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KISALTMALAR

PPROM: Preterm prematiir membran riiptiirii
LBW : Diisiik dogum agirligi

VLBW: Cok diisiik dogum agirligi

IUGR: Intra Uterin gelisme geriligi

CMV: Cytomegaloviriis

HSV: Herpes Simpleks Viriis

HIV : Human immundefiency Viriis

CASPASE: Cysteine Aspartate Specific ProteASEs
APAF-1 : Apapitoz aktive edici faktor-1

MMP : Matriks Metallo-Proteinaz

NSYV : Normal Spontan Vaginal Yolla Dogum
C/S : Sezaryen

E Bolgesi: Membran riiptiir alani

D Bolgesi: Membran riiptiir alanimin distalinde,plasentaya 2 cm yakinlikta olan alan

TUNEL: Terminal deoksiniikleotidil transferaz aracili floresan-dUTP isaretleme
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1.GIRIS VE AMAC

Fetoplasental fizyoloji incelemeleri, teknolojik gelismelerle erken ve ge¢ perinatal
donemde fetusun biiyiime ve gelisme siireclerine etki eden faktorlere aydinlik getirmektedir.
Fetusun biiylime ve gelismesi, fetal dogum agirligi perinatal morbidite ve mortalite ile
iligkilidir. Bu ylizden bir¢cok bilimsel g¢alismada fetal agirliga etki eden mekanizmalar
arastirilmistir.  Anormal maternal, plasental veya fetal durumlar ile karsilasan fetusun
biiyiimesi etkilenebilir ve IUGG (intrauterin gelisme geriligi) gelisebilir. Biz fetal biiyiimeye
etkili kompartmanlardan, fetal transfere karsi bir bariyer olarak tanimlanan fetal membranlar1
ele aldik. Membranlarm biitiinliigii ve uygun zamanda fizyolojik riiptiirii ile matiirasyon ve
fetal agirlik artis1 direkt iliskilidir. Fetal membranlarin miadindan 6nce olan riiptiirii, fetusun
matiirasyonunu biiyiimesini ve gelismesini etkileyecektir. Birlesen amniyon ve koryon (fetal
membranlar) miadinda dogum Oncesinde veya dogum sirasinda yirtilir. Erken membran
riptiri.  ve miadinda olan membran riiptiiri mekanizmalar1  bir¢ok c¢alismayla
arastirilmaktadir. Ciinkii PPROM (preterm prematiir membran riiptiirii) perinatal mortalite ve

morbiditenin en 6nemli nedenidir (1).

Geg¢ gestasyon sirasinda zayiflayan membrana, bir dizi biyokimyasal ve fiziksel
olaylarin katkida bulundugu diisiiniilmektedir (2). Bu faktorler 6zellikle supraservikal alanda
aktif olabilir, ¢linkli 6nceki arastirmacilar serviksin ilizerinde yer alan fetal membranlarin

benzersiz histolojik 6zelliklere sahip oldugunu bulmustur (6,3).

Apopitoz siirecinin fetal membran riiptiiri mekanizmasinda Onemli bir rolii oldugu
diisiiniilmektedir. Insan amniyon ve koryonunda apopitozisin miada yakm olustugu
disiiniilmektedir (4). Apopitozis, organizma tarafindan diizenlenen enerji bagimli hiicre

Olimiidiir. Programli hiicre 6liimii olan bu siire¢ fetal gelisim ve eriskin dokulardaki pek ¢ok
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fizyolojik olayda onemli role sahiptir. Kaspazlar, apoptotik hiicre 6liimii esnasinda 6nemli rol
oynayan multigen ailesinden olusan sistein-proteaz grubu enzimlerdir. Kaspaz adi verilen
intraselliiler proteazlarm; apopitozisin gerek direkt, gerekse indirekt morfolojik ve
biyokimyasal degisikliklerinden sorumlu oldugu ortaya konulmustur. Apopitozis; hem
morfolojik degerlendirme ile hem de aktif kaspaz-3 tayininin immunhistokimyasal yontemle
molekiiler diizeyde belirlenmesi ile saptanabilmektedir (5). Serviksin Ttzerindeki fetal
membranlarindaki azalmis gerilme kuvveti daha 6nce yapilan arastirmalarda tanimlanmigtir
(6, 2). Bir ¢alismada supraservikal fetal membranlarin zayifliginin, kollajen remodelling ve

apopitoz ile uyumlu biyokimyasal, histolojik 6zellikler ile iligkili oldugunu bildirmistir (7).

Bizim caligmamizin amac1 ,miad gebelikte olusan apopitotik degisikliklerin, kaspaz 3
kaskadiyla tespiti, farkli alanlarda apopitozisin farkli sekilde eksprese olup olmadiginin
belirlenmesi ve kaspaz 3 ile saptanan apopitozis oranlarmin yenidogan kilosuna olan etkisini

belirlemektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. FETAL BUYUME

Perinatal mortalitenin en sik nedenlerinden biri olan IUGG bir halk saglig1 sorunudur ve
tanis1 gerekli dnlemlerin alinmasi agisindan 6nemlidir. Yenidogan agirliinin morbidite ve
mortalite ile direk iliskisi bilindiginden bir¢ok arastirmaci, ¢esitli faktorlerin dogum
agirhigiyla nasil bir iliskide oldugunu arastirmistir. Diinyada artan bir siklikla goriilen erken
dogum eylemi, diisiik dogum agirlikli bebeklerin dogumuna sebep olan faktorlerden ilk sirada

yer alir.

Normal gebelik (gestasyon) siiresi 40 haftadir ve 38 ile 42 hafta arasinda degisebilir.
Miadinda dogan yenidoganlar, bu silireyi tamamlayarak diinyaya gelmis olan bebeklerdir. 37
gebelik haftasindan erken dogan bebekler prematiire bebek olarak adlandirilir. Dogumuyla
beraber sorunlar1 da beraber getiren bu bebekleri erken doguma iten sebeplerin bir bolimii
bircok arastirmaya ragmen ¢oziilememistir. Riskli gebeliklerin belirlenmesi risk faktorlerinin
belirlenmesi agisindan 6nemlidir (8, 9, 10). Bu risk faktdrleri; maternal (nulliparite, kisa boy,
zayiflik, irksal, yas, sosyoekonomik diizey, egitim, gebelikte kilo artisi, preeklampsi, kronik
hastalik oykiisii, zararli madde ve ila¢ kullanimi, v.b. ) , fetal ( kromozom anomalileri ve
dismorfik sendromlar, konjenital enfeksiyonlar, cinsiyet, ¢cogul gebelik, v.b. ) , obstetrik
(plasenta ile ilgili faktorler, fetal membran ile ilgili nedenler, kordon anomalileri, uterus

anomalileri, v.b. ) olarak smiflandirilabilir.

Belirlenen risk faktorleri bilinmesine ragmen diisiik dogum agirligi ile sonuglanabilen

erken dogum eylemini tiimiiyle 6nleyecek bir tedavi heniiz bulunamamastir.



IUGG insidans1, cografi bdlgeye, yasanan populasyona ve kullanilan biiyiime egrisi
tablolarina gore degismektedir. Maternal yas, ik, sosyal statii, deniz seviyesinden yiiksekte

yasama, fetal cinsiyet, parite gibi bircok non-patojen faktdr insidansi etkilemektedir. Ornegin;

(11)

*<18 yas veya >35 yasta olan annenin bebekleri diisiik dogum agirlikli olarak dogarlar.
*Erkek bebekler kiz bebeklere gore daha diisilk dogum agirlig ile dogarlar.

