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OzZET

Prenatal devrede fetusun gelismesinde, 6zellikle hicresel olgunlasma
ve differensiyasyon olaylarinda, glukokortikoidler olduk¢a &nemlidir.
Gunumuzde glukokortikoidlerin antiproliferatif etkileriyle de IUGR’ ne neden
oldugu bilinmektedir. Ancak bu etkilerini G1 fazi Uzerinden vyapip
yapmadiklari hakkinda henuz bir ¢galisma yoktur.

Bu calismada, bir glukokortikoid olan deksametazonun plasental
gelismede G1 fazi proteinleri olan siklin-E, PCNA ve inhibitor 6zellikli p27
uzerindeki etkilerini immunohistokimyasal ve TEM teknikleriyle, ayrica bir
apoptoz belirteci olan TUNEL metodu ile belirlemeye calistik. Bunun igin
gebe sicanlardan kontrol (8 disi) ve deney (8 disi) olmak Uzere iki grup
olusturduk.

Siganlarda deksametazonla [UGR olusturulmasinda gebeligin
13.gununde deney grubundan her hayvana 100ug, 14-19. gunler arasinda
200ug/kg deksametazon asetat, kontrol hayvanlarina ise 13-19. gunler
arasinda serum fizyolojik subkutan olarak verildi. Gebeligin 20. glinlnde eter
anestezisi altinda kontrol ve deney hayvanlarindan glukokortikoid 6lgimu igin
kan Ornekleri alindi. Bunu takiben, hayvanlar diseke edilerek toplanan
plasentalar ve fetlUsleri tartildi. Kontrol ve deney hayvani plasentalarindan
Isik mikroskopi igin alinan érnekler Holland fiksatifinde, transmisyon elektron
mikroskopu icin alinan ornekler %4’ 10k gluteraldehitte ve %1’ lik OsO,’ te
tesbit edildi ve rutin histolojik takip islemlerinden gegcirildi. Hazirlanan
bloklardan alinan kesitlerde siklin-E, PCNA ve p27 antikorlarinin
immuUnboyanma yogunluklarina, ayrica pozitif hicre sikligi HSCORE
degerlerine bakildi, TUNEL pozitif hdacreler belirlendi. TEM' de ince yapi
degisiklikleri belirlenmeye caligildi.

Deksametazonun sigcan plasentasinda ve embriyosunda o6nemlilik
dizeyinde agirhk kaybina neden oldugu goéruldu (p<0,005). PCNA
immunboyanma yogunluklari labirent kisminda ve baglanti zonununda
azalmisti. Trofoblast dev hucrelerinde PCNA boyanmasi azdi. PCNA’' nin
aksine butln hicrelerde p27 boyanma yogunlugu artmisti. Ancak siklin-E
immunboyanmasi gergeklestiriemedi. TEM' de de apoptotik hucreler
g6zlendi.

Sonugta, bir glukokortikoid olan deksametazonun sigan plasentasinda
G1 fazi proteinlerinden PCNA’' nin dagihmini azalttigi, p27 dagilimini ise
artirdigi ve bu vyolla hicre siklusu Uzerinde antiproliferatif bir etkide
bulundugu sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: IUGR, plasenta, sigcan, siklin-E, PCNA, p27,
immunohistokimya, TUNEL, TEM



ABSTRACT

During the growth of fetus in prenatal life glucocorticoids are very
important, especially in cell maturation and differentiation events. Today it is
known that glucocorticoids lead to IUGR by antiproliferative effects. However,
there is not any study that determined whether glucocorticoids do these
effects during G1 phase.

In this project, we aimed to define the effects of dexamethasone -a
glucocorticoid- on G1 phase proteins such as cyclin-E, PCNA and p27 during
placental development by immunohistochemical, TUNEL techniques and
transmission electron microscopy. We composed two groups of pregnant
rats; control (8 female) and experiment (8 female).

In order to compose IUGR on rats via dexamethasone, every pregnant
rat in experiment group was injected 100ug of dexamethasone acetate
subcutaneously on the 13th day of pregnancy and 200ug between 14th-19th
days of gestation. Between the 13th-19th days of gestation vehicle was
applied to control rats. On the 20th day of gestation blood samples were
taken from rats under ether anesthesia in order to measure plasma
glucocorticoid levels. Then dissected placentas and fetuses were weighed.
Placentas which were obtained for light microscopy were fixed in Holland
fixative. Electron microscopic samples were fixed in 4% glutaraldehyde and
following in 1% Os04. Additionally rutin histological tissue preparing
processes were applied to the samples.

On sections obtained from prepared blocks immunostaining densities
of cyclin-E, PCNA, p27 antibodies and positive stained cell frequency -
HSCORE levels- were examined. TUNEL positive cells were determined.
Besides ultrastructural changes were tried to be determined by electron
microscope.

It was determined that dexamethasone leads to statistically significant
weight loss on rat placenta and fetus (p<0,005). Immunostaining density of
PCNA decreased in labyrinth and junctional zone. There was a decrease in
PCNA staining of trophoblast giant cells. In contrary to PCNA, p27 staining
increased in all of the cells. However cyclin-E immunostaining could not
carried out. Also apoptotic cells were observed by TEM.

In conclusion, dexamethasone has decreased the expression of PCNA
but increased p27 expression on rat placenta. Thus it creates an
antiproliferative effect on cell cycle.

Key words: IUGR, placenta, rat, cyclin-E, PCNA, p27,
immunohistochemistry, TUNEL, TEM
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GIRIS VE AMAG

1.1. Hipotezin Temeli ve Amag

intrauterin biyiime geriligi (IUGR) calismalari, klinisyenlerin dogum
agirhgr ve hamilelik donemine gore fetUsleri gebelik yasina goére kuguk,
normal ve buyuk (sirasiyla SGA, AGA ve LGA) olarak siniflandirmalariyla
baglar. Her dogum agirligi-hamilelik donemi arasinda da hastaliklar ve 6lum
oranlari bakimindan farklar vardir[1]. Gebelik yasi kigik (SGA) fetUslerde,
yuksek olum oranina ek olarak hipoglisemi, hipotermi, polisitemi ve noral
gelisim eksiklikleri goézlenir[2]. Prenatal tani ile dogumda IUGR goésteren
fetislerde normale gore daha farkl bir gelisim mekanizmasinin olabilecegi
disinulmektedir. Ornegin bunlarda, normale gore fetal biyime %10 daha
azdir. Genetik anomali goOsteren ya da Ozellkle ilk trimesterde
enfeksiyonlarla karsi karsiya kalan fetlslerin buylimesi yavastir. Bu fetuslerin
pek cogu hamilelik devam ettigi devrede IUGR gosterirler. Normal gelismekte
olan fetlslerde 3. trimesterde maternal ve plasental besin transportu
yetersizliginde normalden daha az gelisme gosterirler. Bu fetuslerin
boylarindan ya da kafa g¢evrelerinden ziyade kilolari normale goére daha azdir.
Bu nedenlerle dogumda gozlenen kuguk boy ve az kilo, artik guinumuzde i¢
ya da dis faktorlere bagli olarak olusan fetal IUGR olarak kabul edilmektedir.

Chard’a [2] gore; konjenital enfeksiyon, preeklampsi, ileri derecede
maternal eksik beslenme ve eksik plasental gelisme IUGR’ ne neden
olabilmektedir. Bununla beraber Chard [3], IUGR 0zellikle patolojiye bagh
olarak gelistiginde bunun da normal fetal buyume geriligi olarak
tanimlanabilecegini ifade etmisgtir.

IUGR her ne kadar fetal, neonatal ve postnatal gelisme dénemlerinde
negatif sonuglar dogursa da bu sekildeki adaptasyon sekliyle fizyolojik bir
olay olarak kabul edildiginden gebe kadinlarda IUGR’ nin belirlenmesi klinik
acidan oldukga onemlidir. Chard ve ark.[3], normalden daha kuguk olan
fetlslerden pek ¢ogunun oldukga normal ve sadlikl olduguna isaret eden
calhismalariyla IUGR Uzerindeki tartismaya odaklanmigtir. Bu nedenle
gelecekteki goruntileme, teshis ve tedavi galismalari fetlslerin boyutlarindan
ziyade patofizyolojilerinin tanimlanmasina yonelik olacaktir.

Fetisun  gelismesinde, Ozellikle hucresel olgunlasma ve
differensiyasyon olaylarinda glukokortikoidler oldukga o6nemlidir. Prenatal
hayatta fetls glukokortikoid gereksinimi igin anneye bagimhdir. Maternal
plazma glukokortikoid miktarina gore, fetal plazma glukokortikoid miktari 20
kat daha dusuktir. Bunun nedeni, plasentada mevcut olan materno-fetal
glukokortikoid konsantrasyon gradiyentidir. Materno-fetal glukokortikoid
konsantrasyon gradiyenti, oncelikle 11beta-HSD-2 tarafindan duzenlenir.
11beta-HSD-2, maternal glukokortikoidleri inaktive eder. Bu sekilde fetlisun
asirt miktarda glukokortikoid ile kargi karsiya gelmesi Onlenmis olur[4].



Prenatal hayatta asin miktarda glukokortikoid ile ylklenen fetlslerde
intrauterin buyume geriligi(lJUGR), postnatal yagsamlarinda hipertansiyon [5]
ve diabetes mellitus [6] gibi bircok komplikasyonlar gorular[7-9].

GunUmuzde kortikosteroidler; immun idiyopatik trombositopenik
purpurada (ITP), eritrosit pargalanmasi sonucu karaciger enzimlerinin
yukselmesi ve trombosit sayisinin dismesi ile karakterize HELLP
sendromunda, brongiyal astimda ve perinatal hayatta fetal akciger geligsmesi
eksikliginde tedavi amacgl olarak olduk¢ga yaygin kullaniimaktadir. ITP’li
gebelerde, erken dogum ve buna baglh buyume geriligi hatta fetal olumler
g6ralur [8, 9]. HELLP, gebelikte genellikle agir pre-eklampsinin uzantisi
olarak geligir ve agir preeklampsili gebelerin %10'unda, eklampsili gebelerin
%30-50'sinde ortaya c¢ikar. Preeklamside oldugu gibi HELLP sendromunda
da fetuslerde buyume geriligi goralur[7]. Astimli hastalarin da, kortikosteroid
tedavisi uygulandigindan fetal stres, preeklamsi ve IUGR ile iligkili olabilecegi
bildirilmektedir[10]. In vivo uygulanan Kkortikosteroidlerin insan fetusu
uzerindeki etkileri hakkinda henlz yeterince bilgi bulunmamaktadir.

Diger taraftan glukokortikoidler iskelet kasi, yag dokusu ve endotel
hicrelerinde glikoz transportunu inhibe etmektedirler [11-13]. Gebelikte
glukokortikoid verilen sigcanlarin plasentalarinda kugllme, fetlslerinde de
IUGR Dbelirlenmistir[14, 15]. Glukokortikoid tedavisi uygulanan gebe
kadinlarin fetlslerinde IUGR gelismekte[16], fetal kandaki kortizol miktari da
artmaktadir[17].

Adrenal glukokortikoid hormonlari (kortizol), tm organlarin hucresel
fonksiyonunda, &zellikle differansiyasyon, olgunlasma ve homeostazis
olaylarinda rol alirlar. Glukokortikoidlerin bu fonksiyonlari, gebelik esnasinda
annenin metabolik adaptasyonunda ve fetal organlarin olgunlasmasinda
hayati onem tagimaktadir [18, 19]. Glukokortikoidler hicrede, glukokortikoid
reseptord (GR) ve 11beta- hydroxysteroid dehydrogenaz izoformlari (11beta-
HSD-1, 11beta-HSD-2) tarafindan regule edilirler[20]. Hedef hlcrede
glukokortikoidler, sitoplazmada bulunan glukokortikoid reseptorlerine
baglanirlar ve olusturduklari hormon- reseptor kompleksi ile ¢ekirdege
gegerek gen aktivasyonunu basglatirlar [19].

Glukokortikoidlerin aktif formuna kortizol, inaktif formuna ise kortizon
denir. 11beta-HSD-2 enzimi kortizoli kortizona, 11beta-HSD-1 enzimi de
kortizonu kortizola dénusturebilmektedir [20].

Bilindigi gibi siganlarda ovositler fertilizasyondan 3-4 gln sonra
blastosist olarak uterusa ulasirlar ve 5. ginde implante olurlar. Baglangicta
blastosist tek tabakali bir trofoblast tabakasiyla cevrilidir. 8. glinde plasental
diskin olustugu implantasyon bolgesinde trofoblastik hiucrelerin proliferasyonu
ile ektoplasental koni gelisir. Bu yapinin periferinde ise desidua ile kaynasan
ve fagositik aktiviteye sahip giant (dev) trofoblastik hicreler belirir. Bu olay,
plasental labirenti olusturacak olan allantoik damarlar ve hucrelerin geligimi
ile devam eder. Sonug olarak sigan plasentasinda yapisal yonden farkli 3



bdlge gelisir; labirent, trofospongiyum ve desidua ile i¢ ice yerlesik giant(dev)
hicre tabakasi [21]. Sican plasentasinda yer alan bu 3 bdlge birbirinden
morfolojik ve fonksiyonel agidan farkliliklar gdsterir. Labirent zon, trofoblast
hacreleri ve maternal ve fetal damarlardan olusur. Feto-maternal aligverisin
esas bolgesidir. Bu bdlge insan plasentasindaki feto-maternal bdlgenin fetal
kisminin yaptigr gorevi yapar. Oysa bazal kisimda yer alan trofospongiyum
ve trofoblastik hiicre tabakasi plasental hormon Uretiminde esas bolgedir. Bu
bolgede trofoblastlar ve maternal damarlar bulunur, fakat fetal damarlar
bulunmaz [22].

Plasental gelisim esas olarak trofoblast proliferasyonu ve
diferensiyasyonunun koordinasyonuna baghdir. Bu olaylarda mitotik
regulatdrlerin rolii hakkinda ¢ok az bilgi vardir. insan veya baska memelilerde
normal plasentalarda yerlesik olan sitotrofoblast proliferasyonunun
diferensiyasyon ile nasil koordine edildigi, bu koordinasyonun IUGR’ den
nasil etkilendigi henlz anlasiimis degildir. GUnumuzde, glukokortikoid
indUkeli olarak gelisen fetal IUGR mekanizmasi hakkindaki bilgiler oldukc¢a
azdir. Bugun, glukokortikoidlerin hucre siklusunda; 1. Hucre siklusunun G1
fazinda rol alan proteinleri etkiledigi, 2. Antiproliferatif etkileriyle de IUGR’ ne
neden oldugu bilinmektedir. Ancak literatirden glukokortikoidlerin IUGR’ ne
yonelik bu etkilerini G1 fazi Uzerinden yapip yapmadiklari hakkinda henlz bir
calisma yoktur. Bu konuda, sigan plasentasinda hucre siklusu proteinlerinin
immunohistokimyasal olarak gosterilmesi ile transmisyon elektron
mikroskopu (TEM) duzeyinde yapilabilecek caligmalar son derece yararli
bilgiler kazandirabilir.

Bu calismada, bir glukokortikoid olan deksametazonun prenatal
devrede fetal buyume geriligine olan etkilerini hicre siklusunun G1 fazindaki
proteinler Uzerinden vyapip yapmadigi arastirildi. Bunun icin plasental
gelismede deksametazonun G1 fazi proteinleri olan siklin-E, PCNA ve
inhibitor ozellikli p27 Uzerindeki etkileri immunohistokimyasal ve TEM
teknikleriyle keza bir apoptoz Dbelirteci olan TUNEL (Terminal
deoxynucleotidyl Transferase Biotin-dUTP Nick End Labeling) metodu ile
belirlenmeye calisildi. Elde edilen sonuglar kontrollerle karsilastirilarak,
deksametazonun proliferasyon ve apoptoz [23] mekanizmalari Uzerindeki
etkileri agiklanmaya calisildi.



GENEL BILGILER

2.1. Plasenta

Sadece memeli hayvanlar ve insanda bulunan bu organ bir taraftan
uterus icinde gelismekte olan embriyoyu en iyi sekilde korurken, diger
taraftan da anneden embriyo icin gerekli besin ve antikorlar gibi koruyucu
maddelerin alinmasini saglar. Baska bir deyimle uterus ile embriyo
arasindaki metabolizma olaylarinin gergeklesmesi igin gerekli baglantiyi
saglayan organdir. Yani plasenta, anneden besin maddelerinin alinmasini,
embriyonun metabolizma artiklarinin geri verilmesi ile O, ve CO; in
degistiriimesini gergeklestiren ve ayni zamanda gebelik igin gerekli
hormonlari yapip salgilayan gegici endokrin bir organdir [24, 25]. Embriyo ve
anneye ait kisimlar plasenta yapisina ayni oranda katkida bulunur. Ancak bu
kadar siki iliskiye ragmen anne ve yavruya ait kanlar higbir sekilde birbiriyle
karismaz. Organ bir bariyer 6devini gorerek anne kanindan sadece belirli
molekullerin ge¢gmesine izin verir. En basit bir plasentada anne ile embriyo
arasindaki madde aligverigi su tabakalar aracihigi ile olur:

Annenin(uterus) kan damar1 endoteli

Endometriyum bag dokusu

Uterus epiteli

intervilléz aralk

Koryon villuslari(sinsisyotrofoblast ve sitotrofoblast hucreleri)
Koryon villuslari bag dokusu

Embriyoyal/fetuse ait damar [26, 27]

Nookwh =

Olgun plasentada; koryon villuslarina ait olanlar ayni kaldigi halde
anneye ait olanlar degigir. Ayni zamanda bu tabakalar plasenta bariyerini de
olusturur.

