari, G ve H: CK7 immiinoflorasan boyanmasi.
Niikleuslar: DAPI (mavi). EVT ler (sar1 oklar), desidual hiicreler (siyah oklar). A, C, E ve G: X20; B, D, F
ve H: X40.
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Kontrol ve PE plasentalarin desidua bazalis boliimiinde fibronektin immiinoflorasan
boyanma yogunlugu kiyaslandiginda, PE plasentalarda boyanma siddetinin bir miktar
azaldig1 fakat bunun anlamli olmadig1 (p=0,062) belirlendi (Sekil 4.3.).

Fibronektin
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Desiduadaki boyanma yogunlugu (%)

Kontrol plasenta PE plasenta

Sekil 4.3. Kontrol ve PE plasentalarin desidua bazalis boliimiinde fibronektin immiinoflorasan boyanma
yogunluklarini karsilagtiran grafik.

HIF-loo ve HIF-IB’nin desidua bazalis’deki boyanma yogunluklart PE plasentalarda
kontrole gore anlamli sekilde artis (sirasiyla p=0,019 ve p=0,003) gosterdi. PE
plasentalarda HIF-2a’nin desidual boyanma yogunlugu da kontrole goére artti ancak bu
artig anlamli degildi (p=0,351) (Sekil 4.4.).
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HIF proteinleri
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HIF-1a HIF-18 HIF-2a

Desiduadaki boyanma yogunlugu (%)

M Kontrol plasenta L1 PE plasenta

Sekil 4.4. Kontrol ve PE plasentalarin desidua bazalis boliimiinde HIF proteinlerinin immiinoflorasan
boyanma yogunluklarini karsilastiran grafik. * isareti p<0,05 gostermektedir.

Koryonik plak’taki fibronektin immiinoflorasan boyanmasi, 6zellikle fibrinoid birikim

bolgelerinde ve ESM’de fazla miktarda tespit edildi (Sekil 4.5.).

HIF proteinleri (HIF-la, HIF-IB, HIF-2a) koryondaki sitotrofoblastlarda ve koryonik
mezengimal hiicrelerde ekspresyon gosterdi. Koryonik sitotrofoblastlarda HIF-la ve
HIF-IB ekspresyonu orta diizeyde HIF-20 immiinoreaktivitesi ise siddetli bulundu.

Koryonik mezensimal hiicrelerin immiinoflorasan reaksiyonu her {i¢ proteinle de zayif

sekilde oldu (Sekil 4.5.).

Sekiller 4.5. ve 4.6.’da kontrol ve PE plasentalarda, turuncu oklarin belirttigi koryonik
plaktaki sitotrofoblastlarda fibronektin ve sirasiyla HIF-la, HIF-IB, HIF-2a beraber

ekspresyon gosterdi.
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Fibronektin/HIF-1a/DAPI

Fibronektin/HIF-1B/DAPI

50.0 pm

Fibronektin/HIF-2a/DAPI

CK7/DAPI

Sekil 4.5. Kontrol plasentalarin koryonik plak boliimiinde fibronektin ve HIF proteinlerinin ¢iftli
immiinoflorasan boyanmalari. A ve B: Fibronektin ve HIF-lo, C ve D: Fibronektin ve HIF-IB, E ve F:
Fibronektin ve HIF-2a ikili immiinoflorasan boyanmalari, G ve H: CK7 immiinoflorasan boyanmasi.
Niikleuslar: DAPI (mavi), h’deki kutucuk: Negatif kontrol. Koryonik plaktaki sitotrofoblastlar (turuncu
oklar), koryonik mezensimal hiicreler (mavi oklar). A, C, E ve G: X20; B, D, F ve H: X40.
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Fibronektin/HIF-1c/DAPI

" 150.0 ym

Fibronektin/HIF-2a/DAPI Fibronektin/HIF-1B/DAPI

CK7/DAPI

Sekil 4.6. PE plasentalarin koryonik plak bdliimiinde fibronektin ve HIF proteinlerinin ¢iftli
immiinoflorasan boyanmalari. A ve B: Fibronektin ve HIF-la, C ve D: Fibronektin ve HIF-1, E ve F:
Fibronektin ve HIF-2a ikili immiinoflorasan boyanmalari, G ve H: CK7 immiinoflorasan boyanmasi.
Niikleuslar: DAPI (mavi). Koryonik plaktaki sitotrofoblastlar (turuncu oklar), koryonik mezengimal
hiicreler (mavi oklar). A, C, E ve G: X20; B, D, F ve H: X40.
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Kontrol ve PE plasentalarin koryonik plaklarinda fibronektin immiinoflorasan boyanma
yogunlugu PE plasentalarda biraz azaldi ancak anlamli bir fark goériilmedi (p=0,102)
(Sekil 4.7.).

Fibronektin

~
o

Koryondaki boyanma yogunlugu
(%)
]

Kontrol plasenta PE plasenta

Sekil 4.7. Kontrol ve PE plasentalarin koryonlarindaki fibronektin immiinoflorasan boyanma
yogunluklarini karsilagtiran grafik.

Tiim HIF proteinlerinin koryondaki boyanma yogunluklar1 PE plasentalarda kontrole
gore anlaml sekilde artis (p=<0,001) gosterdi. En siddetli boyanmalar HIF-2a tespit
edildi (Sekil 4.8.).
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M Kontrol plasenta L1 PE plasenta

Sekil 4.8. Kontrol ve PE plasentalarin koryonlarinda HIF proteinlerinin immiinoflorasan boyanma
yogunluklarini kargilastiran grafik. * isareti p<0,001 gostermektedir.
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Plasental villiislerdeki fibronektin ekspresyonu plasentanin desidua bazalis boliimiine ve
plasentanin koryonik plak bolgelerine kiyasla intervilloz ve intravilloz bolgelerde azaldi
(Sekil 4.9.). Sonuglarimiza goére fibronektin ekspresyonunun villiis tipine gore
farkliliklar gosterebilecegi diisiiniilmektedir. Ornegin, kontrol plasentadaki matiir ve
mezensimal villiislerde yogun boyanmalar mevcut iken (Sekiller 4.9. B, D, F) kontrol ve

PE plasentadaki MIV’lerde daha az boyanmalar mevcut bulundu.

