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OZET

Plasenta maternal metabolizmada meydana gelen degisiklerden etkilenmekte
ve fetiisiin yasama sansini arttirabilmek icin bu degisikliklere yanit vermektedir.
Asir1 glikoz ve glukokortikoide maruz kalma cesitli plasental ve fetal patolojilere
yol agmaktadir.

Hiicre i¢i sinyal iletim yolaklarinda gorev alan Akt ve ERK1/2 proteinleri
plasental gelisimde 6nem tasimaktadir. Ancak diyabet ve IUGR (uterus i¢i biiyiime
geriligi) goriilen plasentalarda Akt ve ERKI1/2 proteinlerinin hiicresel
lokalizasyonlar1 ve fosforilasyonlarmin plasental gelisim iizerindeki etkilerine dair
bilgiler smirlidir. Bu nedenle bu ¢alismada diyabet ve IUGR goriilen plasentalarda
Akt ve ERKI1/2 proteinlerinin ve bu proteinlerin fosforile formlarmin hiicresel
dagilimlar1 ve protein miktarlar1 immiinohistokimya ve Western Blot metodlariyla
incelendi.

Calismada IUGR grubunu olusturacak olan gebe disilere, gebeligin 10. ve 12.
gilinlerinde deksametazon enjeksiyonuna baslandi. 10. giinde enjeksiyona baslanan
grup 12. giinde sakrifiye edildi. Enjeksiyona 12. giinde baslanan gruplar 14, 16, 18
ve 20. glinlerde sakrifiye edildiler. Enjeksiyonun yapildig: ilk giin 100 pg/kg olacak
sekilde boyun bdlgesinden subkutan olarak deksametazon enjekte edildi. Sonraki
gilinlerde 200pg/kg olacak sekilde deksametazon verilmeye devam edildi. Kontrol
gruplarma ayni miktarlarda serum fizyolojik enjekte edildi. Diyabet grubunu
olusturacak olan gebe disiler, diyabet olusturabilmek i¢in sakrifiye edilecekleri
tarthten yedi giin once intraperitonel olarak tek doz 40mg/kg streptozotosin (STZ)
enjeksiyonuna maruz birakildilar. 48 saat sonra kan sekerleri 6lciildii. Kan sekeri
degeri 200mg/dI’nin iizerinde ¢ikan disiler diyabetik kabul edilerek deneye dahil
edildiler. Kontrol gruplarina, ayn1 miktarda serum fizyolojik enjekte edildi. Toplanan
plasenta 6rnekleri immiinohistokimya ve Western Blot yontemleriyle incelendi.

Akt fosforilasyonunun kontrol grubuna kiyasla, IUGR (14. giin hari¢) ve
diyabet (12. giin hari¢) gruplarinda anlamli olarak azaldig1 gozlendi. Immiin
boyanmalar 6zellikle baglant1 zonu hiicrelerinde belirgindi. IUGR ve diyabet
gruplarinda immiin boyanmalarda azalmalar gozlendi. ERK1/2 fosforilasyonunun
IUGR grubunda gebeligin 12 ve 16. giiniinde arttig1 diger giinlerde ise azalma
oldugu tespit edildi. Bu farklar 16 ve 18. gilinlerde anlamli idi. Diyabet gruplarinda
12. giin hari¢ diger giinlerde ERK1/2 fosforilasyonunun azaldigi belirlendi. Bu
azalma 14 ve 16. giinlerde anlamlhi idi. ERK1/2 fosforilasyonu tiim gruplarda
gebeligin ortalarina dogru azalis, 18. giinde itibaren tekrar artis gosterdi. Fosfo-
ERK1/2 immiin boyanmalar1 baglant1 zonu hiicrelerininin yani sira labirint zon
hiicrelerinde de belirgin olarak mevcuttu.

Sonug¢ olarak sigan plasentalarinda IUGR ve diyabet etkisi ile Akt ve
ERK1/2 proteinlerinin aktivasyonlarmnin azaldigi dolayisiyla hiperglisemi ve asiri
maternal deksametazona maruziyette bu iki sinyal iletim yolaginin etkilendigi tespit
edilmistir. IUGR plasentalarinda goriilen agirlik azalmalari ile diyabetik plasenta
agirliklarinda gebeligin ortalarma dogru azalma, 18. giinden itibaren artma
gozlenmesinde Akt ve ERKI1/2 proteinlerinin dolayisiyla PI3K-Akt ve MAPK-
ERK1/2 yolaklarinin rol oynadig1 sdylenilebilir.

Anahtar kelimeler: IUGR, diyabet, plasenta, sigan, Akt, ERK1/2
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ABSTRACT

Placenta is affected by the changes in maternal metabolism and give response
to these changes to optimise the fetal survival. Overexposure to maternal glucose and
glucocorticoids causes several placental and fetal pathologies.

Akt and ERK1/2 are signal transduction proteins and have important roles in
placental development. However, there is scarce data about phosphorylation and
immunolocalization of these proteins in diabetic and IUGR (Intrauterine Growth
Retardation) placentas. Therefore in this study we aimed to determine to
immunolocalization and  phosphorylation of Akt and ERKI1/2 by
immunohistochemistry and western blot techniques.

In order to compose IUGR group, pregnant females were injected with
100pg/kg dexamethasone on the 10" and 12" day of gestation subcutaneously.
Enjections continuied as 200pg/kg until the day they were sacrificed. Rats that were
dexamethasone injected on the 10th day of gestation were sacrificed on the day 12
of gestation. The pregnant rats, whose dexamethasone injection started on the 12
day, were sacrificed on the 14™, 16", 18™ and 20" day of their gestation. The
control groups were injected same dose isotonic salt solution.The females that take
part in diabetic group was injected 40mg/kg streptozotocin (STZ) intraperitonally
seven days before the sacrification. After 48 hours blood glucose was measured. Rats
whose blood sugar is over 200 mg/dl were included in the diabetic group. The
control groups were injected same dose isotonic salt solution. Placenta samples were
examined with immunohistochemical and western blot techniques

It was observed that Akt phosphorylation was reduced significantly in [IUGR
(except day 14) and diabetic (except day 12) placentas. Immune reactions were
significant in the junctional zone of the rat placenta and decreased in the IUGR and
diabetic groups. ERK1/2 phosphorylation was increased at 12" and 16™ days of
gestation and decreased in the other days of %estation in IUGR groups. The results
were statistically significant at 16™ and 18" days. In diabetic groups ERKI/2
activation was decreased in all groups except day 12. The differance was significant
at 14" and 16" days. In all groups ERK1/2 phosphorylation was reduced until the
mid-gestation and increased after the 18" day of gestation. Phospho-ERK1/2
immune reactions were not only significant in the junctional zone, it was also
significant in the labyrinth zone of the placentas.

In conclusion, in diabetic and IUGR rats phospho-Akt and phospho-ERK1/2
expressions were reduced. It is detected that these proteins were negatively affected
by over exposure to maternal hyperglycemia and dexamethasone. As a result, the
small placentas in the [UGR groups and the small placentas observed on early

stages and placentomegaly observed during late stages of pregnancy in the diabetic
groups may be a result of disturbed PI3K-Akt and MAPK-ERK1/2 pathways.

Key words: IUGR, diabetes, placenta, rat, Akt, ERK1/2
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Akt : Hiicre i¢1 sinyal iletim molekiilii
cAMP : siklik Adenozin Mono Fosfat

CO, : Karbondioksit

DM : Diabetes Mellitus

E : Embriyonik

EPK : Ektoplasental Kon

ERK1/2 : Extracellular signal Regulated Kinase 1/2
ERRS : Ostrojen iliskili biiyiime faktorii B
FGF : Fibroblast Biiylime Faktorii

Gy : Hiicre siklusunun Gy fazi

G : Hiicre siklusunun G; fazi

GDM : Gestasyonel Diabetes Mellitus
GDP : Guanozin Di-Fosfat

GLUT : Glikoz Tas1yic1 Protein

Grb2 : Growth factor receptor bound 2
GSK3a : Glikojen Sentez Kinaz 3a

GTP : Guanozin Tri-Fosfat

HDL : High Density Lipoprotein

HLA : Insan Lokosit Antijeni

HPL : Insan Plasental Laktojen

IGF-2 : Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii -2
IL-1 : Interlokin 1

IRS-1 : Insiilin Reseptdr Substrat-1

IUGR : Intrauterin Biiyiime Geriligi

IHK : I¢ Hiicre Kitlesi

LGA : Gebelik yasma gore biiyiik

MAPK : Mitojenin Aktiflestirdigi Protein Kinaz

MEK1 : MAP Kinaz/ ERK Kinaz 1



MHC : Major Histokompatibilite Kompleksi

MMP : Matriks Metallo Proteinaz

NFxB : Niikleer Faktor kB

0, : Oksijen

OGTT : Oral Glikoz Tolerans Testi

PDK1 : Fosfoinositid Bagimli Kinaz 1
PGE2 : Prostaglandin E2

PGF-1 : Plasental Biiylime Faktorii-1

PH : Pleckstrin Homology Domain
PI3K : Fosfotidilinositol-3-Kinaz

PIP2 : Fosfotidilinositol 4,5-bifosfat

PIP3 : Fosfotidilinositol 3,4,5-trifosfat
PKB : Protein Kinaz B

PLP-A : Prolaktin Benzeri Protein- A

Prp : Proliferin iliskili protein

PTEN : Phosphatase and Tensin homolog deleted on chromosome Ten
Rb : Retinablastoma

RTK : Reseptor Tirozin Kinaz

SGA : Gebelik yasma gore kiigiik

SHIP : Src-homology 2-containing inositol 5' phosphatase
SOS : Son of Sevenless

STZ : Streptozotocin
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TE : Trofoektoderm

uPA : Urokinaz tip Plazminojen Aktivator
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GIRIS

1.1. Hipotezin Temeli ve Amac

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

Plasenta hakkinda giliniimiizde bilinenlerin ¢ogu plasentanin morfolojisi ve
genel fonksiyonlar1 ile ilgili olup diyabet, preeklampsi ve biiyiime geriligi gibi klinik
tablolar gdsteren hastalarin plasental gelisimi hakkinda bilgiler siirlidir (3).

Insan plasentasinin gelisiminin temeli, trofoblast olarak isimlendirilen epitel
hiicrelerinin proliferasyonu ve diferansiyasyonuna dayanmaktadir (4). Trofoblast
hiicrelerinin ¢ogalarak anne kani ile temas eden sinsisyotrofoblast hiicrelerine veya
plasentayr uterus duvarma demirleyen ekstravilloz sitotrofoblastlara nasil
farklandiklar1 halen tam olarak bilinmemektedir (3). Diger taraftan maternal
hiperglisemi veya maternal hipoglisemi kosullarinda plasental hiicrelerdeki
proliferasyon mekanizmasmi diizenleyen proteinler hakkinda bilinenler oldukca
sinirhidir. Plasental gelisim olaymin temelinde plasental hiicrelerin proliferasyonu
bulunmaktadir. Proliferasyon ve buna bagli olarak plasental gelisim bir ¢ok sinyal
yolaginin  degisik asamalarinda rol alan proteinlerin aktivasyon veya
inaktivasyonlarinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir (5).

Plasental villiis en dista sinsisyotrofoblast, sinsisyotrofoblasta komsu olan
sitotrofoblast, villiis stromalar hiicreler ve fetal endotel hiicrelerinden olusur.
Plasental villiis yapisi, anne kani igerisinde serbestge yiizer ve anne kanindan fetiisiin
ihtiyact olan maddeleri plasental transport araciligiyla fetiise tasir. Plasental
villusdaki kok hiicreler olan sitotrofoblastlar, ¢ok niikleuslu sinsisyotrofoblastlara
farklanirlar. Sinsisyotrofoblastlar esas olarak plasental transport olayinda rol alirken
sitotrofoblastlar plasental gelisimin 6nemli bir kismmi olusturan proliferasyon
olayinda rol almaktadirlar (3).

Sicanlarda olgun plasentada gozlenen temel tabakalar distan ice dogru
desidual hiicre tabakasi, dev hiicre tabakasi, baglant1 zonu ve labirint tabakadir.
Baglant1 zonu, spongiotrofoblast hiicrelerinden olusan ve labirint zonunu uterusa
baglayan tabakadir. Uterinal duvari ve maternal kan damarlarini invade eden ve
cesitli hormon ve faktorlerin sentezini yapan hiicrelerden olugmaktadir. Plasentanin
en i¢ tabakasi olan labirint tabaka, yogun olarak dallanmis villuslar araciligiyla
materno-fetal degisimin gergeklestigi tabakadir. Maternal kan ile etkilesim halinde
bulunan villuslarin en dis yiizeyi trofobast hiicreleri, i¢ kisimlari ise stromal hiicreler
ve fetal kan damarlarindan olusmaktadir. Insan ve sigan plasentalar1 arasinda



fakliliklar olsa da yapisal ve gelisimsel olarak olduk¢a biiyiik benzerlikler
gostermektedir. Bu nedenle sican plasentasi plasental gelisim caligmalarinda sikca
kullanilan bir modeldir (6).

Plasental ve fetal gelisim {lizerinde maternal ¢evrenin oldukga biiyiik etkisi
vardir. Plasental gelisimdeki aksakliklar nedeniyle insanlarda diisiik, preeklempsi ve
fetliste biiylime geriligi olusmaktadir (7).

Diyabetik gebelikler hem anne hem de fetiis i¢cin olas1 riskler tagimaktadir.
Diyabetik bir anneden dogan bebeklerin obezite ve diyabete yatkinlik riskleri
yiiksektir. Gliniimiizde diyabetik gebeliklerde goriilen mortalite oranlari normal
gebeliklerdeki mortalite oranlarmma yaklasmistir ancak hala genel popiilasyondan
yiiksektir. Bununla birlikte diyabetik gebelikler, konjenital malformasyon, fetal
makrozomi, respiratuar distress sendromu nedeniyle prematiire dogum, yenidoganda
sarilik, hipoglisemi ve polisistemi goriilmesi ile karakterizedir (8).

Streptozotosin (STZ) enjekte edilmis diyabetik sicanlarin termdeki plasental
agirlig1 kontrol hayvanlarma gore daha yiiksektir (9). Diyabetik plasentalarda labirint
zondaki trofoblast hiicrelerinin dejenerasyonu gibi ultrastriiktiirel degisiklikler
hamileligin 20. giiniinde rapor edilmistir (10, 11). Buna zit olarak gebeligin 14 ve 16.
giinlerindeki diyabetik sicanlarin plasentalarinin agirh@ ve niikleik asit igerigi
istatistiksel olarak onemli derecede daha diisiiktiir. 18. giinden sonra plasenta agirligi
ve niikleik asit icerigi kontrol siganlarindan daha yiiksektir (12).

IUGR (uterus i¢1 biiylime geriligi); perinatal morbidite ve néronal gelisimde
aksakliklar ile yetiskinlerde diyabet ve kardiyovaskiiler hastaliklarla iligkili 6nemli
bir klinik problemdir. Bu problemin ¢6ziimii i¢in yontemler gelistirilemedigi gibi
altinda yatan patofizyolojik mekanizmalar da heniiz tam olarak anlasilabilmis
degildir (13).

Erken dogum riski olan gebeliklerde genel bir uygulama olarak anneye
sentetik  glukokortikoidler —uygulanmaktadir. Fetiisiin  artan  glukokortikoid
seviyelerine maruz kalmasi [UGR’a neden olmaktadir. Deksametazon enjekte edilen
sicanlarda plasental ve fetal agirliklarda azalma goriilmektedir (14).

Gebelik doneminde embriyo ve fetlisiin gelismesinde, Ozellikle hiicresel
proliferasyon, hiicresel maturasyon, diferansiyasyon, glikoz transportu ve glikojen
sentez olaylarinda Akt ve ERKI1/2 proteinlerin olduk¢ca 6nemli oldugu ileri
stiriilmektedir (15),(16).

Akt, PI3K sinyal yolu ile etkilerini gosterirken ERK1/2 bagka bir sinyal yolu
aracilifiyla etkisini gostermektedir. Her iki yolak sonucunda bu proteinlerin
aktivasyonuna bagli olarak hiicrelerinin proliferasyonu ve apoptozun Onlenmesi
saglanmaktadir (17). Diger taraftan bu proteinlerin diyabet ve biiyiime geriligi
olusturulmus olan hayvanlarin plasental gelisiminde etkisi giiniimiizde hala
bilinmemektedir.



Bu calismada normal, diyabetik ve biiyiime gerili§i olusturulmus sican
plasentalarinda, hiicre i¢i sinyal iletim yolaklarimdan Akt ve ERK1/2 proteinlerinin
plasental gelisimdeki lokalizasyonlari, protein miktarlar1 ve fosforilasyonlarina gore
plasental gelisimi ne sekilde etkilediklerinin ortaya ¢ikarilmasi amag¢lanmistir.



GENEL BiLGILER

2.1. Plasenta

Plasenta, metabolik ve endokrin aktiviteleri heniiz tam anlamiyla
aciklanamamis kompleks bir organ olup dmrii sinirhidir. Fetiislin yasami ve gelisimi
icin vazgecilmez fonksiyonlara sahiptir. Cesitli hormonlar1 sentezlemenin yani sira,
maternal besin ve oksijenin fetiise ulasmasindan ayrica fetal metabolik atiklarin
maternal dolasima verilmesinden sorumludur. Fetiisle anne arasindaki etkilesimler,
ozellesmis feto-maternal ylizeyin gelisimi ile miimkiin hale gelir. Bu yiizeyin
gelisimi plasentasyonun bir pargasidir. Plasentasyon, plasentanin olusumu ve
gelisiminin yanisira organit desteklemek tizere iliskili maternal dokularin anatomik
modifikasyonlarin1 da igerir. Plasenta ayrica, fetiisii korucu bir bariyer olarak
fonksiyon goriir. Fetiis, zararli kimyasallardan ve immunolojik redden plasentanin
varligiyla korunur. Plasenta sadece mekanik bir bariyer ya da pasif bir transport
organi degildir; iki yonlii transfer siirecini kontrol eder. Fetiise ulastirilacak olan
besinleri modifiye eder ve kendi aktivitelerini desteklemek icin kendi enerji
metabolizmasma sahiptir (18). Plasenta, fetiisiin saglikli gelisimi i¢in maternal
metabolizmay1 etkileyerek hormonlarin sentezini gergeklestirir (19-23).

2.2. Plasenta Tipleri

Plasenta, tiirler arasinda farkliliklar gosterebilir. Plasental yapilari
siniflandirmada kullanilan temel kriterlerden biri villus organizasyonudur (24).
Villus yapilar1 kotiledon, diffiiz, diskoidal ya da kusak seklinde diizenlenebilir.
Koyun ve inek gibi gevis getiren memelilerde bulunan kotiledonar plasentada
(placenta multiplex) villus yapilar1 topluluk seklindedir (Sekil 2.2.1a, Sekil 2.2.2a).
Bu plasenta tipinde endometriyuma bir¢cok ayr1 bdlge seklinde baglanmis olan
plasental kotiledonlar mevcuttur. Insanlarda su ana kadar bu tip plasenta
goriilmemistir. Domuz, at ve balina gibi tiirlerde goriilen diffiiz plasentada ise
(placenta membranacea) koryonik villi tiim fetal kese iizerinde dagilim gosterir
(Sekil 2.2.1b, Sekil 2.2.2b). Insanlarda bu plasenta tipi ¢ok nadiren goriilebilir.
Kemirgenlerde, maymunlarda ve insanlarda diskoidal plasenta goriiliir. Bu plasenta
tipinde villus yapilar1 disk benzeri sekilde organize olmuslardir (Sekil 2.2.1c, Sekil
2.2.2¢). Baz1 primatlarda, villuslarin iki disk benzeri sekilde topluluklar olusturmasi
ile bidiskoidal plasenta goriiliir. Kopek ve kedi gibi diger bazi tiirlerde kusak plasenta
(placenta annularis) goriilir (Sekil 2.2.1d, Sekil 2.2.2d). Plasental tutunma tiim
konseptusu saracak sekilde ekvatoryal sirkiiler bir band iizerinde gerceklesir.
Insanlarda gériilme insidans1 %0,1’den azdir (3, 25, 26).



Kotiledonar plasenta Diffuz plasenta Diskoidal plasenta Kusak plasenta

Sekil 2.2.1a-d Villus organizasyonuna gore plasenta tiplerinin sematize goriintiisii (3).

Sekil 2.2.2a-d Villus organizasyonuna gore plasenta tiplerinin canli 6rnekleri a: kotiledonar
plasenta b: diffiiz plasenta c: diskoidal plasenta d: kusak plasenta (27)

Plasenta, morfolojik goriiniimiin yani sira, villuslar1 gevreleyen trofoblast
hiicre tabakas1 ve trofoblastlarin dogrudan temasta oldugu maternal hiicre ¢esidine
(24), bir diger ifade ile maternal ve fetal dolasimlar1 birbirinden ayiran materno-fetal/
plasental bariyeri olusturan hiicrelere gore de bir siniflandirmaya tabi tutulabilir (3).

Koyun, keci ve inek gibi gevis getiren memeliler, domuzlar ve atlarda
endometriyum blastosist tarafindan invaze olmaz; biitlinliiglinii korur, bu nedenle de
trofoblast hiicreleri uterus epiteli ile direkt iliskide goriiliir. Bu tip plasenta, epiteliyo-
koryal tip plasenta olup maternal ve fetal kan arasinda alt1 hiicre tabakasi yer alir
(Sekil 2.2.3a). Bu yiizden bu tip plasentada fetal ve maternal dokular birbirinden



izoledir. Bu durum hem immiinolojik problemleri hem de fetal hiicrelerin maternal
organizmaya ge¢isini azaltir (24).

Et¢il memelilerde bulunan endoteliyokoryal plasentada, blastosist uterus
epitelini ve endometriyumu asindirir. Sonugta fetal ve maternal endotel hiicreleri
sadece trofoblast hiicreleri ile birbirinden ayrilir (Sekil 2.2.3b). Bu tip plasentalar bir
ya da iki trofoblast hiicre tabakasi bulunmasina gore endoteliyomonokoryal ya da
endoteliyodikoryal olarak tanimlanabilir. Sadece uternal epitelin invade edildigi
sindesmokoryal plasenta, Grosser simiflandirmasina gore epitelyokoryal plasentanin
bir tiirii olarak tanimlanmistir (26).

Kemirgenlerde, primatlarlarda ve insanlarda goriilen hemokoryal tip
plasentalarda; maternal kan trofoblast yilizeyiyle direkt temas halindedir (Sekil 2.2.3c).
Bu plasentalar, plasentadaki trofoblast hiicrelerinin tabaka sayisina bagli olarak
hemomono, hemodi yada hemotrikoryal olarak smiflandirilirlar (3, 28). Insan
plasentasinda tek bir sinsisyotrofoblast tabakasi olup bu yiizden de hemomonokoryal
olarak smiflandirilirken, kemirgen plasentasinda trofoblast hiicre sayis1 li¢’e ¢ikip
hemotrikoryal plasenta olarak isimlendirilir (Sekil 2.2.4.) (29). Boyd ve Hamilton
(1970) insan plasentasimi ilk trimesterde hemodikoryal, termde hemomonokoryal
olarak siniflandirmislardir (30). Hemokoryal plasenta tipinde, O,-CO, degisimi i¢in
maternal kan ile trofoblast arasinda direkt iligki vardir. Hemokoryal plasentanin
belirgin avantajlar1 olmasma ragmen dezavantajlari da bulunur. Bu dezavantajlar;
dogum esnasnda asir1 kanama olmasi yada eritroblastozis fetalis gibi fetiise ait kan
hiicrelerinin maternal dolasima gecisi seklinde siralanabilir (31-33).

Sekil 2.2.3a-¢c  Plasental bariyeri olusturan hiicrelere gore plasental siiflandirma a: Epitelyokoryal
pasenta (1: Fetal endotel 2: Ekstraembriyonik mezoderm 3: Sitotrofoblast 4:
Uterus Epiteli 5: Maternal endotel 6: Endometriyum) b: Endotelyokoryal plasenta
(1: Fetal endotel 2: Ekstraembriyonik mezoderm 3: Sitotrofoblast 4: Maternal
endotel 5: Endometriyum) c¢: Hemokoryal plasenta (1: Intervilloz bosluk 2:
Sinsisyotrofoblast 3: Fetal kapiller 4: Ekstraembriyonik mezoderm 5: Sitotrofoblast
6: Hofbauer hiicreleri) (27)
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Sekil 2.2.4. Plasental bariyeri olusturan hiicrelere gore insan ve sigan plasentalarinin
kargilastirilmasi (29, 34).

Bir diger siniflandirma ise koryonik yiizeyde goriilen maternofetal inter-
dijitasyonlara gore yapilabilir. Interdijitasyonlarin tiiriine gdre plasenta; katlantili,
lameller, villoz, trabekiiler ve labrint tipte olabilir. Domuzlarda ve bazi primatlarda
gortilen katlantili tip plasentada en basit tiirde interdijitasyonlar goriiliir. Dallanma
zayiftir, koryonun bombe benzeri katlantilar1 gozlenir (Sekil 2.2.5a).

Et¢il memelilerde daha kompleks bir olusum olan lameller tipte plasenta
goriiliir. Koryonik uzantilara ait dallanmalar artmistir ve lameller seklinde parelel
olarak diizenlenmistir (Sekil 2.2.5b).

Lameller tip ve villoz tip plasenta arasinda bir gecis tipi olarak trabekiiler
plasenta mevcuttur. Bu plasenta bazi maymun tiirlerinde goriiliir. Yaprak benzeri
katlantilar ve bu katlantilarin u¢ kisimlarinda parmak seklinde uzantilarilar ile
karakterizedir (Sekil 2.2.5¢).

Insana yakin tiir primatlarda ve insanlarda, materno—fetal degisim yiizeyinin
daha da arttig1 agac¢ benzeri dallanmalarin goriildiigii villoz tipte plasenta mevcuttur.
Villuslar, endometriyal kriptalar i¢cinde yerlesir ve maternal kan ile dogrudan temas
halindedir (Sekil 2.2.5d) (3).

En genel ve en etkili interdijitasyonlar labrint tip plasentalarda goriiliir (Sekil
2.2.5e). Giintimiize kadar diskoidal ve bidiskoidal tip plasentalarda tanimlanmistir.
Kemirgenlerde, yarasalarda ve bazi maymun tiirlerinde gériiliir. Insan ve kemirgen
plasentalarinin karsilastirilmasi Tablo 2.2.’de verilmistir.
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Maternofetal interdijitasyonlara gore plasental siniflandirma (3)

Tablo 2.2. Insan ve kemirgen plasentalarinin karsilastiriimast (3, 5)

Gebelik | Yavru | Plasental Fetomaternal | Plasental Fetomaternal | Neonatal

stiresi sayisi | yapi Inter- bariyer kan akimi /

(glin) dijitasyon plasental
agirlik
orani

Insan | 270 1 Diskoidal Villoz Hemomono- | Multivilloz 6:1
koryal

Fare 19 4-8 Diskoidal Labrint Hemotri- Z1t akim 10:1
koryal

Sigan | 21 6-9 Diskoidal Labrint Hemotri- Z1t akim 10:1
koryal

2.3. Insan Plasentasimin Gelisimi ve Yapisi

2.3.1. Prelakiinar evre

Postkoitum 8. giine kadar gecen evredir. Fertilizasyondan sonra zigot
blastosist evresine ulastiginda 107 ila 256 hiicreye sahiptir. Blastosistin dis ylizeyini
saran trofoblast hiicreleri plasentaya kaynaklik ederken, embriyo, i¢ hiicre kitlesinden
(embriyoblast) gelisir. iImplantasyonun ardindan trofoblastik hiicreler ¢ogalarak iki
hiicre tabakasimi olustururlar ve endometriyuma invaze olmaya devam ederler. Igteki
hiicre tabakas1 sitotrofoblastlar, distaki hiicre tabakasi ise sinsisyotrofoblastlardir.
Sinsisyotrofoblast, sitotrofoblastik hiicrelerin flizyonu ile olusur ve maternal doku ile
temas halindendir. Sitotrofoblast hiicrelerinin ¢ogalmaya devam etmesi ile olusan




sinsisyal kiitle implantasyon alaninda dallanmalar olusturur. Parmaksi uzantilari
endometriyuma invaze olur ve endometriyum ile interdijitasyonlar yapar (3, 35).

2.3.2. Lakiinar evre

Postkoitum 8 ila 13. giinler arasindaki evredir. 8. giinde sinsisyotrofoblast
icerisinde kiiciik vakuoller belirir. Vakuoller biiyliylip genisleyerek lakiinalar1 ve
lakiina sistemini olustururur (Sekil 2.3.1). Lakiinalar birbirinden sinsisyotrofoblast
trabekiilleri ile ayrilirlar. Sinsisyotrofoblast ve lakiina sistemi tiim blastosist yiizeyini
cevreler. 12. giinde blastosisit tamamen implante olmustur. Sitotrofoblast hiicreleri,
sinsisyal trabekiiller i¢ine uzanir ve 13. giinde trofoblastik kabuga ulasir.

Implantasyon alanindaki trofoblastik ¢ogalma ve sinsisyal fiizyon ile
buradaki trofoblast tabakas1 daha kalin hale gelir. Bu alan daha sonra plasental disk
yapisini alacaktir. Blastosisti ¢evreleyen trofoblastik yapi1 atrofiye ugrayarak koryon
leve (diiz koryon) adin1 alir. Lakiinar olusum, blastosisti ¢evreleyen trofoblastik yap1
iic tabakaya ayirir: primer koryonik plak, trabekiiller ile birlikte lakiinar sistem ve
trofoblastik kabuk (3, 35).

a) Primer Kkoryonik plak:

Primer koryonik plak, sinsisyotrofoblast ile c¢evrelenen sitotrofoblastlardan
olusur. Postkoitum 14. giinde ekstraembriyonik mezoderm, blastosist kavitesinin ve
sitotrofoblast hiicre tabakasininin i¢ yiizeyine yayilir. Boylelikle mezoderm,
sitotrofoblast ve sinsiyotrofoblasttan olusan ii¢ tabakali koryonik plak sekillenir.
Ayni1 anda trabekiillerden ilk villus dallanmalarmin olustugu goézlenir. Bu nedenle
trabekiilalara kok villusler denir. Lakiinar sistem, intervilléz bosluga doniisiir.

b) Lakiinar sistem:

12. gilin civart trabekiilalar, primer koryonik plagin sitotrofoblastik
hiicrelerince invade edilirler. Maternal yilizeyde, trofoblastik kabugu olusturmak
iizere trabekiiller birlesir. Implantasyonun erken evrelerinde maternal dokularmn
erozyonu gerceklesir. Ardindan, trofoblastlarda proliferasyon ve migrasyon goriiliir
ki bu durum emdometriyumun derinlemesine ve miyometriyumun yiizeysel olarak
invazyonu ile sonuglanir. Trofoblastik kabuktan koken alan c¢ok c¢ekirdekli ve tek
cekirdekli ekstravilloz trofoblastlar ile bu invazyon gergeklesir. Bu arada
endometriyal stromal hiicreler, kendilerini erode eden trofoblastlarin mekanik ve
hormonal etkileri nedeniyle desidual hiicrelere doniisiirler. 12. giinde invade eden
trofoblastlar endometriyal damar duvarlarmin biitiinliiglinii bozarlar ve ekstravilloz
trofoblastlar, kapiller endoteli erode ederek kapiller duvari yerini alirlar.