*Deniz seviyesinden yiiksekte yasayanlarda diistik oksijen basinci nedeniyle dogum
kilosu daha kiigiiktiir.

* Asyalilarda dogum kilosu daha diistiktiir.

*Sosyokiiltiirel seviye diistiikce yetersiz beslenme ile agiklanamayan bir diisiik dogum agirligi

vardir.
*Dogum kilosu ilk dogan bebeklerde ve grandmultiparlarda daha diisiik olma egilimindedir.

Fetal gelisme geriligi kavrami, gebelikte fetus iizerine etkileri agisindan ilgi ¢eken bir
konudur. Bu etkilerin sonuglari, etkinin goriildiigii donem, etkene maruz kalma siiresi ve dozu
ile degisebilmektedir (12 ). Fetal biiylime genetik, fetusa olan kan akimi1 ve bu yolla saglanan

besinler, ¢cevresel, maternal ve plasental faktorler gibi birgok faktoriin etkisi altindadir (13).



2.1.1. FETAL BUYUMEYE ETKI EDEN MATERNAL FAKTORLER

Gebelikte fetal biiyiimeye etki eden maternal yas, beslenme, obesite ve stres gibi
faktorlerin fetal biiyiimeye bilinen negatif etkilerinin yanisira, diisik dogum agirligs,
intrauterin gelisme geriligi, spontan abortus ve fetal mortalite ile olan iliskileri de
bildirilmistir. Ayrica maternal faktorler yarik damak ve dudak, noral tiip defekti, liriner sistem
defektleri, kardiovaskiiler sistem, santral sinir sistemi, solunum sistemi gibi degisik dogum

defektleriyle iligkili bulunmustur (14).

2.1.1.a. Maternal Yas

Adolesan gebeliklerde (19 yas ve alt1) disiik dogum agirligi (LBW), ¢ok diisiik dogum
agirhgi (VLBW), intrauterin gelisme geriligi (IUGR), erken preterm eylem, anemi, riskleri
artarken, ileri yastaki (35 yas ve lizeri ) gebeliklerde ise LBW, 4000 gr iizeri bebek, oOlii

dogum hiz1 ve perinatal mortalitede artis vardir (15, 16).

2.1.1.b. Maternal Kilo

Annenin gebelik dncesi agirhiginin 50 kg'm altinda olmasmin IUGG ile belirgin olarak
iliskili oldugu gosterilmistir. (17, 18, 19, 20, 21) Viicut kitle indeksi <25 olan gebelerin

cocuklar, kilolu gebelerin ¢cocuklarindan daha az kiloda dogar (22).

Gebelik oncesi agirhigin yaninda, gebelik sirasinda kazanilan kilonun da dogum agirligmi
etkileyen en Onemli faktorlerden biri oldugu ortaya c¢ikmustir. Hatta gebelik sirasinda

kazanilan agirlik artiminin daha da 6nemli oldugunu bildiren yayimlar vardir (18, 23, 20, 21).



2.1.1.c. Maternal Beslenme

Acglik, fazla fiziksel aktivite ve psikososyal stresin preterm dogum ve LBW’ye neden
olabilecegini bilinmektedir (24). Folik asit eksikliginin noral tiip defektine yol agacagi
calismalarda belirtilmektedir (15). Fe eksikligi sadece Fe metabolizmasini etkilemekle

birlikte, fetal biiyiime ve gelismeyi diizenleyen plasental sitokinleri de etkiler (25).

2.1.1.d. Maternal Kotii Aligkanliklar

Sigara igen ve pasif igici olan gebelerin bebeklerinde erken dogum ve LBW iligkisi

bildirilmektedir (26, 27, 28).

Konsepsiyondan once ve gebelikte alkol alan anne fetuslarinin gelisimsel olarak

etkilenecegi ve agirliklarinin az olacagi belirtilmektedir (29).

Kafein, kokain, opiat (morfin ve kodein) gibi maddeler gebelikte kullanildiklar1 zaman
fetusta [IUGR, erken dogum, kiigiik bas gevresi, fetal 6liim ve cogul gebelik gibi sorunlara yol

acmaktadirlar (30).
2.1.1.e. Maternal ila¢ Kullanimi

Gebelikte kullanilan baz1 ilaglar (kemoterapdtikler, steroidler, antikonviilzanlar,

Dietilsitilbestrol maruziyeti) fetal gelisim de bozukluklar yapabilir.

2.1.1.f. Maternal Stres ve Anksiyete

Maternal stres ve sosyoekonomik faktorler fetal gelisimi olumsuz etkileyerek erken
doguma neden olmakta ve fetal malformasyon oranini artirarak diisiik dogum kilolu bebek

dogumuna sebep olmaktadir (31, 32, 33, 34).



2.1.1.g. Maternal Perinatal Enfeksiyonlar

Rubella, Cytomegaloviriis (CMV), Herpes Simplex Viriis (HSV), Varicella Zoster,
Parvoviriis B19, Hepatitler, Human immundeficiency Viriis (HIV), Toxoplazma, Sifiliz,

Listeria, enfeksiyonlar1 fetal bliylime ve gelismeye olumsuz etkilidir.
2.1.1.h. Maternal Hastaliklar

Maternal hipertansif hastaliklar (kronik hipertansiyon, preeklampsi-eklampsi vb),
maternal kronik hastaliklar (diyabet, kronik hipoksi, v.b.), maternal otoimmun hastaliklar (
lupus, otoimmun tiroid hastalilari, romatoid artirit) fetal gelisim gerili§ine neden olurlar (35,

36, 37, 38, 39).
2.1.1.1. Maternal Travma

Gebelikte gegirilen travma erken dogum ile sonuglanip, fetal biiylimeyi indirek etkiler.
2.1.1.1. Maternal Egzersiz

Agir egzersiz yapan gebelerde, bebek kilosunun diisiik ve bas ¢evresinin kiiciik oldugu

bildirilmektedir (40).

2.1.2. FETAL BUYUMEYE ETKI EDEN CEVRESEL FAKTORLER

Cevresel etkenlerin gebelikte degisen fetomaternal fizyoloji sonucunda annenin saghg ile
birlikte fetusun saglik durumunu da etkileyebilecegi belirtilmektedir. Cevresel kirlilik
faktorlerinin 6zellikle diisik dogum agirligi, intrauterin biiylime geriligi, preterm dogum,

spontan abortus ve fetal mortalite ile olan iliskileri bildirilmistir (41).