HIF proteinleri (HIF-lo, HIF-1B, HIF-2a) villuslardaki tiim hiicre tiplerinde (villoz
sitotrofoblastlar, sinsisyotrofoblast, fetal endotel hiicreleri, villoz stromal hiicreler)
ekspresyon gosterdi. Villoz sitotrofoblastlarda ve sinsisyotrofoblastta HIF-lo, ve HIF-1§
ekspresyonu orta diizeyde, HIF-2a immiinoreaktivitesi ise siddetli olarak tespit edildi.
Fetal endotel hiicreleri ve villoz stromal hiicrelerin boyanmasi ise her ii¢ proteinle de

orta diizeyde gergeklesti (Sekiller 4.9. ve 4.10.).
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Fibronektin/HIF-1c/DAPI

100 pm

Fibronektin/HIF-2a/DAPI Fibronektin/HIF-1B/DAPI

CK7/DAPI

Sekil 4.9. Kontrol plasentalarin villuslarinda fibronektin ve HIF proteinlerinin ¢iftli immiinoflorasan
boyanmalari. A ve B: Fibronektin ve HIF-la, C ve D: Fibronektin ve HIF-1B, E ve F: Fibronektin ve HIF-
20 ikili immiinoflorasan boyanmalari, G ve H: CK7 immiinoflorasan boyanmasi. Niikleuslar: DAPI
(mavi), h’deki kutucuk: Negatif kontrol. Villdz sitotrofoblastlar (beyaz oklar), sinsisyotrofoblast (kirmizi
oklar), fetal endotel hiicreleri (yesil oklar), villoz stromal hiicreler (pembe oklar). A, C, E ve G: X20; B,
D, F ve H: X40.
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Fibronektin/HIF-1a/DAPI

100 pm

Fibronektin/HIF-18/DAPI

100 ym

Fibronektin/HIF-2a/DAPI

CK7/DAPI

Sekil 4.10. PE plasentalarin villuslarinda fibronektin ve HIF proteinlerinin ¢iftli immiinoflorasan
boyanmalari. A ve B: Fibronektin ve HIF-la, C ve D: Fibronektin ve HIF-18, E ve F: Fibronektin ve HIF-
20 ikili immiinoflorasan boyanmalari, G ve H: CK7 immiinoflorasan boyanmasi. Niikleuslar: DAPI
(mavi). Villoz sitotrofoblastlar (beyaz oklar), sinsisyotrofoblast (kirmizi oklar), fetal endotel hiicreleri
(yesil oklar), villoz stromal hiicreler (pembe oklar). A, C, E ve G: X20; B, D, F ve H: X40.
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Kontrol ve PE plasentalarin villuslarindaki fibronektin immiinoflorasan boyanma

yogunlugu arasinda anlamli bir fark goriillmedi (p=0,477) (Sekil 4.11.).
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Kontrol plasenta PE plasenta

Sekil 4.11. Kontrol ve PE plasentalarin villuslarinda fibronektin immiinoflorasan boyanma yogunluklarini
karsilagtiran grafik.

Tim HIF proteinlerinin (HIF-la, HIF-I1B, HIF-2a) plasental villuslardaki boyanma
yogunluklar1 PE plasentalarda kontrole gore anlamli sekilde artt1 (sirastyla p= 0,019,
p=<0,001 ve p=0,023) (Sekil 4.12.).
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Sekil 4.12. Kontrol ve PE plasentalarin villuslarinda HIF proteinlerinin immiinoflorasan boyanma
yogunluklarim kargilastiran grafik. * isareti p<0,05 g6stermektedir.
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4.2.2. B3 integrin ve HIF Proteinlerinin (HIF-la, HIF-1p, HIF-2a) ikili
Immiinoflorasan Boyanmalari
Plasentanin desidua bazalis kisminda hiicre membraninda mevcut olan B3 integrin tiim

desidual hiicrelerde zayif sekilde pozitif immiinoreaktivite gosterdi (Sekiller 4.13. ve
4.14.).

Sekiller 4.13. ve 4.14.°te hem kontrol ve hem de PE plasentalarda sar1 oklarla ayirt
edilen EVT’lerde B3 integrin ve sirastyla HIF-la, HIF-1B, HIF-2a birlikte ekspresyon

gosterdi.
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integrin B3/HIF-10/DAPI

integrin B3/HIF-1B/DAPI

-

integrin B3/HIF-20/DAPI

CK7/DAPI

4

Sekil 4.13. Kontrol plasentalarin desidua bazalis bdliimlerinde B3 integrin ve HIF ¢iftli immiinoflorasan
boyanmalari. A ve B: B3 integrin ve HIF-la, C ve D: B3 integrin ve HIF-1B, E ve F: B3 integrin ve HIF-2a
ikili immiinoflorasan boyanmalari, G ve H: CK7 immiinoflorasan boyanmasi. Niikleuslar: DAPI (mavi).
EVT’ler (sar1 oklar), desidual hiicreler (siyah oklar). A, C, E ve G: X20; B, D, F ve H: X40.
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integrin B3/HIF-2a,/DAPI integrin B3/HIF-18/DAPI integrin B3/HIF-1a/DAPI

CK7/DAPI

4

Sekil 4.14. PE plasentalarin desidua bazalis boliimlerinde B3 integrin ve HIF ¢iftli immiinoflorasan
boyanmalari. A ve B: B3 integrin ve HIF-la, C ve D: B3 integrin ve HIF-1B, E ve F: B3 integrin ve HIF-2a
ikili immiinoflorasan boyanmalari, G ve H: CK7 immiinoflorasan boyanmasi. Niikleuslar: DAPI (mavi).
EVT’ler (sar1 oklar), desidual hiicreler (siyah oklar). A, C, E ve G: X20; B, D, F ve H: X40.
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Kontrol ve PE plasentalarin desidua bazalis boliimlerinde B3 integrin immiinoflorasan
boyanma yogunlugu kiyaslandiginda, PE plasentalarda boyanma siddetinin arttig1 ancak
bu artisin anlamli olmadigi (p=0,160) bulundu (Sekil 4.15.).

B3 integrin

=
H

=
N

=
o

Desiduadaki boyanma yogunlugu (%)

Kontrol plasenta PE plasenta

Sekil 4.15. Kontrol ve PE plasentalarin desidua bazalis boliimlerinde B3 integrin immiinoflorasan
boyanma yogunluklarini karsilagtiran grafik.

Plasentanin Koryonik plak bolimiindeki B3 integrin immiinoflorasan boyanmasi, desidua

bazalise benzer sekilde tiim hiicrelerde zayif sekilde idi (Sekiller 4.16. ve 4.17.).

Kontrol ve PE plasentalarda (Sekiller 4.16. ve 4.17.) sar1 oklarla ayirt edilen EVT lerde
B3 integrin ve sirastyla HIF-la, HIF-1B, HIF-2a beraber eksprese oldu.
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integrin B3/HIF-10/DAPI

100 pym

integrin B3/HIF-20/DAPI

integrin B3/HIF-1B8/DAPI

CK7/DAPI

Sekil 4.16. Kontrol plasentalarin kKoryonik plak boliimiindeki B3 integrin ve HIF proteinlerinin ¢iftli
immiinoflorasan boyanmalar1. A ve B: B3 integrin ve HIF-la, C ve D: B3 integrin ve HIF-1B, E ve F: 3
integrin ve HIF-2a ikili immiinoflorasan boyanmalari, G ve H: CK7 immiinoflorasan boyanmasi.
Niikleuslar: DAPI (mavi). Koryonik plaktaki sitotrofoblastlar (turuncu oklar), koryonik mezensimal
hiicreler (mavi oklar). A, C, E ve G: X20; B, D, F ve H: X40
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integrin B3/HIF-10/DAPI

integrin B3/HIF-20/DAPI integrin B3/HIF-1B/DAPI

CK7/DAPI

Sekil 4.17. PE plasentalarin koryonik plak boliimiindeki B3 integrin ve HIF proteinlerinin ¢iftli
immiinoflorasan boyanmalar1. A ve B: B3 integrin ve HIF-la, C ve D: B3 integrin ve HIF-1B, E ve F: 3
integrin ve HIF-2a ikili immiinoflorasan boyanmalari, G ve H: CK7 immiinoflorasan boyanmasi.

