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Preeklamptik gebelerin plasentalarinda sFlt-1 ve VEGF ekspresyonun

degerlendirilmesi

Ogrencinin adi ve soyadi: Firat SAHIN
Damisman: Prof. Dr. Murat AKKUS

Anabilim Dali: Histoloji ve Embriyoloji

1.1 TURKCE OZET

Amag: Preeklampsinin  major nedenlerinden biri olan endotel fonksiyon
bozuklugunda rol alan sFlt-1 ve VEGF ekspresyonlarmin preeklamptik ve
normotansif gebeplasentalarinda histokimyasal ve immunohistokimyasal olarak

arastirilmasi amaglanmaktadir.

Gereg¢ ve Yontem: 10 adet preeklamptik ve 10 adetnormotansif gebeden toplam 20
tane plasenta toplanarak rutin histolojik doku takibine alindi. 5 mikrometrelik
kesitlere Hematoksilen-Eozin ve Periyodik Asit Schiff (PAS) histokimyasal
boyamalartyapildi. ~VEGF ve  sFlt-1  ekspresyonunu  gostermek  igin
immunohistokimyasal boyamalar yapildi. Preparatlar degerlendirilerek resimleri

cekildi.

Bulgular: Hematoksilen ve eozin ile boyanan kesitler incelendiginde; kontrol
grubuyla Kkarsilagtirilldiginda preeklamptik plasentalarda sinsityal digim ve
kopriilerin sayisinda artis oldugu, intervilloz alanlarin yofun kan odaklar
barindirdigi, fibrinoid yapilanmalarin olustugu vekapiller dilatasyonun ve
konjesyonun varligigézlendi. PAS ile boyanan kesitlerde ise preeklampsi grubunun
maternal ve fetal villuslarinda bulunan kapiller damarlarda bazal membran

kalinlagmasi tespit edildi.

Immunohistokimyasal incelemede; Kkontrol plasentalarn maternal ve fetal
komponentinde VEGF ekspresyonunun artigi, sFlt-1 ekspresyonun ise azaldig: tespit
edildi. Preeklamptik plasentalarin maternal ve fetal komponentinde kontrole oranla
VEGF ekspresyonun azaldigi buna karsin sFlt-1 ekspresyonun diizeyinin arttigi
gorilmistiir. Ayrica, preeklamptik maternal yiizde fetal yiize oranla sFlt-1

ekspresyonunun daha anlamli oldugu tespit edildi.



Sonug: Preeklampsinin endotelyal disfonksiyonunda rol alan molekiillerden sFlt-1 ve
VEGF ekspresyon diizeylerinin birbirini etkiledigi; preeklamptik plasentalarda VEGF
ekspresyonuun azaldigi ve buna karsin sFlt-1 ekspresyonun o6zellikle maternal

komponentinde olmakla beraber daha yogun oldugu goézlendi.

Anahtar kelimeler: Plasenta, preeklampsi, sFlt-1, VEGF, immunohistokimya.



Evaluation of expression of sFlt-1 and VEGF in the placenta of preeclamptic

pregnancies.

Student’s surname and name: SAHIN Firat
Advisor: Prof. Dr. Murat AKKUS
Department: Histology and Embryology

1.2 ABSTRACT

Aim: Our aim was to investigate expression levels of sFlt-1 and VEGF molecules
taking role inendothelial dysfunction, which is one of the major causes of

preeclampsia, in the preeclamptic and normotensive pregnant placentas.

Materials and Methods: 10 preeclamptic and 10 normotensive placentas were
collected from pregnant women and processed to routine histological tissue protocol.
5-micrometer sections were stained with Hematoxylin-Eosin and Periodic Acid Schiff
(PAS). To reveal VEGF and sFlt-1expression, sections were immune-stained with
anit-VEGF and anti-sFlt-1 antibodies. Slides were examined under light microscope

and pictures were taken.

Results: In hematoxylin and eosin-stained sections; there was an increase in the
number of syncytial knots and bridges in the preeclamptic placenta when compared
with the control group. Also, intense blood accumulation in the intervillous areas,
fibrinoid structures, capillary dilatation and congestion were observed. In the sections
stained with PAS, basal membrane thickening was detected in the capillary vessels of

the maternal and fetal villi in preeclampsia group.

Immunohistochemical examination; VEGF expression increased and sFlt-1
expression decreased in maternal and fetal components of control placenta. VEGF
expression decreased in the maternal and fetal component of preeclamptic placenta
compared to control, whereas the level of sFlt-1lexpression increased. Furthermore, it
was found that sFIt-1 expression was more significant in preeclamptic maternal face

than fetal face.

Conclusion sFIt-1 and VEGF molecules take role in preeclamptic endotelial

dysfunction and also their relative expression affect each other. It was observed that



VEGF expression decreased in preeclamptic placenta, whereas sFlt-1 expression was

more intense, especially in the maternal component.

Keywords: Placenta, preeclampsia, sFlt-1, VEGF, immunohistochemistry.



2 GIRIS ve AMAC

Obstetrik tan1 ve tedavi hizmetlerindeki gelismelere ragmen, preeklampsi; halen tiim
diinyada maternal ve fetalmorbidite ve mortalitenin 6nde gelen nedenlerinden biridir (1).
Gelismekte olan iilkelerde her yil 60 binin {izerinde anne oliimii preeklampsiden
kaynaklanmaktadir (2). Preeklampsi gebeligi 6zgii, gebeligin 20.haftasindan sonra ortaya
cikan hipertansiyon ve proteiniiri ile karakterize olan klinik bir sendromdur (3).
Preeklampsinin potansiyel fetal komplikasyonlari; diisiik dogum kilosu, intrauterin
gelisme geriligi (IUGR), prematur dogum ve fetal 6liimdiir. Maternal komplikasyonlar
ise; renal yetmezlik, HELLP sendromu (H: Hemoliz EL: Yiikselmis karaciger enzimleri,
LP: Diisiik trombosit sayist), karaciger yetmezligi, serebral 6dem ve nadiren maternal
Olimdiir. Ayrica preeklampsi gecirmis olmanin, yasamin ileriki zamanlarinda
metaboliksendromun ¢esitli komponentleri ve sonuglari i¢in predispozan olduguna dair
kayda deger kanitlar vardir (4, 5). Bu dogrultuda Preeklampsinin patagonezisinin

aydinlatilmasi erken tan1 ve tedavide hekime oldukca 6nemli avantajlar saglayacaktir.

Preeklampsinin patagonezi hala tam olarak aydinlatilmistir ve patogenezi ile ilgili ¢esitli
hipotezler ileri siiriilmektedir. Preeklampsinin gelisiminin temelde plasental dokunun
embriyonik gelisimdeki, histolojik yapisindaki ve islevindeki cesitli patojilere bagli
oldugu diistiniilmektedir. En ¢ok {izerinde durulan hipotezlerden biri de plasental
anjiyogenezis ve gelisimin inkomplet olusuna bagli oldugu diisiiniilen endotelyal
fonksiyon bozuklugu oldugu goriisii 6ngérilmektedir (6). Yeterli plasentasyon gesitli
anjiyogenik ve anti anjiyogenik proteinlerin hassas dengesiyle siirdiiriilen
vaskiilogenezise ihtiyag duyar. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda preeklampside
anjiyogenik ve anti anjiyogenik proteinlerin dolasimdaki seviyelerinin degismesinin
endotelyal disfonksiyonuna sebep oldugu bulunmustur. Angiyogenesis de major role
sahip olan Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (Vascular Endothelial Growth Factor,
VEGF) ve anti anjiyogenik role sahip bir mitojen olan SolubleFms Benzeri Tirozin
Kinaz-1 (Soluble Fms like Tyrosine Kinase 1, sFlt-1)’in insan plasentasinda endotel
hiicreleri i¢in bilenen mitojenik faktorler oldugu diistiniilmektedir. Bu bilgilerden yola

cikarak major anjiyogenik role sahip olan VEGF ve anti anjiyogenik role sahip sFlt-1



ekspresyonunun arasindaki iliskinin preeklamptik gebelerde goriilen endotel fonksiyon
bozuklugunun nedenleri arasinda oldugu 6ngdriilmiis, bu dogrultuda bir takim ¢alismalar
yiriitiilmiistiir. Ancak halen VEGF ve sFlt-1 ekspresyonun ve aralarindaki iliskinin ne
derece birbirini etkiledikleri ve bunun preeklamptik hastalarda goriilen endotel

disfonksiyonu ile ne derce iligkili oldugu halen tartisilmaktir (7, 8).

Bu calismada; preeklamptik gebelerin plasentalarinin hem maternal hem de fetal
yiizeylerinde histolojik ve immunohistokimyasal yontemlerle major anjiyogenik ve anti
anjiyogenik rolleri bulunan VEGF ve sFlt-1 ekspresiyonun degerlendirilip

karsilastirilmas1 amaglanmaktadir.



3 GENEL BILGILER
3.1 Plasenta

3.1.1 Giris ve tamim

Plasenta, anne ile fetiisiin arasindaki dolasimi, fetiisiin beslenmesini, birgok metabolik
aktiviteyi diizenleyen ve gebeligin devami i¢in gerekli olan hormonlar lireten maternal ve
fetal kaynakli yapilari igeren, gebeligin bitmesiyle islevide son bulan gegici bir organdir
(9). Plasentanin genellikle ¢ap1 22 cm, kalinligt 2,0 ile 2,5 cm ve agirligr ise yaklasik
olarak 470-500 gr agirhigindadir. Ancak bunlarla birlikte 6lgiileri degiskenlik gosterebilir
(10).

Plasenta anneyle bebek arasinda besin, oksijen ve diger maddelerin degis tokusunu
saglayan bir organdir. Bu organin ozellikle gebeligin dokuzuncu haftasiyla birlikte
fetiisiin artan besin ihtiyacin1 karsilamak i¢in zamanla yapisinda 6nemli degisikler

meydana gelmektedir (11).

3.1.2 Plasentanin gelisimi
Insanoglunun gelisimi, erkek ve disi gametler olan sperm ve oositin birleserek zigot

olusturmasi anlamina gelen fertilizasyon (d6llenme) ile baslar (Sekil.1) (11).

D

Sekil 1:insan erkek ve disi iireme hiicreleri olan sperm ve oositin déllenmesinin asamalar1 (12).



Zigot, fertlilizasyondan yaklasik 24-36 saat sonra bdliinme gergeklestirerek blastomer
admi alir (13, 14). Fertilizasyondan yaklasik 3 giin sonra, kompakt haldeki embriyo
yeniden boliinerek 16-hiicreli morula (dut) haline doniisiir. Morulanin i¢ hiicre
kiitlesinden embriyonun dokulari olan embriyoblast, dis hiicre kiiltesinden de daha sonra

plasentaya katilacak olan trofobalastlar gelisir (Sekil2) (11).

Seoand polar body

Zona patuckia

A 2-call slage B 4-ell stage

Zana peluckia

Embryablast
(innef cell mass|

b Degenerasng
—" 20na pellucida

E Early blastocyst F Later blastocyst

Sekil 2:Fertilizasyondan, ge¢ donem blastosiste kadar olusan yapilar (12).

Implantasyonun ilk adimi1 6-7 giinde cereyan eden apozisyon olarak tanimlanir. ilerleyen
giinlerde implantasyon olaymin hemen ardindan trofoblast hiicreleri prolifere olarak
endometriyum igine invaze olan iki hiicre tabakasim olusturur. icte yer alan hiicre
tabakas1 maternal dokuya temas etmeden sitotrofoblastlar adin1 alir. Dista yer alan ve
maternal dokuya temas halinde bulunan hiicreler ise sinsitiyotrofoblast hiicreleri adini alir
(15, 16).



Endometrial
connective tissue

Glandular
secretion

Syncytiotrophoblast
Embryoblast
Cytotrophoblast

Hypoblast

Blastocystic cavity

Sekil 3: Trofoblast hiicrelerinin proliferasyonu sonucu olusan Sitotrofoblast ve
Sinsitiyotrofoblastlarin genel gortiiniimii (12).