2.2. Plasenta Cesitleri
Plasentalar dis gorinis ve morfolojilerine ayrica koryon villuslarinin
uterus mukozasiyla iligkisine gore siniflandirihir:

1. Domuz, at, esek, balina gibi turlerde diffuz (epiteliyokoriyal)
plasenta gorullr.

2. Koyun, kegi, sigir gibi gevis getiren memelilerde sindesmokoriyal
plasenta bulunur.

Epiteliyokoriyal ve sindesmokoriyal plasentalarda endometriyumda
bayuk degisiklik gorilmez ve desidua gelismez. Koryon Vvilluslari
endometriyuma  sadece yatar durumdadir. Dogumda  plasenta
endometriyumdan yara olusturmadan ayrilir. Epiteliyokoriyal plasentada
villuslar koryonun her tarafina dagilimistir ve uterus epiteliyle temastadir.
Sindesmokoriyal plasenta tipinde koryon villuslari uterus epitelini gecer ve



endometriyal bag dokusu ile iligki kurar. Burada villuslar diizensiz topluluklar
olusturur.

3. Kedi, kopek, aslan gibi memelilerde endoteliyokoriyal (zonariya)
plasenta bulunur.

4. insan, maymun ve kemirgenlerde hemokoriyal (diskoidal) plasenta
bulunur [27].

Endoteliyokoriyal ve hemokoriyal plasentalarda koryon villuslari
endometriyumla siki iligki igindedir. Bu nedenle dogumda kanama olur.
Endoteliyokoriyal plasentada koryon villuslari uterusun damar endoteline
kadar uzanir ve onlarla temastadir. Bu tip plasentalarda villuslar koryonun
orta bolgesinde kusak gibi toplanmistir. Hemokoriyal plasentada koryon
villuslari dogrudan dogruya anne kani ile temastadir. Villuslar koryon plaginin
her tarafina esit olarak dagilimiglardir. Hemokoriyal plasentalar plasentanin
en ince kismindaki trofoblast hucrelerinin tabaka sayisina bagli olarak
hemomono-, hemodiyo- ya da hemotrikoriyal olarak siniflandirihir [27, 28].
insan plasentasinda sinsisyotrofoblast tabakasi tektir ve hemomonokoriyal
olarak isimlendirilir. Kemirgen plasentasinda trofoblast bdlgesi 3 hucre
tabakasindan olusur ve hemotrikoriyal olarak isimlendirilir [29]. insan ve
sican plasentalari ayni orijinden kaynaklanir [24]. Bu plasentalarda koryonu
destekleyen damarlar allantoyik divertikuluma eslik eden mezodermden
koken alir. Bu plasenta yapisina koryon da katildigi icin koryo-allantoyik tip
plasenta olarak siniflandirilir. insan plasentasi biitiin  organizasyonu,
fonksiyonu, bigimi ve blyuklugu ile 5. aya kadar tam olarak olusur [30].

insan plasentasi
Maternal kan destegi

1_- -- = sinsisyal trofoblast tabakasi

@ | [ @& | sitotrofoblast
Foétal kan destedgi

| | 1
Maternal kan destegi

(@ ] @ ) sitotrofoblast

® o ™ g |[sinsisyaltrofoblast tabakas

— 1 _ konneksin 26/ gap junktion

J- = - sinsisyal trofoblast tabakasi
J

Fétal kan destegl

Sekil 2.2.1. Hemomonokoryal ve hemotrikoryal tip plasentalarda trofoblastik hiicre kati
goruntmleri [29].



2.3. Sican Embriyosunun Gelismesi ve Koryoallantoik Plasenta

2.3.1. Sigcan Embriyolojisi

Fertilizasyondan kisa sure sonra zigot korona radiatay! olusturan
folikiler hucreleri kaybeder ve sadece zona pelusida kalir. Fertilizasyondan
24 saat sonra embriyo yariklanir ve iki hucreli olur. 74 saat sureyle
yariklanma (mitoz) zona pelusida iginde ve sitoplazmada artis olmaksizin
daha kuguk hucrelere (blastomerlere) bolunerek devam eder. Yariklanma
ovule olan tim yumurtalarda senkronize degildir, yariklanma oranlari
degiskendir. Fertilizasyondan 96 saat sonra embriyo 12—16 hucreli morulayi
olusturur. Bu devrede ovidukt-uterus gecisinde bulunur. Embriyolar yaklasik
96.saatte uterusa girmeye baglar. Giris yaklagik 12 saat surer. Kisa sure
morula uterus boslugunda serbestce ylzer ve blastosiste farklilasmasini
tamamlar. Memeli blastosistinin olusmasinda i¢ blastosist hucreleri
arasindaki sivi birikiminin 6nemli oldugu sdylenir. Bu sivinin kaynagini
ovidukt ve uterus salgilarinin olusturdugu sanilir. Sivinin blastosist iginde
kalmasi dis hucreler arasinda baglanti komplekslerinin olugsmasiyla saglanir.
Morulanin blastosiste donusmesinde embriyonun drettigi steroidler etkili
olabilir [31].

Yariklanma boyunca ve morula safhasina kadar blastomerler
totipotenttir. Morulada bir hlcrenin kaderi bulundugu yere gore belirlenir.
Distaki hucreler trofoblasti ya da trofektodermi (gelecekte plasentayi) ve
icteki hucreler i¢ hdcre kitlesini (gelecekte embriyoyu) olusturur.
Trofektoderm i¢ hlicre kitlesi Uzerinde polar ve blastosdl cevresinde de mural
trofoblastlara farklilagir [32]. Bu esit olmayan farklilagsma morulanin dig
tabakasindaki hucreler arasinda zonular siki baglantilarin olugsmasiyla da
uyumludur. Bu siki baglantilar olusan i¢ hicre kitlesini maternal g¢evreden
etkili bir sekilde izole eder (Sekil 2.3.1.1).

Zona pellusida gebeligin 5. glininde blastosistten kaybolmaya baslar
(fertilizasyondan 96-120 saat sonra). Blastosistin zona pellusidadan nasil
ayrildigi henuz bilinmemektedir. Trofoblastin ya da uterusun lizinleriyle
zonanin lizize gittigi saniimaktadir [31].
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Sekil 2.3.1.1. Sigan plasentasyonunun erken safhalari [32].
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2.3.2 implantasyon

implantasyon, embriyonik trofoblast ile maternal uterus dokusu
arasinda dogrudan bir etkilesmedir. implantasyon, uterusun hormonal
kosullarina baglidir. Uterus gebeligin 4-5. gunleri arasinda 12 saat kabul
durumundadir. Bu zamandan Once ve sonra blastosist implante olamaz.
Kabul edilmesi igin endometriyumun minimum 48 saat progesterona maruz
kalmasi gerekir. Bu periyodun sonunda da ostrojen olmalidir.

implantasyon, zona pellusidasiz blastosistin desidual kriptaya
yerlesmesiyle ya da 6demli endometriyuma ilismesiyle baslar. Bu genellikle
5. gunun ilerleyen saatlerinde gerceklesir. Kriptalar, uterusun
antimezometriyal kisminda si§  gukurlardir.  Uterus  stromasinda
desidualizasyon fibroblastlarin desidua hicrelerine déniusmesiyle baslar.
Siganda ovule olan ortalama yumurta sayisi 12,2 ve implante olan ortalama
yumurta sayisi da 10,9'dur. implante olanlarin yaklasik %93’G dogjuma
gidebilir. Blastosist implante olurken i¢ hicre kitlesi maternal dokuyla yuz
yuze gelecek sekilde duzenlenir. E4,5. gunde polar trofektoderm prolifere
olurken mural trofektoderm implantasyonu basglatir. Bunun trofoblast i¢inde i¢
hicre kitlesinin hareket kabiliyetine bagli oldugu sanilir. Blastosist desidual
kriptaya ilk yerlestiginde blastosist ile maternal epitel arasinda hi¢bir baglanti
yoktur. Blastosist 24 saat sonra implantasyon odasinin bir tarafinda uterus
epiteline tutunur. Adezyon igin en erken bulgu iki epitelde de mikrovilluslarin
go6rulmesidir. Embriyonal 7. glinde uterus epiteli kaybolur ve trofoblast ilk
kontagini uterus stromasi ile yapar. i¢ hiicre kitlesi yani embriyonun bir kismi
yolk sak igine invagine olur ve ektodermin dis tarafinda endodermle sarilh
yumurta silindirine donustarultr. Daha sonra, trofoblast uterus epitelinin bazal
laminasini gegerek uterus stromasina girer. Trofoblastin lizozomal enzimler
icerdigi, endositoz ve fagositoz yetenegine sahip olduguna dair kanitlar
vardir. implantasyon genellikle basladiktan 2 giin sonra tamamlanur.

implantasyonda ve gebelik boyunca iki farkli bireyin dokusu ¢ok yakin
iligki icindedir. Organizmada genetik olarak farkli dokular arasindaki yakin



kontakt yabanci dokunun reddedilmesiyle sonuglanir. Uterus bu olaylara
immunolojik olarak da hazirdir.

2.3.3. Plasentalar

Siganda gorev yapan 2 plasenta vardir: 1. Diskoidal koryoallantoik
plasenta, 2. Villuslu yiiksek damarli yolk sak plasenta. ikisi de gebeligin
blyUk bélimuinde mevcuttur.

2.3.3.1. Koryoallantoik Plasenta
Sigan koryoallantoik plasentasinin fetal bolumu 2 kisimdan olugur: 1.
Ektoplasental koni, 2. Allantois dokusu

implantasyondan kisa siire sonra i¢ hiicre kitlesi (zerindeki
trofoblastin (polar trofoblast) proliferasyonundan ektoplasental koni ve
ekstraembriyonik ektoderm olusur. Bu yapilardan koryoallantoik plasenta
geligir (Sekil 2.3.3.1.1). Ektoplasental koninin olustugu zamanda i¢ hucre
kitlesi altinda bir endoderm tabakasi olusur ve trofoblastin i¢ ylzeyi boyunca
yayilir. i¢ hiicre kitlesi hiicreleri, proliferasyon ile i¢ hiicre kitlesini uzatarak
ektoplasental koninin aksi yonunde endoderm ortusu igine dogru buylumesini
saglar. Boylece germ tabakalarinin inversiyonu sonucu dig taraftan
endodermal hucrelerle ortull, i¢ tarafta ektodermal hucreli blastdsol igine
uzanan bir yumurta silindiri olusturulur. Sonugta yumurta silindiri ektodermi
icinde U¢ bosluk olusur. Bunlarin en altinda ektodermle ddseli amniyotik
bosluk  bulunur. Ortada  ekstraembriyonik  mezodermle  doseli
ekstraembriyonik bosluk (ekzosélom) ve en Ustte de ektoplasental koniye
yakin olan ektoplasental bosluk vardir. Bu sonuncusu ekstraembriyonik
ektodermle ddselidir. Ektoplasental bogluktan ekzosdlomu ayiran membrana
koryon, ekzosolom ile amniyon boslugu arasindaki membrana da amniyon
denir. Her iki membranda da iki tabaka vardir; biri mezoderm, digeri
ektodermdir. Fertilizasyondan 9-10 gun sonra allantois, embriyonun
posteriyor bolgesinin digsa dogru bir ¢ikintisi gibi gorullr ve ekzosdlom igine
dogru buyur. Ektoplasental bogluk bir yarik halini alir ve sonunda koryon
dokusu ektoplasental koni baziyla birlesirken kapanir. Daha sonra allantoisin
vaskuler mezodermi koryon mezodermiyle birlesir ve allantoik (umblikal)
kapillerler boylece gelisen fetal plasentaya (ektoplasental koniye) sokulurlar.
12. gune kadar, plasenta, laterali disinda, allantoik damarlarla iyice
damarlanir.  Allantoik damarlar trofoblastlarla sarili  maternal kan
sinuslarindan yapilmigtir (Sekil 2.3.3.1.2).

Mezometriyal uterusun disa dogru buyumesi ile uterus IlUmeni kapanir
ve implante embriyoyu kapsul gibi sarar. Bu kapsulu olusturan uterus dokusu
ektoplasental koni altinda uzanir ve definitif plasentanin maternal kismini
yani desidua bazalisi olusturur. 14. gunde uterus boslugu, implantasyon tarafi
uzerinde desidua kapsullaris denen bir desidua kapsull olusturarak
embriyonun ventralinde tekrar kurulur. Uterusun kalan bitin kismina desidua
pariyetalis denir.



Ektoplasental trofoblast, maternal dokuyu, bezlerini ve kan damarlarini
asindirarak uterus mukozasina girer. Maternal sekresyonlar, kan ve doku
artiklari embriyoyu besler. Bu ¢esit beslenmeye embriyotrof beslenme denir.
Geligen plasenta, lateraline yayilarak sekilce diskoidal olur. Trofoblast
tabakasinda olusan lakunalar maternal kanla dolu bir labirent olustururlar.
E9. guinde maternal plasenta sirkulasyonu kurulur. E12-13. glne kadar
koryoallantoik plasenta maternal kanda ylzen, anastomozlasan kordonlardan
ya da trofoblast kordonlarindan bir i¢ zon olusturur. Labirent, maternal kan
sinUsleri bulunan bir trofoblast tabakasiyla (spongiyotrofoblast, bazal zon)
ortuludar. Bu trofoblastik tabakanin diginda maternal desiduayla kontak
halinde dev trofoblastik hicreler vardir. Bunlar, araliklari maternal kanla dolu
olan gevsek bir retikulum halinde duzenlenirler. Dev hicre retikulumu
implantasyon vezikdlinu kiliflar ve pariyetal yolk sak Uzerinde Reichert
membrani ile kontak halindedir. Dev hucrelerin gog ettigi, fagositoz yaptigi,
steroid hormonlar salgiladigi bildirilmigtir. Bunlarin sinirh bir yasam omduirleri
vardir.

Labirentin zon Uzerindeki ince yapi galigmalari butin gebelik boyunca
plasental bariyerin embriyonik kapiller endoteli ile trilaminar bir trofoblast
tabakasindan olustugunu ortaya koymustur. Trofoblast dig tabakasi
(maternal kanda yuzer) hucreseldir, orta ve i¢ tabakalar sinsisyaldir. Geg
gebelikte trofoblast dis tabakasinda ve kapiller endotelinde fenestrasyonlar
vardir. Sigan koryoallantoik plasentasi diskoidal, labirentin ve hemokoryaldir.
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Sekil 2.3.3.1.1. Sigan plasentasinin gelisimi [33].
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Sekil 2.3.3.1.2. Siganda plasental gelisim [34].

2.3.3.2. Yolk Sak Plasenta

Yolk sak plasenta, E7,5. gunde mural ve polar trofektodermin
katiimasiyla birlikte olusturduklari bir yapidir. Germ tabakalarinin inversiyonu,
eski adi blastosdl olan yolk sak bosluguna uzanan bir yumurta silindirinin
olusmasiyla sonuglanir. Yolk sak boslugu embriyonik ve ekstraembriyonik
ektoderm uzerinde bulunan tek tabakali kubik ve prizmatik endodermal
hicrelerle doselidir. Yolk sakin viseral tabakasini olusturan endoderm
tabakasi, yolk sak boslugunu tamamen saran yassi endodermal hucreli
pariyetal tabaka gibi, koryoallantoik plasenta bazindan trofoblast tabakasinin
ic tarafi Uzerinde yayilir. Pariyetal endodermal hicrelerle trofoblast tabakasi
arasinda Reichert membrani denen homojen bir membran bulunur. Reichert
membrani koryoallantoik plasentanin lateral kenarina tutunur ve yolk sak
boslugunu sarar. Bu membran bazal membranin butin morfolojik ve
biyokimyasal 6zelliklerine sahiptir. Cok sayida dev hicrelerin ve maternal kan
sinUslerinin bulundugu trofoblast tabakasinin disinda desidua kapsullaris
bulunur. Desidua kapsullaristeki maternal kan damarlarindan ya da uterus
limeninden yolk sak bosluguna giren materyal desidua kapsullaris dokusunu,
trofoblast tabakasini, Reichert membranini ve pariyetal endoderm hicrelerini
geg¢mek zorundadir. E12. gunde viseral endodermal hucreler yolk sak
bogluguna uzanan mezensimal 6zunde vitellin damarlarinin dallari bulunan
basit prizmatik epitelli villuslar olusturur.

Embriyonun  blyumesi devam ederken desidua kapsdullarisin
bulundugu yolk sakin pariyetal duvari incelir. E15 ya da 16. gtine kadar duvar
yirtilir ve viseral endodermal hicreler uterus lUmeni igerikleriyle kargi kargiya
gelir.

Yolk sak epitelinin fizyolojik olarak bir plasenta gorevinde bulundugu
anlasiimistir. Bu nedenle sigan, gebelik esnasinda 2 fonksiyonal plasentaya
sahiptir. Organogenez periyodu esnasinda maternal-embriyo transportunda
iki plasentanin 6nemi agikga tanimlanamamigtir. Yolk sak iyon transport yolu,
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koryoallantoik plasenta kalsiyum transport yoludur. Yolk sak anneden fetlse
pasif immunite transfer yoludur. Proteinlerin koryoallantoik plasentayi
gecmedigi saniliyor. Fakat bu moleklller yolk sakin pariyetal duvarini
gecebilir ve yolk sak viseral duvarinin endodermal hucrelerine ulasabilir.
Bdylece viseral endodermin altindaki mezensimde bulunan vitellin venlerinin
dallariyla embriyoya gecebilir.

Viseral yolk sak endodermal hucreleri protein absorbe eden hucrelerin
biitiin 6zelliklerine sahiptir. Ustelik invitroda da bu dzellikleri dogrulanmustir.
Koryoallantoik plasenta, E11-12. gune kadar allantoik damarlanma
olmadigindan yolk sak kritik erken embriyogenez devresinde anne ve
embriyo arasinda tek buyuk transport yoludur. Protein viseral yolk sak
hicreleri tarafindan alinabilir ve hlcre iginde sindirilebilir. Yikim UGrlnleri de
bu hucrelerden salgilanabilir. Bu tlr sindirim olayinin koryoallantoik
plasentanin kurulmasindan sonra da yolk sak epitelinde devam ettigi
bildirilmigtir. Plasentalarin rolinin gebelik ilerlerken degistigi saniliyor. Cunku
terme yakin yolk sak sikulasyonunun bozulmasi fetal yasami etkilemedigi
halde, koryoallantoik sirkilasyonun bozulmasi fetUs igin 6lumcul olmaktadir.
Keza bazi maddelerin aliminda azalma, bazilarinda da artislar olmaktadir.