2.1.2.a Hava Kirliligi

Hava kirliligi etkenleri ile diisik dogum agirhigi, preterm dogum, 6lii dogum arasinda
iliski bulunmustur (42, 43). Sigara dumanma maruziyet diisiik dogum agirlig: ile iliskilidir

(44, 45).
2.1.2.b Su Kirliligi

I¢gme suyunda bulunan dezenfektan gérevi olan klor ve bunlarin metabolitleri yiiksek

maruziyette zararli olmaktadir (46, 47).
2.1.2.c. Girilti Kirliligi

Hayvanlarda giiriiltiiye maruz kalmanin dogumsal anomali ve diisiik dogum agirlig: ile

iligkisi oldugunu gosteren yaymlar vardir (30).
2.1.2.d. Manyetik Kirlilik

Mikrodalga firinlar, uydular, radyo tv istasyonlari, mesleki ugraslar, diatermi gibi
medikal maruziyetler elektromanyetik kirlilik nedenleri olustururlar. Giinliik yasamdaki
mikrodalga maruziyetinin insan {reme sitemine dair epidemiyolojik kanit yoktur.
Radyasyonun zararli etkilerine bakacak olursak organogenezde maruziyette anomalilerle

sonuclanan dogumlar olabilir (48).
2.1.2.e. Kimyasal Kirlilik

Coziiciilere kursun, civa ve bilesiklerine, klorofenole maruziyet diisiik dogum agirlikli

doguma, spontan abortus riskinin artigina sebep oldugu bildirilmistir (49, 45, 50, 51).



2.1.3. FETAL BUYUMEYE VE GELISMEYE ETKI EDEN PLASENTAL FAKTORLER

Plasenta anne ve fetal kan dolasimini birbirinden ayri tutan, anne tarafindan alinan
besinleri ve oksijeni Ozellesmis tasarimi ile adeta bir parazit olan fetusa aktaran, annenin
immunsisteminden bu paraziti koruyan, lizerinde sayisiz ¢alismalar yapilsa da tam olarak
mekanizmas1 anlasilabilmesi miimkiin olmayan bariyer bir organdir. Fetus i¢in bu kadar
hayati olan bir organin anormalligi fetal biiylime ve gelismeyi etkiler. Bu plasental faktorleri

inceleyecek olursak;

2.1.3.a. Plasentanin morfolojik bozukluklar::

- Tek umblikal arter varligi

IUGG tek umblikal arter varliginda tiim kotiledonlardan fetusa dogru yetersiz drenaj

gelismesine sebep olarak diisiik dogum agirligina sebep olabilir.

- Bilobar veya sirkumvallat plasenta varlig1.

Sirkiimvalat plasenta ve plasenta previa da [UGG daha hafif sinirlardadir.

- Plasental hemanjiomlar, plasental tromboz ve infarkt, plasental kist ve koranjiom.

Fetal kanm biiylik kismmin bloke edilip yeterli gaz ve metabolit degisimi i¢in gerekli
alanin azalmasina sebep olurlar. Plasental infarkt, intrauterin gelisme geriligi, fetal hipoksi,
intrauterin fetus 6liimii, neonatal mortalite ve morbidite nedenlerindendir. 40.000 plasentanin
incelendigi bir calismada her 1000 dogumun 2.4 'tinde 6lii doguma neden oldugu saptanmistir

(52).

- Plasenta previa



Asag1 uterin segment gibi perflizyonun az oldugu bir alana implantasyona bagli olarak

gelismektedir.
2.1.3.b. Plasentanin Enfeksiyonlari:
Desuidit, plasentit , vaskulit ve koryoamnionit.

Akut koryoamniyonitiste membranlar opak, sari, kotii kokulu olarak izlenir. Genelde
mikroorganizma transservikal (asendan yol) olarak membranlara ulasir. Preterm dogum, fetal
ve neonatal enfeksiyonlar, intrauterin hipoksi, intrauterin biiyiime ve gelisme geriligi, diisiik

apgar skoru ve respiratuar distrese neden oldugu bilinmektedir.
2.1.3.c. Plasentanin Yapisma Bozukluklart:

Velament6z baglanma, anormal desidualizasyon gibi plasental faktorler sonucunda fetal

biiylime olumsuz etkilenebilir (53, 54).
2.1.4. FETAL BUYUMEYE VE GELISMEYE ETKI EDEN UTERIN FAKTORLER

Miillerian anomaliler ve uterin myomlar gibi uterin patolojilerde UGG gelismesi

muhtemeldir. Bu durum plasental dolagimin bozuk olmasina baglanabilir.

2.1.5. FETAL BUYUMEYE VE GELISMEYE ETKi EDEN KROMOZOMAL

ANOMALILER

IUGG olan bir bebek saptandiginda eslik eden bir kromozomal anomalisi olma olasilig:
%]10’un altindadir (55). Trizomiler fetuslarda plasental yetmezlik ve agir fetal biiyiime ve
gelisme geriligine yol agmaktadir (56). En yaygin goriilen kromozomal anomali olan Trizomi
21’ e eslik eden biiylime ve gelisme geriligi daha hafif iken, 6zellikle trizomi 13 vel8’li

fetuslarda agir biiyiime ve gelisme geriligi saptanmaktadir. Turner sendromu ile dogan her {i¢
10



bebekten birinde agir [IUGG izlenmektedir. Normal populasyonda %3 olan malformasyon

orani IUGG de %3 dir.
2.2. APOPITOZIS VE KASPAZ SISTEMIi

Apopitozis, enerji bagimli, programli hiicre 6liimii olarak adlandirilan bir siire¢ olup,
normal gelisim siirecinde olusur ve eski fonksiyonel olmayan hiicrelerin kaybedilmesi ve
belirli organ ve dokularda yeni hiicrelerin gelismesi arasindaki dengenin saglanmasi agisindan
onemlidir (57). Fetal gelisim ve eriskin dokularda pekcok fizyolojik olayda onemli role
sahiptir (58). Apopitozis terimi ilk kez 1972 yilinda Kerr ve arkadaglari tarafindan

kullanilmastir (59).

Gliniimiizde yiirlitilen arastrmalar sonucunda, apopitozis ve apopitozisden sorumlu
molekiiler mekanizmalar agikliga kavusmustur. Hiicrelerde en belirgin apopitotik 6zellikler
membranlarda bleblerin olusmasi, sitoplazmik ve niikleer kondensasyon, DNA parcalanmasi
ve apopitotik cisimlerin olugmasidir (60). Apopitoz indiiklenmesi i¢in iki ana yol ortaya
cikarilmistir; birincisi mitokondriyel bir yolaktir ve ayni zamanda intrinsik yolak ta denir.
DNA hasarmi da igeren cesitli hiicresel streslere cevap olarak aktive olur. Bu yolagin ayirici
ozelligi mitokondriyel tutulum ve apopitozom olusumu ve kaspaz aktivasyonunu igermesidir
(57). Ikinci yolak ekstrinsik yolaktir ve bu yol i¢cindeki mekanizmalar da kaspaz sistemini bir
sekilde aktive eder. Boylece kaspazlar her iki sistemde de yer alarak apopitozisin ¢cok hizli

gerceklesmesine sebep olurlar.

Apopitoz farkl hiicre tipine 6zgiil sinyallerle tetiklenir ve bu sinyaller kaspaz kaskadi
aktivasyonu ile sonuglanir (61). Kaspaz adi verilen, intraselliiler proteazlarin; apopitozisin

direk ve indirek morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerinden sorumlu oldugu ortaya
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konulmustur. Kaspazlar ilk olarak bir nematod olan Caenorhabditis Elegans'in genetik analizi

sirasinda ortaya ¢ikmistir (62).