Fertilizasyondan sonraki yaklasik olarak 13.giinde sitotrofoblast hiicreleri yer yer
profillere olarak sinsitiyotrofoblast tabakasina dogru uzanan hiicre kiimelerini
olusturmaya baslar. Béylece bu dénemde hiicre sinirlar1 belirgin olan sitotrofoblastlar ve
sinirlart belirgin olmayan bir hiicre kiitlesi olan sinsitiyotrofoblast tabakasi goriiliir (17).
Trofoblastlar tarafindan sentezlenen homeobox genleri (HLX ve DLX3) plasentanin
gelismesi  esnasinda  kan  damarlarimin  diizenlemesinde rol oynar  (12).
Sinsitiyotrofoblastlar oldukga iyi gelismis golgi kompleksi, bol miktarda mitokondriyon
ve lipid damlalar1 igerir. Ayrica Ostrojen, progesteron, hCG ve laktojenleri salgilar.

Sitotrofoblastlar ayrica hCG ve streoid hormonu sentezlemektedir (18).

Sinsitiyotrofoblastlar devamli olarak endometriyuma dogru go¢ ederek, uterusa
yerlesmeyi hedeflemektedir. Bu sirada sinsitiyotrofoblastlarda belirginlesen vakuoller
gozlenir. Buvakuollerin birlesmesiyle lakiina denilen genis bosuklu yapilar gozlenir.
Sinsitiyotrofoblastlar stroma tabakasinin derinliklerine inerek anneye ait olan kapiller
damarin endotelini asindirmaya baslarlar. I¢i kanla dolu bu genis liimenli Kapiller

damarlara sinuzoid adi verilir. Daha sonra bu lakiinalar ve genis liimene sahip



sinuzoidlerin birlesmesiyle trofoblastlarin igine anneye ait maternal kan akmaya baslar

ve boylelikle uteroplasental dolasim teessiis etmis olur (11, 18)(Sekil 4,5).

Decidua basalis
Lacunar network Maternal blood
Connecting stalk
Embryonic disc sl armon
Umbilical vesicle
(yolk sac)
Extraembryonic
coelom
Chorion and
chorionic villi
Endometrial
epithelium

Sekil 4:Sinsitiyotrofoblastlarin icerisinde goriilen lakiinalarin ve maternal kanin goriiniimii (12).

Extraembryonic Maternal  Lacunar
somatic mesoderm  sinusoid  network

Primary chorionic villus

Endometrium

Chorionic sac

Extraembryonic Extraembryonic uml ””mlc’al
splanchnic mesoderm  coelom
A vesicle
(yolk sac)

Sekil 5: Lakiinalarin ve kapiller damar endotelinin birlesmesiyle lakiinalar i¢ine maternal kanin
gecisi goriilmektedir (12).
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Bu sirada sinsitiyotrofoblastlarendometriyuma dogru uzanarak igte sitotrofoblastlar, dista
sinsitiyotrofoblastlardan olusan primer villuslar olusur (2.haftanin sonu — 3.haftanin
bas1). Gelisimin daha ilerki donemlerinde ekstraembriyonik mezodermden kaynaklanan
mezenkimal bag dokusu villus icine girer ve sekonder villuslar olusur. Ugiincii haftanin
sonunda, en igte yer alan mezodermal hiicreler, kan damarlari ve kan hiicrelerine
farklilagarak villoz kapiller sistemi olusturur. Bu yapi artik tersiyer veya kalici plasental
villus adin1 alir. Gelisimin 13.giintinde sinsitiyotrofoblastlarin i¢erinde ayrica
ekstraembriyonik bir bosluk olusur. Bu boslugun olusturan tabakalar sinsitiyotrofblast,
sitotrofoblastlar ve ekstraembriyonik somatik mezodermden olusur. Bu sekilde olusan
toplu yapiya koryon adi verilir. Koryon villuslari ise dista sinsitiyotrofoblast, icte tek katl
sitotrofoblastik kok hiicreler ve kan damarlarinda bulunur. Anneye ve fetiise ait kan
koryon villuslarina ait plasenta zari ile birbirlerinden ayrilmislardir. Plasenta zari
baslangigta kalin iken gittik¢e incelir ve doguma yakin 2-4 mikrona iner (11, 18)(Sekil
6,7).

Primer Villus Sekonder Villus Tersiyer Villus

Sekil 6: Plasental villuslarin gelisimi (22). C: Sitotrofoblast, S: Sinsitiyotrofoblast, M:
Mezenkim, BV: Fetal Kan Damari.

Zamanla tersiyer villuslarin i¢inde yer alan kapillerler, koryon plagi ve baglanti sap1
mezodermi ile iligski kurarlar (Sekil.7). Gebelik ilerledikge, embriyonik kutupta villuslar
biiyiiyiip geliserek koryon frondozumu olustururular. Ugiincii aydan itibaren tersiyer
villuslar endometriyum igine dogru devam ederek fetal plasentayr olusturur. Koryonun

embriyonik ve abemriyonik kutuplarinda gosterdigi bu yapisal degisiklik,
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endometriyumun fonksiyonel tabakasi olan ve dogumla birlikte dokiilen desiduanin
yapisina da goriiliir. Koryon frondozum tistiinde yer alan desiduabazalis boliimii lipid ve
glikojenden zengin iri desidual hiicrelerden meydana gelmis yogun bir tabakadir. Fetal
plasentanin gelisimi sirasinda koryon villuslarmin uterusun endometriyum (desidua
bazalis) tabakasina gomiildiigii sahada ise fonksiyonel degisiklikler meydana gelmesiyle
maternal plasenta meydana gelir. Boylelikle maternal ve fetal plasenta yiizlerinin
olusturdugu koryon frondozum ve desidua bazalisten plasenta meydana gelmis olur (11,
18) (Sekil8,9).

Plasenta gebeligin sonuna dogru yapisal olarak bircok degisikliklige ugrar. Gebeligin
sonlarina dogru ortaya ¢ikan bir takim yapisal degisikliklerden kaynakli olarak fetal ve
maternal kan dolagimi arasinda madde aligverisinde azalma gosterir. Aynmi sekilde
villuslarin gobeginde fibréz dokunun artmasi, fetal kapillerlerin bazal membraninin
kalinmag1 koryon plagi ve birlesme bolgesindeki villuslarin yiizeyinde fibronoid

birikmesi gibi degisiklikler goriiliir.

Anterior, common, and posterior cardinal veins

Sinus venosus Dorsal intersegmental arteries

Pharyngeal arch
arteries

Dorsal aorta

Umbilical artery
Amniotic cavity

Tertiary villus
Amnion

Vitelline vein
Wall of
chorion
Vitelline artery Umbilical cord

Umbilical vesicle Umbilical vein

Sekil 7: Gelisimin 3. haftasinda tersiyer villuslarin ve fetiisiin genel goriiniimii. Villoz kapillerle
koryon plagi ve baglant1 sapinda bulunan kapiller damarlar ile intraembriyonik damarlarla olan
iligkileri.
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Maternal blood in

Chorionic villus
intervillous space

Spiral endometrial arteries

Umbilical cord Decidua basalis

Chorionic plate

Amniochorionic
membrane

Smooth chorion

Mucous plug

Vagina

Sekil 8: Koryon villuslarinin gomiildiigii yiiz olan plasentanin fetal yiizii ve desidua bazalisin
bulundugu maternal yiiz ve birlikteliklerinden olusan plasentanin 4. haftadaki genel goriiniimii.

Fetal vein

N Fetal a
A\ a‘v A~

o—— Umbilical cord

rtery

Chorionic villus

Maternal artery

Maternal vein

Intervillous space
(lacunae)

Sekil 9: Full-term plasentanin gébek kordonu ile beraber sematik gortiniimii (12).

13



3.1.3 Plasentanin yapisi

Fetiisiin beslenmesini ve gelisimini saglayan ve gegici bir organ olarak islev gosteren
plasenta maternal ve fetal kaynakli iki 6geden olusur. Plasentanin fetal bolimii
koryonfrondozum, maternal boliimii ise desidua bazalisden olusur. Ikisinin birlesme

bolgesinde trofoblast ve desidual hiicreler birbirine karismis durumdadir (19).

3.1.3.1 Plasentanin fetal komponenti

Plasentay1 olusturan fetal boliim koryon plagi ve bu plakla iligkili villuslardan
olusmaktadir. Villuslar anne kaninin dolastig1 lakiinalar iginde uzanirlar. Ugiincii aydan
itibaren villuslardan yoksun bir koryon olan koryon laeve (diiz koryon) olusur. Diiz
koryonun olusumu sayesinde desidua bazalis ile iligkili olan villuslarin sayisi artar ve
artik villozkoryon ya da koryon frondozum adini alir. Plasentanin fetal kompenenti olan
koryon frondozum ile desidua bazalis birlikte plasentay1 olusturur. Ayrica amniyon ile
koryon kaynasmasiyla olusan amniyo koryonik membrani olustururlar. Bu membran
dogumla birlikte yirtilir. Koryon villuslari, desidua bazalise sitotrofoblastik kabukla
baglanirlar. Sitotrofoblastik kabuk koryon kesesi ve plasentayr desidua bazalise baglar

(19, 20).

3.1.3.2 Plasentanin maternal komponenti

Gebelik ile birlikte anne kaninda artan progesteron diizeyine yanit
olarakendometriyumdaki bag dokusu hiicrelerinde glikojen ve lipid birikmeye baslar.
Zamanla genisleyen ve soluk olarak boyanan bu hiicrelere ‘desidua hiicreleri’ adin alir.
Desidua hiicrelerinin, hormon salinimiyla ilgili gorevleri oldugu bilinmekle beraber

Oonemi hala tartisilmaktadir.

Gebelik doneminde uterusun endometriyum tabakasi oldugundan maternal plasenta da
bu hiicrelerden olusan tabakadan gelisir. Desidua gebelik doneminde konseptusa
yakinligia gore desidua bazalis, desidua kapsiilaris ve desidua pariyetalis olmak iizere
li¢ boliinden olusur. Plasentanin maternal komponenti desidua bazalis olusturur. 4. aydan
itibaren desiduadan kaynaklanan desidual septumlar intervilloz mesafeye uzanmasina
ragmen koryonik plaga ulasmazlar. Septumlar maternal doku igerir, ancak yiizeyleri

sinsitiyal hiicrelerden bir tabaka olusturur. Bu septumlarin varligi ile plasenta bir¢ok
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boliime (kotiledon, lob) ayrilmis olur. Herbir kotiledon ana bir kok villus ve dallarini
igerir. Endometriyumdan kaynaklanan damarlar intervilléz mesafeyi kanlandirir. Fetal ve
maternal kanin birbirine karigmasini engelleyen yap1 daha ¢ok fetal dokulardan olusan
plasenta bariyeridir. Dordiincii ayin basindan itibaren segici gegirgenlik 6zelligilikte Ki

bu bariyer iiriinleri gegisini kolaylastirir (19, 21).

Plasenta bariyeri tabakalarini olusturan yapilar;
e Sinsityotrofoblastlar
e Kaesintili seyreden sitotrofoblastlar
e Trofoblastlarin bazal laminasi
e Villusun bag dokusu
e Endotelin bazal laminas1

e Tersiyer villus icindeki fetalplasentalkapillerlerinendoteli

3.1.4 Plasental kan dolasimi

Kan kotiledonlara, desidual plagi diizenli denilebilecek araliklarla delerek intervilloz
bosluklara ulagan 80 ile 100 adet spiral arter araciligiyla gelir. Spiral arterlerin igindeki
yiiksek basing, kani intervilloz bosluklarin derinliklerine dogru pompalar ve vill6z agacin
sayisiz kiiciik villuslarin oksijenli kanla yikanmasini saglar. Basincin azalmasiyla da kan
koryon plagindan desiduaya geri doner ve endometriyal venlere bosalir. Boylece
intervill6z kan golciiklerindeki kan endometriyal venler araciligiyla maternal dolagima

geri doner (22).

