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OZET

Gestasyonel Diyabetes Mellituslu insan Plasentalarinda MMP-2 ve MMP-9'un
Immunlokalizasyonu

Gestasyonel diyabetes mellitus gebelik esnasinda goriilen, patogenezinde insulin
sekresyonunda, insulin etkisinde ya da her ikisindeki hasardan kaynaklanan hiperglisemiyle
karakterize metabolik bir hastaliktir. Matriks metalloproteinazlarin (MMP) trofoblast invazyonunda
onemli rol iistlendikleri bildirilmistir. MMP-2 i¢in en giiglii reaksiyonlar trofoblastlarin, maternal
dokular1 invaze ettikleri bolgelerde bulunmustur. Ayrica en yliiksek MMP-9 aktiviteleri fetal ve
maternal dokularin temas noktalar1 arasinda belirlenmistir. Bu durum MMP’lerin dogum esnasinda
plasentanin uterus duvarindan ayrilmasinda etkili olduklarim diisiindiirmektedir. Caligmamizda
bilgilendirilmis onami alinan, 15 adet gestasyonel diyabetes mellitus (GDM) tanis1 almis ve 15 adet
herhangi bir sistemik hastaligi olmayan (kontrol grubu) gebe annelerden normal dogum ve
sezeryan ile elde edilen plasentalar kullanildi. Elde edilen plasentalarin maternal ve fetal
yiizlerinden, santral ve periferik kisimlarindan doku 6rnekleri alinip, rutin parafin takibi yapildiktan
sonra parafin bloklardan elde edilen kesitlerin bir kism1 H-E, PAS ve Trikrom Masson boyalari ile
geri kalan kesitler ise MMP-2 ve MMP-9 immun boyamalar1 yapilarak 151k mikroskobunda
degerledirilip, goriintiilendi. Bazt GDM vakalarinda hem santral hem de periferik plasenta terminal
villuslarinda, sinsityal diigiim ve kopriilerde belirgin bir artis gozlendi. Fetal kapillerlerin ileri
derece dilate ve sinsityotrofoblastlara olduk¢a yakin durumda oldugu saptandi. PAS ile boyanan
GDM grubuna ait plasentalarm neredeyse tamaminda trofoblast bazal membranin yer yer
kalinlagtig1 dikkati ¢ekti. MMP-2 reaksiyonu, maternal ve fetal kisimda zayif diizeyde ekprese
olurken, her iki grup arasinda anlamhi farklilik izlenmedi. MMP-9 ekspresyonu acgisindan
gruplararas1 karsilastirma yapildiginda, diyabetik grup desidua hiicrelerinde artis, sinsityal
diiglimlerde ise azalma dikkatleri ¢ekti. Fetal tarafta ise koryon villiis sinsityotrofoblastlarinda,
koryon villiis stromasinda, kok villiis sinsityotrofoblastlarinda, kok villiis stromasinda ve koryon
plaginda ekspresyon diizeyinde azalma saptandi. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda GDM’1i grubun
plasentalarinda terminal villuslarda kapiller proliferasyonu, perivilloz fibrin birikimi, sinsityal
diiglim, sinsityal koprii sayisinda artis izlendi. Elde ettigimiz bulgular, gestasyonel diyabetik

plasentalarda MMP-9’un, MMP-2 ye nazaran daha etkin rol oynadig1 sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Full-term insan plasentasi, gestasyonel diyabetes mellitus, MMP-2, MMP-9
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ABSTRACT

Immunolocalization of MMP-2 and MMP-9 in Placenta of Humans with Gestational
Diabetes Mellitus

Gestational diabetes mellitus, occurring during pregnancy, is a metabolic disorder characterized by
hyperglycemia due to a defect in insulin secretion, insulin efficiency or both. It has been reported
that Matrix metalloproteinases (MMPs) have undertaken an important role in trophoblast invasion.
The most powerful reactions for MMP-2 were found in regions where trophoblast cells had invaded
maternal tissues. In addition, the highest MMP-9 activities were detected at points of contact
between fetal and maternal tissues. This situation suggests that MMPs are involved in the
separation of placenta from uterus wall during birth. In our study, with signed informed consent,
placentas which were obtained with normal delivery and caesarean sections from 15 gestational
diabetes mellitus (GDM) diagnosed and 15 without any systemic disease (control group) pregnant
mothers, were used. Following routine paraffin monitoring of tissue samples from central and
peripheral parts of maternal and fetal surfaces of obtained placentas, some sections obtained from
paraftin blocks were immunostained by HE, PAS, and Masson's Trichrome stains and remaining
sections were immunostained for MMP-2 and MMP-9, and they were evaluated by light
microscopy and viewed. In some GDM cases, a significant increase was observed in terminal villi,
syncytial knot and bridges of both central and peripheral placenta. It was found that fetal capillaries
were extremely dilated and were quite close to syncytiotrophoblasts. In almost all PAS-stained
placentas of GDM group, trophoblast basement membrane was noticed to be thickened in some
parts. MMP-2 reaction was weakly expressed in maternal and fetal surface, and no significant
difference between the two groups was observed. When MMP-9 expression was compared between
the groups, an increase in decidual cells of diabetic group and a decrease in syncytial nodes were
noticed. In fetal surface, a decrease in expression level was detected in chorionic villus
syncytiotrophoblasts, chorionic villus stroma, stem villus syncytiotrophoblasts, stem villous stroma
and chorionic plate. Compared with control group, an increase was observed in number of capillary
proliferation, perivillous fibrin deposition, syncytial knot and syncytial bridges in terminal villi of
placentas of GDM group. Regarding our findings, MMP-9 plays a more active role than MMP-2 in

gestational diabetic placentas was concluded.

Key words: Full-term human placenta, gestational diabetes mellitus, MMP-2, MMP-9
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1.GIRIS ve AMAC

Insan plasentas: temelde maternal ve fetal dolasimlarin birbirine karismasima izin
vermeden bitigikligine izin veren karmasik damarlar sistemidir. Plasental fetal damarlar
dista trofoblast tabakasi ve mezensimal c¢ekirdekten olusmus koryonik villuslari igerir.
Villuslar maternal kan ile yikanmaktadir. Trofoblast ve endotelyum birlikte besin ve
oksijenin, maternal ve fetal dolasimdaki transferini diizenlemektedir. Gestasyonel
diyabetes mellitus ilk defa hamilelikte tanimlanan degisik derecelerdeki glukoz intoleransi
olarak tanimlanmaktadir. Anormal maternal glukoz tolerans1 gebeliklerin % 3-10 goriiliir.
Diyabetik gebelik, fetal bilyiime ve gelismedeki ¢ok sayida bozuklukla karakterizedir. lyi
kontrol edilmeyen diyabette fetal makrozomi, konjenital malformasyon ve intrauterin
biiylime geriligi siklikla gozlenmektedir (1). Diyabet ile komplike gebelikte plasenta,
genellikle normalden daha biiyiiktiir ve ¢cok sayida fetal biiyiime ve gelisme bozukluguyla
sonuclanmada rolii olan yapisal anormalliklere sahiptir(2). Fetal boyut ve plasental boyut
arasinda tutarsizligi, plasental boyut ve plasentanin goriinen fonksiyonu arasindaki farki
aciklamak icin plasentanin mikroskobik yapismnm c¢aligmasi Onemlidir. Diyabetik
hamilelerin plasentalarinda, 151k mikroskobunda, sinsityal diigiimlerde fazlalik, artan
vaskiilosinsityal membran kalinligi, villoz nekroz, villoz immatiirite gibi villus lezyonlar1
gbzlenmektedir (3, 4, 5, 6).

Gestasyonel diyabetes mellitusun gebelikte en sik goriilen metabolik hastalik
olmasi ve hiperglisemik intrauterin ortamin varlig1 ile dogan ¢ocuklarda tip 2 DM gelisme
riskinin artmasi1 gebelikte anne ve fetiiste; morbidite ve perinatal mortaliteyi onemli
derecede arttiran nedenler arasinda on siralarda yer almasindan dolay1 arastirilmasi gereken
onemli bir hastaliktir. Damarlarin gelisimi ve isleyisi diyabetik ortamdan direkt
etkilenebilir. Plasental gelisminin kritik asamasinda bozulan kosullar, vaskiiler sistemin
vaskulogenezisini, anjiogenezisini ve olgunlasmasini bozabilir. Plasental vaskiilarizasyon,
pek cok admmin organize bir sekilde birbirini izlemesiyle sonuglanan bir islemdir. Bu
faktorler sadece vaskiiler yapilarin teskili i¢in degil ayn1 zamanda trofoblast invazyonu ve
maturasyonunda da gorev alirlar. Trofoblast endometriyum etkilesmesi ve sonugta
invazyonu ile plasentasyon gelismektedir. Matriks metalloproteinazlar; ekstraselliiler
matriks ile bazal membran komponentlerini parcalama yetenegine sahip olan ve aktif
bdlgesinde ¢inko iceren homolog bir enzim ailesidir. Metalloproteinazlar1 degisik sub

gruplar1 bulunmaktadir. Esas olarak tip IV kollajeni, ayrica ekstraselliiler matrikste (ECM)



tip I, V, VII, IX kollajen, fibronektin, lamin, elastin ve vitronektin gibi proteinleri
parcalayan MMP ailesinin bir {iyesi olan jelatinazlar, plasental invazyonda en ¢ok calisilan
MMP’lerdir. Diyabetik ratlarda MMP-2 ve MMP-9’un plasentanin hem fetal hemde
maternal tarafinda aktivitesinin arttig1 gosterilmistir.

Amacimiz; GDM’li insan plasentalarinda salmimlar1 ile ilgili plasentasyonun
anjiogenez ve invazyon asamalarinda ¢ok dnemli bir yeri olan jelatinazlarin gdsterilmemis
olan immunlokalizasyonunu ortaya koyup, normal plasentalara gore bir farkin olup
olmadig1 yoniinde incelemek ve bu iki grup arasinda histopatolojik olarak anlamli bir

farkin olup olmadigini belirlemektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Diyabetes Mellitus

Diyabetes mellitus;  insiilin sekresyonundaki, insulin etkisindeki ya da her
ikisindeki hasardan kaynaklanan hiperglisemiyle karakterize metabolik bir hastaliktir.
Diyabetes mellitus’taki kronik hiperglisemi zamanla basta gozler, bobrekler, sinirler, kalp
ve kan damarlar1 olmak {izere ¢esitli organlarda zarara, fonksiyon bozukluguna neden olur
(7).

Glinlimiizde diyabet igerdigi patolojik stireclere gore siniflandirilmaktadir (8). Tip 1
diyabet mutlak insiilin eksikligiyle karakterize iken tip 2 diyabet ise bozuk insulin
sekresyonu ya da direnciyle karakterizedir. Insiiline bagiml1 diyabetes mellitus (IDDM) ve
insiiline bagimli olmayan diyabetes mellitus (NIDDM) terimleri artik kullanilmamaktadir.
Smiflandirmada artik yas da kullanilmamaktadir, ¢linkii B-hiicre yikimi herhangi bir yasta
baslayabilir. Cogunlukla B-hiicre yikimi 30 yasindan Once baglar, fakat etkilenmis
bireylerin %5-10"unda baslangi¢ 30 yasindan sonradir.

2010 yilinda Amerikan Diyabet Birligi tarafindan su sekilde siniflanmistir (Tablo.1)

Tablo.1: Diyabetes mellitusun etiyolojik olarak siniflandirilmasi.

Tip-1 Diyabet

Tip-2 Diyabet

Diyabetin diger spesifik tipleri

Gestasyonel diyabet

Tip-1 Diyabet (tam insulin eksikligine yol agan [ hiicre harabiyeti)

a) Immun aracili
b) idiyopatik
Tip-2 Diyabet (agwrlikli olarak insiilin direncinden, insulin direnci ile birlikte insiilin

salmim defekti arasinda degisiklik gosterir )

Diyabetin diger spesifik tipleri
a) P hiicre fonksiyonundaki genetik defektler,




b) Insiilin etkisindeki genetik bozukluklar

c) Ekzokrin pankreas hastaliklari,

d) Endokrinopatiler

e) llag ve kimyasallarm indiikledigi diyabet

f) Enfeksiyonlar

g) Immiin kaynakli diyabetin sik griilmeyen formlar1
h) Diyabetin bazen eslik ettigi diger genetik sendromlar

Gestasyonel Diyabet
2.1.1. Tip 1 Diyabet

Tip1 diyabet insiilinin tam veya kismi yoklugu sonucu olusan kronik metabolik bir
hastaliktir. Insiilin pankreasmn langerhans adaciklarinda bulunan B hiicreleri tarafindan
sentezlenmektedir. Bu hiicrelerin otoimmun sebeplerden dolayr hasara ugramasi veya
yoklugu tip 1 diyabetin sebebidir. Tip 1 diyabetin goriilme siklig1 tiim diyabetik hastalar
arasinda %10 civarindadir. Hastaligin etiyolojisinde, ¢evresel ve genetik faktorler 6nemli
rol oynamaktadir (9). Hastalarin %90’ inda otoimmun (Tip 1A), %10 kadarinda ise non-

otoimmun (Tip 1B) B-hiicre yikim1 s6z konusudur.

2.1.1.1. Genetik faktorler

Tip 1 diyabetli bireyin birinci derece akrabalarinda diyabet gelisme riskinin 15-20
kat yiiksek oldugu belirtilmektedir. Tip 1 diyabetin 6. kromozomun kisa kolunda bulunan
HLA genleri ile % 30- %70 oraninda yakin iligskisi vardir. Bu genlerin tip 1 diyabet
patogenezindeki fonksiyonlarmnin ne oldugu tam olarak anlagilmamasmna ragmen immun

cevabin gelisimde 6nemli fonksiyonlarmin oldugu diistintilmektedir (10) .

2.1.1.2. Cevresel Faktorler

Tip 1 diyabetin gelismesinde , otoimmunitenin baglamasinda veya baskilanmasinda
kimyasal maddeler, viriisler, gidalar gibi ¢evresel faktorler onemli rol oynamaktadir.
Genetik yatkmlig1 olan bireylerde tip 1 diyabet gelisimi ¢evresel faktorlere maruz kalma
sikligina ve siiresine de baglidir (10). Bu faktorlerden biri olan viriisler dogrudan sitolitik

etkiyle veya otoimmuniteyi tetikleyerek [ hiicre harabiyetine yol agarlar. Kimyasal



ajanlarin ve ilaclarin da B hiicrelerinde harabiyet yaparak tip 1 diyabet gelisimini
kolaylastirdig: bilinmektedir (11) .