Niikleuslar: DAPI (mavi). Koryonik plaktaki sitotrofoblastlar (turuncu oklar), koryonik mezensimal
hiicreler (mavi oklar). A, C, E ve G: X20; B, D, F ve H: X40.
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Kontrol ve PE plasentalarin koryonik plak kisminda B3 integrin immiinoflorasan
boyanma yogunlugu kiyaslandiginda, PE plasentalarda boyanma siddetinin anlamli

sekilde arttig1 (p=<0,001) goriildii (Sekil 4.18.).
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Sekil 4.18. Kontrol ve PE plasentalarin koryonik plak kisminda B3 integrin immiinoflorasan boyanma
yogunluklarini karsilastiran grafik. * isareti p<0,001 gostermektedir.

Villuslardaki B3 integrin ekspresyonu oOzellikle villoz sitotrofoblastlar  ve

sinsisyotrofoblast olmak tizere tiim hiicrelerde tespit edildi (Sekiller 4.19. ve 4.20.).

Kontrol ve PE plasentalarin villuslarinda (Sekiller 4.19. ve 4.20.) kirmizi oklarla
gosterilen sinsisyotrofoblastta B3 integrin ve sirasiyla HIF-la, HIF-1B, HIF-2a birlikte
ekspresyon gosterdi. Ayrica Sekil 4.19F.’deki villoz stromal hiicrede (pembe ok) de B3

integrin ve HIF-2a beraber eksprese oldu.
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integrin B3/HIF-2a,/DAPI integrin B3/HIF-18/DAPI integrin B3/HIF-1a/DAPI

CK7/DAPI

Sekil 4.19. Kontrol plasentalarin villuslarinda B3 integrin ve HIF proteinlerinin ¢iftli immiinoflorasan
boyanmalari. A ve B: B3 integrin ve HIF-la, C ve D: B3 integrin ve HIF-1B, E ve F: B3 integrin ve HIF-2a
ikili immiinoflorasan boyanmalari, G ve H: CK7 immiinoflorasan boyanmasi. Niikleuslar: DAPI (mavi).
Villoz sitotrofoblastlar (beyaz oklar), sinsisyotrofoblast (kirmizi oklar), fetal endotel hiicreleri (yesil
oklar), villoz stromal hiicreler (pembe oklar). A, C, E ve G: X20; B, D, F ve H: X40.
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integrin B3/HIF-2a,/DAPI integrin B3/HIF-18/DAPI integrin B3/HIF-1a/DAPI

CK7/DAPI

Sekil 4.20. PE plasentalarin villuslarinda B3 integrin ve HIF proteinlerinin ¢iftli imminoflorasan
boyanmalari. A ve B: B3 integrin ve HIF-la, C ve D: B3 integrin ve HIF-1B, E ve F: B3 integrin ve HIF-2a
ikili immiinoflorasan boyanmalari, G ve H: CK7 immiinoflorasan boyanmasi. Niikleuslar: DAPI (mavi).
Villoz sitotrofoblastlar (beyaz oklar), sinsisyotrofoblast (kirmizi oklar), fetal endotel hiicreleri (yesil
oklar), villoz stromal hiicreler (pembe oklar). A, C, E ve G: X20; B, D, F ve H: X40.
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Villuslardaki B3 integrin immiinoflorasan boyanma yogunlugu kiyaslandiginda, iki grup
arasinda anlamli fark goriilmedi (p=0,160) (Sekil 4.21.).
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Kontrol plasenta PE plasenta

Sekil 4.21. Kontrol ve PE plasentalarin villuslarinda B3 integrin immiinoflorasan boyanma yogunluklarini
karsilagtiran grafik.

4.2.3. Fosfo-MAPK3/1 ve HIF Proteinlerinin (HIF-la, HIF-1p, HIF-2a) ikili
Immiinoflorasan Boyanmalari

Plasentanin desidua bazalis kisminda fosfo-MAPK3/1 ekspresyonu EVT’lerde daha
yogun olmak tiizere tiim desidual hiicrelerde gézlendi. Fosfo-MAPK3/1 hem niiklear
hem de sitoplazmik ekspresyon gosterdi (Sekiller 4.22 ve 4.23.).

Kontrol ve PE plasentalarin desidualarinda (Sekiller 4.22 ve 4.23.) sar1 oklarla gosterilen
EVT’lerde, fosfo-MAPK3/1 ve sirasiyla HIF-la, HIF-1B, HIF-20 beraber ekspresyonu

vardi.
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Fosfo-MAPK3/1/HIF-2a/DAPI  Fosfo-MAPK3/1/HIF-1B/DAPI  Fosfo-MAPK3/1/HIF-1a/DAPI

CK7/DAPI

7

Sekil 4.22. Kontrol plasentalarin desidualarinda Fosfo-MAPK3/1 ve HIF proteinlerinin = ¢iftli
immiinoflorasan boyanmalari. A ve B: Fosfo-MAPK3/1 ve HIF-la, C ve D: Fosfo-MAPK3/1 ve HIF-1B, E
ve F: Fosfo-MAPKS3/1 ve HIF-2a ikili immiinoflorasan boyanmalari, G ve H: CK7 immiinoflorasan
boyanmasi. Niikleuslar: DAPI (mavi). EVT ler (sar1 oklar), desidual hiicreler (siyah oklar). A, C, E ve G:
X20; B, D, F ve H: X40.
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Fosfo-MAPK3/1/HIF-2a/DAPI  Fosfo-MAPK3/1/HIF-18/DAPI  Fosfo-MAPK3/1/HIF-1a/DAPI

CK7/DAPI

Sekil 4.23. PE plasentalarin desidualarinda Fosfo-MAPK3/1 ve HIF proteinlerinin ¢iftli immiinoflorasan
boyanmalari. A ve B: Fosfo-MAPK3/1 ve HIF-la, C ve D: Fosfo-MAPK3/1 ve HIF-1B, E ve F: Fosfo-
MAPK3/1 ve HIF-2a ikili immiinoflorasan boyanmalari, G ve H: CK7 immiinoflorasan boyanmasi.
Niikleuslar: DAPI (mavi). EVT ler (sar1 oklar), desidual hiicreler (siyah oklar). A, C, E ve G: X20; B, D, F
ve H: X40.
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Kontrol ve PE plasentalarin desidualarinda fosfo-MAPK3/1 immiinoflorasan boyanma
yogunlugu kiyaslandiginda, gruplar arasinda anlamli fark olmadigi (p=0,796) bulundu
(Sekil 4.24.).

