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OZET

Amag: Gebelik suresince terapoétik dozda progesteron uygulanan siganlarda, fetal
beyin dokusunda bulunan beyin gelisiminde énemli rol oynayan reseptorlerin ve
proteinlerin ekspresyonunda anlamli bir degisiklik meydana gelip gelmedigini

arastirmak.

Yontem: Calismada kullanilan toplam 15 adet disi Spraque-Dawley turi sigan 5’er
adet olmak lzere 3 gruba ayrildi. Grup A’ya gebeligin ilk gliniinden itibaren haftada
bir kez 17-a-OH progesteron kaproat 7mg/kg dozunda i.m. uygulandi. Grup B’ye
gebeligin ilk gininden itibaren her gun, ginde bir kez mikronize progesteron 4mg/kg
p.o. olarak gavaj yoluyla uygulandi. Kontrol grubu olarak belirlenen Grup C’ye her
gun oral gavaj yoluyla saf zeytinyagi verildi. 21 gunltik gebelik sirelerinin sonunda
vajinal dogum yoluyla elde edilen toplam 152 sigandan, her anneden 4’er adet olmak
Uzere toplam 60 tanesi incelemeye alindi ve dogumlarinin ilk gininde dekapite
edilerek beyin dokulari gikarildi. immiinohistokimyasal boyamayla dokularda ER,
PR, MBP, PLP, OLIG2, PDGFR ekspresyonlari incelendi.

Bulgular: Calisma sonuglarina gore tedavi gruplarinda kontrol grubuna goére ER,
MBP, PLP, OLIG2 ekspresyonunlarinda istatistiksel olarak anlamli oranda artis
saptanirken, PDGFR ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli oranda azalma

oldugu tespit edildi. Hicbir grupta PR’ne ait pozitif boyanma bulgusu saptanmamistir.

Tartisma: Gebelik ddneminde verilen progesteron tedavisinin fetlis organ sistemleri
uzerindeki etkileri konusunda yeterli sayida ¢alisma bulunmamaktadir. Calismamiz
sonucunda maternal progesteron tedavisinin fetal sican beyninde bulunan, beyin
gelisimi Uzerinde dnemli etkileri olan protein ve reseptorlerin ekspresyonunu anlaml
oranda degistirdigini tespit ettik. Bu sonuglar 1siginda maternal progesteron
tedavisinin fetls Uzerinde cinsel davranig, kognitif fonksiyonlar, metabolizma, néron
migrasyonu ve differensiasyonu ve myelinizasyon artisina bagl olarak kognitif ve
norogelisimsel fonksiyonlar Gzerindeki etkisinin, erken ve ge¢ ¢cocukluk déneminde,
iyi tasarlanmis klinik ¢galigsmalar ile arastiriimasi gerekmektedir.

Sonug: Maternal progesteron tedavisi fetis beyninde bulunan, sinir sistemi geligimi
acisindan onem arz eden protein ve reseptorlerin ekspresyonunda anlamli oranda

degisiklige yol agmaktadir.



SUMMARY

Objective: To study any possible effects of maternal progesterone therapy on

important proteins and receptors in fetal brain tissue of rats.

Materials and Methods: Fifteen female Speaque-Dawley rats were used in this
study, which were divided in three groups. 17-a-OH progesterone caproat 7mg/kg,
i.m. was applied once a week to Group A, from first day of pregnancy. mikronize
progesteron 4mg/kg p.o. was daily applied to Group B, from first day of pregnancy.
Group C was control group and olive oil was given daily from first day of pregnancy.
After 21 days pregnancy period, 152 newborn rats were born by vaginal birth. 60 of
them, including 4 from each mother, were taken study and decapitated from first day
of their birth. Their brain tissues were obtained and ER, PR, MBP, PLP, OLIG2,

PDGFR were studied by immunohistochemistry.

Results: Groups A and B had significantly more expression of ER, MBP, PLP,
OLIG2; and less expression of PDGFR; compared to Group C. None of the

groups had PR expression.

Discussion: There are very few studies concerning the effect of maternal
progesteron therapy on fetal organ systems. Our study revealed significant
effects of progesterone therapy on fetal brain receptors and proteins, which have
particular roles on embryogenesis and brain tissue development. In the light of
these results, long term effects of maternal progesterone therapy on fetus
remains to be studied; including possible effects on metabolism, cognitive
functions, sexual behaviour, neuron migration and differentiation and increased

myelination.

Conclusion: Maternal progesterone therapy causes statistically significant
changes on expressions of several proteins and receptors in brain, which have

important roles in central nervous system development.



1. GIRIS

Progesteron; etimolojik olarak vicudu gebelige hazirlayan hormon anlamina
gelen latince [pro + ge(station) + ster(ol) + one] kelimelerinden turemigtir.
Gunumaz bilgileri 1s1ginda, progesteronun bunun disinda birgok sistemde farkli
fonksiyonlari oldugu bilinmektedir.

Progesteron birbirinden bagimsiz olarak dort farkll arastirma grubu
tarafindan kesfedilmistir (1,2,3,4). Willard Myron Allen, Rochester Tip
Fakultesi’nde anatomi profesérii George Washington Corner ile birlikte 1933’te
progesteronu kegfetmistir. Allen dnce erime noktasini, molekul agirhgini ve kismi
molekuler yapisini belirlemistir. Bu maddeye, Progestasyonel Steroidal Keton
kelimelerinden tiretilen Progesteron adini vermistir. (5). ilagc asil olarak
enjeksiyon seklinde kullanilmistir ¢unkl oral alimda hizla aktivitesini
kaybetmektedir (6). Progesteron da diger steroidler gibi birbirine bagh 4 siklik
hidrokarbondan meydana gelmektedir. Progesteron, keton ve oksijen iceren
fonksiyonel gruplar ve bunun yani sira 2 metil bagi icermektedir. Tum steroid
hormonlar gibi hidrofobiktir.

insan viicudunun temel pregestasyonel hormonu olan progesteron, korpus
luteumda, pregnenolondan donusum ile uretilir. Fonksiyonu, endometriumu
proliferatif fazdan sekretuar faza gecirerek uterusu fertilize ovumun alinmasi ve
bayumesi i¢in hazirlamaktir. Menstruasyonu ve uterin kontraksiyonlari
baskiladigindan dolayi gebeligin devaminda da ¢ok édnemlidir.

Progesteron gunumuzde ilag olarak da kullaniimaktadir. Kadinlarda
amenore, infertilite, premenstriel sendrom, menstriel diuzensizlikler, menopoz
(estrojenik tedaviyi tamamlayici olarak), luteal faz yetmezIligi gibi jinekolojik
endikasyonlarla kullaniimaktadir.

Bunun yaninda progesteronun obstetrik kullanimi da mevcuttur.
Tekrarlayan gebelik kaybi etiyolojisinde yer alan luteal faz yetmezligi, preterm
dogum oykusu ve kisa serviks baslica kullanim endikasyonlari arasinda yer
almaktadir. Ayrica, etkinligi tartismali olmasina ragmen, dusuk tehdidi
endikasyonu ile de erken gebelik haftalarindan baslanarak tum gebelik siresince

uzun sureli ve yuksek dozlarda uygulanmaktadir (7). Ancak, progesteronun insan



fetistnun geligsimi ve gesitli organ sistemleri Gzerine olan etkileri ile ilgili yeterli
sayida veri bulunmamaktadir. Maternal progesteron kullaniminin gelismekte olan
fetls Uzerine etkileri hakkinda yalnizca hayvan ¢alismalarindan elde edilmis bazi
bilgiler mevcuttur.

2014 yiinda koyunlar Uzerinde yapilan bir ¢alismada, erken gebelik
doneminde verilen progesteron desteginin erkek fetlslerde testis dokusunda PR,
LHR, ER alfa, ER beta ve AR ekspresyonu Uzerindeki etkisi incelenmistir. En
belirgin etkinin, testis dokusunda AR ekspresyonunda artigi oldugu tespit
edilmistir. Ayrica, AMH, INSL3, ER beta, LHR, STAR ekspresyonunda da artig
saptanmigtir. Hipofiz bezine ait reseptorlere olan etkisi ise teknik sebepler
nedeniyle sonuglandirilamamistir (8).

2015 yihinda vyapilan baska bir hayvan calismasinda ise preterm
dogurtulmus yenidogan domuzlara progesteron tedavisi verilmesinin ardindan,
beyin dokularindaki progesteron turevlerinin dizeyleri dlgllerek, progesteronun
myelinizasyon ve beyin gelisimi Uzerine olan etkileri kontrol grubu ile
kargilastinlmistir  (9). Calisma sonucunda, progesteron tedavisi almig
yenidoganlarin  beyinde  noroprotektif  etkili ~ progesteron  metaboliti
allopregnanolone duzeylerinin daha yuksek oldugu gortlmuastur. Buna karsin,
yapilan subgrup analizde, progesteron tedavisi almis gruptaki erkek
yenidoganlarin serebellum ve serebrum MBP, PLP, OLIG2, PDGFRa
duzeylerinde dusus saptanmis ve bunun da beyin gelisimine olumsuz etkisi
olabilecegi ileri sUrUlmustar.

Progesteronun erigkinlerde, ozellikle travmatik beyin hasari Uzerinde
noroprotektif etkisi oldugu cesitli calismalar ile gosterilmistir (10,11,12). Ayrica
seks steroid hormonlarinin aksonal myelinizasyonda ve santral sinir sisteminin
beyaz maddesinin olugsumunda kritik bir rol oynadiklari bilinmektedir (13). Ancak,
yenidogan ve fetal beyin gelisimi Gzerine olan etkileri konusunda yeterli galisma
bulunmamaktadir. Konjenital kalp hastaligi olan yenidoganlarda en sik gorulen
komorbidite norolojik disabilitedir. Children's Hospital of Philadelphia’da
‘Randomized Trial of Maternal Progesterone Therapy” ismiyle halen
yurutilmekte olan bir ¢ift-kdr randomize klinik ¢alismada, gebelikte anneye

verilen progesteronun konjenital kalp hastaligi olan yenidoganlarda, norolojik



disabiliteyi azaltici bir etkisi olup olmadidi arastiriimaktadir(14). Calismanin

Aralik 2018 tarihinde sonuglanmasi beklenmektedir.

2009 yilinda baslanip 2015 yilinda sonlandirilan OPPTIMUM calismasina ait
ilk sonuglar, Subat 2016 yilinda ABD’de Society of Maternal Fetal Medicine
(SMFM) toplantisinda sozlu bildiri olarak sunulmustur. Bu c¢alismada erken
dogumun Onlenmesinde vajinal mikronize progesteron ile plasebo
karsilastirilarak progesteronun erken dogumu onlemedeki etkinligi ile neonatal
sonuglari Uzerindeki ve uzun dénem cocukluk ¢adi kognitif ve ndérogelisimsel
sonuglarin (2 yas) degerlendiriimesi amaglanmigtir (15). Calismanin sonucunda
progesteronun kisa serviksi olan kadinlarda erken dogumu onleyici etkisi
bulunmadigi ve obstetrik, neonatal sonuglari iyilegtirici anlamli olumlu bir etkisi
bulunmadigi gosterilmistir. Diger yandan, calismanin sekonder sonlanma
kriterleri arasinda bulunan progesterona maruz kalan yenidoganlarin solunum
sistemi, gastrointestinal sistem ve renal sistem agisindan kontrol grubuna goére
daha yuksek oranda olumsuz etkiler goruldugu bildirilmistir. Ayrica, 2 yasina
geldiklerinde deneklere yapilan kognitif fonksiyon degerlendiriimesinde (Bailey-
[l Cognitive and Function Scale) progesteron grubuyla kontrol grubu arasinda
anlamli bir farkhlik godsterilememistir. Bu 6rnek ¢alismada ortaya konuldugu
uzere, progesteronun gebelik suresince uzun sureli kullaniminin olasi olumlu
etkilerine ragmen, fetal organ sistemleri Uzerindeki etkisi erken yenidogan
doneminde ortaya c¢ikmayip, hayatin daha ileri donemlerinde ortaya c¢ikiyor
olabilir. Bu nedenle yaptigimiz bu arastirmada, tim gebelik siresince maternal
terapotik dozda progesterona maruz kalan fetal siganlarda beyin dokusunda,
beyin gelisiminde oOnemli rol oynayan reseptorlerin  ve proteinlerin
ekspresyonunda anlamh bir degisiklik meydana gelip gelmedigini arastirmak
istedik.
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2. GENEL BILGILER

2.1 Fetal embryoloji

Insan gelisimi erkek gamet hiicresi spermatozon ile disi gamet hiicresi
oositin birleserek zigot olusturmasi anlamina gelen fertilizasyon ile baglar. Zigot
bdlinerek, hicre bolinmesi, gogl, buylimesi ve farklanmasi ile ¢ok hucreli
insana donusur. 1940’larin basina kadar, konjenital bozukluklarin esas nedeni
genetik faktorlere baglansa da Gregg ve arkadaslarinin yapmis olduklari
¢alismalar sonucunda, hamileligin erken donemlerinde anneyi etkileyen ¢evresel
faktorlerin de konjenital malformasyonlara neden olacagi ortaya konmustur.
Teratoloji alanindaki hizli gelismelere ragmen, insanlardaki konjenital
malformasyonlar konusundaki bilgilerin artisi oldukga sinirh kalmigtir(16).

Fetus gelisimi 3 evrede degerlendirilebilir; Birinci evre; yaklasik olarak
gebeligin ilk 18—20 haftasini igerir, hicrelerin hizli mitozla beraber cogalmasiyla
karakterize olup hiicreler sayica artar. ikinci fazda (20—28 gebelik haftasi arasi)
hiperplazi ve hipertrofi bir arada olur. Uglincii evrede ise; (28 gebelik haftasi

sonrasl) hucre buyukluklerinde artis, kas ve konnektif doku birikimi vardir(17).

2.2 Merkezi sinir sisteminin gelisimi

Beynin geligimi belli sekanslarda gerceklesir. Bazi olaylar, beynin gelisimine yan
etkilerde bulunarak zarar verebilir. Bazilari kisadir (6rn; tek bir kez toksin
maruziyeti), bazilari ise gebelikte haftalar boyunca etki eder(érn; bazi konjenital
enfeksiyonlar, diyabetes mellitus, genetik veya kromozomal defektler). Norolojik
gelisimin anatomik ve fizyolojik bagi, bir néronun biyime ve geligimini ve diger
ndronlarla sinaptik baglantilarini yansitir. Olgun néron, elektriksel polarize
membrani ile sekretuvar bir hlicredir. Endokrin ve ekzokrin hicrelerin

sekretuvar olmasina ve kas hucrelerinin uyarilabilir membranlara sahip
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olmasina ragmen, sadece noronlar bu iki fonksiyona sahiptir. Noron
prekursorleri ne sekretuvar ne de uyarilabilirdir.