Genetik ve cevresel faktorler, pankreasin B hiicrelerine karsi otoimmun siireci
baslatmakta tetikleyicidirler. Otoimmun siire¢ ile birlikte pankreasin adacik hiicrelerinde
yavag ilerleyen yikim baglar. Bununla beraber insiilin sekresyonu azalmaya baslar.
Baslarda normal [ hiicrelerinin salgiladig1 insiilin ile karbonhidrat, lipid ve protein
metabolizmalar1 siirdiiriilebildiginden P hiicrelerinin 6énemli derecede harabiyetine kadar
gegen donem asemptomatiktir. Pankreastaki B hiicrelerinin % 80-90 harabiyeti durumunda
diyabetin klinik bulgular1 ortaya ¢ikmaktadir. Tip 1 diyabet hastalarinda siire¢ dort fazda
gerceklesmektedir:

1) Cevresel faktorlere maruz kalma,
2) T hiicrelerinin uyarilmasi,
3) T hiicrelerinin farklilagmast,

4) B hiicrelerinin zarar gérmesi (9).

2.1.1.3. Tip 1A Diyabet

Genetik yatkinligi bulunan kisilerde (riskli gruplar) cevresel tetikleyici faktorlerin
(viriisler, toksinler, emosyonel stres) etkisiyle otoimmunite tetiklenir ve ilerleyici B —hiicre
hasar1 baglar. B -hiicre rezervi %80-90 oraninda azaldig1 zaman klinik diyabet semptomlar1

ortaya cikar. Tip 1A diyabette baslangicta kanda adacik otoantikorlar1 pozitif bulunur.

2.1.1.4. Tip 1B Diyabet
Otoimmunite disindaki bazi nedenlere bagli mutlak insiilin eksikligi sonucu gelisir.

Kanda adacik otoantikorlar1 bulunmaz (12).

2.1.2. Tip 2 Diyabet

Tip 2 diyabet ya da insiiline bagimli olamayan diyabetes mellitus diyabetik
hastalarmn %90-95’ini olusturur (13). Hiicre-reseptor defektine baglh olarak organizmanin
tirettigi insiilinin kullaniminda ortaya ¢ikan sorunlar nedeniyle glukoz hiicre i¢ine absorbe
edilip enerji olarak kullanilamaz (12). Tip 2 diyabette en 6nemli 6zellik insiilinin fizyolojik
etkilerine kars1 periferik dokularda 6zellikle de c¢izgili kaslarda diren¢ olusumudur. Bu

direng insiilin reseptdrleri vaya post insiilin reseptdr defektine bagli olabilir. Insiilin



direncini olugturabilen veya arttirabilen bir¢cok faktor vardir. Bunlardan bazilar1 arasinda
obezite, hipertansiyon, yiiksek kolesterol, metabolik sendrom, stres ve akromegali

sayilabilir. Tip 2 diyabetteki insiilin eksikliginin nedenleri asagidakiler olabilir (14,15).

Beta hiicresinin Kkitlesinde azalma : 3 hiicrelerinin miktar1 pankreas tarafindan

salgilanan insiilin miktarini belirleyen faktordiir. Calismalarin ¢ogu uzun siireli tip 2
diyabetli hastalarda B hiicre kitlesinin % 20-40 oraninda azaldigini1 gdstermektedir. Bu
hastalarin adaciklar1 morfolojik olarak normal bulunmus ve insiilitis saptanmamistir. 3

hiicrelerindeki azalmanin nedeni bilinmemektedir.

Diisiik dogum agirhgr: Diisiik dogum agirliginda doganlarda ileri yillarda tip 2

diyabet veya glukoz tolerans bozuklugu goriilme sikligmin arttig1 gésterilmistir.

Glukoz toksisitesi: Hiperglisemi hem [ hiicresi iizerine etki ederek insiilin

sekresyonunu baskilar hem de periferik dokularda insiilin kullanilmasmin azaltir.
Hipergliseminin B hiicresi {izerine olan bu olumsuz etkisine glukoz toksisitesi denmektedir.
Hiperglisemi durumunda siki metabolik kontrol ile (diyet ve insiilin tedavisi ile) insiilin
salgilanmasimin diizeldiginin gézlenmesi hipergliseminin kendisinin insiilin salgilanmas1
tizerine baskilayici bir etkisinin olabilecegini diisiindiirmiistiir. Ayrica yiiksek glukoza
stirekli maruz kalan B hiicresinde insiilin gen transkripsiyonunun bozuldugu bunun da

insiilin sentezi ve sekresyonunu azalttig1 gosterilmistir.

Lipid toksisitesi: Serbest yag asitleri yliksek glukoz diizeylerine kronik olarak

maruz kalan B hiicresinde, insiilin sekresyonunu uyaran olaymn yavaglamasmna hatta

inhibisyonuna neden olabilir.

Insiilin_Salgilanma_Bozuklugunda Genetik Nedenler: Glukozun B hiicresi

tarafindan taninmasinda, insiilinin sentez ve salgilanmasinda rol oynayan spesifik
proteinlerdeki mutasyonlar B hiicresi disfonksiyonundan sorumlu olabilmektedirler. Bu

mutasyonlar olduk¢a nadir olup tiim tip 2 diyabet hastalarmin %1-2‘sini olustururlar.



2.1.3. Gestasyonel Diyabet

Gestasyonel Diyabetes Mellitus (GDM) gebelikte ilk kez ortaya ¢ikan ya da
gebelikte fark edilen glukoz toleransinin bozulmasi olarak tanimlanmistir (16). Gebelikte
en sik goriilen metabolik bozukluktur (17). Degisik etipatolojik nedenlerle insiilin
eksikligi veya insensitivitesi sonucu organlarin kronik hiperglisemiye maruz kaldigi
klinik bir hastalik tablosu olarak tanimlanir. Gebelik Oncesi teshis edildiyse
pregestasyonel, ilk kez gebelikte teshis edilmigse gestasyonel diyabetes mellitus olarak
adlandirilir (18). Amerikan Diyabet Dernegi’nin verilerine gére GDM insidanst %7
olarak bildirilmesine ragmen, bu oranin %17,8 oldugu tahmin edilmektedir (19). GDM’li
kadmlarda Tip 2 Diyabetes Mellitus (Tip 2 DM) gelisme riskinin ileri yaslarda yedi kat
artt1g1 belirtilmektedir (20). GDM’da hiperglisemik intrauterin ortamin varligi ile dogan
cocuklarda Tip 2 DM gelisme riski fazladir (21).

Gebe kalma yasmin 25°den biiylik olmasi, gebelik oncesi kilo fazlaligi, diyabet
riski yiiksek etnik gruptan olmak, ailede diyabetli dykiisii olmasi, 6nceki gebeliklerinde
GDM veya glukoz toleransi bozuklugu tanist almis olmasi, iri bebek dogurma veya
spontan abortus hikayesi olmas1 ve gebelik sirasinda aglik ya da tesadiifen alinan kan
sekeri degerinin yiiksek tespit edilmesi durumu GDM tanis1 koyma sikligini
arttrmaktadir (22,23).

GDM su tip hastalar1 igermektedir:

e Tan1 konmamis Tip 2 DM’li kadnlar

e Gebelik Oncesi glukoz toleransinda hafif anormallikleri olan fakat gebelikte
bozuklugun ilerledigi ve insiilin direncinde artisa neden olan durumlar

¢ Gebelik dncesi normal glukoz toleransi olup gebeligin ilerlemesiyle glukoz
toleransinda anormallikler ortaya ¢ikan ve dogum sonrasi normale donenler

e Tan1 konmamig Tip 1 DM (T1DM) gebelik olustugunda es zamanli olarak
T1DM’nin prodromal fazinin ortaya ¢iktig1 ender durumlar (24).

Gestasyonel diyabet maternal ve fetal komplikasyonlar agisindan yiiksek riskli
gebelikler grubuna girmektedir (25). Gestasyonel diyabet gebelikte anne ve fetuste
morbidite ve perinatal mortaliteyi 6nemli derecede arttiran nedenler arasinda 6n siralarda

yer almaktadir. GDM de erken dogum dogum, perinatal mortalite, fetal makrozomi,



polisitemi, sarilik, hidroamniyoz, kardiomiyopati, ilk trimesterde hipoglisemi ve gebeligin
ikinci yarisinda hiperglisemi riski artmaktadir. GDM’li annenin bebegi, erken yaslarda
obezite gelisimi, bozulmus glikoz intoleransi ve diyabet riski altindadir (26).

1922 yilinda insulinin kesfinden dnce % 45 diizeyinde olan maternal mortalite,
insulinin kullanima baglanmasiyla % 2’ye gerilemistir (27). Diger taraftan perinatal
mortalite,1960°11 yillarda % 4-5 iken, giiniimiizde fotal iyilik halini belirleyen yontemlerin
gelismesi, dogum Oncesi tarama ve uygun tedaviler ile normal gebelerdeki diizeylere
cekilmigtir (28).

GDM taranmasi gereken bir metabolik bozukluktur. Cilinkii GDM’ li gebelerde fetal
kayip ve hastalik oranlar1 normal gebelere kiyasla yaklasik dort kat yilikselmistir (23).
GDM’ nin taranmasi, anne ve fetiis acisindan yarattigi sorunlarin uygun tedavi ile
Onlenebilir olmas1 nedeniyle dogum 6ncesi takipte standart hale getirilmistir (30). GDM
icin diinyada en yaygin tarama testi olarak kullanilan 50 gr, bir saatlik glukoz testinin
alinan esik degerlere gore GDM’u yakalama duyarlilig1 %60-80 arasindadir (31). Tarama
testinde esik deger > 140 mg/dl alinrsa GDM’li kadinlarin ortalama % 80’1 saptanirken,
esik deger >130 mg/dl alinrsa GDM’li olarak tani alacak kadinlarin orant % 90’a
ulagmaktadir (13).

Tablo 2: Gebelik sirasinda diyabetin smiflandiriimasi.

SINIF BASLANGIC ACLIK POSTPRANDIYAL 2. TEDAVI
SAAT
Al Gestasyonel < 105 mg/dL <120 mg/dL Diyet
A2 Gestasyonel »105 mg/dL »120 mg/dL Insiilin
SINIF BASLANGIC YASI SURE (YIL) DAMAR HASTALIGI TEDAVI
B 20 yasindan sonra 10 Yok Insiilin
C 10-19 10-19 Yok Insiilin
D 10 yasindan 6nce 20 Belign retinopati Insiilin
F Herhangi bir yas Herhangi bir yas Nefropati Insiilin
R Herhangi bir yas Herhangi bir yas Proliferatif retinopati Insiilin
H Herhangi bir yas Herhangi bir yas Kalp Insiilin




Diyabetik gebelik fetal biliylime ve gelisimde bir¢ok bozuklukla karakterizedir.
Kotii kontrollii diyabette fetal makrozomi, konjenital malformasyonlar ve intrauterin
biiytime geriligi sik goriiliir (32).

Genel olarak GDM, normal glikoz dengesinin saglanmasinda, doku
gereksinimlerini kargilayacak insulin arzinin uyumsuz olmasindan kaynaklanir. Calismalar
gosteriyor ki dzellikle gebeligin son evresinde insulin gereksinimi giderek artmaktadir. Bu
durum normal ve GDM °li gebelerde ¢ok da farkli olmamakta, ancak farki yaratan GDM’
li gebelerde hem besinlere insulin yanitinin, hem de dokularin insuline yanitinin daha az
olmasidir (33). Gestasyonel donemde, karakteristik olarak insiilin duyarlilig1 azalmis, beta
hiicre yanit1 artmustir (16). Insiilin direnci, gebeligin ilk {i¢ aymnda normal olarak bulunur
ve gebeligin ilerlemesi ile 2. ve 3. trimesterde iskelet ve kas dokusunda insiilin etkisinin
azalmasiyla bozukluk belirginlesir (34,35).

Gebelikte ortaya ¢ikan insiilin direnci, annenin artmis yag dokusu ve plasentada
yapilan hormonlar ve insiilini desensitize edici etkilerinin kombinasyonu sonucudur.
Dogumdan sonra bu durumun hemen diizelmesi, plasental hormonlardan kaynaklandigini
diistindiirmektedir. Normal ve GDM gruplar1 arasindaki insiilin direnci farki hamilelik
disinda c¢ok biiyliktiir. 3.trimesterde insiilin seviyeleri veya sekresyonu arasindaki fark en
fazladir. Gebelikte olusan insiilin direncinde, insiiline duyarli dokularda glukoz
transportundaki postreseptor degisiklikler insiilin duyarhiliginin  bozulmasinda rol
oynamaktadir (36).

Gebelerde insiilin direnci viicut kitle indeksi ve kalitim tarafindan belirlenir. 3
hiicre fonksiyonundaki degisiklik feto-plasental yapmin hormon aktivitesi ile paralellik
gosterir. Lokal lretilen Ostrojen, progesteron, kortizol, human koryonik somatotropin
(hCS), human plasental laktojen (hPL), prolaktin (PRL) ve growth hormon (GH) insiilin
direncini arttrmaktadir (37). Gebeligin erken donemlerinde artan §strojen ve progesteron,
maternal glukometabolik degisimde rol oynar. Ostrojen, insiilin salgisini ve reseptdr
baglanmasini arttirirken, progesteron ters etki yaparak glukoz intoleransina yol agar.

Gebelikte kortizol miktar1 iki kat artmistir. Glukokortikoidler insiilin reseptor
fonksiyonunda bozulma, insiilin reseptor substrati (IRS) miktarinda azalmaya neden olarak
insiilin direnci gelisimini arttirirlar. Human plasental laktojen annede insiilin benzeri
biiyiime faktorlerinin (IGF) iiretimini arttirarak, metabolizmay1 fetusun enerji ihtiyacia

gore yonlendirir. Laktojen hormonlar (hPL, hGH, PRL), gebelikte gozlenen pankreas 3



hiicre kitlesindeki artigtan sorumludur (35). Human plasental laktojen gebelikte 30 kata
kadar artan salgisiyla, pankreastan insiilin salinimini arttwrmaktadir. Gebelikteki insiilin
direncinden sorumlu tutulan bir diger hormon da human plasental growth hormon
(hPGH)’dur. Hipofizer growth hormondan 13 aminoasiti farklidir. Gebelik boyunca hPGH
salmimi 6-8 kat artis gostererek, 20. hafta civarinda annenin dolasimindaki normal GH un

yerini alir.

2.1.4.Gebelik ve Diyabet
Gebelik siiresince, anne organizmasi maternal ve feto-plasenter dolasimdan dolay1
ilave beslenmeye ihtiya¢ gosterir. Gebeligin ilk trimesterinda depolanan enerji daha sonra

fetusun ihtiyaglarinin karsilanmasi i¢in harcanir (37).

Gebelik diyabetojen bir olaydir. Clinkii;

1) Gebelikte endokrin pankreasin fonksiyonel durumu degismistir.

2) Pankreas langerhans adacik hormonlar1 glukagon/insiilin orani degismistir.
3) Plasental hormonlarin (HPL, PRL, hCS, insiilinaz) aktiviteleri insiilin etkisini
Onleyici yondedir.

4) Periferik dokularin insiiline duyarlig1 azalmistur.

5) GUT hormonlarin salinim ve aktiviteleri ile insiilin sekresyonu azalmistir.

6) Hedef organlarm insiilin reseptorlerinde azalma vardur.

7) Proinsiilin salgis1 artmustur.