Fosfo-MAPK3/1
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Kontrol plasenta PE plasenta

Sekil 4.24. Kontrol ve PE plasentalarin desidualarinda fosfo-MAPK3/1 immiinoflorasan boyanma
yogunluklarini karsilagtiran grafik.

Fosfo-MAPK3/1’in  koryondaki  immiinoflorasan  boyanmasi, koryonik plak
sitotrofoblastlarinda daha fazla bulundu. Hem niiklear hem de sitoplazmik fosfo-

MAPK3/1 ekspresyonu vardi (Sekiller 4.25. ve 4.26.).

Sekiller 4.25. ve 4.26.°da kontrol ve PE plasentalarin koryonik plaklarindaki
sitotrofoblastlarda (turuncu oklar), fosfo-MAPK3/1 ve sirasiyla HIF-lo, HIF-1B, HIF-

20’un birlikte ekspresyonu gozlendi.
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Fosfo-MAPK3/1/HIF-2a/DAPI Fosfo-MAPK3/1/HIF-18/DAPI  Fosfo-MAPK3/1/HIF-1a/DAPI

CK7/DAPI

Sekil 4.25. Kontrol plasentalarin koryonlarinda fosfo-MAPK3/1 ve HIF proteinlerinin ¢iftli
immiinoflorasan boyanmalar1. A ve B: Fosfo-MAPK3/1 ve HIF-la, C ve D: Fosfo-MAPK3/1 ve HIF-1B, E
ve F: Fosfo-MAPK3/1 ve HIF-2a ikili immiinoflorasan boyanmalari, G ve H: CK7 immiinoflorasan
boyanmasi. Niikleuslar: DAPI (mavi). Koryonik plaktaki sitotrofoblastlar (turuncu oklar), koryonik
mezengimal hiicreler (mavi oklar). A, C, E ve G: X20; B, D, F ve H: X40
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Fosfo-MAPK3/1/HIF-2a/DAPI Fosfo-MAPK3/1/HIF-1B/DAPI Fosfo-MAPK3/1/HIF-1a/DAPI

CK7/DAPI

Sekil 4.26. PE plasentalarin koryonlarinda fosfo-MAPK3/1 ve HIF proteinlerinin ¢iftli immiinoflorasan
boyanmalari. A ve B: Fosfo-MAPK3/1 ve HIF-la, C ve D: Fosfo-MAPK3/1 ve HIF-1B, E ve F: Fosfo-
MAPK3/1 ve HIF-2a ikili immiinoflorasan boyanmalari, G ve H: CK7 immiinoflorasan boyanmasi.
Niikleuslar: DAPI (mavi). Koryonik plaktaki sitotrofoblastlar (turuncu oklar), koryonik mezengimal
hiicreler (mavi oklar). A, C, E ve G: X20; B, D, F ve H: X40.
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Kontrol ve PE plasentalarin koryonlarindaki fosfo-MAPK3/1 immiinoflorasan boyanma
yogunlugu kiyaslandiginda, PE grubundaki ekspresyonun anlamli sekilde arttigi
(p=<0,001) tespit edildi (Sekil 4.27.).
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Sekil 4.27. Kontrol ve PE plasentalarin koryonlarinda fosfo-MAPK3/1 immiinoflorasan boyanma
yogunluklarini karsilastiran grafik. * isareti p<0,001 gostermektedir.

Villuslardaki fosfo-MAPK3/1 immiinoflorasan boyanmasi tiim hiicre tiplerinde vardi.
Ancak ozellikle villoz sitotrofoblastlar ve sinsisyotrofoblast tabakasinda daha yogun
gozlendi (Sekil 4.28.).

Kontrol ve PE plasentalarda villoz sitotrofoblastlar (beyaz oklar) ve sinsisyotrofoblastta
(kirmiz1 oklar), fosfo-MAPK3/1 ve sirasiyla HIF-la, HIF-13, HIF-2a’un birlikte
ekspresyonu vardi (Sekil 4.28. ve 4.29.).
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Fosfo-MAPK3/1/HIF-2a/DAPI Fosfo-MAPK3/1/HIF-1B/DAPI Fosfo-MAPK3/1/HIF-1a/DAPI

CK7/DAPI

Sekil 4.28. Kontrol plasentalarin villuslarinda fosfo-MAPK3/1 ve HIF proteinlerinin = ¢iftli
immiinoflorasan boyanmalari. A ve B: Fosfo-MAPK3/1 ve HIF-la, C ve D: Fosfo-MAPK3/1 ve HIF-1B, E
ve F: Fosfo-MAPK3/1 ve HIF-2a ikili immiinoflorasan boyanmalari, G ve H: CK7 immiinoflorasan
boyanmasi. Niikleuslar: DAPI (mavi). Villoz sitotrofoblastlar (beyaz oklar), sinsisyotrofoblast (kirmizi
oklar), fetal endotel hiicreleri (yesil oklar), villoz stromal hiicreler (pembe oklar). A, C, E ve G: X20; B,
D, F ve H: X40.
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Fosfo-MAPK3/1/HIF-2a/DAPI Fosfo-MAPK3/1/HIF-1B/DAPI Fosfo-MAPK3/1/HIF-1a/DAPI

CK7/DAPI

Sekil 4.29. PE plasentalarin villuslarinda fosfo-MAPK3/1 ve HIF proteinlerinin ¢iftli immiinoflorasan
boyanmalari. A ve B: Fosfo-MAPK3/1 ve HIF-la, C ve D: Fosfo-MAPK3/1 ve HIF-1B, E ve F: Fosfo-
MAPK3/1 ve HIF-2a ikili immiinoflorasan boyanmalari, G ve H: CK7 immiinoflorasan boyanmasi.
Niikleuslar: DAPI (mavi). Villoz sitotrofoblastlar (beyaz oklar), sinsisyotrofoblast (kirmizi oklar), fetal
endotel hiicreleri (yesil oklar), villoz stromal hiicreler (pembe oklar). A, C, E ve G: X20; B, D, F ve H:
XA40.

75



Villuslardaki fosfo-MAPK3/1 immiinoflorasan boyanma yogunlugu kiyaslandiginda,
koryondakine benzer sekilde PE grubundaki ekspresyonun anlamli sekilde arttigi
(p=<0,001) tespit edildi (Sekil 4.30.).
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Sekil 4.30. Kontrol ve PE plasentalarin villuslarinda fosfo-MAPK3/1 immiinoflorasan boyanma
yogunluklarini karsilagtiran grafik. * isareti p<0,001 gostermektedir.