Olgunlagmamis bir plasentada, intervilloz bosluklarda dakikada ortalama 3-4 kez
yenilenen 150 ml kadar kan bulunur. Bu kan, yiizey alam 4- 14 m? arasinda degisen
koryonikvilluslar boyunca dolagir. Ancak, plasental degis tokus bu villuslarin hepsinde
gerceklesmez, yalnizcas insitiyal membranla yakin iliskide bulunan fetal damarlar igeren
villuslarda gergeklesir. Bu tip villuslarin sinsityumunda ylizey alanini genisleterek
maternal-fetal dolasim arasindaki aligveris hizini biiyiik 6l¢lide artiran fir¢ali kenara sahip
say1s1z mikrovilluslar yer alir. Maternal ve fetal dolasimi birbirinden ayiran plasental zar

baslangigta dort tabakadan olusur: (1) fetal damarlarin endoteli, (2) villuslarin
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gbbegindeki bag dokusu, (3) sitotrofoblastik tabaka ve (4) sinsityum. Dordiincti aydan
sonra plasental zar iyice inceldiginden fetal damarlarin endoteli ile sinsityal zar dogrudan

iligkili hale gelir ve bu degisiklik madde aligveris hizinin artmasini saglar (23).

Bazen plasental bariyer adiyla da anilan plasenta zar, i¢inde ¢ok sayida madde serbestce
gecebildiginden aslinda gergek bir bariyer degildir. intervilléz bosluklardaki anne kani
fetal kandan koryonik kokenli yapilarla ayrildigindan, insan plasentasinin hemokoryal tip
oldugu kabul edilir. Normalde anne kani ile fetiisiin kan1 birbirine karismaz. Ama bazen
plasental membrandaki mikroskobik defektlerden az sayida fetal kan hiicresi disari
kagabilir (22, 23).

3.1.5 Plasentanin gorevleri

Plasenta baglica tagima, metabolik, koruma ve endokrin fonksiyonlar olmak iizere bir¢ok
gorev istlenmektedir. Plasenta steroid yapida hormonlari, peptidleri, prostoglandinler
benzeri pek ¢ok maddeyi kan dolagima salgilayarak embriyo i¢in gerekli besin

maddelerini saglayan endokrin bir organdir.

Plasentanin gaz aligverisi, anneden fetlise oksijen, fetlistende anneye karbondioksit
tasimasiyla gerceklesmektedir. Fetiis icin gerekli olan maddeler basit difiizyon,
kolaylastirilmig difiizyon, aktif transport ve pinositoz mekanizmalari ile plasenta
membranin1 gegerler. Plasenta fetlisiin metabolik atiklarmin annenin bobregi ile
atilmasida rol oynar. Ayrica immunoglobilin-G (IgG) plasenta araciligiyla fetiise gecerek

fetiisiin bagisiklik kazanmasinda rol oynar.

Gebeligin baslangigta Ostrojen ve progesteron kaynagi korpusluteum iken, gebeligin
ilerlemesiyle bu gorevi plasenta iistlenmektedir. Ostrojen ve protestonlar gebeligin
devami i¢in gerekli primer hormonlardir. Plasenta endotel biiylime faktorii, relaksin,
fibroblast biiylime faktorii, kloni stimiile edici faktor, interlokin, leptin gibi oldukga

onemli molekiilleri salgilanir (17).

3.1.6 Plasentada vaskiilogenez ve anjiyogenez
Insan plasentas: olduk¢a damarlanma gosteren yapida bir organdir. Dogum sonrasi

plasentada 15 m? yiizey alam1 ve 550 km uzunlu@a sahip bir kapiller ag mevcuttur (17).
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Plasentada villus agaciin gelisiminde olduk¢a 6nemli bir role sahip olan vaskiilogenez
ve devaminda gergeklesen anjiyogeneze bagli olusabilecek hatalar, hem annede hem de

bebekte obstetrik hastaliklara neden olabilir (24, 25).

Vaskiilogenez, erken embriyonik donemde sinirli olan ve immatiir olan mezensimal
hiicrelerden kan damarlarin gelismesi olarak tanimlanmaktadir. Anjiyogenez daha
onceden var olan damardan yeni damarlarin olugsmasi olarak tanimlanabilir. Anjiyogenez
teriminin tarih¢esine bakildiginda ise ilk olarak 1787 yilinda John Hunter kullanilmistir
ancak, 1935 yillinda Herting anjiyogenez terimini plasentadaki kan damarlarinin gelisimi

icin One slirmiistiir (26).

Plasentada goriilen anjiyogenez dallanma(branching) ve dallanma olmayan; uzama(non-
branching) yoluyla gergeklesmektedir. Vaskiilogenez ve anjiyogenez farkli biiylime
faktorleri tarafindan diizenlenmektedir. Bunlar arasinda VEGF vaskiiler gelisimin
neredeyse her asamalarinda olduk¢a Onemli bir faktordiir. Bunun yaninda plasental
biyime faktorii (PIGF) ozellikle villoz agacin gelisiminde VEGF ile benzer roller
ustlenmektedir (16, 27).

1. Trimester l 2. Trimester I 3. Trimester
Vaskiilogenez : Anjiyogenez
iikel
H‘:.O:t:?l‘o.vmk An::::.n ik kapiller k.plllof Dallanma ng;':?;::;‘m.
hucreler kordonlan . §
E m
X S
Ve ‘—) .—)UU i 0 § -
- v .
. - -
FGF2 VEGF VEGF/PIGF VEGF/PIGF, Ang
ik Mezensimal Immatir Kok
villus villus villus villus

Sekil 10: Plasentada vaskiilogenez ve anjiyogenez (28)
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3.2 Preeklampsi

3.2.1 Giris ve tamimi

Preeklampsi, maternal ve fetalmorbidite ve mortaliteye neden olan, gebelige 6zgii yiiksek
tansiyon ve proteiniiri ile karakterize olan bir sendromudur. Yapilan arastirmalar

sonucunda preeklampsinin insana 6zgii bir hastalik oldugu sonucuna varilmistir(3).

American College of Obstetrics and Gynecology (ACOG) gore precklampsi klinik olarak
hafif ve siddetli olmak tizere iki farkli tablo seklinde goriilmektedir. Bu klinik tablolara
bagli olarak hala giinlimiizde preeklamptik gebelerde olim ve erken dogum gibi

komplikasyonlara sebep olur (29).

3.2.2 Preeklampside etiyoloji ve patogenez

Preeklampsi, gebelige bagli olarak plasenta kaynakli bir hastaliktir. Bu hastaligin akraba
evliliklerinden kaynakli olup olmamasinin hikayesi olmamasina karsin, birinci derece
akrabalarda arasinda goriilen evliliklerden kaynakli preeklampsinin riski 2-4 kat arasinda
artti@i  sonuglarma varilmigtir (30). Preeklampsinin etiyopatogenezi halen tam
aydinlatilamamis ve bu dogrultuda sebepleri arasinda ortaya bir¢cok hipotez atilmistir. Bu

hipotezler bes baslik altinda 6zetlenebilir (31).
Bunlar;

e Endotel Hiicre Disfonksiyonu ve Inflamasyon Teorisi

e Plasentasyon Yetersizligi ve Anormal Trofoblastinvazyonu Teorisi

e Immunolojik Teori

e Koagiilasyon Aktivasyonu Teorisi

e Genetik Predispozisyon Teorisi
Bu teoriler arasindan endotel disfonksiyonu ve plasentaysan yetersizligi teorisi, tizerinde
durulan en o6nemli teoriler arasinda yer almaktadir. Plasentanin gelisimi sirasinda
anjiyogenez mekanizmasinda rol oynayan vaskiiler endotelyal biiyiime (VEGF) ve
plasental biiyiime faktorii (PIGF) uygun ve saglikli endotel hiicresinin yapilanmasinda ve

islevinde 6nemli bir rol iistlenmektedir (32).
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2003 yilinda Maryard ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 deneyde agik¢a soluble fms-
benzeri tirozin kinaz-1 (sFlt-1) artistnin VEGF ve PIGF sinyalizasyonunda azalma
gosterdigini ve bu baglamda sFlt-1 artisinin preeklamptik hastalarda goriilen endotel
disfonksiyonu ile iligkili olabilecegini sonucuna varmislardir (8). Yine ayni sekilde
preeklampsinin genetik olabilecegi gosteren ¢alismalarda yiiriitiilmiistii ve sonug olarak
da anne ve ya kiz kardesten birinin preeklampsi gecirmis olmasi, preeklampsi riskini
arttirdig1 sonucuna varilmstir (33).

Esasen halen preeklampsinin patofizyolojisinin net olarak aydinlatilmamis olmasi tedavi
asamasinda birtakim sorunlar1 beraberinden getirmektedir. Ancak en net olarak bilinen
etyopatogenezde, endoteyaldisfonksiyon major rol iistlenmektedir.

Patofizyolojisinin halen net olarak bilinmemesinden kaynakli olarak preeklampsinin
tedavisi i¢in en kesin yontem hem bebekte hem de annede olusacak komplikasyonlari
onlemek amaciyla olabilecek en erken dogumdur (34, 35).

3.3 Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF)

VEGF, damar olusumda oldukga kritik role sahip bir faktordiir. 1938 yillinda Senger ve
arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada, endotel gegirgenlik potansiyeli yiiksek olan bir
protein izole ederek, bu proteini Vaskiiler Permeability Faktor (VPF) adiyla tanimlamistir
(36). ilerleyen zamanlarda Ferrara ile Henzel ve arkadaslarinin yapmis olduklari bir
caligmada damar endotel hiicreleri biiylimesini saglayan ve aktivite edici 6zelligi olan bu
proteini izole ettikten sonra bu proteine Vascular Endothelial Growth Faktor (VEGF)
olarak tanimlamislardir. Daha sonralari yapilan ¢alismalarla her iki proteinin ayn1 yapida
oldugu sonucuna varilmis ve bu protein VEGF (veya VEGF-A) olarak isimlendirilmistir
(36).

VEGF ailesinin VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve PIGF olmak iizere
toplamda 6 tiyesi mevcuttur. VEGF ailesinin tiyeleri iizerinde yapilan g¢alismalarda
ozellikle embriyonik déonemde progenitor hiicrelerden kan damarlarini yapiminda rol
oynayan protein olarak bilinen vaskiilogenez ve anjiyogenez mekanizmasinda rol
oynadiklari sonucuna varilmistir (37). Plasentanin damarlanmasi sirasinda ozellikle

Plasental Growth Faktor (PIGF) asir1 derece eksprese olup, sadece Vaskiiler Endotelyal
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Biiylime Faktor Reseptor-1’e baglanarak etkinlik gosterir. Yapilan ¢alismalar PIGF’ in
plasentada endotel hiicrelerinin proliferasyon iizerinde etkisinin oldugu sonucuna

vartlmistir (38).

Embriyonal donemde embriyoda ve plasentada rol oynayan en 6nemli VEGF ailesi liyesi
VEGF-A‘dir. VEGF-A o6zellikle embriyogenez esnasinda endotel 6zgii-tesvik edici bir
biiylime faktorii olarak da tamimlanmakta ve anjiyogenez de oldukga kritik rol

oynamaktadir (37).

3.4 Soluble Fms-Benzeri Trozin Kinaz-1 (sFlt-1)

Vaskiiler Endotelyal Growth Faktor Reseptor-1 olarak da bilinen Soluble Fms Benzeri
Tirozin kinaz-1 (sFlt-1), PIGF ve VEGF igin endotelyal bir reseptordiir. sFlt-1’in kesfi
insan plasentasinda cDNA kiitiiphanesinin taranmasi sonucunda olmustur. Sflt-1, Flt‘in
ekstraseliiler ligand-baglayicit bir pargasindan olusur ve dolasima VEGF ve PIGF
baglandiginda antagonize eder. Yapilan arastirmalar neticesinde sFlt-1 terminal kismi
farkli olup preeklamptik gebelerin plasentalarinda fazla seviyelerde oldugu goriilmiistiir.
SFIt-1 seviyesinin plasentada artmasi sonucu olarak anne kaninda da, sFlt-1 diizeyinin
artmis olmasinin buna bagl oldugu diistintilmektedir. Bu durumun endotel fonksiyon

bozukluguyla olan iligkisi lizerinde durulmaktadir (39, 40).