Noronlarin hucresel gelisimi, ontogenezin bir gorUnumudur ve diger
hicrelerle konumsal iligkileri, hem fonksiyon hem de infantlarda neonatal nébetler
gibi bazi bozukluklarin patogenezi acisindan onemlidir. Noroblastlar, noronal
gelisimden sorumlu olan postmitotik néroepitelyal hicrelerdir. Bu hicreler matur
noronlarin sahip oldugu membran polaritesi, sekresyon, sinaptik baglantilar gibi
fonksiyonlarini hentiz kazanmamistir ve siklikla gezicidirler. “Blast” teriminin
kullanimi hematopoezden farklidir, bu blastlar hala mitotik siklusun igindedir ve
neoplastik bile olabilirler. Noéral tuplin olusumu ve indiklenmesinden sonraki
ndronal gelisim basamaklari, beyindeki malformasyonun tipini ve daha sonraki
anormal norolojik disfonksiyonu tahmin etmeye yardimcidir. Bu basamaklar; (1)
ndral tipun ndrulasyon ve olusumu, (2) néroblastlarin mitotik proliferasyonu, (3)
noroblastlarin programli hdcre oluma, (4) noéroblast gogl, (5) akson ve
dendritlerin  gelisimi, (6) hicre membraninin elektriksel polaritesi, (7)
sinaptogenez, (8) nodrotransmiterlerin  biyosentezi ve (9) aksonlarin
miyelinizasyonudur. (18).

Sinir sistemi noral plaktan geligir. Notokord ve paraksiyal mezoderm noral
plaga farkllasmak Uzere Uzerindeki ektodermi uyarir. Noral plaktan noral
katlantilar, néral tip ve noral krista olusur. Noéral tip MSS’ne farklanir. Noéral krista
ise periferik sinir sistemi ve otonom sinir sistemi’nin buylik kismini yapan hticreleri
olusturur.

Norulasyon olarak bilinen bir streg olan néral plak ve néral tip olusumu 4.
haftanin basinda (22—-23. glnler) baslar. Noral katlantilarin kaynasmasi kranial
ve kaudal yonde her iki ugta da sadece kuguk bir agiklik kalincaya kadar ilerler.
Kranial agiklik (rostral/anterior néropor) 25. ginde kapanirken kaudal/ posterior
ndroporun kapanmasi 2 gun sonra olur. Noral tipun duvarlari beyin ve medulla
spinalisi olusturmak Uzere kalinlasir. Noral kanal; beynin ventrikller sistemi ve

medulla spinalis’in kanalis sentralis’ini yapar(19).
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Bazi mezensimal
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Primitif Cizgi
Primitif gukur Kloaka membrani

cubuk seklindeki notokord
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ilerleyemez; cunku

prekordal plak Ustlindeki
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endoderm
tabakalar ileride agiz

Sekil 1: Notokord Uzantisinin gelisimini gosteren

boslugunun elisecedi
cizimler (21) U9 9ellseced

orofarengial membrani
olusturur (Sekil 2. B). Primitif cizgideki bazi hlicreler notokord uzantisinin her iki
tarafinda kraniale dogru ve prekordal plak cevresine gé¢ eder. Burada
kardiyojenik alanda, Uglncu haftanin sonunda gelismeye baslayan kalp;

primordiyumunu olusturacak olan kardiyojenik mezodermi yapmak Uuzere
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birlegirler. Primitif ¢izginin kaudalinde ileride anusun gelisecegi dairesel bir alan
olan kloaka membrani bulunur (Sekil 1.C - B) (16).

Notokord etrafinda, orofarengial membrandan primitif digime kadar
uzanan omurga olusur. Omur cisimleri olustukgca notokord dejenere olur ve
kaybolur, yalnizca her bir intervertebral diskin nukleus pulposusu iginde varhigini
surdurdr. Ustiinde uzanan embriyonik ektodermin kalinlasmasini ve merkezi sinir

sisteminin primordiumu olan néral plagin (Sekil 2. A-C) olusumunu uyarir(20).

A Amniyon boglugu B
Diizlem kesiti  Horoenterik

Amniyonun Baglanti sapi
kesik kenari g P kanal

Horal Plak
Primitif ¢izgi
Hotokord Uzantisi

""""" ; N Kloaka
Vitellus kesesi e
Orofaringeal .
membran Emnriyonik
Hotokord Endoderm
Emnriyonik 2
Horal oluk - . .
Ektoderm Emnrivonik Horal oluk

Mezoderm
ige dogru kivrilan
notokord plag

Vitellus kesesi

Embriyonik
endoderm iginde
notokord plagi

E

Horal oluk Horal Kivnim
Lateral
mezoderm

Paraksiyel
mezoderm

A
b Embriyonik
mezoderm endoderm
Hotokord

Sekil 2: Notokord uzantisinin ileri gelisimi ile notokorda dontisumu(21)
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2.2.1 Norulasyon

Notokord geligince Uzerindeki ektodermi indukleyerek kalinlagsmasina ve
uzun, kalinlagmig noroepitelyal hucrelerden olugan noral plak adi verilen yapinin
olusumuna neden olur. Noral plagin ektoderminden merkezi sinir sistemi geligir.
Notokord uzadikga noral plak genigler ve kraniale dogru orofarengial membrana
kadar ilerler (Sekil 2. B). Yaklasik 18. gunde noéral plak, merkez ekseni boyunca
invajine olarak her iki yaninda noral kivrimlarin bulundugu orta gizgide
longitudinal olarak uzanan néral olugu olusturur (Sekil 2.D-E). Noral kivrimlar
embriyonun kranial ucunda daha kabarik gérinumdedir, bu da beyin gelisiminin
ilk belirtisidir. Uglincl haftanin sonunda néral kivrimlar birbirine dogru yakalasip
birlesmeye baslar ve ndral plak néral tipe donusir (Sekil 3). Noérulasyonun

dorduncu haftasinda tamamlanir(22).

noral plate noral
sinir plate  epidermis

.

!
néral katlantilanin __—" 2~

yakinlagmasi

noral katlanti

l Epidermis

noral krista ——=_%
noral tip

Sekil 3: Noral tup ve noral kristanin olugumu

2.2.2 Noroblast proliferasyonu

Noral tup formasyonunu takiben, ventrikiler bdlgedeki néroepitelyal hiicrelerden

ndronlar ve glial hucreler olusmaya baglar. Bélunme hizinin en hizli oldugu
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donemler beyin sapi icin ilk trimesterin bagi, 6nbeyin igin ise ilk trimesterin sonu
ile ikinci trimesterin bagidir. Matur serebral korteksteki noron sayisinin
olusabilmesi igin fetal telensefalonun 33 kere mitotik bdlinmeye ugramasi

gerekmektedir.

Noroepitelyumdaki mitotik aktivite en ¢ok ventrikuler bolgede gergeklesir, mitotik
uzamanin yonelimi kardes hucrelerin kaderini belirler. Eger yarik, ventriktler
bolgeye dikse, iki kardes hucreden bir sonraki mitoza hazirlanan iki egit
noroepitelyal hiicre meydana gelir. Ote yandan, yarik ventrikiler bélgeye
paralelse, kardes hlcreler esit olmaz(asimetrik yarilma). Bu durumda ventrikuler
bolgedeki bagka bir noroepitelyal hucreye donugurken, bolgeden uzak olan
digeri, ventrikUler baglantisindan ayrilir ve kortikal alana go¢ edecek postmitotik
noroblasta donusur. Iki gen Griinl hiicrenin kaderini belirler; bunlar numb ve
notch yolaklaridir ve néroepitelyal hlicrenin ayri bolumlerinde bulunurlar.
Simetrik yarilma ile iki kardes hticre de ikisinden de ayni miktarda alir; fakat
asimetrik yarilmada ikisinden egit olmayan oranlarda alinir ve bu da sonrasini

etkiler. Mitotik uzama “Centractin” gerektirir.

insan sinir sisteminin pek ¢ok bélimiinde aktif mitoz dogumdan énce sona erer.
Fakat bazi kisimlar noéroblastlarin postnatal mitoz potansiyelini surdurar. Bu
kisimlardan biri serebral hemisferlerin periventrikiler boélgesidir (23). Bir digeri,
serebellar korteksin eksternal granuler tabakasidir, burada 1 yasina kadar mitoz
devam eder. Radyasyon veya sitotoksik ilaglar ile hasar gérme durumunda bu
noronlarin postnatal rejenerasyonu hayvanlarda oldugu gibi insanlarda da
gorulebilir. Primer olfaktor reseptdr néronlari da bu rejenerasyon potansiyelini
korur. Aslina bakilirsa bu néronlarin hayat boyunca sabit bir turnover’i yoktur,
intranazal epitele hasar veren Ust solunum yolu enfeksiyonlarindan sonra Kigi
anosmik hale gelebilir. Subventrikiler zon ve hipokampal dentat girusta mitoz
potansiyeli olan “Kok hucre” populasyonlari oldugu bildirilmistir (18). Noron
olarak matur hale gelebildikleri icin hasar gormus eriskin beyninin rejenerasyon

potansiyeli ile dnemli derecede iligkilidirler (24).
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2.2.3 Noroblastlarin programli apoptozu

Mitotik proliferasyon ile sinir sisteminde haddinden fazla néroblast Uretilir. Bu
fazlaligin kesin bir immatir néron sayisina ulagilana kadar %30-50 azaltiimasi
programli hiicre dlumu/apoptoz ile olur. Fetusta apoptoz surecini durduran
faktorler birden fazladir ve genetik olarak belirlenmigtir. Hedefi ile uyusmayan
hucreler, diger hucreler ile sinaptik baglanti kurabilen hucrelere gore
dejenerasyona karsi daha hassastir. Apoptozu hormonlar ve néropeptitler
duzenler. C-fos gibi bazi homeotik genler sinir sisteminde apoptozun
duzenlenmesi igin, diger supresor genler ise apoptotik genlerin ekspresyonunun

durdurulmasi i¢in dnem tagir.

Apoptozun 2 ayri fazi vardir. Biri hentz farklilagsmamis ndroepitelyal
hicrelerin veya farklilagsmasini tamamlayamamis noroblastlari icerirken; diger faz
fetal beynin tam olarak farklilasmis néronlarini igerir. ilk faz embriyonik hayat
sirasinda baslar ve bazi beyinlerde ventrikiler bolgedeki ependimler
farklilasincaya dek 2. Trimestere kadar sirebilir. (Orn; periventrikiler telensefalik
ndroepitelyum) ikinci faz primer olfaktér néronlar ve hipokampuiste hayat boyunca

devam edebilir ve bu kok hucre oncull rezervi ile yakindan iligkilidir (18).

2.2.4 Noroblast migrasyonu

Olgun insan beyninin higbir néronu ndroepitelyumda treme bolgesini
isgal etmez. Uygun komsu noronlarla sinaptik baglantilari kurmak ve aksonlarini
kisa veya uzun hedeflerine géndermek Uzere go¢ ederler. Subependimal
germinal matriks (Sekil 4), embriyonik konsantrik tabakalarin subventriktler
bdlgesidir ve postmitotik premigratuvar noéroblastlar ve glioblastlardan olusur.
Genellkle olgun sinir hiicrelerinin hareketi sentrifugaldir, beynin yltizeyine dogru
yayllirlar. Serebellar korteks istisnaidir; eksternal grandl hiicreleri 6nce
serebellum ylzeyine dogru yayilir ve daha sonra folia serebelli (gri cevher) ‘ye
dogru gog¢ ederler. Noroblastlarin gogu gebeligin 6. Haftalarinda baglar ve 2.

trimesterden sonra germinal matrikste glioblastlarin hakim olmasina ragmen
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fetal hayatin en az 34 haftasina kadar devam eder. Glioblastlar postnatal erken
donemlere kasar go¢ etmeye devam eder. Beyin sapinda néroblast gogu
gebeligin 2. ayinda tamamlanir. Serebellar eksternal granll hiicreleri hayatin ilk

yilina kadar gé¢ etmeye devam eder.

s ]

L

$ekihl 4: 16 haftalik normal fetiiste 6n beynin koronal Kesiti. Heniiz goc etmemis

noroblastlarin ve glial prekiirsorlerin yaygin subependimal germinal matriksi (g)
gosterilmektedir. Beynin yiizeyinde oluklar gelismeye baslamistir. G6¢ eden néroblastlar
(m) subkortikal beyaz cevherde goriilmektedir. Korpus kallosum (cc) riiptiire edilmis ve 2
hemisfer birbirine yaklagmistir. (Hematoksilen-eozin ile boyanmistir). Cn: kaudat niikleus.

Ic: capsula interna’nin 6n crus’u.
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2.2.5 Akson ve dendritlerin geligimi

Noroblast gogunde izlenen yol boyunca noéronlar buyuk oranda
farkhlasmamis hucreler olarak kalir ve embriyonal serebral korteks 2.
Trimesterde, radial kan damarlari ve ekstraselliler alan arasinda siki sekilde
bulunan vertikal hicre sutunlarindan olusur. Hucre farklilagsmasi organellerin,
esas olarak endoplazmik retikulum ve mitokondrinin proliferasyonu ile ve hicre
membraninin i¢ yuzeyinde nukleer kromatinin yogunlagsmasi ile baslar. Duz

endoplazmik retikulum siser ve ribozomlar gogalir (25).

Aksonlarin gelisimi her zaman dendritlerden 6nce gergeklegir. Akson
baglantilari dendritlerin farklilagsmasi bagslamadan énce olusur. Ramon y Cajal
aksonlarin varacagi yere dogru yonelimini fark etmis ve bunu “blylime konisi”
olarak adlandirmigtir. Buylime konisininin terminal sinapsina dogru rehberlik
eden tropik faktorler (kimyasal, endokrin, elektrotaktik) yillarca ihtilaf icinde kalir.
Bununla birlikte, bilinmektedir ki yayilabilir molekiller yolaklari boyunca fetal
ependimal hicreler ve bazi glial hicrelerin olusumu sirasinda bliyume konisine
rehberlik eder. Bazi molekuller (6rn; beyin kaynakli nérotrofik faktor, netrin, S-
100 protein) gelisen aksonlari geker, oysa ki digerleri (6rn; glikozaminoglikan,
keratan sulfat-keratin ile karistiriilmamali-) glgli bir sekilde iter ve boylelikle
anormal caprazlamalari ve tarevlerini engeller. Laminin ve fibronektin gibi
matriks proteinleri de ayrica aksonal kilavuzluk igin substrat saglar. Hucreler
aras| gekim aksonlari son hedeflerine yaklastirir. immatir sinir hiicresinin gogu
ve dendritik buylmenin baglamasi arasindaki gecikmeye ragmen, dendritlerin
dallanmasi matlir néronun sinaptik ylzeyinin %90’iIndan daha fazlasindan
sorumludur. Dendritik dallanma paterni her néron tipine spesifiktir. Dendritlerin
uzerindeki genis ucglu kisa ¢ikintilar olan dikensi yapilar, sinaptik membran
farkhlasmasina alan saglar. Néronlarin golgi metodu ile boyanmasi ve gimus,
civa gibi agir metallerle islenmesi bir asirdan fazladir uygulanir ve dendritik
dallanmalari en iyi gosteren metod olmaya devam etmektedir. Sinir sisteminin
anlasilmasi amaciyla Bu teknige pek c¢ok katkinin arasinda, onculuk eden

calisma Ramon y Cajal’'inki olmustur. Fetliste normal dendritik dallanma seyrinin
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gOsterilmesinde ustlundur. Dendritlerin gosterilmesi i¢in mikrotubul iligkili protein-

2 gibi daha yeni immunositokimyasal teknikler de mevcuttur (18).