4.3. Western Blot Analizi Bulgular:

Kontrol ve PE plasentalarin Western Blot analizi sonuglarina goére fibronektin ve B3
integrin ekspresyonlar1 gruplar arasinda benzer bir ekspresyon diizeyi gostermistir
(Sekiller 4.31. ve 4.32.). MAPK3/1 fosforilasyonu agisindan gruplar arasinda anlamli bir
fark tespit edilmemistir (Sekil 4.33.). Bununla birlikte PE plasentalarda HIF (HIF-1a,
HIF-1B ve HIF-2a) protein ekspresyonlarinin kontrole gére anlamli bir sekilde arttigi
(Sekil 4.34., p<0,05) tespit edilmistir.
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Sekil 4.31. Kontrol ve PE plasentalarda fibronektin proteini Western Blot analizi sonucu. Fibronektin
ekspresyon diizeyi gruplar arasinda benzerdir ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamamstir (p=0,576).
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Sekil 4.32. Kontrol ve PE plasentalarda 33 integrin proteini Western Blot analizi sonucu. Gruplar arasinda
B3 integrin ekspresyon diizeyi birbirine yakindir ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur
(p=0,287).
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Kontrol PE

Fosfo-MAPK3/1 (42, 44 kDa)
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Sekil 4.33. Kontrol ve PE plasentalarda fosfo-MAPK3/1 ve MAPKS3/1 proteinlerinin Western Blot analizi
sonuglari. Gruplarin MAPKS3/1 fosforilasyonlarinda anlamli bir fark goriilmemistir (p=0,895).
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Sekil 4.34. Kontrol ve PE plasentalarda HIF proteinlerinin Western Blot analizi sonuglari. PE
plasentalarda grubunda HIF proteinlerinin ekspresyonlarinda anlamli bir artis (p<0,05) oldugu
gorilmektedir.

4.4. gRT-PCR Analizi Bulgular

gRT-PCR analizi sonuglarina gére kontrol ve PE plasentalarin fibronektin ve 3 integrin
mRNA seviyeleri gruplar arasinda anlamli sekilde bir fark mevcut degildir (Sekiller
4.35. ve 4.36.). MAPK3 mRNA seviyesi ag¢isindan da gruplar arasinda anlamli bir fark
tespit edilmemistir (p=0,376) (Sekil 4.37.). Bunun yani sira PE plasentalarin MAPK1
mRNA’larinda anlamli bir artis oldugu gozlenmektedir (p<0,05) (Sekil 4.38.). Ayrica
PE plasentalarda HIF (HIF-1a, HIF-1B ve HIF-20) mRNA seviyelerinin kontrole gére
anlamli bir sekilde arttig1 (Sekil 4.39., p<0,05) bulunmustur.
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Sekil 4.35. Kontrol ve PE plasentalarin fibronektin qRT-PCR analizi sonuglari. Gruplarin mRNA
diizeyleri arasinda anlamli bir fark yoktur (p=0,548).
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Sekil 4.36. Kontrol ve PE plasentalarin B3 integrin qRT-PCR analizi sonuglari. Gruplarin B3 integrin
mRNA diizeyleri arasinda anlaml bir degisiklik tespit edilmemistir (p=0,089).
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Sekil 4.37. Kontrol ve PE plasentalarin MAPK1 qRT-PCR analizi sonuglar1. PE plasentalarin MAPK1
mRNA’larinda anlaml bir artis oldugu gézlenmektedir (p<0,001).
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Sekil 4.38. Kontrol ve PE plasentalarin MAPK3 qRT-PCR analizi sonuglari. Gruplarin MAPK3 mRNA
seviyelerinde anlamli bir fark bulunmamistir (p=0,376).
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Sekil 4.39. Kontrol ve PE plasentalarin HIF (HIF-1a, HIF-1B ve HIF-2a) qRT-PCR analizi sonuglari. PE
plasentalarda HIF mRNA seviyelerinde anlamli bir artig (p<0,001) oldugu goriilmektedir.
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5. TARTISMA

Plasenta olusumu, uterus ve maternal damarlarin trofoblastlarca istila edildigi benzersiz
bir siiregtir. Trofoblastlarin maternal dokularla etkilesimlerinin nasil oldugu, gebelik

sonucunu hayati olarak belirler (Cartwright ve ark., 2010).

PE, Onemli derecede morbidite ve mortaliteye neden olan karmasik bir gebelik
hastaligidir (Sibai ve ark., 1997). Tim gebeliklerin yaklagik %5'inde gozlenen PE,
plasenta kokenlidir (Chesley ve Cooper, 1986; Piering ve ark., 1993). PE’nin ESM
yeniden modellenmesi, O, tasimimi, HIF fonksiyonundaki bozukluklar ve yetersiz
trofoblast invazyonu ile iliskili oldugu bulunmustur (Estelles ve ark., 1989; Estelles ve
ark., 1994; Genbacev ve ark., 1996; Graham ve McCrae, 1996; Genbacev ve ark., 1997,
Caniggia, Winter, ve ark., 2000; Narumiya ve ark., 2001; Merchant ve Davidge, 2004;
Myers ve ark., 2005; Redman ve Sargent, 2005; Rolfo ve ark., 2010).

Choi ve arkadaglarinin caligmasi, ESM araciligiyla B3 integrin tarafindan aktive olan
fare TKH’lerin, MAPK sinyal yolagi ile etkilesiminin HIF’i aktive ettigini
gostermektedir (Choi ve ark., 2013). Calismamizda, Choi ve arkadaslarinin fare TKH
kiltirti  kullanilarak elde ettikleri bu plasental yolagin, insan kontrol ve PE

plasentalarinda sinanmas1 gergeklestirildi.

Choi ve arkadaslarinin ¢alismasinda fare TKH’lerini kiiltiire ederken kullandiklar
CELLstart’ta en bol bulunan ESM proteininin fibronektin oldugu tespit edilmistir
(Hughes ve ark., 2011). Bu yiizden, ¢alismamizda ESM proteini olarak fibronektini
kullandik. Insan term plasentasinin ESM igerigi incelenen bir ¢calismada kollajenler I ve
IV, fibronektin, fibrillin 1 ve laminin yogun olmak {izere, sinirh diizeyde de
trombospondin I, tenascin C ve elastin i¢erigi bulunmustur (C. P. Chen ve Aplin, 2003).
2001 yilinda yapilan bir c¢alismada insan plasentasindaki fibronektin, vimentin,
laminin ve tip IV kollajen ekspresyonlart gelisimin evrelerinde incelenmistir. Bu
calisgmada fibronektin ve lamininin plasental gelisimin tiim evrelerinde villus
ekspresyonlart bulunmustur. Vimentin ve tip 1V kollajen ise ilk ve ikinci trimesterde

gozlenmezken sadece term villuslarinda goriilmiistiir. Bu verilere gore, fibronektin ve
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laminin villus yapisinin temel proteinlerindendir (Papadopoulos ve ark., 2001).
Calismamizda da paralel sekilde term plasentalarda yogun fibronektin ekspresyonu

gozlendi.