Biitiin bunlar normal bir gebede bile karbonhidrat metabolizmasini etkileyen ve
gestasyonel diyabet durumunun ortaya ¢ikmasina neden olabilecek etkenlerdir.

Plasenta, gebelikte metabolizmay1 etkileyen santral organdir. Diyabetik gebelerde
plasentanin glikojen depolamasi, anne karacigerinde glikojen azalmasina neden
olmaktadir. Diyabetik annelerde, anne diyabetinin agirlig: ile paralel olarak fetus hepatik
glikojen ve trigliserid toplanmasi tespit edilmektedir. Bu da fetusu metabolik bozukluga
iten ¢ok 6nemli bir faktordiir.

Gebeligin erken evresinde glikoz homeostazi dstrojen ve progesteron diizeylerine
ve ayrica B hiicre hiperplazisi geregi olarak glikoza karsi insiilin cevabi yiiksektir.

Glikozun periferik kullanimindaki artis1 annede aglik kan sekerinin diismesine neden olur.
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[k trimesterde hipoglisemi bu nedenlerle olur. Bu devre genellikle protein katabolizmasi
ve glukoneogenezisin arttigi evredir. Erken ve orta gebelik devresi maternal protein
depolamasinin oldugu evredir.

Gebeligin erken evresinde hiperinsiilinizm lipogenezi artar, lipolizi durur. Normal
gebelerde glukagon diizeyi siipresedir. Gebeligin ikinci yarisinda plasental laktojen
hormon ve diger plasental hormonlar etkisiyle glukoz ve aminoasit kullanimi azalir.
Gebeligin ileri evrelerinde dolasimdaki monositlerde insiilin reseptorlerinde azalma yoktur.
Insiilin rezistans1 postreseptdr bolgededir. Fakat bu evrede insiiline glukoz cevabi non-
pregnant devrenin iki kati kadardir. Gebeligin ileri evrelerinde karacigerin glikojen
depolamasi azalir, mobilizasyonu artar.

Diyabetik gebelerde 3. trimesterde insiilin ihtiyaci artisi, normal gebelerde ayni
devredeki endojen insiilin artisiyla ayni1 degerlerdedir.

Sinirlt B hiicresi reservi olan gestasyonel diyabetik hastalarda, periferik insiilin
rezistansi diyabetik durumu meydana ¢ikarir. Bu hastalarda aglikta trigliserid, HDL, VDL
lipoproteinler yiiksektir.

Maternal aclik keto-asidoza neden olur. Keton maddeleri plasentay:1 kolayca geger
ve fetusu etkiler. Devamli anne hiperglisemisi fetiis pankreasmi stimiile ederek hiperplazi
ve hiperinsiilinemiye neden olur. Anne diyabeti, eritrositlerin oksijen salmimimi bozdugu
gibi plasental kan dolagimini da bozar. Keto-asidozda bu ¢ok belirgin olur. Uterus kan
dolagimimin bozulmasi, genellikle fetus biiyiimesini engeller. Keto-asidozdaki hipovolemi
ve hipotansiyon (dehidratasyon) plasenta villuslar1 arasindaki dolasimi bozar.

1. Diyabetin Gebelige Etkisi

a) Spontan abortuslar artar.

b) Uriner infeksiyon siktur.

c) Preeklampsi fazladur.

d) Polyhidraminios olur.

e) Olii dogum ¢oktur.

f) Plasenta bozukluklar1 vardir.
2. Gebeligin Diyabete Etkisi

a) Retinopatiyi arttirir.

b) Nefropatiyi hizlandirir.

c) Noropatiyi arttirir.
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d) Insiilin gereksinmesi artar.

e) Glikoziiri siklig1 vardir.

f) Keto-asidoza meyil vardir.
3. Onlemler

a) Diyetin iyi tanzimi

b) Erken insiilin tedavisi

c) Post partum ¢cocuk bakimi 6nlemleri

Gestasyonel diyabet ve periferik insiilin rezistansi pankreas insiilin rezervini bozan
bir olaydir. Glikozun periferik dokularda kullanimi artar. Bu da annenin kan sekerinin
sarfina dolayisiyla da aglik kan sekerlerinin diigmesine neden olur. Diyabetik annede
gelisen keto-asidoz organizmanin oksijen konsantrasyonunun azalmasina dolayisiyla
plasental dolagimin bozulmasina neden olur. Fazla siv1 ve elektrolit kayiplar1 hipovolemi,
hipotansiyon ve insiilin etkisinin degismesine neden olarak fetus 6liimlerini hizlandirir.

Diyabetin siiresi uzadikg¢a, 6zellikle genetik yatkinlig1 olan gebelerde kapiller bazal
membran kalmlagmasi, kapiller permeabilite artigi, kan akimi ve viskozitesinde artis ve
trombosit fonksiyonlarinda bozulma goriilir. Bu degisimlerin sonucu olarak kapiller
protein sizintis1 (mikroalbuminiiri ), mikrotrombiis olusumu ve dokularda iskemik hasar
olusabilir. Kronik hiperglisemi ve yliksek HbAlc diizeyleri bu tip lezyonlarin olugsmasinda
onemli rol oynar (38).

Diyabet ile komplike olmus gebelikler hem maternal hem fetal agidan yakim takip
gerektiren riskli gebeliklerdir. Yeterli glisemik kontrol saglanamadigi zaman bebekte
konjenital malformasyon, intrauterin 6liim, annede ise hipoglisemi, diyabetik ketoasidoz,
retinopati ve nefropati gibi morbidite ve mortalite artisina neden olan metabolik bir

bozukluktur (39).

2.2.Plasenta

Sadece memelilerde goriilen plasenta, koryon ile uterus mukozasinin birbirine
kaynagmasindan meydana gelmis, yavru ile anne arasinda her tiirli madde aligverisini
saglayan ekstraembriyonal bir dokudur.

Plasenta embriyonun beslenmesi, solunumu, bosaltim1 ve gelisimde gerekli

hormonlari salgilama gibi ¢cok yonlii islevleri yerine getirir.
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Insan plasentas: interstitiel tip ve hemokoryal tiirdendir. Interstitiel tip plasentada
kese yavru ile birlikte uterus mukozasma tamamen gomiilmiistiir. Hemokoryal tiir
plasentada ise villuslar anne kani ile temas halindedir. Insan plasentas1 olan hemokaryal tip
plasentalarin iki esas ozelligi vardir; fetal ve maternal dolasimlar birbirinden tamamen
ayridir, birbirine karigmazlar ve maternal kan direk olarak trofoblastlar ile temas halindedir
(40). Bu tip plasentada koryon villuslar1 endometriyumla siki iligki i¢inde oldugundan
dolay1 dogumda kanama olur (41).

Plasenta disk seklinde, ortalama olarak 185 mm uzunlugunda, 497 ml hacminde, 23
mm kalinliginda ve 500 gram agirhigmdadir (42)

Plasentanin anneye ait olan kismina plasenta maternalis, yavruya ait olan kismina
ise plasenta fetalis denir. Maternal yiizii bazal tabaka olarak adlandirilir. Lobiiler ve
kapanmamis bir oyuklar sistemi, plasentanin bazal yiizeyini 10-40 maternal kotiledon ad1
verilen alana boler (43). Fetal yiiz koryonik (amniyonik) tabaka olarak adlandirilir ve
diizgiin yiizeylidir. Fetal yiizden gobek kordonu ¢ikar ve plasentay: fetusa damarsal olarak
baglar.

Gebeligin ilerlemesiyle plasentada degisiklikler meydana gelir. 30. haftadan
itibaren sinsityal diiglimlerin gelismesiyle sinsityotrofoblastlar incelir. Villuslarin sayisi
giderek artar, toplam yiizeyleri 6-7 m2’ ye ulasir ve villus ¢ap1 azalir. Villuslarin merkezi
kismindan trofoblast tabakasina dogru kapillerlerin gocii olur. Termde fetal kapillerlerin
limeni endotel ¢ogalmasi ile kapanmis durumdadir. Villus merkezindeki bag dokusu artar.

Fetal kapiller bazal membrani kalinlagir (44).

2.2.1.Plasentanin Gelisimi
Embriyonun saglikli gelisimi i¢in plasentanin da tam ve saglikli olarak gelismesi
gerekir. Plasentanin gelisimi “pre-lakiinar”, “lakiinar” ve “erken villoz” olmak iizere 3

basamakta incelenebilir.

2.2.1.1.Pre-lakiinar Evre

Blastokistin implantasyonu ile plasentasyon da baslamis olur. Implante olan
blastokist 107-256 hiicre iceren yassilasmis bir vezikiildiir. Blastokistik kaviteyi distan
trofoblastlar ¢evreler. Genel anlamda trofoblast plasenta da dahil fetal membranlarin

orjinini olusturur. Blastokistin i¢ ylizeyinde embriyoblast denen kii¢iik bir hiicre grubu
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vardir. Embriyo, amniyon ve gobek kordonu bu hiicrelerden orijinlenir. Embriyoblast
kokenli mezensim ve damarlar plasentanin olusumuna katilirlar. Blastokist embriyonik
kutuptan endometriyuma tutunur.

Embriyonun varlig: ile endometriyumda belirgin degisiklikler gozlenir. En belirgin
degisiklik implantasyon bolgesindedir. Blastokist etrafindaki uterus stromal hiicreleri
gerilir ve stoplazmalar1 glikojen ve lipid damlaciklariyla dolmaya baslar. Bu degisiklik
desidual reaksiyon olarak adlandirilir. Degisen stromal hiicrelere ise desidual hiicreler
denir. Desidualizasyon gebelik boyunca siirerek trofoblast invazyonu ve plasentanin
sekillenmesini diizenler. Bu diizenlemeyi metalloproteinazlar, sitokinler, yiizey integrinleri
ve major histocompability kompleks (MHC) molekiillerinin ekspresyonlarini diizenleyerek
gergeklestirir (45).

Endometrial epitele baglanma ve invazyonu takiben, blastokistin implante olan
embriyonel kutbundaki trofoblastik hiicreler iki swrali hal alir. Iki tabakanin disinda
maternal doku ile direkt olarak yiizlesen trofoblastik hiicrelerin kaynasmasi ile olusan,
hiicre sinirlar1 belirgin olmayan ¢ok ¢ekirdekli sinsityotrofoblastlar bulunur. Maternal doku
ile heniiz iligkisi olmayan blastokist duvarmin geri kalan hiicreleri gegici olarak kaynasmaz
ve sitotrofoblast olarak adlandirilir (46). Sitotrofoblast tabakasinda mitoz bolinme ile
cogalan hiicreler dis kata go¢ ederler ve burada birbirleriyle kaynasip, hiicre zarlarmi
yitirerek  sinsityotrofoblastlara  doniislirler. Ekstraembriyonik mezensimin  gelisip
sitotrofoblastlarin alt yiizlinii kaplamasiyla mezengim, sito- ve sinsityotrofoblastlardan
primer koryonik plak sekillenir.

Implantasyon kutbu diiz bir yiizey kitlesinden ziyade endometriyumun
derinliklerine niifus eden, dallanan parmak benzeri uzantilarla kaplanmistir. Bu donem

dollenmenin 7-8. giinlerini kapsar ve prelakiiner donem olarak adlandirilir (46).

2.2.1.2.Lakiiner Evre

Gelisimin 9. giinlinde embriyoblast kutbunda hizla gelisim gdsteren
sinsityotrofoblastlar i¢inde beliren vakuoller birleserek genis lakiiner bosluklar1 olusturur.
Bu evre lakiiner evre olarak adlandirilir. Ilerleyen gelisim evrelerinde lakiiner bosluklar
intervilloz araliga dontisecektir. Lakiinalar1 bolen sinsityal plak ve lameller trabekiil olarak
isimlendirilir. 10. giinde, sinsityotrofoblast i¢indeki lakiinalar iyice biiylimiistiir. 11. giin,

bitisik lakiinalar, lakiinar ag Orgiisii olusturmak iizere birbirleriyle kaynasirlar ve bunun
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sonucunda sinsityotrofoblast slingerimsi bir goriiniim kazanir. Lakiinar ag oOrgiisiiniin
olusmasi1 sonucunda plasentanin tabakalart meydana gelmeye baslar:

1) Trofoblastlarin embriyoya bakan kisimlar1 primer koryonik plagi,

2) Lakiinar ag 6rgiisii intervilloz araligi,

3) Trabekiiller villuslar1

4)Trofoblastlarin maternal dokulara bakan kisimlar1 primitif bazal plagi(trofoblastik

kabuk) olusturur (47).

Buna karsilik daha ince olan kisimda ayni yapisal degisiklik goriiliirken, daha

sonralar1 gerileyerek diiz koryon ve membranlara doniisiir (46).

Lakiina olusumu blastokistin trofoblastik Ortiisiinii {i¢ tabakaya ayirir:
1) Blastokistik kaviteye karsilik gelen primer koriyonik plak
2) Trabekiiller ile birlikte lakiiner sistem

3) Endometriumla kars1 karsiya olan trofoblastik kabuk

Primer koriyonik plak sitotrofoblastik tabakadan olusur. Dollenmenin 14. giinlinde
sitotrofoblastik tabakanin i¢ yiizeyine mezenkimal hiicreler dagilmistir. Bunlar dallanarak
ekstraembriyonik mezensim denilen gevsek bir ag yapisi olusturur. Primer koriyonik
plagin altinda lakiiner sistem mevcuttur. Lakiinalar birbirinden trabekiil denilen
sinsityotrofoblast plikalar1 ya da septalarla ayrilmiglardir. D6llenmenin 12. giinii civarinda
bunlar sitotrofoblastik hiicrelerce isgal edilir. Birka¢ giin iginde trofoblast trabekiil
uzunlugu boyunca uzanir. Trabekiiliin periferal uglar1 birbirleriyle birleserek trofoblastin
en st tabakasini olusturur. Buna trofoblastik kabuk denir. Sinsityotroblast lakiinalarin alt
kismindadir ve bunu arada swrada kesintiye ugrayan sitotrofoblast takip eder.
Sitotrofoblastin proliferatif aktivitesi ve endometriumun derinliklerine olan hizli gocii,
invazyonun ilerlemesinden ve implantasyon alaninin genislemesinden sorumludur. Bu
gelismelere paralel olarak mekanik bir uyaran ve hormonal aktivite endometrial stroma
hiicrelerinde proliferasyona ve biiyiimeye yol agarak desidual hiicrelerin olusumunu
saglar(46).

Bazal sinsityotrofoblastlarin invaziv aktivitesi dollenmenin 12. giiniinde mevcut

olan maternal endometrial damar duvarlarinin bitiinliigiinii kaybetmesine neden olur.
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Boylece maternal kan hiicreleri sizarak lakiinalara dolar. Gelisimin ilk basamaklar1
boyunca lakiinalardaki anne kan basmci diisiiktiir. Invazyonun endometriumun
derinliklerine inmesiyle uterin spiral arterler erode olur, intralakiiner kan basinci artar ve

lakiinalar i¢cinde gercek anlamda maternal dolasim baglar.