Apopitotik hiicre 6limiinde rol oynayan multigen ailesinden olusan sistein-proteaz grubu
enzim "Cysteine Aspartate Specific ProteASEs- CASPASE" olarak tiiretilmistir. Inaktif
proteinler olarak sentezlenen bu enzimler cesitli yollarla aktive edilmelerinin ardindan
hiicresel hedeflerdeki tetrapeptit motifleri tanir ve bazi anahtar hiicre i¢i proteinleri, aspartik
asit rezidilerinden aymrir. Bu sekilde hiicreyi kontrollii bir sekilde 6liime gotiiriirler.
Apopitozis sirasinda meydana gelen selliiler ve morfolojik degisimler, kaspazlarin rol

oynadig1 siirecler sonucunda gelisir (62).

En az 14 kaspaz tanimlanmistir (63). Bu proteazlar {i¢ gruba ayrilmaktadir (64). (sekil-1).

Caspase Substrate "
Py Pﬂ Pa Py
Group | Hydrophabic v Caspases-1,4, 5. 13
Group Il Asp Glu  Xux Asp Caspases-2, 3, 7, CED-3
Group Il Aliphatic Caspases-6. 8, 9. 10, (Granzyma B)

Grup 1 : Sitokin matiirasyonuna aracilik edenler (caspase-1, 4, 5, 13) - ICE ailesi,
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Grup 2 : Apopitotik hiicre 6liimii slirecinde efektor gorevi iistlenenler (kaspaz-2, 3, 7) - ced 3

ailesi,

Grup 3 : Apopitotik hiicre 6liimiinde aktivatorler (kaspaz-6, 8, 9, 10) - ced 3ailesi (65).

Tetrapeptit motiflerini kaspazlar, aminoasit spesifitelerine gore tanir ve p4

pozisyonundaki aminoasitlere gore {i¢ spesifik gruba ayrilir.

Grup 1 kaspazlar (kaspaz-1, 4, 5, 13) P4 pozisyonunda hidrofobik aminoasitleri tanirlar

ve sitokinlerin maturasyonuna aracilik ederler.

Grup 2 kaspazlarin ayirma noktasi hiicre 6liimii sirasindaki pek ¢ok proteinlerde gozlenir
ve bununla iligkili olarak da grup 2 kaspazlar (kaspaz-2, 3, 7) apopitozisin major efektorleri

olarak bilinirler.

Grup 3 kaspazlar (kaspaz-6, 8, 9, 10) alifatik aminoasitleri tanir ve grup 2 kaspazlarin

aktivasyonunda gorev alir (65). (sekil 2)

Kaspazlara ek olarak bir serin proteaz olan granzim-B gibi baska proteazlar da kaspaz
aktivasyonunda gorev alir ve bazen de kaspazlarin yerine fonksiyon gorerek apopitotik hiicre

Oliimiine katkida bulunur. (sekil 2)
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Caspase-6

Growp

Group I Caspase-2

Sekil 2: Kaspazlarin molekiiler dizilimi (62).

Baslangicta matiir olmayan pro-kaspazlar seklinde bulunurlar ve aktive olmalar1 igin
ayrilmalar1 gerekir. Once inaktif ii¢ parcali proenzimler olarak sentez edilirler. Aspartat (P1) -
X (P2) bagmin ayrilmasiyla proenzimden, kii¢iik ve biiylik subiiniteleri i¢eren aktif enzim
olusur. Ayrilma isleminden sonra 2 bliyiik ve 2 kii¢iik alt {initeden olusan tetramer yapisina
sahip kaspaz yapisi izlenir . Kaspazlarin tetramer yapisi 2 adet biiyiik (dista) ve 2 adet kiigiik

alt tiniteden (icte) olusmustur.
Kaspaz aracili apopitozisin aktivasyonunda ii¢ ayr1 yolun varligi bilinmektedir;
1 . Endoplazmik retikulum aracili apopitozis
2. Hiicre ylizey reseptorleri araciligi ile tetiklenen apopitozis
3. Mitokondri/Sitokrom-C aracili apopitozis

Giliniimiizde apopitozisi morfolojik degerlendirmenin yani sira, apopitozise 6zgii oldugu
bilinen bazi aktivasyonlarin (6rn, aktif kaspaz-3 tayini) molekiiler diizeyde belirlenmesiyle de
apopitosiz saptanabilmektedir. intrinsik yolak mitokondriyel tutulum ve apopitozom olusumu

ve kaspaz aktivasyonu igerir. Apopitozom bir multiprotein bilesigidir. 700-1400 kD
14



biiytikligiindedir ve apopitoz aktive edici faktér-1 (Apaf-1), sitokrom c, ve kaspaz-9 dan
olusur (66, 67). Ancak Apaf-1, sitokrom ¢ ve dATP varliginda, holoenzim kompleksini
olusturmak iizere kaspaz-9 u oligomerize eder, birlestirir ve isler. Bu sekilde apopitozom,
apopitozla iligkili morfolojik 6zelliklere yol agacak sekilde kaspaz-3 sistemini aktive ederek
kaspaz yolagi tetikler (57, 68, 69). Kaspaz-3 aktive oldugunda kendine feed back verebilir ve
baslatict kaspaz-9 u ayirabilir; bu bir olumlu feed backtir. Boylece kaspaz-9 u daha da aktive
eder. Bu durum kaspaz kaskadinin geri doniilemez sekilde hiicre intiharina ilerlemesini

garanti altina alir.

Apopitozis tanisina 0zgili bazi aktivasyonlarm belirlenmesi i¢in ¢ok cesitli yontemler
vardr (70). Immunhistokimyasal yontemlerden kaspaz 3 tayini ile apopitozisi belirlemek bu
yontemlerden sadece bir tanesidir. Bir¢ok ¢alismada cesitli etkenlerin dokudaki apopitozis ile
iliskisi ve yine apopitozisin organizmada dogurabilecegi etkiler ile iligkisini belirleyebilmek

icin bu yontemlerden bir veya birkag¢indan birlikte faydalanilmastir.

Bizim ¢alismamizin amaci miat gebelikte olusan fizyolojik fetal membran riiptiiriine yol
actig1 One siiriilen apopitotik degisiklikleri, kaspaz 3 ile immunohistokimyasal olarak
saptamak, supraservikal alana denk geldigi diisiiniilen alanda ve plasentaya yaklasik 2 cm
uzakliktaki distal alanda fetal membranlarda kaspaz 3’iin birbirinden farkl sekilde eksprese
olup olmadigini belirlemek ve saptanan apopitozis oranlarinin, fetal biiylime ve gelismeye

olan etkisini incelemektir.
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3. GEREC VE YONTEM

2010 Agustos - 2011 Agustos tarihleri arasinda Maltepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Ana Bilim Dali’nda gebeligin basindan beri takip olan ve
dogum yapan 56 hastanin plasentalar1 patoloji laboratuvarinda takibe alindi. Maltepe
Universitesi T1p Fakiiltesi 05 Temmuz 2011 tarihli 07 no’lu Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
toplantisinda, 03 karar no ile tez ¢alismasi onay almistir. Plasentalarin 15’1 normal dogum ve
41’1 elektif sezaryan ile olan dogumdan elde edildi. Plasenta, fetal membranlar ve gobek
kordonu materyali ¢aligmaya dahil edildi. Makroskopik inceleme ile plasental agirlk,
boyutlar, gobek kordonu sap1, uzunlugu ve gros patoloji olup olmadigi kaydedildi. Plasentalar

ayn1 giin igerisinde igleme alind1.