Ik trimester ve term insan plasentasiyla yapilan bir calismada, ilk trimesterde
fibronektin trofoblastlarin bazal membrani, villoz stroma ve fetal damarlarda lokalize
iken termde ise trofoblastlarda bulunmayip sadece villoz stroma ve fetal damarlarda
bulunmustur (Yamada ve ark., 1987). Baska bir ¢alismada ise ilk trimester insan
plasentasinin villus stromasi, demirleyici hiicre kolonlarinin distal kisimlar1 ve bazi
EVT’lerde fibronektin ekspresyonu gozlenirken villoz trofoblastlarda bulunmamaistir
(Earl ve ark., 1990). 2016 yilindaki bir ¢alismada da benzer sekilde ilk trimester insan
plasentasinin villus stromasi, fetal damarlar, EVT hiicre kolonlar1 ve fibrinoidlerde
gozlenirken villoz sitotrofoblastlarda yoktur (Earl ve ark., 1990; Tossetta ve ark., 2016).
Caligmamizda ise term plasentasi villuslarinda fibronektin ekspresyonu villoz stromal
hiicrelerde yogun sekilde olmak iizere trofoblastlarin bazal membrani da dahil tiim villus
hiicre tiplerinde gozlendi. Ayrica 6nceki caligmalara paralel sekilde desidual bolgede de
EVT’ler ve fibrinoid birikimlerde bulundu.

Desidual alanlardaki fibrinoid birikimleri, invazif EVT’lerin salgt triinleridir. Bu
birikimlerin baglica laminin, kolajen IV, heparan siilfat, fibronektin ve vitronektinden
olustugu gosterilmistir. Fibrinoid birikimlerin EVT hiicre ylizeylerindeki integrinlerle
etkilesime gegerek trofoblast invazyonunu diizenledikleri disiiniilmektedir (Kaufmann
ve ark., 1996). Calismamizda kontrol plasentalarin desidual alanlarinda fibronektinle
fazla sekilde boyanan yogun fibrinoid birikimi gézlendi. PE plasentalarin desidualarinda
fibronektin boyanma siddeti anlamli olmasa da azaldi. Bu veriler PE plasentalardaki

azalmis EVT invazyonunu agiklayabilir.

[k trimester ve term plasental fibroblastlarin hipoksik ortamda kiiltiiriinde iirettikleri
ESM proteinleri incelendiginde, fibronektin ve kollajen IV’lin ekspresyonunun
hipoksiyle arttigi ancak laminin, elastin, kollajen I, fibrillin I ve trombospondin I
ekspresyonlarinin degismedigi bulunmustur (C. P. Chen ve Aplin, 2003). BeWo
hiicreleriyle yapilan baska bir calismada da hipoksik kosularda fibronektin
ekspresyonunun arttigi gozlenmistir (Iwaki ve ark., 2004). Benzer sekilde, insan term

85



plasentasindan izole edilen plasental mezensimal kok hiicrelerde (MKH’ler) normoksik
ve hipoksik (%2-2.5 O2) ortamlarda kiiltiire edildiginde hipoksik ortamda fibronektin
ekspresyonunda artis bulunmustur (Mathew ve ark., 2017). 2017 yilinda yapilan bir
calismaya gore PE term plasentalarda normale gore fibronektin ekspresyonu artmistir
(Gutierrez ve ark., 2017). Ancak baska bir ¢alismada ise PE plasentalarin fibronektin
ekspresyonunun normale gore degismedigi bulunmustur (Y. Zhou ve ark., 1993). Bizim
calismamizda da bu g¢alismaya benzer sekilde immiinoflorasan, Western blot ve PCR
analizi sonuglarimiza gore PE plasentalarin fibronektin ekspresyonlart normale gore

degismedi.

Calismamizda ESM indiiklii MAPK-HIF yolaginin indiiklenmesi hipotezini incelerken
adezyon molekiilii olarak B3 integrini kullandik. Fare trofoblastlarinin fibronektin
lizerine adezyon ve migrasyonunu avf3 integrin ve allbP3 integrinin diizenledigi
gosterilmistir (Rout ve ark., 2004). avp3 integrinin fare plasental gelisimi i¢in elzem
oldugu ve yoklugunun o6liime neden oldugu knockout calismalariyla gosterilmistir
(Bader ve ark., 1998; Hodivala-Dilke ve ark., 1999). Insan plasentasinda EVT’lerin
desiduay1 invazyonu sirasinda yiizeylerindeki integrin ekspresyonu degisime ugrayarak
avP3 integrin ekspresyonunda artis ger¢eklestigi bulunmustur (Damsky ve ark., 1992; Y.
Zhou, Fisher, ve ark., 1997). avB3 integrinin insan sitotrofoblast migrasyon ve
invazyonunda 6nemli rol oynadigi in vitroda gosterilmistir (Y. Zhou, Fisher, ve ark.,
1997; Kabir-Salmani ve ark., 2003).

2009 yilindaki bir ¢aligmaya gore, insan plasentasinda avf3 integrin ekspresyonunun
ozellikle trofoblastlarin yiizeyinde lokalize oldugu gosterilmistir (Xia ve ark., 2009).
Bizim c¢alismamizda da aym sekilde villuslardaki B3 integrin ekspresyonu villoz

sitotrofoblastlar ve sinsisyotrofoblastta belirgin sekilde gozlendi.

HIF icermeyen fare TKH’lerin avf3 integrin ekspresyonunun azaldigi ve bununla
baglantili olarak adezyon ve invazyon yeteneklerinin azaldigi bulunmustur (Cowden
Dahl, Robertson, ve ark., 2005). Insan term plasentasindan izole edilen plasental
MKH’lerde de hipoksik ortamda 3 integrin ekspresyonunda artig bulunmustur (Mathew
ve ark., 2017).
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PE'de endovaskiiller EVT’lerin farklilasmada basarisizliga ugrayarak avf3 integrin
ekspresyonunu hiicre yiizeylerinde upregiile edemedikleri gosterilmistir (Y. Zhou,
Damsky, ve ark., 1997).Son yillarda yapilan bir ¢alismada da (3 integrin
ekspresyonunun PE plasentalarda kontrole gore azaldigi gosterilmistir (C. P. Chen ve
ark., 2018). Bagka bir calismada ise PE villuslarin B3 integrin ekspresyonunun kontrole
gore farkli olmadigr bulunmustur (Xia ve ark., 2009). Calismamizin immiinoflorasan
sonuglara gore PE koryonlarinda B3 integrin ekspresyonu kontrole gore artarken diger
plasental bolgelerde (villuslar ve desidua) ekspresyon degismedi. Western blot ve PCR
sonuclarimiza gore de PE ve kontrol plasentalar arasinda B3 integrin ekspresyonu

anlamli olarak degismedi.