Gebeligin 12. guninde gelismesini tamamlayan sigan plasentasi su
kisimlardan olusur:

1. Labirent; fetal ve maternal kisimlar arasinda besin ve gaz degisiminin
yapildigi yerdir. Trofoblast hulcreleri anne kani ile temas eden
anastomozlasan kordonlar halindedir. Gebeligin sonuna dogru fetal
damar endoteli anne kani ile temas eder [35, 36].

2. Spongiyotrofoblast Tabakasi; ektoplasental koniden farklilasan bu
hdcreler bazi hormonlari (plasental laktojen vb.), anjiyogenik faktorleri
(VEGF vb.) [37] keza MMP’ leri [38] salgilarlar. Burada sadece
anneye ait damarlar bulunur. Bu tabakada acik renkli glikojen
trofoblast hucreleri vardir. E13. gunde gorulurler [39]. Gebeligin
ilerlemesiyle sayilari azalir. Sitoplazmalari vakuolden zengindir. Bu
hlcrelerin spongiyotrofoblastlardan farkhlastiklari sanilir [36, 40].

3. Trofoblast Dev Hicre Tabakasi; ektoplasental koniden farklilasan
sekonder dev trofoblastik hicreler olarak da bilinirler (primer trofoblast
dev hucreleri mural trofoblast turevidir ve definitif plasenta yapisina
katiimazlar). invaziv 6zellikli hiicrelerdir. Diploid g¢ekirdeklidirler.
Gebeligin devami igin dnemlidirler [41]. Adezyon molekulleri (o1p1
integrin vb.) [42], MMP’ ler (MMP9 vb.), bazi sitokinler ve hormonlar
keza blyume faktorleri (stra13 vb.) ekspre ederler [43].

Spongiyotrofoblastlar, glikojen trofoblast hucreleri ve dev trofoblast
hacreleri birlikte baglanti zonunu olustururlar.
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4. Maternal desidual katman, gebeligin erken donemlerinde desidua
hicrelerinden olusur. Gebeligin sonuna dogru atrofiye gider.

miyometriyum

fetriyum

Sekil 2.3.3.2.1. Termde sigan plasentasi genel goriinimu [32].

uterus mezometriyal invaziv trofoblast
kismi

desidua

sitotrofoblast
hucreleri

sinsisyal trofoblast

fotal mezensim ve damar

Sekil 2.3.3.2.2. Gebeligin ge¢ donemlerinde sigan uteroplasental yapisinin sematik
goriinimu [44].
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Sican plasentasi
Maternal kan destegi

(e ] ([ @ | sitotrofoblast

“ - - - sinsisyal trofoblast tabakasi

11 konneksin 26/ gap junktion

sinsisyal trofoblast tabakasi

Fotal kan destegi

Sekil 2.3.3.2.3. Labirent trofoblast hicrelerinin ¢ sira halinde dizilimi [29].

2.4. Kemirgen Plasentasinin Gelismesi ve Yapisi insaninkine Cok
Benzer

2.4.1. Plasental Hucreler

insan ve kemirgen plasentasinin énemli ézelliklerinden biri hem zigot
kokenli hem de maternal kokenli hucreler igcermeleridir. Farelerde hicre soy
calismalari zigot kokenli hicrelere polar trofektoderm tarevli trofoblastlarin,
fetal kan damarlarinin, fetal kan ve mezensim hucrelerinin (allantoik) dahil
oldugunu goéstermigstir. Fare plasentasi ekstraembriyonik bir organdir, ancak
zigot kokenli hucreleri embriyonik ve ekstraembriyonik orijinlidir. Kemirgen
plasentasinin maternal hlcrelerine uterus hicreleri ile maternal kandan orijin
alanlar dahildir [45].

insanda ve farede plasenta, fizyolojik ve anatomik olarak 3 bélgeye
ayrilir: 1.bolge, kemirgende labirent, insanda fetal plasenta olarak bilinir. Her
iki tirde de fetal ve maternal kan damarlari bulunur. Damarlar zigot kdkenli
hicrelerle doselidir [46]. 2.bdlge, fetal plasenta labirent yapisinin maternal
yuzeyini sinirlar: Bu insanda bazal plak, farede baglanti zonu olarak
isimlendirilir. Bu bolgede fetal kan damarlari yoktur. Maternal kan damarlari
zigot tiirevli trofoblast hiicreleriyle doselidir [24, 47]. insanda bazal plaga
implantasyon bolgesi [48], sitotrofoblastik kabuk da denir. Farede baglanti
zonuna spongiyotrofoblast (trofospongiyum) bdlgesi denir [49]. Kemirgen
baglanti zonununun maternal yuUzeyini, surekliligi olmayan zigot kokenli
trofoblast dev hicreleri sinirlar. Bunlara sekonder dev hicreler de denir,
polar trofektodermden koken alirlar. Dev hucrelerininkine analog bir zonun
insanda olup olmadidi tartismalidir. Primer trofoblast dev hticreleri ise mural
trofektodermden kodken alirlar ve definitif plasenta yapisina katiimazlar [49].
3. bolge, kemirgen trofoblast dev hlicre bdlgesinin ya da insan bazal plaginin
maternal tarafini sinirlayan maternal uterus dokusudur. Bu bdlgede insanda
ve kemirgenlerde ¢ok sayida zigot kdkenli trofoblast vardir. Her iki tirde de
buradaki uterus dokusu desidua bazalisten ve desidua bazalise komgsu
miyometriyum kismindan ibarettir [49].
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insan desidua bazalisi ve altindaki miyometriyumu plasental yatak
olarak bilinir [50]. insanda trofoblast invazyonu miyometriyumun 1/3’ {ine
kadar uzanirken [50], kemirgenlerde desidua bazaliste kalir. Siganda
miyometriyuma gectigi sanilir [39]. insan plasenta yatagi ve kemirgen
desidua bazalisi maternal arter ve ven igerir [49]. Sonugta, insan plasental
yatagi kemirgen desidua bazalisine analog olabilir [46].

2.4.2. insan Fetal Plasentasi ve Kemirgen Labirenti

insan fetal plasentasi kemirgen labirentine fonksiyonel olarak
analogtur. Cunku burasi fetal ve maternal kanin fizyolojik degisim i¢in yakin
iliski icinde oldugu yerdir. iki tiirde de bu bélge fetal yiizii koryon pladi olarak
bilinen, ekstraseluler matriksle desteklenen bir trofoblast tabakasinin fetal
yiiziyle sinirhdir. igine gébek bagi girer, fetal arterler ve venler dallanir.
Koryon plaginin zit yiizeyinde villuslar vardir [39, 49]. insanda villuslar gok
dallandiklar igin plasenta villéz tiptedir. Kemirgenlerde ise koryonik ¢ikintilar
bir labirent olusturur. Her iki tirde de plasentanin koryoallantoyik tipte
hemokoryal bir ara ylze sahip oldugu disunulir [39, 51].

Koryon plaginin ana uzantilarinin dallarinda farkliliklar vardir. insan
plasentasi villozdur. Aga¢ gibi dallanmasini surdurur ve kor uglu uzantilarla
son bulur. Murin labirentinin ana koryonik uzantilarinin dallari ¢gok daha fazla
baglantilar yapar ve karmasik bir yapi olusturur. Bu nedenle insandaki
intervilléz araliklar kemirgen labirentininkinden daha aciktir [39, 51].

Farede labirent ultrastriiktir( insandakinden biraz farklidir. insandaki
tek tabakali sinsisyotrofoblastin aksine faredeki trofoblastik ara ylzey bolgesi
u¢ tabakalidir. Bu anlamda insan plasentasina monokoryal, fare plasentasina
trikoryal denir [39, 51]. Maternal kan araligina bakan murin trofoblast
tabakasi insandaki gibi sinsisyum degildir. Mikrovillus yoktur. Ortada olan ve
3. tabaka sinsisyotrofoblastiktir. Kemirgenlerde 2. ve 3. sinsisyal tabakalar
birbirlerine gap-baglantilari ile baglanmis durumdadir. Orta tabakanin
maternal yuzeyi tabaka-1’ e gevsek baglanir. Kendisi ile 1. tabaka arasinda
bosluklu invaginasyonlar vardir [28]. Daha énemlisi tabaka-1 maternal kan
damarlariyla direk iligkili olan tek tabaka degildir. Sinsisyotrofoblast 2
tabakasi da maternal kanla temas eder. Bu, tabaka-1’ de pencereli yapi
varhgiyla ve hidrofilik izleyicilerle kanitlanmistir [28, 39]. Diger taraftan farede
tabaka-3 ile fetal endotel arasinda tek bazal membran bulundugu halde
insanda hem sinsisyotrofoblastin hem de fetal endotelin kendine ait bazal
membrani vardir [28, 51]. Kemirgen bazal membraninin hem fetal endotel
hem de sinsisyotrofoblast-1 tabakasinin katkisiyla olugtugu bilinmemektedir
[52].

2.4.3. insan ve Farede Definitif Plasentanin Hemotrofik Degisiminin
Baslamasi

insanda sinsisyotrofoblastlar implantasyondan kisa siire sonra yiizeyel
endometriyum kapillerlerini bozarak maternal endometriyal venlere dahil
olurlar [53]. Son calismalar insanda etkili bir arteriyel dolasimin gebeligin
birinci trimesterinin sonuna kadar olusmadigini gostermigtir [54, 55]. Feto-
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plasental gelisimin birinci trimester boyunca dusuk oksijenli ortamda
gerceklestigi  sanilir.  Birinci  trimester boyunca uterus bezlerinin
sekresyonlarini intervilldz bosluga salgilamalari alternatif bir besin kaynagdi
olusturur [56]. Farede de uteroplasental dolagim benzer zamanlamada
olusur. Labirentte E10,5 da kan olursa da, yogun kan kapillerleri E12,5’ da
gorulur [49]. Bu bulgular fare definitif plasentasinin orta gebelikten hemen
sonra fakat E12,5 dan o©nce fonksiyonel oldugunu gdsterir. insanda
organogenez E12. haftada biiyliik oranda tamamlanir [57]. insanda birinci
trimesterin sonu farede yaklasik orta gebelige karsilik gelir [46].

2.4.4. insan Bazal Plagi ve Kemirgen Baglanti Zonu

insan bazal plagi ve bunun kemirgen homologu olan baglanti zonu
fetal plasenta/labirent olusumunun maternal yuzinu olusturur. Bu yapilarda
fetal kan ve kan damarlari yoktur. iki tirde de bu bélgede sitotrofoblastlar
vardir [24, 49, 50].

Farelerde baglanti zonunda iki tip sitotrofoblast vardir:
Spongiyotrofoblast ve trofoblast glikojen hucreleri. Glikojen hucrelerinin
sitoplazmalari acgiktir. Kimeler teskil ederler. Glikojen iceren ¢ok sayida
vakuolleri vardir. Spongiyotrofoblastlar baglanti zonunu olugsturduktan sonra
E13. gunde bu zonda goérulurler [58, 59]. Glikojen hlcrelerinin sayilari E15,5°
da artar ve E15,5-E18,5 arasinda kaybolurlar [58, 59]. Fonksiyonlari tam
olarak bilinmez. Spongiyotrofoblastlar gibi baglanti zonunun maternal ven6z
sinuslerini doserler. IGF2 gibi hormon sentezlerler [59, 60].

insan bazal plaginda, erken gebelikte, kemirgen baglanti zonundaki
gibi glikojen igerigi yonunden benzer olan iki tip sitotrofoblast tespit edilmistir.
Insanda bazal zondaki damar duvari lUmenleri endovaskuler trofoblastlar ile
doselidir.

2.4.5. insan Plasental Yatagi ve Kemirgen Desidua Bazalisi

insan plasental yatag bazal plak damarlariyla sireklilik gosteren
maternal spiral arterler ve venler igerir. Bazal arterler de bulunur. Bazal
arterler miyometriyumu ve dis desidua bazalisi besleyen maternal arterlerdir.
Bunlar bazal plagi ve intervilléz araliklari beslemezler [50, 61]. Benzer durum
kemirgen desidua bazalisinde vardir [49]. insanda ekstravilldz trofoblastlar iki
farkh yolla plasental yataga invaze olurlar; intersitisiyel ve endovaskuler
yollarla. intersitisiyel invazyon 7-9. haftalarda tamamlanir. intersitisiyel
invazyonu endovaskuller invazyon takip eder [62]. Terme kadar desidua
bazaliste bulunan spiral arterlerin %100’ U, miyometriyumun 1/3 i¢ tarafinda
bulunanlarin da %75’ i invazyona ugrar [63]. Bu sekilde vaskuler endotel
endovaskuler trofoblast ile yer degistirir [50, 62, 64]. Ekstravilloz intersitisiyel
trofoblastin arteriyel muskiler medya ile ilgili oldugu sanilir. insanda bu
degisiklikler 12. haftadan dnce tamamlanir.

Kemirgenlerde, 0Ozellikle farede, baglanti zonu kokenli glikojen

hucreleri E13’ te desidua bazalise invaze olmaya basglar ve E15,5-E18,5.
gunlerde tamamlanir. Miyometriyuma ulagmaz [58, 59, 65]. Invazyon merkezi
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maternal arterin Iumenini doseyen endotelde degil desidua bazalisin
stromasinda gercgeklesir (intersitisiyel invazyon) [58, 59]. Kemirgen desidua
bazalisinde glikojen trofoblast hicreleri tek glikojen igeren hicreler degildir.
Uterus dogal olduracu (uNK) hicreleri de maternaldir ve glikojen igerirler. Bu
nedenle kemirgen glikojen hicreleri miyometriyuma invaze olan insan
intersitisiyel trofoblastlarinin analogu olabilir, desidua bazalisin degil [46].

2.4.6. Fare ve insanda Trofoblast Dev Hiicreleri

Kemirgen trofoblast dev hicrelerinin insan plasentasinda analogu olup
olmadigi bilinmiyor. Dev trofoblast hucrelerinin insan plasental yataginda
bulundugu kabul edilmekle birlikte faredekinden morfolojik olarak farklidir.
insandaki iki ya da daha fazla gekirdeklidir ve mononiikleer ekstravilloz
trofoblaslarin [66] birlesmesiyle ya da sitoplazmik bdlinme olmaksizin
cekirdek bolunmesiyle olustugu sanilir [67]. Kemirgen sekonder dev
trofoblastlari aksine polar trofektodermden farklanir. Baglanti zonunun
maternal tarafinda bulunur ve poliploid buyuk bir ¢cekirdegi vardir [68, 69].

Kemirgen dev hdcrelerinin insan invaziv ekstravilloz
sitotrofoblastlariyla analog oldugu ileri surilmigsse de analojinin goéruldagu
gelisme devresi belirtiimemigtir [70]. Bu analojinin E13’ ten sonra olmasi
halinde de, bu devrede glikojen hiicreleri kemirgen desidua bazalisine invaze
olan buyuk trofoblastlar olusturduklarindan dikkate alinmamaktadir [58, 59,
65]. Yine de kemirgen sekonder dev hucreleri ile erken insan ekstravilloz
trofoblast hucreleri (insan desidua bazalisine invaze olan) arasinda bir analoji
olabilir: 1. Glikojen hucrelerinin ortaya ¢ikmasindan dnce gorulen kemirgen
baglanti zonunun desidua bazalise yayilmasi bu hicreler goralinceye kadar
devam eder [35, 71]. Bu, insan intersitisiyel trofoblastlarinin desidua bazalise
yayllmasiyla analog olabilir. 2. Kemirgen sekonder dev hucreleri insandaki
intersitisiyel invazyonun aynisini géstermez: a. Bunlar direk glikojen hcreleri
gorulmeden o©Once kemirgen desidua bazalisine yonelirler. b. Desidua
bazaliste fagositoz gosterirler [72]. c¢. Glikojen hicrelerinin  ortaya
cikmasindan o©nce proteolitik enzim uPA salgilarlar. Fakat glikojen
hicrelerinin  gorilmesinden sonra enzim salgilanmaz [65]. d. Fagositik
faaliyet, fonksiyonel definitif plasentanin kurulmasindan oOnce gorilimeye
baslar [73]. ilginctir ki, kemirgen sekonder dev hiicreleri, kemirgen glikojen
hdcreleri ve insan intersitisiyel invaziv trofoblastlari IGF’ ve p57K'p2 ekspre
ederler [30, 74, 75].
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Sekil 2.4.6.1. insan ve sican plasentasinin karsilastirmasi [76].

2.5. Hicre Dongiusi ve Siklinler

Hucre dongusundn en temel gorevi bir hicredeki kromozom DNA’ sini
iki katina cikararak DNA'’ lari genetik olarak ayni olan iki kardes hucre
olusturmaktir (Sekil 2.5.1). Bu islemler iki safhada gergeklesir: S ve M fazlari.
Okaryotik hiicre dongiisiinde 4 faz vardir: G1, S, G2 ve M fazlari. G1 ve G2
fazlan ara fazlardir. G1, S ve G2 fazlari, hdcrenin buyumesi, protein ve
organel miktarinin iki katina g¢ikarilmasi vb. bélinmeye hazirlanmasi igin en
onemli zaman araligini olusturur (Sekil 2.5.2). Eger sartlar uygun degilse
hicre G1’ de ilerlemeyi erteleyebilir hatta GO diye bilinen gunler, haftalar ya
da yillarca kalabilecegi 6zel bir dinlenme durumuna bile gegebilir. Aslinda,
pek ¢ok hicre kendisi ya da organizma dlene kadar surekli GO fazinda kalir.
Sartlar uygunsa, buyume ve boélunme igin sinyaller oldugunda, GO ya da
erken G1’ deki hiicreler G1’ in sonuna yakin bulunan sinir noktasini (memeli
hicrelerinde) gecer ve sartlar ne olursa olsun DNA replikasyonuna girer [77].
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Sekil 2.5.1. Hicre déngusu [77].

~—___ MEAZI
i fasiinra -"'—u_.‘h‘

(DNA replikasyonu) =

Sekil 2.5.2. Hiicre déngusu kontroli [77].