Gestasyonel yas hesaplanirken hastanin son adet tarihi ve ilk donem ultrasonunda fetal
bas popo mesafesi kullanildi. Klinik ve patolojik olarak koryoamniyonit ve PPROM olan
olgular, kronik hastaligi (HT, DM, SLE, v.b.) ve gestasyonel hastalig1 olan gebeler (GDM,
Preeklampsi v.b.), sigara i¢cenler, 12 saati askin membran riiptiirii hikayesi olanlar ve antenatal
fetal hastalik tanis1 alanlar (immiin hidrops, yapisal ve kromozomal anomaliler, v.b.), cogul

gebelikler calisma dis1 birakildi.

Amniyon membrani disa katlanacak sekilde rulo yapilarak fetal membranlarin spontan
(NSVY) ya da manuel (C/S) riiptiir alanlarindan ve ayrica fetal membranlarin distal
kismidan (plasental kenarin 2 cm distali) yapildi (71, 72). Fetal membranlar % 10’luk

formalinde fiske edildi.

Doku isleminden sonra parafine gomiildii. H&E (Hematoksilen Eozin) ile 6n inceleme

yapilarak uygun plasentalar secildi.
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Immunohistokimyasal inceleme; mikrotom ile iki mikrometre kalinlikta kesilerek poly-L-
lysinli lamlara alman ornekler (diva decloaker 10X-Biocare Medical), deparafinize ve
rehidrate edildi. Sitrat tampon (10 mmol/L, PH:6,0) icerisinde 1sitilarak decloaking
chamber’da inkiibe edilerek antijen retrieval (agiga ¢ikartma) uygulandi. Daha sonra endojen
peroksidaz % 3 metanol igerisindeki hidrojen peroksit (ScyTek peroxide Block 21618,USA)
ile inaktive edildi. Nonspesifik baglanma noktalar1 % 1 bovine serum albumin (protein
blokaj) ile bloke edildi (ScyTek,Super block 21292, Logan,Utah,USA). Daha sonra kaspaz-3
primer antikoru (Genetex, GTX22302,USA) (1.500) ile inkiibe edildi. insan tonsil materyali
pozitif kontrol olarak kullanildi. Inkiibasyondan sonra iki kez beser dakika TBS’de ( Tris

Buffered Saline) yikandiktan sonra streptavidin peroksidaz serumu ile 20 dakika yikand:.

Tekrar iki kez beser dakika TBS ‘de bekletilen kesitler PH:7,6’da DAB kromogen
(ScyTek, USA) ile bes dakika mikroskop altinda kontrol edilerek inkiibe edildi. Daha sonra
kesitler distile suda yikanarak Mayer’s Hematoksilen ile zit boyanma elde edildi. Son

asamada ise kesitler dehidrate edilerek entellan ile kapatildi.

Fetal membranin, riiptiire oldugu bolgeye ‘E’ tanimlamasini; riiptiir olan alanin distalinde
plasentaya 2 cm yakin bdlgeye de ‘D’ tanimlamasi yapildi. E ve D olarak adlandirilan
bolgelerde kaspaz 3 yontemi ile tespit edilen apopitozis miktar1 incelendiginde kaspaz 3
saptanamayan alan i¢in sifir, %1-10 arast; 1(hafif), %10-49 arasi; 2(orta), >%50; 3(yogun)

olarak puanlandi (73).

Tek bir patolog tarafindan kor olarak degerlendirildi. Amniyon membranina bakan damar
duvarinda yer alan diiz kas hiicrelerinin sitoplazmasindaki boyanma (+) ve anlamli kabul

edildi (74).
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Verilerin degerlendirilmesinde SPSS for windows 17.0 istatistik paket programi
kullanilmistir. Verilerin korelasyonuna Spearman analizi ile bakilmis ve karsilagtirmalarda ki-

kare testi kullanilmistir. Tan1 degerleri hesaplanmis, p<0.05 anlamli kabul edilmistir.

4. BULGULAR

Klinigimizde dogum yapan 56 gebe kadinin plasentalar1 retrospektif olarak incelenmistir.
Arastirmamiz kapsamindaki gebe kadinlarin kilosu, yasi, gebelik siiresince aldigi kilo artis1 ve
dogan bebeklerin kilosu, boyu, cinsiyeti, gestasyonel yaslar1 gibi 6zelliklerde tablo 1 de

gosterildigi gibi istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0.005; CI: %95).

PARAMETRE ORT =+ SS*

Anne yas (y1l) 30+£4,32

Anne kilo 77,00+13,8315
Anne kilo artis1 16,00+ 6,1455
Yenidoganin kilosu ( gr) 3380,00 +473,573
Gebelik giin sayis1 274+6,978
Dogum haftasi 39+ 1,44
Yenidoganin boyu 50,00+ 2,123

TABLO 1. Orneklere ait demografik parametreler.

ORT: Ortalama deger SS: Standart Sapma
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Bebek dogum kilosunda 3700 gr sinir olarak kabul edildi. 41 bebek 3700 gramin altinda
dogum kilosuna sahipken, 15 bebegin de 3700 gramin lizerinde dogum kilosuna sahip oldugu

tespit edildi.

Dodumkila
5= g
B -3700
HE =3700
20

157

10=

0 1-10 11-49 =50
CASP3E

Sekil 3: Kaspaz 3 E’nin bebek dogum kilolarma gore dagilimimni gosteren grafik.
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Dogumkilo

B =3700
@ 3700

20

0 1-10 11-49 =50
CASP3D

Sekil 4: Kaspaz 3 D’nin bebek dogum kilolarina gore dagilimimi gosteren grafik.

E bolgesinde (membran riiptiire alani) kaspaz 3 tespit edilemeyen grup ile kaspaz 3 tespit
edilebilen gruplar arasinda yenidogan kilolar1 ve apopitozis arasinda istatistiksel bir

korelasyon bulunmadigi tespit edildi ( p:0,434 ).
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Ancak ayni arastirma D bdlgesi icin yapildiginda ise bebek dogum kilosu ile D
bolgesinde (membran riiptiire alaninin distalinde plasentaya 2 cm uzaklikta, gerilime en az
maruz kaldig1 diisiiniilen alan) kaspaz 3 ile saptanan apopitozis arasinda anlamli bir

korelasyon oldugu tespit edildi (p<0.05; CI:%95).

Arastirmaya dahil edilen anne yas grubunun ortalamasi 30 idi ve E ile D alanlarinin her
ikisinde de kaspaz 3 ile saptanan apopitozis arasinda bir korelasyon bulunmadigi tespit edildi.
Ayrica ayn1 sekilde annelerin dogum sirasindaki kilosu ve gebelik siiresince aldigi kilo artig
miktarinin da, fetal membranlarin farkli 2 alaninda (E ve D) kaspaz 3 ile saptanan apopitozis

ile arasinda bir korelasyon bulunmadigi tespit edildi.
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Sekil 5: Arastirmaya dahil edilen anne yas (YIL) ve kilolarinin (Gram) dagilimi

Arastirmamiza alian annelerin, yas ve kilolarinin dagilimi degerlendirildiginde homojen

bir dagilima sahip oldugu soylenebilir.