HIF-1a (Caniggia ve Winter, 2002; Rajakumar ve ark., 2004; Sezer ve ark., 2013;
Iriyama ve ark., 2015; Korkes ve ark., 2017; Ali ve ark., 2018) ve HIF-20 (Rajakumar
ve ark., 2001; W. Liu ve ark., 2014) ekspresyonlarinin PE plasentalarda normale gore
yiikksek oldugu bir¢ok c¢alismada gosterilmistir. PE gebelerin maternal plazmasindaki
HIF-1a ekspresyonunun da normal gebelerinkinden fazla oldugu bulunmustur (Ashur-
Fabian ve ark., 2012; Akhilesh ve ark., 2013; Rath ve ark., 2016). Yiiksek rakimlarda
(hipoksik ortam) yasayan kadinlarda PE goriilme riski 3-4 kat artmaktadir (Zamudio,
2007) ve bu kadinlarin plasentalarin HIF-lo ekspresyonu normalden fazladir
(Zamudio ve ark., 2007). Trofoblastlarin invazif yeteneklerini azaltan ve HIF-1a alt
yolaginda bulunan TGF-B3’lin ekspresyonunun PE plasentalarda arttigt bulunmustur
(Caniggia ve Winter, 2002). HIF-1a proteini asir1 ekspresyon gosteren gebe farelerde PE
belirtileri (artmis kan basinci ve proteiniiri) gézlenmistir (Tal ve ark., 2010). Yukaridaki
calismalara paralel olarak, ¢calismamizda PE plasentalarin HIF (HIF-10, HIF-1B ve HIF-
2a) ekspresyonlarinin hem mRNA hem de protein diizeyinde kontrolden fazla oldugunu

tespit ettik.

2000 yilinda yapilan bir calismada, HIF-la ve HIF-200 immunoreaktivitelerinin
villuslardaki tiim hiicre tiplerinde (sinsisyotrofoblast, villoz sitotrofoblastlar,
fetoplasental damarlar, villoz stromal hiicreler) hem niikleer hem de sitoplazmik sekilde
oldugu gosterilmistir (Rajakumar ve Conrad, 2000). 2014 yilindaki baska bir ¢alismada

da ozellikle sinsisyotrofoblast ve villoz sitotrofoblastlar olmak iizere villuslardaki hiicre
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tiplerinde HIF-1o ve HIF-2a ekspresyonlari tespit edilmistir (W. Liu ve ark., 2014).
Calismamizin plasental HIF-1la ve HIF-20. immiinoflorasan boyanmalarinda da ayni

sonucu bulduk.

HIFa proteinlerinin hipoksiyle diizenlenmenin yaninda, normoksik kosullarda da reaktif
oksijen tiirleri (Haddad ve Land, 2001), Anjiyotensin-1I (Richard ve ark., 2000), TGF-1
(McMahon ve ark., 2006) gibi ¢esitli uyaranlarca da aktive olabildikleri gdsterilmistir.
Bu uyaranlar hiicrede sinyal iletimi igin ¢esitli protein kinazlar kullanmaktadir (Dimova
ve ark., 2009). Protein kinaz ailesinden MAP2K 1 ve alt yolaginda yer alan MAPK3/1’in
farelerde plasentasyonun 6nemli diizenleyicileri oldugu bulunmustur (Giroux ve ark.,
1999; Hatano ve ark., 2003; Saba-El-Leil ve ark., 2003; Bissonauth ve ark., 2006).
Hipoksiyle aktive olabildigi gosterilen MAPK yolagindan (Muller ve ark., 1997; Conrad
ve ark., 1999; Minet ve ark., 2000; Fujita ve ark., 2010) MAPK3/1 proteininin HIF-1a
ve HIF-2o’nin direkt fosforilasyonunu gerceklestirdigi in vitro ve in vivoda bir¢cok
calismada gosterilmistir (Conrad ve ark., 1999; Minet ve ark., 2000; Sang ve ark., 2003,
Mylonis ve ark., 2008). 2010 yilindaki bir ¢alismada da insan trofoblast modeli olarak
kullanilan BeWo hiicreleri hipoksik ortamda (%1 oksijen) kiiltiire edildiginde MAPK3/1
fosforilasyonunun arttig1 gdosterilmistir. Ayrica ayni hiicrelerde MAPK3/1-HIF-1a
sinyal yolagmin hipoksik ortamda VEGF ve endoglin ekspresyonlarini artirdigi
bulunmustur (Fujita ve ark., 2010). Bu ¢alismaya paralel sekilde baska bir ¢alismada ise
izole edilen insan trofoblast hiicreleri hipoksik ortamda kiiltiire edildiginde MAPK3/1
fosforilasyonunda artis oldugu gozlenmistir (Park ve ark., 2011). 2016 yilindaki bir
calismada da asirt HIF-2a ekspresyonu gosteren insan plasental MKH’lerde MAPK
yolagi proteinlerinin ekspresyonlarinin normale gore arttigi bulunmustur. insan plasental
MKH’lere MAPK yolagi inhibitorii PD0325901 wuygulandiginda da HIF-2a
ekspresyonunun azaldigi tespit edilmistir (Zhu ve ark., 2016). Bu caligmalara tezat
olarak, 2019 yilinda yapilan bir ¢alismada fosfo-MAPKL1 ekspresyonunun PE
plasentalarda normal gebelere gore azaldig: tespit edilmistir (Y. Wang ve ark., 2019).
Yine benzer sekilde MAPK3/1 fosforilasyonunun da normal gebelere gore PE
plasentalarda distiigii bulunmustur (Alese ve ark., 2019). Calismamizda ise PE
plasentalarin desidualarindaki fosfo-MAPK3/1 immiinoflorasan boyanmast gruplar

arasinda degismemisken koryon ve villuslarindaki boyanma PE’de artmistir. Western
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Blot analizi sonuglarimiza gore gruplarin MAPK3/1 fosforilasyonlarinda anlamli bir fark
olmamistir ancak PCR sonuglarina gére PE plasentalarin MAPK3 mRNA seviyeleri
kontrole gore degismemisken MAPK1 mRNA’larinda anlamli bir artis bulunmustur. PE
plasentalarin MAPK1 ekspresyonunun mRNA diizeyinde kontrole gore daha fazla
olmasina ragmen protein diizeyinde bu ekspresyon artisi gozlenmemesi post

transkripsiyonel modifikasyonlarla agiklanabilir.