2.5.1. Hucre Dongusi Kontrol Sistemi

Hucre dongusu kontrol sisteminin 6zunde siklin bagimli kinazlar (Cdk)
denilen protein kinazlar vardir. Hicre dongusu ilerlerken bu kinazlarin
aktivitesi artar ya da azalir. Bu enzimler hiucre dongusunun temel olaylarini —
DNA replikasyonu, mitoz ve sitokinez- baglatan ya da dizenleyen intraselller
proteinlerin fosforilasyonunda siklik degisikliklere neden olurlar. Cdk
aktivasyonunu diizenleyen en &énemli proteinler siklinlerdir. isimlerinden
anlasildigi Uzere Cdk’ lar aktiviteleri i¢in siklinlere bagimhdirlar: Siklinler
hicre donglstu basamag ile iligkili olarak bir yandan sentezlenirken bir
yandan da yikilirlar (Sekil 2.5.1.1). Buna zit olarak, Cdk seviyeleri en
azindan basit hicre dongulerinde sabittir. Siklin  seviyelerindeki siklik
degisiklikler, siklin-Cdk komplekslerinin aktivasyonuna ve hicre dongusu
olaylarinin tetiklenmesine neden olur (Sekil 2.5.1.2) [77].
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Sekil 2.5.1.1. Hicre déngusu kontrol sisteminin ikili kilit anahtar yapisi [77].

DNA replikasyon mekamizmasim tetikler

Sekil 2.5.1.2. Hicre déngusu kontrol sisteminin basit semasi [77].

Hucre dongusu basamaklarindaki fonksiyonlarina gore dort sinif siklin
vardir. Bunlardan Ggu butin dkaryotik hucreler igin gereklidir:

1. G1/S siklinleri: Cdk’ lara G1 fazinin sonunda baglanirlar ve hicrenin

DNA replikasyonuna gegmesini saglarlar.
2. S-siklinleri: Cdk’ lara S fazi boyunca baglanirlar ve DNA

replikasyonunun baglamasi igin gereklidirler.
3. M-siklinleri: Mitoz olaylarini ilerletirler [77].

Pek ¢ok hiicrede G1 siklinleri denilen bir dérdincua sinif siklin, ge¢ G1
fazinda sinir noktasindan gegisi saglar[77].
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Maya hucrelerinde tek bir Cdk proteini hicre dongusinde ilgili
siklinlere baglanir. Omurgali hiucrelerinde farkli olarak dort adet Cdk vardir.
ikisi G1, biri G1-S ve S, bir digeri de M siklinleri ile etkilesir. Siklin-Cdk
komplekslerine G1-Cdk, G1/S-Cdk, S-Cdk ve M-Cdk da denilebilir. Cdk ve
siklinlerin isimleri tablo 2.5.1.1 de verilmistir [77].

Tablo 2.5.1.1. Omurgali ve mayalardaki hilcre siklusu evrelerinde aktivite gésteren siklin-
cdk kompleksleri. Memelilerde (g tip siklin-D vardir: Siklin D1, D2, D3 [77].

OMURGALI MAYA
SIKLIN-CDK KOMPLEKSI
SIKLIN CDK SIKLIN CDK
G;-Cdk Siklin D* Cdk 4,6 Cln 3 Cdk1
G1/S-Cdk Siklin E Cdk2 Cln1,2 Cdk1
S-Cdk Siklin A Cdk2 Clb 5,6 Cdk1
M-Cdk Siklin B Cdk1 Clb1,2,3,4 Cdk1

Siklin proteinleri sadece esi Cdk’ yi aktiflemez ayni zamanda onlari
O0zel hedef proteinlere yonlendirir. Sonugta, her siklin-Cdk kompleksi farkh
substrat proteinler kiimesini fosforile eder. Ayni siklin-Cdk kompleksi htcre
dénguisuniin farkli zamanlarinda farkli etkiler olusturabilir. Ornegin, mitozda
gorevi olan bazi proteinler fosforilasyon icin sadece G2 fazinda bulunabilirler
[77].

Siklin yoklugunda Cdk proteininin aktif olan kismi, bir protein ile
kapatilir. Siklinin baglanmasi igin proteinin Cdk’ nin aktif kismindan
uzaklastirimasi gerekir. Siklin-Cdk kompleksinin tamamen aktivasyonu, Cdk
aktifleyici kinaz (CAK) denilen ayri bir kinazin Cdk’ nin aktif kismindaki bir
amionasidi fosforillemesiyle olur. Boylece Cdk’ nin aktivitesi artar ve hedef
proteinler fosforillenir. Bu sekilde 6zel hicre déngusu olaylari gergeklesir
(Sekil 2.5.1.3) [77].
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Sekil 2.5.1.3. Cdk aktivasyonunun sematik gérinima [77].

Bir siklin-Cdk kompleksinin aktivitesi aktif kisminin ¢atisindaki bir gift
aminoasidin fosforilasyonuyla inhibe edilebilir. Wee1 diye bilinen bir protein
kinaz tarafindan bu bolgelerin fosforilasyonu Cdk aktivitesini inhibe ederken,
Cdc25 diye bilinen bir fosfataz tarafindan bu bolgelerin defosforilasyonu Cdk
aktivitesini artirir (Sekil 2.5.1.4). Bu tur duzenlenme mekanizmalari ozellikle
mitoz baslangicindaki M-Cdk aktivitesinin kontrolinde énemlidir. Siklin-Cdk
kompleksleri, Cdk inhibitor proteinlerinin  (CKI) baglanmasiyla da
dizenlenebilir. Cok ¢esitli CKI proteini vardir ve de dncelikle G1 ve S fazinin
kontrolinde gorevlidirler [77].

siklin inhibe edici fosfat

Wee 1kinaz

—_—

-;—
cdc 25
fosfataz

cdk aktive edici
fosfat

AKTIF INAKTIF

Sekil 2.5.1.4. Cdk aktivitesinin baskilanmasi [77].

2.5.2. Hucre Dongusu Konrol Sisteminde Siklik Proteoliz

Hicre donglusu kontroli en azindan iki farklhh enzim kompleksine
baghdir. Bu enzim kompleksleri dénginin farkli zamanlarinda hucre
doéngusunu kontrol eden anahtar proteinlerin proteolizine neden olurlar.
Ozellikle, siklin-Cdk kompleksleri belli basamaklarda siklinlerin dizenli
proteolizleri ile inaktive edilirler (Sekil 2.5.2.1). Siklin yikimi, intraseluler
proteinlerin proteolizlerinde oldugu gibi ubikutin bagimh bir mekanizma ile
olur. Aktiflenmis bir enzim kompleksi, siklin Gzerindeki 6zel aminoasit
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dizilerini tanir ve ona ubikutinin c¢esitli kopyalarini baglar, boylece proteni
proteazomlarda tamamen yok olmasi igin isaretlemis olur [77].

kompleksi

Sekil 2.5.2.1. Siklin-Cdk kompleksinin bir CKI tarafindan inhibisyonu [77].

Siklin yikiminda hiz sinirlayici basamak, ubikutin ligazlar olarak bilinen
enzimler tarafindan katalizlenen ubikutin-transfer reaksiyonudur. Siklinlerin
ve hucre dongusunu dizenleyen diger proteinlerin yikiminda iki ubikutin ligaz
onemlidir. G1/S siklinlerinin ve CKI proteinlerinin ubikutilasyonu ve
yikimindan SCF enzim kompleksi, M-siklinlerinin ve diger mitoz
dizenleyenlerinin ubikutilasyonundan ve proteolizinden de anafaz ilerletici
kompleks (APC) sorumludur (Sekil 2.5.2.2)[77].
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Sekil 2.5.2.2. Hiicre dongulsl boyunca proteolizin SCF ve APC tarafindan kontrolii [77].
Cogu hulcrede siklin seviyesi sadece siklin degradasyonundaki

degisiklikle degil, siklin-gen transkripsiyonu ve siklin sentezindeki
degisikliklerle de kontrol edilir [77].
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2.5.3. Hiicre Déngiisii Olaylarinin intraseliiler Kontrolii

Siklin-Cdk komplekslerinden her biri 6zel bir hicre dongusu olayini
tetikleyen molekuiler bir anahtar gorevi gorar. Bir hicrede DNA replikasyon
igslemi ileriki hucre jenerasyonundaki mutasyon riskini minimize etmek ve
genomdaki her nukleotit gen amplifikasyonunun zarar verici etkilerinden
korunmak igin sadece bir defaya mahsus yapilmalhdir [77].

Sadece G1 hucreleri DNA replikasyonunu baglatma yetenegine sahip
tir. S fazini tamamlamig (G2 hucreleri) hicreler S-Cdk aktivitesi saglansa bile
kendi DNA’ larini replike edemezler. Hucrenin S fazini gegme yetenegini
yeniden kazanmasi mitozu gegmesi ile mumkuindur [77].

DNA replikasyonu, replikasyon orijini denilen kisimlardan baglar.
Replikasyon orijinleri  bir kromozomun g¢esitli bdlgelerine  dagilmig
durumdadir. Orijin tanima kompleksi (ORC) olarak bilinen multiprotein
kompleksi, hucre siklusu boyunca replikasyon orijinlerine baglanir ve
regulator proteinleri icin tutunma ayagi olarak gorev yapar [77].

Bu regulator proteinlerden biri Cdc6’ dir. Hicre dongusinin ¢gogunda
dusuk duzeyde olan Cdc6 erken G1’ de gegici olarak artar. Cdc6, erken G71’
de replikasyon orijinlerindeki ORC’ ye baglanir. Bu, Mcm protein
kompleksinin replikasyon orijinine baglanmasini saglar. Orijinde ORC, Cdc6
ve Mcm’ den olusan protein kompleksi pre-replikatif ya da pre-RC olarak
bilinir [77].

G1’ de pre-RC biriktiginde replikasyon orijini ateslenmeye hazirdir.
Ge¢ G171’ deki S-Cdk aktivasyonunun tetigi ¢cekmesiyle DNA replikasyonu
baglatilir. Replikasyonun baslamasi ikinci bir protein kinazin aktiflesmesini
gerektirir. Aktiflesmis ikinci kinaz, ORC’ nin fosforilasyonu igin tetigi ceken S-
Cdk ile igbirligi yapar [77].

S-Cdk sadece orijin ateslenmesini baslatmaz ayni zamanda
replikasyonun énlenmesine de yardimci olur: 1. Bir orijin ateslendikten sonra
Cdc6 proteini ORC’ den ayrilir. Bu, ayni orijinde tekrar replikasyon olmamasi
icin pre-RC’ nin ¢dzllmesiyle sonuglanir. 2. Cdc6 ve Mcm proteinlerinin
herhangi bir orijinde yeniden birlesmesini Onler. Soyle ki, SCF enzim
kompleksiyle Cdc6 ubikutilasyonu tetiklenir. Sonugta, bir orijine baglanmayan
Cdc6 proteini proteozomlarda hizla degrade edilir. S-Cdk da Mcm
proteinlerini fosforiller ve ¢ekirdekten atiimalarini tetikler. Bdylece ileride Mcm
protein kompleksinin bir replikasyon orijinine baglanmasi engellenmis olur
[77].

Siklin-Cdk komplekslerinin igbirligi ile pre-RC olugsmasi ve S fazindan
sonra DNA repliksyonu onlenmis olur. Mitoz sonunda hucredeki buatun Cdk
aktivitesi sifira iner. Bu sekilde, olusan Cdc6 ve Mcm proteinlerinin
defosforilasyonu bir kere daha pre-RC olusmasina izin verir ve kromozomlar
yeni bir replikasyon turuna hazirlanmis olur [77].
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Mitoz olaylari, S fazi tamamlandiktan sonra aktiflenen M-Cdk
tarafindan tetiklenir. M-Cdk aktivasyonu, M-siklinlerin birikmesiyle baglar
(omurgali hicrelerinde siklin-B, Tablo 2.5.1.1’ e bakiniz). Bu birikim, G2 ve M
fazlarinda M-siklin gen transkripsiyonu artisiyla gerceklesir. M-siklin
proteinindeki bu artis hiicre mitoza yaklasirken M-Cdk’ nin (Cdk1 ve M-siklin
kompleksi) kademeli olarak birikmesine neden olur. Bu komplekslerdeki Cdk
lar, CAK enzimi ile aktiflenme bdlgelerinden fosforillendikleri halde, protein
kinaz Wee1' in iki komsu bolgeyi inhibe edici fosforilasyonuyla inaktif
durumda tutulurlar (Sekil 2.5.1.4’ e bakiniz). Bu ylzden, hiucre G2’ nin
sonuna ulasana kadar kullanima hazir pek gok M-Cdk stoku igerir [77].

M-Cdk stokunun aktivasyonu i¢cin M-Cdk’ yi inhibe edici fosfatlari yok
eden protein fosfataz Cdc25 in ge¢ G2’ de aktiflenmesi 6nemlidir (Sekil
2.5.3.1). Ayni zamanda inhibe edici kinaz Wee1’ in aktivitesi de baskilanir.
Bdylece M-Cdk aktivitesinin ani artigi garantilenmis olur. Cdc25’ i iki protein
kinaz aktifler. Birisi “Polo kinaz” olarak bilinir ve Cdc25’i bir bodlgede
fosforillerken diger aktive edici kinaz M-Cdk’ nin kendisidir ve Cdc25 Uzerinde
farkli bir bolgeyi fosforiller. M-Cdk ayni zamanda Wee1’ i fosforilleyip inhibe
eder. M-Cdk’ nin kendi aktivatérina (Cdc25) aktifleyebilme ve kendi
inhibitorant  (Wee1) inhibe edebilme yetenedi, M-Cdk aktivasyonunun
mitozda bir pozitif geri beslek dongusinin oldugunu dustndirmektedir (Sekil
2.5.3.1). Mitoza giris, eger DNA replikasyonu tamamlanmamig ise bloklanir.
Bu durumda bilinmeyen molekiler sensér mekanizmalari, ya replike olmamig
DNA'’ lari ya da bitmemis replikasyonu algilar ve hucre dongusu kontrol
sistemine negatif bir sinyal génderir, boylece M-Cdk aktivasyonu bloklanir
[77].

maktif
fosfataz
( édc2§;1
mlubitor = w .
Mosiklin \ fosfat geni bildinm
Cdlc aktifleyici

GLtl\%.., =
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M-Cdk knaz M-Cd]:

T

Sekil 2.5.3.1. M-Cdk aktivasyonunun sematik géranuma [77]

Mitozdan ¢ikis, M-Cdk’ nin inaktivasyonu, fosfatazlarin aktivasyonu ya
da her iki olayla tetiklenebilir. Kanitlar, M-Cdk inaktivasyonunun bu alanda
oncelikle sorumlu oldugunu gostermektedir. Ge¢ mitozda M-Cdk’ nin
inaktivasyonu Cdc20-APC’ nin isidir. Burada M-siklinin yikimi kisa surede
batin APC aktivitesinin inaktivasyonuna sebep olur. Mitoz sonrasi APC
inaktivasyonu, hicrenin bir sonraki dongusu i¢in yeni M-siklin biriktirmesiyle
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devam eder. Hucrenin kendisini yenilemesi ve S fazina girmemesi igin G1
fazinda Cdk’ lar CKI’ larla ya da Hct1 yolagi ile inhibe edilirler. G1’ den S
fazina gecis, G1 siklinlerinin birikmesi ve hucre digi sinyallerle stimule edilir
[77].

G1 fazinda hudcre boélinme hizinin frenlenmesinde Rb proteini
onemlidir. Rb bunu yaparken E2F ile igbirligi yapar. Burada E2F gen
dizenleyicisi, G1/S ve S siklinlerini kodlayan genlerin promoterlerinde 6zel
DNA sekanslarina baglanir. Rb, G1 boyunca E2F ye baglanarak S fazi
genlerinin transkripsiyonunun bloklanmasini saglar [77].

Hucre dongusunun ilerlemesinde DNA hasari kontrol noktalarinin
Onemi buyuktlr. Hicrelerin ¢gogunun en azindan iki kontrol noktasi vardir:
birisi ge¢ G1' dedir ve S fazina girisi engeller; digeri de ge¢ G2’ dedir ve
mitoza girisi engeller [77].

G2 kontrol noktasi mitoza girisi engeller. Ornegin, G2 hiicrelerinde
zarar goren DNA, fosfataz Cdc25’ i fosforilleyen ve inaktifleyen bir seri
protein kinaza sinyal gonderir ve M-Cdk’ nin defosforilasyonunu/
aktivasyonunu bloklar. DNA hasari tamir edildiginde inhibe edici sinyal
kapatilir ve hiicre déngusu kaldig1 yerden devam eder [77].

G1 kontrol noktasi, G1/S-Cdk ve S-Cdk komplekslerinin
aktivasyonunu inhibe ederek S fazina ilerlemeyi bloklar. Ornegin, DNA hasari
memeli hucrelerinde p53 proteinini aktive eder. P53’ Un aktive ettigi
genlerden birisi tarafindan kodlanan p21, G1/S-Cdk ve S-Cdk’ ya baglanarak
bu enzimleri inhibe eder ve S fazina girisin bloklanmasina yardimci olur [77].

Zarar gormeyen hicrelerde, p53 c¢ok kararsizdir ve c¢ok dusuk
konsantrasyonlarda bulunur. p53" Un yikilmasi Mdm2 protein ile
etkilesmesine baglidir. DNA hasari, p53’ U fosforilleyen protein kinazlar
aktifler ve boylece onun Mdm2’ ye bagimhligini azaltir. Bu sekilde, p53 yikimi
azalir ve hicredeki p53 konsantrasyonu artar [77].

2.6. Siklin-E, PCNA ve p27 U¢ Onemli Hiicre Siklusu Regiilator
Proteinidir

2.6.1. Siklin-E

Cdk’ lar cesitli fizyolojik sinyallerin etkisiyle katalitik olarak aktif ya da
inaktif duruma gecerler. Cdk aktivasyonu siklinler denilen dizenleyici alt
birimlerle etkilesim gerektirir. Hlcre dongusunin her fazi belirli siklin-Cdk
komplekslerinin dagilimiyla karakterizedir. Memelilerde G1 fazinda ilerleme
D-tip siklinlerin ve siklin-E’ nin aktivitesiyle duzenlenir [78]. Bunlara ek olarak
E2F-1, Cdk’ lar ve p27 proteinleri de rol oynamaktadir. Retinablastoma
proteini (pRb) aktif hipofosforile durumunda hicre dongusunin G1° den S
fazina gegiginde bir inhibitordar. Siklin-E, Cdk-2 ile kompleks olusturarak
pRb’ yi inaktive/fosforile eder ve G1-S gegisini duzenler. PRb inaktive
oldugunda E2F-1 serbest kalarak DNA replikasyonu ve hucre dongusu
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kontrolU igcin gerekli olan diger proteinlerle kompleksler olusturur ve G1-S
gegisini saglar. Cdk inhibitoru p27 ise siklinE-Cdk2 kompleksine baglanarak
G1 fazi ilerlemesinde negatif bir dizenleyici olarak gérev yapar [79].