¢) Trofoblastik kabuk:

12. giin civarinda trabekiillerin genislemesi, sitotrofoblastlarn trabekiillerin
icine girmesiyle gerceklesir. Trabekiillerin distal uglar1 birlesir ve trofoblast
tabakasmin dis ylizeyini yani trofoblastik kabugu olusturur. Baslangigta bu yap1
sinsisyotrofoblastik bir yapidir ancak 12-15. giinde sitotrofoblastlarin trofoblastik
kabuga ulagmasi ile heterojen bir yap1 olusur. Sinsisyotrofoblast lakiinay1 ¢evreler
(39).



-7 /3 '1?—:}\;@
b: d7-8

d: d12-15

Sekil 2.3. Erken plasental gelisimin sematize edilmis sekli a,b: Prelakiiner evreler c: Lakiiner
evre d: Lakiiner evreden villoz evreye gecis e: Sekonder villus evresi f: Tersiyer
villus evresi . Maternal dokular kirmizi, fetal dokular mavi, Fibrin icerikli maternal
ve fetal dokular mor renktedir. (E: Endometriyal epitel, EB: Embriyoblast; CT:
Sitotrofoblast, ST: Sinsisyotrofoblast, EM: Ekstraembriyonik mezoderm, CP:
Primer Koryonik Plak , T: Trabekiila ve primer villus L: Lakiina, TS: Trofoblastik
Kabuk , EV: Endometriyal damar, D: Desidua, RF: Rohr fibrinoidi, NF: Nitabuch
/uteroplasental fibrinoid, G: Trofoblastik dev hiicre EVT: Ekstravilloz sitotrofoblast,
BP: bazal plak , PB: Plasental yatak J:Baglanti zonu, M: Miyometriyum) (3).

2.3.3. Erken Villus Evreleri

Postkoitum 13 ila 28. giinler arasindaki evreyi kapsar (Sekil 2.3.1). Erken
villus evresinde sitotrofoblastlar trabekiilalar1 invade ederler ve lakiinalara dogru
trofoblastik filizlenmeler olusur. Bu yapilar primer villuslardir. Primer villus dista
sinsisyotrofoblast icte sitotrofoblastik hiicrelerden olusur. Varliklar1 plasentasyonun
villoz evrelerinin basladigini isaret eder. Proliferasyon ve dallanma ile birlikte
primitif villus agaclar1 olusur. Trofoblastik kabuk ile temasta bulunan villuslar
demirleyici villus (anchoring villi) adin1 alir.

Primer koryonik plagin mezodermal tabakasindan koken alan hiicreler villus

yapilarinda geliserek sekonder villus yapisini olustururlar. Sekonder villus dista
sinsisyotrofoblast, icte sitotrofoblast ve bag doku tabakalarindan olusur. Mezoderm
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periferal olarak villoz uglara ilerler ancak trofoblastik kabuga tam anlamiyla
ulasamaz. Demirleyici villuslarda olusan sitotrofoblast hiicre yigmlar1 hiicre
kolonlar1 admi alir ve ekstravilloz trofoblast hiicrelerine kdken olusturur. Serbest

olan villus uc¢lar1t mezoderm igermez ve bu villuslar trofoblastik hiicre adaciklar1
haline gelir (3, 35).

Villuslarda ilk fetal kapillerler 18-20. glinler arasinda goriiliirler. Fetal endotel
hiicreleri mezodermden farklanan hemanjiyoblastik hiicrelerden koken alirlar. Villoz
stromada fetal kapillerlerin goriilmesi tersiyer villuslarin olusumunu isaret eder.
Yeterli kapiller olusumu saglandiginda, 5. haftanin basinda fetoplasental dolagim
baslar. Fetoplasental dolagim basladiktan hemen sonra fetal ve maternal kan
arasinda yakin temas kurulur. Iki dolagim sistemi plasental bariyer ile daima
birbirinden ayrilir. Plasental bariyer su tabakalardan olusur:

1. Sinsisyotrofoblast

2. Sitotrofoblast

3. Sitotrofoblastik bazal lamina
4. Bag doku

5. Fetal endotel bazal laminasi
6. Fetal endotel (3)

2.3.4. Desidua

Déllenme ile birlikte, progesteronun etkisi altinda endometriyum sekresyon
faz1 ile gebelige hazirlanir. Endometriyal dongiiniin 23. giiniinde desidualizasyon
isaretleri belirgin hale gelir. Ancak desidualizasyonun bagladigi giinii tam olarak
soylemek zordur.

Endometriyumda, implantasyon ve gebelik fizyolojisine yanit olarak
meydana gelen degisikliklere desidualizasyon denir. Desidualizasyon endometriyal
stromal hiicrelerin genislemesi, adeta epiteloid yap1 kazanmasi ile karakterizedir.
Hiicreler yuvarlak yada poligonal goriiniigliidiir. Hiicre smirlar1 belirgindir. Gebelik
ilerledik¢e hiicre nukleuslar1 endomitoza giderek poliploid hale gelir. Baslangista
genisleyen desidual bezler daha sonra atrofiye gider. Implantasyon bolgesi ile
iligkisine gore desidua {i¢ tabaka halinde isimlendirilir (3, 35, 36).

a) Desidua Bazalis: Implantasyon bdlgesinde, plasentanin anneye ait bazal plak
boliimiinii olusturur. Koryon frondozum iizerindeki bolim lipid ve glikojenden
zengin ir1 desidual hiicrelerden meydana gelmis siki bir tabakadir. Bezler ve kan
damarlarindan zengindir.

b) Desidua Kapsiilaris: Embriyoyu kusatan, embriyonun uterus bosluguna bakan
(abembriyonik kutup iizerindeki) desiduanmn yiizeyel tabakasidir. Iginde kan
damarlar1 ve tek tek bezler vardir. Amniyon kesesi ve koryonun giderek biiylimesi ile
atrofik hale gelir ve 3. ayda kalinlig1 1 mm’ye kadar iner.

c¢) Desidua Pariyetalis (desidua vera): Implantasyon bolgesi haricinde geriye kalan

desidua tabakasidir. Baslangicta tipik gebelik mukozasi goriiniimiinde olup 4. aya
kadar 1 cm kalinliga erisir.
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Desidua kapsiilaris ve desidua pariyetalis 3. ayin sonuna kadar birbirlerinden
uterus boslugunun dar bir yarigi ile ayrilir. Fakat fetal biiylimenin artis1 sonucu
birbirleriyle temas ederek yapisirlar ve uterus boslugu ortadan kalkar. Desidua
kapsiilaris gebeligin son 3 aymnda tamamen ortadan kalkar. Boylece amniyon ve
koryonun kaynasmasi ile birlikte koryoamniyotik zar olusur. Bu da, dogumda
plasenta ile birlikte atilir (3, 36).

2.3.5. Koryonik Plak (Koryon Plagy)

a) Gelisimi:

Primer koryonik plak, postkoitum 8. giinde sinsisyotrofoblast ve sitotro-
foblasttan ibarettir. Lakiinar sistemi, blastosist kavitesinden ayrir. 9. giinden sonra
blastosist kavitesinin yiizeyi mezoderm ile sarilmaya basladiginda primer koryonik
plak ii¢ tabakali hale gelir. 3. hafta boyunca ekstraembriyonik mezoderm igerisinde
ekzosolomik kavite olusur. Ekstraembriyonik mezoderm koryonik mezoderm haline
gelir. Koryonik plaga dogru, sinsisyotrofoblastik tabaka fibrinoid ile yer
degistirmistir. Bu fibrinoid birikimlerine Langhans’ fibrinoidi denir. Intervilloz
bosluga dogru, koryonik plak fibrin ile ¢gevrelenmistir.

Gebeligin 2. aymda fetal kan damarlar1 koryonik plak ile temas kurar ve kok
villuslara dahil olur. Bu damarlar umblikal kord ile koryonik plagin temasimni
saglarlar. 17. haftada amniyon zarinin koryonik plaga temas: ile olgun koryonik plak
olusur.

b) Term yapisi:

Termde koryonik plagm ayirt edilen tabakalar1 sunlardir. Amniyotik epitel ve
amniyotik mezodermi igeren amniyon, koryon ve amniyonu ayiran siingersi tabaka,
koryonik mezoderm, ekstravilloz trofoblastlar ve Langhans’ fibrinoidi (3, 35, 36).

2.3.6. Bazal Plak

a) Gelisimi:

Bazal plak, intervilloz boslugun maternal yiizii olarak tanimlanir. Maternal ve
fetal dokularm en yakin ve en Onemli temas zonudur. Olgun bazal plak c¢esitli
bilesenlerden olusur. Bunlar; ekstravilloz trofoblastlar, desidua, fibrinoid, dejenere
olan villuslarin kalintilar1 ve maternal damarlardir. Bazal plagin dnciisii, trofoblastik
kabuktur. Implantasyon siirecinde trofoblastik  kabuk, sitotrofoblast ve
sinsisyotrofoblasttan olusur. Desiduanin derinlerine kadar invazyon ilerler;
trofoblastik kabuk ile endometriyumu aywran keskin smir ortadan kalkar ve
trofoblastik kabuk post-koitum 22. giinden itibaren bazal plak olarak anilmaya baglar.
Bu terim, intervilloz aralia bakan maternal dokular ile buna yapisik tim diger
maternal ve fetal hiicreleri kapsar.

Bazal plak kalinlik olarak biiylimenin yani swra lateral olarak da genisler.
Bazal plagin lateral olarak genislemesine uterinal duvar eslik etmedigi i¢in bu
alanlarda uterus duvari ilizerinde bazal plak katlantilar1 olusur. Bazal plak yapilari
intervilloz araliga ¢ekilir; boylece plasental septalar gelisir.
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b) Term yapisi:

Olgun bazal plagin kalinligr 100um’den 1,5 mm’ye kadar degisebilir. Bazal
plagin erken donemlerinde olusan bir¢cok yapisal tabaka term bazal plak yapisinda
bulunmaz. Bulunan yapilar sunlardir:

I. Sinsisyotrofoblast tabaka:

Bazal plagin intervilloz araliga bakan i¢ ylizeyi, sinsisyotrofoblastik yapmin
izlerini taswr. Biiyilk Olglide dejenere olmus sinsisyal yamalar gozlenir. 1965°te
Wanner tarafindan ayni1 alanda maternal endotel bulundugu bildirilmistir (3).

I1. Rohr’un fibrinoid tabakasi:
Sinsisyotrofoblast ve maternal endotelin yer almadigi alanlarda Rohr’un
fibrinoid tabakas1 bazal plagin ylizeyini kaplar. Diizensiz ve kesintili bir yapidir.

I11. Ekstravilloz trofoblast tabaka (heterojen doku tabakasi):

Kalmhigi 50 pm’den 1 mm’ye kadar degisebilir. Ekstravilloz trofoblast,
fibrinoid, bag doku, demirleyici villus kalintilar1 ve desidual hiicreler igerir. Bag
dokunun ¢ogunlugu maternal orjinlidir. Burada maternal bag dokusu bulundugundan,
desidualizasyon goriilebilir. Bazen fetal orijinli hiicrelere de rastlanilir. Desidual
hiicreler ve sitotrofoblastlar bir arada bulunsa da bu hiicreler birbirleri ile dogrudan
temas kurmazlar. Fibriler ag ve/ veya fibrin ile birbirlerinden ayrilmislardir.

IV. Nitabuch’un fibrinoid tabakasi:

Uteroplasental fibrinoid olarak da adlandirilir. Ag seklinde yada lamellar
yapidadir. Fibrin ve fibrinoid igerir. 20pm’den 100pum’yi asan kalinliklara ulasabilir.
Stiperfisiyal trofoblastik hiicreler ve desidual hiicreleri birbirinden ayirir. Dolayisiyla
ger¢cek maternofetal sinir1 bu tabaka olusturur.

V. Ayrilma zonu:

Plasentanin plasental yataktan ayrilmasi genellikle Nitabuch hatt1 boyunca
olmaz, daha derinden olur. Bu nedenle bazal plagin tabanina baz1 dokular eklenir ve
bazal plagin dip tabakasini olustururlar. Bu tabakayi olusturan hiicrelerin ¢ogunlugu
desidual hiicrelerdir. Bununla birlikte endometriyumun stromal diger elemanlar1 da
yer alir. Dev hiicreler de goriilebilir.

Plasental kismin derinlerde bulunan, uterus icinde kalan ve dogumdan sonra
uzaklasan tabakalari, maternal ve plasental dokularin karisimima benzemektedir. Bu
nedenle plasental yatak adini alir. Plasental yatak ve bazal plak aymrimini yapmak
miimkiin degildir; bu iki yap1 birlikte baglant1 zonunu olustururlar (3, 35, 36).

2.4. Term Plasentanin Yapisi

Implantasyonun tamamlanmasindan 7-8 giin sonra plasenta gelismeye baslar.
5. aya kadar insan plasentasi organizasyonu, fonksiyonu, bi¢imi ve biiyilikligi ile
tam bir olgunluga erisir. Bu durumunu gebeligin sonuna kadar korur. Term plasenta,
%90 oranda disk benzeri, yuvarlak yada oval bir organdir. Plasentanin ortalama c¢ap1
22cm, merkezi kismmin kalmhgt 2,5cm ve agirligi 470 gr’dir. 4. ayda plasenta
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yaklagik 100gr agirhgindadir ve olgun yapismi kazanmistir (Sekil 2.4). Term
plasentada iki ayr1 boliim vardir:

1: fetal kisim

2: maternal kisim

2.4.1. Fetal kisim

Koryon villuslarinin olusturdugu bu boliim fetiisa ait olup koryon
frondosumdan gelisir. Yapmin fetal yiizii amniyon epiteli ile, intervilloz bosluga
bakan ylizii ise sinsisyotrofoblast ve sitotrofoblast hiicrelerinin olugturdugu tabaka ile
ortiilidir.

Her koryon agacindaki kan dolagimi, bir arter ve bir venden olusan kapali bir
sistemdir. Anneden gelen temiz kan uterusun spiral arterleri ile bazal plaga girer.
Oldukga diizenli araliklarla intervilloz bosluklara agilan bu arterlerin liimenleri
acilma yerlerine dogru daralir. Temiz kan intervilloz bosluklara yiiksek basingla
dokiiliir ve koryon agacinda bulunan kii¢iik villuslara carpar, villustaki kan ileri
dogru itilir ve villuslarin diklesmesi saglanir (3).

Sekil 2.4. Insan term plasentanmn gériiniimii UC :Umblikal kord, A: Amniyon, CP:
Koryonik Plak , MZ: Marginal zon, CL: Koryon Leve, M: Miyometriyum,
IVS: Intervilloz Aralik, BP: Bazal Plak, PB: Plasental Yatak, S: Plasental
Septa, *: Hiicre Adaciklari (3)

2.4.2. Maternal Kisim

Anneye ait olan bu kisim, intervilloz bosluklari c¢evreleyen trofoblastlar,
plasental septumlar ve bazal plaktan (desidua bazalis) olusur. Plasental septalar,
fibrinoid ve cesitli hiicrelerden meydana gelmis, bazal plaktan intervilloz araliga
dogru uzanan, higbir zaman koryonik plaga ulagmayan ve plasental villus agacmni tam
bolmeyen diizensiz yapilardir. Plasental septalarin olusmasi, gelismenin 6-8.
haftalarindan itibaren belirir, gebelik yasina bagl olarak geligirler. Bazal plak
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biliylimesine uterus duvar1 uyum saglayamaz, bazal plak katlantilar yaparak septalar
olusturur.

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

2.5. Sican Plasentasi

Sicanlar kemirgen ailesinin bir iiyesidir. Rattus norvegicus (Norveg si¢ani)
tiirli sicanlarm agirliklart ortalama 250gr’dir Gebelik siiresi 21 giindiir. Yavru sayist
14’e ulasabilir, ortalama yavru sayist 7°dir (37) .

Sican ve farelerde plasental gelisim biiyiik benzerlikler gostermektedir. Bu
nedenle sican ve fare plasental gelisim siirecinde meydana gelen olaylarin ayni
oldugu diistiniilebilir. Sadece gebelik stireleri farklilik gosterir. Siganlarda gebelik 21
giin siirerken farelerde 19 giin stirmektedir (38).

2.5.1. Sican plasentasinin gelisimi

Fertilizasyondan sonra ilk bolinme 23-25 saat sonra gozlenir. 4 hiicreli
evreye 40-70 saat sonra gecilir. 8 hiicreli evreye ulagsmak 65-90 saat, blastosist
evresine ulagmak 80-110 (gelisimin 4. giinii) saat siirmektedir (39). 4. giiniin sonunda
blastosist trofoektoderm (TE) ve i¢ hiicre kitlesine (IHK) farklilagir. 5. giinde TE
tabakasi, trofoektoderm hiicrelerinin i¢ hiicre kitlesine komsuluk yapip
yapmamalarina gore 2 bolgeye ayrilir; mural ve polar trofoblastlar (Sekil 2.5.1.1.).
Polar trofoblastlar i¢ hiicre kitlesinin iizerinde yer alir, mural trofoblastlar ise
blastosolii gevreler. Blastosist zona pellusidadan kurtulur ve 5. giiniin sonunda uterus
liimeninin antimezometriyal bolgesine implante olur (40).

Sican plasentasyonunun erken sathalan
2 hiicreli satha 1-2.giin
FETR) Zona pellusida

Zona pellusida Morula sathasi 3.giin

.
‘&\ I¢ hiicre kitlesi Blastosist 4.gin
ey Trofoektoderm

Polar trofoektoderm

T Embrivonik ektoderm : g
k\ ,  Embriyonik endoderm Blastosist 5.gtin
-’

%, Mural trofoektoderm

Sekil 2.5.1.1. Sigan plasentasyonunun erken sahfalar (41).
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6. glinde blastosist biiylikliigli artar ve uzar. Bu esnada implantasyon
alanindaki epitelyal biiylime tlip benzeri yapi kazanir. Blastosist uterus epiteline
bircok noktada temas etmektedir. Implantasyon alanindaki stromal hiicrelerde
desidualizasyon goriiliir (39, 42).

Implantasyon sonrasi i¢ hiicre Kkitlesinin iizerindeki polar trofoblastlar
prolifere olmaya devam ederler. Prolifere olan polar trofoektoderm, IHK’ni
blastosolik kaviteye iterek gelisimin yumurta silindiri denilen sathasini olusturur. Bu
hiicreler apikal olarak gogeder, birbirlerinin iizerine yigilirlar ve Embriyonik 7-8.
(E7-8) glinlerde ekstraembriyonik ektoderm ve ektoplasental konu (EPK)
olustururlar (Sekil 2.5.1.2.).

EPK, sekonder trofoblast dev hiicreler1 ve daha sonra koryoallantoyik
plasentanin spongiotrofoblastin1 olustururlar. Sekonder trofoblast dev hiicreleri
konseptusu g¢evrelemek iizere go¢ ederler ve baglanti zonunun maternal yilizeyini
sinirlarlar (E8-9. giinler) (Sekil 2.5.1.2.) (39, 43, 44).

[HK igerisinde gelisen primitif endoderm hiicreleri, blastosél boslugunu
dosemek iizere mural trofoektodermin i¢ yiizeyi lizerine go¢ ederler ve pariyetal
endodermi olustururlar. Diger taraftan yumurta silindirinin tizerindeki primitif
endoderm hiicreleri visseral endodermi olusturur. Bu iki hiicre tipi morfolojik olarak
olduk¢a farklidir. Pariyetal endoderm hiicreleri kiigiik, ig sekilli hiicrelerdir. Bu
hiicreler ekstraseliiler matriks salgilayarak pariyetal yolk sac iizerinde aktif olarak
g0¢ ederler. Visseral endoderm hiicreleri ise yumurta silindirinin yiizeyi iizerinde
prizmatik bir epitel tabakasi olustururlar (38, 45).

Pariyetal endoderm, Reichert membrani denilen sadece kemirgenlerde goriilen
kollajen, laminin ve distroglikanca zengin kalin bir bazal membran tabakasi salgilar.
Reichert membrani, pariyetal endoderm hiicreleri ve trofoblast dev hiicreleri arasinda
homojen bir membran olarak fonksiyon goriir. Maternal/fetal yiizeyin biitlinliigliniin
saglanmas1t ve erken postimplantasyon periyodunda difiizyonal maternal kokenli
besinler i¢in karsilikli degisim tabakasimni olusturur. Trofoblast dev hiicreleri, Reichert
membran1 ve pariyetal endodermi igceren bu yapilar pariyetal yolk sac’t olusturur.
Pariyetal yolk sac plasental fonksiyon goren en erken yapidir. Postimplantasyon
evresindeki embriyoda pariyetal yolk sac uterus ile direkt olarak kontakt kuran
ekstraembriyonik membrandir. Gebeligin ge¢ donemlerinde trofoblast, pariyetal
endoderm ve iizerindeki maternal doku dejenere olur boylece visseral endoderm
uterus llimenine acik duruma gelir (46-50).

Gelisim 1ilerledikge, ekstraembriyonik ektoderm genisleyerek koryonik
epitelyumu olusturur. Embriyonun posterior kisminda mezodermden allantois gelisir
ve E9-10 giinde koryon ile temas kurar (43, 44, 51). Bu olay koryoallantoik temas
olarak adlandirilir. Labirint gelisiminde ilk adim koryoallantoik temastir. Bu
siiregteki hatalar, gebeligin ortalarinda goriilen embriyonik oliimlerin en genel
sebebidir (6, 34) (Sekil 2.5.1.2.).

16



Allantoik temastan saatler sonra koryonda katlantilar belirir. Bu katlantilar,
plasental damar aginin fetal kompartmanini olusturmak iizere allantoisten koken alan
feto-plasental kan damarlarinin olustugu alanlar1 isaret eder. Trofoblastlar, iliskili
olduklar1 kan damarlar1 ile birlikte yogun bir villoz dallanmaya giderek labirint
olarak adlandirilan sikica paketlenmis yapiy1 olusturur (34). Bu esnada koryonik
trofoblast hiicreleri iki labirint hiicre tipine farklanmaya baslar.

1. Multiniikleer sinsisyotrofoblast hiicreleri, fetal endotelyumu sarar.

2. Mononiikleer trofoblast hiicreleri maternal kan sintislerini ¢evreler (6).

Trofoblast

Trofoblast
dev Ektoplasental Mezotelyum dcr.?,o .
Polar hitcreler hucreler
trofoektoderm

Maternal
Pariyetal desidua

yolksac  spongiotrofoblast Trofoblast

Koryonik

@é ektoderm
g @@ g N\ @ €
| IEG o) Visseral 1 —-I—@—a—»ﬂln-v_r-r\
R yolk sac - —\J @@
Blastesel %@ @ -
Trofoektoderm v \ | /] . -
K8 / || | / / Labirint Urmblikal
Epibiast \\ /7L Embriyo lord
[ Trofoblast Ekstra-embrivonik s
[] Primitif endoderm el oderm Amniyon

Sekil 2.5.1.2. Sigan plasentasi gelisimi (34).

Labirint, gelisimi esnasinda spongiotrofoblastlarca da desteklenmistir.
Spongiotrofoblastlar; dev hiicreler ve labirint arasinda sinsisyal olmayan siki bir
katman olarak yer alir. Gen analizlerin sonuclarina gore spongiotrofoblastlar
ektoplasental kondan koken alirlar. Maternal kan, genis santral arteryal siniisler
araciligiyla spongiotrofoblastlar1 gecerler. Bu zonda, maternal endotelyal hiicreler
trofoblastlarca erode edilmislerdir. Maternal kan, labirint kompartmanin kiiciik ve
dolambacli bosluklarina ulasir ve fetal trofoblastik villi ile dogrudan temas kurar.
Fetal trofoblast maternal kan ile yikanir. iki kan sistemi arasinda degisim gerceklesir.
Fetal vaskiilatiir, gelismekte olan fetiise umblikal arter ve ven ile baghdir (34).

Plasenta maternal ve fetal cevreler arasinda basit degisimler yapmanin
otesinde pek c¢ok fonksiyon iistlenmistir. Trofoblast dev hiicreler ve
spongiotrofoblastlar cesitli hormonlar1 (6rn: plasental laktojen (52)) ve faktorleri
[6rn: Anjiyogenik faktorler; proliferin (53), VEGF(54, 55) ve doku yeniden
modellenme faktdrleri; UPA (Urokinaz tip plazminojen aktivator) ve MMP
(MatriksMetalloProteaz)’lar1 (56, 57)] salgilar. Dolayisiyla sigan plasentasi olduk¢a
ozellesmis bir organdir. Ayrica yapisina ve maternal fetal degisimdeki fonksiyonuna
katilan diger hiicrelerce de desteklenmektedir (34).

2.5.2. Erken Trofoblast gelisiminde sinyal iletimi

. Yapilan deneyler gdstermistir ki trofoblast; IHK ve ilerleyen asamalarda
[HK’nin farklandig1 yapilardan gelen cogalma ve farklanma ile ilgili sinyallere
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bagimhdir. I¢ hiicre kitlesinden uzak olan mural trofoektoderm hiicreleri
proliferasyon 6zelliklerini kaybederek terminal olarak sonlanmis bir hiicre tipi olan
dev hiicrelere farklanirlar (34).

IHK iizerindeki trofoektodermal hiicreler ve erken ekstra-embriyonik
ektoderm, trofoblast hiicre hatt1 i¢in kok hiicre havuzudur. K6k hiicre devamliligi
embriyodan gelen sinyallere bagimhidir. Hiicreler sinyal kaynagindan uzaklastik¢a
asamali olarak ektoplasental kon hiicrelerine ve trofoblast dev hiicrelerine
farklanirlar. IHK ve trofoblast hiicreleri arasindaki temel sinyal molekiilii trofoblast
gelisimini destekleyen Fibroblast biiylime faktorii (FGF)’diir. Erken trofoblast kok
hiicre devamliliginda ve farklanmasinda FGF’in yaninda farkli sinyal iletim yolaklar1
da yer almaktadir. Ostrojen iliskili reseptér (ERRP), oprhan niikleer hormon
reseptoriidiir ve CDx2 ve Eomes ile benzer ekspresyon paterni gosterir. Esrrb geni,
ErrP’yi kodlar ve Esrrb mutant farelerde trofoblast hiicre tabakasi gelismemis olup,
embriyo trofoblast dev hiicrelerle cevrilidir ve bunun sonucu olarak E9. giin
civarinda embriyonik Oliim gerceklesir. Daha erken giinlerde, ekstraembriyonik
ektoderm gelisimi mevcuttur ancak koryon olusumu gézlenmez (58, 59).

Labirint gelisimi, basit villuslarin olusumu ile baslar. Bu villuslar, koryon
trofoblast ylizeyinde olusan ve allantoik mezoderm kdkenli kan damarlar1 ile stromal
hiicreler iceren kivrilmalar, katlanmalardir. Bu olay siklikla koryonun vaskiiler
invazyonu olarak da isimlendirilse de, trofoblastik epitel sadece basit bir katilimei1
yap1 degildir. Villoz dallanma noktalarma da karar verebilir. Labirint gelisimi aktif
koryonik dallanma ile gerceklesir. Bu olay dallanma ile olusan akciger, bobrek gibi
diger organlarin olusumu ile analogtur. Koryonik plakta katlanmanin olacagi ve
allantoik mezodermin evajinasyonunun baglayacagi alanlar, Gmcl transkripsiyon
faktoriinii kodlayan genlerin ekspresyonu ile belirlenir. Gmcl koryon plaginda
merkezi bolgelerde/ odak alanlarinda allantois koryonla temas kurmadan once
eksprese olur (Sekil2.5.2.1.). Villoz agacin dallanmas1 esnasinda Gmcl ekspresyonu
uzayan dallarin u¢ kismi ile smirhdir. Bu alanlarda trofoblast hiicreleri uzayarak
birlesir ve sinsisyotrofoblast tabakasini olusturur. Gmcl mutant siganlarda
koryoallantoik dallanma ger¢eklesmez ve mutantlarn diiz koryon evresinde
kaldiklar1 gozlenmistir. Ayrica koryonik trofoblastlar sinsisyotrofoblastlara da
farklanamaz. Gmcl ekspresyonu, labirint villoz dallanmalar gostererek biiytidiigi
siirece devam eder (60-62).

Gmel  koryonik plak  ilizerinde, dallanmanin gerceklesecegi ve
sinsisyotrofoblastlarin farklanacagi noktalar1 allantoik temastan ve invazyondan 6nce
belirler. Gmcl ekspresyonu allantoik temastan 6nce baslasa da, devamliligi allantoik
tutunma ile saglanir (63).

Fgf sinyal iletiminin koryoallantoik dallanma i¢in 6nemli oldugu Fgfr2
mutant farelerdeki labirint defektleri ile gozlenmistir. Fgfr’ nin disinda diger biiyiime
faktorii reseptorlerinin  (Lifr, Egfr, Met..) mutasyonu da labirint defektleri
gostermektedir (64). Tiim bu reseptorler intrinsik ya da reseptor iliskili kinazlara
sahiptir. Bu kinazlarin aktiviteler1 ligand stimiilasyonu ile gerceklesir. Bu
reseptorlerin downstream efektorleri olan genel sinyal iletim yolaklarinin (Grb2,
Gabl, Sosl, Mekl) mutasyonunda da spesifik labirint defektleri gozlenmistir (65-
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67). Biyokimyasal deneylerle biliylime faktorlerinin c¢esitli hiicre i¢i sinyal iletim
yolaklarmi ¢alistirdig: belirlenmistir. Ancak farkl: sinyal iletim yolaklarinin biyolojik
etkilerinin 6nemi heniiz agikliga kavusmamistir (34).