2.2.6 Hiicre membraninin elektriksel polaritesi

Membran uyarilabilirliginin olusmasi néronal gelisimde en énemli
isaretlerden biridir. Fakat bu gelisimin ne kadar sirdigu ve zamani tam
bilinmemektedir. Membran polaritesi sinaptogenezden ve norotransmitter
sentezinin baslangicindan énce olusur. istirahat membran potansiyelinin
devami, sodyum potasyum pompasini ¢alistirmak icin 6nemli miktarda enerji
sarfiyati gerektirir. Farkhlagsmamis noroblast istirahat membran potansiyelini
surdurmede yetersiz kalabilir. Noron membraninda iyon kanallarinin gelisimi de,
uyarilabilir membranlarin olgunlagmasinda ve istirahat membran potansiyelinin

surdurulmesinde bir diger onemli faktordur (18).

2.2.7 Sinaptogenez

Dendritik dikenlerin gelisimini ve hidcre membraninin polarizasyonunu
takiben sinaps olusumu gerceklesir. Sinaptogenez ve néroblast gocl arasindaki
iligki sinir sisteminin farkh yerlerine gore farkllik gosterir. Serebral kortekste
sinaptogenez daima noéroblast goc¢unu takip eder. Serebellar kortekste ise
eksternal granudl hicreleri, molekiler tabakanin uzun paralel lifleri olusturacak
aksonal gelisimi saglar ve purkinje hucre tabakasi Uzerinden gri cevherdeki
pozisyonlarina go¢ etmeden dnce sinaptik baglanti kurulur. Isinin siddetlenmesi
ile Sinaptofizin immunoreaktivitesi, fetls ve yenidoganda normal ve anormal

sinaptogenezin anlasiimasi igin 6nemli bir isaret olarak kullanilabilir (26).
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2.2.8 Norotransmitter sentezi

Norotransmiter sentezi ve kimyasallarin noromodulasyonunun temelini,
noronlarin sekretuvar karakteri olusturur. Bu olmazsa sinaptik iletim mumkadn
degildir. Transmiter olarak kullanilan bazi maddeler; (1) asetilkolin, (2) dopamin,
epsnefrin, norepinefrin ve serotonini iceren moroaminler, (3) P maddesi,
somatostatin gibi noéropeptidler, enkefalin gibi opioid iligkili peptidler ve (4)
glutamik asit, aspartik asit, GABA ve glisin gibi aminoasitlerdir. Glisin, gaba,
SSS’deki asetilkolin gibi bazi transmiterler inhibitor karakterdedir. Her néron tipi
karakteristik bir transmiter uretir. Motor néronlar asetilkolin, serebellar purkinje
hicreleri GABA, grandler hucreler glutamik asit Uretir. Bazi néronlarda
noropeptidler ile bazi noérotransmiterler bir arada bulunabilir. Beynin bazi
kisimlarinda gegici fetal transmiterler gelisme slreci sirasinda var olup sonradan
kaybolabilir. P maddesi ve somatostatin gebeligin 2. Trimesterinde fetal
serebellumda bulunur fakat olgun serebellumda asla bulunmazlar. Olgun beyinde
frontal lobun serebral korteksinde, kolinerjik muskarinik reseptorlerin laminar
dagihm paterni, fetal beynin tam tersidir. Bu gegici transmiterlerin fonksiyonu
bilinmemektedir. Bazilari erken gelisim doneminde tropik molekduller olarak islev
gorar. GABA gibi aminoasit yapidaki transmiterler bile gelisimin erken
donemlerinde tropik fonksiyon gorebilir. In  situ hibridizasyon ve
immunositokimyasal teknikler, deney hayvanlarinin gelisen beyindeki néronlarda
bulunan norotransmiterlerin bazi durumlarda insan dokusuna uygulanabilir
oldugunu gostermektedir (27). Norotransmiter sistemlerinin gelisimi sadece
kimyasal transmiterlerin sentez mekanizmasina dayali degildir, bu kimyasal
sinyallerin spesifik reseptoérlerinin ve néron membraninin uyarilabilirliginin
modifiye edilme yeteneginin gelismesi, spesifik molekdllerin taninmasinin

ardindan aksiyon potansiyelinin tetiklenmesine de dayanir (28).

2.2.9 Myelinasyon

Medulla spinalis’teki sinir aksonlari saran miyelin kilifi,fetal dénemin geg¢

evrelerinde olusmaya baslar ve dogum sonrasi ilk yil stresince olugsmaya devam
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eder. Benzer polipeptid sekansina sahip myelin bazik proteinler, miyelin olusumu
icin gerekli olan proteinlerdir. Genellikle sinir yolaklari islevsel hale geldiginde,
myelinlesmenin de basladigi gézlenir. Motor &zelliklerdeki ndéronlar duyu
noronlarina gore daha oncemyelinlesmektedir. Medulla spinalis igerisindeki sinir
liflerini saran miyelin kiliflar, oligodendrositler tarafindan olusturulur. Bu
hucrelerin plazma membranlari, akson etrafindadolanarak ¢ok sayida membran
tabakalari olustururlar. Periferik sinir liflerinin aksonlari etrafindaki miyelin
kiliflarini, oligodendrositlerle ayni islevi géren Schwann hucreleri (nérilemma
hdcreleri) tarafindan olusturulur. Schwann hucreleri, noral krest hlcrelerinden
koken alarak ¢evreye go¢ ederler. Schwann hucreleri, merkezi sinir sisteminden
¢lkan somatik motor noronlarin ve pre ve postgangliyonik otonomik motor

ndronlarin aksonlari etrafindan dolanarak miyelin olusumunu saglarlar (Sekil 5)
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{a) Transverse sections of stages in the formation of a myelin sheath

Sekil 5: Myelin olusumunun transvers kesiti
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Bu hucreler ayni zamanda somatik ve visseral duyu noronlarinin
(psodounipolar néronlar) hem santral hem de periferik uzantilarin etrafini da
sararlar. Yaklasik 20. Haftadan itibaren periferik sinir lifleri  myelinin

depolanmasindan kaynaklanan beyazimtirak bir gériinime sahiptir. (25)

2.3 Fetal Beyin Geligimi

Insan beyninin mattirasyonu karmasik ve hayat boyu siiren bir siiregtir.
Gunumuzde goéruntileme yontemleriyle detayl olarak incelenebilmektedir.
Korteks ve subkortikal gri cevherde fetal hayat boyunca hlicre ¢ogalmasi,
matirasyonu ve gogu dikkatli ve sirali bir sekilde gelisir. Sonug olarak dogumda
insan beyninde yaklasik 100 milyon ndron bulunmaktadir. Yenidogan beyni
erigkin beyninin 1/3-1/4’G kadardir. Cevresel faktdrlerden pozitif veya negatif
olarak modifiye olan genetik programlara bagli olarak 6zelleserek gelismeye
devam eder. Gunumuzde Benes ve arkadaslarinin yaptiklari calismalarda
miyelinizasyonun hayatin 3. dekatinda da devam ettigi gosterilmistir(29).
Yuksek kognitif fonksiyonlar icin gerekli olan beynin dorsal bdlgelerinin
miyelinizasyonunun devam ettigi gértlmekteyken, primitif fonksiyonlar igin
gerekli olan ventral ve derin beyin bolgelerinde miyelinizasyonun erken donemde
oldugu gorulmektedir(30).

Beyin, 4. somit ciftinin kranialindeki noral tipten geligir. Noral katlantilarin
tamamen birlesmesindende 6nce; gelisen ndral tapln rostral ucunda Gg farkl
kesecik gorulir. Rostralden caudale, 3 primer beyin kesecigi On beyin
(prosensefalon-forebrain), orta beyin (mesensefalon- midbrain) ve arka beyin
(rhombensefalon-hindbrain)'dir. 4. haftanin baslamasiyla 6n beyin telensefalon
ve diensefalon olmak Uzere; iki sekonder beyin kesecikleri-vezikullerine ayrilir.

Arka beyin de 5. haftada metensefalon ve miyelensefalona ayrilir(31).
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Sekil 6: Konsepsiyondan erigkin hayata kadar beyin gelisimi(164)

Calismalar, 3 primer yapinin 6. Gebelik haftasinda olustugunu
gOstermektedir. Bunlar on beyin, orta beyin ve arka beyindir. Ayrica
prozensefalon, mezensefalon ve rombensefalon olarak da bilinmektedirler. 7.
Gebelik haftasinda buralardan 5 sekonder yapi gelisir. Bunlar telensefalon,
diensefalon, mezensefalon, metensefalon ve myelensefalondur. Sonradan
erigkinlikte lateral ventrikuller, aquaductus, 4. Ventrikulin alt ve Ust kisimlari
telensefalon ve myelensefalondan gelisir. (32). Basta frontal ve parietal
korteksler olmak Uzere kortikal beyaz cevher ¢ocukluktan (9 yas) ergenlige
kadar(14 yas) buyur. Kortikal gri cevher gelisimi frontal ve parietal kortekslerde
12 yas civarinda, 17 yas civarinda temporal loblarda pik yapar. (En son superior
temporal korteks olgunlasir) Gri cevher kaybi bakimindan énce duysal ve motor

noronlar ve bunlari takiben diger kortikal bolgeler geligir (33)(Sekil 6).
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2.4 Ratlarda sinir sisteminin anatomisi

Tam laboratuar hayvanlari arasinda ise rodentler (kemirgenler) biyomedikal

arastirmalar icin en ¢ok tercih edilen hayvanlardir (34).

Ratlarda da insanlarda oldugu gibi beyin; 6n beyin (prosensefalon-
forebrain), orta beyin (mesensefalon- midbrain) ve arka beyin (rhombensefalon-
hindbrain) olusturacak sekilde bdlimlere ayrilir. Beynin en blyuk kismi olan 6n
beyin, diensefalon ve telensefalon olarak iki alt bélimde incelenir. ki biyik
serebral hemisferden olusan telensefalon beynin en buyuk kismini olugturur ve
eriskin bir ratta 278 mm2 kadar yuzey alanina sahiptir. En dikkat ¢eken iki 6zelligi;
lisencephalos (gyrus ve sulcuslar bulunmaz), yani kivrimlari olmayan diiz yapida
olmasi ve bulbus olfactoriuslarin olduk¢a buyuk olmasidir. Kortikal gri madde 15
miktari ise ¢ok azdir. Ratlarda optic chiasma beyin tabaninda bulbus

olfactoriuslarin hemen caudalinde bulunur(35).

Serebellum bol kivrimli bir gérinugstedir. Orta, ortanin iki yaninda birer yan
lob ve bunlarin dig yanlarinda kafatasinin periotik kapsulin i¢inde yer alan
parafloktler loblar olarak 5 ayri bolumden olusur. Paraflokuler loblar
kemirgenlere has bir Ozelliktir ve igine yerlestigi periotik kapsul petros kemigin
uzantisidir (Sekil 7),(36).

Beyin ventrikiilleri insandakine benzer ézelliktedir. insanlarda oldugu gibi 12

cift cranial sinirleri vardir.
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Sekil 7: insan ve rat beyin yapilarini gdsteren sematik cizim A) Gyrus ve sulcuslar

belirgin, B) Rat beyni igin tipik olan lisencephaloz gorulmekte, beynin 6n bolimunde
belirgin halde goértlen bulbus olfactoriuslar (165)

2.5 Progesteronun beyinde etkileyebilecegi reseptorler ve fonksiyonlari

2.5.1 Ostrojen reseptorleri

Ostrojen reseptorleri (ER), hiicrelerin icinde ve membraninda bulunan,
Ostrojen (17p-estradiol) hormonu tarafindan aktive edilen protein yapida
reseptérlerdir (37). iki grup ER bulunmaktadir: intraseliller reseptér ailesine
mensup olan niikleer éstrojen reseptérileri (ERa ve ER), ve ¢odunlukla G protein
iligkili olan membran &strojen reseptérleri (NERs) (GPER (GPR30), ER-X, and

Gg-mER). Burada nukleer ostrojen reseptorlerinden bahsedilecektir (38).
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Ostrojen tarafindan aktive edildikten sonra 6strojen reseptérii niikleusa geger
ve DNA’yva baglanarak farkli genlerin aktivitesini duzenler. Bununla birlikte

DNA’dan bagimsiz ek fonksiyonlari da bulunmaktadir.

Iki Gstrojen reseptori farkli doku tiplerinde yaygin sekilde bulunmakla

birlikte, dagihm paternlerine gore bazi 6nemli farklilhklar gosterirler;(39).

e ERa endometriumda, meme kanser hucrelerinde, ovaryen stromal
hicrelerde ve hipotalamusta bulunur. Erkeklerde bu reseptdr ductus
efferentes epitelinde gosterilmistir.

e ERB ise ovaryen granulosa hucreleri, bobrek, beyin, kemik, kalp,
akcigerler, intestinal mukoza, prostat ve endotelyal hucrelerde bulunur
(40).

ERa ve Erf’'nin beyin ve spinal kordun rostral-kaudal mesafesi boyunca
bulundugu gosterilmistir. Bu reseptdrlerin bulunmadigi yerlerin haricinde Ust Uste
binme paterni goOsterebilir, veya reseptorlerden biri digerine goére daha fazla
miktarda bulunabilir. Stria terminalis’in bed nikleusu, medial ve kortikal amigdala
nukleusu, preoptik alan, lateral habenula, periakuaduktal gri madde,
parabrankiyal nukleus, lokus seruleus, solitar traktus nukleusu, spinal trigeminal
nukleus ve spinal kordun superfisyal laminasini da i¢ceren beyin bolgelerinde iki
Ostrojen reseptora de bulunur. Bununla birlikte gesitli beyin bdlgelerinde farkli
ekspresyon paternleri gosterebilirler. Ventromediyal hipotalamik nikleus ve
subfornikal organda sadece ERa bulunmustur. Buna karsin, olfaktdr bulbus
ndronlari, supraoptik, paraventrikller, suprakiazmatik ve tuberal hipotalamik
nikleusta, zona incerta, ventral tegmental alan, serebellum,spinal kordun lamina
3-5-8 ve Qunda ve pineal bezde yalnizca ERB bulunur. iki reseptériin de
bulundugu yerler arkuat nukleus ve hipokampustir; ERa arkuat nukleusta, ERP
ise hipokampuste daha yaygindir. (41). Son zamanlarda yapilan galigmalara
gore, glia da iki reseptdru de icerebilir fakat glial dstrojen reseptorunin fonksiyonu
bilinmemektedir.(42)

Ostrojenin  beyin fonksiyonlarina ciddi etkileri oldugu bilinmektedir.