22



4350,00
4250,00
4190,00 o)
4050,00
3900,00
3880,00
3840,00
3680,00
3530,00
3520,00
3490,00 o
3470,00
3380,00 o]
3340,004
3320004 ©

3280,00 o
3240,007
3200,00
314500
3070,00
3000,00
2900,00
2830,00
2510,00 Q

2350,00 o

Dogumkilo
00000 000000 O O
ooooDo O O

o o0 00D

oo 000 oo

T T T T T T
36 ir 33 39 40 41

Dogum haftasi

Sekil 6: Arastrmaya dahil edilen bebeklerin dogum haftas1 ve kilolarinin (gram)

dagilimi

Dogum haftalar1 acisindan bakildiginda ¢alismamiza miadinda dogmus fetuslarin
plasental membranlarindan 6rnekler alindigi goriilmektedir ve bu dogum haftasi ile kaspaz 3
miktarlar1 arasinda bir korelasyon saptanmamistir ( E bolgesi i¢in p:0,236; D bolgesi i¢in
p:0,265 ). Materyaller arasinda gebelik haftasi agisindan anlamli bir fark yoktur. Ortalama

dogum haftas1 39 hafta, ortalama fetal agirlik 3380 gr olarak saptanmistir.
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Yenidogan cinsiyetleri incelendiginde yari yariya bir hasta dagilim oldugu gozlendi.
Cinsiyetin de E ve D bolgelerinde kaspaz 3 dagilimi ile arasinda bir korelasyon izlenmedigi

tespit edilmistir.

Calismaya alinan 6rneklerde E ve D alanlarinda apopitozisin farkli oranlarda eksprese
olup olmadig1 incelendiginde membran riiptiir alan1 olan E bolgesinde kaspas 3 yogunlugu
riiptlir alanin distalinde plasentaya yakin olan D bolgesine oranla daha fazla izlenmistir.
Ayrica membran riiptiir bolgesinde damar yapilarinda izlenen apopitozis oranlari1 da, D
bolgesine oranla anlamli derece yliksek bulunmustur (p:0,019). Ancak E ve D boélgelerinde
saptanan kaspaz 3 miktarlarinin birbirleri ile korelasyonu olmadigi da istatistiksel olarak

belirlenmistir (p:0,119).

Sekil 7: Apopitotik hiicre izlenmeyen preparat
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Sekil 10: 3+ olarak tanimlanan preparat
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5. TARTISMA

Fetal gelisim ve intrauterin yasam bilimin heniiz ¢6zemedigi yonleriyle binlerce soru
iceren bir konudur. Fetoplasental fizyoloji incelemeleri erken ve gec perinatal donemde
fetusun biiylime ve gelisme siireclerine etki eden faktorlere aydinlik getirmektedir. Fetusun
biliylime ve gelismesinin, fetal dogum agirligmin morbidite ve mortalite ile iliskisi asikardir.
Bu yiizden bir¢ok bilimsel calisma gibi bizim calismamizda da fetal biiyiimeye ve fetal
agirhiga etki eden kompartmanlardan, fetal transfere karsi bir bariyer olarak tanimlanan fetal

membranlarin farkli alanlarinda apopitozisoranlarini ¢alistik.

Apopitozis, organizma tarafindan diizenlenen enerji bagimli hiicre éliimiidiir. Programli
hiicre 6liimii olan bu siire¢ fetal gelisim ve eriskin dokulardaki pek ¢ok fizyolojik olayda
onemli role sahiptir. Kaspazlar apopitotik hiicre O6liimii esnasinda O6nemli rol oynayan
enzimlerdir. Immunhistokimyasal yontemle aktif kaspaz-3 tayininin molekiiler diizeyde

belirlenmesiyle apopitozis saptanabilmektedir (5).

Serviksin iizerindeki insan fetal membranlarindaki azalmis gerilme kuvveti daha once
yapilan arastirmalarda tanimlanmistir (2, 75). Bir calismada supraservikal fetal membranlarin
zayifliginin, kollajen yeniden modellenmesi ve apopitoz ile uyumlu biyokimyasal, histolojik
ozellikler ile iligkili oldugunu bildirilmistir (7). Geg gestasyon sirasinda zayiflayan membrana
bir dizi biyokimyasal ve fiziksel olaylarin katkida bulundugu diisiiniilmektedir (2). Bu
faktorler 6zellikle supraservikal alanda aktif olabilir, ¢linkii 6nceki arastirmacilar serviksin
iizerinde yer alan fetal membranlarin benzersiz histolojik 6zelliklere sahip oldugunu
bulmustur (5, 3). Bir grup tarafindan kollajen yeniden modellenmesi ve apopitozis ile uyumlu
“fazla morfolojik degisiklik” olarak adlandirilan fokal fetal membran alanlar1 tanimlanmistir

ve riptiir alanin1 kapsadig1 6ne siiriilmiistiir (7). Bu bulgular ilk olarak gerilme kuvvetinin de
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etiyolojiye katkida bulunmus olabilece§i miadindaki vajinal dogumlarda bildirilmistir.
Bununla birlikte, ayn1 yazarlar fetal membranlarin miadinda elektif sezaryen dogum veya
vajinal dogum sonrasinda toplanmasindan bagimsiz oldugunu gostermislerdir (75). Bizim
calismamizda hem sezaryan hemde normal dogum plasentalarinin kullanilmasinin nedeni
budur. Bu grup ayn1 zamanda serviksin {izerinde yer alan bolgede artmig MMP (matriks
metalloproteinaz) aktivasyonu ve koryon (sitotrofoblast) hiicresi apopitozisi tanimlamistir
(71, 4). Membran 6rnekleme modelinde Moore ¢alisma grubu, fetal membran ylizeylerinin
kuvveti ve zayiflig1 agisindan Steven Bell caligma grubunun histolojik ¢alismalari ile uyumlu

kaliplar ortaya koymustur (7).

Moore ve Bell grubunun caligmalari, fetal membranm biyokimyasal ve histolojik
ozelliklerindeki farkliliklar ile birlikte, 6zellikle serviks lizerindeki fetal membranlarin,diger
geri kalan bolgelerdeki fetal membranlardan anlamli sekilde daha zayif oldugunu
gostermistir. Bu da fetal membranlarda bolgesel farkliliklar kavramini giiclii bir sekilde
desteklemektedir. Bu veriler gestasyon siiresince bu bolgenin zayiflamasi ile de uyumludur.
Preterm hastalarda fetal membranlarin fiziksel 6zelliklerine iliskin veri smirlidir. Presman
(76), prematiir fetal membranlarin miadindaki fetal membranlardan daha giiclii oldugunu
bildirmistir. Bu calismada bolgesel farkliliklar  bildirilmemistir. Moore grubunun
calismalarinda prematiir fetal membranlarin miadindaki membranlardan daha giiclii oldugu ve

zayif bolgenin kiigiik veya hi¢ olmadigini dogrulanmaistir.

Yapilan calismalarda ¢esitli tutarsizliklar goriilmektedir. Ornegin, yirtilma yiizeyine
bitisik membranlarin yirtik ylizeyinden daha distal olanlardan daha zayif olup olmadigi
konusunda uyumsuzluklar vardir; bu durum yirtiZin normal olarak membranin zayif
bolgesinde baslayip baslamadiginda da uyumsuzluklar anlamma gelir.

27



Apopitoz siirecinin fetal membran riiptiiri mekanizmasinda 6nemli bir roli oldugu
diisiiniilmektedir. Insan amniyon ve koryonunda apopitozisin ger¢ek anlamda miada yakin

olustugu diisiiniilmektedir (4).