Insan plasentasinda MAPK3/1’in proteininin ekspresyonu ve lokalizasyonu hakkindaki
bilgi sinirlidir. 2013 yilinda yapilan bir ¢alismada total MAPK3/1’in insan plasentasinin
villoz sitotrofoblastlarinda bulunup sinsisyotrofoblastta immiinolokalize olmadigi
gosterilmistir. Fosfo-MAPK3/1’in ise sadece ilk timesterde villoz sitotrofoblastlarda
ekspresyonu bulunmustur (Kita ve ark., 2003). Calismamizda ise Vvilluslardaki fosfo-
MAPK3/1 immiinoflorasan boyanmasi Ozellikle villoz sitotrofoblastlar ve
sinsisyotrofoblast tabakasinda yogun sekilde gozlendi. 2008 yilindaki baska bir
calismada ise PE ve normal insan term plasental yatak biyopsileri incelendiginde,
MAPK3/1 ve fosfo-MAPK3/1 immiin boyanmasi her iki gruptaki EVT’lerde de
gbzlenmis fakat fosfo-MAPK3/1 ekspresyonu kontrole gore PE’de azaldigi tespit
edilmistir (Moon ve ark., 2008). Calismamizda da benzer sekilde iki grupta da fosfo-
MAPK3/1 ekspresyonu EVT’lerde gozlendi. Ancak kontrol ve PE plasentalarin
desidualarindaki fosfo-MAPK3/1 immiinoflorasan boyanma agisindan anlamli fark

bulunmadi.

Calismamizin ikili immiinoflorasan boyanma sonugclarina gore hem kontrol hem de PE
plasentalarin gesitli bolgelerinde fibronektin ile HIF proteinlerini, B3 integrin ile HIF
proteinlerini ve fosfo-MAPK3/1 ile HIF proteinlerini birlikte eksprese eden hiicreler
go6zlendi. Bu durumda, daha 6nce fare TKH kiiltiiriinde gosterildigi tizere (Choi ve ark.,
2013), ESM proteini fibronektinin hiicre adezyon molekiilii f3 integrini aktive ederek
MAPK yolagint indiiklemesi, boylece MAPK3/1’in fosforilasyonunu saglamasi ve
olusan fosfo-MAPK3/1’in HIF proteinlerini aktive etmesi ger¢eklesmis olabilir. Diger
bir degisle, plasentanin ESM igeriginin HIF aktivasyonunu tetikleyebildigine dair bir
kanittir. Ancak ikili immiinoflorasan boyanma sonuclarmna gére bu mekanizma hem

kontrol hem de PE plasentalarda mevcut olabileceginden, PE’de bu siirecin
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bozulmadigini diigiinebiliriz. Bu durumda ESM indiiklii MAPK-HIF yolagi hem kontrol
hem de PE insan plasentalarinda ¢alisiyor denebilir. PE plasentalardaki fibronektin ve 3
integrinin mRNA ve protein diizeyindeki ekspresyonlari kontrole gore anlamli fark
gostermemistir. Ote yandan, PE’de HIF (HIF-1o, HIF-1B ve HIF-2a) ekspresyonlarinin
hem mRNA hem de protein diizeyinde MAPK1’in ise mRNA diizeyinde kontrolden
fazla olmasmin ardinda baska mekanizmalar yatmaktadir. Bu mekanizmalar PE
olusumunu indiikleyen sebeplerden veya PE’nin dogurdugu sonuglardan olabilir. 2001
yilindaki bir ¢calismada incelenen ESM proteinlerinden sadece fibronektin ve lamininin
insan plasental gelisiminin tiim evrelerinde villuslarda ekspresyonlar tespit edilmistir.
Bagka bir degisle, villus yapisinin temel proteinleri fibronektin ve laminindir
(Papadopoulos ve ark., 2001). Calismamizda PE plasentalarin fibronektin ekspresyonlari
normale gore degismediginden, PE’de ESM indiikli MAPK-HIF iligkisinin bozulup
bozulmadiginin incelenmesinde ESM proteini olarak fibronektin yerine lamininin gérev
alabilecegi diisiiniilebilir. Ayrica HIF proteinlerindeki artis bagka ESM proteinleriyle
iligkili olabilecegi gibi MMP’lar ile de iliskili olabilir. Bunlarin anlasilabilmesi i¢in daha

ayrintili caligmalara gereksinim vardir.

Fare TKH'lerin kiiltiire edildigi ESM'min MAPK sinyal iletim yolag:1 araciligiyla HIF
aktivasyonunu tetikleyebildigine dair veriler mevcuttur. Calismamizla ilk kez bu
mekanizmanin insan plasentasinda sinanmasi gerceklestirilmis ve gecerli olabilecegine
dair kanitlar ortaya konmustur. Ayrica PE plasentalarda da bu yolagin isleyebilecegine
dair veriler elde edilmistir. Caligmamizda PE plasentalarda da bu yolagin
isleyebilecegine dair veriler elde edilmistir. insan plasentasinda ESM'nin MAPK sinyal
iletim yolag: araciligiyla HIF aktivasyonunu tetikleme yolaginin varliginin kesinlesmesi
ve bu yolagin plasental farklilasmadaki fonksiyonunun anlasilmasi ic¢in bagka
caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Boylece, trofoblastlarin HIF aktivasyonu yoluyla
invazyon ve vaskiiler yeniden modellenme gerceklestirirken uterus icindeki konumlarini

nasil belirledikleri anlasilabilecektir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tezde, daha once fare TKH kiiltlirii kullanilarak gosterilen, ESM araciligiyla B3
integrin tarafindan indiiklenen MAPK’nin HIF’i aktive etmesi yolagimi ilk kez insan

normal ve PE plasentalarinda arastirilmis olup asagida belirtilen sonuglar elde edilmistir:

1. PE plasentalarda fibronektinin mRNA ve protein diizeyindeki ekspresyonlari

normale gore degismemistir.

2. PE ve normal plasentalar arasinda B3 integrinin mRNA ve protein

diizeyindeki ekspresyonunda fark yoktur.

3. PE plasentalarin HIF (HIF-la, HIF-18 ve HIF-2a) ekspresyonlart hem

MRNA hem de protein diizeyinde normale gére artmustir.

4. PE plasentalarda MAPK1 ekspresyonu mRNA diizeyinde normalden fazla
iken protein diizeyinde degismemistir. MAPK3’in ise mRNA ve protein

diizeyindeki ekspresyonlari PE ve normal plasentalar arasinda ayni kalmistir.

5. Normal ve PE plasentalarin cesitli bolgelerinde fibronektin ile HIF
proteinlerini, B3 integrin ile HIF proteinlerini ve fosfo-MAPK3/1 ile HIF
proteinlerini beraber eksprese eden hiicreler tespit edilmistir. ESM indiiklii
MAPK-HIF yolaginin hem normal hem de PE insan plasentalarinda gegerli

olabilecegine dair kanitlar ilk kez ortaya konmustur.

6. Insan plasentasmda ESM indiikli MAPK-HIF yolagmmin varliginin
kesinlesmesi ve bu yolagin plasental hiicrelerin farklilagmasindaki roliiniin
anlasilmasi i¢in daha detayli caligmalara gereksinim duyulmaktadir. Boylece,
trofoblastlarin invazyon ve vaskiiler yeniden modellenmeyi gerceklestirmek
icin, HIF aktivasyonu yoluyla uterus i¢indeki konumlarini nasil belirledikleri

aciklanabilecektir.
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