Anjiyojenik siiregte halen tartisma yaratan konular biriside sFlt-1’in roliidiir. Esasen sFlt-
1 seviyesinin insan plasentasinda artisina paralel olarak endotel disfonksiyonuna neden
oldugu ve bu da preeklampsnini nedeni oldugu dair fikirler tartigsmalar arasinda yerini
almaktadir. sFlt-1 ve PIGF ekspresyon seviyelerinin hastaligin siddetine paralel olarak

degistigi gorilmustiir (41, 42).
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4 GEREC VE YONTEM
4.1 Plasentalarin Elde Edilmesi

Calismamizda Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan 08.09.2017 tarih
ve 166 sayili onayi alinarak ¢alismaya baslanildi. Calismamizda 10 preeklamptik ve 10
normotansif gebe hasta olmak iizere toplamda 20 gebe (yas farki gézetmeksizin) hastadan
bilgilendirme onam formu onay1 alinarak plasentalar elde edilmistir. (Bilgilendirme Onay

Formu i¢in; Bakiniz Ekler).

Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Klinigine
bagvuran s6z konusu annelerden dogum sonrasi onay formualindi. Plasentalar serum
fizyolojik ile yikandiktan sonra doku takibi i¢in ameliyathanede uygun kosular altinda
%10’luk tamponlanmis nétralformaline alnarak Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi

Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuvarina alindi.

4.2 Isik Mikroskobik Inceleme I¢in Dokularin Takibi

Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal1 laboratuvarina
alinan plasentalar (Sekil.1) doku takibi i¢in plasentanin hem santral maternal hem de
santral fetal yiizlerinden ayr1 ayr1 1x1cm®boyutlarinda kesitler alinarak numaralandirimig
seffaf cam numune siselerinde tekrardan tamponlanmis %10’luk nétralformaline igine
alindi. Santral maternal ve fetal yiizlerinden alinan doku pargalar1 seffaf cam numune
siselerinin icinde tespit islemi i¢in 16 saat bekletildi. Tespit asamasindan sonra doku
parcalarindan formalin soliisyonun uzaklastirilmasi i¢in 12 saat akar ¢cesme suyu altindan
bekletildi. Daha sonra doku pargalar1 dehidrasyon islemi i¢in %50, %70, %80, %90 ve
%96’l1k alkollerde toplamda 8 saat bekletildikten sonra son olarak absoliit alkol (%99,9)
icerisinde 2x20 dakika bekletilerek dehidrasyon islemi tamamlandi. Alkolii uzaklagtirma
islemi i¢cin dokular 2x15 dakika ksilolde bekletilerek seffaflastirma islemi
gerceklestirildi. Infiltrasyon icin 58°C‘de ayarlanmus etiivde 2x1 saat parafin icinde
bekletildikten sonra bloklama islemi i¢in doku pargalari parafin bloklara gomiildii (12).
Gomme isleminden sonra her bir parafin bloktan, tam otomatik, rotari mikrotom (Leice

RM2265,Germany) yardimiyla 5um kalinliginda kesitler alindi.
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Elde edilmis olan kesitlere Hematoksilen-Eozin (H-E)ve Periyodik Asit Schiff (PAS)

boyama yontemlerinin yaninda VEGF ve sFIt-1 immiin boyamalar uygulandi. Preparatlar

Zeiss Imager A2 151k ve Zen 3.00 yazilim programi kullanilarak 1s1ik mikroskobunda

incelendi.

4.3 Hematoksilen-Eozin Boyama Protokolii

1.
2.

Parafin kesitler ksilolde 2x15 dakika bekletildi,

Azalan alkol derecelerinden sirasiyla 8,6 ve 4 dakika bekletildikten sonra distile
suya kadar getirildi.

Harris hematoksilen soliisyonunda 8 dakika kadar bekletildi.

Kesitler 5 dakika akargesme suyu altinda bekletildi.

(Cesme suyundan alinan kesitler dinlenmesi icin birkac dakika distile suda
bekletildi.

Zit boyama igin kesitler Eozin soliisyonunda 2 dakika bekletildi.

Kesitler dehitratasyon islemi igin yiikselen derecelerde etil alkol dizisinde
gecirildi

Son olarak da parlatma islemi i¢in 2x15 dakika ksilolde gegirildi ve Kesitler

entellan ile kapatildi.

4.4 Periyodik Asit Schiff Kiti Boyama Protokolii

1.
2.
3.

Kesitler deparafinize islemi i¢in dncelikle ksilolde bekletildi.

Daha sonra azalan alkol dizisinden gegirilerek distile suda bekletildi.

Kesitler distile sudan alinan kesitler sonra 10 damla sollisyon A damlatilarak 30
dakika bekletildi.

Yikamaya alinmadan {izerindeki soliisyonu A ddokiilerek, 15 damla soliisyon B
damlatilarak 10 dakika bekletildi.

5 dakika akar ¢esme suyu altinda yikandiktan daha sonra 2 dakika distile suda
bekletildi.

10 damla soliisyon C damlatilarak 10 dakika bekletildi.

Distile suya yikandi.

10 damla sollisyon D damlatilarak 20 dakika bekletildi.
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9. Distile suda yikandi.

10. 10 damla soliisyon E damlatilarak 2 dakika bekletildi.

11. Yikanmadan soliisyon E preparatlarin tizerinden dokiilerek. 10 damla soliisyon F
damlatilarak 2 dakika bekletildi.

12. Distile suda yikandi.

13. 10 damla soliisyon G damlatilarak 2 dakika bekletildi.

14. 5 dakika akar cesme suyunda yikandi.

15. Dehidratasyon islemi i¢in kesitler artan alkol dizisiden gegirildi

16. Parlatma i¢in ksilolden bekeltildi ve son olarakta entellan ile kapatildi.

Resim 1: PAS boyamasi.
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4.5 VEGF immun Boyama Yéntemi

1.

10.
11.
12.
13.
14.
15.

16.
17.

18.

4-6 um kalinligindan alman doku kesitler 2x15 dakika boyunca ksilolde
bekletildi.

8,6 ve 4 ’ar dakika boyunca kesitler artanalkol dizisinden gegirildi.

Distile suda bir miiddet bekletildikten sonra antijen retrevial islemi yapilmasi igin
3 dakika boyunca EDTA soliisyonuna mikrodalga firinda bekletildi.

Mikrodalga firindan alinan kesitler, soguma islemi i¢in 15 dakika oda sicakliginda
bekletildi.

Distile suya alinan kesitler kurutulduktan sonra, Immunohistokimya kutusundan
alind1 kesitlerde dokunun oldugu yer hidrofobik kalem ile ¢izildi.
Immunohistokimya kutusuna alinmis olan Kesitlerin iizerine3x5 dakika boyunca
dokulara Phosphate BufferSaline (PBS) ilave edildi.

Bu agsamalarda immunohistokimya kutusunun nemli olmasi i¢in hazirlanan sicak
kutuya ilave edildi.

Kesitler tizerindeki PBS almarak Hidrojen peroksit soliisyonudamlatilip 20
dakika bekletildi.

VEGF primer antikoru (1/100,Abcam) sinirlari ¢izilmis dokularin tizerinde pipet
yardimiyla damlatild: ve kesitler bir gece +4 C° de overnight edildi.

Sonraki giin PBS’ de3x5dakika yikanan kesitler bekletildi,

Biotinylated sekonder antikor ile 14 dakika boyunca bekletildi.

PBS ile 3x5dakika yikandi.

Streptavidin-prexoidase damlatilarak15 dakika bekletildi.

PBS 3x5 dakika yikandi.

Daha sonra hidrofobik kalemle sinirlar1 belirlenmis olan kesitlerin DAB
damlatilip 10-15 dakika boyunca bekletildi.

PBS ile 3x5 dakika yikandi.
Kestiler Mayerhematoksilen ile 45saniye kadar zit boyama yapildiktan sonra,
cesme suyunda 5 dakika kadar yikanir.

Son olarak kesitler artan alkol serisinden hizli gegirilip, ksilolde 2x15 dakika
kadar bekletilip entellan ile kapatildi.
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19.

Preparatlar Zeiss Imager A2 1s1k ve Zen 3.00 yazilim programi kullanilarak 1sik

mikroskobunda incelendi.

4.6 sFlt-1 immun Boyama Yontemi

1.

10.
11.
12.
13.
14.
15.

16.

4-6 um kalimhigindan alinan doku kesitler 2x15 dakika boyunca ksilolden
bekletildi.

8,6 ve 4 ’ar dakika boyunca kesitler artanalkol dizisinden gegirildi.

Distile suda bir miiddet bekletildikten sonra antijen retrevial islemi yapilmasi igin
3 dakika boyunca EDTA soliisyonunda mikrodalga firinda bekletildi.
Mikrodalga firindan alinan kesitler, sogusi i¢cin 15 dakika oda sicakliginda
bekletildi.

Distile suya alman kesitler kurutulduktan sonra, Immunohistokimya kutusunda
alind1 kesitlerde dokunun oldugu yer hidrofobik kalem ile ¢izildi.
Immunohistokimya kutusuna alinmis olan kesitler iizerine3x5 dakika boyunca
Phosphate BufferSaline (PBS) ilave edildi.

Bu asamalarda immunohistokimya kutusunun nemli olmasi i¢in hazirlanan sicak
kutuya ilave edildi.

Kesitler tizerindeki PBS alinarak Hidrojen peroksit soliisyonudamlatilip 20
dakika bekletildi.

sFlt-1 primer antikoru (1/100,Abcam) sinirlar ¢izilmis dokularin iizerinde pipet
yardimiyla damlatildi ve kesitler bir gece +4 C° de overnight edildi.

Sonraki giin PBS ile 3x5dakika yikanan kesitler bekletildi,

Biotinylated sekonder antikor ile 14 dakika boyunca bekletildi.

PBS ile 3x5dakika yikandi.

Streptavidin-prexoidase damlatilarak15 dakika bekletildi.

PBS ile 3x5 dakika yikandi.

Daha sonra hidrofobik kalemle sinirlari belirlenmis olan kesitlere DAB damlatilip
10-15 dakika boyunca bekletildi.

PBS ile 3x5 dakika yikandi.
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17. Kestiler Mayerhematoksilen ile 45saniye kadar zit boyama yapildiktan sonra,
cesme suyunda 5 dakika kadar yikanir.

18. Son olarak kesitler artan alkol serisinden hizli gegirilip, ksilolde 2x15 dakika
kadar bekletilip entellan ile kapatildi.

19. Preparatlar Zeiss Imager A2 151k ve Zen 3.00 yazilim programi kullanilarak 1s1k

mikroskobunda incelendi.

4.7 Istatistiksel Yontem

Toplamda 10 adet preeklampsi ve 10 adet kontrol plasenta olmak iizere toplamda 20
hastadan elde edilen bloklardan alinan 5 pm kalinligindaki kesitlere sFlt-1 ve VEGF
immunohistokimya yontemleri uygulandiktan sonra her preparattan segilen villuslarda
yer alan kapiller endotellerdeki ekspresyon analizi yapildi. Analiz yapilirken
plasentalarin hem maternal hem de fetal komponentinde ayri ayri incelendi ve
kapillerlerde yer alan endotellerin sFlt-1 ve VEGF pozitif ve negatif olarak
degerlendirildi. Toplamda 100 villusta yer alan kapiller damar i¢in toplam endotel
sayimindan sonra sFlt-1 pozitif hiicre ylizdesi elde edildi. Bu islem ayn1 sekilde VEGF
pozitif yilizdesinin elde edilmesi i¢in VEGF immun boyanan preperatlarda da yapildi.