Ostrojenin en iyi bilinen noérolojik etkisi, néronlari glutamat eksitotoksisitesinden,
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amiloid beta’dan ve oksidatif stresten korumasidir.(43). Ayrica ruh halini
dizenledigi bilinir; 6strojen tedavisinin etkileri depresandan antidepresan etkiye
kadar degismektedir.(44). Major depresif bozukluk tim populasyonda %17’den
fazla sikhikta gorllen en sik psikiyatrik hastaliktir (45). Pek ¢ok calisma majoér
depresif bozuklugun kadinlarda erkeklere gore 2 kat fazla gorulduguna
bildirmistir. (46). Cinsiyetler arasindaki bu farkin, Ostrojenin ERa veya ERP
Uzerinden etki ederek ruh hali Uzerinde degisken etki yaratmasindan
kaynaklandidi dustnulmektedir. Ayrica ERa’nin ostrojen dizeyleri azaldiginda
transkripsiyonu ve hafizayr surdurdugu gosterilmigtir. Hipokampuste Ostrojen
reseptorlerinin bulunuyor olmasi, hafizanin ERa ekspresyonuna ve 0strojen

seviyelerine dayandigini géstermektedir. (47).

2.5.2 Progesteron reseptorleri

Gonadal steroid hormon olan progesteronun (P4) fonksiyonlari tremeden
cok daha fazladir. Ornegin santral sinir sistemindeki birden ¢ok bélgede,
hipotalamus ve onun 6tesinde hipokampus ve kortekste P4 etkilidir. Son yillarda
Ostrojen ile de dizenlenen bu iki ekstrahipotalamik bolgede P4’Gn ndroprotektif
ve nororejeneratif etkileri aragtiriimistir (48)(49)(50). P4’Un Ureme ile ilgili
olmayan norolojik etkileri azimsanamayacak kadar klinik oneme sahiptir.
Progestojenler hormon tedavisinde 6strojenin uterin epitel Gzerindeki proliferatif
etkisini kargilamak igin dstrojen ile birlikte kullanilirlar. Ostrojen, 173- estradiol
(E2) progesteron ile birlikte biling, néroproteksiyon gibi beyin fonksiyonlarini
dizenlemede gorev alir. (43)(51)(52). P4’lUn néroprotektif roli hentz yeni
anlasiimistir.(53). Gonadal hormon olarak bakildiginda progesteron daima
ostrojen ile uyum icinde c¢alisir. Bununla birlikte bu glial kaynakli progesteronun

mevcut ve gelecekteki terapotik kullanimlari icin gecerli degildir(54)
Progesteron reseptor dagilimi beyin bolgesine, hiucre tipine ve hormonal

duruma gore degisim gosterse de beyinde genig bolgelere yayilmigtir ve belli

hicre tiplerine spesifik degildir. (Sekil 8). Progesteron reseptor tiplerinin ikisi de
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PR A and B Isoforms in Rat Brain
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CA3  Cortex et o Hypothalamus J Neuroendocrinol.,
Frontal Cortex 15:984-90 (2003)
i
RT-PCR H;F;Z:Ezggfs C. Guerra-Araiza et al,
Frontal Cortex Brain Research Bulletin,
Cerebellum * 59:105-109 (2002)
Olfactory Blub *
(* Not shown)
In Slt_u o Isgcortex J Kato et al., Hormones
Hytridizition | Eippocamp and Behavior, 28:454-463
Hypothalamus 1994 ’
Thalamus ( )
Amygdala

Hypothalamus

Sekil 8: Rat beyninde 25 Dx PR transmembran dagilimi. Klasik progesteron reseptorleri
olan PRA ve PRB beyinde ¢esitli bolgelere lokalizedir.

(PRA ve PRB)

Progesteron reseptor immunoreaktivitesi stria terminalis bed nukleus’ta (6zellikle

ratlarin frontal korteksi ve hipokampusinde bulunmustur.

de medial nukleusun medial kisminda) oldukga yuksektir. Medial nikleusun orta
ve dig kisminda daha dusuktur. Progesteron reseptor ekspresyonu, sentromedial
amigdalada medial amigdaloid nukleusun posterodorsal kisminda one gikar.
Stria terminalis bed nikleusta ve sentromedial amigdalada progesteron reseptor
ekspresyonu ile ilgili cinsiyet farklihgi bulunamamistir(55). Beyin sapinda
immunoreaktivitesi nukleus traktus solitarius’un

progesteron reseptor

norepinefrin  néronlarinda bulunur. Guerra-Arazia ve arkadaglari, rat
serebellumunda progesteron reseptor izoformlarinin cinsiyet farklihgina goére
seks steroidleri tarafindan dizenlenmesini analiz etmek icin kantitatif RT-PCR
analizini kullanmigtir.(56). PR-A erkek serebellumunda oOzellikle Ostrojenler
tarafindan indUklenirken, disi ratlarda progesteron reseptor izoformlari éstrojen

veya progesteron degismemektedir. Benzer sekilde ratlarin hipokampusinde ve
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olfaktor bulbusunda 0Ostrojen PR-A izoformlarini indUklerken, progesteronun
etkisi bulunamamigtir. Rodentlerde progesteron reseptorleri ventromedial
hipotalamustadir. (57). Auger ve arkadaslari disi ratlarda preoptik alanda,
hipotalamusun ventromedial ve dorsomedial nikleuslarinda ve arkuat nukleusta
PR-immunoreaktif htcreleri gostermigtir. (55). Progesteron, bunun 5-alfa redukte
derivesi olan dihidroprogesteron ve tetrahidroprogesteron(Allopregnanolon),
Schwann hdcrelerinin - gogalmasini ve bu hicrelerden myelinizasyonun

aktivasyonunu tetikledigi gosterilmigtir. (58).

Steroidlerin, ndronal aktivasyonda gerekli eneriji ihtiyacinin
surdurtlmesinde metabolik fonksiyonlari da dizenledigi anlasiimistir. (59)(60).
Nilsen ve arkadaslarinin yakin zamandaki ¢calismalarinda, P4’lGn E2 ile
karsilastinldiginda 24 saat boyunca mitokondrial solunumu 6nemli oranda
artirdigi gézlenmistir. (61). Oksidatif solunumda 6nemli oranda artigla ilgili
olarak; P4 ve E2, COX 4 enzim aktivitesini ve COX 4 mRNA’nin ekspresyonunu
onemli oranda artirir. Hem P4 hem E2 elektron transportunu indukleyerek
serbest radikalleri ve mitokondriyal lipid peroksidasyonunu azaltir. Lipid
peroksidasyonunun azalmasi yalnizca mitokondriyal etkinligin 6tesinde farkh
mekanizmalarin da aktivasyonunu gerektirir. P4 MnSOD(mitokondriyal
superoksit dismutaz) ekspresyonunu dnemli derecede artirir. Buna karsin,
peroksiredoksin 5 ekspresyonu sadece E2 tarafindan induklenir. Bu sonuglar,
hem P4 hem E2’'nin, MNSOD’u (mitokondriyal stuperoksit dismutaz) artirarak
superoksit anyonunun O2 ve H202'ye donusimuna artirdigini géstermektedir.
Halbuki E2 tek basina peroksiredoksin 5'’i indukler ve H202’nin temizlenmesini,
oksidatif hasarin engellenmesini saglar. Daha da 6tesi, P4 ve E2 mitokondriyal
fonksiyonlari direkt olarak dizenler ve ne P4 ve E2 ne de bunlarin
kombinasyonu mitokondrial biyogenezi induklemez. P4, en az E2 kadar
etkiliyken, ikisinin kombinasyonu etkiyi azaltmaktadir.

Tam bunlarin sonucunda P4 ve E2 kombinasyonu, cevabin boyutunda azalma

meydana getirir.
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2.5.3 Mpyelin basic protein (MBP)

Myelin basic protein, néronlarda
myelin olusumunda rol alan
onemli  proteinlerden  biridir.
Myelin kilif ¢ok tabakali bir
membrandir,  sinir  sistemine
Ozeldir ve aksonal impuls iletim
hizini artiran iyi bir yalhtkandir.
(62). MBP, myelin

membranindaki lipitlerle

etkileserek  myelinin  duzgln
yapisinin devamliligini saglayan Sekil 9: Myelin Basic Protein
bir proteindir. (63).

MBP ilk olarak 1971’de myelin membranlari izole edildikten sonra tanimlanmistir.
(64). Bu tarinten sonra, MBP eksikligi olan farelerde SSS myelinizasyonunun
azaldigi ve tremor, ndbetler ve erken dlumle karakterize hastaliklar gozlenmisgtir.
Insanda MBP geni 18. Kromozomdadir, bu protein santral sinir sistemine ve

cesitli hematopoetik sistem hiicrelerine lokalizedir (65).

Santral sinir sistemindeki MBP havuzu ¢ok c¢esitlidir, cok sayida ug uca
eklenmis varyant ve post-translasyonel modifikasyon (fosforilasyon, metilasyon,
deamidasyon ve sitrulinasyon) igerir. Genel olarak MBp’nin majér formu 18.5 Kd
civarinda bir proteindir. (170 rezidu) (Sekil 11) Melanositik hicre tiplerinde MBP

gen ekspresyonu MITF tarafindan dizenlenmektedir (66).

Santral sinir sisteminde MBP ekspresyonu pek ¢ok hayvan turande galigiimistir.
(67). Spinal kordda myelin olusumu ratlari (68), fareleri (69), possumlari (70),
tavsanlari (71), ve tavuklari (72) da igeren pek c¢ok hayvan tarinde
belgelenmistir. Myelin membran sentezi ve myelin tabakalarinin sikigtiriimasi pek
¢ok oligodendrosit-spesifik genin koordine sekilde ekspresyonunu gerektirir. Bu
genlerin ekspresyonu ve oligodendrositlerin olgunlasmasi hucre kulturlerinde
calisiimistir.  Ornegin; yenidogan rodentlerin optik sinir ve beyinlerinde
oligodendrosit ile zenginlestiriimis kulturlerde oligodendrosit maturasyon duzeyi

31



ve MBP, 2,3 siklik nukleotid fosfodiesteriz, karbonik anhidraz, protein kinaz C
izoenzimleri ve gesitli glikolipidlerin ekspresyonu arasindaki iligki gosteriimeye

calisiimistir.(73).

2.5.4 Myelin Proteolipid Protein (PLP)

Myelin Proteolipid Protein (PLP veya Lipofilin) santral sinir sisteminin major
myelin proteinidir.(74). Myelinin ¢ok tabakali yapisinin olusumunda ve

devaminda dnemli rol oynamaktadir. (75).

PLP’de meydana gelen nokta mutasyonlar, myelin metabolizmasindaki
bozukluktan kaynaklanan noérolojik bir hastalik olan Pelizaeus-Merzbacher
hastaliginin sebebidir. Hayvanlarda demyelinizan hastaliklar olan “mouse jimpy”
ve “dog shaking pup” gibi hastaliklarin da sebebinin PLP mutasyonlari oldugu
gOsterilmistir (76).

PLP ylksek oranda korunan bir hidrofobik proteindir. 276-280 aminoasitten
olusur ve 4 transmembran segmenti, 2 disulfid bagr ve kovalent bagli
lipidler(memelilerde en az 6 palmitat grubu) icerir. Bir néronal membran proteini
olan GPMG6A ile yluksek oranda iligkilidir. (77).

2.5.5 Oligodendrosit transkripsiyon faktorii 2 (OLIG2)

Oligodendrosit transkripsiyon faktort, OLIG 2 geni tarafindan kodlanan bir
basit helix-loop-helix (bHLH) transkripsiyon faktoraddr. 329 aminoasit
uzunlugundadir, 32 kDa boyutunda ve 1 helix-loop-helix DNa-bagli alan igerir.
bHLH ailesinin 3 Uyesinden biridir. Diger ikisi ise OLIG1 ve OLIG3'tur. OLIG2
ekspresyonu santral sinir sisteminde olduk¢a kisithdir, gelisimin farkli
asamalarinda hem anti-nérojenik hem de noérojenik faktor olarak etki eder. OLIG2
motor ndéron ve oligodendrosit farklilagsmasinda énemli bir belirleyicidir. Erken
gelisim doneminde replikasyonu surdirmekle gorevlidir. Baglica Down sendromu

ve beyin tumaora gibi hastaliklarla iligkilendirilmistir. (78)
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OLIG2 en ¢ok, oligodendrositlerin ve spesifik noron tiplerinin gelistigi
beynin ve spinal kordun ventrikuler bolgesinde kisitli olarak eksprese edilir.
Spinal kordda pMN boélgesi ardisik olarak motor néronlari ve oligodendrositleri
uretir. Embriyogenez sirasinda OLIG2 ilk olarak motor néron énclillerinin ventral
alanini olusturur ve noronal farklilagsmayi tesvik eder. OLIG2 gelisimin sonraki
donemlerinde oligodendrosit oncullerinin olusumunu ve farklilagsmasini saglar.
Motor ndéron ve oligodendrositlerin farklilagsmasindaki nérojenik faktér olarak
fonksiyon gérmesinden ayri olarak, erken dénemlerde anti-ndrojenik faktor olarak
da gorev yapar. OLIG2'nin bu anti-norojenik etkisi glioma gibi malignensilerin

olusumunda 6nemli rol oynamaktadir (79).

OLIG2'nin farkllasma ve c¢ogalmadaki ¢ok yonlu iglevlerinde
fosforilasyonun roli aydinlatiimaya c¢alisilmistir. Cahlsmalar; OLIG2’nin
Ser30’dan fosforilasyonunun, ne astrositlere dontisen ne de ndronal progenitor
olarak kalan kortikal énciil hiicrelerin kaderini belirledigini gdstermistir.(80). Ugli
serin fosforilasyonu (ser10, ser13 ve ser14) OLIG2’nin proliferatif fonksiyonunu
da dizenlemektedir. (81). Bir baska fosforilasyon bdlgesi olan Ser147’nin, OLIG2
ve NGN2 arasindaki bagi regule ederek motor néron gelisimini duzenledigi
tahmin edilmektedir.(82). Bunun otesinde OLIG2, Ser77-Ser88 pozisyonundaki
12 komsu serin ve treonin kalintilarindan olusan ST kutusu icerir. ST kutusunda
fosforilasyonun biyolojik olarak fonksiyonel oldugu bilinmekle birlikte, invivo

olarak rolline hentiz aciklik getirilememistir. (83).