2.6.2. PCNA

Prolifere hucre ¢ekirdek antijeni (PCNA) bir hicrenin yasamindan ya
da élimunden sorumlu olan temel molekullerden biridir. PCNA halka seklinde
bir proteindir [80]. Molekldl agirhgi 36kDa’ dur. PCNA’ nin S fazinda
cekirdekteki dagilimi DNA sentezine ya da bu olaylara bagl olarak degigir
[81]. PCNA hucre siklusunda DNA sentezinin ylksek oldugu G1 ve S fazinda
artar, S fazinda maksimum duzeye erisir ve G2/M fazinda azalir [82]. Hucre
siklusunda G1 fazinin son %%’ lik ve S fazinin ilk %35’ lik kisminda dagilm
gosterir [80]. Mitoz gdsteren hicrelerde ise ¢ok dusuktir.

PCNA, DNA’ yi muhtemelen sararak bir yuzik yap! olusturan
homotrimerik bir proteindir. Bu sekliyle PCNA, farkl tipte katalitik ve regulator
proteinler i¢in kayan platform gorevinde bulunur. Katalitik ve regulatér
proteinler DNA ile etkilesme durumunda, ornegin DNA replikasyonu, tamir
sentezi, metilasyon, kromatinin yeniden olugmasi, yavru kromatidlerin
tutunmasi gibi olaylarda bu platforma baglanirlar [83]. Yuzuk seklindeki
PCNA, DNA proteinlerini yerlestiren kayan bir mengene ya da kiska¢ gibi
davranir. Bu gorevini yaparken cift zincirli DNA Uzerinde DNA boyunca ve
onu sararak kayar [84]. Keza PCNA, siklinler, Cdk ve Cdk inhibitorleriyle
etkileserek hucre siklusunun ilerlemesinde DNA metabolizmasini koordine
eder. PCNA, nukleotid ve baz eksilmesi dahil gesitli DNA tamir olaylarina bu
olaylarla ilgili proteinlerle etkileserek katilir [83].

Deksametazon uygulanan tumorlerde PCNA ekspresyonunun azaldigi
bildiriimigtir. Deksametazonun G1/S fazinda PCNA ekspresyonunu inhibe
ettigi sanilmaktadir [85].

PCNA, bu olaylarda p53 ile siki iligki igindedir ve p53 tarafindan
kontrol edilen Gadd45, MyD118, CR6 ve en onemlisi p21 ile etkilesir.
Hucrede p53 yoklugunda PCNA miktari yuksek ise DNA replikasyonu, p53
varhginda PCNA ylksek ise DNA tamiri gerceklesebilir [86]. PCNA’ nin
olmadigi ya da ¢ok az oldugu durumlarda huicrenin apoptoza gittigi
bildirilmigtir. Bununla birlikte RNA transkripsiyonuyla da iligkili oldugu
sanilmaktadir [87].

2.6.3. P27

Okaryotik hiicrelerde hiicre siklusu faz gecisleri siklin bagimli kinazlar
olarak bilinen protein kinazlarin aktivitesinin duzenlenmesiyle ilgilidir [88].
Aktif Cdk/siklinler hiicre siklusunun S fazinda ilerlemesi ve mitoza girmesi igin
gereklidir. P27, cekirdege ait Cdk’ lara baglanarak bu enzimleri inaktive eder
ve bu sekilde hilcre proliferasyonunu kontrol eder. Keza sitoplazmadaki
hedefleriyle etkilesir [89]. Siklin bagimli kinazlarin kontrolsiz aktivitesi
kansere neden olur [90].
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Sitoplazmik p27, kigik GTPaz RhoA yoladinin dogrudan reguilasyonu
ile aktin dinamiklerini degistirir. Normal hicrelerde p27 protein duzeyleri Go
ve erken G4 fazlari boyunca en yuksek diuzeydedir, daha sonra ge¢ G1 ve S
fazlarinda hizla duger. P27 miktari oncelikle fosforilasyonla duizenlenen
ubiquitin aracili proteoliz ile kontrol edilir. Bununla birlikte, p27’ nin Cdk2
tarafindan thr187’ den fosforilenmesi SCF’ nin ubiquitin-protein ligazi
tanimasina ve daha sonra degradasyonuna neden olur. P27’ nin siklin-Cdk’
ya baglanmasi ve inhibisyonu siklin ve de Cdk alt Uniteleriyle kontakt halinde
olan bir N terminal domeyni ile saglanir. Onemli olarak, p27’ nin Cdk inhibitdr
fonksiyonu gostermesi c¢ekirdekte lokalize olmasina baghdir. P27, C
terminalinde fosforile olan bir ¢ekirdek lokalizasyon sinyali (NLS) igerir. P27’
nin g¢ekirdek ve sitoplazma arasindaki tasinimi da fosforilasyon olaylariyla
dizenlenir. Mitojenik stimilasyonda, human kinase interacting stathmin
(hKIS) p27° yi ser10 Uzerinden fosforiller ve c¢ekirdekten sitoplazmaya
gegmesini saglar. Bununla birlikte, p27’ nin Akt tarafindan NLS Thr157
uzerinden fosforillenmesi c¢ekirdek lokalizasyon kapasitesini zayiflatir.
Sitoplazmik p27° nin siklin-kinaz inhibisyonu digsinda hicre gdégunin
duzenlenmesinde de rolu oldugu saniimaktadir [91].

2.7. Glukokortikoidler

Adrenal korteksin zona fasikllatasinda adrenokortikotropik hormona
(ACTH) cevap olarak uretilen glukokortikoidlerin (GC) temel goérevi plazma
glikoz konsantrasyonunu artirmaktir [92]. GC’ ler karbonhidrat, lipid ve
proteinlerin metabolizmasi Uzerine fazla etki gosterirler. Bununla birlikte
karacigerde, glikogenez ve glukogenezde kullanilan karbonhidratlarin (glikoz
sentezi), aminoasitlerin (enzim sentezi) ve yag asitlerinin (enerji kaynagi)
alinmasi ile kullanimini harekete gegcirirler. Hakikaten, bu hormonlar fazla
miktarda glukoz sentezini stimule ederler; boylece diabetes mellitusda oldugu
gibi kanda yuksek glukoz dizeylerine neden olurlar. Buna karsin karaciger
disinda, GC’ ler perifer organlar (6rnegin: deri, kas, yag dokusu) uzerine zit
veya katabolik etki olustururlar. S6zU edilen yapilarda, bu steroid hormonlar
sadece sentez aktivitesini azaltmakla kalmaz, ayni zamanda protein ve lipid
yikimini da hizlandirirlar. Yikim yan Urunleri olan aminoasitler ve yag asitleri
sentez acisindan aktif olan hepatositler tarafindan kandan alinarak
kullanilirlar. GC’ ler ayni zamanda kanda dolasan lenfosit sayisini azaltarak
immun cevabi baskilarlar. Bu azalma, lenfosit yapici organlardaki mitotik
aktivitenin inhibisyonu ve artan yikimin birlikte olugturduklari bir sonugtur.

Bilindigi gibi embriyoda prenatal donemde 6zellikle akciger [93], kalp,
bobrek ve barsak [94] olgunlasmasinda glukokortikoidler kullanilir.
Hayvanlarda yapilan bir calismada antenatal dénemde tekrarlayan dozlarda
kortikosteroid verilmesi akciger fonksiyonunu olumlu etkilerken, beyin
fonksiyonunu ve fetal blyumeyi olumsuz etkileyebilmektedir [95]. Siganlarda
yetiskin  donemde hipertansiyon [96], kalici hiperglisemi ve kismen
hiperinsulinemi [97] ve insulin rezistansi programlamak igin son trimesterde
glukokortikoid vermek yeterlidir.
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Plasenta, fetal (umblikal) ve maternal (uterus) sirkllasyon arasinda
besinlerin ve atik urtnlerin transferinden sorumlu organdir. Glukoz, plasenta
tarafindan transport edilen asil karbonhidrattir. Normal fizyolojik sartlar
altinda maternal kandaki glukoz duzeyleri fetal sirkilasyondakinden yuksektir
ve bundan dolayl metabolik enerji olmaksizin glukoz anneden fetlse
gecebilir [98]. Bazal sartlarda fetisun glukoz destegi plasental transportla
maternal sirkllasyondan saglanir [99]. Plasental glukoz gegisi,
kolaylastirilmig difuzyonla olur [100]. Bu olaya glukoz transporterleri denen
membran kateden glikoprotein ailesi aracilik eder [101]. Memeli
plasentasinda iki glukoz tasiyici izoformu ekspresyonu olan GLUT1 ve
GLUT3’ an varhgi gosterildi [102, 103]. Erken gebelik esnasinda plasentadan
ekspre edilen predominant form GLUT1’ dir ve bu trofoblastik hiicre plazma
membraninda  gdsterilen  doku-bariyeri  izoformudur  [103,  104].
immunohistokimyasal ¢alismalar GLUT1 proteininin hemokoryal olan fare ve
si¢an plasentasinda hem baglanti zonunda (maternal) hem de labirent zonda
ekspre edildigini gosterdi [102, 103]. Lokasyonundan dolayr GLUT1 plasenta
ve fetlse olan glukoz transportuna aracilik edebilir [102, 103]. Aksine
plasental trofoblastta GLUT3 protein ekspresyonu materno-feto bariyerin fetal
yuzindeki hucrelerle sinirhdir [105]. Kemirgen plasentasinda GLUTA1, ileri
gebelikte GLUT3 ile yerdegistirir [103, 106]. Glukoz tasiyici izoformunun
degismesinin bir sonucu olarak GLUT3 terme dogru 6rnegin fetal buylimenin
maksimum oldugu zamanda total plasental glukoz transfer mekanizmasinin
giderek artan 6nemli bir komponentini temsil eder [102, 107]. Gebelik
esnasinda plasental GLUT1 ve GLUT3 ekspresyonunun normal ontogenisini
etkileyen faktorler az anlasilmistir. Ama, GLUT3 gen ekspresyonunun
transkripsiyon faktori Sp1 ile baskilandidi sanilir. Sp1, c¢ogu prolifere
hicrede gen transkripsiyonunu aktive eder [108]. Aksine Sp3, GLUT3 gen
transkripsiyonunu aktive edebilir [108]. Bagka hucre tiplerinde Sp1, GLUT1
prometerin bir transaktivatoru olarak rol alir [109]. Sp1 null mutant fareleri,
erken embriyonik devrede normalden daha kuguktir ve gelismenin
durdugunu gosterir [110].

Plasentanin blyimesi anne, plasenta ve fetls arasinda metabolik,
otokrin, parakrin ve endokrin ya da sitokin sinyallerin degisimine baghdir.
Plasentogenezi dizenleyen faktorler hastaligin tanimlanmasini bekler. Son
calismalar ¢ekirdek hormon reseptori PPAR-y’ nin plasental, kardiyak ve yag
dokusu gelismesi i¢in gerekli oldugunu gostermistir. Ne ilgingtir ki vahsi tip
plasentali null embriyolarinin PPAR-y ile desteklenmesi kardiyak defekti
duzeltir. Bu da fonksiyonel bir plasentada kalbin gelismesinin bazi faktorlere
bagdimli olduguna isaret eder [111]. Plasenta fetal gelismede merkezi bir rol
oynar. Bu yuzden erken ve orta gebelikte plasental gelisme ve blyume
hatalar1 ileri gebelikte gorulen fetal blyUmedeki gerilemeyle dogrudan
iligkilidir [112]. Onceki in vitro metodoloji caligmalari fetal blyime geriligi
plasental glukoz tasinimi oraninda 6énemli degisiklikler gosterdi [113]. Fetal
bayume geriligiyle ilgili patolojik durumlarda plasental glukoz tasiyicilarinin
dagilimi hakkinda, bir bakima tartismali olan oldukga az bilgi vardir. Ornegin;
fetal buyume geriligi GLUT1’" in azalmasina, hipotroksinemik gebelikte de
GLUT3’ Un artisina neden olur [114]. Halbuki maternal epidermal biylime
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faktord eksikliginin neden oldugu fetal biylime geriligi GLUT3 mRNA
dagiliminin azalmasiyla sonuglanir, GLUT1 mRNA dagiliminda hi¢ degisiklik
olmaz [115]. Plasental glukoz tasiyici dagihmindaki degisikliklerin plasental
bdylUme modulasyonu ya da buna paralel bir bagka modulasyon olup
olmadigi anahtar bir sorudur.

Glukokortikoidlerin normal fetal gelismede énemli rolleri vardir. Cogu
kez ekstrauterin yasama hazirlanmada fetal dokularin olgunlagmasi igin
onemlidir [116]. Fakat fetal devrede asiri GC' e maruz kalinma, ergin
yasamda hipertansiyon, kardiyovaskuler hastalik ve glukoz intoleransi riski
tasiyan fetal buyume geriliginde nedensel bir faktor olarak gosterilmigstir [15,
117]. Sigcanda, prenatal donemde karsi kargiya kalinan asiri GC’ in yasam
boyunca GC aktivitesini Ust dizeyde tuttugu ileri straldi. Cunkl bu durumda
hippokampal glukokortikoid reseptor (GR) dagiliminin azalmasiyla kortizol
saliniminin geri beslek kontrolu zayiflamaktadir [96]. FetUs, ylksek maternal
GC duzeyinden normalde feto-plasental 11beta-HSD2 ile korunur. Sentetik
GC deksametazon, 11beta-HSD’ nin zayif bir substratidir [118] ve sigcanda
deksametazon uygulanmasi ergin yavruda hipertansiyon ve anormal glukoz
metabolizmasiyla birlikte fetal buylime geriligine neden olur [5, 119]. GLUTS3,
mRNA ve protein duzeyleri antisense GR geni tagsiyan transgenik fare
plasentasinda Ust dlizeyde duzenlenir [14].

11beta-HSD, biyoaktif glukokortikoidlerin (kortizol ve kortikosteron) ve
bunlarin inaktif metabolitlerinin (kortizon ve 11 dehidrokortikosteron) birbirine
donismesinden  sorumludur. Bu ylzden 11beta-HSD, GC ve
mineralokortikoid hedef organlarinda GC biyoyararlanimi igin 6nemli bir
doku-spesifik modulatér oldugu dusunalir [120]. Bu enzim ilkin 1950’ lerin
basinda belirlendi. ileriki calisma yillarinda da iki farkli izozimi oldugu
anlasildi: 11beta-HSD1 ve 11beta-HSD2.

insanda 11beta-HSD aktivitesi ilk olarak 1960’ larda belirlendi. 11beta-
HSD2 proteinin yaygin olarak sinsisyotrofoblastlarda [121] lokalize iken,
11beta-HSD1 proteinin ekstravilléz intermediyet trofoblastlarla sinirli oldugu
bildirildi [122]. 11beta-HSD1 ve 2 lokalizasyonundaki bu farkli durum,
bunlarin farkh fizyolojik fonksiyonlarinin olduguna isaret edebilir. Plasental
11beta-HSD’ nin rolinun fetisu maternal GC’ lerin ileri etkilerinden korumak
oldugu ileri suruldd. Lokasyonundan (maternal-fetal degisim vyeri) ve
enzimatik Ozelliklerinden (kortizole ylUksek afinite gostermesinden ve yalniz
dehidrogenaz aktivitesine sahip olmasindan) dolayi bu role daha uygundur
[4]. insan plasentasi calismasinda maternal uygulanan Kkortizolun godunun
kortizona metabolize olmasi bunun bir plasental 11beta-HSD bariyeri
olduguna isaret eder [123]. Plasental 11beta-HSD2 aktivitesi ile dogum
agirhgr arasinda da bir iligkinin oldugu rapor edildiyse de [124], bu
dogrulanmadi [125]. Gebe siganda da zona-spesifik 11beta-HSD1 ve 2
ekspresyonu bu iki enzimin farkli fonksiyonel dnemine isaret etmektedir
[126]. Gebe sicana karbenoksolon (11beta-HSD1 ve 2’ nin potansiyel
inhibitori) ya da deksametazon (gebelikte 11beta-HSD1 substrati olmayan
bir sentetik GC’ dir ve sadece 11beta-HSD2 icin zayif substrattir)
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uygulandiginda yeni dogan yavru agirliklari tuz uygulanan kontrollere gore
%20 azalmistir. Keza dogum agirlhgi ile plasental 11beta-HSD2 aktivitesi
arasinda gugclu bir iliski bulundu. Bu sonug, plasentaya gelen maternal
kortikosterona (karbenoksolonla plasental 11beta-HSD’ nin inhibe edilmesi
sonucu plasental bariyerin bozulmasi) ya da deksametazona asiri maruz
kalan fetusin dogum agirhginin azaldiginin bulgusudur. Dogumdan hemen
once maternal proteinin sinirda oldugu durumlarda plasental 11beta-HSD2
aktivitesinin zayifladigi ve dogum agirhiginin azaldigi belirlendi [127].