PAS ile boyanan kesitlerde ise hazirlanan preperatlarda plasentanin maternal ve fetal
kisminda yer alan kapillerlerin se¢ilmis olan 10 preparata se¢ilen toplamda 100 villusta

yer alan kapiller damalarin endotel hiicrelerin kalinliklar1 hesaplandi.

Yapilan dl¢limler sonucu elde edilen sFlt-1 ve VEGF pozitif ylizdeleri ve kapiller bazal
membran kalinliklar1 Statistical Package for the Social Sciences (SPPS 24, IBM
Corporation, USA) programinda analiz edildi. Verilen her ii¢ 6l¢iim i¢inde Non-
parametrik Kruskal Wallis testi ‘ne gore degerlendirildi. Yapilan analiz sonucunda

P<0,05 istatistiksel yonden anlamli kabul edildi.
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5 BULGULAR
5.1 istatistiksel bulgular

Yapilan istatistiksel analiz sonucunda, endotel hiicrelerinde VEGF pozitif ekspresyon
gosteren hiicre yiizdesine bakildiginda kontrol grubuna ait maternal ve fetal
komponentleri arasinda anlamli bir fark tespit edilmedi (P>0,05). Ancak hem maternal
hem de fetal preeklampsi hastalara ait preperatlar incelendiginde VEGF pozitif

ekspresyonyiizdesinde anlamli derece bir azalma oldugu tespit edildi (P<0,05) (Tablol).

SFlt-1 immun boyanmis preperatlar incelendiginde pozitif ekspresyon gosteren hiicrelerin
kontrol maternal ve fetal arasinda anlamli bir ekspresyon farkinin olmadig: (P>0,05).
Preeklampsi grubu fetalkomponentinde anlamli bir artis oldugu tespit edildi (P>0,05).
Kontrol grubu maternal ve preeklampsi grubu maternal hastalara ait preperatlar

incelendiginde ise anlaml1 derece bir artis oldugu tespit edildi (P=0,00) (Tablol).

Bazal membran kalinligi degerlendirildiginde, kontrol fetal ve maternal hastalara ait
preperatlar arasinda fark oldugu tespit edildi (P<0,05). Kontrol grubu ile preeklampsi
grubu karsilastirildiginda preeklamptik hastalarda bazal membran kalinlasmasinin artmis
oldugu tespit edildi (P=0,05). Ancak preeklampsi gruplarin kendi aralarinda istatistiksel
yonden anlamli bir fark bulunmamistir (P>0,05) (Tablol).
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Tablo 1: Gruplar arasi istatistiksel benzerlik tablosu. Sonuglar Ort. £ St. Sapma olarak

degerlendirilmistir. P<0,05 istatistiksel yonden anlamli kabul edilmistir.

(Values with different superscripts in the same column are significantly different (bc, c; p>0,05,
bc, b; p>0,05, b,c; p=0.00, b-a; p=0,00 | d,e p<0,05, e,f; p=0,00 | g,h; p<0,01, gh, h; p>0,05, h,i;

p<0,05)

Gr VEGF Pozitiflik sFIt-1 Pozitif Bazal Membran

up | Grup Adi Yiizdesi (%) Yiizdesi (%) Kalinhg (um)

1 |Kontrol Fetal 47,23 +7,81%® 34,08 + 4,711 8,03 £2,869
Kontrol

2 | Maternal 54,75 £ 4,012 40,93 + 10,27¢ 13,45+221"
Preeklampsi

3 | Fetal 46,65 +2,57° 54,58 + 3,76° 12,73 + 1,90"
Preeklampsi

4 | Maternal 35,05 + 4,69° 228,27 +29,10f 13,22 +3,73"

Tablo 2: Bazal membran kalinliginin gruplara gore ortalama, minimum, maksimum ve standart
sapma degerleri.

Gruplar Ortalama Min. Max. Standart

Sapma
Bazal Kontrol Fetal 0,80 0,13 1,22 0,29
Membran | Kontrol Maternal 1,35 1,04 1,70 0,22
Kalinlig1 | Preeklampsi Fetal 1,27 1,02 1,61 0,19
Preeklampsi Maternal 1,59 0,88 2,36 0,40
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Tablo 3:VEGF ekspresyonun gruplara gore ortalama, minimum, maksimum ve standart sapma
degerleri.

Gruplar Ortalama Min. Max. Standart
Sapma
VEGF Kontrol Fetal 47,23 36,80 58,50 7,81
Ekspresyonu | Kontrol Maternal 54,75 47,37 60,00 4,01
Preeklampsi Fetal 46,65 41,70 50,00 2,57
Preeklampsi 35,05 28,57 42,86 4,69
Maternal

Tablo 4:sFlt-1 ekspresyonun gruplara gére ortalama, minimum, maksimum ve standart sapma
degerleri.

Gruplar Ortalama Min. Max. Standart Sapma
sFIt-1 Kontrol Fetal 34,08 28,90 46,20 4,71
Ekspresyonu | Kontrol maternal 40,93 31,25 66,67 10,27
Preeklampsi Fetal 54,58 50,00 61,10 3,76
Preeklampsi 228,27 180,00 285,71 29,10
Maternal
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B VEGF Pozitiflik Yiizdesi ~ m sFlt-1 Pozitif Yuzdesi

Sekill1l:VEGF ve sFlt-1 pozitif ekspresyonun gruplara gore dagiliminin grafiksel gosterimi.
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Sekil 12:Bazal membran kalinliginin gruplara gére dagiliminin grafiksel gosterimi.
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5.2 Histokimyasal bulgular

Hematoksilen-Eozin ve Periyodik-Asit Schiff ile histokimyasal olarak boyanan
preeklamptik ve normotansif plasentalara ait histolojik kesitler 1s1k mikroskobik olarak
incelendi (Sekil 1-5).

Hematoksilen ve Eozin boyanan kontrol grubu orneklerinde fetal ve maternal
komponentlerde herhangi bir patolojiye rastlanmadi. Plasental villuslarin normal,
kapillerlerin diizenli oldugu ve doku biitiinliigiintin mevcut oldugu tespit edildi (Sekil2,3).
Preeklampsi grubu fetal ve maternal kompenentlerinde sinsityal diigiim ve kopriilerin
sayisinda artis oldugu, intervilloz alanlarin yogun kan odaklar1 barindirdigi, fibrinoid
yapilanmalarin olustugu ve villus stromasinda vakiioler yapilarin oldugu tespit edildi.
Ayrica bu grubun sinsitiyotrofoblastlarinda yer yer hipertrofi, kapiller dilatasyon ve

konjesyon izlendi (Sekil 4,5).

Periyodik-Asit Schiff ile boyanan plasentalar incelendiginde ise bazal membranin
kontrol grubu maternal komponentinde fetal komponente oranla daha kalin oldugu tespit
edildi (P<0,01). Kontrol maternal bazal membran kalinliginin preeklempsi fetalbazal
membran kalinligiyla anlamli bir farkinin olmadig1 gozlendi (P>0,05). Bazal membran
kalinlagsmasinin en ¢ok preeklempsi maternal komponentte oldugu ve diger gruplardan

istatistiksel yonden anlamli oldugu tespit edildi (P<0,05).
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5.2.1 Hematoksilen ve Eozin boyama bulgulari

Resim 2: Kontrol grubu plasentanin fetal komponenti. Normal dagilim ve goriintii izlenen villus
yapilar1 (v), intervilloz alan (iv), Sitotrofoblastlar (ok), Sinsitiyotrofoblast (ok basi), Villus
stromasi (vs), Hoffbauerhiicreleri (*), Kapillerler (K) izlenmektedir. (Boyama: H&E, Bar: 50um).
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Resim 3:Kontrol grubu plasentanin maternal komponenti. Normal dagilim ve goriintii izlenen
villus yapilari (v), intervilloz alan (iv), Sitotrofoblastlar (ok), Sinsitiyotrofoblast (ok basi), Villus
stromasi (vs), Hoffbauer hiicreleri (*), Kapillerler (K) izlenmektedir. (Boyama: H&E, Bar:
50um).
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Resim 4: Preeklamptik plasentaya ait fetal komponentin genel gériiniimii. Sinsityal diigiim (STD)
ve kopriilerde artis (KP) ayrica fibronoid artis1 (FB), intervillz alanda yogun kan odaklar1 (*),

bol miktarda dilate villéz kapiller (K), villus stromasinda vakuoler yapilanmalar (ok),

sinsitiyotrofoblastlarda yer yer hipretrofi (ok bast) Boyama: H&E, Bar: 50um).
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Resim 5: Preeklamptik plasentaya ait maternal komponentin genel goriiniimii. Terminal
villuslarda anormal ¢apta degisiklikler gozlendi. Sinsityal diigtimlerde (STD) ve kopriilerde artig
(KP), vaskiiler dilatasyon (K), damarlarda yogun konjesyon (KJ) ve yogun fibronoid (FB)
birikimi gozlenmektedir. (Boyama: H&E,Bar: 50pum)
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5.2.2 Periyodik Asit Schiff boyama bulgulari

) %
.'.‘;G’,‘ ’ '. R

Resim 6: Kontrol grubu plasentanin fetal komponenti. Kapillerlere ait normal bazal membran

goriintiisii (ok) izlenmektedir. (Boyama: PAS, Bar: 20um).

*  oum

Resim 7: Kontrol grubu plasentanin maternal komponenti. Kontrol maternal kesitlerinde normal

bazal membran goriintiisii (ok). (Boyama: PAS, Bar: 20um).
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Resim 8:Preeklampsi grubu plasentanin fetal komponent bazal membrani (ok), vaskiiler

dilatasyon (5%) ve fibronoid birikimi (*)izlenmektedir (Boyama: PAS, Bar: 50um).

Resim 9: Preeklampsi grubu plasentanin maternal komponenti. Kapillerlere ait bazal membranda
kalinlasma (ok), vaskiiler dilatasyon (¥¥)ve fibronoid birikimi (*) tespit edildi (Boyama: PAS,
Bar: 20pm).
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5.3 Immunohistokimyasal Bulgular

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii immun boyanan kesitler incelendiginde VEGF
ekspresyon kontrol grubu hem maternal hemde fetal gruplarina oranla daha yogun oldugu
tespit edildi (P<0,05). VEGF immun boyanan preeklampsi maternal grubuna ait
kesitlerin, kontrol gruplarina oranla istatistiksel olarak ekspresyonunda anlamli derecede
azalma oldugu tespit edildi (P<0,05). Soluble fms benzeri Tirozin kinaz-1 ekspresyonu
preeklampsi grubunun kontrol grubuna oranla oldukg¢a anlamli derece artigi (P<0,05).
Ozellikle preeklampsinin maternal komponentinde bu oranin diger ii¢c gruba oranla daha

anlaml1 oldugu tespit edildi (P=0,05) (Tablol).

5.3.1 Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF) Iimmun Boyanan Kesitlerde
Saptanan Bulgular

Resim 10: Kontrol grubu fetal komponentinde VEGF ekspresyonu alanlari (ok) ve ekspresyon

negatif kapiller endotelleri (ok basi) (Boyama: VEGF Immunohistokimya, Bar:20pum).
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20 pm

Resim 11: Kontrol grubu maternal komponentinde VEGF ekspresyonu alanlar1 (ok) ve
ekspresyon negatif kapiller endotelleri (ok basi) (Boyama: VEGF Immunohistokimya,
Bar:20pum).

Resim 12: Preeklempsi grubu fetal komponentinde VEGF ekspresyonu alanlari (ok) ve
ekspresyon negatif kapiller endotelleri (ok basi) (Boyama: VEGF Immunohistokimya,
Bar:20pm).
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Resim 13: Preeklempsi grubu maternal komponentinde VEGF ekspresyonu alanlar1 (ok) ve
ekspresyon negatif kapiller endotelleri (ok basi). (Boyama: VEGF Immunohistokimya,
Bar:20pum).