2.2.1.3.Erken Villus Evresi

Doéllenmenin 13. giiniinde lakiinalarin i¢inde ilk kez maternal eritrositlerin
gozlenmesiyle sinsityal flizyon gerceklesir. Hem longitiidinal trabekiiller gelisir hem de
sinsityal yan dallarin kor uglar1 olusarak lakiina i¢ine filizlenir. Bunlar uzunluk ve ¢apca
artarak primer villuslar1 olusturur ve sitotrofoblastlarca iggal edilir (46).

Doéllenmenin  15.  gilinlinde  primer koriyonik plagin  ekstraembriyonik
mezensiminden kdken alan mezensim hiicreleri villuslar isgal etmeye baslar ve olusan bu
yeni tip villuslar sekonder villuslar olarak adlandirilir (13,31). Déllenmenin 18-20. giinleri
arasinda baglayarak ilk fotal kapillerlerin olusumu mezensimde goriiliir. Villus stromast
icinde kapillerlerin enine kesitlerinin goriilmesi ilk tersiyer villus olusumunu isaret eder.
(40). Bu swada, villuslardaki sitotrofoblastlar prolifere olur ve sinsityotrofoblast
tabakasinin i¢ine dogru genisleyerek trofoblastik kabuga ulasir. Bu kabuk giderek koryon
kesesini sarar ve endometriyuma baglar. Trofoblastik kabuk aracilig1 ile maternal dokuya
baglanan villuslar demirleyici (anchoring) villuslar adini alir. Demirleyici villuslarda
biriken sitotrofoblastik hiicre yiginlar1 hiicre kolonlar1 adin1 alir (48).

Hiicre kolonlarindaki bazi sitotrofoblastlar (intersisyal ekstravilloz trofoblastlar)
trofoblastik kabuktan ilerleyerek endometriyal stromay1 invaze eder ve plasental yatakta
spiral arterleri cevreleyen dev hiicreleri olusturur. Bunlarin bir kolu (endovaskiiler
ekstravilloz trofoblastlar) spiral arter duvarlarina gecer ve buralara invaze olur (49). Spiral
arterler, endovaskiiler trofoblastlar tarafindan transforme edilir (¢eperlerindeki damar diiz
kas hiicreleri tahrip edilir ve endotelin yerine trofoblastlar gecer.) Vaskiiler degisiklikler
intervilloz araliktan miyometriyumun ilk ticte birlik kismina kadar uzanir. Sonugta spiral
arterlerde periferik direng ve kan basinci diiser. Villuslardaki kapillerler arteriyokapiller
ag1 olusturacak sekilde birlesir; bunlar da daha sonra, koryon ve baglant1 sapmin
mezensimi i¢inde farklilasan damarlar aracilifiyla embriyonik kalp ile iligki kurarlar.
Boylece 3. haftanin sonunda kalp atimi basladiginda fetal kan damarlar1 fonksiyonel hale

gelir ve plasental dolasim baglar.
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Intervilloz fotal dolasim basladiginda maternal kan ile fotal kan bu diizeyde kars:

karsiya geger. Her iki kan akimi birbirinden plasental bariyer ile ayrilmistir (46).

Plasental bariyeri olusturan tabakalar:

a) Hem villus yiizeyini hem de intervilloz aralig1 kaplayan, kesintisiz
sinsityotrofoblast tabakast,

b) Birinci trimesterda tam, daha sonra kesintili olan sitotrofoblast tabakas,

c) Trofoblastik bazal membran,

d) Villus bag dokusu,

e) Fotal endotelyum.

2.2.2. Plasentanin Boliimleri
Insan plasentas1 koryon kesesinden gelisen fetal kisim (pars fetalis) ve
endometriyumdan kdken alan maternal kisim (pars materna) olmak {izere iki kisimdan

olusmaktadir.

2.2.2.1. Pars Fetalis

Fetal yiizeye gobek kordonu tutunmustur. Epiteli plasentanin fetal yiizline tutunan
amniyon epiteli ile devamlilik gosterir.

Pars fetalis koryon frondozumdan gelisen koryonik plak ve bu plaga baglh
villuslardan olusur. Koryonik plagin fetiise bakan ylizii amniyon epiteliyle ve intervilloz
bosluga bakan yiizii de sinsityotrofoblast tabakasi ile ortiiliidiir. Amniyon, tek katli epitel
ve vaskiiler olmayan amniyon mezensiminden olusmaktadir. Amniyon mezensimi, 3
tabakadan olusmustur. 1- kompakt, 2-fibroblast ve 3-siingerimsi tabaka. Kompakt tabaka
hiicrelerden yoksun retikiiler aglardan olusan siki bir tabakadir. Fibroblast tabaka en kalin
tabakadir ve stroma i¢ine gdmiilmiis fibroblast hiicrelerinden olusur. Siingerimsi tabaka ise
amniyon ile koryon arasindaki bosluklu tabakadir. Fotal plasenta, maternal plasentaya

sitotrofoblastik kabuk ile baglanir.
2.2.2.2.Pars Maternalis

Desidua bazalisten gelisir. Bazal plak ve plasental septumlardan olusur. Kompakt

yapidaki desidua bazalise desidual plak denir.
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Bazal plak, ekstravilloz trofoblastlar, desidual stromal hiicreler, dogal Sldiiriicii
hiicreler (NK) gibi maternal immiin hiicreler ve yogun sekilde ekstraselliller matriks ve
fibrinoid igermektedir(50).

Plasentanin sekli koryon villuslarinin sekliyle belirlenir. Bu sirkiiler bolgeler
plasentaya diskoidal bir sekil verirler. Plasenta bi¢ciminin belirlenmesi sirasinda, villuslar
desidua bazalise dogru yayilirken desidua dokusu intervilloz boslugun genislemesine izin
verecek sekilde erode olur. Bunun sonucunda, plasental septumlar ad1 verilen ¢ok sayida
ticgen seklinde desidua alanlar1 ortaya ¢ikar ve bu septumlarin uzantilar1 bazal plaktan
koryonik plagin i¢cine dogru uzanir. Plasental septumlar, plasentanin maternal kismini
kotiledonlar adi verilen dis biikey alanlara ayirirlar. Dordiincli ayin sonunda desidua
bazalis neredeyse tiimiiyle kotiledonlarla kaplanmistir (51).

Villuslar makroskopik olarak aga¢ gibi yapilanmislardir. Her bir villus agaci (60-70
adet) plasentanin koryonik tabakadan kalin bir kok ile c¢ikar ve ileriye dogru gittikge
dallanir. Bunlardan ¢ogu intervilloz mesafede (IVM) serbestce yiizer, az bir kismi ise
maternal stroma igine girer. Serbest olanlara yiizen (floating), maternal stroma igine
girenlere ise baglayici (anchoring) villus ad1 verilir. Maternal kanin serbest olarak dolastigi
alana intervilloz mesafe (IVM) denir. Her bir villus agaci ve etrafindaki IVM fonksiyonel
bir unite olusturur. Bu fonksiyonel {initeye “plasenton” ad1 verilir ve plasentada 60-70 tane

plasenton bulunur. Her bir plasenton ortalama 2-4 cm biiytikliglindedir (51).

2.2.3. Villus Agacinin Yapisi

Plasenta villus agaci1 anne ve fetal dolasimla iligkili iki tarafli bir yapt olup tiim
plasentanin % 45-55’ini olusturur.

Plasental yap1 makro diizeyde olusturan kotiledonlar, koryon plagindan tiireyip
anne kani i¢ine uzanan villus agaci demetleri ile bunlarin arasindan uterus spiral arterleri
araciligiyla figkiran maternal kan gdlcliklerinden olusur. Bu kotiledonlarin arasini plasental
septalar boler. Plasental gelisim boyunca ayni temel yapiya sahip ancak farkli
fonksiyonlara sahip villuslar bu yapimin ¢esitliligini olusturur.

Villusun tiim yiizeyi trofoblast ad1 verilen bir epitelle kaplidir ve maternal kan ile
temas halindedir. Diger epitellerden farki tek basina gorev yapan, siireklililk gosteren ve
cok niikleusu bulunan sinsityotrofoblasttan olusmasidir. Sinsityotrofoblastlara kaynaklik

eden ve onun yenilenmesini saglayan ve yine sinsityum ile bazal membran arasinda
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bulunan sitotrofoblast hiicreleri vardir. Troblastik bazal membran trofoblast1 villus bag
dokusundan ayirir. Villus stromasi bag dokusu hiicre tipleri ve fibriller elemanlardan
olusur. Biiyiik villuslarda damarlar arter, arteriol, kapiller, veniil ve ven seklinde bulunur
(37).

Bir villus agacinda bulunan yapilar biiyiikliikleri, stroma karakterleri ve fetal
damarlarin 6zelliklerine gore 5 ¢eside ayrilabilir (52).

1) Stem (Ko6k) Villus (KV): Plasental agacin kokiidiir. KV’lar, siki yapili fibroz
stroma icerir ve villus agacindaki yapilarin mekanik destegini saglar. KV’un
ortasma yerlesmis arter, ven ve genis arteryol ve veniiller vardir. Fetal damarlar ile
intervilloz mesafedeki maternal dolagim arasinda genis mesafe vardir ve dolayistyla
gaz ve besin aligveriginde aktif rol almazlar.

2) Matiir Intermediyet Villus (MIV) : Uzun, ince ve gaplar1 60-160 pm arasinda
olan periferik dallardir. Stromalar1, diizensiz, gevsek bag dokusu lif demetleri ve
bag dokusu hiicrelerinden olusur. Matiir intermediyet villuslarda fetal dolagima ait
arteriyol, venil ve kapillerler bulunur.

3) Terminal Villus (TV): Olgun ara villuslarm yilizeyinden disar1 dogru c¢ikan
tomurcuklanmalardir. Terminal villuslar agacin en ¢ok wu¢ noktalarinda
bulunmaktadir. Villus yapismin %30-40’m1 olustururlar. Intervilloz mesafedeki
maternal dolasim ile fetal dolasim arasinda en yakin mesafenin saglandigi
bolgelerdir. Fetal dolasim sinuzoidler haline doniismiistiir, fetal kan géllenmis ve
akim hiz1 iyice azalmistir. Besin ve gaz aligverisi baslica, her iki dolagimin da ileri
derecede yavasladig1 ve birbirlerine en yakin mesafeye geldigi, terminal villuslarda
gerceklesmektedir.

4) Tmmatiir Intermediyet Villus (iiV): Kok villuslarin u¢ noktasinda bulunan
immatiir, siskin villuslardir. Karakteristik 6zelligi retikiiler tipteki stromasidir.
Cogunlukla olgunlagmamis plasentalarda bulunur. Olgun plasentalarda ise villus
gelisiminin devam ettigi plasentonun merkezinde bulunabilirler. Gevsek bag doku,
haufbauer hiicreleri, fetal arteryol ve veniiller bulunur.

5) Mezensimal Villus (MV): Villus agacimin en ilkel tipleridir. Erken gebelik
haftalarinda plasentalarda bulunur. Olgunlasmamis ara villuslarin Onciileridir.

Villus agacinda ara villuslarm iizerinde tomurcuklanma seklinde gozlenirler (51).
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2.3.Matriks Metalloproteinaz

Matriksinler olarak da adlandirilan matriks metalloproteinazlar hiicre dis1 matriks
proteinlerini ve bazal membrani yikimi ve yeniden yapilanmasindan sorumlu metal
baglayict endopeptidaz ailesidir. Tiim MMP’lar katalitik bdlgelerinde Zn+2 igerir.
Aktivitelerinin stabilitesi i¢in Ca+2 gereklidir (53).

Enzimlerin isminde bulunan “metallo” aktif merkezlerindeki katalitik fonksiyonlari
icin ¢inkoya bagimli olmasindan dolayidir. Bu enzimler biiylik benzerlikler gosterseler de
etkiledikleri substratlarinin ve transkripsiyon regiilasyonlarinin farkli olmasindan dolay1
birbirlerinden ayrilirlar.

MMP’ler parcalayabildikleri matriks komponentlerine gore: 1-kollajenazlar, 2-
jelatinazlar, 3-stromelisinler, 4-matrisilinler, 5S-membran-tipi MMP’ler ve 6-diger MMP’ler
olmak tiizere 6 altgruptan olusur. Bunlar:

1)Kollajenazlar: —MMP-1 Interstisyel kollajenaz
—MMP-8 Notrofil kollajenaz
—MMP-13 Rodent interstisyel kollajenaz

2)Jelatinazlar: —MMP-2 Jelatinaz A
—MMP-9 Jelatinaz B
3) Stromelisinler: —MMP-3 Stromelisin-1

—MMP-10 Stromelisin-2
—MMP-11 Stromelisin-3
4)Membran tip MMP’ler: —MMP-14 MT-MMP-1
—MMP-15 MT-MMP-2
—MMP-16 MT-MMP-3
—MMP-17 MT-MMP-4
—MMP-24 MT-MMP-5
—MMP-25 MT-MMP-6
5)Matrilisinler: —MMP-7 Matrisilin-1
—MMP-26 Matrisilin-2
—MMP-12 Metalloelastaz
6) Digerleri: —MMP-18,-23,-27,-28
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Tiim MMP’lar yapisal olarak 3 bdlge igerir: predomain, prodomain ve katalitik
domain. Predomain, hiicre i¢inde sentezlenen enzimin membrana transferi i¢in gereklidir.
Selliiler sekresyondan sonra hizla ayrilir. Prodomain, enzimatik aktivitenin latent formda
tutulmasini saglar. Katalitik bolgedeki sistein rezidiisii igeren peptid zinciri ile etkilesir.
MMP’lerin ¢ogunda, karboksi-terminal pozisyonda dordiincii bir bolge daha vardir. Bu
yapisal bolge vitronektin ve hemopeksinle homoloji gosterir ve MMP’lerin substrat
tanimasiyla iligkilidir (54).

En basit yap1 matrilizinlerde bulunur ve sinyal peptid, propeptid bolgesi, ¢inko
baglayan katalitik aktiviteden sorumlu bolgelerden olusur (55). Diger alt gruplar ise farkli
yapilarin bu temel yapiya eklenmesi ile olugsmaktadir.