2.5.6 Platelet kaynakh buyume faktor reseptoriu-a (PDGFRa)

Platelet kaynakh blytme faktéri (PDGF) hiicre blyumesi ve bolinmesini
diizenleyen sayili biiyiime faktérlerinden biridir. Ozellikle anjiyogenezde dnemli
rol oynar. Kimyasal olarak PDGF 2 A (-AA) veya 2 B (-BB) zinciri veya ikisinden
(AB) olusan bir dimerik glikoproteindir. (84)

PDGF, fibroblast, duz kas hucresi ve glial hucreler gibi mezenkimal kdkenli
hicreler igin mitojendir. (85). Hem fareler hem de insanlarda PDGF sinyallesme
ag! 4 liganddan olusur; PDGFA-D ve iki reseptoér; PDGFRalfa ve PDGFRbeta.
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Tum PDGF’lerin fonksiyonlari benzerdir, disulfid bagli homodimerlerdir fakat
PDGFA ve B heterodimerdir.

PDGF plateletler tarafindan sentezlenir, depolanir (plateletlerin alfa
granulllerinde) ve aktivasyon ile salinir. Ayrica duz kas hacreleri, aktive

makrofajlar ve endotelyal hucreler tarafindan da uretilmektedir. (86).

PDGF reseptortu (PDGFR) reseptor tirozin kinaz sinifindandir ve yuzeyel
reseptorlerdendir. 2 reseptor tipi tanimlanmigtir; alfa tip ve beta tip PDGFR
(87). Alfa tip PDGF-AA, PDGF-BB ve PDGF-AB’ya baglanirken beta tip PDGFR
PDGF-BB ve PDGF-AB’ye yuksek afinite gosterir. (88). PDGF, ikinci ve uguncu
immuanoglobulinlerde lokalize ligand bagh PDGFR’ye baglanir. PDGF’nin
aktivasyonu ile bu reseptoérler dimerize olur, oto-fosforilasyona ugrar ve daha
sonra sinyal transduksiyonunu aktive eder. PI3K yolagdi veya reaktif oksijen tirleri
araciligiyla STAT3 yolagi aktive olur (89). Hucre siklusu ve gen ekspresyonunun
dizenlenmesinde bunlar etkilidir. Ayrica bu buyume sinyali kompleksinin hucre

gb¢unidn kontrolinde de énemli rolt oldugu gosterilmistir. (90).

PDGF gelisimin erken doénemlerinde mitojeniktir, farklilagsmamis
mezenkimal ve bazi oncul hicre populasyonlarinin proliferasyonunu saglar.
Gelisimin ge¢ donemlerinde PDGF sinyalleri doku yapilanmasinda ve hucre
farkhlasmasinda etkilidir. Mezenkimal proliferasyonu saglamasina ek olarak,
eriskin hayvanlarda gelisim sirasinda hicre goéclnde, farklilasmada ve
mezenkimal ve migratuar hucre tiplerinin fonksiyonlarinda da etkisi oldugu
gOsterilmigtir (91). Bu ailedeki diger buyume faktorleri vaskiler endotelyal
buyume faktoru B ve C (VEGF-B, VEGF-C) dir, bunlar anjiyogenez ve endotelyal
hicre buyumesinde rol oynar. Bir digeri ise yine anjiyogenezde gorev alan
plasental bluyime faktértudur (PIGF).(92).

PDGF embriyonik gelisimde, hicre g¢ogalmasinda, hicre gogunde ve
anjiyogenezde rol oynar. (93). Ayrica oligodendrosit onculi hucrelerin
¢ogalmasini surdurdigl bilinmektedir. Fibroblast blylime faktéri (FGF)'nln
oligodendrosit dncull hicrelerdeki PDGF reseptorlerindeki sinyal yolagini aktive

ederek reseptorleri olumlu anlamda duzenledigi gosterilmistir. (94).
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2.6 Progesteron ileilgili genel bilgiler

2.6.1 Progesteron molekulii

Progesteron (P4) bir endojen CH,
steroid olup menstrial I
siklusta, gebelikte ve insan ve C )

diger turlerin

embriyogenezinde rol alan bir

progestojen seks

hormonudur. (Sekil 12)

'Progestojenler” adi verilen bir Progesterone
steroid hormon grubuna aittir ~ Q

ve vucudun temel Sekil 10: Progesteron molekiilii
progestojenidir. (95).

Progesteron ayrica seks hormonlari, kortikosteroidler gibi diger endojen
steroidlerin uretiminde 6nemli metabolik bir ara Grandur ve bir noérosteroid
olarak beyin fonksiyonlari Gzerinde dnemli rol oynar. (96). Ayrica Dunya Saghk
Orgiti’niin esansiyel ilaclar listesinde temel saglik sistemi igin en dnemli

ilaclardan biri olarak yer alir.

Vicudun en onemli progestojeni olan progesteron, nukleer progesteron
reseptori (nPR)'ne agonist etki eder (afinitesi ; Ko = 1 nM). Buna ek olarak
progesteron, PGRMC1 ligandinin(progesteron reseptdér membran komponenti-1
| o2reseptdr) yani sira yakin zamanda kesfedilen membran progesteron
reseptorlerine de agonist etkilidir. (MPR)(97), Daha da fazlasi, g1 reseptorine
antagonistik etkili, nikotinik asetilkolin reseptorlerinin negatif allosterik modulatoru
ve mineralokortikoid reseptorlerinin potent antagonistidir (98). Progesteron;
aldosteron ve kortizol ve kortikosteron gibi glukortikoidlerin agir dozlarinda
mineralokortikoid reseptér aktivasyonunu engeller, fizyolojik konsantrasyonlarda

natriirez gibi anti mineralokortikoid etkiler olusturur. Buna ek olarak disuk
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potansiyeline ragmen glukokortikoid reseptérine baglanarak parsiyel agonistik

davranir. (kortizol ile karsilastirildiginda ECso >100 kattan fazla dusuktur (99).

Progesteron, b5alfa-dihidroksiprogesteron ve allopregnanolon gibi
norosteroid aktif metabolitleri Gzerinden GABA-A reseptdriine indirekt olarak

pozitif allosterik modulator etki yapar. (100).

Progesteronun insan sperminde non-genomik olarak Kkilit etkileri
bulunmaktadir. Reseptorleri henliz tamamlanmamis olmakla birlikte, fertilizasyon
oncesi disi genital traktina go¢ etmektedir. Spermde yol actigi tanimlanabilmis
degisikliklerden biri olan intraselller kalsiyum dizeyi dalgalanmalarinin motiliteyi

dizenledigi dusunulmektedir (101).

“Gebelik hormonu” olarak da adlandirilan progesteronun fetal gelisim agisindan

bir ¢gok rolu bulunmaktadir:

e Progesteron uterusu implantasyona hazirlamak i¢in endometriumu
sekretuvar faza gecirir. Ayni zamanda sperm gegisini engellemek amaciyla
vajinal epitel ve servikal mukusun yapisinda degisikliklere yol acar.

o Progesteron endometral epitel hlcrelerinde anti-mitojenik etki gosterir ve
ostrojenin tropik etkilerini dengeler. Gebelik olugsmadigi takdirde progesteron
seviyeleri duser ve menstriasyon ile sonuglanir (Sekil 13). Normal
menstriasyon kanamasi progesteron cekime kanamasidir. Ovilasyon
olusmadigi durumda korpus lusteum gelismez ve progesteron seviyeleri
duguk seyreder, bu da anovulatuvar disfonksiyonel uterin kanama ile
sonugclanir (102).

« Implantasyon ve gebelik durumunda progesteron annenin immiin sistemini
baskilayarak, gebelige kargi dogabilecek bir maternal immun cevabi baskilar.

e Progesteron uterus duz kasinin kontraktilitesini azaltmaktadir.

o Gebelik suresince laktasyonu inhibe etmektedir. Gebelik sonrasi sit gelmesi
progesteronun dusmesi ile tetiklenmektedir.

e Progesteron seviyesinde disusin dogumu baslatan faktérlerden biri oldugu

dusunulmektedir.
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Fetis plasental progesteronu metabolize ederek adrenal steroid
uretmektedir. Bu sebeple yuksek doz progesteron maruziyetinin adrenal steroid
uretiminde etkisi olabilecegi dusunulmustur. Fareler Uzerinde yapiimig bir
¢alismada hem uzun hem kisa sureli farmakolojik dozda maternal progesterona
maruz kalmis farelerde testosteron Uretiminde azalma oldugu tespit edilmistir.
Mekanizma tam olarak gdsterilmemis olsa da, ylksek doz progesteronun fetal

testis fonksiyonunu inhibe edici etkisi olabilecegi disunulmustir (103).

Fleischman et al. tarafindan (2015) yapilmis bir ¢alisada progesteron ile
cinsel yonelimler arasindaki iliski arastinimistir. Bu c¢alismada progesteron
seviyeleri yuksek bulunan kadinlarin, hemcinsleri ile cinsel iligkiye daha sicak
baktigi ortaya konulmustur. Benzer sekilde, hemcinsleri ile cinsel iliskiye sicak

bakan erkeklerde de progesteron seviyeleri daha yuksek bulunmustur (104).
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2.6.2 Progesteronun Obstetrik Kullanimi

Progesteron duzeyleri gogu memelide dogum baslangicindan hemen once
hizli bir disuse girer. Bu durum “progesteron c¢ekilmesi” olarak adlandirilir ve
dogumu baslayan eylem olarak degerlendirilir. Ancak, insanda dogum surecinde
maternal fetal ve amniyotik sivi progesteron duzeyleri yuksek kalir ve dusus
gOstermez. Bu suUrece progesteron aktivitesi azalan progesteron reseptorleri
tarafindan  dizenlenen progesteron ¢ekilmesinin  katkita  bulundugu
dugunulmektedir (105). Teorik olarak uterin sessizligi saglamak icin progesteron
kullaniminin  preterm eylemi durdurabilecegi dusunulmektedir. Bu hipotez
gectigimiz yarim yuzyilda birgok ¢alismanin ¢ikis noktasi olmustur.

Son 15 yil icindeki c¢alismalar profilaktik olarak verilen progestin
bilesiklerinin degerlendiren birka¢ calismayl da kapsamaktadir. En onemli
calisma tekrarlayan preterm dogum riski yluksek olan kadinlarda profilaktik
progestin tedavisini degerlendirmek icin MEMU agi tarafindan yapilmistir. Bu
calismada preterm dogum oOykusu olan 310 kadina randomize olarak 17-
hidroksiprogesteron kaproat verilmisti(106). Diger 153 kadina plasebo verilmisti
ve bunlar 16. Haftadan 36. Haftaya kadar haftalik intramuskuler olarak inert yag
veya 17-OHPC enjeksiyonlari seklinde uygulanmisti. 37, 35 ve 32. haftadan 6nce
meydana gelen dogum oranlari progestin tedavisi alan olgularin timutnde anlamli
sekilde daha azdi. Ancak, ayni donemde A tarafindan yapilan ikiz ve Uguz
gebeliklerde 17-OHPC kullanilan benzer ¢calismada preterm dogum oranlarinda
dizelme gosterilememistir(107).

Meis ve arkadaslarinin (2003) 17-OHPC calismasi, ¢alismanin plasebo
kolundaki beklenmedik yuksek preterm dogum oranlari nedeniyle zora girmigtir.
Calisma oncesi kohort incelemesinden beklenti %36 iken bu calismada %55
daha erken dogumla karsilasildi. Elestiri 17-OHPC’nin etkili olabileceginin
gosterilmis olmasidir, ¢lnku plasebo grubu bu yuksek %55’lik preterm dogum
orani ile bigimsizdir. Bu, gergekte ¢alismada 17-OHPC tedavisi alan kadinlarda
saptanan %36 orani ile kargilastirimistir. Bu uyumsuzlugu aydinlatmak icin Ag

tarafindan bir dogrulama ¢alismasi surdurtlmektedir (108).
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Ayrica, Meis ve arkadaglarinin (2003) 17-OHPC calismasinin tersine
O’Brien e arkadasglari (2007) daha 6nce pretermd ogum 6ykusu olan 659 kadina
randomize olarak vajinal jel formunda progesteron ve plasebo vermislerdir.
Preterm dogum oranlarinda fark saptamamislardir (109).

Obstetrikte en ¢ok tartisilan konulardan biri olan preterm eylemi
onlenmesi konusunda, tartismanin merkezinde Ozellikle nullipar olan ve daha
once preterm dogum oykusu olmayan tekil gebelik yasayan kadinlarda preterm
dogumu onlemek amaciyla progestinlerin baglanip baslanmayacagi konusu
durmaktadir. Romero ve stanczyk (2013) kafa karistirici kanitlar i¢in bir
yorumda progesteron ve 17-hidroksiprogesteron’un ayni olmadigini iddia
etmiglerdir. Progesteron korpus luteumdan ve plasentadan salgilanan dogal bir
steroid iken, 17-hidroksiprogesteron kaproat sentetik bir steroiddir. Bu yazarlar
invitro deneylerde, gebe kadinlarin ve hayvanlarin uterusunda dogal ve sentetik
progestinlerin etkinligini incelemiglerdir. Ornegin, dogal progestinler sezaryen
dogumlardan elde edilen kas liflerinde gézlemlendigi gibi kontraktiliteyi
baskilarken, 17-OHPC baskilamamistir (110).

2.6.3 Progesteron ve Merkezi Sinir Sistemi

Progesteron (P4) pek cok noroprotektif mekanizmayi tetiklemektedir
(Sekil 10). Ornegin néron kultirlerinde, ikisi de noroprotektif etkili olan P4
MAPK/ERK ve Akt sinyal yolaklarini aktive ettigi gdsterilmistir. (111). Spinal kord
yaralanma modellerinde P4 noroproteksiyonu mekanizmasi; “beyin kaynakli
norrotrofik faktér’de upregilasyon, kolin asetiltransferaz aktivitesinde ve
dizeyinde artis (112), ve mitokondriyal disfonksiyonda azalma ile
iliskilendirilmistir. (113). Serebral iskemi modellerinde P4’(n koruyucu etkisi, NO
sentaz-2 ekspresyonu ve inflamasyonun supresyonuna dayandiriimistir.(114).
Noéronlardaki bu direkt etkilerine ek olarak, P4 indirekt olarak non-néronal hedef
hiicre poplilasyonunu da etkileyerek néroprotektif etkiler ortaya koyar. Ornegin;
kan beyin bariyeri kagagini ve gilal aktivasyonu azaltip, myelinizasyonu artirdigi
gosterilmigtir.(64,65).
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Neuroprotection
Morphological Plasticity

Sekil 12: Progesteron ile indiiklenen néroprotektif sinyal modeli. ikincil haberci(2) kaskadini
baslatan progesteron reseptor (1) ligand aktivasyonu ile yaglanma ve nérodejenerasyon ile iligkili
olan sinaptik disfonksiyonu engeller, néronal sagkalimi artinr. (3) Bu sinyal kaskadlar bir
noktada birlesir ve aktif ve pasif sinyal yolaklar ile mitokondriyi toksinlerden korur.
ERK/CREB/Bcl-2 ve Akt yolaklari ayni anda aktive edilir, bunlar mitokondriyal fonksiyonlari artirir
ve noronlarin norodejeneratif etkilere karsi koymalarini saglar. Aktif koruma yolagi AR ile

indiiklenen JNK aktivasyonunu ve mitokondriyal disfonksiyonu engeller.