Resim 14: Preeklampsi fetal komponentine ait VEGF Negatif boyama (Boyama: VEGF

Immunohistokimya, Bar:20pum).
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5.3.2 Soluble Fms-Benzeri Tirozin Kinaz-1(sFlt-1) immun Boyanan Kesitlerde
Saptanan Bulgular

1

")
P WL MY LA T

Resim 15: Kontrol fetal komponentinde sFlt-1 ekspresyonu alanlari (ok) ve ekspresyon negatif

kapiller endotelleri (ok bas1)(Boyama: VEGF Immunohistokimya, Bar:20um).

Resim 16: Kontrol maternal komponentinde sFlt-1 ekspresyonu alanlar1 (ok) ve ekspresyon

negatif kapiller endotelleri (ok basi). (Boyama: VEGF Immunohistokimya, Bar:20um)
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Resim 17: Preeklempsi fetal komponentinde sFIt-1 ekspresyonu alanlari (ok) ve ekspresyon

negatif kapiller endotelleri (ok basi) (Boyama: VEGF Immunohistokimya, Bar:20um).

Resim 18: Preeklempsi maternal komponentinde sFlt-1 ekspresyonu alanlari (ok) ve ekspresyon

negatif kapiller endotelleri (ok bas1) (Boyama: VEGF immunohistokimya, Bar:20um).
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Resim 19: Preeklampsi plasentanin maternal komponentine ait sFlt-1 negatif boyama (Boyama:

SFIt-1 immunohistokimya, Bar:20pum).
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6 TARTISMA

Plasenta, anne ile fetiis arasinda gaz degisimi ve bir¢ok metabolik faaliyet tistlenmektedir.
Fetiisiin gelisimi i¢in plasenta oldukca 6nemli bir organdir. Saglikli bir plasentayon
stirecinin gergeklesmemesi preeklampsi gibi 6dem ve proteiniiri ile karakterize bir takim
hastaliklar1 beraberinde getirmektedir (1). Hipertansiyon, 6dem ve proteiniiri gibi
semptomlarlakarsilasilan bu durum daha ileriki zamanlarda biiyiik organlarin
damarlarinda hasara neden oldugu ve obstetrik olanaklarin yetersiz oldugu iilkelerde
Oliimciil vakalarla sonuglandigr goriilmiistiir. Tim bilimler caligmalara ragmen
preeklampsinin patofizyolojisi altinda yatan nedenleri hala tartisilmaktadir. Bu durumdan
kaynakl1 olarak preeklampsi i¢in bir teoriler hastaligi tanimi oldukea sik kullanilmaktir.
Mevcut sartlarda preeklampsi i¢in uygun goriilen tedavi yontemi erken dogum hala yerini

korumaktir (43).

Yapilan son c¢alismalar preeklampside izlenen ve endotel hiicreleri gelisiminde rol
oynayan ve birbirinin antagonisti olan sFlt-1 ve VEGF arasinda iliskiden kaynakli
olabilecegi iddia edilmektedir (44). Preeklampside 6nde gelen teorileri arasinda yer alan
endotel fonksiyon bozuklugu arastirilmasi igin ¢alismamizda 10 adet normotansif,10
adette preeklampsi hasta olmak {izere toplamda 20 hastadan alinan plasentalar
toplanmistir. Toplanan plasentalarda hem maternal hem de fetal yiizleri histokimyasal
olarak Hematoksilen-Eozin ve PAS boyama yontemi ile immunohistokimyasal olarak da

anti sFlt-1 ve anti-VEGF antikorlar1 uygulanip sonuglarin tartigilmast hedeflenmistir.

Literatiir bilgileri 1s181inda, ¢alismamizda histokimyasal boyanan kesitler incelendiginde
Hematoksilen ve Eozin boyanan histolojik kesitler incelendiginde calismamizdaki
preeklampsili plasentalardaki kapillerlerin sayica artigi, dilatasyon ve Hofbauer
hiicrelerinde ve sinsityal diigiim ve kopriilerin sayisinda artis oldugu, intervilloz alanlarin
yogun kan odaklar1 barindirdigi, fibrinoid yapilanmalarin olustugu ve villus stromasinda
vakiioler yapilarin oldugu testpit edildi (Resim 2-5) (45). Ayrica kesitlerde incelenen fetal
damarlarda konjesyon, ayn1 sekilde Correa ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alisma sonucuyla

paralellik gostermektedir (46).
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Periyodik Asit Schiff ile boyanan kesitler incelendiginde ise preeklampsi grubunun
maternal ve fetalkomponentlerinde bazal membran kalinlasmasinin artigi tespit edildi
(P<0,05).

Histokimyasal boyanan kesitlerde incelendigin preeklampsi grubu hastalara ait hem
maternal hem de fetal kesitler goriilen fibrinoid birikimin preeklampsi disinda yas ile

iligkili olduguna dair goriisler mevcuttur (47)(48).

Bonnie K.Dwyer ve arkadaglar1 caligmalarina bakildiginda, preeklampsi hastalar
gelismis risk grubu ve gelismemis risk grubu hastalar arasinda sFIt-1 diizeylerini
karsilastirmis ve bu hastalar arasinda 15-20 haftalik hasatlarda sFlt-1 diizeyleri arasinda

anlamli bir artig goriilmiistiir (49).

Reuvekamp-Velsing-Poulina ve arkadaslari (50) 1999 yilindaki ¢alismalarinda sFlt-1’in
antagonisti olan serbest VEGF’in seviyesinin kandaki diizeyinin preeklampsi ve ayni
gebelik haftasina denk gelen saglikli gebelere gore daha diisiik seviyede oldugunu tespit

etmislerdir.

2001 yilinda preeklampsi iizerine yapilan bir caligmaya gore Bosio-Wheeler-Anthony ve
arkadaglar1 (51) sFlt-1’in dolagimdaki diizeyi yiiksek oldugundan serbest halde gezen

VEGF diizeyinin azaldigini raporlamislardir.

J.C.Cooper ve arkadaslart VEGF ‘in bir reseptorii olan Flt diizeyinin plasentada term
doéneminde ve birinci trimestir donenimde lokalizasyonu gosteren bir ¢aligma sonucunda
immunohistokimysal olarak, Flt reseptoriiniin ekspresyon diizeyine bakildiginda; term
plasentalarda fetal endotel hiicrelerinde ve fetal villoz makrofaj hiicrelerinde de

ekspresyon tespit edilmistir (52).

Maynard ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir c¢alismada, gebe ratlarda sFIt-1
adenoviriisiin uygulanarak elde ettikleri veriler ile preeklampsili hastalara benzer

bobrekte patolojik degisikliklerin oldugunu tespit etmislerdir (8).

Fan ve arkadaslar1 20-35 gebelik haftalari arasindaki toplamda 120 saglikli ve

preeklampsi grubu gebe kadinlar arasinda yapmis oldugu ¢alisma, preeklampsi grubunda
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SFlt-1 diizeyinin yiiksek diizeylerde oldugu ve VEGF diizeyinin ise diisiik oldugu tespit
edilmistir (53).

VEGF ve sFIt-1 iizerine bircok calismalar1 bulunan Levine (54), Karumanchi ve
arkadaglarinin (55) yapmis olduklari bir ¢alisma sonucunda, preeklamptik gebelere ait
plasentalarda sFlt-1 oraninin arttig1 ve buna bagli olarak da VEGF seviyesinde ise azalma
oldugu sonucuna varmislardi. Baska bir c¢alismada, sicanlara disaridan SFIt-1
uygulandiginda ise preeklampsi benzer bir hastaligin olabilecegi sonucuna varmislardir.
VEGF, anjiyogenez mekanizmasind rol oynayan endotele 6zgii major bir mitojendir.
Aktivitesi temelde 2 yiiksek afiniteli reseptdr tirozin kinazla etkilesimi sonucu
diizenlenir: Bunlardan biri kinazin insert domain bdlgesi (KDR) digeri ise fms benzeri
tirozin kinaz-1 (Flt-1)’dir; selektif olarak vaskiiler endotelyal hiicre yiizeyinde eksprese
oldugu yapilan arastirmlar sonucunda goriilmiistiir. Ayrica Flt-1, sitoplazmik ve
transmembranal domainlerini kaybettikten sonra ligand baglayici domaini kaldiginda
dolasima endojen saliverilen bir protein olan sFIt-1 (SVEGFR-1 olarak da bilinir) olusur.
Bu molekiil hiicre zarina baglanamaz ve maternal kana saliverilir; dolasimdaki VEGF’e
baglanip endojen reseptorlerle etkilesimini oniine gegebilmektedir. SFlt-1, ayrica esas
olarak plasenta tarafindan iiretilen ve VEGF ailesinin bir iiyesi olan plasental biiyiime
faktoriine (PIGF) de baglanarak, PIGF’iantagoniz etmektedir. Bir¢ok calismalar1 ile
preeklampsinin en 6nemli teorileri arasinda yer alan endotel fonksiyon bozuklugu Levine
ile Karumanchi ve arkadaglarinin yapmis oldugu bu caligmalar ile biiyiik ilerlemeler
kazanmis bu, 6zellikle normotansif hastalar ile preeklamptik hastalarda VEGF azaldigy,

sFlt-1‘in ise arttig1 tespit edilmis.

Levine, Karumanchi ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 caligmalar neticesinde;
preeklamptik plasentalar sFlt-1 ekspresyonun artmasini sonucunda PIGF ve VEGF’i
azaltarak bir antianjiyojenik durum olusmasina neden olarak plasentasyon siirecinde

preeklampsiye neden oldugunu vurgulayarak 6nemli tespitlerde bulunmuslardir (56).

2006 yilinda Wathen ve arkadaslarininyapmis olduklar bir ¢aligmada, 49 hastanin daha
sonradan preeklampsi bulgusu gosteren ve toplamda 124 hastada 12-15. ve 16-20.

hamilelik haftalarinda sFlt-1 ekspresyon derecelerini arastirmislardir. Arastirmanin
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sonucunda 16-20. haftalik gebelerde serum sFlt-1 seviyelerinin yiikselmesi ve bu
durumunun sonradan bile olsa preeklampsiye neden olabilcegi sonucuna varmislardir
(57).

2005 yilinda Park’in yapmis oldugu bir ¢calismada preeklamptik ve saglikli gebelere ait
amniyotik sivida, maternal serumda sFlt-1 seviyelerini arastirmiglardir ve sonug olarak
700pg/ml’ den yliksek maternal serum sFlt-1’in seviyesinin preeklampsi i¢in 6nemli bir

risk oldugunu tespit etmislerdir (58).

2003 yilinda Koga-Osuga ve arkadaslarinin yapmis oldukari arastima sonucunda (59) 31
preeklamptik ve 52 saglikli gebeleye ait toplamda 73 hastaya ait serum
seviyelerinikarsilastirdiklarinda preeklamptik hastalarda serum sFlt-1 diizeyleri, saglikli
kontrollere grubuna oranla daha yiiksek bir seviyede oldugunu tespit etmislerdir.
Preeklampsi nedenleri arasinda SFlt-1’in maternal endotelyal hiicrelerde VEGF’ i

antagonize ettigine dair sonuga varilmstir.

Tidwell ve ekibinin (60), yapmis olduklari bir ¢alismada 14 preeklamptik ve 25
normotansif gebe hastlarda serum PIGF diizeylerinin normotansif gebelerin
plasentalarinda artmis oldugunu, preeklamptik hastalarda iseayni gebelik haftalarinda

serum PIGF seviyesinin azaldigini tespit etmislerdir.

2003 yilinda Polliotti-Fry ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada (61); 20
preeklamptik hasta ve 60 saglikli gebeyi degerlendirdirdikleri ¢alisma sonucunda,
preeklamptikhastlara ait serum PIGF ve VEGF seviyelerinin saglikli gebelere oranla

diistik seviyelerde oldugu tespit edilmistir.