MMP’ larin tiimii latent pro-enzim olarak iretilirler. Aktif merkezde bulunan bir
cinko atomu katalitik aktiviteden sorumludur. Bu metal, propeptitdeki eslenmemis sistein
rezidusunu koordine eder. Her enzim amino terminalindeki propeptit ile beraber salgilanir
ve bu bolgenin proteolizi sonucu aktif hale gelir. Sistein-¢inko baglantisinin fiziksel ya da
kimyasal yollarla bozulmast MMP’larin ilk aktivasyon basamagidir. Sistein-¢inko
etkilesiminin bozulmasi sonucu ¢inko aktif merkezde agikta kalarak substratlardaki duyarli
baglar1 hidrolize eder. Bu siire¢ “sistein degisimi” olarak adlandirilmaktadir. Son derece
potent olan bu endopeptidazlarin regulasyonunda cesitli sitokinler, biiyiime hormonlari,
periselluler ortam, hiicre matriks iliskisi ve ekstraselulermatriks rol oynar. Bu enzimlerin
ekstraseluler aktivasyonlarinin kontroliinde endojen inhibitorleriyle olan iligkisi de olduk¢a
Oonemlidir. Ozgﬁl doku inhibitorleri olan bu molekiiller (TIMP-1, -2, -3, -4)
metalloproteinazlarin aktif ve inaktif formlarina siki bir sekilde bire bir baglanirlar (56)

Matriks metalloproteinazlar, 16kositler, keratinositler, fibroblastlar, makrofajlar,
kondrositler, diiz kas hiicreleri gibi epitelyal ve mezenkimal kdkenli hiicreler tarafindan
sentezlenirler. Pek cok MMP embriyogenez asamasinda yaygin olarak eksprese edilir.
Yetiskinlerde ise plasentada, endometriyumda, meme bezlerinin involusyonu esnasinda ve
inflamasyonda hizla eksprese edilirler. Matriks metalloproteazlar fotal doku gelisimi,
blastokist implantasyonu, organ morfogenezi, uterus ovulasyonu, kemik rezorbsiyonu, yara
iyilesmesi ve programlanmis hiicre 6liimii gibi pek c¢ok fizyolojik olayda rol almalarmin
yanisira periodental hastaliklar, otoimmun deri hastaliklari, kardiyovaskuler hastaliklar,
nefrit, norolojik hastaliklar, kan-beyin bariyerinin yikilmasi, osteoartirit gibi patolojik

olaylarda da 6nemli yer tutarlar (57).
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MMP aktivitesi en az 3 seviyede sik1 bir sekilde kontrol edilir:
1) Transkripsiyon
2) Zimojen enzim formunun proteolitik aktivasyonu

3) Aktif enzimin dogal inhibitorler araciligtyla inhibisyonu

Birgok biiyiime faktorii, sitokinler ve hormonlar MMP ekspresyonunu
transkripsiyon seviyesinde diizenlerler. Proinflamatuvar sitokinler MMP {iretimini
indiikleyebilirken, interlokin-10 (IL-10), retinoik asit, glukokortikoidler ve steroidler bazi
MMP’lerin ekspresyonunu negatif yonde etkiler (58). MMP’ler, in vivo olarak yeniden
yapilanma olaylar1 sirasinda dokuyu invaze eden major hiicre tipleri yanisira, o bdlgede
bulunan konnektif doku hiicreleri tarafindan eksprese edilir (59).

MMP aktivitesinin ikinci kontrol yolu olan enzim aktivitesinin regiilasyonu hiicre
icinde veya disinda meydana gelebilir. Pro-MMP’lerin ekstraselliiler olarak bagslica
aktivatorl plazmindir. u-PA’nin (lirokinaz tipi plazminojen aktivatorii) selliiler reseptorlere
baglanmasi yoluyla plazminojenin plazmine, pro-MMP’lerin aktif formlarma hizli
aktivasyonu saglanir(60). MMP aktivitesinin daha sonraki seviyeleri, bir MMP
aktivasyonunun digerine yol agmas1 seklinde bir geri iletim mekanizmas1 olusturur. Bu
yolla, plazmin pro-MMP-1,-3 ve -9’u aktif formlarmma g¢evirir. MMP-1, pro-MMP-9’u
aktive edebilir. MT-MMP ‘ler (membran tipi matriks metalloproteinaz)de 6zellikle MMP-2
olmak iizere bir¢ok pro-MMP’nin aktivatoriidiirler (60).

Dogal endojen inhitdrler araciliyla MMP aktivitesinin diizenlenmesi noktasinda
doku sivilarindaki baglica MMP inhibitorii alfa2-makroglobiilindir. MMP’lere baglanarak
irreversibl bir kompleks olusturan alfa2-makroglobulin, ¢opgli reseptorler aracilifiyla
MMP’lerin ortamdan uzaklastirilmalarinin saglar (61).

Metalloproteinaz doku inhibitorleri (TIMP’ler) MMP’lerin spesifik inhibitorleri
olup normal bag dokusu metabolizmasinin regiilasyonu icin gereklidirler. Net proteinaz
aktivitesi diizeyi aktif MMP ve TIMP lerin relatif konsantrasyonlarma baghdir. TIMP-1
mezangial hiicreler ve makrofajlar dahil olmak {izere ¢ogu bag dokusu hiicresince
sentezlenir. TIMP-1 MT-MMP’ler disinda cogu MMP’ye karsi genis etki spektrumuna
sahiptir. Ayrica TIMP 2, 3, 4 de tanimlanmistir. MMP-2 ve -9’un glomeriillerde yiiksek

derecede ekspresyonu s6z konusu iken promoter bdlgelerindeki genlerde Onemli
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farkliliklardan dolay1 gen transkripsiyonu seviyesinde farkli olarak regiile edilirler (62).
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Sekil 1: MMP ailesinin molekiil yapisinin sematik goriiniimii(63)

2.3.1.Matriks Metalloproteinazlar1 Simiflandirilmasi
2.3.1.1.Kollajenazlar

Kollajenazlar kollajen yikim1 yapan metalloproteinaz ailesi iiyesidirler. Interstisyel
kollajenaz (kollajenaz-1 ya da MMP-1), nétrofil kollajenaz (kollajenza-2 ya da MMP-8) ve
kollajenaz-3 (MMP-13) olmak iizere bu gruba ait ii¢ liye tanimlanmustir (64). Kollajenaz-4
(MMP-18) Xenopus’ta bulunmustur, ancak insanda bunun benzeri olan bir enzim
tanimlanmamistir  (65). Makrofaj, notrofil, fibroblast ve keratinositler tarafindan

salgilanmaktadirlar.
2.3.1.2.Jelatinazlar

Jelatinazlar, Tip IV kollajenazlar olarak da isimlendirilirler. Bu grupta 72 kDa
agirhiginda jelatinaz A (MMP-2) ve 92 kDa agirliginda jelatinaz B (MMP-9) olmak tizere
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iki enzim bulunmaktadir (66). Jelatinaz enzimleri, diger MMP’lardan farkli olarak katalitik
bdlgede 3 tane fibronektin tip II benzeri ilave bir domain bulundururlar. Bu kisim jelatin ve
kollajene yliksek afinite ile baglanmay1 saglayarak proteolitik aktiviteyi arttirir.
Jelatinazlar, ESM yikimi, anjiogenez, doku remodeling ve hiicre migrasyonu siire¢lerinde
onemli rol oynarlar. Ayrica bir¢ok sitokin ve kemokin tizerinde etkileri vardir.

MMP-2 ve MMP-9, MMP ailesinde tiimor gelisiminde etkin oldugu bilinen énemli
enzimlerden ikisidir. MMP-2 ve MMP-9 bazal membranin ana 6gelerinden biri olan IV. tip
kollojenleri ve denatiire olmus kollajeni yani jelatinleri degrede eder (67). MMP’ler
gelisim ve doku rejenerasyonu sirasinda Oncelikle mezenkim, agirlikli olarak fibroblast
hiicrelerinden salgilanir. ilk olarak habis fare tiimérlerinden izole edilmistir ve metastatik
timorlerin gelismekte olan yiizeylerini ¢evreleyen stromal hiicrelerinde yiiksek seviyede
eksprese oldugu bulunmustur (68). Bu metastaz olmakta olan tiimorler tarafindan metastaz
sirasinda bazal membranin doku baglarinin degistirilmesi ve kan damarlarma ihtiyag
duyuldugunda, MMP-2 ve MMP-9’un tip IV kollojenik aktivitesinin kullanildigini
gostermektedir. Bu yiizden bu enzimler antitiimor ilaglarin gelisilmesi i¢in onemli bir

hedeftir.

2.3.1.3.Matriks Metalloproteinaz-2 (Jelatinaz A)

Ozellikle, fibroblastlar, keratinositler, kondrositler, monositler, osteoblastlar ve
endotelyal hiicreleri olmak iizere bir¢ok hiicre tarafindan sentezlenir (69). Akcigerde brons
epitel hiicreleri, brons diiz kas hiicreleri ve fibroblastlar1t MMP-2 iiretir (70). MMP-2,
jelatin, kollajen IV, V, VII, X, elastin, fibronektini pargalar (71). MMP-2 ayn1 zamanda tip
1 kollajeni yikarak ESM’in “remodeling” olaymda 6nemli rol istlenir (72). MMP-2 kolon
(73), pankreas (74), meme (75), over (76), prostat (77) ve akciger (78) kanserlerinde timor
dokusunda ekspresyonu artmis olarak saptanmis ve kotii prognostik faktor olarak

degerlendirilmistir.

2.3.1.4.Matriks Metalloproteinaz-9 (Jelatinaz B)

Jelatinaz-B MMP’lerin en biiyligiidiir ve ii¢ fibronektin benzeri bdlge ile bir
kollojen tip-V benzeri bolge igermektedir. Molekiiler agirligi 92,000 Dalton oldugu i¢in 92
kDa jelatinaz olarak da adlandirilir.

Matriks metalloproteinaz-9 (MMP-9) akciger alveoler makrofajlari, monositler,
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lenfositler, polimorfonukleer 16kositler ve keratinositler tarafindan sekrete edilir. Makrofaj
ve l6kositler bu enzimi gogleri sirasinda viicuttaki farkli doku kompartmanlarina penetre
olabilmek i¢in kullanirlar. Jelatinaz B (MMP-9), jelatin ve Tip IV bazal membran kollajeni
icin substrat 6zgiildiir. Ayrica MMP-9 Tip III, Tip V kollajen, elastin ve fibronektini
parcalar (79).

2.3.1.5.Stromelizinler

Stromelizinler (MMP-3, MMP-7, MMP-10 ve MMP-11) ESM bilesenlerinin
bir¢oguna etki edebilmektedir. Kuvvetli proteoglikanazlardir. Stromelizin-1 (MMP-3) ve
stromelizin-2 (MMP-10)’nin katalitik aktiviteleri birbirine ¢ok benzer, ancak gen
diizenlenmeleri farklidir (80) . Stromelizin-3 ise yapis1 digerlerin benzedigi i¢in bu gruba
dahil edilmekle birlikte yapisal ve fonksiyonel 6zellikler agisindan farklilik gostermektedir.
Stromelizin-3 daha cok 6zgiil olmayan metalloproteinaz substrat1 olan B-kazein ve alfa2-

makroglobin iizerinde proteolitik aktivite gdsterir (81).

2.3.1.6.Matrisilinler
Matrilizin (MMP-7) en diisiik molekiil agirlikli metalloproteinazdir. Substrat
ozgilliigi acisindan MMP-3’e benzemektedir, fakat aktivitesi daha kuvvetlidir (82).

2.3.1.7.Membran tipi Metalloproteinazlar

Bu grupta MT-MMP-1 (MMP-14), MT-MMP-2 (MMP-15), MT-MMP-3 (MMP-
16), MT-MMP-4 (MMP-17), MT-MMP-5 (MMP-24), MT-MMP-6 (MMP-25) olmak
iizere tanimlanmis alt1 tiyesi vardir (83) .

Membrana bagli olduklar1 i¢in hiicrenin yakin c¢evresindeki matriks
par¢alanmasindan sorumlu olduklar1 diistintilmektedir (83). Bunlar 6zellikle pro MMP-2 ve
kollajenaz-3 gibi invazyon ve metastazda dnemli gorevleri olan enzimlerin aktivasyonunda

rol alarak indirekt matriks parcalanmasina katkida bulunurlar (81).

2.3.2.Matriks Metalloproteinazlarin Doku Inhibitérleri
Matriks metalloproteinazlarin katalitik aktivitesi doku matriks metalloproteinaz
inhibitérleri (TIMP) tarafindan kontrol edilmektedir. TIMP’ler multifonksiyonel

proteinlerdir. Inhibitor etkileri disinda biiyiime faktdrlerine benzer etki ve anjiyojenezisi
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inhibe edici etki gibi bagka fonksiyonlar1 da bulunur (84).

TIMP ailesi, TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 ve TIMP-4 olmak iizere bugiine kadar
tanimlanmig dort iiyeden olugsmaktadir. Bunlarin i¢inde en genis dagilim gosteren TIMP-
1’dir ve tiim aktif MMP’leri geri donebilir nonkovalan baglar olusturarak inhibe eder (83).
Aralarmda yaklasik olarak %41-52 sekans benzerligi bulunur. Bunlarin ortak 6zellikleri 12
tane korunmus sistein rezidiisiine sahip olmalar1 ve metalloproteinazlar ile nonkovalent
kompleksler olusturarak inhibe etmeleridir (84).

TIMP’lerin en 6nemli fonksiyonlari, metalloproteinazlarin etkisi ile olusan bazal
membran ve ESM parcalanmasini inhibe etmeleridir. TIMP’ler bu fonksiyonlarin aktif
metalloproteinazlara nonkovalent baglarla baglanip kompleks olusturarak gosterir.
TIMP’ler de MMP’ler gibi vaskiiler diiz kas hiicreleri, endotel hiicreleri, kan hiicreleri, bag
dokusu hiicreleri ve makrofajlar tarafindan sentez edilirler (85).

MMP’larin ve bu 6zgiil doku inhibitdrlerinin arasindaki denge bircok fizyolojik ve

patolojik olayda merkezi rol iistlenmektedir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1.Plasentalarin Elde Edilmesi

Bu ¢alisma Dicle Universitesi T1p Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan 03.03.2011 tarih
ve 23 sayili onay alinarak yapilmistir. Calismamiza katilan 15 GDM tanis1 konmus gebe
kadin ile 15 herhangi bir sistemik hastaligi olmayan kontrol grubunu olusturan gebe
kadmlar bilgilendirilip ardindan bilgilendirilmis onam formu almmistir (Ek.1). Dicle
Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Kadin Dogum ve Hastaliklar1 Klinigine
basvuran soz konusu annelerden dogum sonrasi elde ettigimiz plasentalar1 serum fizyolojik
ile yikandiktan sonra maternal ve fetal yilizlerinden, maternal plasenta santral kesit (MS),
maternal plasenta periferal kesit (MP), fetal plasenta santral kesit (FS), fetal plasenta
periferik kesit (FP), olmak {izere 4 farkli bolgeden yaklasik 1x1x1 ecm?’likk doku 6rnekleri
alindi. Santral 6rnekleme, plasental diskin merkezi baz alinarak, plasental kesit diskin
merkezinden 3cm uzakliktan yapildi. Periferik 6rnekleme ise plasental diskin kenarindan 2

cm i¢eriden alinarak yapild1.

™~
<

— |

Sekil 2: Plasentanin koryoamniyonik membranla kapl fotal yiizii, koryonik
elemanlar1 ve gobek kordonu izlenmektedir.

27



Sekil 3. Plasentada kotiledonlarin oldugu maternal yiiz izlenmektedir.