Koryoallantoik Dallanmanmm  Keryoallantoik
fiizyon baglamas: dallanma
e T i
- p3Ba
whe
Koryon t
5051
Gab1/Grb2

¢ -~, Gcmi ”
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[ 1 1

Veam1 Hgf W2
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Sekil 2.5.2.  Koryoallantoik morfogenezin diizenlenmesi. Labirint olusumunun temel basamagi olan
koryoallantoik flizyonda rol oynayan bazi molekiiller goriillmektedir (34).

Embriyonik 6liim her ne kadar plasentanin yetersiz vaskiilarizasyonu nedeni
ile ortaya c¢ikiyor gibi goriinse de c¢ogu fenotipte primer defekt trofoblast
tabakasindadir. Trofoblast dallanmasi; iclerinde damarlarin biiyliyebilecegi,
gelisebilecegi bir cat1 sagladigi i¢in labirint vaskiilarizasyonunda olduk¢a 6nemlidir.
Cesitli sinyal iletim yolaklarinin reseptdr ve/veya sinyal proteinlerinin (Fgfr2, met,
Sosl, Mekl..) mezodermal/ vaskiilatiir alanda degil, trofoblast kompartmaninda
eksprese edildigi gosterilmistir (34).

2.6. Sicanda Olgun Plasenta Yapisi

Sicanlarda 12.giin civarinda plasenta artikk tamamen olusmus ve
fonksiyoneldir (Sekil 2.6.1). Gebeligin ikinci yarisinda gozlenen ve tamamen
olusmus olan bu plasentada hiicresel 6zelliklere bagli olarak embriyodan maternal
bolgelere dogru 4 kisim goriiliir (51, 68-70).

I-Labirint zon

2-Baglant1 zonu (Spongiotrofoblast)

3-Trofoblast dev hiicreleri

4-Desidua
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Maternal spiral arter — Mezometriyal tiggen

Distal spiral arter
Dev hiicreler

Desidua

Bagilanh zonu
Matemnal kanal
Labirint

Sekil 2.6.1. Siganlarda olgun plasentanin genel goriiniimii (71).

1-Labirint zon: Ekstraembriyonik ektodermden gelisir ve koryo-allantoik
tutunmadan sonra fonksiyonel halini alir. Bu katman koryo-allantoyik plasenta
bariyerini olusturan bolimdiir (51, 68). Maternal ve fetal kan dolasimlar1 arasinda
fizyolojik degisimin gerceklestigi alandir (Sekil 2.6.3.) Fetal yilizeyinde ekstraseliiler
matriks ile desteklenen trofoblast tabakasi (koryon plagi) yer almaktadir. Umblikal
kord icerdigi fetal arter ve venlerle koryon plagina dahil olur. Trofoblast hiicreleri
dallanmalar yaparak villuslar1 olustururlar. Koryonik villuslarin dis yiizeyi trofoblast
hiicrelerinden, i¢ kisimlar1 ise allantoik mezoderm ve vaskiilatiirden olusmaktadir
(72). Labirint trofoblast tabakasi 3 tabakalidir. I. tabaka maternal kan ile dogrudan
temasta bulunan sitotrofoblast hiicreleridir. II. ve III. tabaka sinsisyotrofoblasttan
olusur (Sekil 2.6.2.) (51).

Maternal Maternal
Mononiiklear N k
eritrosit an
trofoblast siniisii o 3 Fetal
Sinsisyotrofoblast \ ® o / bl y : kan
tabakalart )/‘ ( ] 49
( @ ° Fetal
] eritroblast
Fetal
e R
| | .
] LY
I
thal | n e | [ ]
eritroblast L = -
Fetal
kapiller M.a terr_lal
eritrosit
Fetal I11. Tabaka 1. Tabaka L. Tabaka
endotel Sinsisyotrofoblast Sinsisyotrofoblast ~ Mononiiklear
trofoblast

Sekil 2.6.2. Ug sira halinde diizenlenmis labirint trofoblast hiicreleri (6).
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Sekil 2.6.3. Gebeligin 14. giiniinde labirint tabakanin detayli goriiniimii. Sekilde maternal kana
ait eritrositler (¢ift ok) ve fetal kana ait eritroblastlar (tek oklar) goriilmektedir.

2-Baglanti zonu: Sican plasentasinin maternal yiizeyini sinirlandirir. Ektoplasental
kondan koken alan baglanti zonu, aymi zamanda spongiotrofoblast ve
trofospongiyum olarak da adlandirilir (51, 68, 69, 73). Bu bolge fetal damar icermez,
sadece maternal damarlar bulunur (Sekil 2.6.4). Labirint zona maternal kan tasiyan
damarlar bu bolgenin igerisinden gecer (19, 73). Baglant1 zonunda, maternal kan ile
dogrudan temas halinde olan trofoblastlar ¢esitli proteinler [6rn: prolaktin benzeri
protein A (PLP-A), insan plasental laktojen (HPL), VEGF, MMP, uPA..]
salgilayarak maternal metabolizmay1 etkilerler (52, 55, 56). Flt-1 ve proliferin iliskili
protein (Prp) spongiotrofoblastlar tarafindan salgilanan anti-anjiyogenik proteinlerdir
(74).

Baglant1 zonunda spongiotrofoblastlarin yaninda gézlenen bir diger hiicre tipi
trofoblast glikojen hiicreleri (glikojenik hiicre)’dir (Sekil 2.6.4.) (75). Glikojenik
hiicreler spongiotrofoblastlarla birlikte baglanti1 zonunda gdzlenirler (76, 77).
Glikojenik hiicrelerin spongiotrofoblastlara spesifik genleri (78) eksprese etmesi
nedeniyle spongiotrofoblastlardan koken aldiklar1 ifade edilmektedir (72, 77).
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Sekil 2.6.4. Gebeligin 14. giiniinde baglant1 zonu detayli goriiniimii. Acik boyanan glikojenik
hiicreler (gh), spongiotrofoblastlar (¢ift oklar) ve dev hiicreler (tek oklar)

goriilmektedir.

E12.5 gilinde glikojenik hiicreler baglanti1 zonunda secilememektedir.
E14.5.glinde yaklasik 2 milyon glikojenik hiicre varlhigi tespit edilmistir. Bu
hiicrelerin yaklagik 500 000°ni desiduaya go¢ etmistir. Baglant1 zonundaki glikojenik
hiicrelerin spongitrofoblastlara oran1 10:1°dir. E16.5. giinde glikojenik hiicre sayist
6,5 milyona ulasmistir. Desiduaya go¢ eden glikojenik hiicre sayisinin bir milyondan
daha fazla oldugu diistiniilmektedir. Spongiotrofoblastlara orani 5:1°e yiikselmistir.
E18.5 gilinde glikojenik hiicre sayis1 belirgin olarak hem desiduada hem de baglant1
zonunda azalmistir. Glikojenik hiicrelerin sayisi 3 milyondan daha azdir. Geg gebelik
boyunca sayilarindaki dramatik azalmanm hiicre 6limiinden mi yoksa desidua
bazalise dereceli olarak invazyonlarindan mi1 ya da her ikisi nedeniyle mi oldugu
heniiz tam olarak anlasilabilmis degildir. Labrint zonda da glikojenik hiirceler
gozlenmektedir ancak herhangi bir fonksiyona sahip olup olmadiklar1
bilinmemektedir (75). Sican plasentasi glikojen hiicrelerinin IGF-2 gibi protein
yapidaki hormonlar1 sentezlemeleri ve salgilamalar1 gercegi feto-maternal
etkilesimleri etkileyebileceklerini gostermektedir (76, 79). Sigan plasentasina ait
tabakalar arasinda plasental gelisim boyunca goriilen oransal degisimler Tablo 2.6’da
verilmistir.

Tablo2.6. Sican plasental gelisiminde goriilen oransal degisimler (51).

12. giin 20.giin

Labirint zon %20 Labirint zon %60

Bazal zon %25 Bazal zon %15

Desidua bazalis+ Desidua bazalis+

subplasental bolge+metriyal gland %55 | subplasental bolge+metriyal gland %25

3-Trofoblast Dev Hiicreleri: Maternal desidua ve baglant1 zonu arasinda sinir
olusturan trofoblast dev hiicreler, endoreduplikasyon sonucu olusan poliploid
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hiicrelerdir. Implantasyondan sonra mural trofoektodermden kdken alanlar birincil
dev hiicreler, ektoplasental kon ve sonrasinda spongiotrofoblastlardan koken alanlar
ise ikincil dev hiicrelerdir (80). Birincil dev hiicreler plasenta yapisina katilmazlar.
Trofoblast dev hiicreleri implantasyon zamaninda invaziv hiicrelere farklilasirlar ve
uterus epitel hiicrelerini invaze ederler. Uterus stromasina penetre olarak maternal
kan ile vaskiiler baglantilar yaparlar (81). Blastosistin, trofoektoderminden kdken
alan dev hiicreler hem implantasyon hem de erken vaskiilogenez i¢in oldukca
onemlidir (82). VEGF, proliferin gibi anjiyogenik faktorleri, adrenomedulin gibi
vazodilator molekiilleri salgilayarak implantasyon alanina maternal kan akimini
tesvik ederler (23).

2.7. Sican ve insan Plasentasi Arasindaki Benzerlikler ve Farkhliklar

Kemirgenlerde yapilan genetik caligmalarin insan plasental bozukluklarinin
molekiiler temellerine 151k tutacagi timit edilmektedir. Bu bozukluklar; diistikler, baz1
IUGR tipleri ve preeklampsiyi icermektedir. Tiirler arasindaki molekiiler
benzerlikleri test etmek i¢in insan ve sigan plasentalar1 arasindaki yapisal farklilik ve
benzerlikleri anlamak gerekmektedir. Sican ve insan plasentalar1 arasinda bazi
farkliliklar olsa da, gozle goriiliir benzerlikler mevcuttur (Sekil 2.7.) (34).

Her iki plasenta tipi de koryo-allantoyiktir. Maternal ve fetal yapilar
arasindaki tabaka sayisina gore sican hemotrikoryal, insan ise hemomonokoryal
plasentaya sahiptir. Her iki tiirde diskoidal plasenta goriliir. Siganlar tek bir
kotiledona sahipken insanlar ¢oklu kotiledonlara sahiptir. Sicanlarda fetomaternal
kan akimi zit akim prensibine gore ¢alisir, insanlarda ise multivilloz akim goriliir
(25, 83).

Sicanlarda yolk sac konseptiisiin temel ekstraembriyonik membrani olarak
tim fetiisii ¢evreler. Yolk sac, koryoallantoyik plasenta olgunlasana kadar tek
degisim yapisidir ve gebeligin ge¢ donemine kadar temel degisim tabakasi ve
koruyucu tabaka olarak devam eder. Insanda yolk sac fetiisii ¢evrelemez, sadece
birkag¢ hafta varligini siirdiirtir (25).

Sican plasentast Fetal kan damart
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Ekstravilléz sitobrofoblast —— 20509570 000053005000000000 c?
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Sekil 2.7. Insan ve sigan plasentalarmm karsilastiriimasi (34)
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Insan ve sigan plasentasinda maternal dokularm trofoblastlarca invazyonu iki
sekilde gerceklesir. ilki intersitisyal, ikincisi endovaskiiler invazyondur (19, 84).
Intersitisyal invazyon, trofoblastik hiicrelerin desidual arter duvarma gogii veya
desiduada dev hiicrelere farklanmasi seklinde gergeklesir. Endovaskiiler invazyonda
ise ekstravilloz trofoblastlar maternal arter Limenlerini ve duvarlarmi erode ederek,
damar yapilarinin yeniden sekillenmesi gergeklestirir. Maternal endotelin yerini
ekstravilloz trofoblastlar alir (84). insan plasentasinda trofoblast invazyonu normalde
miyometriyumun i¢ 1/3 tabakasmna kadar uzanir. Sigan plasentasinda trofoblast
invazyonu desidua bazalis boyunca goriiliir ancak miyometriyuma kadar uzadigi
bildirilmistir (24, 85). Insan ve sican plasentalar1 trofoblast hiicrelerinin
karsilagtirilmasi Tablo 2.7°de verilmistir.

Tablo 2.7. Insan ve sican plasentalarinda trofoblastlarmn karsilastiriimasi (25)

Insan Sican
A. Invaziv ve Endokrin
Trofoblast
Adlandirma Ekstravilloz Trofoblast Dev Hiicreler
Sitotrofoblast
Invaziv olma Evet Evet
Proliferasyon Hayir Hayir
DNA igerigi Mononiikleer poliploid | Mononiikleer poliploid
(4N-16N) (1000N’e kadar)
B. Transport ve Bariyer
Trofoblast
Adlandirma Koryonik Villi Labirint
Hemokoryal Evet Evet
Sinsisyotrofoblast yiizeyi Evet Evet
- Hiicre fiizyonu ile olugma Evet Evet
- Niikleer DNA igerigi Diploid Diploid

2.7.1. Fetal Plasenta ve Labirint

Insan fetal plasentasi ile sigan plasentasinin labirint zonu fonksiyonel agidan
analogtur. Plasentanin bu bdolgesi fetal ve maternal kanmn fizyolojik degisim icin
yakin iliski i¢cinde olduklar1 bolgedir. Her iki tiirde de bu bdlge, fetal yiiziinde
ekstraseliiler matriks tarafindan desteklenen bir trofoblast tabakasi tarafindan
simirlanir ve koryonik plak olarak bilinir. Gobek kordonu icerdigi fetal arter ve
venlerle, koryonik plak araciligiyla plasentaya baglanir. Koryonik plaktan koryonik
villi olarak bilinen bir¢ok aga¢ benzeri yapi cikar. Koryon plagm dis yiizeyi
trofoblast, i¢ kisimlar1 ise allantoik mezoderm ve vaskiilatiirden olugmaktadir.
Allantoik vaskiilatiir ve iligskide oldugu fetal dolasim, fetoplasental dolasim sistemini
olusturur. Koryonik plagm trofoblast hiicreleri, baglant1 zonu araciligiyla labirinte
ulagsan maternal kan ile yikanir. Bu alanlarda uteroplasental dolasim gergeklesir.

Insan fetal plasentas: ile sican plasentas: labirint zonu, koryonik plagin ana
dallarindan tiireyen dallanmalarda farkhliklar gosterirler. Insan plasentas: villoz
tiptedir. Koryonik villi ¢ok sayida dal ve alt dal igeren bir agaca benzer. Diger
taraftan sigan plasentasinda ana koryonik cikintilarmin dallar1 ¢ok daha fazla
birbirine baglantilidir. Sican plasentas: labrint tiptedir. Bu farkliligmm bir sonucu
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olarak insan fetal plasentasinda maternal kanin dolastig1 bosluk (intervilléz bosluk)
si¢an labirint tabakasindan daha genistir (24, 72, 86, 87).

2.7.2. Bazal Plak ve Baglant1 Zonu

Insan bazal plagi ve bunun sicandaki homologu baglant1 zonu, fetal labirint
zonun maternal yliziini smirlar. Her iki tlirde de bu zon zigot kokenli
sitotrofoblastlar igerir ama fetal kan ya da fetal kan damarlar1 icermez. Bu bdlgede,
arteryal ve venoz kanallar trofoblastlarca sinirlandirildigi i¢in siirekli bir bolgedir.

Insan bazal plaginda oldugu gibi sican baglanti zonunda da vakuol ve
glikojen igeriklerine gdre siniflandirilan iki tip hiicre mevcuttur. insan endovaskiiler
trofoblastlar1 sigan plasentasinda maternal arterleri smirlayan trofoblastlara,
interstisyal trofoblastlar da baglant1 zonundaki herhangi bir damar1 invade etmeyen
trofoblastlara benzetilebilir (25).

Insanda erken gebelik siiresince c¢ok tabakali sitotrofoblastik siitunlar
morfolojik bir gradiyent gosterirler. Desidua bazalise en yakim hiicreler vakuollii ve
glikojence zengindir (distal hiicreler) ve kalani (proksimal hiicreler) eozinofilik bir
sitoplazma ve diisiik miktarda glikojen igerir. Bu durumda siganlardaki baglant1 zonu
glikojen hiicrelerinin, insan sitotrofoblastik siitunlarinin distal hiicrelerine analog
oldugu onerilebilir. Benzer sekilde sigan spongiotrofoblastlari, insan sitotrofoblastik
hiicre siitunlarmin proksimal trofoblastlarina analog olabilir. Bu hipotez ii¢ kanitla
desteklenmektedir. Birincisi hem insan sitotrofoblastik hiicre siitunlarimin proksimal
hiicrelerinden hem de sigan spongiotrofoblastlarindan invaziv trofoblastlarin gelistigi
belirtilmektedir; 6rnegin insanlardaki invaziv ekstravilloz trofoblast hiicrelerine
karsilik olarak sicanlarda invaziv glikojen hiicreleri mevcuttur. ikincisi, ilerleyen
gebelikle birlikte siitunlarmm boyutlarindaki dereceli azalma ve gebeligin 22-36.
haftalar1 arasinda kaybolmalari, sigcan glikojen hiicrelerinin ge¢ gebelik boyunca
baglant1 zonundaki dramatik diisiislerine benzetilebilir. Bu diisiis olayi, sigan
glikojen hiicrelerini olusturan spongiotrofoblastlardaki diisiis ile iligkili bir olaydir
(25). Ugiinciisii, insan sitotrofoblastik hiicre siitunlarmin proksimal hiicreleri erken
gebelik donemindeki sigan spongiotrofoblastlar1 gibi IGF-2 (76, 88) ve p57 (79, 89)
eksprese ederler (25).

2.7.3. Dev Hiicreler ve Ekstravilloz Trofoblastlar

Sican plasentasinda goriilen dev hiicrelerin insan ekstravilloz trofoblastlarina
analog oldugu distliniilmektedir ancak gelisimsel olarak herhangi bir analojiye
deginilmemistir (23). Her iki hiicre tipi de poliploiddir fakat insan ekstravilloz
trofoblastlar1 iki yada daha c¢ok nukleus igerir ve mononiikleer ekstravilloz
trofoblastlarin flizyonu ya da sitoplazmik boliinme olmaksizin niikleer boliinme
gerceklesmesiyle olusurlar (90). Bunun aksine sican dev hiicreleri endoreduplikasyon
sonucu olusur. Sican dev hiicreleri ile erken evrelerdeki insan ekstravilloz
trofoblastlar1 arasinda bir analoji kurulabilir. Sicanlarda, glikojenik hiicreler
goriiliinceye kadar baglant1 zonu, desidua bazalise dogru genislemektedir (72). Her
iki hiicre tipi de invazivdir ve maternal kan ile temas kurarlar (23).
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2.7.4. Plasental yatak ve desidua bazalis

Insan plasental yatagi 100-150 maternal spiral arter ve ¢ok sayida maternal
ven igerir. Baglangicta bu damarlarin siki bir vaskiiler duvar yapis1 mevcuttur. Venler
bazal plaga paralel, spiral arterler dikey olarak diizenlenmistir. Sigan desidua
bazalisinde de benzer bir olusum s6z konusudur ancak sicanlarda genellikle tek bir
maternal arter ve periferal olarak diizenlenmis ¢ok sayida ven mevcuttur (72).

2.8. Hiicrede Sinyal iletimi

Insan Genom Projesinin verilerine gore, insan genomundaki yaklagik 32.000
genin %20’s1 sinyal iletiminde gorev alan proteinleri kodlamaktadir. Bu proteinler
arasinda hiicre membraninda yerlesen reseptorler, G-proteinler ve sinyal ileten
enzimler yer almaktadwr. Protein kinazlar, sinyal iletimi sirasinda protein
fosforilasyonunu/aktivasyonunu saglarlar. Protein kinazlar; membran yerlesimli
olanlar ve sitoplazmik tirozin kinazlar olmak {izere iki ana gruba ayrilir. Bu
proteinler, katalitik 6zelliklerine gore (fosforilasyona ugrayan aminoasit tiirii) tirozin
ve serin/treonin kinazlar olarak da siniflandirilir (91).

2.8.1. MAPK (Mitojenin Aktiflestirdigi Protein Kinazlar) Yolag:

MAP kinazlar; Mitojenlerin Aktiflestirdigi Protein Kinaz siiper ailesinde yer
alan protein olan serin/treonin kinazlardir. Okaryotik hiicrelerin tiimiinde mevcut
olan bu proteinler, hiicre membranindan c¢ekirdege bilgi aktarilmasinda oldukca
onem tasimaktadirlar. Bu sinyal iletimi basamaklari, embriyogenez, yasama,
cogalma, farklanma ve apoptoz islevlerinin diizenlenmesinde rol alir (Sekil 2.8.1.1.)

(91).

MAP kinazlar dort ana gruba ayrilir;

1. p38 MAP Kinaz ailesi (a,f,y,0),

2. Hiicre dis1 sinyallerle aktive olan kinazlar ( ERK1/2)
3. c-Jun NH2- terminal kinaz ailesi (JNK1,2,3)

4. ERK5 (92).

MAP kinaz yolu reseptor aracili uyarmin hiicre i¢ine iletiminden sorumlu bir
kinaz basamagi olarak calisir. MAPKKK’nin (MAP kinaz kinaz kinaz)
aktivasyonundan sonra sirastyla MAPKK (MAP kinaz kinaz) ve MAPK (MAP
kinaz) aktive olur. MAPK ise diger protein kinazlar1 ve/veya niikleusta
transkripsiyon faktorlerini fosforilasyon yoluyla aktive eder ve hiicrenin biyolojik
cevabi olusur (92-96).

Sinyal iletimi Ras aktivasyonu ile baslar ve swrasiyla Raf (= MAPKKK),
MEK1/2 (= MAPKK) ve ERK1/2 (= MAPK) proteinleri ile devam eder (Sekil
2.8.1.2.). Aktif olmayan hiicrelerde Ras proteinleri inaktif (Ras-GDP) halde
bulunurlar. Hiicrenin uyarilmasi ile GDP’nin yerine GTP baglanarak aktif forma
(Ras-GTP) doniisiir (Sekil 2.8.1.2). Bu aktivasyonda rol oynayan molekiiller, SOS
(son of sevenless) ve Grb2 (growth-factor-receptor-bound protein 2) gibi adaptor
proteinlerdir (97). Fosforile ve aktive olan ERK, niikleusta cesitli transkripsiyon
faktorlerini uyararak hiicrenin biyolojik cevabini olusturur (Sekil 2.8.1.3) (98).
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Sekil 2.8.1.1. MAPK sinyal iletim yolagi (GPCR: G protein iliskili reseptdr) (99).

Memelilerde en sik aktive olan MAP kinaz ERKI1/2 dir (100). ERKI1
MAPK3, ERK2 ise MAPKI olarak da isimlendirilmektedir (101). Proliferasyonu,
farklanmay1 ve sinir hiicrelerinde bellegi/hafizay1 diizenler (98). ERK1/2 yolagi
ayrica, hiicre dongiisiiniin Go-G; gecisi ve hiicrelerin mitoz ve mayoz gegirebilmesi
icin Onemlidir (94).

|:' - Bilyiime faktori

Sekil 2.8.1.2. ERK1/2 aktivasyonunda rol oynayan faktdrler (102)
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Sekil 2.8.1.3. Fosforile olan ERK1/2’nin niikleer faktorleri aktive etmesi (102)

2.8.2. Akt Yolag

Akt (Protein Kinaz B) bir serin/treonin kinazdir ve ¢cAMP bagimli protein
kinaz A/ protein kinaz G/ protein kinaz C (AGC) siiperailesinin bir iiyesidir. Bu
kinazlardan bazilarinin diizenlenmesinde ortaya ¢ikan aksakliklar kanser ve diyabet
gibi hastaliklarla yakindan iliskilidir. Protein kinaz B (PKB), Aktl ve Akt2 genleri
tarafindan kodlanan bir proteindir. Memelilerde 3 Akt/PKB geni tanimlanmustir.
- Aktl- PKBa, 14q32 iizerinde
- Akt2- PKBp, 19q13 iizerinde
- Akt3- PKBYy, 1g44 iizerinde lokalizedir (103).

Her 3 Akt izoformu da; PH domaini (amino terminal pleckstrin homology
domain), merkezi kinaz domaini, hidrofobik motif igeren karboksil terminal regulator
domaini igerir (Sekil 2.8.2.1.). PH domaini fosfotidilinositol-3-kinaz (PI3K)
tarafindan iiretilen PIP3 gibi membran lipidleri ile etkilesir. Merkezi kinaz katalitik
domaini, treonin rezidiisii i¢erir ve bu rezidiiniin (Treonin308) fosforilasyonu Akt1’i
kismi olarak aktive etmektedir. Karboksil terminal domain 44 aminoasitlik bir
bolgeden olusur. Bu bolge hidrofobik bir motife sahiptir. Bu hidrofobik motifteki
Serin 473 rezidiilerinin fosforillenmesi Aktl’in tamamen aktivasyonu i¢in gereklidir
(103).
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Sekil 2.8.2.1. Akt izoformlarinin yapisal 6zellikleri (103).

Akt (PKB), hiicre proliferasyonu, farklilagmasi, biiyiimesi, hiicre goc,
apoptoz ve hiicre canliliginin devammin kontroliinde o©nemli rollere sahip
diizenleyici bir proteindir (104). Akt’nin esas fonksiyonlarindan bir digeri de
Glikojen Sentaz Kinaz 3 alfa (GSK-3a)’nin fosforilasyonu araciligiyla GSK-3a
inaktivasyonu gerceklestirerek glikojen sentezini diizenlemektir (105). Kaspaz 9,
forkhead transkripsiyon faktorleri, NFkB ve Bad (Bcl2 ailesi iiyesi) gibi apoptotik
yolaklarin inhibisyonunu Akt aktivasyonu ile gerceklesir. Hiicre dongiisiinde (cMyc’
y1 aktive ederek) hiicrelerin Gy’dan ¢ikisin1 destekler, Retinoblastoma (Rb)’y1 inhibe
eder, anjiyogenezde rol alir ve GLUT1, GLUT3 ekpresyonunu arttirir (106).

Akt fosforilasyonu Fosfoinozitidil-3-kinaz (PI3K) araciligyla gerc¢eklesir
(Sekil 2.8.2.2.). PI3K, biiyiime faktorlerince aktive olan Reseptor Tirozin Kinazlarin
(RTK) ve G-Protein iligkili reseptorlerin temel sinyal molekiiliidiir. Fosforile olan
RTK’lar PI3K’in p85 alt iinitesi ile etkilesir ve enzim plazma membranina tasinir.
Membranda GTPazlar PI3K’m pl10 alt iinitesine baglanarak enzimi aktif hale
getirirler.  Membranda PI3K, fosfotidilinositol 4,5-bifosfat’t (PIP2) inositol
halkasmnm 3 pozisyonunda fosforilleyerek fosfotidilinositol 3,4,5-trifosfat’a (PIP3)
dontistiirtir. Akt/PKB’in PI3K tarafindan aktive edilen PIP3’e baglanabilmesi i¢in
PH domaini gereklidir. Bu nedenle PIP3 direk olarak Akt’i aktive edemez.
Fosfoinositid-bagimli kinaz 1 (PDK1) araciligiyla Akt fosforilasyonu gergeklesir.
PIP3 diizeyleri PTEN, SHIP gibi diizenleyici molekiillerle dikkatli bir sekilde kontrol
edilir (107-109).
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Sekil 2.8.2.2. Akt (PKB)’nin fosforilasyon basamaklar1 ve hiicre igindeki rolii (110).

2.9. Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus (DM) en biiyiik saglik problemlerinden biridir. Diabetes ve
mellitus kelimeleri yunanca akip gitmek anlamma gelen dia + betes ve bal kadar tatl
anlamma gelen mellitus kelimelerinden tiiretilmisti. DM, hiperglisemi ile
karakterize bir grup metabolik bozukluktur. Hiperglisemi, insiilin sekresyonu, insiilin
etkisi yada her ikisinde meydana gelen aksaklik nedeniyle olusabilir.

Diabetes mellitus, politiri, polidipsi, glikoziiri, ketoniiri ve agiklanamayan
kilo kayb1 ve plazma 6rneginde glikoz diizeyinin 200 mg/ dl iizerinde veya aglik
glikoz diizeyinin 126 mg/dl veya iizerinde bulunmasi ile karakterizedir. Diabetes
mellitus lic ana gruba ayrilir: Tip 1 Diabetes Mellitus, Tip 2 Diabetes Mellitus ve
Gebelik Diyabeti (Gestasyonel Diabetes Mellitus) (8, 111).

2.9.1. Tip 1 Diabetes Mellitus

Tip 1 diabetes mellitus (TIDM) ¢ocukluk c¢aginda sik goriilen, insiilin
iretiminde gorev alan pankreasin beta hiicrelerinin otoimmiin nedenlerle hasara
ugramasi sonucu gelisen kronik metabolik bir hastaliktir. Etiyolojisinde genetik ve
cevresel faktorler rol oynamaktadir (112, 113).