11beta-HSD2, kemirgenlerde ve muhtemelen insanlarda pek ¢ok fetal
dokuda gebeligin ortalarina kadar yluksek miktarda bulunur [124, 128] ve
gebeligin ortalarindan itibaren GR ve MR ¢ok miktarda gorulir. Siganlarda ve
insanlarda plasental 11beta-HSD2' nin etkinligi terme yakin ciddi anlamda
degismektedir [123]. Buna bagll olarak 11beta-HSD2’ deki yetersizligin
maternal glukokortikoidlerin fazla miktarda fetlise ge¢gmesine neden oldugu
ve ileride ortaya cikacak hastaliklari programladigi 6ne surdlmustar [4].
Sicanlarda buyuk plasentali en kuguk fetuste plasental 11beta-HSD
aktivitesinin daha disik oldugu gérilmustir [129]. insanda 11beta-HSD2
genindeki zararli mutasyonlarin ¢ok dusuk dogum agirhgina sebep oldugu
ortaya konulmustur [130]. Bu bilgiler insanda fetus ve/veya plasentada
11beta-HSD2 eksikliginin  blyime geriligine neden oldugunu akla
getirmektedir [129]. Bununla birlikte 11beta-HSD2 geni yok edilmis farede
normal dogum agirhgr goézlenmistir [131]. Farelerde 11beta-HSD2 geni
dagilimi gebeligin ortalarinda ortadan kalkmaktadir [128], muhtemelen bu
dénemde glukokortikoid etkisiyle dogum &ncesinde gerekli gelisme ve
olgunlasma olmaktadir [129]. insan fetal dokularinda da 19 ve 26. haftalar
arasinda 11beta-HSD2’ nin bdbrek hari¢ ortadan kalktigi gortlir [132]. Buna
karsin insanlarda gebelik yasiyla birlikte 11beta-HSD2 aktivitesi artar [124].
Sigan gebeligi boyunca diyette protein sinirlamasi plasentada 11beta-HSD’ yi
zayiflatir [127]. Ayrica maternal protein sinirlama modelinde gebe sigcana (ve
yavrularina) glukokortikoid sentezi inhibitéri  verilerek  yavrularda
hipertansiyon  olusmasi  Onlenebilir  [133]. Plasental 11beta-HSD2
aktivitesinde bir problem oldugunda fetal HPA ekseni aktivasyonundan once
glukokortikoid transportundaki artis fetal dokularin prematir farklilagmasini
stimile eder ve bdylece sonraki doku gelisimini sinirlayarak blyume
geriligine sebep olur [92]. Son calismalar, gebeligin belli donemlerinde
olusturulan beslenme kisitlamasinin fetal buyime geriligine ve 11beta-HSD2’
nin plasental dagilminda ve aktivitesinde belirgin azalmalara sebep
oldugunu gostermistir [134, 135]. Normal insan gebeligi boyunca plasentada
11beta-HSD2 dagihmi artar ancak IUGR ile komplike gebeliklerde 11beta-
HSD2 aktivitesi azalir. Bu da 11beta-HSD’ nin fetal blyimede énemli bir roll
oldugunu dugundurmektedir [136].

Gebelikte daha erken glukokortikoide maruz kalmak yetiskinlikte
glikoz-insulin dengesini etkilememektedir, bu da 6zel bir duyarlihk dénemi
oldugunu dusundurmektedir [129]. Henuz glukokortikoid etki araligi tamamen
belirlenememistir. Ancak deksametazon uygulamasinda gebeligin Uguncl
trimesterindeki uygulamanin etkileri gcok agiktir [96]. Fetal programlama igin
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dokularin bu karmasik glukokortikoid duyarlilik pencerelerinin ne anlama
geldigi henuz arastirimamigtir [129].

Plasenta olusumunu da kapsayan pek ¢ok dokunun gelismesini Wnt
genleri duzenlemektedir. SFRP’ lerin de Wnt yolagini inhibe ettigi
dusundlmektedir [137]. Maternal deksametazon uygulamasi SFRP4
dagilimini hem bazal hem de labirint bdlgelerde artirmistir [137]. Bununla
birlikte daha dnceki ¢alismalarda SFRP4 pek ¢cok ureme dokusunda apoptoz
ile iliskilendirilmistir [138]. Ek olarak bu bulgular (SFRP4 etkilerine dair)
mezoteliyoma [139], uterin [140] ve kolorektal [140] kanserdeki SFRP4 Un
anti-proliferatif etkisiyle de uyumludur. Bu, plasental blyumede gerilige
sebep olabilir [137].

insilin benzeri bilylime faktéri (IGF)-1l, GC hareketleri icin potansiyel
bir hedeftir [141]. GC’lerin pek c¢ok hlicre ve doku cesitlerinde IGF-II
dagilimini duzenlediklerine dair hem in vitro hem de in vivo galigmalar
mevcuttur [142, 143]. Ayrica IGF-Il plasental bir anahtar otokrin/parakrin
bayume faktoru olarak gozlenmistir [144]. Sigcanda, IGF-Il null mutantlar hem
fetls hem de plasentada go6zle gorilebilir IUGR’ ye sebep olmaktadir [145].
Bununla birlikte IUGR olan insan bebeklerinin gobek kordonu kanindaki IGF—
1 konsantrasyonu normale oranla daha dusuktur [146].

Kemirgenlerde oldugu gibi insanlarda da prenatal glukokortikoide agiri
maruz kalmanin yetiskinlikte kardiyovaskuler, metabolik, néroendokrin ve
davranissal fenotipte olumsuz degisiklikler programladidi gorulmektedir [129].

2.8. Intrauterin Buyume Geriligi ve Apoptoz

Dusuk dogum agirhigi plasentanin anormal yapisindan kaynaklanabilir.
Normalde plasentanin adirhgi fetustnkiyle orantilidir. Bu nedenle her ikisinin
agirhiklarindaki oransal bir azalma fetisun IUGR olacagi anlamina gelmez.
CunkU kaglk plasenta fetisin daha hizli buylimesine izin vermez. Aslinda
aralarinda yakin boyut iligkisinin olmasi oldukga dogaldir. Clinku plasentanin
fonksiyonel kapasitesinin siniri fetlisin ihtiyaglarini kargilayabilecek dizeye
oldukga yakindir [147].

Plasentanin fonksiyonel alani sendroma bagl olarak preeklempsiyada
ve Ozellikle de hipertansiyonda genelde azalir. Bunun plasentada primer
defekt mi yoksa plasental yatakta sekonder vaskuler lezyon mu olup olmadigi
bilinmez. Bu nedenle bu ve buna benzer durumlari genelde ifade etmek igin
uteroplasental yetersizlik teriminin kullanilmasi onerilmistir. Fetal bayume
geriligi olaylarinda plasentada gorilen Ug tip patolojik degisiklige isaret edildi:
1. lleri olgunlasma, 2. Coklu mikroinfarktiisler ve 3. Cok sayida damarsiz
villus yapisi. Bu anormalliklerin plasental yetersizlige, hatta erken doguma
neden olabilecedi dusunulmektedir [147].

IUGR, term dogumda 2500g.” dan ya da normal dogumdan %10

daha az dogum agirligi olarak tanimlanmaktadir. Fetal bluyime genetik ve
cevresel etkenlere baglidir, ancak plasenta aracilidir; plasenta fonksiyonu iyi
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ise blyume iyidir [148]. Buyume geriligi, eksojen (deksametazon) ya da
endojen glukokortikoidler vasitasiyla olusmaktadir. ikincisi, 11beta-HSD2’ nin
inhibe edilmesiyle olugsmaktadir [129]. IUGR’ nin bilinmesi énemlidir, ¢unki
bu durumda neonatal hastalik ve 6lum oranlari artmaktadir. Arastiricilarin
¢ogu yetiskin dénemindeki hastaliklarin fetal donemde programlandigina
inanir. Fetal buyimede ve erginde rahimigi geligsimi etkileyen, degisikliklerin
iki ana nedeni vardir: 1. Maternal/fetal beslenme yetersizligi, 2. Hormonal
programlanma [129]. Fetal programlanma mekanizmalari, hipotalamus-
hipofiz-bdbrekisti  bezi igleyisi ve dokudaki glukokortikoid reseptor
dagiimiyla ilgilidir [129]. Bu programlanma organizmanin pek ¢ok
sisteminde, gelismenin duyarli dénemlerinde bir faktorin etkisiyle ortaya
cikar ve omur boyu kalici degisikliklere neden olabilir [129]. IUGR sadece
plasental faktorlere bagh degildir. Burada maternal (anne yasi, enfeksiyon
durumu vb.) ve fetal (konjenital anomali vb.) faktorlerin de bayuk rolG vardir.

Apoptoz, plasentanin normal gelismesi igin gereklidir [1]. Son
calismalarda insan plasentasinda hem pro- hem de anti-apoptotik proteinlerin
birlikte bulundugu gdsterilmistir [149]. Plasentada apoptozu duzenleyen
mekanizmalardaki bazi anormalliklerin  sinsisyotrofoblast hucrelerinin
fonksiyonlarini  engelleyerek materno-fetal transport mekanizmasinin
bozulmasina yol agtigi [150] ve bunun sonunda da IUGR’ nin goéruldagua [151]
bilinmektedir. insan gebeliginde apoptoz, daha ¢ok gebeligin 5-7.
haftalarinda ve Gguncl trimesterde gergeklesir [152, 153]. Apoptoz trofoblast
hicrelerinde daha ¢ok goruldugu halde endotel ve stromal hicrelerde daha
azdir [1]. IUGR gorulen embriyolarin plasentalarinda villus dejenerasyonuna
da apoptoz neden olmaktadir [1]. Kisacasi, IUGR ile apoptoz arasinda siki
bir iliski vardir [1].

Plasental apoptozu tetikleyen fizyolojik sinyaller hakkinda ¢ok az bilgi
vardir [1]. Pek cok calisma prenatal donemde etkili olan faktorlerin, ileriki
yasamda kardiyovaskuler ve metabolik duzensizliklerin énemli belirleyicileri
oldugunu ortaya koymustur [129]. Farkh toplumlarda yapilan arastirmalarla
disuk dogum agirhginin yetiskin déonemde hipertansiyon, hiperlipidemi,
insulin rezistansi, tip2 diyabet ve iskemik kalp hastaligi 6lumlerine yol agtigi
belirlenmistir [154]. Blyuk plasentali kiigik bir bebek normal plasental buyik
bir bebege goére, ergin devresinde U¢ kat daha fazla hipertansiyon riski
tasimaktadir [155]. Dogum oOncesi glukokortikoide maruz birakilan
kemirgenlerde ve bazi baska turlerde dogum agirliginin azaldigi, hayat
boyunca surekli hipertansiyon, hiperglisemi, hiperinsulinemi gdérulduga,
ayrica bu hayvanlarda degisik davraniglarin ve néroendokrin bozukluklarin
olustugu gorulmastir [129].
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GEREG VE YONTEM

3.1. Denekler

Bu arastirmada Akdeniz Universitesi ‘Deney Hayvanlari Unitesi’'nden
temin edilen daha oOnce hi¢ deneye girmemis ve cifttesmemis ortalama
agirhiklar 250- 300g olan Rattus Norvegicus (Wistar) irki 16 disi ve 8 erkek
ergin sigan kullanildi. Yapilacak olan deneyler, Akdeniz Universitesi Hayvan
Kullanim ve Bakim Kurulu tarafindan incelenerek, ¢alismanin bilimsel etik
cergevesinde oldugu ve istenen deney hayvanlarinin tahsisinin uygun oldugu
kararina varildi. Hayvanlar standart diyet ve musluk suyu ile beslendi. iki
disiye bir erkek olacak sekilde kafeste bir gece birakildiktan sonra ertesi
sabah hayvanlardan vajinal simir alindi. Simirde spermiyum belirlenenlerin
gebeligin sifirinci gununde olduklari kabul edildi. Bu hayvanlardan kontrol
(89) ve deney (89) olmak Uzere iki gcalisma grubu olusturuldu.

3.2. IUGR Modelinin Olusturulmasi

Sicanda deksametazonla IUGR olusturulmasinda daha once bildirilen
dozlar uygulandi [1, 96, 119]. Gebeligin 13.ginlinde deney grubundan her
hayvana 0,1ml %10luk etanol icinde 100png deksametazon asetat (D1881,
SIGMA, Almanya) boyun bdlgesinden subkutan olarak enjekte edildi.
Sonrasinda bu hayvanlara 14-19. gunler arasinda 200ug/kg olacak sekilde
deksametazon asetat veriimeye devam edildi. Kontrol hayvanlarina ise 13—
19. gunler arasinda ayni miktarlarda serum fizyolojik (SF) subkutan olarak
verildi.

3.3. Doku Temini ve Hazirlanmasi

Gebeligin 20. guninde kontrol ve deney grubu hayvanlari eter
anestezisi altinda diseke edildi. Ve siganlar 6ldurulmeden 6nce glukokortikoid
seviyesini o6lcmek icin abdominal aortadan heparinli tiplere kan ornekleri
alindi. Daha sonra plasentalari ve fetusleri alinarak tartildi. 1sik mikroskobu
icin total plasentalardan alinan doku 6rnekleri Holland fiksatifinde (1000ml
distile suda; % 40 hk 100 ml formaldehit + 5 ml glasiyal asetik asit + 40 gr
pikrik asit + 2,5 gr bakir asetat ) 4 -12 saat, TEM igin alinan maternal ve fetal
plasenta doku Ornekleri de sira ile %4’luk gluteraldehitte ve %1’lik OsO4'te
tespit edildi.

3.4. Isik Mikroskobu Calisma Protokolii

Holland fiksatifinde tespit edilen kontrol ve deney grubu hayvanlarinin
plasenta dokusu ornekleri daha sonra 6 — 7 saat akar musluk suyunda
yikandi. Yikama iglemini takiben dokular sirasi ile %70, %80, %90 ve
%100’luk alkol serilerinde birer gun tutularak dehidrasyon igleminden
gegirildi. Ardindan ksilol icinde 3 kez 5 - 7’ser dakikalik seffaflagtirma iglemini
takiben 58°C’ ye ayarl etlivde erimis parafine konuldu. 3 defa 1’er saatlik
parafin banyosunda tutuldu ve etuv disinda temiz erimis parafinle bloklandi.
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Kontrol ve deney grubunun parafin bloklarindan 5—-7 pm kalinhginda
seri kesitler alindi. Yumurta aki suralmug lamlara alinan kesitler oryantasyon
amaclyla hematoksilen — eozin ile boyandi ve Axioplan, Zeiss (Almanya) ile
incelendi.  Poli-L-lizin  kapli lamlar Uzerine alinan kesitler ise
immunohistokimyasal boyamalarda kullanildi.

3.5. immiinohistokimyasal Protokol

Poli-L-Lizin kapli lamlar Uzerine alinan parafin kesitler bir gece 56
derecelik etlvde bekletildi. Deparafinasyon icin iki kere onar dakika
ksilollerden gegirildi ve her birinde beser dakika olmak kaydiyla %100, %90,
%80 ve % 70’lik alkol serilerinden gegirilerek dehidrate edildi. Daha sonra,
distile suda galkalandi ve fosfat tuzu tamponunda (PBS, Ph: 7.2 -7.4) Gg kere
beser dakika yikandi. Dokulardaki antijenik maskelenmenin ortadan
kaldiriimasi igin kesitler, 200 ml sitrat tamponu (pH:6.0; 900 ml distile suda
2,1 gr sitrik asit) icine alindi ve mikrodalga firinda (931 watt) iki defa 5’er
dakika tutuldu. Bu islemden sonra sitrik asit solusyonu icerisinde 20 dakika
boyunca oda isisinda bekletildi ve dokularin c¢evresi hidrofobik kalemle
cizildikten sonra 3 defa S’er dakika fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisinden (PBS;
pH: 7.2-7.4) gecirildi. Bir sonraki basamakta dokulardaki hidrojen peroksidaz
aktivitesini ortadan kaldirmak igin kesitler 20 dakika hidrojen peroksit
solisyonu (Peroxidase blocking reagent, S2001, DakoCytomation,
Danimarka) ile muamele edildi. Kesitler 3 defa 5’er dakika PBS’te yikandiktan
sonra dokulardaki 6zgll olmayan antikor baglanmasini énlemek amaciyla
oda sicakliginda bloklama serumu (Ultra V Block, TA-060-UB, LabVision,
Fremont, CA, USA) ile 5 dakika muamele edildi. Serumun fazlasi alinarak
kesitler, fare-monoklonal anti PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen, sc-
56, 1:1000, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), tavsan-
poliklonal anti p27 (Anti p27, RB-9019-P, 1:200, NeoMarker, Fremont, CA,
USA), tavsan poliklonal anti-siklin E (GTX27959, GeneTex, San Antonio,
USA) antikorlariyla oda sicakhdinda bir saat sureyle inkube edildi. Kontrol
kesitlerine uygun serum ya da izotip IgG uygulandi. Kesitler inklibasyondan
sonra, 3 defa 5’er dakika PBS ile yikandi. Daha sonra sirasiyla 30 dakika
biyotinli sekonder antikor (HRP LSAB-2 system, K0609, DakoCytomation,
Danimarka) ve 30 dakika streptavidin-peroksidaz kompleksi (HRP LSAB-2
system, K0609, DakoCytomation, Danimarka) ile inkibe edildi. Her iki
uygulama sonrasinda da PBS ile 3 defa 5’er dakika yikama yapildi. Ardindan
sinyali gelistirmek icin dokular amino etil karbozol kromojeni (AEC, K3461,
DakoCytomation, Danimarka) ile ortalama 3-5 dakika muamele edildi. Daha
sonra Kkesitler distile suya alindi ve hematoksilen ile zit boyama yapildi.
Distile suda galkalandiktan sonra 1-2 dakika akar musluk suyunda yikandi
ve Kaiser’ in gliserol jelatini (109242, MERCK, Darmstadt, Almanya) ile
kapatildi. Kontrol ve IUGR gruplarina ait bu kesitler daha sonra Axioplan
mikroskopunda (Zeiss, Almanya) PCNA, siklin-E ve p27’ nin dagilimlarina ve
immunoreaktivite siddetine bakilarak degerlendirildi ve fotograflandirildi.
Kontrol ve IUGR gruplarina ait plasenta kesitlerinde PCNA, p27 ve siklin-E
antikoru immun boyanma yogunluklari semikantitatif olarak [ -: negatif; +:
zayIf siddette; ++: orta siddette; +++: kuvvetli; ++++: cok kuvvetli siddette ]
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degerlendirildi. Ayrica kontrol ve IUGR gruplarina ait kesitlerde PCNA, p27
ve siklin-E antikoru ile immunboyanmasi pozitif olan hucreler labirentte ve
baglanti zonunda sayilldi ve HSCORE degerlerine bakildi. Bu
degerlendirmeler yapilirken Student’'s t testi ve Mann-Whitney U testi
kullanildi.