3.2. Isik Mikroskobik Inceleme i¢in Dokularin Takibi

Calismada kullanilan plasentalarin maternal yiiziinden (Sekil.3) hem periferden,
hem de santraldan olmak iizere iki doku pargasi 1x1x1 cm3 boyutlarinda alinmigtir.
Bununla birlikte fetal yiizden de hem santraldan hem de periferden ayn1 boyutlarda doku
pargasi alinip %10’luk tamponlanmis nétral formalin igine alinip 16 saat bekletilip tespit
islemi gergeklestirildi. Tespit edilen dokular 12 saat akarsu altinda yikanarak formalin
soliisyonundan armndirildi. Daha sonra sirastyla, %30, %50, %70, %80, %90 ve %96’1ik
alkollerde 8 saat bekletilen dokular saf alkol (%99.9) igerisinde 2x20 dakika bekletilerek
dehidratasyon islemi tamamlandi. Seffaflagtrma ve alkolii dokudan uzaklagtirmak igin
2x15 dakika ksilolde bekletilen dokular 1/1 hacimde parafin/ksilol icerisinde 1 saat
bekletildikten sonra, saf parafin igine alinip 4 saat kadar daha bekletildi. Infiltrasyon
isleminin ardindan parafin bloklara gdmme islemi gerceklestirildi. Her bir parafin bloktan,
tam otomatik, rotary mikrotom (Leica RM 2265,Germany) yardimiyla 4-6 um kalinliginda
kesitler alindi. Elde edilen kesitlere Hematoksilen-Eosin (H-E), PAS ve Masson Trikrom
boyama ydntemlerinin yaninda, MMP-2 ve MMP-9 immiin boyamalar1 uygulandi (86).
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Preparatlar Nikon DS-2MV djjital kamera ve NIS elements 3.00 yazilim programi

kullanilarak 1s1k mikroskobunda incelendi.

3.2.1.Hematoksilen-Eozin boyama protokolii

1)

2)

3)
4)

5)
6)
7)
8)

Parafin kesitler ksilolde deparafinize edilerek, azalan alkol derecelerinden
gecirilip distile suya kadar getirildi.

Filtre edilmis Harris hematoksilen soliisyonunda yaklasik olarak 8 dakika kadar
bekletildi.

Kesitler 5 dakika akarsuda bekletilerek, Hematoksilen artiklarindan armndirildi.
Differensiyasyonu saglamak i¢in % 1’°lik asit-alkol soliisyonuna bir kez batirilip
cikarilan dokular tekrar ¢cesme suyundan gecirilerek yikanmalar1 saglandi.
Amonyakli suda ¢ekirdekler parlak mavi oluncaya kadar bekletildi.

10 dakika ¢esme suyunda yikandi ve %80’lik etil alkolde 1-2 dakika bekletildi.
Zit boyama i¢in eozin-floksin solusyonunda 2 dakika bekletildi.

Dehidratasyon ve parlatma icin yiikselen derecelerde etil alkol serilerinden ve

ksilolden gegirilerek, entellan ile kapatildi.

3.2.2.Masson trikrom boyama protokolii

1)

2)

3)
4)
5)
6)
7)
8)

Parafin kesitler ksilolde deparafinize edilerek, azalan alkol derecelerinden
gecirilip distile suya kadar getirildi.

Bouin soliisyonunda 56 C%de 1 saat bekletildikten sonra ¢ikarilip oda
sicakligina gelmesi beklendi.

(Cesme suyunun altinda boin ¢ikincaya kadar bekletildi.

Weigert solusyonunda 10 dakika bekletildi.

Distile suyunda ¢alkalandi.

Trikromda Gomori’de 11 dakika bekletildi.

%0,5 Asetik Asit soliisyonuna batirilip ¢ikarild1.

Dehidratasyon ve parlatma icin yiikselen derecelerde etil alkol serilerinden ve

ksilolden gecirilerek, entellan ile kapatildi.
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3.2.3.PAS boyama protokolii

1) Parafin kesitler ksilolde deparafinize edilerek, azalan alkol derecelerinden
gecirilip distile suya kadar getirildi.

2) Peryodik asitte 5 dakika bekletildi.

3) Distile suda calkalandi.

4) Coleman schiff’de 8 dakika bekletildi.

5) Akarsuda 5 dakika yikandu.

6) Harris Hematoksilende 3 dakika bekletildi.

7) Cesme suyunda c¢alkalandi.

8) %1 lik Asit alkole batirilip ¢ikarildi.

9) Cesme suyunda yikandu.

10) Dehitratasyon ve parlatma i¢in yiikselen derecelerde etil alkol serilerinden ve

ksilolden gecirilerek, entellan ile kapatildi.

3.3.Histomorfometrik incelemeler

Kontrol ve GDM vakalarindan elde edilen kesitlerde sinsityal diigiim sayisini
rastgele se¢ilen 5 alanda 151k mikroskobunda x40 objektifte sayilarak belirlendi ve ayrica
bazal membran kalnhigi da olgiilerek karsilagtirildi. Boyanan kesitlerde plasentadaki
terminal villuslar asagida belirtilen kriterlere gore degerlendirildi.

Trofoblast: Sinsityotrofoblastlar, sinsityal diiglimler ve sitotrofoblastlarin
cekirdeklerinin lokalizasyonu incelendi (87).

Villus stroma: Fibriller materyalin yogunlugu ve kollajen liflerin mevcudiyeti

yoniinden villoz stromanin yogunlugu izlendi (88,89).

Fotal kapiller: Her bir vaka, kapiller liimenindeki obstriksiyon ve kapiller

proliferasyonu yoniinden degerlendirildi.

3.4. Immunohistokimyasal Yontem

4-6um kalmhiginda elde edilen kesitler, poli-lizinle kapli lamlarmn {izerine alindi.
Ardindan 12 saat 37°C etiivde bekletilen dokulardeparafinizasyonu kolaylastirmak igin
58°C ye ayarlanmis etiive alinip bir saat kadar daha bekletildi. Daha sonra 2x15 dakika
ksilolden gegirilerek deparafinize edilen kesitler, 10’ar dakika swrasiyla %100, %96 ve
%80’lik alkol serilerinden gegirildi. Dehidrate edilen dokular1 alkolden arindirmak igin 2x5
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dakika distile sudan gecirildi. Daha sonra formaldehitin kapattig1 reseptdr boldelerin agiga
cikarilmasi saglamak i¢in antijen retrevial islemi etilen diamin tetra asetik asit (EDTA)
(pH:8.0) soliisyonununda yapildi. Mikrodalga icine alman kesitler 700 Watt’ta 7+5+5
dakika 1gmnlandi. Firindan ¢ikarilan kesitler, dogrudan oda sicakliginda sogumalari1 i¢in 30
dakika kadar bekletildi. Dokularo EDTA’dan arindirmak i¢in 2x5 dakika distile sudan
gegirildikten sonra, kurulanip, dokunun oldugu yer silikon kalem vasitasiyla ¢evrelenip
sinirlandi. Immunohistokimya barma dizilen, kesitlerin iizerine 3x3 dakika Phosphate
Buffer Saline (PBS) damlatildi. Bu sirada immiinohistokimya barma nemliligi saglamak
icin daha onceden hazirlanan sicak su koyuldu. Kesitlerin iizerindeki PBS alinip iizerine
Hidrojen peroksit blokaj soliisyonu (1ml %30 H202 + 9ml metanol) damlatilip 20 dakika
inkiibe edildi. Boylece endojen peroksidaz aktivitesi bloke edildi. Ozgiin olmayan
baglanmalar1 engellemek i¢in Ultra V Block (ke¢i, non-immiin serum) soliisyonunda 10
dakikalik bekletmenin ardindan yikanmaksizin, MMP-2 (mouse monoclonal, 1/200, Santa
Cruz Biotechnology), MMP-9 (mouse monoclonal, 1/200, Santa Cruz Biotechnology),
damlatilip bir gece +4C° de inkiibe edildi. Sonraki giin PBS soliisyonunda 3X3 dakika
yikanan kesitler, sekonder antikorla 20 dakika inkiibe edilerek primer antikora baglanmasi
saglandi. Enzimin biyotine baglanmasi amaciyla streptavidin-peroksidaz damlatilip 10
dakika beklendikten sonra PBS ile yikandi. Daha sonra kesitlerin iizerine 3,3'
Diaminobenzidine (DAB) damlatilip, yukarida sayilan s6z konusu antikorlar i¢in 10’ar
dakika beklendi. Boylece gozle goriinen immun tepkimenin ortaya ¢ikmasi saglandi. PBS
ile reaksiyon durdurulup Harris hematoksilen ile zit boyama yapildiktan sonra kesitler
artan alkol derecelerinden gegirildikten sonra entellan ile kapatildi. Nikon DS-2MV djjital

kamera ve NIS elements 3.00 yazilim programi kullanilarak mikrograflar1 ¢ekildi.

Tablo 3: Kontrol ve GDM’li plasentalarda MMP-2 ve MMP-9 ekspresyonun skorlanmasi.

-(0) Ekspresyon yok

+(1) Zayif Ekspresyon
+H_2) Orta Ekspresyon
+++(3) Kuvvetli Ekspresyon
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Immiinohistokimyasal analizde, x40’lik biiyiitmede rastgele segilen 3 mikroskobik
alanda, sinsityotrofoblastlar, sitotrofoblastlar, ekstratrofoblastlar ve desidual stromal
hiicrelerin sitoplazmik boyamalarina negatif (0), %25’in alt1 zayif (1), %25-%50 arasinda

boyanma orta (2), %50°den fazla kuvvetli (3) olarak derecelendirmislerdir.

3.5.istatistiksel Yontem

Calismada elde edilen verilerin, aritmetik ortalamasi ve standart sapma degerleri
hesapland:. Istatistiksel analizde SPSS 11.0 (Chicago IL, USA) programi kullanildu.
Gruplarin kargilastirilmasinda Mann-Whitney U testi tercih edildikten sonra, p<0.05

olmas1 durumunda veriler arasindaki farkliligin anlamli oldugu sonucuna varildi.
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4.BULGULAR

4.1.Histopatolojik bulgular
4.1.1. Kontrol grubu plasenta bulgular:

H-E ve Masson trikrom ile boyanan kontrol grubu plasenta kok villuslarinda fotal
damarlar, terminal villuslarindaki fotal kapillerler, sinsityal diiglimler, sinsityal kopriiler,
perivilloz fibrin ile intervilloz araliklar normal yapida izlendi (Sekil.4-5).

PAS yontemi ile boyanan kontrol grubu plasenta kesitlerinde, trofoblast bazal
membran1 ve vaskiilosinsityal bazal membranlar normal kalinlikta, maternal desiduada

glikojen birikimi normal olarak izlendi (Sekil.6).

b L _
iz 22 N TN AN
Sekil.4: Kontrol grubu periferik plasenta kesitinde, sinsityal diigiim (sd),
sinsityal koprii (sk) ve perivilloz fibrin birikimi(pf). (H-E,Bar cubugu: 50pm).
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Sekil.5: Kontrol grubu santral plasenta kesiti, kok villusu (kv), perivilloz
fibrin (pf), sinsityal diigiimler (sd), sinsityal koprii (sk) ve intervilloz aralik
(iva) izlenmektedir. (Masson trikrom Bar ¢ubugu: 50pum).

|

Sekil.6: Kontrol grubu santral plasenta kesitinde, normal kalinlikta izlenen
trofoblast bazal membrani (ok). (PAS, Bar cubugu: 20pm).

4.1.2. Gestasyonel diyabet grubu plasenta bulgular
GDM vakalarmin pek c¢ogunda, santral plasenta kesitlerinde belirgin perivilloz
fibrin birikimi infarkt alanlar ile yer yer intervilloz aralikta daralma gozlendi (Sekil.7-

8,11). Bazit GDM vakalarinda hem santral hem de periferik plasenta drnekleri terminal
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villuslarinda, sinsityal diigiim sayilarinda (Sekil.7-9) ve sinsityal kopriilerde (Sekil.7-9)
belirgin bir artis gozlendi.

Fetal kapillerlerin ileri derece dilate ve sinsityotrofoblastlara olduk¢a yakin
durumda oldugu goézlendi (Sekil.10). GDM’lu vakalarin plasenta kesitlerinin pek ¢ogunda,
terminal villus kapillerlerinde proliferasyon, konjesyon ve 6dem belirgindi (Sekil.10).

Baz1 santral plasenta kok villiis fetal arter duvarinin tunika mediasinda ileri
derecede asimetrik kalinlagsma, kismen damar liimeninde obliterasyon gozlendi (Sekil-12).

PAS ile boyanan GDM grubuna ait plasentalarin tiimiinde, trofoblast bazal
membrant kontrol grubuna gore yer yer daha kalin olarak izlendi (Sekil-13).Ayn1 grubun
diger bir kesitinde desiduada heterojen bir dagilimi gdsteren yogun glikojen birikimi

gozlendi (Sekil-14).

Sekil7: GDM grubu periferik plaseta esiti, sinsityal diiglimlerde (sd)
belirgin artigin yani sira, perivilloz fibrin (pf) ve fotal kapillerde konjesyon
(k) izlenmektedir. (H-E, Bar ¢gubugu: 100pm).
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Sekil.8: GDM grubu santral plasenta kesiti, kok villuslarda infarkt alani
(asterisk) ¢evreleyen yogun fibrinoid doku (pf) konjesyon (k) ve dilate fotal
kapiller izlenmektedir. (H-E, Bar ¢ubugu: 50pm).

Sekil.9: GDM
sinsityal kopriilerde (sk) belirgin bir artis goriilmektedir. (H-E, Bar ¢ubugu:
100um).

36



Sekil.10:GDM grubu periferik plasenta kesinde terminal villus fotal
kapillerinde (kap) asir1 dilatasyon ve perivilloz fibrin (pf) birikimi.
(Masson trikrom Bar ¢ubugu: 50pum).

Sekil-11: GDM grubu santral plasenta kesitinde, infarkt alani ¢evreleyen
yogun fibrinoid doku (asteriks) birikimi izlenmektedir. (Masson trikrom,
Bar ¢ubugu: 50um).
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Sekil-12: GDM grubu santral plasenta kesiti kok villusta (kv) yer alan
fotal arter tunika mediasinda asitemetrik duvar kalinlagsmasi ve amnion
epiteli (ep) izlenmektedir. (Masson trikrom Bar ¢ubugu: 500um).