Bizim ¢aligmamizda fetal membranlarda kaspaz 3 ile gdsterilen apopitozosin, membranin
riiptlire oldugu gozlenen alanda m1 yoksa gerilime en az maruz kaldig diisiiniilen, riiptiire
alandan daha distal alanda olan plasentaya yaklasik 2 cm uzakliktaki alanda m1 daha fazla
olup olmadig1 arastirilmistir. Ayrica her iki alanda saptanan apopitozisin bebek dogum kilosu

ile korelasyonu incelenmistir.

Calismaya alinan orneklerde E ve D alanlarinda apopitozisin farkli oranlarda eksprese
olup olmadig1 incelendiginde membran riiptiir alan1 olan E bolgesinde kaspas 3 yogunlugu El
Khwad (7) ve Nicole G. (77) ¢aligmalarina benzer bir sekilde riiptiir alanin distalinde

plasentaya yakin olan D bdlgesine oranla daha fazla izlenmistir.

Kumagai calisma grubu da TUNEL yontemi ile intraamniotik epitelyum hiicrelerin 40-
41.haftalarda en yiiksek seviyede oldugunu bulmuslardir (73). Lei ¢alisma grubu bu bulguyu
daha 6nce rat amnion epitelinde aktif dogum eyleminden Once artis seklinde gozlemis (78).
Ancak bunun tersine Runic c¢alisma grubu ise apopitozisin 23-30. haftalar arasinda en
maksimum oldugunu belirtmis. Bu iki calismanin farkliligi, ¢alismalara farkli gruplarin dahil
edilmesi ile agiklanabilir. Kumagai’nin ¢alismasinda komplike gebelikler dahil edilmemisken,
Runic’in ¢aligmasinda diyabet, koryoamnionit, PPROM’lu gebelerin de dahil edildigi
goriiliiyor (79). Ayrica Kumagai calisma grubunun bir vakasinda, fetal membranlarda DNA
agoroz jel elektroforez yonteminin TUNEL yontemi kadar apoptozisi net bir sekilde tespit
edemedigi gosterilmis. Pek ¢ok caligma TUNEL yontemi ile apoptotik hiicrelerin yanisira

nekrotik hiicrelerin de boyanmasi gibi bir dezavantaja isaret etse de, kaspaz 3 ile saptanan
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apopitozisten daha fazla niceleyici tan1 saglanmaktadir. Biz ise calismamizda TUNEL yerine
apopitozistespiti i¢in kaspaz 3 yontemini kullandik ve bu farkli bulgular nedeniyle 2 farkli

alanda calistik.

Nicole ¢alisma grubu (n=12) dogum eylemi baslamamis, elektif sezaryen olan gebelerin
plasentasindan elde edilen fetal membran 6rneklerini toplamis ve bizim ¢alismamizda oldugu
gibi 2 farkli alanda apopitotik degisikliklerin farkli sekilde eksprese olup olmadigini
incelemisler (77). Membranin riiptiire oldugu varsaydiklari supraservikal alanin belirlenmesi
icin dogum baglamadan 6nce Mavi Bonney boyasinin transservikal uygulamasi kullanilmas.
Biz ise direk supraservikal alan varsayimini degil, membranin makroskopik olarak
gozlenebilen riiptiir alanindan ve benzer olarak riiptiire alanin distalinde plasentaya 2 cm
yakinlikta fetal membranlardan Ornekler aldik. Nicole grubu supraservikal alandaki
apopitozismiktarmin fazla oldugunu gostermis. Bizim 6rneklerimizde de membranin riiptiir
oldugunu gordiigiimiiz alanda, distalde olan membrana kiyasla kaspaz 3 ile tespit edilen
apoptozisin daha fazla oldugunu gordiik. Ancak yapilan korelasyon incelemesinde E ve D
alanlarinda saptanan kaspas 3 miktarlar1 arasinda korelasyon izlenmedigi istatistiksel olarak
saptandi. Calismamizda TUNEL yontemi ile degil de, kaspaz 3 yontemi ile

apopitozismiktarmin degerlendirilmis olmasi glivenilirlik sorununu akla getirebilir.

E ve D alanlarinda kaspaz 3 miktar1 ile yenidogan kilosu arasinda korelasyon
incelendiginde D alaninda (membran riiptiir alaninin distalinde plasentaya yakin olan alan)
saptanan kaspaz 3 miktar1 arasinda ilging bir sekilde pozitif korelasyon izlenmistir. Plasentaya
yakin olan fetal membran alaninda apopitozisazaldikca, yenidogan agirlig1 artar varsayimini
kurmus idik. Oysa goriiyoruz ki apopitozismiktar1 arttikca yenidogan agirligi da artmaktadir.
Bu bagint1 fetal beslenme kompartmanlarindan plasentaya yakin olan fetal membranda
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kolaylastirilmus difiizyon ile glukoz transportu(*”), apopitozisin kolaylastirdig1 bir gegirgenlik
ile daha 1yi mi saglamiyor sorusunu akla getiriyor. Diyabetik gebelerde amniyon mayisinin
glukoz diizeyine ve fetal membran apopitozismiktarma bakilarak, fetal agirlik ile baglantisi
degerlendirilebilirse bu sorunun yanit1 bulunabilir mi? Kathleen ¢alisma grubu ratlarda glukoz
gibi fetal membranlardan LDL ve HDL kolesterollerinin gecisinin de yenidogani besledigini
gostermistir (81). Sadece fetal membranlardan degil, desidudan da bu kolesterollerin gecis
varlig1r kanitlanmistir. Bu baglamda plasentaya yakin alandaki D alaninda desidua ve fetal

membranlarin gegirgenligi apopitozis sayesinde arttikca fetusun beslenmesi artabilir denebilir.

Apopitozisin varligir ve artisi, bugiine kadar olan ¢alismalarda riiptiir mekanizmasinda
degerlendirilmistir. Riiptiir onciilii gosterge kabul edilme yolunda olan apopitozis, fetusun
biiylimesi ile riiptiiriin yaklagsmasin1 m1 sagliyor? Varsayilan hipotezlerde supraservikal alana
fetal kilo basisinin sebep oldugu diisiiniilen gerilme mekanizmasi ile membran riiptiiriiniin
gerceklesmesi bir adaptasyon mekanizmasini da akla getirebilir. Apopitozis dogum distosisini
engelleyebilecek bir mekanizmada yer alarak bebek dogum agirliginin artisini belli bir
noktada indirek olarak durdurmak icin dogumu tetikleyecek olan membran riiptiir

mekanizmasini ¢alistirtyor olabilir.

Supraservikal riiptiir alaninda uterusun gerilme mekanizmasma katkida bulunan fetal
basinin apopitozisi arttirdigi disiliniilse de (73, 77) bizim ¢aligmamizda fetal agirlik ile
membran riiptiir alanindaki apopitozis ile arasinda korelasyon saptanmamis olup, tersine
membran riiptiir alaninin distalinde plasentaya yakin olan alandaki fetal membran apopitozisi
arasinda pozitif korelasyon saptanmistir. Yani apopitozis burada bir sonug¢ degil sebep olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Apopitozisin fazlalig1 burada gecirgenligi artirarak besin transportunu
sagliyor olabilir. En nihayetinde iri fetuslarda ve multifetal gestasyonlarda membran riiptiir
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mekanizmasinda apopitozisin rol aldigi, ama basrol oynamadig1 farkli bir mekanizma olsa

gerek diye diistinebiliriz.