3.6. TUNEL protokolu

Plasenta dokusundaki apoptoz, DNA iplikgiklerindeki kiriimalarin
TUNEL yontemi ile enzimatik olarak isaretlenmesiyle belirlendi. Polilizinli
lamlara plasenta dokusundan 5um kalinliginda parafin kesitler alinarak
kurutuldu sonrasinda lamlar etiivde gece boyu 45 °C’ de ve takiben 60°C’ de
1 saat birakildi. Deparafinizasyon ve rehidratasyondan sonra lamlar PBS te
iki kere 5 dakika yikandi. 4°C’ de lamlarin permeabilizasyon solusyonu (0.1%
Triton X-100 in 0.1% sodium citrate) ile 8 dakika inkibasyonundan ve PBS ile
iki kere 5 dakika yikanmasindan sonra enzimsiz ajan eklenen ve 37°C’ de 1
saat inkube edilen negatif kontrol haricinde her kesit icin 50ul TUNEL ajani
kullanilarak isaretleme reaksiyonu gergeklestirildi. PBS yikamalarindan sonra
lamlar 37°C’ de donustiricl ajan ile 30 dakika inkube edildi. Yikamadan
sonra isaretli DNA iplik¢igi kiriklari iceren hucrelerin lokalizasyonu igin renk
gelistirme iglemi, lamlari Fast Red substrat solusyonu ile 10 dakika inkube
ederek gerceklestirildi. TUNEL metodu ile isaretleme bir Cell Death Detection
Kit (Hicre Olim Belirleme Kiti, 1684809, Roche, Mannheim, Germany) ile ve
de Ureticinin talimatlari dogrultusunda yapildi.

TUNEL yoOntemiyle pozitif boyanan apoptotik hucrelerin toplam
alandaki sayisi belirlenerek dokudaki apoptotik indeks % olarak belirlendi.
Deney ve kontrol gruplarindan elde edilen apoptotik indeks sonuglari
arasinda student’s t-test yapildi. Bdylece anlaml bir fark olup olmadigi
anlasildi.

3.7. TEM Galisma Protokoli

TEM calismasi i¢in toplanan kontrol ve deney grubuna ait plasental doku
ornekleri pre ve postfiksasyon sonrasinda %6,5'lik sakkoroz c¢ozeltisinde
yikandi ve sonrasinda dehidratasyona gecildi. Dehidratasyonun ilk
asamasinda %70’ lik alkolde gece boyu birakilan dokular, ertesi sabah %80’
lik alkole alinmadan dnce dokuya kontrast vermek igin %1’ lik uranil asetat ile
1 saat inkUbe edildi. Dehidratasyon ise uranil asetat asamasindan sonra,
artan alkol serileri ile propilenoksite kadar devam ettirildi. Bu asamadan
sonra esit hacimlerde alinarak hazirlanan propilenoksit-araldit (Araldit CY
212, DDSA, BDMA) karisiminda dokular oda sicakliginda, rotatorda 1 gece
birakildi. Ertesi gin, dokular araldit solisyonuna alinarak rotatorda 4 saat
birakildi. Daha sonra araldite gémulen dokular polimerizasyon igin 60
derecelik etivde 48 saat bekletildi. Elde edilen doku bloklarindan
ultramikrotom ile 300 nanometrelik kalin ve 700 angstrom'luk ince kesitler
alindi. TEM’ de kontrol ve IUGR gruplarina ait plasentalarin maternal ve fetal
kisimindaki degisikliklere ince yapi duzeyinde bakildi ve fotograflandirildi.
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BULGULAR

4.1. Glukokortikoid Konsantrasyonu Olgiimii, Plasenta ve Embriyo
Agirliklari ile Fetiis Sayimi

IUGR’ nin olusturulmasi agsamasinda deney grubu hayvanlarinin
glukokortikoid aldiklarindan emin olmak igin deney ve kontrol grubu
hayvanlarindan kan ornekleri alinarak eliza kitiyle (Corticosterone enzyme
immunoaasay kit, Assay Designs, MI, USA) glukokortikoid olgtimleri yapildi.
Kontrol gurubuna SF ve deney grubuna deksametazon enjeksiyonundan
hemen oOnce ve enjeksiyonu takiben 60., 120., ve 180. dakikalarda
hayvanlarin kuyruklarindan kan érnekleri alindi. Olglimler neticesinde kontrol
grubu hayvanlarinin plazma glukokortikoid seviyelerinde 180 dakikada bir
degisiklik olmadidi, deney grubu hayvanlarinda ise istatistiksel olarak
anlamlilik derecesinde ciddi bir artigtan sonra glukokortikoid seviyelerinin
normale dondugu goruldu (p<0,001) (Sekil 4.1.1, Sekil 4.1.2). Bu sonuca
gbre hayvanlara verilen deksametazonun vyaklasik U¢ saat igerisinde
metabolize oldugu ve etkisini bu sure zarfinda gosterdigi anlasildi.

Gebeligin 20. gununde olan kontrol ve deney hayvanlarindan alinan
plasenta ve embriyolarin tartilari alindi. Keza her hayvana ait embriyolar
sayildi. Plasenta ve embriyo agirliklar ile embriyo sayilarinin kontrol ve
deney gruplarina ait histogramlar yapildi.

Kontrol grubunun ortalama plasenta ve embriyo agirliklarinin deney
grubuna gore istatistiksel Onemlilikte yuksek oldugu belirlendi (p<0,005)
(Sekil 4.1.3, Sekil 4.1.4). Kontrol grubunun ortalama embriyo sayisi deney
grubuna gore biraz daha yuksek olsa da aralarindaki fark istatistiksel olarak
onemli degildi (Sekil 4.1.5). Sonugta, subkutan olarak verilen
deksametazonun plasentada ve embriyoda agirlik kaybina neden oldugu,
ancak embriyo sayisini etkilemedigi goruldu.

Glukokortikoid
Y
N
=)
o

konsantrasyo

150 - . &
100 -

0 60 120 180

Plazma 6rnegi alma zamani (dak.)

Sekil 41.1. Serum fizyolojik verildikten sonra kontrol grubu hayvanlarinin plazma
glukokortikoid konsantrasyonu degigimi grafigi.
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Sekil 4.1.2. Deksametazon verildikten sonra deney grubu hayvanlarinin plazma
glukokortikoid konsantrasyonu degigimi grafigi. (* p<0,001)
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Sekil 4.1.3. Kontrol ve deney grubuna ait sigan plasentasi agirliklarinin histogrami
(*p<0,001).

39 |
38 *
3,7
36
35
34 |
33
32
3,1

Embriyo Agirhgi (g)

o
=
o
Fi
[
.
™

Kontrol
3,63+0,06

14
9]
=)

Sekil 4.1.4. Kontrol ve deney grubuna ait sigan embriyosu agirliklarinin histogrami
(*p<0,005).
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Sekil 4.1.5. Kontrol ve deney grubuna ait sigan fetiisii sayilarinin histogrami (p=0,525).

4.2. Isik Mikroskopik Bulgular

Kontrol ve deney grubunun 20 gunluk sican plasentasi kesitlerinde
hematoksilen eozin boyamasi ile iki kisim ayirt edildi: Labirent tabakasi ve
baglanti zonu. Labirent tabakasi fetal ve maternal kan sisternalarindan
zengindi. Sisternalarda cekirdeksiz eritrositler goéruldi. Labirent tabakasini
maternal desidua yonunde spongiyotrofoblast tabakasi ile trofoblast dev
hicreleri izlemekteydi. Distan trofoblast dev hacreleri ile sariimig
spongiyotrofoblast tabakasinda sadece maternal kan adaciklari vardi (Sekil
4.2.2)

Subkutan enjeksiyonla deksametazon verilen sigan plasentasi, kontrol
sicani plasentasindan gozle fark edilebilecek derecede daha kuguktu (Sekil
4.2.1). Bu durum labirent tabakasi ve baglanti zonu icin de gecerliydi.
Labirent tabakasi normal gorunimdeydi. Labirent tabakasi ile
spongiyotrofoblast tabakasi arasindaki iliski normaldi. Labirent tabakasinda
hicre sayisinda da kontrole gbre gorunuste bir azalma vardi. Labirent
kisminda baskin hucre tipi trofoblastti. Baglanti zonunda spongiyotrofoblast
ve trofoblast dev hucreleri ile birlikte az sayida glikojenik hicre goruldu (Sekil
4.2.2)
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Sekil 4.2.1. Kontrol (a) ve deney (b) grubunun plasentalarinda labirent (lab), baglanti zonu
(bz) ve maternal desidua (md) gorulmektedir. Kontrol plasentasinin labirent
kismi ve baglanti zonu deney grubunun ayni kisimlarina gére daha buyuktur.

Hematoksilen-Eozin (HXE). Bar:500um.
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Sekil 4.2.2.Kontrol (a-d) ve deney (e-h) grubu plasentalarinin baglanti zonu (bz) ve labirent
kisimlari  (lab). Kontrol grubu plasentasi: a, b baglanti zonunda
spongiyotrofoblastlar (ok baslari), trofoblast dev hicreleri (tek oklar) ve glikojenik
hicre (cift ok) ¢, d labirent kisminda trofoblast hiicreleri (tek oklar) ve fetal
endotel hicreleri (ok baglari) gorilmektedir. Deney grubu plasentasi: e, f
baglanti zonunda spongiyotrofoblastlar (ok baslari) ve trofoblast dev hiicreleri
(tek oklar) segilebilmektedir. g, h labirent kisminda trofoblast hiicreleri (tek oklar)
ve fetal endotel hicreleri (ok baslar) gorilmektedir. md: maternal desidua.
Hematoksilen-Eozin. Barlar: a,e: 40pm. b,f,c,g: 20um. d,h: 10um..

40



4.3. immunohistokimyasal Bulgular

Kontrol ve deksametazon uygulanan 20 gunlik sigan plasentasinda
PCNA ve p27 antikorlarinin immuidnboyanma yogunluklarina semikantitatif
olarak, keza PCNA ve p27 pozitif hucre sikligi HSCORE degerlerine bakildi.

Calismamizin “Giris ve Amag” ve “Gere¢ ve Yontem” bolumlerinde
belirtildigi gibi c¢aligiilmasi planlanan anti-siklinE proteininin  kullanim
klavuzunda “sigcanlarda reaksiyon verir’ ifadesi yer almasina ragmen tum
denemelerimizde reaksiyon vermemistir. Bu yuzden bu protein ¢alisilamamis
ve degerlendirilememisgtir.

4.3.1. PCNA immiinboyanmasi

PCNA immunreaksiyonu kontrol grubu plasentasinin labirent
tabakasindaki trofoblast hucrelerinde gok kuvvetli, deney grubunda ise orta
siddetteydi. Kontrol grubunda labirent tabakasinin fetal endotel hicrelerinde
orta siddette olan PCNA immunboyanma reaksiyonu deney grubunda da
degismedi. Kontrol grubu plasentasinin baglanti zonunda spongiyotrofoblast
ve trofoblast dev hucrelerinde PCNA immunreaksiyonu ¢ok kuvvetliydi.
Deney grubunun PCNA immunreaksiyon siddetinde dusme vardi ve
spongiyotrofoblast ve trofoblast dev hucreleri orta siddette PCNA pozitif
boyanmisti (Tablo 4.1, Sekil 4.3.1.1).

Genel olarak bakildiginda kontrol ve deney grubunda PCNA HSCORE
degerlerinin siklin-D3 HSCORE degerlerine benzer degisiklikler gosterdigi
goérulmektedir. Kontrol ya da deney grubuna ait plasentalarin maternal
kisimlarinin PCNA HSCORE degerleri fetal kisimlarin degerlerinden daha
yuksektir ve aralarindaki farklar istatistiki olarak da o&nemlidir (p<0,05).
Kontrol ve deney gruplarinin bu bolgelerdeki HSCORE degerlerine gore
kontrol maternal ve kontrol fetal degerlerin ayri ayri deney maternal ve deney
fetal HSCORE degerlerinden daha yuksektir ve aralarindaki farklar da
istatistiki olarak anlamhdir (p<0,001). HSCORE degerlerine gore kontrol
grubunun hem maternal hem de fetal bolgesinde PCNA pozitif boyanmis
hicre sayisi deney grubunun ayni bdlgelerine gbére daha fazla oldugu
gorulmektedir (Tablo 4.2, Sekil 4.3.1.2).
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Sekil 4.3.1.1.Kontrol (a-f) ve deney (g-1) grubu plasentalarinin PCNA immiinboyanmalari.

Kontrol grubu plasentasi: a-c baglanti zonunda (bz) spongiyotrofoblastlarda
(ok basi) ve trofoblast dev hicrelerde (tek oklar) ¢ok kuvvetli PCNA
immunreaksiyonu goruldigu halde, glikojenik hicrelerde (gift ok) reaksiyon
yoktur. d-f labirent kisminda (lab) trofoblast hiicrelerinde (tek oklar) ¢ok
kuvvetli, fetal endotel hicrelerinde (ok baslari) ise orta siddette
immunreaksiyon gorilmektedir. Deney grubu plasentasi: g-i baglanti zonunda
spongiyotrofoblastlarin (ok baslari) ve trofoblast dev hicrelerinin (tek ok)
PCNA immiunreaksiyonu siddeti kontrola gére daha az ve orta siddettedir. j-I
labirent kisminda trofoblast hiicrelerinin (tek oklar) PCNA imminreaksiyonu
kontrola gore zayiftir, fakat fetal endotel hicrelerinin (ok baslar)
immuinreaksiyonunda bir degisiklik olmamistir. (k) da baglanti zonuna ait bir
trofoblast dev hicresi (¢ift ok) gorilmektedir. ¢, f, i, I: Negatif kontrollar.
Barlar: a, c, d,f, g,i,j, | : 20um. b, e, h, k : 10um.
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Sekil 4.3.1.2.Kontrol ve deney grubunun sigan plasentasinda maternal ve fetal kisimlarin
PCNA pozitif hiicre sikligi HSCORE degerleri histogrami (*p<0,001).

4.3.2. P27 immiinboyanmasi

Kontrol grubunun labirent tabakasinda trofoblast hicreleri p27 antikoru
ile orta, deney grubunda ise kuvvetli boyanmigsti. Fetal endotel hucreleri
deney grubunda kuvvetli kontrol grubunda da orta siddette p27
immunreaksiyonu gosterdi. Baglanti zonunda da spongiyotrofoblast ve
trofoblast dev hicrelerinde kontrolda orta, deneyde kuvvetli siddette p27
immuanreaksiyonu vardi (Tablo 4.1, Sekil 4.3.2.1).

P27 pozitif hucre sikhgi HSCORE degerlerindeki degisiklikler siklin-D3
ve PCNA HSCORE degerlerine goére daha farklidir. Kontrol grubunun
maternal ve fetal kisimlarinin p27 HSCORE degerleri birbirine oldukca
yakindir. Maternal kisimda biraz ylksek olsa da aralarindaki fark istatistiki
yonden anlamsizdir. Ayni durum deney grubunun plasentasinda maternal ve
fetal kisimlardaki p27 HSCORE degerleri icin gecerlidir. Kontrol ve deney
gruplarinin p27 HSCORE degerleri karsilastirildiginda aralarinda istatistiki
yonden 6nemli farklar vardir. Deney grubunun maternal ya da fetal kisminin
HSCORE degeri kontrol grubunun maternal ya da fetal kisminin HSCORE
degerinden daha yuksektir. Aralarindaki fark istatistiki olarak da anlamhdir
(p<0,001). Deksametazon uygulanan sigan plasentasinin maternal ve fetal
kisimlarinda kontrol sigani plasentasinin ayni bolgelerine gére p27 pozitif
hicre sayisi onemlilik duzeyinde daha yuksektir (Tablo 4.2, Sekil 4.3.2.2).
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Sekil 4.3.2.1.Kontrol (a-f) ve deney (g-l) grubu plasentalarinin p27 immiinboyanmalari.

Kontrol grubu plasentasi: a-c baglanti zonunda (bz) spongiyotrofoblastlarda
(ok baslari) ve trofoblast dev hiicrelerde (tek ok) kuvvetli, d-f labirent kisminda
(lab) trofoblast hicrelerinde (tek oklar) kuvvetli, fetal endotel hiicrelerinde (ok
baslari) ise orta siddette p27 immunreaksiyonu gérilmektedir. Deney grubu
plasentasi: g-i baglantt zonunda spongiyotrofoblastlarin (ok baslar) ve
trofoblast dev hucrelerin (tek oklar) p27 immunreaksiyonu kontrola gore
kuvvetlidir. Glikojenik hucrelerde (gift ok) immunreaksiyon yoktur. j-I labirent
kismi trofoblast hlcrelerinin(tek oklar) p27 immunreaksiyonu kontrolden farkli
degildir fakat fetal endotel hiicrelerinin (ok baslari) immuinreaksiyonunda artis
gOrulmektedir. (k) da baglanti zonuna ait bir trofoblast dev hiicresi (gift ok). c,
f, i, I: Negatif kontrollar. Barlar: a, c, d, f, g, i, j, | : 20um. b, e, h, k : 10um.
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Sekil 4.3.2.2.Kontrol ve deney grubunun sigcan plasentasinda maternal ve fetal kisimlarin

p27 pozitif hiicre sikhgi HSCORE degerleri histogrami (*p<0,001).
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Tablo 4.1. Kontrol ve deney grubunun sigan plasentasinda labirent ve baglanti zonundaki

hicrelerin  PCNA ve p27 antikorlariyla

imminboyanma yogunluklarinin

semikantitatif sonuglari. -: negatif, +: zayif pozitif, ++: orta pozitif, +++: kuvvetli
pozitif, ++++: ¢cok kuvvetli pozitif.