Sekil.13: GDM grubu periferik plasenta kesitinde kalinlasmis trofoblast
bazal membrani (ok). (PAS, Bar ¢ubugu: 20um).
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Sekil-14: GDM grubu santral plasenta kesiti. Desiduada heterojen
dagilim gosteren yogun glikojen (g) akiimiilasyonu. (PAS, Bar ¢ubugu:
50pum)
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4.2. IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR
4.2.1. MMP-2 Bulgulan

MMP-2 ekspresyonu agisindan degerlendirilen santral kesitlerin maternal kisminda
genelde zayif diizeyde ekspresyon mevcutken bazi bolgelerde orta diizeyde ekspresyon
oldugu goriildii. Iki grup karsilastirildiginda herhangi bir farkin olmadig: tespit edildi. Fetal
kisimda da zayif-orta diizeyde ekspresyon mevcuttu. GDM’lilerde kok villiis
sinsityotrofoblastlarinda ekspresyonda artis, sinsityal diiglimlerde ekspresyonda azalma
belirlendi. MMP-2 perifer kesitlerinde hem maternal hemde fetal tarafta zayif diizeyde

immiin reaksiyon mevcuttu ve gruplar arasinda ekspresyon farki izlenmedi.
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Sekil 15: Kontrol grubu santral kesitte bazal plak desidua hiicrelerinde (ok
bas1) zayif diizeyde ekspresyon, koryon villiis sinsityotrofoblastlarinda
(oklar) orta diizeyde ekspresyon goriilmekte (MMP-2 immiin boyama, Bar
cubugu:100um).
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Sekil.16: GDM grubu santral kesitte bazal plak desidual hiicrelerde (oklar)
zay1f diizeyde ekspresyon (MMP-2 immiin boyama, Bar cubugu: 20 um).
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Sekil.17: Kontrol grubu santral kesitte ekstravilloz trofoblastik hiicrelerde
(¢ift ok) ve koryon villiis sinsityotrofoblastlarinda zayif diizeyde ekspresyon,
sinsityal diigiimlerde (ok bas1) minimal ekspresyon goriilmektedir (MMP-2
immiin boyama, Bar ¢ubugu: 100 um).
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Sekil.18: GDM grubu santral kesitte koryon villiis sinsityotrofoblastlarinda
(oklar) genelde zayif ekspresyon, sinsityal diigiimlerde ekspresyon olmadigi
izlenmektedir (MMP-2 immiin boyama, Bar ¢ubugu: 50 pum).

Sekil.19: GDM grubu santral kesitte villus sinsityotrofoblastlarinda (ok) ve
ekstravilloz trofoblastik sinsityotrofoblastlarda (¢ift ok) zayif ekspresyon,
sinsityal diiglimde (ok bas1) ekspresyonun olmadigi goriilmektedir. (MMP-
2 immiin boyama, Bar ¢ubugu: 100 pm).

4



lsouml

Sekil.20: GDM grubu santral kesitte kok villiis sinsityotrofoblastlarinda
(oklar) ve ekstratrofoblastik sinsityotrofoblastlarda (cift ok) zayif
ekspresyon, sinsityal diigiimde (ok basi) ekspresyonun olmadigi goriilmekte
(MMP-2 immiin boyama, Bar ¢ubugu: 50 um).
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Sekil 21: Kontrol grubu perifer kesitte bazal plak desidual hiicrelerde (oklar)
zaylf diizeyde ekspresyon izlenmektedir (MMP-2 immiin boyama, Bar: 20

pm).

43



e

J 5
€

I20|.|ml

Sekil.22: GDM grubu perifer kesitte bazal plak desidual hiicrelerde (oklar)
zay1f diizeyde ekspresyon (MMP-2 immiin boyama, Bar cubugu: 20 um).
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Sekil.23: Kontrol grubu perifer kesitte koryon villiis sinsityotrofoblastlarda
(oklar) zayif ekspresyon, sinsityal diiglimde (ok basi) ekspresyonun
olmadigini izlenmektedir (MMP-2 immiin boyama, Bar ¢ubugu: 50 pum).
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Sekil.24: Kontrol grubu perifer kesitte koryon villiis sinsityotrofoblastlarda
(ok) zayif ekspresyon, sinsityal diigiimde (ok basi) ekspresyonun olmadigini
izlemekteyiz (MMP-2 immiin boyama, Bar ¢cubugu: 100 pm).
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Sekil.25: GDM grubu perifer kesitte koryon villiis sinsityotrofoblastlarda

(ok) zayif ekspresyon, sinsityal diiglimde (ok basi) minimal ekspresyon
goriilmektedir (MMP-2 immiin boyama, Bar ¢gubugu: 50 um).




Sekil.26: GDM grubu perifer kesitte koryon villiis sinsityotrofoblastlarda
(oklar) orta ekspresyon, sinsityal diiglimde (ok basi) minimal ekspresyon
izlenmektedir(MMP-2 immiin boyama, Bar ¢ubugu: 50 pum).

Sekil.27: GDM grubu perifer kesitte kok villiista ekstravilloztrofoblastlarda
(oklar) zayif diizeyde ekspresyon izlenirken, damar duvarinda (ok basi)
ekspresyon izlenmemektedir (MMP-2 immiin boyama, Bar ¢ubugu: 50 pum).

46



I 20 pm I

L
Sekil.28: GDM grubu santral kesitte amnion epitelinde (ok) giiclii
ekspresyon goriilmekte (MMP-2 immiin boyama, Bar ¢ubugu: 20 um).

Tablo 4: Gruplar arasinda MMP-2 immiinekspresyonun, santral ve perifer kesitlerde
skorlama sonucu elde edilen degerlerin istatiksel analizi.

MMP-2 Santral (n:15) Perifer (n:15)
Kontrol GDM p Kontrol GDM p

Desidua hiicresi 0,93+0,16 0,86+0,11 >0.05 | 0,83%0,17 0,88+0,21 >0.05
Bazal plak 0,81+0,12 0,87+0,08 >0.05 | 0,96+0,09 0,99+0,12 >0.05
M.K.V.S 1,50+0,19 1,46+0,11 >0.05 1,02+0,21 0,98+0,17 >0.05
M.K.V.Str. 1,0+0,19 0,98+0,17 >0.05 | 0,47+0,13 0,56+0,07 >0.05
M.S. D. 0,60+0,09 0,59+0,07 >0.05 | 0,94+0,32 0,98+0,24 >0.05
F.S. D. 1,12+0,14 0,60+0,11 <0.05 | 0,29+0,08 0,310,12 >0.05
F.K.V.Str. 0,88+0,14 0,95+0,20 >0.05 | 0,41+0,12 0,43+0,17 >0.05
F.K.V.S 1,21+0,09 1,15+0,12 >0.05 1,17+0,24 1,22+0,27 >0.05
K.V.S. 0,94+0,17 1,40+0,15 <0.05 1,05+0,23 1,02+0,16 >0.05
K.V.Str. 0,98+0,17 0,97+0,17 >0.05 | 0,92+0,14 0,94+0,16 >0.05
Koryon plag: 0,72+0,11 0,78+0,07 >0.05 | 0,27+0,09 0,29+0,14 >0.05
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Amnion epiteli 0,42+0,10 0,46+0,16 >0.05 | 0,54+0,16 0,55+0,10 >0.05

4.2.2. MMP-9 Bulgulan

MMP-9 ekspresyonu agisindan degerlendirildiginde MMP-2’ye gore biraz daha
yogun immiin reaksiyon goriilirken genelde orta diizeyde bir ekspresyon hakimiyeti
mevcuttu. Santral kesitler incelendiginde maternal ylizde, sinsityal diigiim ve kopriilerde
ekspresyon azalmasi tespit edildi. Amnion epitelinde gruplar arasinda fark olmayip giiclii
ekspresyon izlendi. Fetal ylizde genelde orta diizeyde ekspresyon mevcuttu ve gruplar
arasinda ekspresyon farki yoktu.

Periferal kesitlerde ise maternal taraf ele alindiginda desidua hiicrelerinde
ekspresyon artisi, sinsityal diiglimlerde ekspresyon azalmasi tespit edildi. Fetal tarafta ise
koryon villiis sinsityotrofoblastlarinda, koryon wvillis stromasinda, kok villiis

sinsityotrofoblastlarinda, kok villiis stromasinda ve koryon plaginda ekspresyon azalmasi

mevcuttu.
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Sekil.29: Kontrol grubu santral kesitte bazal plak desidual hiicrelerde (oklar)
zayif-orta diizeyde ekspresyon izlenmektedir (MMP-9, immiin boyama, Bar
cubugu: 20 pm).
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Sekil.30: GDM grubu santral kesitte bazal plak desidual hiicrelerde (oklar)
zaylf diizeyde ekspresyon izlenmektedir (MMP-9 immiin boyama, Bar
cubugu: 50 um).
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ekil.31: Kontfbl grubu  santral  kesitte = koryon  williis
sinsityotrofoblastlarinda (ok basi) ve sinsityal diigiimlerde (ok) orta
diizeyde ekspresyon izlenmektedir (MMP-9 immiin boyama, Bar ¢ubugu:
100 pm).
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Sekil.32:GDM grubu santral kesitte koryon villiis
sinsityotrofoblastlarinda (oklar) orta diizeyde ekspresyon, sinsityal
diigimlerde (ok bas1) ekspresyonun olmadigi goriiliiyor (MMP-9 immiin
boyama, Bar cubugu: 100 pm).

P

B
Sekil.33: GDM grubu santral kesitte amnion epitelinde (ok) giicli
ekspresyon goriilmekte (MMP-9 immiin boyama, Bar ¢gubugu: 50 um).




Sekil.34: Kontrol grubu perifer kesitte bazal plakta desidua hiicrelerinde
(ok/okbast) zayif ekspresyon (MMP-9 immiin boyama, Bar ¢ubugu: 20
pum).

Sekil.35: Kontrol grubu perifer kesitte bazal plakta desidua hiicrelerinde
(oklar) zayif ekspresyon(MMP-9 immiin boyama, Bar ¢ubugu: 50 um).
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Sekil.36:Kontrol grubu perifer kesitte koryon villiis sinsityotrofoblastlarinda
(ok) ve sinsityal diiglimde (ok bas1) zayif ekspresyon izlenmektedir (MMP-9
immiin boyama, Bar ¢ubugu: 100 um).

Sekil.37: GDM grubu perifer kesitte koryon villiis sinsityotrofoblastlarinda
(oklar) orta diizeyde ekspresyon, sinsityal diigimde (ok basi) zayif
ekspresyon (MMP-9, immiin boyama, Bar ¢cubugu: 20 um).
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Sekil.38: GDM grubu perifer kesitte amnion epiteli (oklar) ve mezensiminde (yildiz) zayif
diizeyde ekspresyon (MMP-9 immiin boyama, Bar ¢ubugu: 50 um).

Tablo 5: Gruplar arasmda MMP-9 immiinekspresyonun, santral ve perifer kesitlerde
skorlama sonucu elde edilen degerlerin istatiksel analizi.

MMP-9 Santral (n:15) Perifer (n:15)
Kontrol GDM p Kontrol GDM p

Desidua hiicresi 1,17+0,17 1,04+0,21 >0.05 1,19+0,10 1,79+0,14 <0.05
Bazal plak 1,02+0,15 1,03+0,16 >0.05 0,96+0,18 1,05+0,17 >0.05
M.K.V.S 1.69+0,07 1.61+0,19 >0.05 1,51+0,15 1,49+0,19 >0.05
M.K.V.Str. 1,11+0,14 1,20+0,16 >0.05 0,88+0,14 0,82+0,10 >0.05
M.S. D. 1,50+0,22 0,53+0,13 <0.05 1,50+0,17 1,01+0,14 <0.05
F.S. D. 1,50+0,16 1,59+0,19 >0.05 1,35+0,17 1,41+0,11 >0.05
F.K.V.Str. 1,16+0,18 1,26+0,16 >0.05 1,40+0,29 0,99+0,19 <0.05
F.K.V.S 1,49+0,18 1,41+0,14 >0.05 1,47+0,17 0,96+0,14 <0.05
K.V.S. 1,60+0,15 1,54+0,14 >0.05 1,50+0,19 1,10+0,16 <0.05
K.V.Str. 1,27+0,15 1,23+0,13 >0.05 1,48+0,18 1,0+0,16 <0.05
Koryon plag: 0,89+0,21 1,0+0,14 >0.05 1,40+0,24 0,67+0,23 <0.05
Amnion epiteli 2,22+0,10 2,27+0,12 >0.05 1.50+0,16 1.48+0,19 >0.05
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5.TARTISMA

Diyabet, kan seker diizeyinin yiiksekligi ve cesitli anomalilerle karekterize bir
metabolik hastaliktir. Diamant ve arkadaslar1 (90) GDM ve tip 1 diyabetik gebeliklerden
elde edilen plasentalarda, trigliserid ve fosfolipidlerde artisin meydana geldigini rapor
etmislerdir.

Pathmaperuma ve arkadaslar1i (91) hipergliseminin intraselliiler glikojen
akiimiilasyonunu arttirdig1r buna karsmn lipid birikimini azathigin1 saptamiglar. Jones ve
Desoye, (92) maternal diyabetlerde plasental damarlarin etrafinda glikojen
akiimiilasyonunda artig oldugunu kaydetmislerdir. GDM’li plasentelardan elde edilen
terminal villuslarin 151k mikroskopik incelemelerinde sinsityal diigiimlerde artis, fibrinoid
nekrozis, villoz 6dem ve kapiller proliferasyonu tanimlanmisdir. Calismamizda benzer
bulgulara ilaveten sinsityal kdprii ve yer yer fokal nektorik olanlar saptadik(Sekil7-9).

Matriks metalloproteinazlar; ekstraselliler matriks ile bazal membran
komponentlerini parcalama yetenegine sahip olan ve aktif bdlgesinde ¢inko iceren
homolog bir enzim ailesidir. Bu enzimler doku yeniden yapilanmasi, morfogenezis, yara
iyilesmesi ve normal gelisimsel siire¢ gibi fizyolojik durumlarda 6nemli bir rol oynadiklar1
gibi timdr hiicresi invazyonu, anjiyogenezis ve metastaz gibi patolojik siireclerde de yer
alirlar (93).

Cogu calismalarda MMP’lerin plasental invazyonda daha ¢ok kollajen IV olmak
iizere, kollajen LV,VILIX, fibronektin, laminin, elastin ve vitronektin gibi proteinleri
Jelatinazlarin (jelatinaz A: MMP-2, Jelatinaz B: MMP-9) degrade ettigi goriilmiistiir.
Jelatinazlarin sekresyon profilleri gestasyon yasina baghdir. Ilk trimesterda MMP-2’ler
EVT’lerde, MMP-9’lar ise en ¢ok villus sinsityotrofoblastlarinda sekrete olurlar. Bilindigi
izere in vitro ¢aligmalarda insan sinsityotrofoblast hiicrelerinde MMP-2 ve MMP-9’ iin
eksprese oldugu goriilmiistiir (94).

MMP’lerin ¢ogu inaktif proenzim seklinde sekrete edilirler ve prodomeyni
proteolitik islem sonucu ayrilmasindan sonra aktif forma doniislir. Diyabetes mellitusun
sonucu olusan yapisal plasental anormallikler, embriyo malformasyonlar1 ve embriyo-
plasental metabolik bozukluklar patolojiler ile iliskilidir. Gestasyonel diyabette ECM
degisiklikleri bu embriyonik dokularda tanimlanmistir. Ekstraseliller —matriksin
komponentlerindeki degisim MMP’lerin aktivitelerinin regiilasyonundaki bozuklukla

ilgilidir. (93).
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Plasentada MMP’ler insan gebeliginin ve dogumunun fizyolojik siire¢lerinde yer
alir ve ¢ogunlugu trofoblast hiicreleri tarafindan iiretilir (95). MMP’lerde meydana gelen
degisiklikler = plasenta  anomalileriyle =~ ve  membranlarn  erken  riiptiiriiyle
sonuclanabilmektedir. MMP ve inhibitorlerinin dengesizligi nedeniyle ekstraseliiler
matrikste parcalanmada artma ya da akiimulasyon gergeklesmesi diyabette ndropati,
retinopati ve dejeneratif aort hastalifi gibi patolojik komplikasyonlara neden oldugu
belirtilmektedir (96).