1-Genetik Faktorler:

TIDM’da genetik yatkinliktan ve koruyuculuktan sorumlu HLA (human
leukocyte antigen) genleri, insan 6p21 kromozomda yer alan major
histokompatibilite kompleksine (MHC) lokalize bolgelerdir. Bu bolgeler TIDM
gelisimindeki yatkinligin %45-60’1indan sorumlu tutulmaktadirlar (114, 115). Bu

30



genlerin TIDM gelisim patogenezindeki fonksiyonlarinin tam olarak roliiniin ne
oldugunun anlasilamamasina karsin, immiin cevabin gelisiminde (T hiicrelerine
antijen sunumu gibi) 6nemli fonksiyonlarmnin oldugu distiniilmektedir. HLA
genlerinin, TIDM gelisiminde onemli rolleri oldugu kadar koruyucu rolleri de
mevcuttur. HLA-DR2 geninin koruyucu o6zelligi mevcut iken HLADR3/DR4
genlerinin pozitif olmasmm TIDM gelisimi icin yatkmlastirici oldugu One
striilmiistiir (114-116). TIDM ile iligkisi gosterilen ilk genler HLA smif I genleri
olup daha sonra yapilan ¢alismalarda HLA smif II genlerinin T1IDM ile daha yakin
iligkisinin oldugu saptanmistir. Su an i¢in TIDM gelisiminde en 6nemli genetik
faktor HLA sinif II genleri olup bilinen en 6nemlileri HLA-DR, HLA-DQ, HLA-
DP’dir. HLA-DQ antijenindeki aminoasit degisikliklerinin diyabet gelisimini
etkiledigi saptanmistir. T1DM hastalarmin biiyiik cogunlugu HLA DR3 ve DR4 smif
IT antijenlerini tasimaktadwr. HLA-DR3 veya DR4 antijenlerinin varliginda T1DM
gelisme riskinin 2-3 kat, her ikisinin varhiginda ise riskin 7-10 kat arttig1
saptanmistir. T1IDM’da yatkinligi saglayan HLA genleri ile iliskili olmayan genler de
tanimlanmistir. Bunlar, diyabete yatkinligm %10’undan sorumlu olan ve 11p5.5
kromozomda yer alan IDDM2 ile 2q33 kromozomunda yer alan ve T hiicre
aktivasyonundan sorumlu olan IDDM12 genleridir (112, 114).

2-Cevresel Faktorler:

Cevresel faktorler, TIDM gelisiminde oOnemli olan otoimmiinitenin
baskilanmasinda, baslamasinda veya baslamis olan otoimmiinitenin gelisiminde
onemli rol oynamaktadir. Genetik yatkinligi olan bireylerde TIDM gelisimi, ¢cevresel
faktorlere maruziyet sikligina ve siiresine de baglidir. Viral enfeksiyonlar, 6ncesinde
tetiklenmis olan otoimmiin siirecin hizlanmasi veya enfeksiyon doneminde artan
insiilin ihtiyacim1 karsilayacak pankreatik rezervin azalmasi nedeniyle diyabet ile
ilgili semptomlarin daha erken ortaya c¢ikmasmna neden olmaktadir. Perinatal
donemde veya yasamin erken doneminde enfeksiyonlara maruziyet, riski
artirmaktadir. Bugiin i¢in diyabetle iligkisi en 1yi bilinen viral enfeksiyon, konjenital
rubella enfeksiyonudur. Konjenital rubella enfeksiyonlarinda TIDM goriilme siklig1
artmaktadir. Konjenital rubella enfeksiyonu geciren olgularm %12-20’sinde T1DM
gelistigi ve %40’1inda da oral glikoz tolerans testlerinin bozuldugu gosterilmistir.

Genetik ve cevresel faktorler, pankreas adacik hiicrelerine karsin otoimmiin
siirecin baslamasinda tetikleyicidir. Otoimmiin siire¢ ile birlikte pankreas adacik
hiicrelerinde siiregelen ve yavas ilerleyen yikim ile birlikte insiilin sekresyonu
azalmaktadir. Pankreastaki mevcut adacik hiicrelerinin %80-90’nin harabiyeti s6z
konusu oldugunda diyabetin klinik bulgular1 ortaya ¢ikmaktadwr. TIDM’da insiilin
sekresyonundaki azalma iki mekanizma ile olmaktadir. Bunlardan birincisi
pankreasin beta hiicrelerinin harabiyeti iken diger mekanizma ise ortamdaki
sitokinlerin pankreasin beta hiicrelerinden insiilin sekresyonunu azaltmalaridir (112-
114, 117-119) .

2.9.2. Tip 2 Diabetes Mellitus

Cevre faktorleri ile genetik faktorler su {ic mekanizma ile Tip 2 DM’a yol
acarlar;

a) Periferik dokularda insiilin direnci

b) Pankreastan insiilin salinimda aksakliklar
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c¢) Karacigerde glikoz liretiminin artmast

Bu hastalarda temel bozukluk insiilinin fizyolojik etkilerine kars1 periferik
dokularda, o6zellikle de ¢izgili kaslarda direng gelismesidir. Insiilin direncini
olusturabilen veya arttirabilen etkiler arasinda yaslanma, sedanter yasam, obezite,
stres, glukokortikoidler, seks hormonu yapisindaki ilaglar, akromegali, Cushing
hastalig1 ve benzeri endokrinopatiler ile gebelik, glikoz toksisitesine yol acan uzun
siireli hiperglisemi ve genetik yatkinlik bulunur. Tip 2 Diabetes Mellitus ii¢ evreye
ayrilr:

a) Preklinik evre: Bu evrede beta hiicre fonksiyonlar1 normal oldugundan,
periferdeki insiilin direnci normale gore daha fazla insiilin salinarak
(hiperinsiilinemi) asilmaya calisilmakta ve boylece bir siire normal glikoz toleransi
stirdiiriilmektedir. Bu donemde kan glikozu normal diizeydedir. Oral glikoz tolerans
testi (OGTT) normaldir.

b) Bozulmus glikoz toleransi donemi: Asir1i calisan beta hiicrelerinde
bitkinlik ve salgi yetmezligi gelisir. OGTT patolojik olmustur. Aclik glisemisi
normal oldugu halde OGTT’de ikinci saat degeri 140 mg/dI’nin {istiine ¢ikmaktadir.
Bu donemde de hiperinsiilinemi devam etmekle birlikte periferik direnci
asamamaktadir. Koroner arter hastaligi i¢cin risk faktorleri olan hipertansiyon,
hipertrigliseridemi, HDL-kolesterol diisiikliigi sik goriilir ve bu nedenle
makrovaskiiler komplikasyonlar gelisebilmektedir. Preklinik ve bozulmus glikoz
tolerans: evrelerinin ikisine birden “kompanse periferik insiilin direnci” donemi
denir. Kompanse donemde insiilin direncine sahip olan non-genetik faktorler
azaltilabilirse asikar (klinik) diyabet ortaya ¢ikis1 da geciktirilebilir. Kompanse
donemden asikar diyabete gecisin ortalama 10-20 y1l oldugu diistiniilmektedir.

¢) Asikar diyabet: Bu doneme gegiste ii¢ onemli mekanizma isler. ilki ve en
onemlisi beta hiicre say1 ve salgi fonksiyonunda azalmadir. Bu durum genetik olarak
belirlense de, hiperglisemi ve artmis yag asitlerinin toksik etkisi de beta hiicre
fonksiyonlarmni bozabilmektedir. Ikinci mekanizma karaciger glikoz iiretiminin
artmasidir ki bu bozulmus glikoz tolerans1 doneminde genellikle normaldir. Ugiincii
mekanizma ise periferik insiilin direncinin giderek artmasidir (120-123).

2.9.3. Gebelik Diyabeti (Gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM))

Ik kez gebelik esnasinda tespit edilen diyabete gestasyonel diabetes mellitus
(GDM) denir. Gebeliklerin %2-5’inde ise GDM’a rastlanir (124). Gestasyonel
diyabetli kadinlarm biiyilkk ¢ogunlugunda glikoz intoleransi dogum sonrasinda
normale donmektedir. Ancak, ileri donemlerde tip 2 diabetes mellitus ortaya ¢ikma
riski oldukga fazladir. Bu riskinin normal glikoz toleransi olan kadinlara gore 6 kat
daha fazla oldugu bildirilmistir (125).

Gestasyonel diyabetes mellituslu gebeler, maternal ve fetal komplikasyonlar
acisindan yiiksek riskli gebelikler grubuna girmektedir (126). Intrauterin ve
yenidogan Oliimii, makrozomi, polihidramniyoz, dogum travmalari, respiratuar
distress sendromu, neonatal hipoglisemi, hiperbiliiribinemi, hipokalsemi ve
polisitemi gelisme olasiligi GDM’lu gebeliklerde artmaktadir (126, 127).
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Diyabet ile komplike olmus gebelikler hem anne hem de fetiis acisindan
dikkatli takip gerektiren riskli gebeliklerdir. Yeterli glisemik kontrol
saglanamadiginda bebekte konjenital malformasyondan intrauterin 6liime, annede
hipoglisemiden diyabetik ketoasidoz, retinopati, noropati ve nefropatiye kadar farkl
nedenlerle morbidite ve mortaliteye neden olabilen metabolik bir bozukluktur (128).

Normal gebelik, 6zellikle ge¢ ikinci trimester ve tigiincii trimesterlerde, gecici
inslilin direnci artiginin  goriildiigli bir durumdur (129, 130). Yapilan bir¢ok
calismada, gebelerin biiylik cogunlugunun, gebelikleri siiresince artmis insiilin
direncine ragmen normoglisemik durumlarmi muhafaza ettikleri, bu durumun da
insiilin salgilanmasindaki bir artis nedeniyle oldugu gosterilmistir (131). Insiilin
salgisinda, 6zellikle de ilk faz insiilin saliniminda yeterince artis olmayan gebelerde
ise gestasyonel diyabet gelismektedir (129).

2.9.4. Diyabetik Plasenta

Diyabetik annelere ait term plasentalar normalden daha biiyiik ve buna bagl
olarak daha agirdirlar. Maternal diyabet ile iliskili olarak artan agirlik daha yiiksek
DNA iceriginin bir yansimasi olan hiperplazi nedeniyle olabilir (18). Bununla
birlikte, diyabetik plasentalar maternal hiperglisemi ve fetal hipervolemiye bagl
olarak normalden daha biiyiik, kalin ve pletoriktir (3).

Diyabetik gebeliklerin plasentalarinda en sik gdzlenen anomali, plasental
villuslarin tam olarak olgunlasamamasidir (3, 132). Saghkli gebeliklerde erken
donem plasentalarda gozlenen plasental villuslardaki sitotrofoblast hiicrelerinin ¢ok
sayida olmasi, dikkate deger bir proliferatif aktiviteyi isaret eder. Epidermal biiyiime
faktorii  sitotrofoblastlarin  sinsisyotrofoblasta farklanmasmni uyarrr. TIDM
hastalarinin plasentalarinda epidermal biiyiime faktorii reseptoriinde transkript ve
protein diizeyinde azalmanm goézlenmesi sitotrofoblastlarin farklanmaktan ziyade
cogalmasina neden olabilir. Dolayisiyla plasental villuslarda sitotrofoblastlardan
zengin daha bliyiik plasentalar gozlenir (18). Plasental villuslarda sitotrofoblastlarin
proliferasyonunda artisin yani sira, villoz stromal hiicrelerde, villoz kapiller sayisinda
ve villus caplarinda da artis olmaktadir (3).

Trofoblastik bazal membranin kalinlasmasi gézlenebilir. Bu kalinlagma,
enzimatik olmayan glikasyon veya kollajen artisina bagh olabilir (%30 oraninda 4-
hidroksi propilen artig1) (18). Kollajen tip IV diyabetik plasentalarda daha yogundur
(3,18).

Diyabetik plasentalarin karakteristik 6zelliklerinden biri de transport ylizey
alanlarinin genislemesidir. Bu genisleme, yetersiz maternofetal transportu telafi
etmek i¢in olabilir (18). Diyabetik plasentalarda villoz yiizey alan1 %30-50 oraninda
artmustir. Ustelik villdz kapillerlerin uzunluklar1 %30 oraninda, yiizey alanlar1 %40
oraninda artmistir. Bu mekanizma, materno fetal tasinimi kisitlanmis olan difiizyon
sinirli substratlarin (6rn:oksijen) telafi edilmesine yonelik olabilir. Trofoblast bazal
membran kalimlagsmasmin ve yogun fetal metabolizmanm bir sonucu olan fetal
hipoksi, FGF-2, VEGF, PGF-1 gibi anjiyogenik faktdrlerin sentezini uyariyor
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olabilir. Dolayisiyla artan hipervaskiilarizasyon ve yiizey degisim alanlari
plasentadan oksijen gecisini kolaylastirr (133).

Villoz stroma 6demli bir yap1 gdsterebilir. Odemin Hofbauer hiicrelerindeki
artistan dolay1 oldugu disiiniilmektedir (3). Hofbauer hiicrelerinin hipoglisemik bir
ajan olan IL-1 salgilama yetenegi, fetiis icin normoglisemik bir ortam hazirlamaya
katkida bulunabilir (133).

Saglikli gebeliklere oranla diyabette uteroplasental kan akiminda %35-45
oraninda azalma vardir. Uteroplasental dolagimda goriilen bu degisim diyabette
cesitli faktorler nedeniyle ortaya ¢ikabilir. Bu faktorler:

1. Trofoblastlarin yetersiz invazyonu nedeniyle spiral arterlerin yeterince
agilamamasi,

2. Fibrinoid nekroz ve kopilik hiicre depozisyonu (akut ateroz) nedeniyle
plasental yatak liimeni arteriollerinde daralma,

3. Parankimal dokuda artisla beraber plasental villi de genisleme; dolayisiyla
intervilloz ylizey hacminde daralma,

4. Trofoblast 0Ostrodiol {retiminde hiperglisemi indiiklii azalma olarak
siniflandirilabilir (133).

Bununla birlikte umblikal ven endotelyal hiicrelerindeki prostaglandinlerden
PGI2 ve PGE2 ekspresyonunun diyabetik plasentalarda normale gore azaldigi
goriilmiistiir. Bozulan plasental perflizyonun, degisen umblikal endotel yapisindan
kaynaklandig: diistiniilmektedir (3).

Diyabetik gebeliklerde, sinsisyotrofoblastik membran siirekli olarak diyabetik
bir ¢evreye maruz kalmaktadir. Dolayisiyla fetomaternal hormon ve besin
diizeylerinde degisiklikler ortaya c¢ikmaktadir (3,18). Boyle bir ¢evrede meydana
gelebilecek degisikler sdyle siralanabilir:

I. Membran lipid kompozisyonu degisir. Dolayisiyla cesitli membran
proteinlerinin entegre oldugu mikrogevrede dinamik degisiklikler meydana gelir.
Membran reseptorlerinin, tasiyicilarin ve enzimlerin intrinsik aktiviteleri bu
degisikliklerden etkilenir.

2. Sinsiyotrofoblastin mikrovillus ve bazal membranlar1 arasinda substrat
baglanmasina olanak veren proteinlerin dagilimi degisebilir (18).

Diyabetik plasentada kalsifiye alanlarin artis1 siklikla gozlenir. Villoz
fibrinoid nekrozu diyabetik plasentalarda daha da artmaktadir (3). Umblikal kord,
daha fazla Wharton jeli igerdigi i¢in genellikle daha kalindir (35). Trigliserid,
fosfolipid ve kolesterol icerigi, diyabetik plasentalarda daha fazladir. Diyabetik
plasentalarda glikojen depolanmasi artmaktadir. Ancak diyabet, diger tiim organlarda
glikojen igerigini azaltmaktadir (3).

Diyabette nefropati goriiliiyorsa, fetal biiylime geriligi, plasentada infarktiis,

desiduanin normalden kalin olmasi ve plasenta agirliginda ve biiyiikliigiinde azalma
goriilmektedir (35).
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2.9.5. Streptozotosin (STZ) indiiklii Diyabetik Ratlarda Gebelikte Diyabet

Karakteristikleri

STZ indiiklii diyabet intravendz yada intraperitonal enjeksiyon sonucu
gerceklesir. STZ dozuna ve enjeksiyon siiresine gore diyabetin maternal, fetal ve
plasental histopatolojisinde farkliliklar gozlenmektedir. Gebeligin 5. ve 14. giinleri
arasindaki STZ enjeksiyonu diisiik oranda fetal malformasyona neden olmaktadir.
Dolayisiyla maternal diyabetin plasenta ve fetiis iizerindeki etkilerini izlemeye
olanak saglamaktadir. Enjekte edilen STZ fetal pankreasi etkilememektedir. STZ
plasentaya gecer ancak yarilanma Omrii ¢ok kisadir, dolayisiyla fetal dolasima
katilamaz (134).

Diyabette goriilen hiperglisemi kemirgen plasentalarinda glikojen artigina
neden olan bir faktordiir. Maternal insiilin yetersizligine ragmen plasental glikojen
akiimiilasyonu mevcuttur (134).

30mg/kg yada 50mg/kg dozlarda STZ enjeksiyonu ile orta siddete yada
siddetli maternal diyabet yaratilmaktadir. Orta siddette diyabetik anneler
hipoinsiilinemik ve hiperglisemiktir. Siddetli maternal diyabette ise insiilin eksikligi
gozlenir, belirgin olarak hiperglisemik ve hiperlipidemiktirler ve viicut agirliklar:
disiiktiir. Siddetli diyabet goriilen annelerin yenidoganlar1 mikrozomik, orta siddette
diyabetik annelerin yenidoganlar1 makrozomiktir (134).

Diyabetik sigan plasentasmnin karakteristik Ozelliklerinden biri; desidua
bazalis, baglant1 zonu ve labirint zonda glikojen igeren hiicrelerin oldukc¢a fazla
olmasidir. Bununla birlikte baglant1 zonu oldukca kalindir (135, 136).

Diyabetik sicanlarda ekstraseliiler matriks bilesenlerinde degisiklikler
gozlenmistir. Normal sigan plasentalarinda fibronektin sadece term plasentalarda
tespit edilirken, diyabetik plasentalarda 14- 20 giinler aras1 tiim plasentalarda labirint
zonda gozlenmistir (137).

Diyabetik siganlarda gebeligin 9. giiniinde Ekto Plasental Kon (EPK)’un
hacmi ve mitotik indeksinde azalma oldugu tespit edilmistir (138). Diyabetik sican
plasentas1 bagslangicta kiiciik iken 18. giinden itibaren glikojenik hiicre sayisi
artmakta, kistler ¢ok sayida vakuoller, vezikiiller olusmakta, trofoblast ve fetal
endotelde glikojen depolanmalar1 artmaktadir (11, 139).

2.10. intrauterin Biiyiime Geriligi ITUGR)

IUGR perinatal mortalite ve morbidite ile iligkilidir. SGA (gebelik yasina
gore kiiciik olma) terimi biiyiime geriligi ile dogan bebekler i¢in kullanilan bir
tanimlamadir. Dogum agirliginda gebelik yasina gore %10 oraninda gerileme olmasi
SGA olarak kabul edilir. Ancak SGA ve IUGR terimleri tam olarak birbirinin yerini
tutmamaktadir. [UGR, sadece fetiisler i¢in kullanilirken SGA yenidoganlar i¢in de
kullanilmaktadir. TUGR 6nemli bir klinik problemdir. Genel popiilasyon i¢inde
prevalans1 %8’dir. Olii dogumlarin %52’si, a¢iklanamayan fetal dliimlerin %72’si,
perinatal mortalitenin %10’u IUGR ile iligkilidir (140).
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IUGR, anatomik ve/veya fonksiyonel aksakliklar ile fetal-plasental-maternal
birimlerde bozukluklar goériilmesi nedeniyle fetiisiin normal biiylime potansiyeline
ulasamamasidir. IUGR simetrik ve asimetrik olarak karakterize edilir. Simetrik
IUGR gebeligin erken donemlerinde baslayan siireglerden kaynaklanirken asimetrik
IUGR gebeligin ilerlemesiyle uteroplasental fonksiyonda aksakliklar yada besin
eksikliginden kaynaklanmaktadir. Dolayisiyla asimetrik IUGR, fetiisiin intrauterin
cevrede meydana gelen degisikliklere uyum saglamaya ¢alismasinin bir sonucudur
ve uzun siireli etkileri gdzlenir. [UGR go6zlenen fetiisler ileride metabolik sendrom,
hipertansiyon, koroner kalp yetmezligi, dislipidemi, obezite, zayiflayan glikoz
toleransi, Tip 2 diabetes mellitus ve osteoporoz gibi pek cok hastaliga yatkin hale
gelmektedir (141).

Kortikosteroid hormonlar, fetus ve plasenta gelisimi i¢in gerekli siirecleri
diizenlerler. Glukokortikoidler, maternal immun yaniti, implantasyonu, trofoblast
biliylimesini, invazyonu, fetiis ve plasenta gelisimini etkilemektedir. Uterus i¢inde
endometriyum, plasenta ve embriyo/fetiis maternal yada fetal kaynakli fizyolojik
glukokortikoide; kortizole, maruz kalirlar. Fetiis ve plasentanin uterus i¢i aktif
glukokortikoidlerin artan konsantrasyonlarma maruz kalmalarinda {ic mekanizma
vardir:

I Anneye sentetik glukokortikoidlerin uygulanmasi (erken-dogum riski
olan gebeliklerde genel bir uygulama)

IT) Maternal kortizol konsantrasyonlarmin artisi (maternal stres esnasinda
ortaya cikar)

III)  Desidua, plasenta ya da fetiiste kortizol metabolizmasinda bozulma

Gebeligin ortalarindan sonlarma dogru fetiisiin artan glukokortikoid
seviyelerine maruz kalmasmin olumsuz etkilere yol acacagina dair veriler giderek
artmaktadir. Bu etkiler; IUGR, erken dogum riski, post-natal hipertansiyon,
hipotalamus- hipofiz-adrenal aksta post-natal aktivite artigidir (14).

IUGR goriilen gebeliklerde plasenta agirliklarinda belirgin bir azalma
gozlenmektedir. Gobek kordonu normal plasentalarda genellikle merkezi olarak yer
almaktadir ancak IUGR goriilen plasentalarda siklikla ekzentrik ve membrandz
duruslu olduklar1 gézlenmistir (142).

IUGR goriilen plasentalarda, plasental immaturite, fetoplasental vaskiilopati,
villoz hipermaturite ve terminal villus eksikligi gibi ¢esitli patolojiler goriilmektedir.
Bu patolojilerin yetersiz trofoblast invazyonu, dolayisiyla uteroplasental arterlerin
yetersiz dilatasyonu nedeniyle ortaya ¢iktigi diisiintilmektedir (3, 143, 144). Bununla
birlikte villoz trofoblastlarda incelme, sitotrofoblastlarda sayisal olarak azalma,
apoptotik trofoblastlarda, stromal kollajen tip I, tip IV ve lamininde artis ve villoz
dallanmada azalma nedeniyle intervilloz aralikta artis goriilmektedir (145). Ayrica
villuslarda materno-fetal degisim yiizeylerinde azalma oldugu bildirilmistir (146,
147).
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GEREC VE YONTEM

3.1. Denekler

Bu arastirmada Akdeniz Universitesi ‘Deney Hayvanlar1 Unitesi’nde
yetistirilen 6-8 haftalik, daha 6nce hi¢c deneye girmemis ve ortalama agirliklar1 250-
300 gr olan Rattus norvegicus (Wistar) rk1 90 disi ve 4 adet erkek ergin sican
kullanildi. Erkek siganlar deney sonrasinda deney hayvanlari {initesine geri iade
edildi. Tim siganlar standart laboratuvar kosullarinda standart diyet ve musluk suyu
ile beslendi. Siganlar iki disiye bir erkek olacak sekilde kafeste bir gece birakildiktan
sonra ertesi sabah siganlara vajinal simir yapildi Mikroskopta bakilan simir
preparasyonlar1 ile sperm tasiyan sicanlar belirlendi ve bu hayvanlarin gebeligin
birinci giiniinde olduklar1 kabul edildi. Deney modeli her grupta 6 hayvan olmak
iizere kontrol, diyabet ve IUGR gruplarinda plasental gelisimin gerceklestigi
gebeligin 12, 14, 16, 18 ve 20. giinlerinden olusmaktaydi. Gebe disiler gebeliklerinin
12, 14, 16, 18 ve 20. giinlerinde eter anestezisi altinda sakrifiye edildiler.

3.2. Diyabet Modelinin Olusturulmasi

Diyabet grubunu olusturacak olan gebe disiler diyabet olusturabilmek igin
sakrifiye edilecekleri tarihten 7 gilin 6nce intraperitonal olarak tek doz 40 mg/kg STZ
(Streptozotocin (N-Methyl nitrosocarbamoyl-D-glucosaminel) Sigma, Katalog No:
S-0130) enjeksiyonuna maruz birakildilar. 48 saat sonra kan sekerleri 6l¢iildii. Kan
sekeri degeri 200mg/dI’nin {izerinde tespit edilen disiler diyabetik kabul edilerek
deneye dahil edildiler. Kontrol gruplarina ayni miktarda serum fizyolojik enjekte
edildi.

3.3. IUGR Modelinin Olusturulmasi

Siganlarda deksametazonla IUGR olusturulmasi i¢in literatiirde bildirilen
sekil ve miktarda (148-150) deksametazon uygulandi. Gebeligin 10. ve 12.
gilinlerinde deksametazon (Dexamethasone acetate Sigma, Katalog No: D1881)
enjeksiyonuna baglandi. 10. giinde enjeksiyona baslanan grup 12. giinde sakrifiye
edildi. Enjeksiyona 12. glinde baslanan gruplar 14, 16, 18, ve 20. giinlerde sakrifiye
edildiler. Enjeksiyonun yapildigi ilk giin deney grubundan her hayvana 0,Iml' lik
%10luk etanol i¢inde ¢oziilen deksametazon asetat, kilogram basmna 100 mikrogram
olacak sekilde boyun bdlgesinden subkutan olarak enjekte edildi. Sonra ki giinlerde
bu hayvanlara 200mikrogram/kg olacak sekilde deksametazon verilmeye devam
edildi. Kontrol gruplarina ayn1 miktarlarda serum fizyolojik enjekte edildi.

3.4. Doku Temini ve Hazirlanmasi
3.4.1. Doku Temini

Gebeliklerinin 12, 14,16, 18 ve 20. giinlerindeki kontrol ve diyabetik sicanlar
eter anestezisi altinda bayiltilip diseke edildikten sonra, 12. giindeki plasenta, uterus
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ve embriyolar birlikte alinip degerlendirildi. Diger giinlerdeki embriyo ve plasentalar
ayrt ayrt almdi. 12. giinde makroskopik olarak plasenta-uterus ayrimi
yapilamadigindan plasentatuterustembriyo agirliklar1 birlikte, diger giinlerde ise
embriyo ve plasenta agirliklar1 ayr1 ayr1 Olciildii. Alman plasenta 6rneklerinin bir
kism1 immiinohistokimyasal tekniklerde kullanilmak iizere Holland fiksatifinde
(1000 ml distile suda % 40’lik 100 ml formalin + 5 ml glasiyel asetik asit + 40 gr
pikrik asit + 2,5 gr bakir asetat) 4 saat tespit edildi. Bir kism1 ise Western Blot
calismalarinda kullanilmak tizere sivi nitrojene alind1 ve muhafaza edildi.

3.4.2. Immunohistokimya teknigi icin doku hazirlanmas:

Fikse edilen dokular, 2-3 saat musluk suyunda yikandi ve ardindan sira ile
%70, %80, %90’lik alkol serilerinde 24’er saat ve %100’Lik alkolde 3 saat tutularak
dehidrasyon isleminden gecirildi. Ksilol i¢inde 3 defa 3’er dakika bekletilerek
seffaflastirildi. 58°C’ye ayarl etiivde, dokular 3 defa 1’er saatlik parafin banyosunda
tutuldu. 3. saatin sonunda icerisinde dokular bulunan temiz parafin etiivden
cikarilarak oda 1sinda donmasi saglandi. Daha sonra, hazirlanan parafin bloklardan
alman 5 mikrometre kalinligindaki kesitlere rutin 151k mikroskopik ve
immiinohistokimyasal teknikler uygulandi.

3.4.3. Western Blot teknigi icin doku hazirlanmasi

3.4.3.1. Lizat hazirlama

Doku temini esnasinda kriyotiipler i¢ine alinan ve sivi nitrojende (-196°C)
muhafaza edilen plasentalardan asagida anlatilan sekilde lizatlar hazirlandi. Plasenta
ornekleri, igerisinde sivi nitrojen bulunan havanda doéviilerek dokularin tamamen
parcalanmas1 saglandi. Toz haline gelen plasentalar eppendorf tiiplerine alinarak
agirhiklar tartildi. 0,2 gr doku bagina 600 mikrolitre lizis buffer [10ml 0,1M Tris (pH
7.4), 90ml distile su, Iml 100X Na-orthovanadate ve 1gr SDS] ve 10 mikrolitre
proteaz inhibitor kokteyli (Protease inhibitor coctail tablet, Roche, Katalog No: 1 697
498) olacak sekilde hesaplama yapilarak eppendorflara lizis buffer ve proteaz
inhibitor kokteyli konuldu. Eppendorflarin icindeki dokular vortekslendi ve 15.000
rpm’de 15 dakika +4°C’de santrifiij edildi. Siipernatantlar alinip pelet kismi atilarak
lizatlar hazirlandi. Hazirlanan lizatlar -20°C de muhafaza edildi.

3.4.3.2. Protein miktarinin belirlenmesi

Lizatlarin igerdigi protein miktarinin belirlenmesi i¢in Lowry yontemi (151)
kullanildi. Bu yontemde standart olarak protein igerigi 1mg/ml olan BSA (Bovine
serum albumin Fraction V, Sigma Katalog No: A 9647) kullanildi. BSA’nin
(1000pug/ml), 1:1 (500pg/ml protein), 1:2 (250ug/ml), 1:3 (125pg/ml), 1:5
(62,5ug/ml) diliisyonlar1 yapilarak standart protein arali§i hazirlandi. Lizatlar, 1:30
ve 1:60 dilusyonlar halinde calisildi. Hazirlanan standart ve lizat diliisyonlarindan 20
mikrolitre alinarak lowry tiiplerine pipetlendi. Kor olarak distile su kullanildi. Bu
islem her Ornek icin 2 kez tekrarlandi. Tiim lowry tiiplerine 600 mikrolitre lowry
soliisyonu konuldu. Lowry soliisyonu 100:1:1 oraninda LowryA: LowryB: Lowry C
soliisyonlarin karistirilmasiyla hazirland1 (Lowry A: 2gr NaOH + 10.6gr Na,CO3,
500ml distile su, Lowry B:lgr KNaCsHsO¢ 100ml distile su, Lowry C: lgr
CuS0,4.5H20, 100 ml distile su). ilk énce Lowry B ve C soliisyonlar1 karistirilip
ardindan Lowry A soliisyonu ilave edildi. Lowry soliisyonu ile 10 dakika
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inkiibasyonun ardindan tiim tiiplere 60 mikrolitre folin pipetlendi. Folin soliisyonu
1:1 oraninda distile su ile diliie edilerek kullanildi. Folin eklenmis olan tiipler 30
dakika karanlikta inkiibe edildi. Ardindan tiim tiiplerden 200 mikrolitre 6rnek 96
kuyucuklu plate’lere pipetlendi ve spektrofotometrede (BioTek, MQX200) 750nm
dalga boyunda okunmas1 saglandi. Standartlar ile karsilastirilarak her bir numunenin
protein miktar1 tespit edildi. Tiim numunelerin protein miktarlarinin esit olmasi
saglanarak western blot analizlerinde kullanima hazir hale getirildi.