LABIRENT <
TABAKASI BAGLANTI ZONU
Trofoblast | Fetal Spongiyo | Glikojenik | Trofoblast
Hucresi | Endotel | Trofoblast | Hucre Dev
hucresi Hucre Hucre
-
&) PCNA ++++ ++ ++++ ++++
|_
5
S p27 ++ ++ ++ ++
> PCNA ++ ++ ++ ++
L
Z
L
@) p27 +++ +++ +++ +++

Tablo 4.2. Kontrol ve deney grubunun 20 gunlik sigan plasentasinda PCNA ve p27 antikoru
pozitif hicre sikhgi HSCORE degerleri. PCNA HSCORE degerleri kendi grubu
icinde ya da kontrol ve deney gruplari arasinda, p27 HSCORE degerleri ise
sadece kontrol ve deney gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamhidir
(* p<0,001, ** p<0,05).

KONTROL DENEY
Maternal Fetal Maternal Fetal
Kisim Kisim Kisim Kisim
PCNA 0,733+0,019 ** | 0,667+0,016 ** 0,545+0,010 * 0,441+0,018 *
P27 0,420+0,005 * 0,411+£0,003 0,589+0,013 * 0,564+0,006

4.4. TUNEL Boyanmasi

Kontrol ve deney grubunun sigan plasentasinda TUNEL boyanmig
kesitlerin maternal ve fetal kisimlarinda, x400 buyutmede bagimsiz iki
g6zlemci tarafindan apoptotik hicre sayimi yapilarak, apoptotik htcre
yuzdesi hesaplandi. Apoptotik hlcreler, gere¢ ve yontem bolimunde detayh
olarak anlatilan TUNEL pozitif hlcreler olarak belirlendi. Sekil 4.4.2° de
goruldugu gibi hem kontrol hem de deney grubunun plasentasinda apoptoz
g6steren maternal kismin TUNEL pozitif hicre sayisi degerleri (apoptotik
indeks (Al)) fetal kismina gore istatistiksel olarak anlamli derecede yuksektir
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(p<0,001). Kontrol ve deney gruplarinin Al degerleri karsilastirildiginda,
deney grubunun maternal ve fetal plasenta kisimlarina ait Al degerlerinin,
kontrol grubunun maternal ve fetal kisimlarinin degerlerine gére daha yuksek
oldugu ve bu degerler arasindaki farkin istatistiksel olarak da anlamh
bulundugu goéruldu (p<0,001) (Sekil 4.4.1, Sekil 4.4.2).
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Sekil 4.4.1. Kontrol (a-f) ve deney (g-I) grubu plasentalarinin TUNEL boyamalari. Kontrol ve
deney hayvani plasentalarinda (a-c) ve (g-i) baglanti (bz), (d-f) ve (j-I) labirent
(lab) zonlaridir. ¢, f, i, I: Negatif kontrollar. Barlar: a, c, d, f, g, i, j, | : 40um. b, e,

h, k: 10um.
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Sekil 4.4.2. Kontrol ve deney grubunun sigan plasentasinda maternal ve fetal kisimlarin

TUNEL pozitif hiicre ylizdesi HSCORE degerleri histogrami (*p<0,001).
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4.5. TEM Bulgulari

Kontrol ve deney grubu hayvanlari plasentalarinin ince Kkesitleri
transmisyon elektron mikroskobunda (Zeiss LEO 906E TEM, Oberkochen,
Almanya) incelendi. Kontrol hayvani plasentasinda baglanti zonunda
spongiyotrofoblast, labirent kisminda trofoblast ve fetal endotel hicreleri
genelde normal morfolojiliydi (Sekil 4.5.1a ve b). Kontrol grubunun aksine
deney hayvani plasentasinda apoptoz igin tipik g¢ekirdek degisiklikleriyle
karakterize buzulmus bazi spongiyotrofoblast ve trofoblast hicreleri gozlendi.
Blzulmis ve koyu boyanan bu tip hucrelerde gekirdek periferinde yogun
kromatin yapisi ve vakuolden zengin bir sitoplazma vardi. Keza cekirdek
kromatini fragmanlari tasiyan apoptotik cisimler dikkat ¢ekmekteydi (Sekil
4.5.1c ve d). TEM’ de apoptotik hicre morfolojisi gosteren bu bulgular 1sik
mikroskopu duzeyinde TUNEL bulgularini da dogrulamaktaydi.

Sekil 4.5.1.Kontrol (a, b) ve deney (c, d) grubuna ait plasentalarin baglanti zonu (bz) ve
labirent kisimlarinin (lab) elektron mikrograflari. a: Kontrol grubu baglant
zonunda normal sitoplazmasi ve g¢ekirdegi olan spongiyotrofoblastlar, b: labirent
kisminda normal trofoblast ve fetal endotel hicreleri gérilmektedir. ¢: Deney
grubu plasentasi baglanti zonunda, ¢ekirdekte asiri kromatin yogunlasmasi,
parcalanma (tek oklar) ve bozulma (ok basi) goérilen bir spongiyotrofoblast
hicresi ve d: labirent kisminda ayni 6zellikleri tagiyan (¢ekirdekte pargalanma-
tek oklar) vakuolden (ok baslari) zengin sitoplazmali bir trofoblast hucresi
gOrulmektedir. Barlar: a: 10um, b, ¢, d: 2um.
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TARTISMA

Plasenta, buyime hormonlari ve buyumeyi duzenleyici hormonlar
Ureterek fetal blytimeyi dizenler. Ornegin; insan plasental laktojen hormonu
plasentanin sinsisyotrofoblast hucreleri tarafindan salgilanarak fetuste IGF
uretimini uyarir ve fetal dokulara besin ulasimini artirir. Boylelikle fetal
bayumeyi duzenler [112].

Maternal ve fetal yapilardaki gebelige bagl dizenlenmeler trofoblast
hicrelerinin endokrin fonksiyonu tarafindan organize edilir [156]. Trofoblast
hacreleri farklilagtikga hormonlari, sitokinleri ve blyume faktorlerini Gretme
kapasitesi kazanirlar [44, 157].

Pek cok turde fetls boyutu plasenta boyutuyla orantiidir. Maternal
yanlg beslenmede ya da plasental kan akigindaki bir anormallikten dolayi
plasenta boyutu kiglk kalirsa siklikla fetiste kiguk kalir. Kiglk kalmis ya da
fonksiyon bozuklugu gosteren bir plasenta dusik dogum agirligr ile
iliskilendirilir [141].

Term dogumda normal fetlslere gére %10 ve daha alti agirlikta dogan
fetUslere IUGR teshisi konur [112]. IUGR’ nin yetiskinlerde tip2 diyabet,
hipertansiyon, hiperlipidemi, insllin rezistansi ve koroner damar
hastaliklarina yol agtigi bildirilmistir [154].

Spongiyotrofoblast hucrelerinin gelisimindeki aksakliklar, maternal
deksametazon uygulanmasi indukeli plasental endokrin fenotipinde merkezi
bir rol oynayabilir. ilgingtir ki spongiyotrofoblast hiicrelerinin dismorfik gelisimi
ayni zamanda hibrid ve klon plasentalarinin da karakteristigidir [158, 159].

IUGR gdrulen insan fetUslerinde fetal kortizol seviyesi yuksek ¢ikmistir
[160]. Kortizol plasenta boyutunu da etkilemektedir [161]. Kadin dogumda
pratikte glukokortikoidler ¢ok o6nemlidir, ¢lnku cesitli organlarin (6zellikle
akciger, kalp, bobrek ve sindirim sistemi) olgunlasma hizini artirmaktadir
[93].

Glukokortikoidler hucre proliferasyonunu ve apoptozu etkilemek igin
kullanilir fakat etkisi dokuya Ozeldir. Bu yuzden bir dokudan digerine etki
tahmin edilemez. Ornegin, deksametazonun insan gastrik kanser
hicrelerinde apoptozu baskiladigi gosterilmistir [162] fakat ¢oklu miyeloma
hicrelerinde ve lenfoid hicrelerde apoptozu artirmaktadir [163]. GC’ ler ayni
zamanda secilmemis timosit klonlarinin apoptozuna da katilirlar [164].

Fetal glukokortikoid seviyesi maternalden dusuktur [165]. Bu, kortizoll

kortizona c¢eviren 11beta-HSD2 tarafindan saglanir [166]. Ancak bu enzim
tamamiyle bir bariyer degildir [123]. Anneye asir glukokortikoid vererek
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11beta-HSD2' yi goéreceli olarak yetersiz birakmak fetliste blyume geriligi
olusturabilir [4]. insanda 11beta-HSD2 geninin zararll mutasyonlari ¢ok
dusuk dogum agirhg ile iliskilendirilmistir [130]. Siganlarda da 11 beta-HSD
inhibisyonu deksametazona benzer sonuglar dogurmustur [5].

Gegtigimiz yillarda pek ¢ok bulgu, fetal buyume geriliginin yetersiz
besin saglanmasina karsi bir adaptasyon olduguna odaklanmistir. Bu
fetUslerin yaklagik tamaminin plazma glikoz konsantrasyonlari normale goére
daha dusuktur [167, 168]. Maternal glikoz az oldugunda fetal hipoglisemi,
fetal adaptasyon ve hayati idame ettirme i¢in dnemli pek ¢ok sonug dogurur.
Fetal hipoglisemi ilkin maternal/fetal glikoz konsantrasyon gradiyentini devam
ettirir ve boylece plasentadan fetuse glikoz gegisi saglanir [169]. Ek olarak,
doku glikoz kullanimini sinirlarken ayni zamanda insdlin salinimini da
sinirlar. Bu, ilkin fetal glikoz Uretiminin gergceklesmesine yol agsa da sonralari
hipoglisemi ile birleserek artan protein yikimina ve azalan protein yapimina
sebep olur [170]. Fetal hipoglisemi maternal glikoz kaynagindaki bir duguse
karsilik saglanan besin miktarini artirmak ve fetal besin ihtiyacini azaltmak
icin calisir. Bu kosullarda olusan IUGR fetal hayati idame ettirmek igin
basarili bir adaptasyon olarak goérulir [112].

Deksametazon indikeli IUGR plasentasinda plasental VEGF
dagiliminda ve buna bagl olarak plasental damarlanmada da azalma
gOrulmustar [171]

Bagka organlarda oldugu gibi plasentada da hicre gelisimi ve
fonksiyonu hucre proliferasyonu, hicre olgunlasmasi ve hicre olumu
arasindaki dengeye dayalidir. Onceki calismalar IUGR gebeliklerinde
plasental apoptozun olasi rolinden bahsetmiglerdir [172]

Memeli hucre proliferasyonunun en iyi bilinen duzenleyicileri D-tip
siklinlerdir (D1, D2, D3) ve G1 siklinleri olarak bilinirler. Bunlar hucre
proliferasyonunun ve hicre dongusunde G1/S fazi gegisinin anahtar
duzenleyicileri olarak kabul edilirler [173]. Bu proteinler etkilerini 6zel siklin-
bagiml kinazlarin (Cdk-2, -4, -5 ve -6) katalitik alt birimlerine baglanarak
gosterirler [174]. Bu siklin proteinlerinin G1 fazinin ilerlemesinde pozitif bir
diizenleyici olarak gérev yapmalari igin p34°%** ve p38“**® holoenzimleriyle
birlesmeleri 6zellikle 6nemlidir. D-tip siklinlerin etkileri retinablastoma
proteinlerinden (pRb) olumsuz etkilenir, G1 fazinda ilerleme igin pRb
proteinlerinin fosforilasyonla inaktive edilmesi gerekir [175].

Hlcre dongusunde ge¢ G1' den S fazina kadar olan periyot ¢ok
onemlidir. Hucrelerin prolifere olup olmayacaklari ge¢ G1 fazindaki kontrol
noktasinda belirlenir. Bir kere S fazina girdiklerinde kendi istekleriyle
proliferasyonu durduramazlar. Bu noktada en temel protein pRb’ dir. pRb
aktif formunda fosforile degildir ve aktif pRb, inaktif yapmak icin E2F ye
baglanir. E2F, DNA sentezi icin gerekli olan hucresel genlerin
transkripsiyonuyla ilgilidir. Kontrol noktasindan 6nce pRb fosforilasyonla
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inaktif hale gecerse E2F serbest kalir ve hicreler proliferasyon icin S fazina
girerler [176].

Bu calismada, gebeligin 13. guninden 20. gunune kadar subkutan
olarak uygulanan deksametazonun siganlarda intrauterin buylime geriligi
olusturdugunu gozledik. IUGR olusan hayvanlarda plasenta ve fetus
agirliklari  kontrola gdére daha azdi. Ayrica hicre siklusu inhibisyon
belirteclerinden p27’° nin deney grubunda kontrola gore istatistiki olarak
anlaml derecede arttigini, PCNA’ nin ise anlamli derecede azaldidini
belirledik.

Siklin-D1 Cdk4 yada Cdk6 ile, Siklin-E* de Cdk2 ile birleserek
kompleks kurarlar ve pRb’ yi fosforillerler. Hicre S fazina girdikten sonra
siklin-A-Cdk2 kompleksi pRb’ yi fosforilemeye M fazinin sonuna kadar
devam eder [176]. 2004 yilinda yapilan bir galismada Karpas 707 ve U-1958
hicrelerinde rapamisin indukeli GO/G1 tutuklanmasinda p27 dagiliminin
artmig, siklin-D2,-D3 dagiliminin  azalmis oldugu gosterilmigtir [177].
Calismamizda p27 ile ilgili elde ettigimiz bulgular bahsedilen g¢alismayla da
uyumludur.

pRb’ nin fosforillenmesini (¢ ana Cdk inhibitéri engelleyebilir. Bunlar
p16, p21 ve p27’ dir. P16 etkisini siklin-D1-Cdk4 (ya da 6) kompleksine
baglanarak gosterir. P21’ de c¢esitli siklin-Cdk komplekslerine baglanarak, etki
goOsterir.  Ayrica dogrudan PCNA’ ya baglanarak hucrede DNA
replikasyonunu inhibe eder. Bununla birlikte hlicrede DNA hasari varsa hasar
tamir edilirken hldcre dongusunu durdurur. P27, p21 ile %42 amino asit
homolojisi gosterir ve p21’ e benzer sekilde etki gosterdigi bilinmektedir [176].
Ayrica baska bir calismada p21, p27 ve p57’ nin siklin-D-Cdk4, siklinD-Cdk®6,
silkinE-Cdk2 ve siklinA-Cdk2 aktivitelerini inhibe ettigi gosterilmistir [178].
Cesitli insan kanser tiplerinde p27 dagihminin azaldigi bilinmektedir [179].
1996 yilinda yapilan bir calismada farede p27 geni yoklugunda ¢oklu organ
hiperplazileri ve hipofiz timora gelistigi bildirilmistir [180].

PCNA, DNA replikasyon proteini olup DNA polimeraz-6 i¢in yardimci
protein olarak c¢alisir ve hucre proliferasyonunun degerlendiriimesinde
kullanigh  bir belirte¢ olarak kabul edilir [86]. 2003 yilinda yapilan bir
calismada prepubertal donemde deksametazon ile buyume geriligi
olusturulan farelerde tibial buyime plaginda PCNA dagihiminda ciddi
miktarda dusus gozlenmigtir [181]. Calismamizda, PCNA dagilimiyla ilgili
bulgumuz bu ¢alismayla paralellik gostermektedir.

Calismamizda deksametazon indikeli sigan plasentasinda hiicre
siklusu G1 fazi proliferasyon belirteclerinden PCNA’' nin azaldidi, yine ayni
fazin inhibisyon belirteclerinden olan p27’ nin dagiliminin arttigi tespit edildi.
Bununla birlikte deney grubunda istatistiksel olarak anlamli sekilde
apoptozda artis vardi. Butun bu bulgular 1siginda plasentadaki buyume
geriliginin nedeninin deksametazon uygulanan deney grubunda dagilimi
artan p27° nin siklin-Cdk komplekslerine baglanarak pRb’ nin
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fosforilasyonunu engellemis olabilecegi buna bagh olarak da aktif pRb’ nin
E2F' ye baglanip onu inaktiflestirerek hucrelerin S fazina girememis
olabilecegini ya da G1 fazi hizini disurebilecegini digtinmekteyiz.

Sonugta bir glukokortikoid olan deksametazonun hicre siklusu G1 fazi
proteinlerinden p27 sentezini arttirmak suretiyle siklin-Cdk komplekslerinin
aktivitesini inhibe ederek ya da apoptozu indikleyerek hlcre siklusu Gzerinde
antiproliferatif etkide bulunabilecegini soyleyebiliriz.
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SONUGLAR

Gebeligin 13-20. gunleri arasinda deksametazon verilen sigcan

plasentasinda 1sik mikroskopik dizeyde hicre silusunun G1 fazi
proteinlerinden PCNA ve p27° nin dagihmlarina keza TUNEL pozitif
hicrelere, TEM duzeyinde plasentadaki ince yapi degisikliklerine bakildi ve
asagidaki sonuglara varildi:

1.

Deney grubu hayvanlarinin ortalama plasenta ve embriyo agirliklarinin
kontrola gore 6nemlilik dizeyinde duslk oldugu, bu nedenle subkutan
olarak verilen deksametazonun plasentada ve embriyoda agirlik
kaybina neden oldugu, ancak embriyo sayisini etkilemedigi,

Deksametazon verilen sican plasentasinda trofoblast,
spongiyotrofoblast ve trofoblast dev  hicrelerinde  PCNA
immuinboyanma reaksiyon siddetinin kontrola gbére Onemlilik
dizeyinde dustuguni ve PCNA baglantii DNA replikasyonunun
deksametazondan olumsuz etkilendigini,

Deney hayvani plasentasinda PCNA immunboyanma yogunlugundaki
azalmanin aksine trofoblast, spongiyotrofoblast ve trofoblast dev
hicrelerinde p27 imminboyanma reaksiyon siddetinde bir artisin
gorulmesi, deksametazonun p27 aracihgi ile siklin-Cdk komplekslerini
hicre siklusunun G1 fazinda inaktif edebilecegini,

TEM ile yapilan galismalarda bazi trofoblast ve spongiyotrofoblast
hucrelerinin TUNEL ile de dogrulandigi gibi, deksametazondan
apoptoza gidebilecek dizeyde etkilendikleri,

Glukokortikoidlerin ~ (deksametazon) hlcre  siklusu  Gzerinde
antiproliferatif etkilerinin oldugu, bunu; a. Apoptozu indukleyerek b.
Hucre siklusunu vyavaslatarak ya da durdurarak yapabildikleri
sonucuna varildi.
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