Sonug olarak, apopitozis gostergesi kaspaz 3 ve fetal agirlik arasinda pozitif yonde
iliskinin varlig1 fetal membranlardaki apopitozisin sadece riiptiir mekanizmasinda degil ayni
zamanda fetal agirlik ve biiyiimede de beklenin aksine olumlu etkisi oldugunu
diistindiirmektedir. Literatiiriin aksi yoniinde olan bu bulgularin kesin ispat1 i¢in membran
riptiir mekanizmasmin ve fetal agirhiga etki eden mekanizmalarmin kesfi; apopitozisin bu
mekanizmalardaki yerinin anlasilabilmesi i¢in daha fazla vaka sayisi ile yapilacak ¢aligmalara

ihtiya¢ vardur.

6. SONUC

Apopitozis gostergesi kaspaz 3 ve fetal agirlik arasinda pozitif yonde iliskinin varligi
fetal membranlardaki apopitozisin sadece riiptiir mekanizmasinda degil ayn1 zamanda fetal
agirlik ve biliyiimede de beklenin aksine olumlu etkisi oldugunu  diisiindiirmektedir.
Literatiiriin aksi yoniinde olan bu bulgularin kesin ispati i¢in membran riiptiir mekanizmasinin
ve fetal agirhiga etki eden mekanizmalarmin kesfi; apopitozisin bu mekanizmalardaki yerinin

anlasilabilmesi i¢in daha fazla vaka sayis1 ile yapilacak calismalara ihtiyag vardir.
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7. OZET
Amag: Miat gebelikte olusan apopitotik degisikliklerin, kaspaz 3 kaskadiyla tespiti,
farkli alanlarda apopitozisin farkli sekilde eksprese olup olmadiginin belirlenmesi ve kaspaz 3

ile saptanan apopitozis oranlarinin yenidogan kilosuna olan etkisinin belirlenmesi.

Materyel ve Metod: 2010 Agustos - 2011 Agustos tarihleri arasinda Maltepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Kadmn Hastaliklar1 ve Dogum Anabilimdali’nda gebeligin basindan
beri takip olan ve dogum yapan 56 hastanin plasentalar1 patoloji labaratuvarinda takibe alindu.
Plasenta, plasental membranlar ve gobek kordonu materyali ¢alismaya dahil edildi.
Makroskopik inceleme ile plasental agirlik, boyutlar, gobek kordonu sapi, uzunlugu ve gros

patoloji olup olmadigi kaydedildi. Plasentalar ayni1 giin igerisinde isleme alindi.

Fetal membranlarin spontan (NSVY) ya da manuel (C/S) ruptiir alanlarindan ve ayrica
fetal membranlarin distal alanindan (plasental kenarm 2 cm distali) 6rnekler alindi. Fetal
membranin, riiptiire oldugu bdlgeye ‘E’ tamimlamasini; riiptiir olan alanin distalinde
plasentaya 2 ¢cm yakin bdlgeye de ‘D’ tanimlamasi yapildi. Immunhistokimyasal yontemle

kaspas 3 ile degerlendirilebilen apopitozis miktarlar1 degerlendirildi.

Bulgular: Yenidogan kilosu ile E bolgesinde (membran riiptiire alani) kaspaz 3 ile
saptanan apopitozis miktari ile arasinda bir korelasyon bulunmadig: tespit edildi. Ancak ayni
arastirma D boélgesi i¢in yapildiginda ise yenidogan kilosu ile D bolgesinde kaspaz 3 ile
saptanan apopitozis miktar1 arasinda anlamli bir korelasyon oldugu tespit edildi.

E ve D alanlarinda saptanan kaspaz 3 miktarlarinin birbirleriyle korelasyonunun olmadigi
istatistiksel olarak saptanmustir.

Calismamiza alinan olgularda E ve D alanlarinda apopitozisin farkli oranlarda eksprese

olup olmadig1 incelendiginde ise membran riiptiir alanm1 olan E bolgesinde kaspaz 3
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yogunlugu, riiptiir alanin distalinde plasentaya yakin olan D bolgesine oranla daha fazla
1zlenmistir.

Anne yasinin, dogum sirasindaki kilosun ve gebelik stiresince aldigi kilo artis miktarinin
ayrica bebek cinsiyet farkinin E ve D alanlarinin her ikisinde de kaspas 3 ile saptanan
apopitozis arasinda bir korelasyon bulunmadig: tespit edildi.

Sonug¢: Apopitozis gostergesi kaspaz 3 ve fetal agirlik arasinda pozitif yonde iligkinin
varlig1 fetal membranlardaki apopitozisin sadece riiptiir mekanizmasinda degil ayn1 zamanda
fetal agirlik ve biliylimede de beklenin aksine olumlu etkisi oldugunu diisiindiirmektedir.
Literatiiriin aksi yoniinde olan bu bulgularin kesin ispati i¢in membran riiptiir mekanizmasinin
ve fetal agirhiga etki eden mekanizmalarmin kesfi; apopitozisin bu mekanizmalardaki yerinin

anlasilabilmesi i¢in daha fazla vaka sayisi ile yapilacak calismalara ihtiyag vardir.
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8.SUMMARY

Aim: Apopitosis determination on different fetal membrane zones via caspase 3

expression and the relation between caspase 3 levels and birthweight of term pragnancies.

Material and method: The study is performed at the Maltepe University Obstetrics and
Gynecology Department and pathology departments. Placentas were collected from 56
patients who gave birth between August 2010 and August 2011. The placenta, placental
membranes and umbilical cord were included in the study material. Macroscopic examination
and placental weight, dimensions, umbilical cord stem, length were recorded and gross
pathologies were excluded. Placentas were processed in the same day. Fetal membranes were
obtained from spontaneous vaginal delivery or c-sections and tissues were cut from the areas
of rupture of fetal membranes and from 2 cm distal to the placental edge. The fetal
membranes collected from the rupture zone was described as 'E' and the area 2 cm distal to
the placenta was marked as ‘D'. The amount of apoptosis was evaluated via

immunohistochemical method looking at caspase 3.

Results: There were no correlation between the weight of newborn and the amount of
apoptosis evaluated by caspase 3 in the ruptured area of the fetal membranes (E.) However,
the newborn's weight and the amount of caspase-3 in the regions of D were evaluated and a

significant correlation was found.

There were no statistically correlation between the amount of caspase 3 in E and D areas.
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When the amount of apoptosis in E and D within the samples included in the study the
expression of caspase 3 in the E field, the area of rupture of membranes, was greater than that

observed in the region closer to the placenta, D.

There were no correlations between the maternal age, weight at birth ,increase in the
amount of weight during pregnancy, the baby gender and caspase 3 levels detected in both

areas.

Conclusion: The relationship between caspase-3, an indicator of apoptosis and fetal
weight revealed that apoptosis is not only effective in the rupture of membranes but also
might have a positive impact on the fetal weight and growth. In order to prove our findings
despite the knowledge insisting the opposite in the literature the mechanism of membrane
rupture and those effect fetal weight should be clarified; more studies with larger sample sizes

are needed for understanding the role of apoptosis in these mechanisms.
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