VEGF ve Sflt-1 alaninda yapilan diger ¢caligmalara bakildiginda ise 2007 yilinda Lee-Oh-
Jung (62) tarafidan yapilmis olan bir ¢aligmada preeklamptik hastalara ait serum VEGF
diizeyleri saglikli gebelere gore anlamli derecede diisiik tespit edilmistir. Serum sFIt-1
seviyesini bakildiginda preeklamptik hastalarin saglikli gebelere oranla anlamli derecede
artis oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar ayn1 sekilde yapmisoldugumuz ¢alisma i¢in de

paralellik gostermektedir.
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Hirokoshi-Maeshima-Kobayashi ve arkadaslarinin (62) yapmis oldugu bir ¢alismada
preeklamptik gebelerde serum sFlt-1 diizeyinin, VEGF ‘i antagonize etigini tespit

etmislerdir.

Baumwell ve arkadaslarinin (63) preeklampsininklinik bulgulart ve molekiiler
mekanizmalarina iligkindegerlendirmelerinde dolagimda sFlt-1 diizeyinin preeklamptik
hastalarda yiikseldigi tespit etmis ve VEGF’in sadece anjiyogenez i¢in degil ayni
zamanda endotel hiicresinin normal yasamsal faaliyetleri i¢cin de gerekli oldugu sonucuna

varmislardir.

Ye-Liu-Zhan ve arkadaslarinin (64) 2006 yilindagergeklestirdigi bir ¢aligmada, 30
preeklamptik hasta ve 45 saglikli kontrol grubu gebe hastalar olmak {izerinde toplamda
75 hastada yapilan arastirma sonucunda preeklamptik hastalarda serum VEGF
seviyesinin saglikli gebelere oranla daha diisiik bir seviyede oldugu, sFlt-1 seviyesinin
ise anlamli olarak yiikseldigi tespit edilmistir. S6z konusu ¢alisma sonucunda elde edilen

veriler yapmig oldugumuz ¢alisma ile paralellik gostermektedir.

McKeeman ve arkadaslarinin (65) 2005 yilinda yapmis olduklari bir aragtirmadan
preeklamptik hastalarda Olgiilen serum oOrneklerinde sFIt-1 diizeyi anlamli olarak
yiikseldigi tespit edilmis ve SFIt-1 molekiiliin preekalmpsinin temel nedenlerinden biri
olabilecegini {izerinde tespitlerde bulunmuslardir. Bizde burada birbirinin antagonisti
olan sFlt-1 ve VEGF preeklampsideki rollerinin endotel fonksiyon bozuklugunu
etkiledigini ve bu iki proteinin 6zellikle plasentanin sekillenmesi sirasinda seviyelerin
takip edilmesinin hastalar acgisinda preeklampsiyi onleme adini 6nemli olabilecegini

diistinmekteyiz.

Calismamizda preeklampsi ve saglikli arasinda yapilan immunohistokimyasal yontem ile
SFIt-1 diizeyinin 6zellikle preeklampsi grubu hastalar ile saglikli hastalar arasinda anlaml
bir fark oldugu sonucuna varilmistir (Tablo1). Istatistiksel veriler incelendiginde 6zellikle
preeklampsi hastalara ait maternal yiizde sFlt-1 ekspresyonun yiizdelik olarak daha fazla
oldugu sonucuna varilmistir. Bu durum yapilmis olan ¢alismalarla birlikte

preeklampsinin maternal kaynakli olabilecegi tartigmalarini da berberinde getirmektedir.
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SFlt-1 plasenta tarafindan iiretilen endojen bir proteindir. sFlt-1’in PIGF, VEGF ve
anjiyojenik bliylime faktorlere baglanma 6zelligi ile bunlarin anjiyojenik fonksiyonlarini

notralize ettigine diigiiniilmektedir (66).

Yapilan ¢alismalar dogrultusunda ¢alismamiz incelendiginde normotansif kontrol grubu
hastalar ile preeklampsi grubu hastalar arasinda plasentanin hem maternal hem de fetal
yiizlerindeki ekspresyon yiizdesi istatistiksel olarak incelendiginde saglikli hastalarda
VEGF ekspresyonun preeklampsi grubu hastalara oranla daha yogunoldugu sonucuna

varilmistir (Tablo 1).

Calismamizda birbirinin antagonisti olan VEGF ve sFlt-1 diizeylerinin ekspresyon
oranlar1 karsilastirildiginda birbirinin antagonisti olduklar1 ve ozellikle plasentaysan
stirecince maternal ve fetal yiizlerin her ikisinde de VEGF ve sFlt-1 diizeyleri arasinda
bir ters orant1 oldugu ancak Ozellikle plasentanin maternal yiiziinde anjiyogenez ve
vaskiilogenezde rol oynayan VEGF ve sFlt-1 arasinda iliskinin anlamli oldugu

gorilmiistiir.

Yapmis oldugumuz calisma gosteriyor ki teoriler hastaligi olarak adlandirilan
preeklampside endotel fonksiyon bozuklugunun VEGF ve sFlt-1 ekspresyon oranlarinin
tespit edilmesi yapilmis olan ¢alismalar ile paralellik gosterdigi agiktir. Osbtetrik tedavi
yontemlerin gelismesine ragmen halen bircok teori ile yeri doldurulamamis bu hastaligin
daha ¢ok hasta ile ve tiim teorilerin ortak bir sekilde g6z oniinde bulundurularak daha
genis imkanlarda ve daha c¢ok molekiiler teknikler ile desteklenmesini gerektigini

diistinmekteyiz.
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7 SONUC
Sonug olarak histokimyasal boyamalarda preeklampsi hastalarla normotansif hastalar

karsilagtirildiginda preeklampsi grubu hastalarin hem maternal hem de fetal
komponentlerinde patolojik degisimlerin goriildiigii sonucunavarilmistir. PAS ile
boyanan kesitler normotansif kontrol grubu hastalar ile preeklampsi grubu hastalar
arasinda bazal membran kalinlagmasinin hem maternal hem de fetal kompontlerinde

art1g1 tespit edilmistir.

Immonuhistokimyasal —olarak boyanan sFIt-1 ve VEGF immun boyalar
karsilastirildiginda; sFlt-1 oraninin preeklampsi hastalarda artis gozlendigi, VEGF
ekspresyonun diizeyinin ise azaldigi sonucuna varilmistir. SFI-1 ekspresiyonun 6zellikle
preeklampsinin maternal komponentinde daha yogun oldugu ve bu durumun endotel
fonksiyon bozuklugun maternal kaynakli olma olasiligimi artirdigini diisiinmekteyiz.
Yapmis oldugumuz ¢alisma sonucunda angiyogenezde rol oynayan VEGF ve antagonisti
olan sFlt-1 diizeyleri arasinda iliski oldugunu ve endotel fonksiyon bozuklugunun sFlt-1

ve VEGF’in 6nemli rollere sahip oldugunun sonucuna varilmistir.

50



8

10.

11.

12.

KAYNAKLAR

Roberts, J.M. and D.W. Cooper, Pathogenesis and genetics of pre-eclampsia.
Lancet, 2001. 357(9249): p. 53-6.

Hogberg, U., The World Health Report 2005: “"Make every mother and child
count" — including Africans. Scandinavian Journal of Public Health, 2005. 33(6):
p. 409-411.

Walker, J.J., Pre-eclampsia. Lancet, 2000. 356(9237): p. 1260-5.

Zhang, J., et al., Blood pressure dynamics during pregnancy and spontaneous
preterm birth. Am J Obstet Gynecol, 2007. 197(2): p. 162 e1-6.

Mutter, W.P. and S.A. Karumanchi, Molecular mechanisms of preeclampsia.
Microvasc Res, 2008. 75(1): p. 1-8.

Teran, E., A. Calle, and C. Escudero, Endothelial dysfunction and preeclampsia.
Am J Hypertens, 2007. 20(9): p. 1026-7; author reply 1027.

Palei, A.C., et al., Pathophysiology of hypertension in pre-eclampsia: a lesson in
integrative physiology. Acta Physiol (Oxf), 2013. 208(3): p. 224-33.

Maynard, S.E., et al., Excess placental soluble fms-like tyrosine kinase 1 (sFlt1)
may contribute to endothelial dysfunction, hypertension, and proteinuria in
preeclampsia. J Clin Invest, 2003. 111(5): p. 649-58.

Handwerger, S. and M. Freemark, The roles of placental growth hormone and
placental lactogen in the regulation of human fetal growth and development. J
Pediatr Endocrinol Metab, 2000. 13(4): p. 343-56.

Yetter, J.F., 3rd, Examination of the placenta. Am Fam Physician, 1998. 57(5): p.
1045-54.

Sadler, TW. and J. Langman, Langman's medical embryology. 2012,
Philadelphia: Wolters Kluwer Health/Lippincott Williams & Wilkins.

Moore, K.L., T.V.N. Persaud, and M.G. Torchia, The developing human :
clinically oriented embryology. 2013.

51



13.

14.

15.
16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

Schoolcraft, W.B., et al., Blastocyst culture and transfer: analysis of results and
parameters affecting outcome in two in vitro fertilization programs. Fertil Steril,
1999. 72(4): p. 604-9.

Balaban, B., D. Sakkas, and D.K. Gardner, Laboratory procedures for human in
vitro fertilization. Semin Reprod Med, 2014. 32(4): p. 272-82.

Baergen, R., Manual of Pathology of the Human Placenta. 2011.

Robboy, S.J. and R.S. Hoda, Pathology of the Human Placenta. 4th Edition.
International Journal of Gynecological Pathology, 2000. 19(4): p. 401.
Koestenbauer, S., et al., Embryonic stem cells: similarities and differences
between human and murine embryonic stem cells. Am J Reprod Immunol, 2006.
55(3): p. 169-80.

Ross, M.H. and W. Pawlina, Histology : a text and atlas : with correlated cell and
molecular biology. 6th ed. ed. 2011: Philadelphia : Wolters Kluwer/Lippincott
Williams &amp; Wilkins Health.

Griffiths, S.K. and J.P. Campbell, Placental structure, function and drug transfer.
Continuing Education in Anaesthesia Critical Care & Pain, 2015. 15(2): p. 84-89.
Rutherford, J.N., Fetal signaling through placental structure and endocrine
function: illustrations and implications from a non-human primate model.
American Journal of Human Biology, 2009. 21(6): p. 745-753.

Guttmacher, A.E., Y.T. Maddox, and C.Y. Spong, The Human Placenta Project:
Placental Structure, Development, and Function in Real Time. Placenta, 2014.
35(5): p. 303-304.

Carter, A.M., Regulation of maternal placental blood flow: A review. Placenta,
1999. 20: p. 271-291.

Duncan, S.L.B. and B.V. Lewis, Maternal placental and myometrial blood flow
in the pregnant rabbit. The Journal of Physiology, 1969. 202(2): p. 471-481.
Burton, G.J. and E. Jauniaux, Sonographic, stereological and Doppler flow
velocimetric assessments of placental maturity. Br J Obstet Gynaecol, 1995.
102(10): p. 818-25.

52



25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

Forbes, K. and M. Westwood, The IGF axis and placental function. a mini review.
Horm Res, 2008. 69(3): p. 129-37.

Folkman, J. and M. Klagsbrun, Angiogenic factors. Science, 1987. 235(4787): p.
442-7.

Levine, R.J., et al., Circulating angiogenic factors and the risk of preeclampsia. N
Engl J Med, 2004. 350(7): p. 672-83.

Chen, D.B. and J. Zheng, Regulation of placental angiogenesis. Microcirculation,
2014. 21(1): p. 15-25.

Bulletins--Obstetrics, A.C.0.P., ACOG practice bulletin. Diagnosis and
management of preeclampsia and eclampsia. Number 33, January 2002. Obstet
Gynecol, 2002. 99(1): p. 159-67.

Carr, D.B., etal., A sister's risk: family history as a predictor of preeclampsia. Am
J Obstet Gynecol, 2005. 193(3 Pt 2): p. 965-72.

Desoye, G. and S. Hauguel-de Mouzon, The Human Placenta in Gestational
Diabetes Mellitus. Diabetes Care, 2007. 30(Supplement 2): p. S120.