Hayvanlarda P4 ve metabolitlerinin, Morris su labirenti testine gore
ogrenmeyi ve performansi azalttigi gosterilmigtir. (117)(118). Bunun altinda yatan

mekanizma bilinmemesine ragmen, yakin zamandaki ¢alismalar, dnceden AP «
uygulandiginda, Morris su labirenti testinde ratlarin AP o ‘nin etkilerine kismi
tolerans gelistirdigini gostermigtir. (119). Disilerde AP «’ya uzun slre

maruziyetin (6rn; gebelik, postmenopozal hormon replasman tedavisi, menstrual
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siklus) 6grenme, hafiza gibi kognitif fonksiyonlari, muhtemelen GABAerjik
mekanizmalar dogrultusunda degistirebilecegi gosterilmistir. Dendritik diken
yogunluguyla belirlenebilen eksitatuar sinapslar, 6grenme ve hafiza i¢in substrat
sadlarlar. Kayda deger sayida literatlurde, hipokampal piramidal noronlarda

dendritik diken olusumuna 6strojen ve P4’Un etkisi tanimlanmigtir. (120).

Progesteron, her bir majoér glial hicre tipinin (astrositler, mikroglia,
oligodendrositler ve schwann hucreleri) kimyasal yanitini dizenlemektedir.
Astrositlerde progesteronun, sinaptik plastisiteyi regule eden ApoE gibi pek ¢ok
proteinin Uretimini de duzenledigi gosterilmigtir. Bu proteinler noritlere sebep olan
kolesterol ve diger lipidleri tasidigi icin sinaptik remodelling’de énemli rol
oynamaktadir. P4’Un anti-inflamatuar aktivitesinin  gérildigi  modeller
bulunmaktadir. Kesici-delici yaralanmalardan sonra, progesteronun reaktif
astrositleri E2'den daha c¢ok, pregnanolon’dan daha az azaltigi gosterilmigstir.
(121). Progesteron myelinizasyonu dizenledigi ginimuizde daha net bir sekilde
ortaya konulmustur ve bu 6zelligi direkt etkilerine érnektir. Siyatik sinir ve 6zellikle
schwann hdcrelerinin P4 sentezleme ve P4’G 5 alfa redukte ve 3 alfa-5alfa
redukte tlrevlerine donustirme yetenegine sahip oldugu godsterilmistir

(dihidroprogesteron ve tetrahidroprogesteron). (122).

Santral sinir sisteminde P4 ve ndrosteroid metabolidleri, myelin proteini
sentezi gibi glial fonksiyonlar tesvik eder. Yenidogan rat beyninden hazirlanan
glial hacre kultarlerinde P4’Un, “myelin basic protein”ve 2’ 3’ siklik nukleotid-3’-
fosfodiesteraz (santral sinir sisteminde 3. en ¢ok bulunan myelin proteini) Greten
oligodendrositlerin sayisini artirdigi gosterilmistir. P4’4n myelinizasyondaki rol
Scumacher ve arkadaslari tarafindan c¢alismalarda ayrintili olarak ortaya

konulmustur(54).
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3. YONTEM

Calismamiz prospektif, plasebo kontrolli deneysel hayvan arastirmasi olarak
yapildi. Yeditepe Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu onayi alinan bu
calisma, Yeditepe Universitesi Deney Hayvanlari Laboratuarinda (YUDETAM)
gergeklestirildi. Doku immiinohistokimasal incelemeleri Yeditepe Universitesi

Patoloji Anabilim Dali tarafindan gergeklestirildi.

3.1 Arastirmanin Evreni ve Orneklem:

Bu arastirma Yeditepe Universitesi Tip Fakltesi Deney Hayvanlari Etik
Kurulunun 2015/463 nolu karari ile onaylanmis deneysel hayvan calismasidir.
Calismada kullanilan siganlar Yeditepe Universitesi Deney Hayvanlari
Laboratuarinin hayvan yetistirme Unitesinde “outbred” yontemi ile elde edildiler.
Calismada gebeligi planlanmis olan 15 adet disi Spraque-Dawley tirl sigcan
kullanildi. Hamilelik olusturmak icin siganlar 2 disi, 1 erkek olacak sekilde 3"er
sicanlik gruplar halinde 4 gun sure ile ayni kafeslerde tutuldu. Gebelik
baslangicini belirlemek i¢in gunlik vajinal smear alindi ve sperm arastirmasi
yapildi. Sperm tespit edilen glin 0. gun kabul edildi. Sperm tespit edilen digi sigcan
kafesten ayrildi. Sicanlar, 20-23 °C is1, %50 nem, 12 saat karanlk ve 12 saat
fotoperiyotta, ad-libitum beslendiler. Siganlar 3 gruba ayrilip, her grubun kafesleri
ayrildi. Gebelik suresi tamamlandiginda yenidogan si¢anlar vajinal dogum ile
dinyaya geldi. Toplamda 152 adet yenidogan arasindan, her anneden dorder
adet olmak Uzere toplam 60 adet yenidogan sigcan dogumlarinin ilk gununde
incelemeye alindi. Calismaya alinan siganlarin timu ¢alisma bitiminde anestezi

altinda iken dekapitasyonla sakrifiye edildi
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3.2 Deney Gruplari:

Grup A: 17-a-OH progesteron kaproat grubu: 5 adet disi sigana gebeligin ilk
gununden itibaren haftada bir kez 17-a-OH progesteron kaproat (PROLUTON
Depot Ampul 500mg/2ml, Bayer Turk Kimya San.) 7mg/kg dozunda i.m.
uygulandi.

Grup B: Mikronize Progesteron gurubu: Gebeligin ilk gintunden itibaren 5 adet
disi sigana her gun, gunde bir kez mikronize progesteron (PROGESTAN
yumusak kapsil 100mg, Kogak Farma llag ve Firma Sanayi A.S.) 4mg/kg p.o.
olarak uygulandi. Kapsul icerisindeki mikronize progesteron saf zeytinyagi
icerisinde ¢ozulerek oral gavaj ile verildi.

Grup C: Kontrol Grubu: Gebeligin ilk giininden itibaren 5 adet disi sigana hergin
oral gavaj yoluyla saf zeytinyagi verildi. Diger gruplarla ayni kosullarda 21 gun

boyunca takip edildi.

3.3 Degerlendirme Yontemi:

3.3.1 Histolojik Degerlendirme Yontemi:

Deney sonunda, her anneden doérder adet olmak Uzere toplam 60 adet
canh fetls dekapite edilerek beyin dokulari ayrildi. Beyin dokulari butin olarak
alinarak % 10 formaldehit solusyonu i¢inde tespit edildi. Dokularin tespit olmasi
icin 24 saat boyunca %10’luk formaldehit soliUsyonunda birakildilar. Tespit
sonrasi dokuar Shandon Excelcior marka doku takip cihazinda doku takibine
alindi. Doku takibi sonrasinda paraffin bloklara gémuldi. Shandon marka
Mikrotomla 5 um kalinliginda kesitler alindi. Deparafinizasyondan sonra kesitlere
hematoksilen-eozin (H-E) boyama yontemi uygulandi. Boyanan preparatlar
OLYMPUS BX53 marka mikroskopla incelendi. Resimler Olympus DP73 kamera

atacmani ile elde edildi.
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3.3.2 Immunohistokimyasal Analizler:

Formalin ile fikse eilmis ve parafine gémulmis beyin dokulari
immunohistokimyasal olarak incelenmistir. Rotarymikrotom kullanilarak kesilmis
5 um kalinhgindaki kesitler daha sonra Leica Bondmax marka otomatik
immunohistokimya boyama cihazinda antikorlar ile boyandi (MBP, PLP
Genetex®; PDGFR, OLIG2 Novus®; ER, PR Leica®). Myelin Basic Protein (MBP)
ve proteolipid protein (PLP) immin boyamalari daha fazla serebellumun VIl ve
X lobdllerinde bakilmigtir. Bu lobullerin segilmis olmasinin sebebi intrauterin
dénemde maturasyon gosterdiklerinin dasunulmesidir (123). Boyanmis bdlgeler
100x magnifikasyonda incelenmistir. immiinohistokimyasal incelemeler patolog

tarafindan kor olarak yapilmistir.

3.3.3 lstatistiksel Analiz:

Verilerin istatistiksel analizi amaciyla SPSS (Statistical Package for Social
Sciences, IBM® Corp. 2011) statistics version 20 programi kullanildi. Kategorik
veriler, gruplar arasindaki farkin anlamlihdi igin ¢cok goézli Ki kare testi ile
degerlendirildi. Gruplar arasinda fark bulundugunda farkin hangi gruplardan
kaynaklandigini belirlemek amaciyla gruplar birlestirilerek dort gozlu tabloya
donustirulerek Fisher's Exact veya Pearson Ki kare testi yapildi. p<0,05

istatistiksel anlamlilik dizeyi olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 Progesteron Reseptorii (PR)

Grup A, Grup B ve Grup C’ye ait fetal beyin dokusu analizlerinde

progesteron reseptorine (PR) ait pozitif boyanma bulgusu saptanmadi.

4.2 Ostrojen Reseptorii (ER)

Gruplar arasinda beyin dokusu ER boyanma siddeti karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edildi (Tablo 1) (p=0,000). Grup A’ya ait
beyin dokusu orneklerinde 1+ siddetinde ER pozitifligi hic saptanmamis olup, 1+
Uzerinde boyanma siddeti %100 (20/20) oraninda saptandi. Grup B’ye ait beyin
dokusu érneklerinde 1+ siddetinde ER pozitifligi %20 (4/20) oraninda saptanmis
olup, 1+ Uzerinde boyanma siddeti %80 (16/20) oraninda oldugu tespit edildi.
Grup C’ye ait beyin dokusu orneklerinde ise 1+ siddetinde ER pozitifligi %85
(17/20) oraninda saptanirken, 1+ Gzerinde boyanma siddeti %15 (3/20) olarak
tespit edildi. Tedavi gruplari (Grup A ve Grup B) karsilastirildiginda ise, ER
boyanma siddetleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadigi
tespit edildi (p=0,1).

Ostrojen Reseptérii (ER)

1+ 2+ 3+ Toplam
Grup A 0 9 11 20
Grup B 4 10 6 20
Grup C 17 3 0 20
Toplam 21 22 17 60

p=0,000
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Sekil 13: Gruplar arasi ER boyanma siddetinin grafiksel olarak goésterimi

4.3 Miyelin Basic Protein (MBP)

Gruplar arasinda beyin dokusu MBP boyanma siddeti karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli farkllik tespit edildi (Tablo 1) (p=0,000). Grup A’ya ait
beyin dokusu Orneklerinde 1+ siddetinde MBP pozitifligi %10 (2/20) oraninda
saptanirken, 2+ ve Uzerinde boyanma siddeti %90 (18/20) oraninda saptandi.
Grup B’ye ait beyin dokusu 6rneklerinde 1+ siddetinde MBP pozitifligi %25 (5/20)
oraninda saptanmis olup, 2+ ve Uzerinde boyanma siddeti %75 (15/20) oraninda
oldugu tespit edildi. Grup C’ye ait beyin dokusu &Orneklerinin tamaminin 1+
siddetinde MBP ile boyandigi tespit edilmistir. Tedavi gruplari (Grup A ve Grup
B) karsilastirildiginda ise, MBP boyanma siddetleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklihk bulunmadigi tespit edildi (p=0,4).
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Tablo 2: Gruplar arasi MBP boyanma siddetinin karsilastiriimasi

MBP Toplam
1+ 2+ 3+
GRUP A 2 11 7 20
GRUP B 5 12 3 20
GRUP C 20 0 0 20
Toplam 27 23 10 60
p=0,000
20 MEP
Wi+
2+
O+
15-
104
5-
0= T
GROUP A GROUP C

Sekil 14: Gruplar arasi MBP boyanma siddetinin grafiksel olarak gosterimi
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4.4 OLIG2

Gruplar arasinda beyin dokusu OLIG2 boyanma yuzdeleri
kargilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edildi (Tablo 1)
(p=0,000). Grup A’ya ait beyin dokusu Orneklerinde %10 ve altinda OLIG2
boyanma yuzdesi %10 (2/20) oraninda saptanirken, %10 Uzerinde boyanma
siddeti %90 (18/20) oraninda saptandi. Grup B’ye ait beyin dokusu érneklerinde
%10 ve altinda OLIG2 boyanma ylUzdesi %30 (6/20) oraninda saptanirken, %10
uzerinde boyanma siddeti %70 (14/20) oraninda saptandi. Grup C’ye ait beyin
dokusu 6rneklerinin tamaminda OLIG2 boyanma ylUzdesi %10 ve altinda olarak
tespit edildi. Tedavi gruplar (Grup A ve Grup B) karsilastirildiginda ise, OLIG2
boyanma ylzdeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadigi
tespit edildi (p=0,23).

OLIG2 Toplam
%5 %10 %20 %30 %40 %50
GRUP A |0 2 11 4 2 1 20
GRUP B |0 6 14 0 0 0 20
GRUPC |14 6 0 0 0 0 20
Toplam 14 14 25 4 2 1 60
p=0,000
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Sekil 15: Gruplar arasi OLIG2 boyanma yiizdesinin grafiksel olarak gosterimi

45 PLP

Gruplar arasinda beyin dokusu PLP boyanma siddeti karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edildi (Tablo 4) (p=0,000). Grup A’ya ait
beyin dokusu Orneklerinde 1+ siddetinde PLP pozitifligi %30 (6/20) oraninda
saptanirken, 2+ ve Uzerinde boyanma siddeti %70 (14/20) oraninda saptandi.
Grup B’ye ait beyin dokusu orneklerinde 1+ siddetinde PLP pozitifligi %40 (8/20)
oraninda saptanmis olup, 2+ ve Uzerinde boyanma siddeti %60 (12/20) oraninda
oldugu tespit edildi. Grup C’ye ait beyin dokusu &Orneklerinin tamaminin 1+
siddetinde PLP ile boyandigi tespit edilmigstir. Tedavi gruplari (Grup A ve Grup B)
karsilastirildiginda ise, PLP boyanma siddetleri arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir farklilk bulunmadigi tespit edildi (p=0,3)
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Tablo 4: Gruplar arasi PLP boyanma siddetinin karsilastiriimasi

PLP Toplam
1+ 2+ 3+
GRUP A 6 13 1 20
GRUP B 8 10 2 20
GRUP C 20 0 0 20
Toplam 34 23 3 60
p=0,000
20 PLP
Wi+
(L
O3+
15+

I
GROUP & GROUP B GROUP C

Sekil 16: Gruplar arasi PLP boyanma siddetinin grafiksel olarak gosterimi
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4.6 PDGFR

Gruplar arasinda beyin dokusu PDGFR boyanma yuzdeleri karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edildi (Tablo 5) (p=0,000). Grup A’ya ait
beyin dokusu oOrneklerinde %90’'in altinda PDGFR boyanma yuzdesi %100
(20/20) oraninda saptanirken, hicbir ornekte %90 ve Uzerinde boyanma
izlenmedi. Grup B’ye ait beyin dokusu orneklerinde %90’in altinda PDGFR
boyanma yuzdesi %90 (18/20) oraninda saptanirken, %90 ve tUzerinde boyanma
yuzdesi %10 (2/20) oraninda saptandi. Grup C’ye ait beyin dokusu érneklerinde
ise %90 altinda boyanma yuzdesi %25 (5/20) olarak saptanirken, %90 ve
Uzerinde boyanma yuzdesi %75(15/20) olarak saptandi.Tedavi gruplari (Grup A
ve Grup B) karsilastiriidiinda ise, PDGFR boyanma ylzdeleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farkhlik bulunmadigi tespit edildi (p=0,48).