3.5. Rutin Isik Mikroskopik Gozlemler

Her {i¢ gruba ait plasenta o6rneklerinden 5 mikrometre kalinhiginda kesitler
alindi. Hematoksilen-Eozin boyamas1 yapilarak 15tk mikroskobu (Axioplan Zeiss,
Almanya) ile incelendi.

3.6. Immiinohistokimyasal Protokol

Polylizin ile kapli lamlara alinan 5 mikrometre kalinligindaki parafin kesitler
1 gece boyunca 56°C’de etiivde tutuldu. Deparafinizasyon i¢in parafin kesitler 2 defa
10’ar dakika ksilolden geg¢irildi. Daha sonra derecesi giderek azalan alkol serilerinin
her birinde 5’er dakika (%100, %90, %80, %70) bekletildi. Distile su ile 5 dakika
muamele edildi. Dokudaki antijenik maskelenmenin ortadan kaldirilmasi ig¢in
kesitler, 200 ml sitrat tamponu (pH:6.0; 1000 ml distile suda 3,57 gr sodyum sitrat
(10mM)) i¢ine alind1 ve mikrodalga firinda (750 watt) ii¢ defa 7’ser dakika tutuldu.
Bu islemden sonra sodyum sitrat soliisyonu icerisinde 30 dakika boyunca oda
1s1sinda bekletildi. Dokularin ¢evresi hidrofobik kalemle ¢izildikten sonra 3 defa 5’er
dakika Tween eklenmis Tris tamponlu tuz ¢ozeltisinden (TBS-T; pH: 7.4) gecirildi.
Bir sonraki basamakta dokulardaki alkalen fosfataz aktivitesini ortadan kaldirmak
icin kesitler 30 dakika boyunca levamisol soliisyonu ile muamele edildi. Kesitler 3
defa 5’er dakika TBS-T’te yikandiktan sonra dokulardaki 6zgiil olmayan antikor
baglanmasini 6nlemek amaciyla oda sicakliginda sekonder antikorun elde edildigi
hayvan tiiriiniin serumundan olusan bloklama soliisyonu (Ultra UV Block, LabVision
Corporation TA-125UB) ile 10 dakika muamele edildi. Hemen sonrasinda, serum
kesitler lizerinden uzaklastirildi ve dokular tavsan monoklonal Akt (pan) 1:300
(4685- 11E7- Cell Signaling Technology, Inc.3 Trask Lane Danvers, MA 01923),
fare monoklonal fosfo-Akt Ser473 1:100 (4051-587F11, Cell Signaling Technology,
Inc.3 Trask Lane Danvers, MA 01923), tavsan monoklonal p44/42 MAP Kinaz
(ERK1/2) 1:500 (4695-137F5- Cell Signaling Technology, Inc.3 Trask Lane
Danvers, MA 01923), fare monoklonal fosfo ERK1/2 1:100 (E-4, sc7383, Santa Cruz
Biotechnology ,Inc. 2145 Delaware Avenue Santa Cruz, CA. 95060 U.S.A. ) primer
antikorlartyla +4°C’de gece boyu inkiibe edildi. Kontrol kesitlerine uygun serum ya
da izotip IgG uygulandi. Kesitler primer antikorlar ile inkiibasyondan sonra, 3 defa
5’er dakika TBS-T ile yikandi. Daha sonra kesitler, biyotinle isaretlenmis keci anti-
fare ve anti-tavsan sekonder antikoru (DAKO, LSAB-2 system AP code no:K0610)
ile 25 dakika ve streptavidin-alkalen fosfataz kompleksi (DAKO, LSAB-2 system
AP code no:K0610) ile 25 dakika inkiibe edildi. Her iki uygulama sonrasinda da
TBS-T ile 3 defa 5’er dakika yikama yapildi. Sekonder antikor ile birlestirilmis
alkalen fosfataz enzimi i¢in substrat olan Fast Red kromojeni ile dokular 5-20 dakika
muamele edildi. Enzim substrat etkilesimi sonucunda olusan {iriin renk olarak
mikroskopta gozlendi. Daha sonra kesitler distile suya alindi, hematoksilen ile 5-6
saniye zit boyama yapildi ve akar musluk suyunda yikandi. Kaiser’s glycerol gelatine
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(MERCK, OB 514196, Darmstadt, Germany) kapatma soliisyonu ile kapatilan
kesitler Axioplan mikroskopunda (Zeiss, Almanya) incelendi ve fotograflandirildi.

3.7. SDS-PAGE Western Blot protokol

Icerdikleri protein miktarlar1 tespit edilen ve protein miktarlar1 distile su,
numune ve laemmli buffer (Sample Buffer 2X, Laemmli electrophoresis Reagent,
Sigma, Katalog No: S-3401 ) oranlar1 ile esitlenen numuneler 5 dakika 95 derecede
kaynatildi. Caligilacak olan proteinin kilo dalton agirligi dikkate alinarak uygun
yiizdelerde jeller hazirlandi. ERK ve fosfo-ERK icin %15lik , Akt ve fosfo-Akt i¢in
% 12.5’luk poliakrilamit jel hazirlandi. Her kuyucuga 30mikrogram/ml oraninda
protein igeren numuneler yiliklendi. Elektroforezde numuneler ilk 6nce 100V
30mA’de 15 dakika, sonrasinda ise 80V 30mA’de jelin sonuna kadar yiiriitiildii.
Elektrofezden sonra ise jeldeki proteinlerin membrana gegmesi i¢in immunoblotting
yapildi. Blotlama islemi 30V 90mA’de gece boyu +4°C’de gergeklesti. Proteinlerin
nitroselliiloz membrana (Hybond ECL Blotting Membran, Nitrocellulose, Amersham
Katalog No : RPN 203D) transferinden sonra, Ponceau S (Ponceau S Solution,
Sigma Katalog No:P-7170) boyamas1 yapilarak proteinlerin membrana transfer olup
olmadig1 kontrol edildi. Ponceau membrandan uzaklasincaya kadar pH’s1 7.4 olan, %
0.1 Tween-20 ilaveli Tris Buffer Soliisyonu (TBS-T ) ile yikama yapildi. Ardindan
membran 1 saat siire ile oda 1sinda TBS-T ile hazirlanan % 5’lik yagsiz siit tozu ile
bloklandi. Membran, Akt 1:1000, pAkt 1:1000, ERK1/2 1:500, pERK1/2 1:250
oraninda diliie edilmis antikorlar ile +4°C’de gece boyu karistirict lizerinde inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasinda TBS-T ile 3 kez 10 dakika yikandi. Membran,
sekonder antikorla oda sicakliginda karistirici iizerinde 1 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasmda TBS-T ile 3 kez 10 dakika yikandi. Ardindan SuperSignal
Chemiluminisans  (SuperSignal®WestPicoChemiluminescent ~Substrate, Pierce,
Katalog No: 34080T) ile 5 dakika karanlikta inkiibe edilip karanlik odada
membrandaki protein bandlar1 hiperfilme aktarildi. Film developer (Developer,
ILFORD Multigrade, Katalog No:757855) ve fiksatiften (Rapid Fixer, ILFORD
Hypam, Katalog No:1758285) gecirildi, distile su ile yikand1 ve ardindan kurutuldu.

3.8. istatistiksel Analiz

3.8.1. Plasenta-Embriyo Agirhklan

Kontrol ve deney gruplarina ait plasenta ve embriyo agirliklar1 hassas terazi
ile dl¢giildiikten sonra gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir farklilik olup
olmadigmi belirlemek i¢in SigmaStat 3.5 programi kullanilarak Student t-test ve One
Way ANOVA testleri uygulandi ve p<0.05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.

3.8.2. Western Blot Analizleri

Kontrol ve deney gruplarina ait bantlarn yogunluklar1 DigiDog 1000
programinda Olgiildii. Elde edilen verilere SigmaStat 3.5 programi kullanilarak
Student t-test ve One Way ANOVA testleri uygulandi ve gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark olup olmadigi belirlendi. p<0,05 olan degerler
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3.8.3. Semikantitatif Degerlendirme

Tim deney gruplarinda hiicrelerin immiino boyanma yogunluklar1
semikantitatif olarak [(-): Negatif, (+/-): Zayif pozitif, (+): Pozitif, (++): Kuvvetli
pozitif, (+++): Cok kuvvetli pozitif | seklinde degerlendirildi.
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BULGULAR

4.1. Plasenta Agirhklan

Kontrol, IUGR ve diyabet gruplarma ait plasentalarin agirliklar1 6l¢iildi ve
gerekli degerlendirmeler yapildi. Gebeligin 12. giiniinde plasenta-uterus ayirimi
miimkiin olmadig1 icin, bu giline ait Ornekler uterus+plasentat+embriyo olarak

degerlendirildi.

Olgiimlerin sonucunda Deksametazon enjeksiyonu ile olusturulan TUGR
gruplarina ait plasentalarin, gebeligin tiim giinlerinde kontrol gruplarina kiyasla daha
kiigiik oldugu belirlendi. Gebeligin 12. giiniinde uterus+plasentatembriyo olarak
degerlendirilen 6rneklerde hem IUGR (p<0,001) hem de diyabet (p<0,001) grubunda
kontrole kiyasla anlamli bir fark oldugu gozlendi (Sekil 4.1.1., Tablo 4.1.1.). IUGR
gruplarma ait plasentalarda gozlenen agirlik azaliglari tiim giinlerde istatistiksel

olarak anlamli idi (p<0,05) (Sekil 4.1.2., Tablo 4.1.2.).

Tablo 4.1.1. 12. giin uterus+plasenta+ embriyo agirliklari (ortama =+ standart sapma, p

degerleri, n degerleri)

Uterus+ Plasenta+ Embriyo agirhgi (gr)

Ortalamaz+ Standart Sapma, p degeri, n degeri

Kontrol 0,448 + 0,00767 (n=32)
IUGR 0,355 % 0,0569 (p<0,001)* (n=30)
Diyabet 0,129 £ 0,00808 (p<0,001)* (n=31)
) 0,5
é 0,45 = *
S 04
2 035
Ke]
E_ 03 OKontrol
55025 BIUGR
g 02 % O Diyabet
s 015 _
Q
£ 01
2 005
5 0 ‘
Kontrol IUGR Diyabet
12. giin

Sekil 4.1.1. Gebeligin 12. giiniine ait kontrol, IUGR ve diyabet gruplarina ait
uterus+plasenta+embriyo agirliklari. (* p<0,05)
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Sekil 4.1.2. Gebeligin 14-20. giinleri aras1 kontrol ve IUGR gruplarima ait plasenta agirliklari
(* p<0,05)

Diyabet grubuna ait plasentalarin gebeligin 14 ve 16. gilinlerinde kontrol
grubuna kiyasla daha kii¢lik oldugu, bununla birlikte gebeligin 18. giiniinden itibaren
kontrol grubundan daha biiylik oldugu goézlendi. Plasental agirliklarda gozlenen bu
farklar tiim gilinlerde anlamli bulundu (p<0,05) (Sekil 4.1.3., Tablo 4.1.2.).
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Sekil 4.1.3. Gebeligin 14-20. giinleri aras1 kontrol ve diyabet gruplarina ait plasenta agirliklari
(* p<0,05)



Tablo 4.1.2. 14-20. giinler aras1 gruplara ait plasenta agirliklar1 (ortalama + standart sapma,
p degerleri, n degerleri)

Plasenta Ortalama + Standart Sapma, p degeri, n degeri

Agirhiklar (gr)

Gebelik Giinleri Kontrol IUGR Grubu Diyabet Grubu
Grubu

14 0,343 £0,0184 | 0,280+ 0,0125 (p=0,025) * 0,187 +0,00610
(n=32) (n=35) (p<0,001)* (n=36)

16 0,400 +£0,0189 | 0,325+ 0,0134 (p=0,007)* 0,370 +£0,0104
(n=30) (n=34) (p=0,04) * n=31)

18 0,450 +£0,0213 | 0,395 + 0,00800 (p=0,03) * 0,535+ 0,0186
(n=31) (n=36) (p=0,006)* (n=30)

20 0,561 +£0,0152 | 0,459 +0,0140 (p<0,001)* 0,630 + 0,0205
(n=40) (n=41) (p=0,04) * (n=34)

4.2. Embriyo Agirhklar:

14. giinden itibaren embriyolarin agirliklar1 degerlendirildiginde kontrol ve
IUGR gruplar1 arasinda 14, 16 ve 18. giinlerde (sirasiyla p=0,659, p=0,900, p=0,181)
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmazken gebeligin 20. giiniinde (p<0,001)
IUGR grubunda istatistiksel olarak anlamli bir azalis oldugu belirlendi (Sekil 4.2.1.,

Tablo 4.2.1.).

Kontrol ve diyabet gruplarina ait embriyo agirliklarinin 6l¢timleri sonucunda
14, 18, ve 20. gilinlerde diyabet gruplarina ait embriyo agirliklarinda kontrol
gruplarma kiyasla azalis oldugu belirlendi. Bu farklar 14. (p<0,001) ve 20. (p<0,001)
glinlerde istatistiksel olarak anlamli iken 18. (p=0,158) giinde anlamsiz bulundu.
Gebeligin 16. (p=0,691) giiniinde kontrol ve diyabet gruplar1 arasindaki embriyo

agirliklarinda istatistiksel olarak bir fark bulunmadi (Sekil 4.2.2., Tablo 4.2.1.).

Embriyo Agirliklar (gr)
w

[

O Kontrol
BIUGR

14

16

18

Gebelik Giinleri

20

Sekil 4.2.1. Gebeligin 14-20. giinleri aras1 kontrol ve IUGR gruplarina ait embriyo agirliklari
(* p<0,05
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Sekil 4.2.2. Gebeligin 14-20. giinleri aras1 kontrol ve diyabet gruplarina ait embriyo agirliklar:
(* p<0,05)

Tablo 4.2.1. 14-20. giinler arasi gruplara ait embriyo agirliklar1 (ortalama =+ standart sapma, p
degerleri, n degerleri)

Embriyo Ortalama + Standart Sapma, p degeri, n degeri
Agirhiklari(gr)
Gebelik Kontrol IUGR Grubu Diyabet Grubu
Giinleri Grubu
14 0,289 £ 0,00672 | 0,284 +0,00733 (p=0,659) 0,213 +0,0115
(n=32) (n=35) (p<0,001)* (n=36)
16 0,787 £0,0205 | 0,782 = 0,0117 (p=0,900) 0,811 = 0,0257 (p=0,691)
(n=30) (n=34) (n=31)
18 2,020 £0,0794 | 2,124 = 0,0350 (p=0,181) 1,879 £ 0,0413 (p=0,158)
(n=31) (n=36) (n=30)
20 5,200 £ 0,0634 | 4,303 £ 0,0854 (p<0,001)* 4,773 +£0,0582
(n=40) (n=41) (p<0,001)* (n=34)

4.3. Morfolojik Olarak Plasental Gelisim

Gebeligin 12, 14, 16, 18 ve 20. giinlerinde kontrol, ITUGR ve diyabet
gruplarindan elde edilen plasentalarin rutin Hematoksilen-Eozin boyamasi yapildi.
Isik mikroskobu altinda plasentalar incelendi.

4.3.1. Gelisimin 12. giinii

Gebeligin 12. giinlindeki kontrol grubu siganlarda, koryoallantoik plasentada
birbirinden farkli 3 ayr1 bolge (Sekil 4.3.1.1.a, Sekil 4.3.1.2.a-c) ayirt edilebiliyordu.
Bu bolgeler sirasiyla maternal ve fetal kan damarlarinin bir arada bulundugu labirint
tabaka (Sekil 4.3.1.1.b,c), sadece maternal damarlarin yer aldigi ve spongiotro-
foblastlardan olusan baglant:1 zonu (Sekil 4.3.1.1.d) ve maternal desiduay1 fetal
dokudan ayiran dev hiicrelerin olusturdugu trofoblast tabakasi (Sekil 4.3.1.1.d) idi.
Labirint tabakada fetal kan damarlari, igerdigi fetal eritroblastlar (Sekil 4.3.1.1.b) ile
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rahatlikla ayirt edilebiliyordu. Labirint tabakanin en dis kismida Reichert membrani
ve bu membranin iizerinde pariyetal endodermal (Sekil 4.3.1.1.c) hiicreler
bulunmakta idi.

Sekil 4.3.1.1a-d 12 giinliik kontrol grubuna ait uterus+plasentatembriyo kesitinin Hematoksilen-
Eozin (H-E) boyanmalar a: Total goriinim X1,6 b: Labirint zondaki fetal
eritroblastlar ile ayirt edilen fetal kan damarlar (tek oklar) eritrositlerle ayirt edilen
maternal kan adaciklar1 (*) X40 ¢: Labirint zondaki Reichert membrani (kesikli ok)
ve pariyetal endodermal hiicreler (ok baslari) X40 d: Dev hiicreler (cift oklar),
baglanti zonundaki spongiotrofoblastlar (st) ve maternal kan (*) X40. (e: embriyo,
kp: koryoallantoik plasenta, md: maternal desidua)

Sekil 4.3.1.2a-¢c  12. giin kontrol, TUGR ve diyabet gruplarina ait H-E boyanmalar1  a: Kontrol
grubuna ait baglanti zonu (bz) ve labirint (lab) tabakasi X10 b: I[UGR grubuna ait
baglanti zonu (bz) ve labirint (lab) tabakas1 X10 ¢: Diyabet grubuna ait baglanti
zonu (bz) ve labirint (lab) tabakas1 X20

46



IUGR grubuna ait kesitlerde, plasentanin kontrol grubundan daha kiigiik
oldugu gozlendi (Sekil 4.3.1.3b). Diyabetik gruba ait plasentada ise koryoallantoik
plasentanin oldukga kii¢lilmiis oldugu tespit edildi (Sekil 4.3.1.3c). Hem labirint hem
de baglant1 zonu kontrol grubuna kiyasla belirgin olarak daha kiigiikk idi (Sekil
4.3.1.2¢).

Sekil 4.3.1.3a-¢c 12 giinliik kontrol, [IUGR ve diyabet gruplarma ait uterus + plasentatembriyo
kesitlerinin H-E boyanmalar1 a: Kontrol grubu genel goériiniim X1,6 b: IUGR grubu
genel goriinim X1,6 c¢: Diyabet grubu genel goriinim X1,6 (e: embriyo, kp:
koryoallantoik plasenta, md: maternal desidua)

4.3.2. Gelisimin 14. giinii

Gelisimin 14. giiniinde si¢an plasentasinin 12. giindeki plasentaya gore
oldukga gelismis oldugu belirlendi (Sekil 4.3.2.1a). Labirint tabakas1 daha gelismisti
ve bu tabakada fetal damarlar igerdikleri eritroblastlar ile ayirt edilebiliyordu (Sekil
4.3.2.1b). Labirint tabaka icerisinde yer yer glikojenik hiicrelerin yer aldigi tespit
edildi (Sekil 4.3.2.1c). Ayn1 zamanda villuslara ait dallanmalar goézlenmekteydi
(Sekil 4.3.2.1d). Baglant1 zonunda, 12. giinde gozlenmeyen glikojenik hiicreler
olduk¢a fazla sayida yer almaktaydi. Baglanti zonunun ¢ogunlugunu bu hiicreler
olusturmaktaydi (Sekil 4.3.2.1¢). Glikojenik hiicrelerin ayni zamanda maternal
desidua icerisinde de yer aldigi izlendi (Sekil 4.3.2.11).
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Sekil 4.3.2.1a-f 14. giin kontrol grubuna ait plasentanin H-E boyanmalar1 a: Genel goriiniim X1.6
b: Labirint (lab) zonda fetal eritroblastlar (tek oklar), Reichert membran1 (kesikli ok) ve
pariyetal endodermal hiicreler (ok bagi) X40 c¢: Labirint zonda glikojenik hiicreler (mavi
renkli oklar) X20 d: Labirint zonda villuslara ait dallanmalar (yildiz) X20 e: Maternal
desidua (md), dev hiicreler (¢ift ok), baglanti zonundaki spongiotrofoblastlar (st) ve
glikojenik hiicreler (gh) X20 f: Maternal desidua (md) icerisinde glikojenik hiicreler (mavi
renkli ok) X10 (lab: labirint zon, bz: baglanti zonu, md: maternal desidua)

IUGR grubuna ait plasentalarin kontrol grubundan daha kii¢iik oldugu
gozlendi (Sekil 4.3.2.2b). Hem labirint hem de baglant1 zonu kontrol grubuna kiyasla
daha kii¢lik boyutlardaydi. Diyabet grubunda gozlenen plasentalarda kontrol grubuna
kiyasla fark oldukg¢a belirgindi (Sekil 4.3.2.2¢). Diyabetik plasentalarda labirint
tabakanin oldukea kii¢lilmiis oldugu tespit edildi.
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Sekil 4.3.2.2a-¢ 14. giin kontrol ve deney gruplarina ait plasentalarin H-E boyanmalar1 a: Kontrol
grubu genel goriinim X1,6 b: TUGR grubu genel goriiniim X1,6 ¢: Diyabet grubu
genel goriiniim X1,6 (lab: labirint zon, bz: baglant1 zonu, md: maternal desidua).

4.3.3. Gelisimin 16. giinii

Gebeligin 16. giiniinde labirint tabakanin biiylimeye devam ettigi ve baglant1
zonmu ile ayni biyiikliige ulastigi belirlendi (Sekil 4.3.3.1.a). 14. giline kiyasla,
baglant1 zonunda gdzlenen glikojenik hiicre yogunlugunda azalma oldugu, maternal
desiduada ise 14. giinden ¢ok daha yogun glikojenik hiicre bulundugu tespit edildi
(Sekil 4.3.3.1.b). IUGR grubu ve diyabet grubuna ait plasentalar kontrol grubuna
kiyasla daha kiigtiktii (Sekil 4.3.3.2.a, Sekil 4.3.3.3.a ). IUGR grubu plasentalarin
baglant1 zonunda ve maternal desiduada kontrol grubuna benzer sayida glikojenik
hiicre bulunurken (Sekil 4.3.3.2.b), diyabet grubunda bu zonlarda glikojenik
hiicrelerin daha az oldugu gozlendi (Sekil 4.3.3.3.b).

Sekil 4.3.3.1a,b 16. giin kontrol grubuna ait plasentanin H-E boyanmalar1 a: Genel goriiniim X1,6
b: Baglanti zonundaki (bz) ve maternal desiduadaki (md) glikojenik hiicreler (gh)
goriilmektedir X10. (lab: labirint zon, bz: baglanti zonu, md: maternal desidua)
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Sekil 4.3.3.2a,b 16. giin [UGR grubuna ait plasentanin H-E boyanmalar1 a: Genel goriiniim X1,6 b:
Baglant1 zonundaki ve maternal desiduadaki glikojenik hiicreler (gh) goriilmektedir
X10 (lab: labirint zon, bz: baglanti zonu, md: maternal desidua, st:
spongiotrofoblast)

Sekil 4.3.3.3a,b 16. giin diyabet grubuna ait plasentanin H-E boyanmalar1 a: Genel goriiniim X1,6
b: Baglant1 zonundaki glikojenik hiicreler (gh) goériilmektedir X10 (lab: labirint zon,
bz: baglanti zonu, md: maternal desidua, st: spongiotrofoblast)

4.3.4. Gelisimin 18. giinii

Gebeligin 18. giiniinde kontrol grubuna ait plasentada labirint tabakasinin
bliylimiis oldugu ve plasentanin biiyiilk bir kismmi kapladigr tespit edildi (Sekil
4.3.4.1a). Spongiotrofoblast tabakasi kiiglilmiis (Sekil 4.3.10a) ve glikojenik hiicreler
azalmist1 (Sekil 4.3.4.1b).

IUGR grubuna ait plasentalarin kontrol grubuna gore kiiciik oldugu belirlendi
(Sekil 4.3.4.2a). Labirint baglant1 zonu oraninda belirgin bir degisiklik gozlenmedi.
Baglant1 zonunda glikojenik hiicrelerin kontrole gore daha yogun oldugu tespit edildi
(Sekil 4.3.4.2b). Diyabetik gruba ait plasentalarda ise asir1 bir biiyiime oldugu
belirlendi (Sekil 4.3.4.3a). Labirint tabakasi olduk¢a genisti. Bununla birlikte
baglant1 zonunda ve maternal desiduada yogun glikojenik hiicre varligi gozlendi
(Sekil 4.3.4.3b).
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Sekil 4.3.4.1a,b 18. giin kontrol grubuna ait plasentanin H-E boyanmalar1 a: Genel goriiniim X1,6
b: Baglanti zonunda glikojenik hiicreler (ok ile) X40 (lab:labirint zon, bz: baglanti
zonu, md: maternal desidua, st: spongiotrofoblast )

Sekil 4.3.4.2a,b 18. giin [UGR grubuna ait plasentanin H-E boyanmalar1 a: Genel goriiniim X1,6 b:
Baglant1 zonunda glikojenik hiicreler (gh), maternal kan damarlar1 (oklar) X20 (lab:
labirint zon, bz: baglanti zonu, md: maternal desidua, st: spongiotrofoblast)

Sekil 4.3.4.3a,b 18. giin diyabet grubuna ait plasentanin H-E boyanmalari a: Genel goriinim X1,6
b: Baglanti zonunda ve maternal desiduada (md) glikojenik hiicreler (gh) X20 (lab:
labirint zon, bz: baglanti zonu, md: maternal desidua, st: spongiotrofolast)
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4.3.5. Gelisimin 20. giinii
Gelisimin 20. giiniinde baglant1 zonu olduk¢a kiiclilmiistii (Sekil 4.3.5.1a).

Labirint tabakas1 adeta plasentanin tamamini olusturmaktaydi. Glikojenik hiicreler
yok denecek kadar azdi (Sekil 4.3.5.1b.).

IUGR grubu plasentalarin diger giinlerde oldugu gibi kontrol grubundan daha
kiigiik oldugu gozlendi (Sekil 4.3.5.2a). Kontrol grubunda oldugu gibi IUGR grubu
plasentalarin baglant1 zonunda da glikojenik hiicreler olduk¢a azdi. Diyabet grubuna
ait plasentalar ise kontrol grubundan c¢ok daha biiylik olarak belirlendi (Sekil
4.3.5.3a). Baglant1 zonunda ve maternal desiduada bol sayida glikojenik hiicre
mevcuttu (Sekil 4.3.5.3b).

Sekil 4.3.5.1a,b 20. giin kontrol grubuna ait plasentanin H-E boyanmalar1 a: Genel goriiniim X1,6
b: Baglant1 zonundaki glikojenik hiicreler (ok ile) goriilmektedir X20 (lab: labirint
zon, bz: baglant1 zonu, md: maternal desidua)

Sekil 4.3.5.2a,b 20. giin [IUGR grubuna ait plasentanin H-E boyanmalar1 a: Genel goriiniim X1,6
b: Baglanti zonu ve labirint zon goriilmektedir X10 (lab: labirint zon, bz: baglanti
zonu, md: maternal desidua)
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Sekil 4.3.5.3a,b 20. giin diyabet grubuna ait plasentanin H-E boyanmalari a: Genel goriinim X1,6
b: Baglanti zonundaki ve maternal desiduadaki  glikojenik hiicreler (gh)
goriilmektedir X10 (lab: labirint zon, bz: baglanti zonu, md: maternal desidua)
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4.4. Iimmunohistokimyasal Bulgular

4.4.1. Akt (PKB) immiin Boyanmalan
Kontrol, [UGR ve Diyabetik gruplara ait Akt immiino boyanma yogunluklari
semikantitatif olarak degerlendirildi ve Tablo 4.4.1.1°de gdsterildi.

Tablo 4.4.1.1. Kontrol, [IUGR ve diyabet gruplarina ait si¢can plasentalarinda Akt
immiinoboyanmasinin hiicresel dagilimi

Gebelik Des | Dev | S.T. | Gli.H. | M.EH. | L.D.H. | L.T. | P.EH. | V.EH | KM.H. | F.EH.
giinleri H. H.

?(;)mrd | | | ++ || | NE.
IUGR20 | 44t | ++ | ++ |+ +- ++ |+ + -+ -+
2D(;yabet TR + ++ —+ |+ ++ ++ ++
Ifg)mml | | | NE. ++ |+ ++ NE. NE.
IUGR I8 | ot | 4+ | ++ | + -+ + + +- + ++ -+
ll)gyabet | | | + || ++ NE. NE.
Il<60mr01 | | | - NE. ++ |+ | NE.
IUGR 16 | it | 4+t |+t | - A A | H- ++ +H+ -+
]1)6iyabet | | | NE. ++ | - ++ -+ NE.
If:mml | | |+ ++ ++ | - ++ ++ -t
IUGR 14 | 14 | 4+ | +++ | + +- +- + - + + A
ll)iyabet + | |+ + | |- ++ ++ NE.
Il<20mr01 H | =+ |0 ++ 0 =+ - + 0 -+
IUGR 12 | o | 4+ | + 0 + 0 + - +- 0 ++
]1)2iyabet |+ =+ 0 ++ 0 =+ - +/- 0 -+

Des. H.: Desidual Hiicre, Dev. H.: Dev Hiicre, F.E.T.: Fetal Endotelyal Hiicre, Gli.H.: Glikojenik
Hiicre, K.M.H.: Koryonik Mezodermal Hiicre, L.D.H.: Labirint Dev Hiicre, L.T.: Labirint Trofoblast,
M.E.H.: Maternal Endotelyal Hiicre, P.E.H.: Pariyetal Endodermal Hiicre, S.T.: Spongiotrofoblast,
V.E.H: Visseral Endodermal Hiicre. (-): Negatif, (+/-): Zayif pozitif, (+): Pozitif, (++): Kuvvetli
pozitif, (+++): Cok kuvvetli pozitif, (0): Hiicreler mevcut degil.