Insan term plasentalarmda jelatinaz’larin immulokalizasyonu gosteren bir
caligmada; MMP-2 amnion epitelinde, koryon plaginda, ekstratrofoblastlarda, kok
villislarda zayif diizeyde iken bazal plakta desidua hiicrelerinde ve ekstratrofoblastlarda
orta diizeyde ekspresyon kaydedilmisti. MMP-9°da MMP-2’ye benzer ekspresyon
bulgular goriilmistiir. Amnion epiteli, amnion mezensimi, koryon plagi mezensimi,
ankoranik villiislari, koryon villiislarinin damar duvarlarinda zayif ekspresyon varken
MMP-2’den farkl olarak ekstratrofoblastlarda giiglii ekspresyon tespit etmislerdir (91). Bu
calismay1 kontrol grubumuzla kiyasladigimiz zaman MMP-2 agisisindan genelde parelel
bulgular tespit etmisken; MMP-9’da ise amnion epitelinde giiglii bir ekspresyon varligi
dikkatimizi ¢ekerken diger bdlgelerde genelde orta diizeyde bir ekspresyon tespit ettik
(Sekil.28).

Yapilan bir ¢alismada (97) zimografik 6l¢ciimlerde MMP-2"nin aktif formu desidua,
koryon leve ve umblikal kordada yiliksek iken amnion ve koryon villiislarinda diisiik
bulunmugtur. Pro MMP-9 6l¢limiinde en belirgin bant Nitabuch ¢izgisinde bulunmustur.
Bunun yani sira neredeyse ayni entegre optik yogunluga sahip desidua, koryon plagi,
koryon leve, bazal plak gelmekte oldugu goriilmiis. Plasenta villiisiinda ve amnionda zay1f
gorlilmiis ve umblikal kordda tespit edilememistir.

Yapilan bagka bir ¢alismada da 6nceden var olan diyabetli ve gestasyonel diyabetli
hastalarin plasentalarinda MMP-9 aktivitesini normal gebe plasentalarla karsilastirilmis ve
zimografik 6l¢lim yapilmistir. Sonug olarak dnceden diyabeti olan kisilerdeki plasental
MMP-9 aktivitede artig, gestasyonel diyabeti olanlarda ise MMP-9 aktivitesinde azalma
tespit edilmistir (92). Bizde ¢alismamizda; MMP-9 ekspresyonunun gestasyonel diyabette
bazi yerlerin hiicre ve alanlarinda azaldigini gordiik.

Stanovic ve arkadaslar1 26. ve 28. gebelik haftalarinda olan 20 Kontrol ve 16
Gestational Diyabetes Mellitus’lu gebe serumlarinda ELISA ydntemiyle MMP-2, MMP-9
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ve TIMP yaptiklar1 6l¢iimlerde gruplar arasinda MMP-2 ve MMP-9 arasinda istatiksel bir
fark gérmemislerdir (99).

Saglam ve arkadaglari(100) MMP-9 ekspresyonu ile Preterm Prematiir Membran
Riiptiiri (PPROM) arasindaki iliskiyi, 26 ve 37. haftalar arasinda enfeksiyon bulgusu
olmayan, aktif dogum eylemi olmayan 8§ hasta ve bir takim obstetrik endikasyon nedeniyle
sezeryan ile dogumlar1 gergeklestirilen ayni hafta araliginda olan 8 kontrol gebede
yaptiklar1 ¢alismada MMP-9 servikal, midzon, periplasental bolgelerden alinan drnekler
ELISA yontemiyle dlgiimiinde servikal bolgede PPROM’lularda kontrole gére MMP-9’un
4 kat arttigini tespit etmisler. Buna karsin diger bolgelerde gruplar arasinda fark
bulunmamastir.

Gyorgy ve arkadaslar1 (101) Matriks Metalloproteinazlar1 ve Inhibitdrlerinin
Trofoblastik hastaliklarda ve Kontrol 1. Trimester plasentalarda MMP-2 ve MMP-9
immiin boyama yapmuslardir. Yapilan ¢aligmada 11 kontrol vakasmin plasentalarinda
genel zayif bir ekspresyon tespit edildigi belirtilmis. Ekstravilliistrofoblastlarda zayif
ekspresyon ve yarisina yakin diger bir kisminda ise giiglii ekspresyon tespit etmiglerdir.

Ping Xu ve arkadaslarmin  (102)  2002°de yaptiklar1 c¢alismada insan
plasentalarinda ve fetal membranlarda MMP-2 ve MMP-9 termde ekspresyonunun
incelendigi c¢alismada MMP-2 i¢cin amnion mezenkiminde yer yer ekspresyon
goriilmiisken, koryon leve trofoblastlarinda, desidua paryetalis ve plasenta villiislarin
damarlarinda giiglii boyanma, amnion epitelinde ve plasenta sinsityotrofoblastlarinda zayif
boyanma tespit edilmistir. MMP-9i¢in ise amnion epitelinde, koryon leve trofoblastlarinda,
desidua paryetalis ve plasenta sinsityotrofoblastlarinda gii¢lii boyanma kaydetmislerdir.

(Calismamizda da amnion mezenkiminde yer yer zayif ekspresyonunun oldugunu
tespit ettik. MMP-9 ve MMP-2 i¢in plasenta sinsityotrofoblastlarindaki ekspresyon diizeyi
bizim ¢aligmamizla parelel izlendi.

Shokry ve arkadaslarinin (103) 2009°da yaptiklar1 bir ¢calismada preeklamptik ve
normal insan plasentalarimda MMP-2 ve MMP-9 ekspresyonunun incelendigi c¢alismada,
kontrol plasentalarinda  MMP-9 trofoblastik hiicrelerde, desidual hiicrelerde giiclii
ekspresyon mevcutken stromal hiicrelerde zayif ekspresyon goriildii. MMP-2’de ise
trofoblastik hiicrelerde, desidual hiicrelerde orta seviyede ekspresyon izlenirken stromal
hiicrelerde giiclii ekspresyon goriilmiistiir.

Calismamiz bu ¢aligmanin MMP-9 bulgular ile parelellik gosterirken, trofoblastik
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hiicrelerde, desidual hiicrelerde ve stromal hiicrelerde MMP-2 ekspresyonun zayif
oldugunu gordiik.

Huppertz ve arkadaslar1 (104) 1998 yilinda yaptiklar: calismada MMP-2 i¢in term
plasentalarin parafin kesitlerin tiim ekstravilloz trofoblastlarinda ve etrafindaki matrikste
ayrica desidual hiicrelerde daha belirgin bir sekilde immiinreaktivitenin goriildiigiinii ifade
etmislerdir. Calismanin MMP-9’1a ilgili kisminda ise gebeligin sonundaki durumun o
kadar net olmadigini, kriyostat kesitlerinde invaziv fenotipik biitiin ekstratrofoblastlarda
intraselliiler ~ ve  ekstraseliler = immiinreaktivite  varken, parafin  kesitlerde
ekstratrofoblastlarda immiinreaktivitenin tiimiiyle kayboldugunu belirtmislerdir.

Pustrovrh ve arkadaslarinin (105) 2005°te yayinladiklar1 ¢alismada 6 adet kontrol
ve deneysel diyabet olusturulan gebe ratlarin gebelik ortasindaki MMP-2 ve MMP-9
ekspresyonunu gosteren ¢aligmada yapilan immiin boyamada labirent zon ve baglant1 zonu
trofoblastlarinda plasentanin hem fetal hem de maternal yiiziinde kontrole gore
immiinreaktivitenin arttig1 gosterilmistir.

Mauro ve arkadaslarinin (106) 2010 yilinda yaptiklar1 ¢calismada umblikal kord
epitel hiicrelerinde ve Wharton jeli fibroblastlarinda MMP-2 ve MMP-9 ekspresyonu
yogun sekilde goriilmiistiir.

Dogumda trofoblastlardan, desiduadan ve makrofajlardan MMP-9 iiretimi artar ve
fetal membranlarin yirtilmasma yardimei olur. MMP-9 term plasentada desiduanin ve fetal
membranlarin yeniden sekillenmesi ile ilgili durumlarda yer alir (93). MMP’lerin
aktivitesinin yiiksekligi doku hasarmin yiiksek olmasindan dolayidir. Asir1 siddetli,
onceden bilinen diyabetik gebelerdeki artan MMP-9 aktivitesi belirgin diyabetin yol actig1
plasentadaki yapt ve fonksiyon anormalliklerinin olusturdugu fetal ve neonatal
rahatsizliklarla muhtemelen ilgidir. Gestasyonel Diyabetes Mellitus’ta MMP-9
aktivitesinin azalmasi intertisiyel matriksin akiimulasyonuna neden olabildigi gibi plasental
anormalliklerle de alakali olabilir. Gergekten de, MMP’lerin aktivite artis1 ve azalisi
degisik patolojilerde doku anormallikleri ile ilgili oldugu ileri siiriilmiistiir (107).

Bu bilgiler 1s1§inda MMP-9’un trofoblastik invazyonda MMP-2’ye goére daha
onemli rol oynadig1 vurgulanmigtir(94).

Bu calismada doku diizeyinde immiinohistokimyasal yontemler kullanilmis ve
gruplar arasi karsilastirilma yapildiginda iki grup arasinda anlamli farklhiliklar izlenmistir.

Bu durum serum ve doku diizeyinde yapilan ¢aligmalar ile acikliga kavusturulabilir.
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6.SONUC

GDM’li insan plasentalarinda matriks metalloproteinazlarm immunlokalizasyonunu

ve etkisini gostermeyi amacladigimiz ¢alismamizin asagida siralanan sonug ve Onerileri

ortaya ¢ikmustir;

>

GDM’li insan plasentalarinda MMP-2 ve MMP-9 immunlokalizasyonun
belirlenmesi amaciyla yapilmis olan bu ¢alisma, MMP-2 ekspresyonunun genel
olarak zayif kaldigi, fetal santral kisimda yer alan kok  wvillus
sinsityotrofoblastlarinda ekspresyonun artiginin oldugu, sinsityal diigiimlerde ise bir

azalmanin oldugu dikkatleri ¢ekti.

MMP-9 ekspresyonu agisindan degerlendirilen kesitlerde genelde orta diizeyde bir

ekspresyonun oldugu saptandi.

Maternal kismin santral kesitlerinde sinsityal diigiim ve kopriilerde ekspresyonun
azaldig1 izlendi. Maternal kisim, periferal kesitlerinde ise desidua hiicrelerinde

ekspresyonun arttig1, sinsityal diigiimlerde azaldig: tespit edildi.

Fetal tarafta ise koryon villiis sinsityotrofoblastlarinda, koryon villiis stromasinda,
kok villiis sinsityotrofoblastlarinda, kok villiis stromasinda ve koryon plaginda

ekspresyon azalmas1 mevcuttu.

Bununla birlikte, MMP’lerin daha ¢ok sinsityotroblastlarda ve desidual hiicrelerde
eksprese olmast MMP’lerin insan gebeliginin ve dogumunun fizyolojik
siireglerinde yer aldigi ve c¢ogunlugunun trofoblast hiicrelerince iiretildigini

desteklemektedir.

Elde ettigimiz bulgular 151ginda basta MMP-9 olmak iizere MMP’lerin gestasyonel
diyabetin patofizyolojisinde ©Onemli rol oynayabilecegi, ancak MMP’lerin
gestasyonel diyabetteki etkinliklerini tam olarak aydinlatmaya yonelik ileri diizey

molekiiler tekniklerin kullanilmas1 gerektigi kanaatine varildi.
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8. EKLER

Ek-1
Degerli anne adayi;
Gestasyonel Diyabetes Mellitus (GDM) gebelikte ilk kez ortaya ¢ikan ya da gebelikte

fark edilen kan seker seviyesinin normalin iizerinde olmasi olarak tanimlanir. Gebelikte en
stk goriilen metabolik bozukluktur. Amerikan Diyabet Dernegi’nin verilerine gére GDM
insidans1 %7 olmasina ragmen, bu oranin %17.8 oldugu tahmin edilmektedir.

Dogum doneminde annenin ve fetusun hastalanmasi dahasi Oliimlerini Onemli
derecede arttiran nedenler arasinda on siralarda yer almaktadir. GDM’ 1i gebelerde fetal
kayip ve hastalik oranlar1 normal gebelere kiyasla yaklagik dort kat yiiksektir. Diyabetik
gebelik fetal biiyiime ve gelisimde bir¢ok bozuklukla karakterizedir.

Anne ve bebek arasmdaki iliskiyi saglayan ve gebelik boyunca hayati 6nemi olan
plasenta onun gelismesi ¢ok Onemlidir. Plasentanin olusmasi i¢in bir dizi olaylarin ve
olusum basamaklarinin saglikli bir sekilde gergeklesmesi gerekmektedir. Gestasyonel
diyabet gibi bir hastalikta plasentada bazi 6nemli hasarlarin olduguna dair tespitler
mevcuttur. Bunlarin nedenlerini anlamak ve 6grenmek hayati dneme sahiptir.

Amacimiz; GDM’li plasentalarda jelatinaz diye adlandirilan plasentanin gelisiminde
kritik rolu olan bu proteinlerin salimimda bir farkliligin olup olmadigin1 ortaya
koymaktir.Bu islemler i¢in size ek bir uygulama yapilmayacak olmasindan dolay1 size
veya bebeginize herhangi bir risk olusturmamaktadir. Calismaya dahil olmay1 kabul
ettiginiz takdirde, sadece dogumdan sonra plasentanizdan, bir ka¢ doku 6rnegi alinacaktur.

Bu calisma i¢in Dicle Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Kadmn Hastaliklar1
ve Dogum Klinigi’nde dogum yapan asagida adi, soyadi, adresi ve telefon no’su yazili kisi
olarak calisma hakkinda bilgilendirilmis olup ayrica istedigim anda ¢alismadan
cikabilecegimi ve/veya kendisime ait bilgilerimin  kullanilmast  iznimi  geri
cekebilecegimide belirterek bu calismada kullanilmak {izere dogumdan sonra

plasentamdan doku 6rnegi alinmasini kabul edip imzam ile tasdik ediyorum.

GONULLU HASTANIN SAHITIN
Adi, SOYADI : Adi, SOYADI
Adresi : Adresi

Tel : Tel

Tarih : Tarih

iMZA : IMZA

Bilgi edinme icin Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji AD.
Eposta: eliferen59@hotmail.com
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