PDGFR Toplam
%20 %50 %60 %70 %80 %90
GRUP A |1 0 4 10 5 0 20
GRUP B |0 5 2 8 3 2 20
GRUP C |0 0 0 1 4 15 20
Toplam 1 5 6 19 12 17 60
p=0,000
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Sekil 17: Gruplar arasi PDGFR boyanma ylizdesinin grafiksel olarak gosterimi
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Sekil 18: Grup C (kontrol) ve Grup A (170H progesteron kaproat) ER boyanmalari (x100)
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Sekil 19: Grup C (kontrol) ve Grup A (170H progesteron kaproat) OLIG2 boyanmalari

(x100)
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Sekil 20: Grup C (kontrol) ve Grup B (mikronize progesteron) MBP boyanmalari (x100)
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Sekil 21: Grup C (kontrol) ve Grup B (mikronize progesteron) PLP boyanmalan (x100)
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Sekil 22: Grup C (kontrol) ve Grup C (170H progesteron kaproat) PDGFR boyanmalari
(x100)




5. TARTISMA

Son yillarda erken dogumun 6nlenmesinde progesteronun artan kullanimi
tum dunyada yaygin hale gelmistir. Baslica kisa serviks endikasyonunda olmak
Uzere, dnceki gebeliginde erken dogum Oykusu olan kadinlarda 16-24. gebelik
haftasinda baslanmak Uzere haftallk 500mg i.m. 170H progesteron kaproat
enjeksiyonu veya vajinal 200ug mikronize progesteron ile proflaksi baslanmakta;
34-36. gebelik haftasina kadar tedavi araliksiz olarak surdiriimektedir(124).
Bunun yaninda, kanita dayal tip c¢ercevesinde dusik tehdidi tedavisinde
progesteronun etkinligi tartismali olmasina ragmen, tlkemiz de dahil olmak tUzere
dunyanin bir ¢cok Ulkesinde gebeligin erken haftalarindan itibaren yaygin olarak
kullanildigi bilinmektedir (125). DuslUk tehdidinin aksine, progesteronun erken
dogumu etkilemedeki etkinliginin arastinldigi c¢alismalarda progesteronun
oldukca etkili olduguna dair veriler s6z konusudur (126). Ancak kronik
progesteron maruziyetinin maternal servikal ve uterin doku Uzerindeki olumlu
etkilerine ragmen fetal beyin, bobrek, karaciger, iskelet sistemi gibi diger organ
sistemleri Uzerindeki etkisine dair yeterli sayida uzun dbénem calismasi
bulunmamaktadir. 2009 yilinda bagslanip 2015 yilinda sonlandirilan OPPTIMUM
¢alismasina ait ilk sonuglar, Subat 2016 yilinda ABD'de SMFM toplantisinda
s6zIU bildiri olarak sunulmustur. Bu g¢alismada erken dogumun onlenmesinde
vajinal mikronize progesteron ile plasebo karsilastirilarak progesteronun erken
dogumu onlemedeki etkinligi ile neonatal sonugclari Uzerindeki ve uzun donem
cocukluk c¢agi kognitif ve norogelisimsel sonuglarin (2 yas) degerlendiriimesi
amaclanmistir (15). Calismanin sonucunda progesteronun kisa serviksi olan
kadinlarda erken dogumu O&nleyici etkisi bulunmadi§i ve obstetrik, neonatal
sonuglari iyilestirici anlamli olumlu bir etkisi bulunmadigi gosterilmigtir. Diger
yandan, ¢alismanin sekonder sonlanma kriterleri arasinda bulunan progesterona
maruz kalan yenidoganlarin solunum sistemi, gastrointestinal sistem ve renal
sistem acisindan kontrol grubuna gore daha yuksek oranda olumsuz etkiler
goraldugu bildirilmistir. Ayrica, 2 yasina geldiklerinde deneklere yapilan kognitif

fonksiyon degerlendiriimesinde (Bailey-lll Cognitive and Function Scale)
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progesteron grubuyla kontrol grubu arasinda anlamh bir farkhlik
gOsterilememigtir. Bu 6rnek galismada ortaya konuldugu Uzere, progesteronun
gebelik suresince uzun sureli kullaniminin olasi olumlu etkilerine ragmen, fetal
organ sistemleri Uzerindeki etkisi erken yenidogan doneminde ortaya ¢ikmayip,
hayatin daha ileri donemlerinde ortaya ¢ikiyor olabilir. Bu nedenle yaptigimiz bu
arastirmada, tUm gebelik suresince maternal terapotik dozda progesterona
maruz kalan fetal siganlarda beyin dokusunda, beyin gelisiminde énemli rol
oynayan reseptorlerin ve proteinlerin ekspresyonunda anlamli bir degisiklik

meydana gelip gelmedigini arastirmak istedik.

Progesteron hormonu glinimuzde artik basit bir kadinlik hormonu olarak
algilanmamaktadir. Ozellikle rodent hayvan modellerinden gelen kanitlar
progesteronun erkek beyni de dahil olmak Uzere beyinde normal matirasyon
uzerinde olumlu etkiler gdsteren ve hatta néroendokrin ve reproduktif kapasitenin
gelisimini etkileyen bir hormon oldugu yonundedir. Ayrica progesteronun gerek
disi gerek erkeklerde kognitif fonksiyonun gelisiminde etkili oldugu gosterilmistir
(127). Progesteronun beyin gelisimi Uzerindeki olasi etkileri gosterildigi icin
preterm dogum proflaksisinde kullanimi sonrasinda insan beyni Uzerindeki
etkilerinin arastirilmasi icin daha ¢ok calismaya ihtiya¢c duyuldugu asikardir. Biz
de yaptigimiz bu hayvan calismasinda maternal yolla verilen progesteronun fetal
sican beyninde bulunan ER, MBP, PLP, OLIG2 gibi beyin gelisimi Uzerinde

onemli etkileri olan protein ve reseptorlerin ekspresyonunu arttirdigini tespit ettik.

Calismamizda ortaya ¢ikan en 6nemli sonuglardan biri terapétik dozda
kronik maternal progesteron maruziyetinin fetal beyinde myelinizasyon ve
oligodendrosit progenitorlerini arttirdiginin gosterilmis olmasidir. Calismamizda
gruplar arasinda beyin dokusu MBP boyanma siddeti karsilastirildiginda kontrol
grubuna goére hem 170H progesteron kaproat hem de mikronize progesterona
maruz kalan fetal beyin dokularinda MBP ekspresyon oraninin istatistiksel olarak
anlamli dizeyde arttigini gosterdik (Tablo 2). Yine gruplar arasindaki beyin
dokusu PLP boyanma siddeti karsilastirildiginda kontrol grubuna gére hem 170H
progesteron kaproat hem de mikronize progesterona maruz kalan fetal
beyinlerde PLP ekspresyon oraninin da istatistiksel olarak anlaml dizeyde
arttigini tespit ettik (Tablo 4). Diger yandan tedavi gruplari arasinda, MBP ve PLP
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boyanmasinin 170H progesteron kaproat grubunda mikronize progesterona gore
daha fazla arttigini saptamamiza ragmen aradaki farkin istatistiksel olarak
anlamli dizeye ulasmadigini tespit ettik. Myelin basic protein, néronlarda myelin
olusumunda rol alan énemli bir proteindir. Myelin Proteolipid Protein (PLP veya
Lipofilin) ise santral sinir sisteminin major myelin proteinidir. Bu iki protein
immunohistokimyasal incelemelerde myelinizasyonun bir gostergesi olarak
kullaniimaktadir. Myelin kilif cok tabakali bir membrandir, sinir sistemine 6zeldir
ve aksonal impuls iletim hizini artiran iyi bir yalitkandir. Myelinizasyon fetal ve
neonatal beyin gelisiminde bu nedenle ¢ok 6nemli bir suregtir. Progesteronun
myelinizasyonu arttirdigina dair Ozellikle son yillarda yapilan hayvan
calismalarinin sayisi giderek artmaktadir. Schumacher et al. tarafindan yapilan
hayvan calismalarinda, progesteronun noéroprotektif etkisi gosterilerek 6zellikle
periferik sinir sisteminde myelinizasyonu arttirdigi ortaya konulmustur (128).
Labombarda et al. tarafindan yapilan ¢calismada komplet spinal kord yaralanmasi
meydana getirilen sicanlarda progesteronun remiyelinizasyon uzerindeki etkileri
arastinimistir. Calismanin sonucunda progesteron kullaniminin oligodendrosit
prekursor hucreleri ve PLP ekspresyonunu arttirarak myelinizasyona yardimci
oldugu gosterilmigtir (129). Rupprecht ve Holsboer; Mani ve O’Malley tarafindan
yapilan c¢alismalarda da progesteronun 0Ozellikle intrasellliler progesteron
reseptorine (PR) baglanmasini takiben gen transkripsiyonunu dtizenledigi, hiicre
sinyal yollarinda hizli non-genomik etkiler gosterdigi ve nérotransmitterlarin hiicre
zarl reseptorlerinde direkt etki goOsterdigi ortaya konulmustur (98)(130).
Progesteron metaboliti olarak bilinen allopregnanolonun 6zellikle néronal GABAA
reseptorleri Uzerinde olan pozitif modulasyon etkisi Lambert et al. tarafindan
gOsterilmistir(131). Allopregnanolon ve GABAa reseptorleri arasindaki
interaksiyonun, progesteronun davranigsal etkilerinden sorumlu oldugu ileri
surtlmastir (132). Progesteron ve metabolitlerinin santral sinir sisteminde
oligodendrositler tarafindan olusturulacak myelinizasyon Uzerindeki etkileri ise
son zamanlarda calismalarin baslica odak noktasi olmustur. Yapilan
¢alismalarda yenidogan sigan beyinlerinden hazirlanan glial hicre kaltirlerinde
progesteronun MBP immunoreaktif oligodendrosit sayisini arttirdigi gosterilmigstir

(133). Benzer sekilde demiyelinizan lezyon sonrasi spontan remiyelinizasyonun
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cok geciktigi yash ratlarda progesteronun myelinizasyonu arttirdigi
gOsterilmistir(134). Ghoumatri et al. tarafindan yapilan diger bir gcalismada ise
progesteronun sigan serebellumunda MBP ekspresyonunu ve dolayisiyla santral
sinir sistemi myelinizasyonunu arttirdigi ortaya konulmustur (135). Bahsedilen bu
calismada, progesteronun MBP ekspresyonu ve santral sinir sistemi
myelinizasyonunu Ozellikle bazi hicre sinyal sistemleri Uzerinden yaptig
dusunulmustur. Bunlardan birincisi intrasellller progesteron reseptoru, ikincisi ise
hiucre zari Uzerinde yer alan GABAAa reseptorleridir. Bizim ¢alismamizda higbir
grupta progesteron reseptorine (PR) ait pozitif boyanma bulgusu
saptanmamigtir. Literature baktigimizda hayvan calismalarinda progesteron
reseptorinin fetal ve neonatal beyin gelisimi surecinde, 6zellikle gecici olarak
eksprese edildigi gosterilmistir (127). Bu nedenle ¢alismamizda gerek kontrol
grubu, gerekse de tedavi gruplarinda PR ekspresyonunun bulunmamasinin
sebebi olarak PR’'Iin gegici ekspresyonu nedeniyle olabilecedi dusundimustar.
Progesteron, fetal beyin Uzerindeki etkilerini intrauterin dénemde gecici olarak
eksprese edildigi bir dénemde gerceklestirmis olabilir. Calismamizda, sican
beyinlerini hayatin 1. Glinunde inceledigimiz igin ve fetal beyinde PR’In gegici
ekspresyonu gosterilmis oldugundan dolayi, fetal donemde PR ekspresyonu
hakkinda fikir yuritememekteyiz. Diger yandan, ikinci olasilik ise progesteronun
veya metabolitlerinin fetal beyin Uzerindeki etkilerini baska bir reseptér Gzerinden
gerceklestirmis olma olasiligidir. Dahan onceden yapilan birkag g¢alismada,
progesteronun santral sinir sisteminde MBP arttirici etkisi ve myelinizasyon
uzerindeki diger etkilerinin GABAa reseptoru Uzerinden gergeklestirdigi
goOsterilmistir  (136). Ancak, bizim c¢alismamizda GABAa reseptori

bakilmadigindan dolayi bu konuda kesin bir yorum yapmak mumkun dedgildir.

Oligodendrosit transkripsiyon faktori (OLIG2), OLIG 2 geni tarafindan
kodlanan bir basit helix-loop-helix (bHLH) transkripsiyon faktoridur. OLIG2 motor
ndéron ve oligodendrosit farklilagsmasinda 6nemli bir belirleyicidir. Erken gelisim
doneminde replikasyonu sirdirmekle goérevlidir (89). OLIG2 en ¢ok,
oligodendrositlerin ve spesifik néron tiplerinin gelistigi beynin ve spinal kordun
ventrikller bdlgesinde kisith olarak eksprese edilir. Embriyogenez sirasinda

OLIG2 ilk olarak motor néron oncdullerinin ventral alanini olusturur ve néronal
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farklilagsmayi tesvik eder. OLIG2 gelisimin sonraki donemlerinde oligodendrosit
oncullerinin olusumunu ve farklilagsmasini saglar. Oligodendrosit gelisim yolu
multifaktoriyel olup OLIG1, OLIG2 ve NKx2.2 gibi transkripsiyon faktorleri,
oligodendrosit preklrsor hicrelerin differensiyasyonunda rol alan faktorlerdir. Bu
sebeple oligodendrosit olusumu ve dolayisiyla myelinizasyonun caligilabilmesi
icin bu transkripsiyon faktorlerinin de incelenmesi gerekmektedir (137).
Calismamizda gruplar arasinda beyin dokusu OLIG2 boyanma yizdeleri
karsilastirildiginda, kontrol grubuna goére hem 170H progesteron kaproat hem de
mikronize progesterona maruz kalan fetal beyinlerde OLIG2 boyanma yuzdesinin
istatistiksel olarak anlamh dizeyde arttigini saptadik. Bunun yaninda OLIG2
boyanmasinin 170H progesteron kaproat grubunda mikronize progesterona goére
daha fazla arttigini saptamamiza ragmen aradaki farkin istatistiksel olarak
anlamli  duzeye ulasmadigini tespit ettik. Oligodendrosit transkripsiyon
faktorlerinin  oligodendrosit  olusumu  ve  fonksiyonunu  duzenledigi
dusunuldigunde, bu bulgularin artmig myelinizasyon ile uyumlu oldugu
gorulmektedir. Progesteronun postnatal dénemde oligodendrositler icin mitojenik
oldugu daha 6nce yapilmis hayvan calismalarinda gosterilmis olmasina ragmen
(138), intrauterin donemde artmis maternal progesterona maruz kalan fetuslerde
mitojenik etkisinin olup olmadigi hakkinda daha 6nce yapilmis bir galisma
bulunmamaktadir. Calismamizda elde edilen bulgular 1siginda maternal
progesteron uygulamasinin fetlis beynindeki oligodendrositlerin matirasyonu ve

proliferasyonunu arttirici etkisi oldugu ve myelinizasyonu artirdigi goéralmustar.