Gebeligin 12. giiniinde kontrol grubuna ait sigan plasentasinda dev hiicrelerde
ve fetal endotelde cok yogun immiino boyanma gozlenirken, desidual hiicrelerde,
spongiotrofoblastlarda ve labirint trofoblastlarda yogun boyanma goézlendi. Visseral
endodermal hiicrelerde immiin pozitif reaksiyon vardi. Akt immiin boyanmalar1
sitoplazmik ve niikleerdi (Tablo 4.4.1.1, Sekil 4.4.1.1a,b). IUGR grubuna ait
plasentalarda dev hiicrelerde, spongiotroblastlarda, labirint trofoblastlarda ve fetal
endotelde immiin boyanma yogunlugunun azaldig: tespit edildi (Tablo 4.4.1.1, Sekil
4.4.1.2a,b). Diyabet grubunda ise kontrole benzer boyanmalar elde edildi (Tablo
4.4.1.1, Sekil 4.4.1.3a,b).
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Sekil 4.4.1.1a,b 12 giinliik kontrol grubuna ait sigan plasentasinda Akt immiin boyanmalar1 a: Dev
hiicreler (cift oklar) ve spongiotrofoblastlar (tek oklar) X40 b: Fetal endotel hiicresi
(kesikli oklar) X40. (bz: baglanti zonu, lab: labirint)

Sekil 4.4.1.2a,b 12 giinliik [IUGR grubuna ait si¢an plasentasinda Akt immiin boyanmalar1 a: Dev
hiicreler (gift oklar) ve spongiotrofoblastlar (tek oklar) X20 b: Fetal endotel hiicresi
(kesikli oklar) X40. (Des h.: desidual hiicre, bz: baglant1 zonu, lab: labirint)

Sekil 4.4.1.3a,b 12 giinliik diyabet grubuna ait sigan plasentasinda Akt immiin boyanmalar1 a: Dev
hiicreler (¢ift oklar) X40 b: Dev hiicreler (¢ift oklar), spongiotrofoblastlar (tek
oklar), fetal endotel (kesikli oklar) X40. (bz: baglanti zonu, lab: labirint)
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Gelisimin 14. giiniinde kontrol grubuna ait sigan plasentasinda dev hiicreler,
spongiotrofoblastlar, labirint trofoblastlar ve fetal endotelde ¢ok yogun Akt immiin
reaktivitesi gozlendi. Desidual hiicreler, maternal endotelyal hiicreler, labirint dev
hiicreler, visseral endodermal hiicreler ve koryonik mezodermal hiicrelerde yogun
boyanmalar tespit edildi. Bununla birlikte maternal damarlara komsu olan
spongiotrofoblastlarda ¢ok yogun Akt ekspresyonu gozlendi. Glikojenik hiicrelerde
immiin pozitif reaksiyon vardi. Pariyetal endodermal hiicreler ise zayif boyanmisti
(Tablo 4.4.1.1, Sekil 4.4.1.4.a-d).

Sekil 4.4.1.4a-d 14 giinliik kontrol grubuna ait sigan plasentasinda Akt immiin boyanmalar1
a: Baglanti zonu (bz) ve labirint zonda (lab) Akt immiin boyanmalar1 X10 b:
Baglant1 zonunda spongiotrofoblastlar (tek oklar) X40 ¢: Baglant1 zonunda maternal
kan damarina komsu olan spongiotrofoblastlar (tek ok) ve glikojenik hiicreler (ok
baslar1) X40 d: Labirint trofoblastlar (kalin oklar) ve labirint dev hiicreler (gift ok)
X40. (*: maternal kan)
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14. giin TUGR grubuna ait sican plasentasinda dev hiicreler,
spongiotrofoblastlar ve fetal endotelde kontrol grubuna benzer yogunlukta
boyanmalar gézlenirken desidual hiicreler, maternal endotelyal hiicreler, labirint dev
hiicreler, labirint trofoblastlar, visseral endodermal hiicreler ve koryonik mezodermal
hiicrelerde Akt yogunlugunun azaldigi gozlendi. Ozellikle maternal endotelyal
hiicrelerde ve labirint trofoblastlarda boyanmanin belirgin olarak azaldigi tespit
edildi (Tablo 4.4.1.1, Sekil 4.4.1.5a-d.). Diyabet grubu sigan plasentasina ait immiin
boyanmalar kontrol grubuna benzerdi (Tablo 4.4.1.1, Sekil 4.4.1.6a-d.). IUGR (Sekil
4.4.1.5b) ve diyabet grubu (Sekil 4.4.1.6b) sican plasentalarinda maternal damara
komsu olan spongiotrofoblastlarda, kontrol grubunda oldugu gibi yogun Akt
ekspresyonu gozlendi.

Sekil 4.4.1.5a-d 14 giinlik I[UGR grubuna ait si¢can plasentasinda Akt immiin boyanmalar1 a:
Baglant1 zonu (bz) ve labirint zonda (lab) Akt immiin boyanmalar1 X10 b: Baglant:
zonunda spongiotrofoblastlar (tek oklar) X40 c¢: Dev hiicreler (¢ift oklar) ve
maternal endotel (ok basi) X40 d: Labirint trofoblastlar (kalin oklar) ve fetal
endotelyal hiicreler (kesikli oklar) X40. (Des h: desidual hiicreler, *: maternal kan)
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Sekil 4.4.1.6a-d 14 giinliik diyabet grubuna ait sigan plasentasinda Akt immiin boyanmalari
a: Baglant1 zonu (bz) ve labirint zonda (lab) Akt immiin boyanmalar1 X10 b:
Baglant1 zonunda maternal damara komsu olan spongiotrofoblastlar (tek oklar) X40
c: Dev hiicreler (gift oklar) ve spongiotrofoblastlar (tek oklar) X40 d: Labirint
trofoblastlar (kalin oklar) ve fetal endotelyal hiicreler (kesikli oklar) X40.
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Gebeligin 16. giiniinde kontrol gruplarinda Akt immiin boyanmalari, desidual
hiicre, dev hiicre, spongiotrofoblast, maternal endotel, labirint trofoblast, visseral
endodermal hiicre ve fetal endotelde ¢cok yogun olarak gozlendi. 14. giin gruplarinda
oldugu gibi 16. giinde de maternal kan damarma yakin olan spongiotrofoblastlarda
Akt ekspresyonunun ¢ok yogun oldugu tespit edildi. Labirint dev hiicre ve koryonik
mezodermal hiicrelerde immiin boyanmalar yogundu. Pariyetal endodermal
hiicrelerde immunpozitif reaksiyon vardi (Tablo 4.4.1.1, Sekil 4.4.1.7a-d).

Sekil 4.4.1.7a-d 16. giin kontrol grubuna ait Akt immiin boyanmalar1 a: Baglant1 zonu (bz) ve
labirintte (lab) Akt immiin boyanmalart X10 b: Spongiotrofoblastlar (oklar) X40 c:
Fetal endotel (kesikli oklar), visseral endodermal hiicreler (pembe oklar), koryonik
mezodermal hiicreler (yesil oklar), pariyetal endodermal hiicrler (mavi oklar) X40 d:
Labirint trofoblastlar (kalin oklar) X40.
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16. glin IUGR grubunda labirint dev hiicrelerde ve koryonik mezodermal
hiicrelerde Akt ekspresyonu kontrol grubuna kiyasla yogunlasirken pariyetal ve
visseral endodermal hiicreler ile fetal endotelde boyanma yogunlugunun azaldigi
tespit edildi (Tablo 4.4.1.1., Sekil 4.4.1.8a-d). Diyabet grubunda kontrol grubuna
benzer boyanmalar tespit edildi (Tablo 4.4.1.1., Sekil 4.4.1.9a-d).

Sekil 4.4.1.8a-d 16. giin IUGR grubuna ait sican plasentasinda Akt immiin boyanmalar1 a: Baglanti
zonu (bz) ve labirintte (lab) Akt immiin reaksiyonu X10 b: Spongiotrofoblastlar (tek
oklar) X40 c¢: Spongiotrofoblastlar (tek oklar) X40 d: Labirint trofoblastlar (kalin
oklar) X40.
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Sekil 4.4.1.9a-d 16. giin diyabet grubuna ait sigan plasentasinda Akt immiin boyanmalar1 a: Baglanti
zonu (bz) ve labirintte (lab) Akt immiin reaksiyonu X10 b: Niikleer boyanan
spongiotrofoblastlar (tek oklar) X40. c¢: Sitoplazmik ve niikleer boyanan
spongiotrofoblastlar (tek oklar) X40 d: Labirint trofoblastlar (kalin oklar), fetal
endotel (kesikli oklar), glikojenik hiicreler (gh) X40
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Gelisim 18. giinlinde kontrol grubuna ait sigan plasentasinda, desidual
hiicreler, dev hiicreler, maternal endotelyal hiicreler, labirint trofoblastlar, koryonik
mezodermal hiicreler ve fetal endotelde ¢ok yogun Akt ekspresyonu gozlendi.
Spongiotrofoblastlar, labirint dev hiicreler ve visseral endodermal hiicrelerde
boyanma yogundu. Glikojenik hiicrelerde ve pariyetal endodermal hiicrelerde pozitif
immiin boyanma vardi (Tablo 4.4.1.1., Sekil 4.4.1.10a-d).

Sekil 4.4.1.10a-d 18. giin kontrol grubuna ait Akt immiin boyanmalar1 a: Baglanti zonu (bz) ve
labirintte (lab) Akt immiin reaksiyonu X10 b: Spongiotrofoblastlar (oklar) X40 c:
Labirint trofoblastlar (kalin oklar) X40 d: Visseral endodermal hiicreler (pembe
oklar), koryonik mezodermal hiicreler (yesil oklar), fetal endotel (kesikli oklar)
X40.
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18. giin [IUGR grubunda maternal endotelyal hiicrelerde, labirint zondaki tim
hiicrelerde Akt ekspresyonunda azalma tespit edildi. Bu azalma o6zellikle labirint
trofoblastlarda idi (Tablo 4.4.1.1., Sekil 4.4.1.11a-d). Ayn1 giin diyabet grubuna ait
immiin boyanmalarda spongiotrofoblastlarda ve labirint dev hiicrelerde Akt
ekspresyonunun artt1g1, diger hiicre tiirlerinde kontrol gruplar ile benzer boyanmalar
oldugu belirlendi (Tablo 4.4.1.1., Sekil 4.4.1.12a-d).

Sekil4.4.1.11a-d 18. giin IUGR grubuna ait Akt immiin boyanmalar1 a: Baglanti zonu (bz) ve
labirintte (lab) Akt immiin reaksiyonu, dev hiicreler ( ¢ift oklar) X10 b: Maternal
kan damarina komsu olan spongiotrofoblastlar (tek oklar) X40 ¢: Dev hiicreler (gift
oklar), spongiotrofoblastlar ( tek oklar) X40 d: Labirint trofoblastlar (kalin oklar)
X40 (gh: glikojenik hiicre)
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Sekil 4.4.1.12 a-d 18. giin diyabet grubuna ait Akt immiin boyanmalar1 a: Baglant1 zonu (bz) ve
labirintte (lab) Akt immiin reaksiyonu X10 b: Dev  hiicreler (gift ok),
spongiotrofoblastlar (tek oklar) X40 c¢: Maternal damara komsu olan dev hiicreler
(cift ok) ve spongiotrofoblastlar ( tek oklar) X40 d: Labirint trofoblastlar (kalin
oklar), labirint dev hiicreler (¢ift ok) X40 (gh: glikojik hiicre)
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Gebeligin 20. giiniinde Akt proteini kontrol grubu sican plasentalarinda
desidual hiicreler, dev hiicreler, spongiotrofoblastlar, labirint dev hiicreler, labirint
trofoblastlar, visseral endodermal hiicreler, koryonik mezodermal hiicreler ve fetal
endotelde ¢ok yogun olarak boyandi. Maternal endotelde Akt immiin reaktivitesi
yogun, maternal damarlara komsu olan spongiotrofoblastlarda ¢ok yogun olarak
gozlendi. Glikojenik hiicreler ve pariyetal endodermal hiicrelerde immiin reaksiyon
pozitifti (Tablo 4.4.1.1, Sekil 4.4.1.13.a-d).

Sekil 4.4.1.13a-d 20. giin Kontrol grubuna ait Akt immiin boyanmalari a: Baglanti zonu (bz) ve
labirintte (lab) Akt immiin reaksiyonu X20 b: Spongiotrofolastlar (tek oklar) X40
¢: Dev hiicreler (¢ift oklar) X40 d: Labirint trofoblastlar (kalin oklar) ve fetal
endotel (kesikli ok) X40.
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20. giin IUGR grubu plasentalarda dev hiicrelerde, spongiotrofoblastlarda,
maternal endotelde, labirint dev hiicrelerde, labirint trofoblastlarda, visseral
endodermal hiicrelerde, koryonik mezodermal hiicrelerde ve fetal endotelde kontrol
grubuna kiyasla Akt ekspresyonunda azalma oldugu tespit edildi (Tablo 4.4.1.1.,
Sekil 4.4.1.14.a-d). Diyabet grubu plasentalarda ITUGR grubunda oldugu gibi Akt
immiin boyanmalarinda azalmalar oldugu gozlendi (Tablo 4.4.1.1., Sekil 4.4.1.15.a-
d).

Sekil 4.4.1.14a-d20. giin [UGR grubuna ait Akt immiin boyanmalar1 a: Baglanti zonu (bz) ve
labirintte (lab) Akt immiin reaksiyonu X20 b: Spongiotrofoblastlar (tek oklar) ve
dev hiicreler (gift ok) X40 ¢: Labirint trofoblastlar (kalin oklar) X40 d: Fetal
endotel (kesikli oklar), visseral endodermal hiicreler (pembe oklar), pariyetal
endodermal hiicreler (mavi oklar), koryonik mezodermal hiicreler (yesil oklar),
Reichert membrani (ok basi) X40.
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Sekil 4.4.1.15a-d 20. giin diyabet grubunda Akt immiin boyanmalar1 a: Baglanti zonu (bz) ve
labirintte (lab) Akt immiin reaksiyonu X10 b: Maternal damara komsu olan
spongiotrofolastlar (oklar) X40 c: Spongiotrofolastlar (oklar) X40 d: Labirint
trofoblastlar (kalin oklar) X40.
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4.4.2. Fosfo- Akt Immiin Boyanmalan
Kontrol, IUGR ve diyabetik gruplara ait fosfo-Akt immiino boyanma
yogunluklar1 semikantitatif olarak degerlendirildi ve Tablo 4.4.2.1°de gosterildi.

Tablo 4.4.2.1. Kontrol, IUGR ve diyabet gruplarina ait si¢an plasentalarinda fosfo-Akt
immiinoboyanmasinin hiicresel dagilimi

Gebelik Des | Dev. | ST. | Gli. | MEEH | LDH | LT. | PEH. | VEH | KM F.EH.
giinleri H. H. H. H.

Kontrol + ++ =+ | - - - - - - R R
20

IUGR 20 | + + + - - - - - - R -
Diyabet + ++ ++ - - - + R R T T
20

Kontrol + H+ | |- - +/- +/- +/- +/- + T
18

IUGR 18 | - + + - - - - - - R -
Diyabet + ++ ++ - - - +/- _ - /- 1/
18

Kontrol + ++ ++ - - - o+ +/- ++ +
16

IUGR 16 | + ++ + - - - + + + + +/-
Diyabet + + + - - - - - - R R
16

Kontrol + ++ ++ - - - - +/- R N +/-
14

IUGR 14 | + + + - - - - - - - +-
Diyabet + + +/- - - - R R R T T
14

Kontrol ++ ++ - 0 - 0 - _ _ 0 _
12

IUGR 12 | ++ ++ - 0 - 0 - _ _ 0 _
Diyabet ++ ++ - 0 - 0 - - - 0 R
12

Des. H.: Desidual Hiicre, Dev. H.: Dev Hiicre, F.E.T.: Fetal Endotelyal Hiicre, Gli.H.: Glikojenik
Hiicre, K.M.H.: Koryonik Mezodermal Hiicre, L.D.H.: Labirint Dev Hiicre, L.T.: Labirint Trofoblast,
M.E.H.: Maternal Endotelyal Hiicre, P.E.H.: Pariyetal Endodermal Hiicre, S.T.: Spongiotrofoblast,
V.E.H: Visseral Endodermal Hiicre. (-): Negatif, (+/-): Zayif pozitif, (+): Pozitif, (++): Kuvvetli
pozitif, (+++): Cok kuvvetli pozitif, (0): Hiicreler mevcut degil.

Gebeligin 12. gilinlinde kontrol grubuna ait sican plasentasinda desidual
hiicrelerde ve dev hiicrelerde yogun fosfo-Akt ekspresyonu gozlenirken diger
hiicrelerde ekspresyon gozlenmedi (Tablo 4.4.2.1., Sekil 4.4.2.1.a) Boyanmalarin
niikleer oldugu goriildii. [IUGR ve diyabet grubuna ait plasentalarda kontrol grubuna
benzer boyanmalar tespit edildi (Sekil 4.4.2.2.b, Sekil 4.4.2.3.c).
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Sekil 4.4.2.1a-¢c 12. giin fosfo-Akt immiin boyanmalar1 a: Kontrol grubu fosfo-Akt immiin
boyanmalar1 X40 b: IUGR grubu fosfo-Akt immiin boyanmalar1 X40 ¢: Diyabet
grubu fosfo-Akt immiin boyanmalar1 X40 , Dev hiicreler ( ¢ift oklar).

Gebeligin 14. giiniinde kontrol grubu sican plasentasinda dev hiicrelerde ve
spongiotrofoblastlarda yogun fosfo-Akt ekspresyonu gozlendi (Tablo 4.4.2.1., Sekil
4.4.2.2.a). Desidual hiicrelerde immiin boyanma pozitif idi. Pariyetal endodermal
hiicrelerde ve fetal endotelde zayif immiin reaksiyon vardi (Tablo 4.4.2.1). IUGR
grubu plasentalarda kontrol grubuna kiyasla spongiotrofoblastlarda fosfo-Akt
ekspresyonu azalmisti (Tablo 4.4.2.1., Sekil 4.4.2.2.b). Fetal endotelde zayif
boyanma gozlenirken labirint zonda diger hiicre gruplarinda boyanma goézlenmedi.
Diyabet grubu fosfo-Akt ekspresyonu kontrol grubuna kiyasla belirgin olarak
azalmigt.Dev hiicrelerde boyanan hiicre sayisi oldukga azdi ve spongiotrofoblaslarda
boyanmalar zayift1 (Tablo 4.4.2.1., Sekil 4.4.2.2.c). Koryonik mezodermal
hiicrelerde ve fetal endotelde reaksiyon oldugu goézlendi.

Sekil 4.4.2.2a-c 14. giin fosfo-Akt immiin boyanmalar1 a: Kontrol grubu fosfo-Akt immiin
boyanmalar1 X40 b: IUGR grubu fosfo-Akt immiin boyanmalariX40 c: Diyabet
grubu fosfo-Akt immiin boyanmalart X20, Dev hiicreler (¢ift oklar),
spongiotrofoblastlar (tek oklar) (bz: baglanti zonu)

Gelisimin 16. giiniinde kontrol grubunda (Tablo 4.4.2.1., Sekil 4.4.2.3a,b).
dev hiicreler, spongiotrofoblastlar, labirint trofoblastlar ve koryonik mezodermal
hiicrelerde fosfo-Akt ekspresyonu kuvvetli pozitif idi. Desidual hiicre, fetal endotel
ve pariyetal endodermal hiicrelerde pozitif reaksiyon oldugu tespit edildi. Visseral
endodermal hiicrelerde ise reaksiyon zayif pozitif idi. IUGR grubu plasentalarda
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kontrol grubuna kiyasla fosfo Akt ekspresyonunda azalmalar oldugu izlendi.
Spongiotrofoblastlarda, labirint trofoblastlarda, koryonik mezodermal hiicrelerde ve
fetal endotelde fosfo-Akt ekpresyonunun azaldigi gézlendi. Dev hiicrelerde, desidual
hiicrelerde ve pariyetal hiicrelerde kontrol grubu ile benzer boyanmalar vardi (Tablo
4.4.2.1, Sekil 4.4.2.4.a,b). Diyabet grubuna ait plasentalarda desidual hiicrelerde, dev
hiicrelerde ve spongiotrofoblastlarda pozitif reaksiyon gozlenirken labirint zona ait
hiicrelerde fosfo-Akt ekspresyonu gozlenmedi (Tablo 4.4.2.1., Sekil 4.4.2.5a,b).

Sekil 4.4.2.3a,b 16. giin kontrol grubu fosfo-Akt immiin boyanmalar1 a: Spongiotrofoblastlar (oklar)
X40 b: Labirint trofoblastlar (kalin ok) ve fetal endotel (kesikli oklar) X40. ( bz:
baglanti zonu, lab: labirint)

Sekil 4.4.2.4a,b 16. giin IUGR grubu fosfo-Akt immiin boyanmalar1 a: Spongiotrofoblastlar (tek
oklar), dev hiicre (¢ift ok) X40 b: Labirint trofoblastlar (kalin oklar) X40. (bz:
baglanti zonu, lab: labirint)
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Sekil 4.4.2.5a,b 16. giin diyabet grubu fosfo-Akt immiin boyanmalar1 a: Spongiotrofoblastlar (tek
oklar), X40 b: Labirint trofoblastlar (kalin oklar), koryonik mezodermal hiicreler
(yesil oklar) X40. (bz: baglant1 zonu, lab: labirint)

18. giinde kontrol grubunda spongiotrofoblastlarin ve dev hiicrelerin kuvvetli
immiinopozitif oldugu gozlendi (Tablo 4.4.2.1, Sekil 4.4.2.6a). Desidual hiicreler,
koryonik mezodermal hiicreler ve fetal endotelde pozitif, labirint trofoblastlarda,
pariyetal ve visseral endodermal hiicrelerde zayif pozitif fosfo-Akt ekspresyonu
mevcuttu (Tablo 4.4.2.1). IUGR grubunda kontrol grubuna kiyasla belirgin bir
azalma oldugu izlendi. Dev hiicrelerde ve spongiotrofoblastlarda pozitif ekspresyon
mevcutken diger hiicre tiirlerinde ekspresyon gozlenmedi (Tablo 4.4.2.1, Sekil
4.4.2.6b). Diyabet grubunda spongiotrofoblastlarda ve koryonik mezodermal
hiicrelerde ve fetal endotelde kontrol grubuna kiyasla fosfo-Akt ekspresyonunda
azalma oldugu tespit edildi (Tablo 4.4.2.1, Sekil 4.4.2.6¢.).

Sekil 4.4.2.6a-c 18. giin fosfo-Akt immiin boyanmalar1 a: Kontrol grubu fosfo-Akt immiin
boyanmalar1 X40 b: IUGR grubu fosfo-Akt immiin boyanmalar1 X40 ¢: Diyabet
grubu fosfo-Akt immiin boyanmalar1 X40 , spongiotrofoblastlar (tek oklar), bz:
baglant1 zonu.

Gebeligin 20. giiniinde kontrol grubu sican plasentasinda spongiotro-
foblastlarda ¢ok yogun, dev hiicrelerde yogun fosfo-Akt ekspresyonunun oldugu
tespit edildi ( Tablo 4.4.2.1, Sekil 4.4.2.7a). Labirint zonda fosfo-Akt boyanmasi
gozlenmedi. [IUGR grubunda kontrole kiyasla belirgin bir azalma vardi. Dev hiicreler
ve spongiotrofobastlarda pozitif fosfo-Akt boyanmalar1 tespit edildi (Tablo 4.4.2.1,
Sekil 4.4.2.7b). Kontrol grubu labirint tabakada oldugu gibi IUGR grubu labirint
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tabakada da immiin reaksiyon mevcut degildi. Diyabet grubunda da kontrol grubuna
kiyasla fosfo-Akt ekspresyonunda azalma oldugu gozlendi. Spongiotrofoblastlar ve
dev hiicrelerde kuvvetli immiino pozitif reaksiyon vardi. Fetal endotel ve koryonik

mezodermal hiicrelerin immiino pozitif reaksiyon gosterdigi izlendi (Tablo 4.4.2.1,
Sekil 4.4.2.7¢c,d).

Sekil 4.4.2.7a-d 20. giin fosfo-Akt immiin boyanmalar1 a: Kontrol grubu fosfo-Akt immiin
boyanmalar1 X40 b: IUGR grubu fosfo-Akt immiin boyanmalari X40 ¢,d: Diyabet
grubu fosfo-Akt immiin boyanmalari, spongiotrofoblastlar (tek oklar), dev hiicre
(cift ok), labirint trofoblastlar (kalin oklar) X40, bz: baglanti zonu, lab: labirint.
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4.4.3. ERK 1/2 immiin Boyanmalan
Kontrol, ITUGR ve diyabet gruplarina ait ERKI1/2 immiino boyanma
yogunluklar1 semikantitatif olarak degerlendirildi ve Tablo 4.4.3.1°de gosterildi.

Tablo 4.4.3.1. Kontrol, IUGR ve diyabet gruplarina ait sican plasentalarinda ERK1/2 immiino
boyanmasinin hiicresel dagilimi

Gebelik Des. | Dev | S.T. | GliH. | M.EH | LDH |LT. | PE. | VEH | KMH | FEH
giinleri H. H. H

Kontrol R e i o e S ++ ++ =+ |+ - ++ ++
20

TUGR 20 | +++ | +++ | +++ | +/- ++ ++ =+ | + +++ ++ ++
Diyabet S o S o S ++ ++ =+ |+ - ++ ++
20

Kontrol | | | ++ ++ | - ++ -
18

IUGR 18 | +++ | +++ | +++ | +/- ++ ++ -+ |+ +++ ++ -+
Diyabet | A | | - ++ ++ | - ++ -
18

Kontrol R e i o e S ++ ++ | - + -
16

IUGR 16 | +++ | +++ | +++ | - +/- ++ -+ |+ +++ + -+
Diyabet | A | | ++ ++ | - + -
16

Kontrol | | | + ++ | | ++ -
14

IUGR 14 | +++ | +++ | +++ | +/- +/- + ++ + +++ + -+
Diyabet | A | | ++ ++ | - ++ -
14

Kontrol | | 0 + 0 | ++ 0 -
12

IUGR 12 | +++ | ++ ++ 0 +/- 0 -+ |+ ++ 0 +++
Diyabet ++ ++ ++ 0 + 0 | ++ 0 ++
12

Des. H.: Desidual Hiicre, Dev. H.: Dev Hiicre, F.E.T.: Fetal Endotelyal Hiicre, Gli.H.: Glikojenik
Hiicre, K.M.H.: Koryonik Mezodermal Hiicre, L.D.H.: Labirint Dev Hiicre, L.T.: Labirint Trofoblast,
M.E.H.: Maternal Endotelyal Hiicre, P.E.H.: Pariyetal Endodermal Hiicre, S.T.: Spongiotrofoblast,
V.E.H: Visseral Endodermal Hiicre. (-): Negatif, (+/-): Zayif pozitif, (+): Pozitif, (++): Kuvvetli
pozitif, (+++): Cok kuvvetli pozitif, (0): Hiicreler mevcut degil.

Gebeligin 12. giinlinde kontrol grubuna ait sican plasentasinda desidual
hiicrelerde, dev hiicrelerde, labirint trofoblastlarda ve fetal endotelde ERK1/2
boyanmalarmin ¢ok kuvvetli pozitif oldugu gozlendi. Pariyetal endodermal
hiicrelerde ve visseral endodermal hiicrelerde kuvvetli pozitif reaksiyon gozlenirken,
maternal endotelde pozitif immiin boyanmalar tespit edildi (Tablo 4.4.3.1, Sekil
4.4.3.1a,b). Boyanmalar sitoplazmik ve niikleerdi. [UGR grubu sican plasentasinda
dev hiicrelerde ve maternal endotelyal hiicrelerde kontrol grubuna kiyasla boyanan
hiicre sayis1 ve boyanma siddeti dikkate alindiginda ERK1/2 ekspresyonunda azalma
oldugu tespit edildi. Diger hiicre gruplarinda kontrol ile benzer boyanmalar vardi
(Tablo 4.4.3.1, Sekil 4.4.3.2a,b). Diyabet grubunda desidual hiicrelerde, dev
hiicrelerde, labirint trofoblastlarda ve fetal endotelde ERKI1/2 ekspresyonunun
kontrol grubuna kiyasla azaldig1 belirlendi (Tablo 4.4.3.1, Sekil 4.4.3.3a,b).
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Sekil 4.4.3.1a,b 12. giin kontrol grubu ERK1/2 immiin boyanmalar1 a: Dev hiicreler (¢ift oklar),
spongiotrofoblastlar (tek oklar) X40 b: Fetal endotel (kesikli oklar) X40 (bz:
baglanti zonu, lab: labirint, X40. *: maternal kan )

Sekil 4.4.3.2a,b 12. giin IUGR grubu ERKI1/2 immiin boyanmalar1 a: Dev hiicreler (¢ift oklar),
spongiotrofoblastlar (tek oklar) X40 b: Labirint trofoblastlar (kalin oklar), fetal
endotel ( kesikli oklar) X40. (bz: baglant1 zonu, lab: labirint, X40. *: maternal kan )

Sekil 4.4.3.3a,b 12. giin diyabet grubu ERK1/2 immiin boyanmalar1 a: Dev hiicreler (gift oklar)
X40 b: Dev hiicreler (cift ok), spongiotrofoblastlar (tek oklar), fetal endotel (kesikli
oklar) X40. (bz: baglant1 zonu, lab: labirint, X40. *: maternal kan )
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14. gilinde kontrol grubu sican plasentasinda ERKI1/2 ekspresyonunun
desidual hiicrelerde, dev hiicrelerde, spongiotrofoblastlarda, labirint trofoblastlarda,
pariyetal endodermal hiicrelerde, visseral endodermal hiicrelerde ve fetal endotelde
¢ok kuvvetli pozitif oldugu gozlendi. Koryonik mezodermal hiicrelerde ve labirint
dev hiicrelerde kuvvetli pozitif olan immiin reaksiyon maternal endotelde pozitif,
glikojenik hiicrelerde zay1f pozitif idi (Tablo 4.4.3.1, Sekil 4.4.3.4a-d).