Nyberg, P., L. Xie, and R. Kalluri, Endogenous inhibitors of angiogenesis. Cancer
Res, 2005. 65(10): p. 3967-79.

Roberts, J.M. and D.W. Cooper, Pathogenesis and genetics of pre-eclampsia. The
Lancet. 357(9249): p. 53-56.

Dietl, J., The pathogenesis of pre-eclampsia: new aspects, in Journal of Perinatal
Medicine. 2000. p. 464.

Alvarez Navascues, R. and R. Marin, [Severe maternal complications associated
with pre-eclampsia: an almost forgotten pathology?]. Nefrologia, 2001. 21(6): p.
565-73.

Keck, P., et al., Vascular permeability factor, an endothelial cell mitogen related
to PDGF. Science, 1989. 246(4935): p. 1309-1312.

Ferrara, N. and T. Davis-Smyth, The biology of vascular endothelial growth
factor. Endocr Rev, 1997. 18(1): p. 4-25.

53



38.

39.

40.

41.

42,

43.

44,

45,

46.

47.

Carmeliet, P., et al., Synergism between vascular endothelial growth factor and
placental growth factor contributes to angiogenesis and plasma extravasation in
pathological conditions. Vol. 7. 2001. 575-83.

Shibuya, M., et al., Nucleotide sequence and expression of a novel human
receptor-type tyrosine kinase gene (flt) closely related to the fms family.
Oncogene, 1990. 5(4): p. 519-24.

Kendall, R.L., G. Wang, and K.A. Thomas, Identification of a natural soluble
form of the vascular endothelial growth factor receptor, FLT-1, and its
heterodimerization with KDR. Biochem Biophys Res Commun, 1996. 226(2): p.
324-8.

Kendall, R.L. and K.A. Thomas, Inhibition of vascular endothelial cell growth
factor activity by an endogenously encoded soluble receptor. Proc Natl Acad Sci
U S A, 1993. 90(22): p. 10705-9.

Fong, G.H., et al., Role of the FIt-1 receptor tyrosine kinase in regulating the
assembly of vascular endothelium. Nature, 1995. 376(6535): p. 66-70.

Granger, J.P., et al., Pathophysiology of hypertension during preeclampsia linking
placental ischemia with endothelial dysfunction. Hypertension, 2001. 38(3 Pt 2):
p. 718-22.

Dechend, R. and F.C. Luft, Angiogenesis factors and preeclampsia. Nat Med,
2008. 14(11): p. 1187-8.

E P Heazell, A, et al., Formation of Syncytial Knots is Increased by Hyperoxia,
Hypoxia and Reactive Oxygen Species. Vol. 28 Suppl A. 2007. S33-40.

Correa, R.R., et al., Placental morphometrical and histopathology changes in the
different clinical presentations of hypertensive syndromes in pregnancy. Arch
Gynecol Obstet, 2008. 277(3): p. 201-6.

de Luca Brunori, 1., et al., Placental barrier breakage in preeclampsia:
ultrastructural evidence. Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol, 2005. 118(2): p. 182-
9.

54



48.

49,

50.

o1,

52.

53.

54.

55.

56.

S57.

58.

Heidari, Z., et al., Stereological Analysis of Human Placenta in Cases of Placenta
Previa in Comparison with Normally Implanted Controls. Journal of
Reproduction & Infertility, 2015. 16(2): p. 90-95.

Dwyer, B.K., et al., Variable expression of soluble fms-like tyrosine kinase 1 in
patients at high risk for preeclampsia. J Matern Fetal Neonatal Med, 2010. 23(7):
p. 705-11.

Reuvekamp, A., et al., Selective deficit of angiogenic growth factors characterises
pregnancies complicated by pre-eclampsia. Br J Obstet Gynaecol, 1999. 106(10):
p. 1019-22.

Bosio, P.M., et al., Maternal plasma vascular endothelial growth factor
concentrations in normal and hypertensive pregnancies and their relationship to
peripheral vascular resistance. Am J Obstet Gynecol, 2001. 184(2): p. 146-52.
Cooper, J.C., et al., Localization of vascular endothelial growth factor and its
receptor, flt, in human placenta and decidua by immunohistochemistry. J Reprod
Fertil, 1995. 105(2): p. 205-13.

Fan, X., et al., Endometrial VEGF induces placental sFLT1 and leads to
pregnancy complications. The Journal of Clinical Investigation, 2014. 124(11): p.
4941-4952.

Levine, R.J., et al., Soluble endoglin and other circulating antiangiogenic factors
in preeclampsia. N Engl J Med, 2006. 355(10): p. 992-1005.

Young, B.C., R.J. Levine, and S.A. Karumanchi, Pathogenesis of preeclampsia.
Annu Rev Pathol, 2010. 5: p. 173-92.

Young, B.C., R.J. Levine, and S.A. Karumanchi, Pathogenesis of Preeclampsia.
Annual Review of Pathology: Mechanisms of Disease, 2010. 5(1): p. 173-192.
Wathen, K.A., et al., Maternal serum-soluble vascular endothelial growth factor
receptor-1 in early pregnancy ending in preeclampsia or intrauterine growth
retardation. J Clin Endocrinol Metab, 2006. 91(1): p. 180-4.

Park, C.W., et al., An elevated maternal plasma, but not amniotic fluid, soluble

fms-like tyrosine kinase-1 (sFlt-1) at the time of mid-trimester genetic

55



59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

amniocentesis is a risk factor for preeclampsia. Am J Obstet Gynecol, 2005. 193(3
Pt 2): p. 984-9.

Koga, K., et al., Elevated serum soluble vascular endothelial growth factor
receptor 1 (SVEGFR-1) levels in women with preeclampsia. J Clin Endocrinol
Metab, 2003. 88(5): p. 2348-51.

Tidwell, S.C., et al., Low maternal serum levels of placenta growth factor as an
antecedent of clinical preeclampsia. Am J Obstet Gynecol, 2001. 184(6): p. 1267-
72.

Polliotti, B.M., et al., Second-trimester maternal serum placental growth factor
and vascular endothelial growth factor for predicting severe, early-onset
preeclampsia. Obstet Gynecol, 2003. 101(6): p. 1266-74.

Lee, E.S., et al., The levels of circulating vascular endothelial growth factor and
soluble FIt-1 in pregnancies complicated by preeclampsia. J Korean Med Sci,
2007. 22(1): p. 94-8.

Baumwell, S. and S.A. Karumanchi, Pre-eclampsia: clinical manifestations and
molecular mechanisms. Nephron Clin Pract, 2007. 106(2): p. c72-81.

Ye, Y.H., et al., [Expression and significance of soluble fms-like tyrosine kinase
1 in preeclampsia placenta]. Zhonghua Fu Chan Ke Za Zhi, 2006. 41(8): p. 521-
4,

McKeeman, G.C., et al., Soluble vascular endothelial growth factor receptor-1
(sFIt-1) is increased throughout gestation in patients who have preeclampsia
develop. American Journal of Obstetrics & Gynecology. 191(4): p. 1240-1246.
Tjoa, M.L., RJ. Levine, and S.A. Karumanchi, Angiogenic factors and
preeclampsia. Front Biosci, 2007. 12: p. 2395-402.

56



TURKIYE CUMHURIYETI
DICLE UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

9 OZGECMIS

Ad1 Firat Soyadi SAHIN

Dogum Dogum

_ Kulp i 07.09.1992
Yeri Tarihi

Uyrugu T.C Tel +90 543 345 77 02

E-posta sfirat9021@gmail.com

EGITIM DUZEYI
Mezun Oldugu Kurumun Adi Mezuniyet Y1l
Doktora/Uzmanhk
Tezli Yiiksek Dicle Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
. 20..
Lisans Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Tezsiz Yiiksek
Lisans
) Dicle Universitesi Fen Fakiiltesi /Biyoloji
Lisans 2016
Bolimii
Lise Kayapinar Lisesi 2011

57



mailto:sfirat9021@gmail.com

IS DENEYIMI

Gorevi Kurum Siire (Y1l - Y1l)
Yabanci Dil Sinav Notu
UDS/YDS | YOKDIL IELTS | TOEFL | TOEFL | TOEFL |FCE |CAE |CPE
IBT PBT CBT
60
(2017/Haziran)
Sayisal Esit Agirhk Sozel
ALES Puam
67,48955 68,00655 64,17489

(2017/ilkbahar)

(Diger) Puam

58




10 EKLER
10.1Etik kurul onay1
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DICLE UNIVERSITY MEDICAL FACULTY ETHICS COMMITTEE FOR
NONINTERVENTIONAL STUDIES

{eb

KARAR |

Prof. Dr. Murat AKKUS. Firat SAHIN, Yrd. Dog. Dr. Elif AGACAYAK, Dog.Dr. Scvda
SOKER. Prof. Dr. Agkin Ender TOPAL, Ars. Gor. Firat ASIR, Ars. Gor. Aysepil PALA, Prol,
- Dr. Omer SATICI isimli aragtirmacilar tarafindan planlanan “Precklamptik Gebelerin
Plasentalanindu sFlt-1 ve VEGF Ekpresiyonun Degerlendirilimesi™ baglikl arashrmaya Dicle
Universitesi Tip Fakiiliesi Etik Kurul 'u taratindan toplantida hazir bulunan ayeler tarafindan oy
birligi ile onay verilmigtir,

Klinik arastirma tamamlaup yaym asamasina geldiginde, yavina sunulan bildiri veya
makalenin bir dreginin Giik Kurul'a verilmesi zorunludur,
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The project titled as “Fvaluation of sKit-1 and VEGF expression in the placentas of
preeclamplic pregnancies™ planoed by Murat AKKUS. Firat SAHIN, Elif AGACAYAK. Scvda
SOKER, Askin Ender TOPAL, Firat ASIR, Ayyegill PALA, Omer SATICI has been approved by
Ethies Conunittee of Dicle University Faculty of Medicine.
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10.2Géniillii onay formu

Giniillii Bilgilendirme ve Onay Formu

Pror D, Murmt AKKU S wesfindan viiritilen ve yiksek lisans dgrenci Firnt SAHINT in
vitkseh isans tezi olan “Preeklamptik Gebelerin Plasentalarinda sFIG-1 ve VEGE
Ekspresyonun Defierlendivilmesi™ tez galigmas bakkmdz: Hana bilgi verildi. Bu caligmada
mroblemii gebeliklerde. bebek ile anne arasinda kan vasnas ile madde ahisveniginde rolii olan
plasenta act verilen dokudaki gesith hucreleri vigunl ti-1 ve VEGF
rolunun arastrme yaplacags bana amlanldrn.

i ve bu dohudaki sl

Bu ¢aligma kapsamunda clde edilen plaseniama gesithi islemlerden gegurilerck incelemeye tabi
tutulacags detavle bir sekilde ifade cdildi. Bu galgmadakt iglemlesin galisma kapsaminda
almayan diZer geheliklere uygulanan islemler zrosinda bir fackliak olugurmay: lek’
Earkin i dogumlaréan sonra zaten abbi ik olerns dezerleadivilen plasentziane bu gahyma
kapsamnda incelenecek olmast agrc bi pekilde if slemlerin dogum

o oedilen, Yamlaezk
sanrast gergeldesecek almas nedeniyle bana ve bebeime zarar verecek hiy bir durumun 6z
kisnusu alimadig: ifide editdi. Calisma gin alwan plasena drmeklesinin sadece bu caliyma iyin
kullamtacugr ve herbangi biz sekilde bebeRin ve ailenin kimlik hilgilerini agifa gihaan bir
calismada kullamimayvacaz belintildi Istedizim anda gahymadun cikabilecedim vesveyd bana
ail bilyilerin kol lae imasy znind eod gokebulecegim kenusunda bilpilendirildim,

Wana verilen bu bilziler ile cabigmanm amaci anlah@am ve cabignecm saclaom kabul
ettigin: Hloirm,

Adi Soyady Telefon Nu Imzasi
Katilimer:
Doktor: Dog, Dr ELEACAGAYAK

Tanik:
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