Plasental yetmezlik ve intrauterin gelisim geriligi durumunlarinda fetal
beyindeki myelinizasyonun olumsuz etkilendigi daha once yapilan hayvan
calismalariyla ortaya konulmustur (139). Myelinizasyon eksikliginin sinir iletim
hizini, sinaptogenezi ve dolayisiyla néronal fonksiyonlari  olumsuz
etkileyebilecegi ve kalici noral hasara sebep olabilecedi dusunulmektedir. Bunun
ilerleyen hayatta hafizayr ve 06grenme kapasitesini disurebilecegi
ongorulmektedir (140). Hatta beyinin belirli bolgelerindeki myelinizasyon
degisikliklerinin sizofreni, obsesif kompulsif bozukluk, depresyon, dikkat eksikligi
ve hiperaktivite, otizm ve sizofreni ile ilgili olabilecedi digsunulmektedir (141).

Batin bu bilgiler 1s1ginda, terapoétik dozda fetal progesteron maruziyetinin
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yaptigimiz bu hayvan calismasinda myelinizasyonu arttirdigi gostermemiz
onemli bir bulgudur. Sigan beyninde géstermis oldugumuz progesterona cevaben
artan myelinizasyonun, insan beyninde de gecerli olup olmadigini su an igin
bilmemekteyiz. Ayrica progesterona bagl artan myelinizasyonun, erken ve ge¢
cocukluk doneminde kognitif ve norogelisimsel fonksiyonlar Uzerindeki etkisinin,

iyi tasarlanmig klinik calismalar ile arastiriimasi gerekmektedir.

Progesteronun oOzellikle erigkinlerde myelinizasyonu arttirici etkisi ilgili
yapilmig bir takim klinik galismalar bulunmaktadir. Bu galigmalarda akut travmatik
beyin hasari sonrasi progesteron kullaniminin noéroprotektif etkisi oldugu
gosterilmistir (13,115,137,138). bu konuda yapilan hayvan galismalarinda da
deneysel modellerde olusturulan santral sinir sistemi hasari sonrasinda
progesteron duzeylerinin arttigi gosterilmis ve endojen progesteronun
noroprotektif ve norojeneratif mekanizmalarda rol oynadigr dusunulmagstir
(139,140). Bu bilgilerden yola ¢ikilarak yuksek dozda ve tekrarlayan progesteron
kullaniminin néron viabilitesinizde ve myelin tamirinde olumlu etkileri hayvan
calismalarinda gosterilmistir. Progesteronun  ndéroprotektif etkisi  birgok
mekanizmaya baglanmistir. Bu mekanizmalar arasinda beyin 6demini azaltici
etki, antienflamatuvar etki, antioksidan aktivite, mitokondriyal fonksiyonlarin
korunmasi, hemostatik proteinlerin  regllasyonu, kan beyin Dbariyeri
disfonksiyonunun dizeltiimesi yer almaktadir (146). Progesteronun sican ve fare
modellerinde orta serebral arter oklizyonu sonrasinda da noéroprotektif etkisi
gOsterilmigtir (147). Bu c¢alismalardan yola cikilarak, pediatrik grupta olusan
travmatik beyin hasari sonrasi progesteronun koruyucu etkisi ile ilgili yapilan
hayvan calismalari da yavas yavas yapilmaya baslanmistir. Ornegin Robertson
et al. tarafindan yapilan calismada beyin hasari olusturulmus sican yavrular
progesteron ile tedavi edildiklerinde, erkek vyavrularda progesteronun
mitokondriyal fonksiyonu korudugu, ancak disi yavrularda bu etkinin gorilmedigi
gOsterilmigstir (148). Benzer sekilde Geddes et al. tarafindan yapilan bir galismada
da erkek sigcanlarda progesteronun néroprotektif etkisi gosterilmistir. Ayni grup
tarafindan 2016 yilinda yapilan diger bir ¢alismada ise progesteronun disi
sigcanlarda da ayni etkiyi gosterdigi ortaya konulmustur (149). Bu galismalardan

ve bizim bulgularimizdan yola c¢ikarak, gebelikte yaygin olarak kullanilan
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progesteronun fetal beyin Uzerindeki etkilerinin, Ozellikle uzun doénem
sonuglarinin klinik olarak genis ¢alismalarla arastiriimasina acilen ihtiyag oldugu

anlasiimaktadir.

Platelet kaynakh buytume faktort (PDGF) hicre buyumesi ve bolinmesini
duzenleyen sayili buyume faktorlerinden biridir. PDGF, fibroblast; duz kas
hlcresi ve glial hucreler gibi mezenkimal kokenli hiucreler icin mitojen etkilidir.
(95)(96). PDGF embriyonik gelisimde, hicre ¢ogalmasinda, hlicre géglnde ve
anjiyogenezde rol oynar (104), bunun yaninda oligodendrosit 6ncult hicrelerin
¢ogalmasini surdirdigu bilinmektedir. Fibroblast buyume faktord (FGF)'nin
oligodendrosit dncull hicrelerdeki PDGF reseptoérlerindeki sinyal yolagini aktive
ederek reseptorleri olumlu anlamda dizenledigi gésterilmistir (105). PDGFR
gelisen beyinde belirli bolgelerde noéronlar ve “growth cone” denilen buyume
uzantilarinda eksprese olmaktadir (150). Cheng ve Mattson tarafindan yapilan
calismalarda PDGF’nin glutathion peroksidaz gibi antioksidatif enzimleri aktive
ederek, embryonik hippocampal ndéronlari enerji deprivasyonu ve oksidatif
stresten korudugu tespit edilmistir (151). PDGF’nin beyinde reseptorlerine
baglandigi zaman glial hlcre proliferasyonunu, hatta erigskin farelerde bile
norogenezi tetikledigi gosterilmistir (152). Yanhua et al. tarafindan yapilan
hayvan calismalarinda PDGF reseptorlerinin gelisen beyin dokusunda yaygin
olarak uretildigi ve aktivite gosterdigi bulunmus olup, bu ¢alismay! destekleyen
diger calismalarla da PDGFR’nin néron migrasyonu, diferensiasyonu ve hicreler
arasi koordinasyon agisindan énemli bir etken oldugu konusunda yaygin bir kani
olusmustur (146,147).

Bizim calismamizda beklenenin aksine PDGFR ekspresyonunda
progesteron tedavisi alan gruplarda istatistiksel olarak anlaml dizeyde azalma
oldugu goérulmaustir. Palliser et al. tarafindan 2015 yilinda yapilan bir calismada
preterm dogmus guinea domuzlarinda postnatal progesteron tedavisinin
norosteroid konsantrasyonlari ve serebellar myelinizasyon Uzerindeki etkileri
arastinlmistir. Bu ¢alisma sonucunda da progesteron tedavisinin beyin
allopregnanolon duzeylerini arttirarak total serebellar PDGFR duzeylerini azalttigi

bulunmustur. Ancak bu etki preterm yavrularda gozlenirken term yavrularda
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gorulmemistir.  Butun bu bilgiler 1g1ginda, PDGFR ekspresyonundaki
progesterona bagli azalmanin, intrauterin donemde ndron migrasyonu ve
differensiasyonu agisindan olumsuz bir etkisinin olup olmadigi, daha fazla

hayvansal deney ve klinik aragtirmalarla incelenmesi gereken bir konudur.

Calismamizda bakilan diger bir dnemli parametre, Ostrojen reseptor
ekspresyonunun arastiriimasidir. Bilindigi Uzere Ostrojenin beyin Uzerinde
reproduktif etkilerinin yani sira birgok reproduktif olmayan etkisi de
bulunmaktadir. Ostrojenin erken embryonik ddnemde beyinin seksiel
differensiasyonunda rol aldigi bilinmektedir (55)(155). Erkek fetlste
testosteronun yuksek oldugu dénemde, hippokampuste aromataz aktivitesi ve
ERa ekspresyonu gosterilmigtir. Cinsel davranig Uzerine yapilan arastirmalar,
hippokampal bdlgenin bu yolla maskilenizasyon ve defeminizasyona ugradigini
gOstermektedir (156). ERa Uzerine yapilan ¢alismalarda, dstrojenin erkeklerde
ureme fizyolojisi, spermatogenez, testis fonksiyonu, cinsel partner segimi ve
agresyon gibi davranissal 6zellikler tzerinde belirleyici etkisi oldugu gosterilmigtir
(152,153,154). Bunun yaninda ERa’nin oksitosin ve vazopressin Uzerinde
duzenleyici etkisi oldugu ve dolayisiyla “bag kurma” gibi sosyal iligkiler Uzerinde
etkisi oldugu tespit edilmigtir (160). Butln bunlar goz 6nune alindiginda dstrojenin
ERa araciligiyla erkek sosyoseksuel davranig olusumunda major bir rolt oldugu

dusunulmektedir.

Beyindeki dstrojen reseptorlerinin stres, sekslel ve hafiza ile iligkili
kognitif fonksiyonlari regule ettigi ve birgok noroendokrin ve otonom fonksiyonu
kontrol ettigi bilinmektedir(161). Ostrojen reseptér ER subtiplerinin (alfa ve beta)
beyinde farkl oranlarda eksprese edildigi bilinmektedir. Ostrojen reseptorlerinin
yalnizca genomik transkripsiyon faktorlerini etkilemesinin yanisira genomik
olmayan sinyal yollarinda da yer aldig! bilinmektedir. 17-beta estradiol gibi cogu
aktif 6strojenin dstrojen reseptorine baglanabildigi bilinse de, gevresel ve yiyecek
bilesigi olarak bilinen birgok maddenin de 6strojen reseptorine baglanabildigi ve
aktivitesini etkileyebildigi gosterilmistir (157). Ostrojen reseptér alfa’nin éstrojenin
anti-obezite etkilerinden sorumlu oldugu; delesyonunun adipoziteyi artirdigi ve
hem disi hem de erkek farelerde metabolik sendroma yol actigi gosterilmigtir
(163).
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Bizim c¢alismamizda kontrol grubu ile kargilastiriidiginda tedavi
gruplarinda ER pozitifliginin istatistiksel olarak anlamli dizeyde arttigini saptadik.
Ancak tedavi gruplari arasinda, ER ekspresyonunun 170H progesteron kaproat
grubunda mikronize progesterona gore daha fazla arttigini saptamamiza ragmen
aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli diuzeye ulagsmadidini tespit ettik.
Progesteronun sigcan beynindeki Ostrojen reseptorlerini arttirici etkisini insana
ekstrapole  ettigimizde, bu artisin cinsel davranis fizyolojisinin
programlanmasinda ve hayatin ilerleyen dénemlerinde (¢cocukluk ve erigkinlik)
uzun sureli metabolik etkilerinin dikkatle arastiriimasi gereken 6nemli bir nokta
oldugu sonucuna varimigtir. Bu nedenle fetal donemde uzun donem
progesterona maruz kalmig insanlarda bu yonde yapilacak olan karsilastirmali
klinik arastirmalar ile progesteron tedavisinin ER’Un0 arttirici etkisinin klinik

onemine iliskin sorulara cevap verilebilir.
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6. SONUG

Yaptigimiz bu arastirmada, gebelik suresince maternal terapotik dozda
progesterona maruz kalan fetal siganlarda beyin dokusunda, beyin geligsiminde
onemli rol oynayan reseptorlerin ve proteinlerin ekspresyonunda anlamli

degisiklikler meydana geldigini saptadik.

Calisma sonuglarimiza goére, maternal yolla verilen progesteronun fetal
sican beyninde bulunan ER, MBP, PLP, OLIG2 gibi beyin gelisimi Uzerinde
onemli etkileri olan protein ve reseptorlerin ekspresyonunu arttirirken, PDGFR
ekspresyonunu azalttigini ortaya koyduk. Ayrica, ¢alismamiza ait gerek tedavi
gerekse de kontrol gruplarinda siganlarin beyin dokularinda PR ekspresyonuna

rastlamadik.

Literatire baktigimizda hayvan ¢alismalarinda progesteron reseptorunun
fetal ve neonatal beyin gelisimi strecinde, 6zellikle gegici olarak eksprese edildigi
gosterilmigtir. Bu nedenle galismamizda gerek kontrol grubu, gerekse de tedavi
gruplarinda PR ekspresyonunun bulunmamasinin sebebi olarak PR’in gegici
ekspresyonu nedeniyle olabilecedi dusiniimistir. ikinci bir olasilik ise
progesteronun veya metabolitlerinin fetal beyin Uzerindeki etkilerini baska bir

reseptor Uzerinden gergeklestirmis olma olasiligidir.

Progesteronun sican beynindeki Ostrojen reseptorlerini arttirici etkisini
insana ekstrapole ettigimizde, bu artisin cinsel davranis fizyolojisinin
programlanmasi, kognitif fonksiyonlar ve metabolizma ile ilgili hayatin ilerleyen
donemlerinde (cocukluk ve erigkinlik) gorulebilecek etkilerinin dikkatle

arastirilmasi gereken dnemli bir nokta oldugu sonucuna variimigtir.

PDGFR ekspresyonundaki progesterona bagli azalmanin, intrauterin
dénemde ndron migrasyonu ve differensiasyonu agisindan olumsuz bir etkisinin
olup olmadigi, daha fazla hayvansal deney ve klinik arastirmalarla incelenmesi

gereken bir konu oldugunu dusunmekteyiz.

Calismamiza ait en 6nemli bulgu ise terapé6tik dozda fetal progesteron
maruziyetinin fetal beyin dokusunda myelinizasyonu arttirdigini géstermemizdir.

Sigan beyninde gostermis oldugumuz maternal progesterona cevaben artan
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myelinizasyonun, insan beyninde de gegerli olup olmadigini su an igin
bilmemekteyiz. Progesterona bagli artan myelinizasyonun, erken ve ge¢
cocukluk déneminde kognitif ve nérogelisimsel fonksiyonlar tzerindeki etkisinin,

iyi tasarlanmig klinik caligmalar ile arastiriimasi gerekmektedir.
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