Sekil 4.4.3.4a-d 14. giin kontrol grubu ERK1/2 immiin boyanmalar1 a: Baglant1 zonunda (bz) ve
labirintte (lab) ERK1/2 immiin boyanmalar1 X10 b: Spongiotrofoblastlar (tek oklar),
maternal endotel (ok basi) X40 c¢: Dev hiicreler (gift ok) X40 d: Labirint
trofoblastlar (kalin oklar) X40.
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14. gin IUGR grubunda maternal endotelde ERK1/2 boyanmasinin zayif
pozitif oldugu, ¢cogu maternal endotel hiicresinin boyanmadig1 izlendi. Fetal endotel
ve visseral endodermal hiicreler disinda diger labirint zon hiicrelerinde TUGR
grubunda kontrole kiyasla ERK1/2 boyanmasinda azalma vardi (Tablo 4.4.3.1, Sekil
4.4.3.5a-d). Diyabet grubunda kontrol grubuna benzer boyanmalar tespit edildi
(Tablo 4.4.3.1, Sekil 4.4.3.6a-d).

Sekil 4.4.3.5a-d 14. giin IUGR grubu ERK1/2 immiin boyanmalar1 a: Baglanti zonunda (bz) ve
labirintte (lab) ERK1/2 immiin boyanmalar1 X10 b: Spongiotrofoblastlar (tek oklar),
maternal endotel (ok basi) X40 c¢: Dev hiicreler (¢ift oklar), maternal endotel (ok
baslar1) X20 d: Labirint trofoblastlar (kalin oklar) X40 (Des h: desidual hiicre).
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Sekil 4.4.3.6a-d 14. giin diyabet grubu ERK1/2 immiin boyanmalar1 a: Baglanti zonunda (bz) ve
labirintte (lab) ERK1/2 immiin boyanmalar1 X10 b: Spongiotrofoblastlar (tek oklar)
X40 c: Dev hiicreler (gift oklar) X40 d: Labirint trofoblastlar (kalin oklar) X40
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Gebeligin 16. glinlinde ERK1/2 ekspresyonunun desidual hiicrelerde, dev
hiicrelerde, spongiotrofoblastlarda, labirint trofoblastlarda, visseral endodermal
hiicrelerde ve fetal endotelde c¢ok kuvvetli pozitif oldugu gozlendi. Maternal
endotelde, pariyetal endodermal hiicrelerde ve labirint dev hiicrelerde kuvvetli pozitif
olan ERK1/2 ekspresyonu koryonik mezodermal hiicrelerde pozitif, glikojenik
hiicrelerde zayif pozitif idi (Tablo 4.4.3.1, Sekil 4.4.3.7a-d).

Sekil 4.4.3.7a-d 16. giin kontrol grubu ERK1/2 immiin boyanmalar1 a: Baglant1 zonunda (bz) ve
labirintte (lab) ERK1/2 immiin boyanmalar1 X10 b: Spongiotrofoblastlar (tek oklar)
X40 ¢: Koryonik mezodermal hiicreler (yesil oklar), fetal endotel (kesikli oklar),
visseral endodermal hiicreler (pembe oklar), pariyetal endodermal hiicreler (mavi
oklar) X40 d: Labirint trofoblastlar (kalin oklar) X40.
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16. gin IUGR grubunda maternal endotelde ERK1/2 boyanmasinin zayif
pozitif oldugu gozlendi (Tablo 4.4.3.1, Sekil 4.4.3.8a-d). Diyabet grubundaki
boyanmalar kontrol grubuna benzemekteydi (Tablo 4.4.3.1, Sekil 4.4.3.9a-d).

Sekil 4.4.3.8a-d 16. giin IUGR grubu ERK1/2 immiin boyanmalar1 a: Baglanti zonunda (bz) ve
labirintte (lab) ERK1/2 immiin boyanmalar1 X10 b: Spongiotrofoblastlar (tek ok),
maternal endotel (ok baslar1) X40 c: Dev hiicreler (¢ift ok), spongiotrofoblastlar (tek
oklar) X40 d: Labirint trofoblastlar (kalin oklar) X40 (gh: glikojenik hiicre).
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Sekil 4.4.3.9a-d 16. giin diyabet grubu ERK1/2 immiin boyanmalar1 a: Baglanti zonunda (bz) ve
labirintte (lab) ERK1/2 immiin boyanmalar1 X10 b: Dev hiicreler (¢ift oklar) X10 c:
Spongiotrofoblastlar (tek oklar) X40 d: Labirint trofoblastlar (kalin oklar) X40.
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Gelisimin 18. gilinlinde kontrol grubu ERKI1/2 ekspresyonunun 16. giin
kontrol grubunda oldugu gibi desidual hiicreler, dev hiicreler, spongiotrofoblastlar,
labirint trofoblastlar, visseral endodermal hiicreler ve fetal endotelde ¢ok kuvvetli
pozitif oldugu izlendi. Maternal endotelde, labirint dev hiicrelerde, pariyetal
endodermal ve koryonik mezodermal hiicrelerde immiin reaksiyon kuvvetli pozitif
idi (Tablo 4.4.3.1, Sekil 4.4.3.10a-d).

Sekil 4.4.3.10a-d 18. giin kontrol grubu ERK1/2 immiin boyanmalar1 a: Baglant1 zonunda (bz) ve
labirintte (lab) ERK1/2 immiin boyanmalar1 X10 b: Spongiotrofoblastlar (tek oklar)
X40 ¢: Dev hiicreler (¢ift oklar) X40 d: Labirint trofoblastlar (kalin oklar) X40.
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18. glin ITUGR grubunda (Tablo 4.4.3.1, Sekil 4.4.3.11a-d) ve diyabet
grubunda (Tablo 4.4.3.1, Sekil 4.4.3.12a-d) kontrol grubuna benzer boyanmalar
gbzlendi.

Sekil 4.4.3.11a-d 18. giin IUGR grubu ERK1/2 immiin boyanmalar1 a: Baglanti zonunda (bz) ve
labirintte (lab) ERK1/2 immiin boyanmalar1 X10 b: Spongiotrofoblastlar (tek oklar)
X40 c: Dev hiicreler (gift ok) X40 d: Labirint trofoblastlar (kalin oklar) X40.
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Sekil 4.4.3.12a-d 18. giin diyabet grubu ERK1/2 immiin boyanmalar1 a: Baglanti zonunda (bz) ve
labirintte (lab) ERK1/2 immiin boyanmalar1 X10 b: Spongiotrofoblastlar (tek oklar)
X40 c¢: Dev hiicreler (¢ift oklar) ve spongiotrofoblastlar (tek oklar) X40 d: Labirint
trofoblastlar (kalin oklar) X40
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20. giin kontrol grubu ERKI1/2 ekspresyonunun desidual hiicreler, dev
hiicreler, spongiotrofoblastlar, labirint trofoblastlar ve visseral endodermal
hiicrelerde ¢ok kuvvetli pozitif oldugu, maternal endotelde, labirint dev hiicrelerde,
koryonik mezodermal hiicrelerde ve fetal endotelde kuvvetli pozitif oldugu belirlendi
(Tablo 4.4.3.1, Sekil 4.4.3.13a-d).

Sekil 4.4.3.13a-d20. giin kontrol grubu ERK1/2 immiin boyanmalar1 a: Baglanti zonunda (bz) ve
labirintte (lab) ERK1/2 immiin boyanmalar1 X10 b: Spongiotrofoblastlar (tek oklar)
X40 c: Labirint trofoblastlar (kalm oklar) ve fetal endotel (kesikli ok) X40 d:
Visseral endodermal hiicreler (pembe oklar), pariyetal endodermal hiicreler (mavi
oklar) ve fetal endotel (kesikli oklar) X40.
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IUGR ve diyabet grubu sican plasentasinda ERK1/2 immiin boyanmalari
kontrol grubuna benzerdi (Tablo 4.4.3.1, Sekil 4.4.3.14a-d, Tablo 4.4.3.1, Sekil
4.4.3.15a-d).

Sekil 4.4.3.14a-d 20. giin [IUGR grubu ERK1/2 immiin boyanmalar1 a: Baglanti zonunda (bz) ve
labirintte (lab) ERK1/2 immiin boyanmalar1 X10 b: Spongiotrofoblastlar (tek oklar)
ve dev hiicreler (¢ift ok) X40 ¢: Labirint trofoblastlar (kalin oklar) ve fetal endotel
(kesikli ok) X40 d: Visseral endodermal hiicreler (pembe oklar), pariyetal
endodermal hiicreler (mavi oklar) ve fetal endotel (kesikli ok) X40 (md: maternal
desidua)
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Sekil 4.4.3.15a-d20. giin diyabet grubu ERK1/2 immiin boyanmalar1 a: Baglanti zonunda (bz) ve
labirintte (lab) ERK1/2 immiin boyanmalar1 X10 b: Dev hiicreler (gift oklar) ve
glikojenik hiicreler (ok bast) X20 ¢: Spongiotrofoblastlar (tek oklar) X40 d: Labirint
trofoblastlar (kalin oklar) X40.
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4.4.4. Fosfo- ERK1/2 iImmiin Boyanmalar
Kontrol, IUGR ve diyabet gruplarina ait fosfo-ERK1/2 immiino boyanma
yogunluklar1 semikantitatif olarak degerlendirildi ve Tablo 4.4.4.1°de gosterildi.

Tablo 4.4.4.1. Kontrol, IUGR ve diyabet gruplarina ait sican plasentalarinda fosfo-ERK1/2
immiino boyanmasinin hiicresel dagilimi

Gebelik | Des. Dev | S.T. | Gli. | MEE. |LDH. | LT | PEH | VEH | KMH. | FEH

giinleri H. H. H. H.

Kontrol +++ =+ | | - +/- - +/- +/- +/- +++ o+

20

IUGR +++ | - - - - B - +- T

20

Diyabet | +++ | | - + - + ++ ++ ++ +++

20

Kontrol +++ ++ ++ - +/- - +/- - _ S+ S

18

IUGR +++ | - - - - B - +/- T+

18

Diyabet | +++ | ] - +/- + + + +—+ + +

18

Kontrol +++ +H+ | | - +/- - + +/- +/- ++ -+

16

IUGR +++ -+ | | - - + ++ |+t ++ ++ ++

16

Diyabet | +++ | |- + - + + ++ T+ 1+

16

Kontrol +++ +++ | ++ - +/- - +/- + ++ S+ S

14

IUGR ++ - - - +- |+ 0 +/- T+

14

Diyabet | +++ | | - +/- - + +/- +/- + +

14

Kontrol | ++ ++ +- |0 +/- 0 - - - 0 -

12

IUGR ++ ++ +- |0 - 0 - - - 0 ++

12

Diyabet | ++ ++ | +- |0 +/- 0 - - - 0 ++

12

Des. H.: Desidual Hiicre, Dev. H.: Dev Hiicre, F.E.T.: Fetal Endotelyal Hiicre, Gli.H.: Glikojenik
Hiicre, K.M.H.: Koryonik Mezodermal Hiicre, L.D.H.: Labirint Dev Hiicre, L.T.: Labirint Trofoblast,
M.E.H.: Maternal Endotelyal Hiicre, P.E.H.: Pariyetal Endodermal Hiicre, S.T.: Spongiotrofoblast,
V.E.H: Visseral Endodermal Hiicre. (-): Negatif, (+/-): Zayif pozitif, (+): Pozitif, (++): Kuvvetli
pozitif, (+++): Cok kuvvetli pozitif, (0): Hiicreler mevcut degil.

oldugu gozlendi.

Gebeligin 12. giinlinde kontrol grubu sican plasentasinda fosfo- ERK1/2
ekspresyonunun desidual hiicreler, dev hiicreler ve fetal endotelde kuvvetli pozitif
Spongiotrofoblastlarda ve maternal endotelde zayif pozitif
reaksiyon vardi (Tablo 4.4.4.1, Sekil 4.4.4.1.a,b). IUGR ve diyabet gruplarinda
kontrol grubuna benzer boyanmalar tespit edildi (Tablo 4.4.4.1, Sekil 4.4.4.2a,b,

Sekil 4.4.4.3.a,b). Boyanmalar sitoplazmik ve niikleerdi.
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Sekil 4.4.4.1a,b 12. giin kontrol grubu fosfo-ERK1/2 immiino pozitif boyanmalar1 a: Dev hiicreler
(cift oklar) X40 b: Fetal endotel hiicresi (kesikli oklar) X40 (bz: baglanti zonu, lab:
labirint)

Sekil 4.4.4.2a,b 12. giin IUGR grubu fosfo-ERK1/2 immiino pozitif boyanmalari a: Dev hiicreler
(cift oklar) X40 b: Fetal endotel hiicresi (kesikli oklar) X40 (bz: baglanti zonu, lab:
labirint

Sekil 4.4.4.3a,b 12. giin diyabet grubu fosfo-ERK1/2 immiino pozitif boyanmalar1 a: Dev hiicreler
(cift oklar) X40 b: Fetal endotel hiicresi (kesikli oklar) X40 (bz: baglanti zonu, lab:
labirint
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Gebeligin 14. giiniinde kontrol grubunda desidual hiicreler, dev hiicreler ve
fetal endotelde ¢ok kuvvetli pozitif fosfo-ERK1/2 ekspresyonu oldugu izlendi.
Spongiotrofoblastlarda, visseral endodermal hiicrelerde ve koryonik mezodermal
hiicrelerde kuvvetli immiin pozitif reaksiyon vardi. Pariyetal endodermal hiicrelerde
pozitif, maternal endotelyal hiicrelerde ve labirint trofoblastlarda zayif immiin pozitif
reaksiyon oldugu belirlendi (Tablo 4.4.4.1, Sekil 4.4.4.4a,b). IUGR grubunda
maternal endotelyal hiicrelerde ve koryonik mezodermal hiicrelerde kontrol grubuna
kiyasla fosfo-ERK1/2 ekspresyonunda azalma vardi (Tablo 4.4.4.1, Sekil 4.4.4.5a,b).
Diyabet grubunda baglant1 zonunda kontrol grubu ile benzer boyanmalar gozlenirken
pariyetal endodermal, visseral endodermal ve koryonik mezodermal hiicrelerde
kontrole kiyasla fosfo-ERK1/2 ekspresyonunda azalma oldugu tespit edildi (Tablo
4.4.4.1, Sekil 4.4.4.6a,b).

Sekil 4.4.4.4a,b 14. giin kontrol grubu fosfo-ERK1/2 immiin boyanmalar1 a: Spongiotrofoblastlar
(oklar) X40 b: Fetal endotel (kesikli oklar), koryonik mezodermal hiicreler (yesil
oklar), visseral endodermal hiicreler (pembe oklar), pariyetal endodermal hiicreler
(mavi ok) X40 (bz: baglanti zonu, lab: labirint).

Sekil 4.4.4.5a,b 14. gin IUGR grubu fosfo-ERK1/2 immiin boyanmalari a: Spongiotrofoblastlar
(oklar), maternal endotel (ok basi) X40 b: Fetal endotel (kesikli oklar), koryonik
mezodermal hiicreler (yesil oklar) X40 (bz: baglanti zonu, lab: labirint).
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Sekil 4.4.4.6a,b 14. giin diyabet grubu fosfo-ERK1/2 immiin boyanmalar1 a: Spongiotrofoblastlar
(oklar) X40 b: Fetal endotel (kesikli oklar), koryonik mezodermal hiicreler (yesil
oklar), visseral endodermal hiicreler (pembe oklar), pariyetal endodermal hiicreler
(mavi oklar) X40 (bz: baglanti zonu, lab: labirint).

16. giinde desidual hiicreler, dev hiicreler, spongiotrofoblastlar ve fetal
endotelde ¢ok kuvvetli pozitif, koryonik mezodermal hiicrelerde kuvvetli immiin
pozitif fosfo-ERK1/2 reaksiyonu oldugu tespit edildi. Maternal endotelde, labirint
trofoblastlarda, visseral ve pariyetal endodermal hiicrelerde immiin reaksiyon zayif
pozitif idi (Tablo 4.4.4.1, Sekil 4.4.4.7a,b). IUGR grubu baglant1 zonu hiicrelerinde
kontrol grubuna benzer siddette boyanma oldugu tespit edilse de boyanan hiicre
sayist daha fazla idi. Bununla birlikte [IUGR grubu labirint dev hiicrelerinde, labirint
trofoblastlarda, pariyetal ve visseral endoermal hiicrelerde kontrol grubuna kiyasla
fosfo-ERK1/2 ekspresyonunda belirgin bir artis vardi (Tablo 4.4.4.1, Sekil
4.4.4.8a,b). Diyabet grubunda maternal endotelde ve labirint trofoblastlarda kontrol
grubuna oranla fosfo-ERK1/2 immiin boyanmasinin daha yogun ve boyanan hiicre
sayisiin daha fazla oldugu gozlendi (Tablo 4.4.4.1, Sekil 4.4.4.9a,b).

Sekil 4.4.4.7a,b 16. giin kontrol grubu fosfo-ERK1/2 immiin boyanmalar1 a: Baglant1 zonunda (bz)
spongiotrofoblastlar (tek oklar) X40 b: Labirint (lab) zonda fetal endotel (kesikli
oklar), labirint trofoblastlar (kalin ok), koryonik mezodermal hiicreler (yesil oklar),

vissseral endodermal hiicreler (pembe ok), pariyetal endodermal hiicreler (mavi ok)
X40.
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Sekil 4.4.4.8a,b 16. gin IUGR grubu fosfo-ERK1/2 immiin boyanmalari a: Spongiotrofoblastlar
(oklar) X40 b: Labirint trofoblastlar (kalin oklar) X40 (bz: baglanti zonu, lab:
labirint)

Sekil4.4.4.9a,b 16.giin diyabet grubu fosfo-ERK1/2 immiin boyanmalar1 a: Baglant1 zonunda (bz)
dev hiicreler (gift ok), spongiotrofoblastlar (tek oklar) X40 b: Labirint (lab) zonda
fetal endotel (kesikli oklar) ve labirint trofoblastlar (kalin oklar) X40.

Gebeligin 18. giiniinde fosfo-ERK1/2 ekspresyonunun desidual hiicrelerde ve
fetal endotelde c¢ok kuvvetli immiin pozitif oldugu goézlendi. Dev hiicrelerde,
spongiotrofoblastlarda ve koryonik mezodermal hiicrelerde kuvvetli pozitif boyanma
gozlenirken labirint trofoblastlarda ve maternal endotelde zayif immiin pozitif
boyanma tespit edildi (Tablo 4.4.4.1, Sekil 4.4.4.10a,b). IUGR grubunda kontrol
grubuna kiyasla fosfo-ERK1/2 ekspresyonunda azalma oldugu goézlendi. Fetal
endotelde kontrol grubuna kiyasla ekspresyon azalirken, koryonik mezodermal
hiicrelerdeki fosfo-ERK1/2 ekspresyonundaki azalma belirgindi. Maternal endotel
ve labirint trofoblastlarda ise fosfo-ERK1/2 ekspresyonu belirlenmedi (Tablo 4.4.4.1,
Sekil 4.4.4.11a,b). Diyabet grubunda koryonik mezodermal hiicrelerde ve fetal
endotelde kontrol grubuna kiyasla azalma oldugu tespit edildi (Tablo 4.4.4.1, Sekil
4.4.4.12a,b).
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Sekil 4.4.4.10a,b 18. giin kontrol grubu fosfo-ERK1/2 immiin boyanmalar1 a: Spongiotrofoblastlar
(oklar) X40 b: Fetal endotel (kesikli oklar), labirint trofoblastlar (kalin ok) X40 (bz:
baglanti zonu, lab: labirint).

Sekil 4.4.4.11a,b 18. giin IUGR grubu fosfo-ERK1/2 immiin boyanmalar1 a: Spongiotrofoblastlar
(oklar) X40 b: Fetal endotel (kesikli oklar), labirint trofoblastlar (kalin ok), koryonik
mezodermal hiicreler (yesil oklar) X40 (bz: baglanti zonu ,lab: labirint).

Sekil 4.4.4.12a,b 18. giin diyabet grubu fosfo-ERK1/2 immiin boyanmalar1 a: Spongiotrofoblastlar
(oklar) X40 b: Fetal endotel (kesikli oklar), labirint trofoblastlar (kalin oklar),
visseral endodermal hiicreler (pembe oklar) X40 (bz: baglant1 zonu ,lab: labirint).
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20. giin kontrol grubunda desidual hiicreler, spongiotrofoblastlar, dev
hiicreler, koryonik mezodermal hiicreler ve fetal endotelde ¢ok kuvvetli pozitif
fosfo-ERK1/2 boyanmasi gozlendi (Tablo 4.4.4.1, Sekil 4.4.4.13a,b). Maternal
endotel, labirint trofoblastlar, pariyetal ve visseral endodermal hiicrelerde ise zayif
immiin  pozitif boyanma vardi. IUGR grubunda dev hiicrelerde ve
spongiotrofoblastlarda kontrol grubuna kiyasla fosfo-ERK1/2 immiin boyanmasinda
azalma oldugu tespit edildi. Bununla birlikte koryonik mezodermal hiicrelerde ve
fetal endotelde gozlenen fark belirgindi (Tablo 4.4.4.1, Sekil 4.4.4.14a,b). Diyabet
grubunda kontrol grubuna benzer boyanmalar olmakla birlikte pariyetal ve visseral
endodermal hiicrelerde kuvvetli pozitif reaksiyon oldugu tespit edildi (Tablo 4.4.4.1,
Sekil 4.4.4.15a,b).

Sekil 4.4.4.13a,b 20. giin kontrol grubu fosfo-ERK1/2 immiin boyanmalar1 a: Dev hiicreler (gift
oklar) ve spongiotrofoblastlar (tek oklar) X40 b: Koryonik mezodermal hiicreler
(yesil oklar) X40 (bz: baglanti zonu, lab: labirint).

Sekil 4.4.4.14a,b 20. giin I[UGR grubu fosfo-ERK1/2 immiin boyanmalar1 a: Spongiotrofoblastlar (tek
oklar) X40 b: Koryonik mezodermal hiicreler (yesil oklar) ve fetal endotel (kesikli
ok) X40 (bz: baglant1 zonu, lab: labirint).

93



Sekil 4.4.4.15a,b20. giin diyabet grubu fosfo-ERK1/2 immiin boyanmalari a: Dev hiicreler (gift
oklar) ve spongiotrofoblastlar (tek oklar) X40 b: Labirint trofoblastlar (kalin oklar)
X40 (bz: baglant1 zonu, lab: labirint)
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4.5. Western Blot Bulgulan

4.5.1. Akt Ekspresyonu

12 12 14 14 16 16 18 18 20 20 Giinler
S SN0 SNB BND s es S0 D @M@ | fosfo -Akt (60 kDa)

WD G —— S — — e — —— Akt (pan) (60kDa)

e — R — . T S (I S Beta Aktin

Sekil 4.5.1.1. Kontrol grubu fosfo —Akt ve Akt protein bantlar

12 12 14 14 16 16 18 18 20 20 Giinler

S S D S S s e s e e | fOsfo -Akt (60 kDa)

TR ARS anh b enn aamn e o am— as— Akt (pan) (60kDa)

T e — - e = ey = | Beta AKtin

Sekil 4.5.1.2. TUGR grubu fosfo —Akt ve Akt protein bantlar

12 12 14 14 16 16 18 18 20 20 Giinler

[ P p——— R o SNRT (] 1T

S S——— — — ———— = | ALkt (pan) (60kDa)

e e e e e wns essampesmw | Beta Aktin

Sekil 4.5.1.3. Diyabet grubu fosfo —Akt ve Akt protein bantlari

Kontrol gruplarinda gebeligin ilerlemesiyle birlikte Akt ekspresyonunda bir
azalma oldugu gozlendi. 18. ve 20. giinlerde 16. gline nazaran bir miktar yiikselme
olsa da bu yiikselis 12. ve 14. giinlerdeki ekspresyondan daha diisiik seviyede
kalmaktadir (Sekil 4.5.1.1.). Kontrol ve IUGR gruplarma ait Akt ekspresyonu
karsilastirildiginda 12 (p=0,086), 18 (p=0,342) ve 20. (p=0,287) giinlerde I[UGR
grubu plasentalarda kontrol grubuna kiyasla bir azalma oldugu belirlendi. Gebeligin
14 (p=0.597) ve 16. (p=0,520) giinlerinde IUGR grubunda Akt ekspresyonunun
kontrol grubuna kiyasla arttig1 tespit edildi (Sekil 4.5.1.2., Sekil 4.5.1.4.).
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Gebelik Giinleri

Sekil 4.5.1.4.  Gebeligin 12-20. giinleri aras1 kontrol ve [IUGR gruplarna ait Akt/ Beta aktin
protein miktarlar1 goriilmektedir.

Diyabet gruplarina ait plasentalarda ise giinler arasinda farkli sonuglar elde
edildi. Gebeligin 12. (p=0,269) ve 20. (p=0,203) giinlerinde Akt ekspresyonunda
kontrol grubuna kiyasla bir diisiis gozlenirken 16 (p=0,274) ve 18. (p=0,115)
gilinlerde artis gozlendi. 14. giinde (p=0,735) ise gruplar arasinda belirgin bir fark
yoktu (Sekil 4.5.1.3., Sekil 4.5.1.5.).

90
80 T
70 +| -

60 +— —
50 +—— T @ Kontrol

40 +— I~ |0 Diyabet
30 — —

Akt/ Beta Aktin(%)

10 +— —

12 14 16 18 20
Gebelik Giinleri

Sekil 4.5.1.5.  Gebeligin 12-20. giinleri aras1 kontrol ve diyabet gruplarma ait Akt/ Beta aktin
protein miktarlar1 goriilmektedir.

Gruplara ara istatistiksel veriler Tablo 4.5.1.1.°de, IUGR ve diyabet
gruplarma ait Akt/Beta aktin protein miktarlar1 Sekil 4.5.1.6.’da verilmistir.
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Tablo 4.5.1.1.  12-20. giinler aras1 gruplara ait Akt/ Beta aktin protein miktarlar1 (ortalama +
standart sapma, p degerleri)
Akt/ Beta | Ortalama + Standart Sapma, p Degeri
Aktin (%)
Gebelik Kontrol Grubu IUGR Grubu Diyabet Grubu
Giinleri
12 77,721 + 7,937 59,173 + 5,209 (p=0,086) 67,442 + 2,596 (p=0,269)
14 62,059 + 3,448 65,898 + 6,135 (p=0,597) 60,408 +3,269 (p=0,735)
16 50,617 +5,167 54,769 + 3,465 (p=0,520) 56,363 + 3,749 (p=0,274)
18 58,481 +2,388 53,815 +4,027 (p=0,342) 64,754 +2,731 (p=0,115)
20 54,976 +2,719 50,725 +2,621 (p=0,287) 48,495 + 3,900 (p=0,203)
80
70 T
& 60 |
(=
§ 50 T
< BIUGR
S 40 - _
2 O Diyabet
m 30 —
=
< 20 —
10 - —
0 - T T
12 14 16 18 20
Gebelik Giinleri

Sekil 4.5.1.6. TUGR ve diyabet gruplarina ait Akt/Beta aktin protein miktarlar

4.5.2. Fosfo - Akt Ekspresyonu
Akt proteinin fosforile formunun ekspresyonu incelendiginde gebeligin tiim

giinlerinde kontrol grubuna (Sekil 4.5.1.1.) kiyasla ITUGR (Sekil 4.5.1.2.) ve diyabet
(Sekil 4.5.1.3.) gruplarinda azalma oldugu gozlendi. Bu azalma IUGR grubunda 14.
giinde istatistiksel olarak anlamli degil iken (p=0,690) diger tiim gilinlerde anlamli idi
(Sekil 4.5.2.1.). Diyabet grubunda 12. giin (p=0,151) harig tiim giinlerde istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulundu (Sekil 4.5.2.2.).

Gruplara ara istatistiksel veriler Tablo 4.5.2.1.°de, IUGR ve diyabet
gruplarma ait fosfo-Akt/Akt protein miktarlar1 Sekil 4.5.2.3.’de verilmistir.
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Tablo 4.5.2.1.

12-20. giinler aras1 gruplara ait fosfo-Akt/ Akt protein miktarlar1 (ortalama +
standart sapma, p degerleri)

Fosfo-Akt/ | Ortalama + Standart Sapma, p Degeri
Akt (%)
Gebelik Kontrol IUGR Grubu Diyabet Grubu
Giinleri Grubu
12 103,509 + 3,089 | 92,654 + 2,608 (p=0,005) * 98,980 + 3,469 (p=0,151)
14 103,428 + 7,722 | 99,839 + 2,868 (p=0,690) 84,981+ 4,469(p=0,047)*
16 101,026 + 4,758 | 87,769 = 1,869 (p<0,001)* 86,647 + 4,364 (p=0,022)*
18 103,608 + 2,914 | 78,435 = 2,046 (p<0,001)* 82,895 + 1,097 (p<0,001)*
20 112,197 3,671 | 97,021 = 1,982 (p=0,007)* 101,685 + 2,119 (p=0,025)*
140
120 "
< 100 T =
2 *
< 80 +— @ Kontrol
5, 60 B IUGR
O
:g 40 +
20 +—
0
12 14 16 18 20
Gebelik Giinleri

Sekil 4.5.2.1. Kontrol ve [IUGR gruplarina ait fosfo-Akt/ Akt protein miktarlar1 (*p<0,05)
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12 14 16 18 20
Gebelik Giinleri

Sekil 4.5.2.2. Kontrol ve diyabet gruplarina ait fosfo-Akt/ Akt protein miktarlar1 (¥*p<0,05)
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Sekil 4.5.2.3. TUGR ve diyabet gruplarma ait fosfo-Akt/ Akt protein miktarlar (*p<0,05).
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4.5.3. ERK 1/2 Ekspresyonu

12 12 14 14 16 16 18 18 20 20 Giinler

S s S B s e e e | fosfo- ERK1/2 (44/42 kDa)

== Y g ERK 1/2 (44/42 kDa)

Beta aktin
e D N s WD A S T e— SR !

Sekil 4.5.3.1. Kontrol grubu ERK1/2 ve fosfo -ERK1/2 protein bantlar1

12 12 14 14 16 16 18 18 20 20 Giinler
RS S D A S B o st | fosfo- ERK1/2 (44/42 kDa)

SIS EE| LRK 1/2 (44/42 kDa)

T G — essw | Beta aktin

Sekil 4.5.3.2. IUGR grubu ERK1/2 ve fosfo- ERK1/2 protein bantlar1

12 12 14 14 16 16 18 18 20 20 Giinler

[ s e S s s e | fosfo- ERK1/2 (44/42 kDa)

B ER SR SS | ERK 1/2 (44/42 kDa)

e e e e D S D D Ry Beta aktin

Sekil 4.5.3.3. Diyabet grubu ERK1/2 ve fosfo ERK1/2 protein bantlari

ERKI1/2 protein miktarlar1 degerlendirildiginde, gebeligin 12. giinii hari¢
incelenen tiim glinlerde IUGR grubu (Sekil 4.5.3.2.) plasentalarda kontrol grubuna
(4.5.3.1.) kiyasla bir artis oldugu belirlendi. [IUGR grubunda tespit edilen bu farklar
istatistiksel olarak anlamli degildi (Tablo 4.5.3.1., Sekil 4.5.3.4.).
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Tablo 4.5.3.1.  12-20. giinler aras1 gruplara ait ERK1/2/ Beta Aktin protein miktarlari (ortalama =+
standart sapma, p degerleri)
ERK/ Beta | Ortalama + Standart Sapma, p Degeri
Aktin (%)
Gebelik Kontrol Grubu | IUGR Grubu Diyabet Grubu
Giinleri
12 55,382 + 8,433 45,060 +£4,494 (p=0,509) 53,218 + 3,045 (p=0,899)
14 46,051 £ 3,686 56,944 £ 6,111 (p=0,140) 65,068 £ 2,979 (p=0,044)*
16 50,394 + 4,905 51,499 + 3,241 (p=0,921) 72,508 + 2,147 (p=0,036)*
18 56,564 +3,578 61,330 + 3,212 (p=0,555) 70,587 + 1,415 (p=0,042)*
20 53,727 +4.728 63,514 £ 7,190 (p=0,488) 60,817 £2,363 (p=0,392)
80
_ 70
E 60 T
£
- 50 I
é O Kontrol
c 40 +—
< ® IUGR
m 30 +—
™4
o 20 +—
W
10 +—
0
12 14 16
Gebelik Giinleri
Sekil 4.5.3.4.  Gebeligin 12-20. giinleri aras1 kontrol ve IUGR gruplarina ait ERK1/2/ Beta aktin

oranlar1 goriilmektedir.

Diyabet grubuna ait ERK1/2 ekspresyonu (Sekil 4.5.3.3.) degerlendirildiginde
12. giinde kontrol grubuna kiyasla azalma oldugu gozlenirken, 14. giinden itibaren
bir artis oldugu gozlendi. 14, 16 ve 18. giinlerdeki artiglar istatistiksel olarak
anlamliyd: (Tablo 4.5.3.1., Sekil 4.5.3.5). IUGR ve diyabet gruplarma ait ERK1/2/
Beta aktin yogunluklar1 Sekil 4.5.3.6.’da verilmistir.
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Sekil 4.5.3.5.  Gebeligin 12-20. giinleri arasi kontrol ve diyabet gruplarina ait ERK1/2/ Beta Aktin
oranlar1 goriilmektedir (*p<0,05).
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Sekil 4.5.3.6.  IUGR ve diyabet gruplarina ait ERK1/2/ Beta aktin oranlarinin birlikte goriinimii
(*p<0,05).

4.5.4. Fosfo -ERK 1/2 Ekspresyonu

Kontrol (Sekil 4.5.3.1.) ve IUGR (Sekil 4.5.3.2.) gruplarma ait plasentalarda
fosforile ERK1/2 protein miktarlar1 incelendiginde 14, 18, ve 20. giinlerde [UGR
grubunda fosfo-ERK1/2 miktarinin daha diisiik oldugu belirlendi (Sekil 5.5.4.1.).
Bununla birlikte gebeligin 12. ve 16. gilinlinde ITUGR grubunda kontrol grubundan
daha ytiksek bir fosfo-ERK1/2 miktar1 oldugu gozlendi. 16. ve 18. giinlerdeki gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamliydi (Tablo 4.5.4.1.).
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Tablo 4.5.4.1.  12-20. giinler aras1 gruplara ait fosfo-Erk1/2/ Erk1/2 protein miktarlari (ortalama =+
standart sapma, p degerleri)

Fosfo- Ortalama + Standart Sapma, p Degeri
ERK/ ERK
(%)
Gebelik Kontrol Grubu | IUGR Grubu Diyabet Grubu
Giinleri
12 143,912 + 10,595 | 181,363 + 20,985 (p=0,441) | 154,237 + 5,128 (p=0,642)
14 146,049 + 12,173 | 134,049 £ 6,505 (p=0,642) | 86,600 % 3,093 (p=0,031)*
16 38,899 + 5,338 78,602 £ 5,109 (p<0,001)* 30,649 £ 4,998 (p=0,486)
18 102,771 £9,137 | 73,140 + 4,475 (p=0,048)* | 73,081 + 3,607 (p=0,042)*
20 128,490 + 9,708 108,078 + 8,448 (p=0,347) 123,809 + 5,011 (p=0,831)
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2 200 T
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Sekil 4.5.4.1.  Kontrol ve IUGR gruplarina ait fosfo -ERK 1/2/ ERK1/2 oranlari. (¥*p<0,05)

Diyabet grubunda fosfo- ERK1/2 ekspresyonu (Sekil 4.5.3.3.) incelendiginde
IUGR grubuna benzer sekilde gebeligin 12. giinde artis gozlenirken, gebeligin diger
giinlerinde azalma oldugu tespit edildi. Bu fark 14 ve 18. giinlerde istatistiksel olarak
anlamlhiyd: (Tablo 4.5..4.1., Sekil 4.5.4.2.). IUGR ve diyabet gruplarina ait fosfo-
ERK1/2/ ERK1/2 yogunluklar1 Sekil 4.5.4.3.’de verilmistir.

103



180
160
140
120

100
80

O Kontrol
ODiyabet

60
40
20

fosfoERK/ ERK (%)

12 14 16 18 20
Gebelik Giinleri

Sekil 4.5.4.2. Kontrol ve diyabet gruplarina ait fosfo-ERK 1/2/ ERK1/2 oranlar1 (*p<0,05)
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Sekil 4.5.4.3. TUGR ve diyabet gruplarina ait fosfo-ERK 1/2/ ERK1/2 oranlar1 (*p<0,05)
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TARTISMA

IUGR, perinatal morbidite ve néronal gelisimde aksakliklar ile yetigskinlerde
diyabet ve kardiyovaskiiler hastaliklarla iliskili 6nemli bir klinik problemdir. Bu
problemin ¢o6ziimii i¢in kesin tedaviler gelistirilemedigi gibi altinda yatan
patofizyolojik mekanizmalar da heniiz tam olarak anlasilabilmis degildir (13, 152).

Fetiise, oksijen ve besin saglayan maternal mekanizmalarin normal olmamasi
intrauterin bilyiime geriligine neden olabilir. Intrauterin ¢evreye yanit olarak, fetal
biliylime ve gelismede goriilen degisiklikler postnatal hayatta fetiise optimal yasama
sansin1 vermek i¢in ortaya ¢ikan sonuglardir. Bununla birlikte olumsuz etkiler de
goriilebilir (153).

Hayvan modellerinde genetik etkenler kontrol edilebildigi i¢in, gebelik
esnasinda, erken postnatal hayatta yada ileriki evrelerde, cevresel etmenleri deneysel
olarak ¢alismak miimkiindiir. En sik kullanilan TUGR modelleri, kalori ve protein
kisitlamasi, uteroplasental yetersizligin indiiklenmesi ve fetiisiin asir1 maternal
glukokortikoide maruz birakilmasidir (153).

Hem maternal hem de umblikal dlgiimler géstermistir ki, uterus i¢i biiyiime
geriligi goriilen gebeliklerde, plasental degisim bariyerinin her iki yanindaki kan
akimi azalmistir. [UGR fetiislerde belirli amino asitlerde azalma oldugu gozlenmistir.
Amino asitler, glikoz ile birlikte fetal insiilin salinimi i¢in primer uyarandir. [IUGR da
ayni zamanda serbest yag asitlerinin transportu da azalmistir (13, 154).

IUGR gibi amino asitlerin fetal plazma konsantrasyonunun diistiigii bir
durumda, plasental tasiyici proteinlerin transportu arttrmak igin up-regiile olmasi
beklenir. Benzer sekilde maternal/ fetal hiperglisemi kosullarinda plasental glikoz
tastyicilarinin down-regiile olmasi1 normal goriinmektedir. Ancak tam tersini gdsteren
veriler mevcuttur. Plasenta bir besin sensorii gibi davranabilir ve maternal besin
varligna gore tasiyict fonksiyonlarmi kontrol edebilir. Bu hipoteze gore plasenta,
maternal beslenme ve maternal kandaki substrat ve oksijen diizeylerine gore
plasental besin tasiyicilarin1 diizenlemektedir. ITUGR durumunda plasental kan
akiminda azalma ve maternal kotii beslenme algilandiginda fetal biiyiimeyi azaltmak
icin plasental tasiyicilarda bir azalma olur. Benzer sekilde hiperglisemi gibi 1yi bir
beslenme isareti algiladiginda plasenta tasiyicilarini up-regiile eder (13).

Kortikosteroid hormonlar, basarili embriyo implantasyonu ve sonrasinda
fetus ve plasenta gelisimi icin gerekli siirecleri diizenlerler. Uterus i¢inde
endometriyum, plasenta ve embriyo/fetiis maternal yada fetal kaynakli fizyolojik
glukokortikoide; kortizole maruz kalirlar. Fetiis ve plasentanin uterus i¢i aktif
glukokortikoidlerin artan konsantrasyonlarina maruz kalmalarindaki
mekanizmalardan biri erken dogum riski olan gebeliklerde genel bir uygulama olarak
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anneye sentetik glukokortikoidlerin uygulanmasidir (14). Gebeligin ortalarindan
sonlarmna dogru fetiisiin artan glukokortikoid seviyelerine maruz kalmasinin [IUGR’a
yol acacagina dair veriler giderek artmaktadir (148-150, 155-158).

Gebeliklerinin ilerleyen donemlerinde koyunlara Betametazon uygulanmasi
IUGR’a neden olmustur (159, 160). Benzer sekilde gebeligin ikinci yarisinda
siganlara maternal deksametazon uygulamas: fetal agirhikta 23% azalma, plasental
agirlikta 51% azalma ile sonuglanmistir (161).

Calismamizda elde ettigimiz verilere gore IUGR grubu 12. ve 20. giinlerde
embriyo agirliklarinda kontrole kiyasla anlamli bir azalma oldugu gozlendi. Diger
taraftan IUGR gruplarina ait plasenta agirliklarinda da tiim deney giinlerinde anlaml1
bir azalma oldugu tespit edildi. Bu bulgularimiz daha 6nce yapilan, asir1 maternal
glukokortikoide maruz kalma sonucu fetal ve plasental agirliklarda azalma oldugunu
belirten caligmalarla uyumluluk gostermektedir (148, 150, 161-164).

Diyabetik gebelikler hem anne hem de fetiis i¢cin olas1 riskler tagimaktadir.
Diyabetik bir anneden dogan bebeklerin obezite ve diyabete yatkinlik riskleri
yiiksektir. Gliniimiizde diyabetik gebeliklerde goriilen mortalite oranlar1 normal
gebeliklerdeki mortalite oranlarmma yaklasmistir ancak hala genel popiilasyondan
yiiksektir. Bununla birlikte diyabetik gebelikler, konjenital malformasyon, fetal
makrozomi, respiratuar distress sendromu nedeniyle prematiire dogum, yenidoganda
sarilik, hipoglisemi ve polisistemi goriilmesi ile karakterizedir. Kontrol edilmeyen
diyabetik  gebelikler —spontan  diisiiklere neden olmaktadir. Konjenital
malformasyonlarin oran1 %4-10’dur ve bu oran genel popiilasyonda goriilenden 3-5
kat daha fazladir. Diyabetik malformasyonlara genetik ve cevresel faktorler neden
olmaktadir. Cevresel faktorlerin basinda heniiz agiklanamayan bir mekanizmayla
temel teratojen olarak glikoz yer almaktadir (8).

Gestasyonel diabetes mellitus (GDM), gebelikte ortaya c¢ikan glikoz
intoleransidir. Genellikle 2. trimesterin ortalarinda ortaya c¢ikar. Artan maternal
hiperglisemi ile birlikte perinatal morbidite oranlar1 da artar. Morbidite oranlarindaki
bu artis gebelik yasina gore iri bebek (LGA = large for gestational age) dogumlari ile
iliskilidir (8). Bununla birlikte, insanlarda 1. trimester boyunca fetal biiylime geriligi
gozlenmesinin ardindan 3. trimesterde makrozomi ortaya ¢iktig1 yapilan ¢caligmalarla
ortaya konmustur (165, 166).

Diyabetik kadmlarin ¢ocuklarinda makrozomi goriiliirken spontan diyabet
gozlenen ya da deneysel olarak diyabet olusturulan sicanlarin yavrularinda biiyiime
geriligi gozlenmektedir. Diyabetik sigan fetiislerinde olusan biiylime geriliginin ne
zaman basladig1 ve plasental patolojinin fetal gelisimi nasil etkiledigi agik degildir
(136).

STZ enjeksiyonu yapilarak deneysel diyabet olusturulan siganlar maternal
diyabetin patofizyolojik etkilerini ¢alismak i¢in bir model olarak kullanilmaktadir.
Fetal biiyiime geriligi bu gebeliklerin bir 6zelligidir (11, 167). STZ indiiklii diyabet
doz bagimhdwr; yiiksek dozlar ciddi maternal hiperglisemiye dolayisiyla fetal
hiperglisemi ve IUGR’l1 yavrularin dogmasina neden olurken diisiik dozlar orta
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siddette gebelik diyabetini indiikleyerek fetal hiperinsiilinemi ve makrozomiye yol
acar (134, 168). Bu nedenle olusturulan diyabetik sican modeli insan diyabetik
gebeliklerinde erken evreleri daha yakindan yansitabilir ve fetal biiyiime geriliginin
nedenleri ile ilgili ¢alismalar i¢in yararh olabilir.

Calismamizda olusturdugumuz diyabetik sigan modeli sonucunda literatiir
bilgilerine uyumlu veriler elde edildi (136, 169-173). Gebeligin 12, 14, 18 ve 20.
giinlerinde diyabetik embriyo agirliklarinda kontol gruplarina kiyasla azalma oldugu
tespit edildi. Bu azalmalar 12, 14 ve 20. giinlerde istatistiksel olarak anlamli idi.

Diyabetik sigan plasentalarmin gebeligin 14. ve 16. giinlerinde normal
plasentalara gore daha kiiciik oldugu, 18. giinden sonra plasenta agirligmin kontrol
gruplarma kiyasla arttig1 literatlirde bildirilmistir (12, 174). 18. gilinden itibaren
kistler, ¢ok sayida vakuoller, vezikiiller olusmakta, glikojenik hiicre sayisi, trofoblast
ve fetal endotelde glikojen depolanmalar1 artmaktadir (139).

Elde ettigimiz bulgular gore gebeligin 12, 14 ve 16. giinlerinde diyabetik
sican plasentalar1 kontrol gruplarmma kiyasla daha kiigiikti. 18. giinden itibaren
diyabetik plasenta agirliklarmm arttigi goézlendi. Calismamizda incelenen tiim
giinlerde plasental agirliklarda gozlenen farklar istatistiksel olarak anlamli idi.

Gebelik doneminde plasenta, embriyo ve fetiisiin gelismesinde, ozellikle
hiicresel proliferasyon, hiicresel maturasyon, diferansiyasyon, glikoz transportu ve
glikojen sentez olaylarinda Akt ve ERK1/2 proteinlerin olduk¢a 6nemli oldugu ileri
stiriilmektedir (7, 16, 175-180).

PI3K’in  hiicre canliigi i¢in Onemli oldugu ¢esitli c¢aligmalarla
desteklenmistir. PI3K’m P110B alt iinitesinin silinmesi embriyonik Olim ile
sonuglanmustir. In vitro kosullarda PI3K inhibisyonu, morulaya kadar gelisebilen
embriyo sayisinda azalma ve apoptoz indiiksiyonu ile sonug vermistir. Ustelik PI3K
aktivitesinin baskilanmasi, blastosistin zona pellusidadan kurtulmasini geciktirmistir
(181).

Transgenik ve knock-out fare modellerinde PKBo’nin hiicre proliferasyonu
ve biiyiimesini tesvik ettigi gosterilmistir. PKBa eksik farelerde ve PKBa
inaktivasyonunda hipotrofi ve plasentada yapisal anormallikler gézlenmistir. PKBf
knock out fareler insiilin direnglidirler ve diabetes mellitus benzeri semptomlar
gosterir. Bu da PKBp’nin glikoz metabolizmas1 ve insiilin sinyal iletimi i¢in énemli
oldugunu isaret eder (182).

Plasental biiytimedeki gerileme 6zellikle baglant1 zonundaki prolaktin benzeri
protein-B ve IGF-II ekspresyonlarindaki azalma ile karakterizedir. Deksametazona
maruziyetten sonra plasental Akt fosforilasyonunda azalma goézlenmesi ile PI3K-Akt
yolagininin bu sentetik glukokortikoid etkisi ile fonksiyonunun azaldig1 gozlenmistir
(161). Ayrica deksametazon uygulamasi plasental Akt aktivasyonunda ve pro-
apoptotik protein olan BAD 1 fosforilasyonunda azalma dolayisiyla poli ADP-riboz
polimeraz (PARP)’1n yariklanmasinda artis ile sonuclanmistir (161, 162).
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Immiinohistokimya ¢alismamizdan elde ettigimiz bulgulara gore, Akt (PKB)
proteininin immiin reaksiyonu 12. giinden 20. giine kadar yogun olarak devam etti.
Tim hiicre tiplerinde Akt ekspresyonu mevcuttu ancak dev hiicreler,
spongiotrofoblastlar, labirint trofoblastlar ve fetal endotel hiicrelerinde oldukca
belirgin idi. Bununla birlikte maternal kan damarlarina komsu olan
spongiotrofoblastlarda Akt ekspresyonu, baglant1 zonundaki diger
spongiotrofoblastlara oranla daha yogun idi. Western Blot bulgular1 sonucunda
gruplar arasinda Akt ekspresyonu agisindan belirgin bir fark olmadig1 gézlendi.

Ancak Akt fosforilasyonunda gruplar arasinda belirgin farklar vardi. Western
Blot bulgularimiza gére TUGR ve diyabet gruplarinda Akt fosforilasyonunun
incelenen tiim giinlerde azaldig1 tespit edildi. Akt fosforilasyonundaki azalma I[UGR
grubunda 12, 16, 18 ve 20. giinlerde, diyabet grubunda ise 14, 16, 18 ve 20. giinlerde
istatistiksel olarak anlamli idi. Fosfo-Akt immiin reaksiyonlar1 6zellikle baglanti
zonunda, dev hiicrelerde ve spongiotrofoblastlarda belirgin olarak gozlendi.
Gebeligin 14, 16, 18 ve 20. giinlerinde spongiotrofoblastlarda ve dev hiicrelerde
deney gruplarinda fosfo-Akt ekspresyonunun azaldig: tespit edildi. 12. giinde sadece
dev hiicrelerde ve desidual hiicrelerde fosfo-Akt immiin boyanmasi gerceklesti ve
gruplar arasinda fark belirlenmedi. Labirint zonda 14. giinden itibaren fosfo-Akt
ekspresyonu izlendi. 16. ve 18. giinlerde deney gruplarinda fosfo-Akt ekspresyonu
azalmist1. 20. giinde kontrol ve IUGR grubunda labirint zonda Akt fosforilasyonu
gozlenmezken diyabet grubunda labirint trofoblastlarda ve fetal endotelde immiin
reaksiyon gozlendi. Elde ettigimiz bulgular deksametazona maruziyetten sonra Akt
fosforilasyonunda azalma oldugunu belirten ¢alismalar ile uyumludur (161). Hiicre
proliferasyonunu ve anti-apoptotik yolaklar1 indiikleyen Akt fosforilasyonundaki
azalmanin IUGR gruplarinda goriilen plasental kiiciilme ile iliskili oldugu
disiiniilebilir. Akt fosforilasyonunun spongiotrofoblastlar ve dev hiicrelerde diger
plasental hiicre tiplerine oranla daha belirgin olmasi bu hiicrelerin literatiirde
belirtilen ¢esitli hormonlar1 salgilayarak (52, 54, 55) plasental gelisimi
destekledikleri bilgisi ile uyumlu oldugu sdylenebilir.

Gestasyonel Diabetes Mellitusda hiperglisemik kosullar altinda IRS-1’de
dolayisiyla insiilin aktiveli PI3K-Akt aktivasyonunda azalma oldugu gdzlenmistir
(183, 184). Bir diger calismada ise IRS-2’de azalma sonucu PI3K’da mRNA ve
protein diizeyinde azalma oldugu bildirilmistir (185). Artan glikoz diizeylerinde Akt
aktivasyonunun azalmasi1 (186) HTR-8/SV neo hiicre hattinda invazyonunun
azalmasmma neden olmustur (187). Bir baska c¢alismada hiperglisemik ve
hipoinsiilinemik kosullarda insan plasentasinda sinsisyotrofoblastlarda (188) ve in
vitro kosullarda (189) ekspresyonunun azaldigi bildirilmistir. Bu bilgiler dikkate
almdiginda olusturdugumuz diyabetik modelde fosfo-Akt ekspresyonundaki
azalmanin gebeligin ortalarina kadar goriilen plasental agirlik azalmalar: ile uyumlu
oldugu goriilmektedir. Hiperglisemik kosullarda Akt fosforilasyonu azalmakta bunun
sonucu olarak plasental ve fetal gelisimin temel enerji kaynagi olan glikozun hiicre
icine almimi yeterli diizeyde ger¢eklesmemektedir.

Insan plasentasinda ERK1/2 ekspresyonu villoz sitotrofoblastlarda tespit

edilmistir. ERK1/2’nin gebelik boyunca villoz sitotrofoblastlarda ve ekstravilloz
trofoblastlarda yer aldig1 ancak sinsisyotrofoblastta yer almadig1 bildirilmistir (190).
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Bir diger c¢alismada ERKI1/2 fosforilasyonunun invaziv trofoblastlarda ve
preeklemptik plasentalarda azaldigi belirtilmistir (191). Kemirgen plasentasi
gelisiminde ERK yolaginin 6nemi, ¢esitli mutant fare modellerinin kullanildig:
deneylerle gosterilmistir. FGFR, HGF, EGFR, Met, Grb2, Gabl, SOS1, MEKI1 null
ya da hipomorfik farelerde labirint tabakada kiiciilme gozlenmistir (66, 67, 192).
ERKI1 eksik fareler hayatta kalabilmisler ve fertildirler. Ancak ERK2 eksik fareler
zayif fetal vaskiilarizasyon gosteren kiiciik bir labirinte sahiptirler. Yine ayni
calismada ERK2 eksik farelerde ciddi labirint defektleri gézlenmistir (193). 2006
yilinda Bissonauth ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada MEKI1 knock-out farelerde
embriyonik 6liim ve labirint defektleri gozlenmistir (101). Fosfo-ERK1/2 immiin
boyanmasmin  allantoik  hiicrelerde, = bazi1  labirint  trofoblastlarda  ve
sinsisyotrofoblastlarda yer aldig1 tespit edilmistir.

Immiinohistokimya bulgularimiza gére ERK1/2 ekspresyonu plasental hiicre
tiplerinin tiimiinde gdzlendi. Ozellikle dev hiicrelerde, spongiotrofoblastlarda,
labirint trofoblastlarda, visseral endodermal hiicrelerde ve fetal endotelyal hiicrelerde
ERK1/2 immiin boyanmasi belirgindi. Immunohistokimyasal olarak gruplar arasinda
fark tespit edilmedi. Western Blot bulgular1 dikkate alindiginda ITUGR grubunda
anlamli bir fark bulunmazken diyabet grubunda 14-20. giinler arasinda kontrol
gruplarindan daha yogun ERKI1/2 ekspresyonu oldugu ortaya kondu. Gruplar
arasindaki bu fark 14, 16 vel8. giinlerde istatistiksel olarak anlamli idi.

Kontrol gruplarma ait bulgularimiza gore gebeligin 12. giiniinden 16.
giinline kadar fosfo-ERK1/2 ekspresyonunda azalma oldugu ve 18. giinden itibaren
artis oldugu tespit edildi. IUGR ve diyabet gruplarinda da benzer ekspresyon
ozellikleri gozlendi ancak deney gruplarinda ¢alismamiza dahil olan giinlerde (IUGR
grubu 16. giin haric) kontrol grubuna kiyasla ERK1/2 aktivasyonu daha azd:.

ERK1/2 fosforilasyonunda gebeligin ortalarma dogru azalmanin gozlenmesi
ve 18. giinden itibaren tekrar artisin olmasit Hiden ve arkadaglarmnin 2005 yilinda
yaptig1 ¢alisma ile paraleldir (194). Bu c¢alismada, insiilin etkisi ile fonksiyon
gosteren genlerin kontroliinlin gebelik ilerledikce anneden fetiise gectigini
belirtmislerdir. Plasentada insiilin reseptdrleri ilk trimesterde sinsisyotrofoblastlarda,
term de ise fetal endotel hiicrelerinde bulunmaktadir (195). Bu durum, gebeligin
baslangicinda insiilinin baskin olarak trofoblastlar iizerinde mitojenik  etki
gostermesini ve gebeligin ikinci yarisinda ise fetal insiilinin endotel {izerindeki
metabolik etkilerini aciklayabilir. TIDM ve deneysel diyabette goriilen plasentanin
bifazik biiyiimesi buna bagli olarak aciklanabilir (196).

ERK1/2 fosforilasyonu 6zellikle dev hiicreler, spongiotrofoblastlar ve fetal
endotel hiicrelerinde belirgindi. Gebeligin 14, 18 ve 20. giinlerinde IUGR
gruplarinda kontrole oranla fosfo-ERK1/2 ekspresyonunun azaldig1 gézlendi. Bu fark
ozellikle labirint tabakadaki hiicrelerde goézlendi. Calismamizda, Bissonauth ve
arkadaslarinin (101) bulgularina benzer olarak allantoik hiicrelerde ve bazi labirint
trofoblastlarda fosfo-ERK1/2 immiin boyanmasi gozlendi ancak sinsisyotrofo-
blastlarda immiin boyanma tespit edilmedi.
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Calismamizda elde ettigimiz bulgular glukokortikoidlerin ERK yolagini
inhibe ettigini belirten veriler ile uyumludur (197). Bir diger ¢calismada diyabetik
sicanlarda yolk sac hiicrelerinde fosfo-ERK1/2 ekspresyonunun azaldig: bildirilmistir
(198).

Daha 6nce yapilan ¢alismalar incelediginde sigan plasentasinda PI3K-Akt ve
ERK vyolaklarina dair bilgilerin olduk¢a sinirli oldugu goriilmektedir. Mevcut
calismalar ERK yolagi iizerinde ve knock-out fare modellerinde yogunlagmaktadir.
Sicanlarda, normal plasental gelisim siirecinde Akt ve ERK1/2 proteinlerinin hiicre
diizeyindeki dagilimlarini gosteren calismalar mevcut degildir. Bunun yani sira
IUGR ve diyabetik sican plasentalarinda bu proteinlerinin aktivasyonuna dair veriler
olduk¢a azdir. Dolayisiyla bizim ¢alismamiz, sigan plasentasinda Akt ve ERK1/2
proteinlerinin normal gelisim siirecindeki hiicresel dagilimlarmi ve ayni zamanda
asir1 maternal deksametazona  maruziyette ve hiperglisemik kosullarda bu
proteinlerin aktivasyonunda meydana gelen degisimleri gostermesi acisindan
onemlidir. Yaptigimiz caligmanin sonucuna gore asir1 maternal deksametazona
maruz kalma ve diyabetik kosullar, sigan plasentasinda Akt ve ERK1/2 proteinlerinin
fosforilasyonunda azalmaya neden olmustur. Bu sonucglar g6z oniine alindiginda
IUGR ve diyabet grubu plasentalarda goriilen agirlik azalmalarmin Akt ve ERK1/2
fosforilasyonlarindaki azalma ile iliskili oldugu sdylenebilir. Diyabetik plasentalarda
18. giinden itibaren goriilen plasental agirlik artisi, literatiirde belirtildigi lizere
gebeligin ilerleyen evrelerinde insiilin ile aktive olan plasental genlerin fetiis
tarafindan kontrol edilmeye baslamasiyla iligkili olabilir. Hiicre proliferasyonunda ve
yasamsalliginda olduk¢a 6nemli proteinler olan Akt ve ERK1/2 fosforilasyonlarinda
azalmanin goriilmesine yanit olan hiicre farkli sinyal molekiillerini devreye sokarak
bu aksaklig1 gidermeye c¢aligsmis olabilir. Hiicre i¢i sinyal iletim mekanizmalarin daha
1yi anlasilabilmesi i¢in daha detayli caligmalara gereksinim duyuldugu aciktir.
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SONUCLAR

Bu caligmada gebeligin 12, 14, 16, 18 ve 20. giinlerindeki kontrol, IUGR ve

diyabetik

sigan plasentalarinda Akt, fosfo-Akt, ERK1/2 ve fosfo-ERK1/2’nin

hiicresel dagilimlar1 immiinohistokimya, protein miktarlart Western Blot teknigi ile
belirlendi ve asagidaki sonuglara varildi:

1-

IUGR grubunda plasenta agirliklarmin kontrol grubundan daha diisiik
oldugu,

Diyabet grubunda plasenta agirliklarmin gebeligin 16. giiniine kadar
kontrol grubundan daha diisiik , 18. giinden sonra ise daha biiyiik oldugu,

Her iki deney grubunda da embriyo agirliklarmmin 20. giinde kontrol
grubundan daha diisiik oldugu,

Kontrol grubuna kiyasla ITUGR ve diyabet gruplarinda Akt
fosforilasyonunda azalma oldugu,

Fosfo-ERK1/2 ekspresyonunun IUGR ve diyabet gruplarinda azaldigi,

Fosfo-Akt ekspresyonunun ozellikle baglanti zonunda,
spongiotrofoblastlarda ve dev hiicrelerde oldugu,

Fosfo-ERK1/2 eskpresyonunun baglantt zonu hiicrelerinin yani sir1
labirint tabaya ait hiicrelerde de mevcut oldugu sonuclarina varildi.
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