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GIRIS VE AMAC

Tiroid hastaliklar1 konusunda aragtirmalar son yirmi senedir artarak devam etmis,
tiroid bezi ve metabolizma arasinda bulunan her iliski tiroid konusunda yeni bir arastirma
alan1 agmustir.

Tiroid hastaliklart kadinlarda erkeklere oranla 5 kat fazla goriiliir. Kadinlarda,
ozellikle yasl kadinlar ve gebelerde tiroid teshisinin erken konmasi igin rutin tiroid taramalari
yayginlagmaktadir. Tiroid hastalikarinin ¢ogu otoimmiin hastaliklar olarak karsimiza cikar.
Kadinlarda ise endokrinal otoimmiin bozukluklarin daha fazla goriilmesi bu artisi
aciklayabilir (1).

Tiroid hormonlari, viicudun biitiiniinde farkli bolgelerde farkli  gorevler
tistlenmektedir. Tiroid bozukluklarinin farkli sistemlerde klinik olarak bulgu vermesine
ragmen farkli dokular {izerinde etkileri ve bu bulgularin sebepleri tam olarak bilinmemektedir.
Ureme sistemi iizerinde etkileri, rahatsizligin siddetine gére degismekte ve bu patolojik
degisimler infertiliteye kadar gitmektedir.

Hipertiroidi, kanda tiroid hormonlarinin normalden fazla bulunmasi olarak
ozetlenebilir. Infertilite sebepleri arasinda sayllmasima ragmen, hangi mekanizma iizerinden
etki ettigi bilinmemektedir. insanlarda ve hayvanlarda uterus morfolojisinde degisiklige sebep
olurken. Gebelik oranin1 diisiirmekle beraber, 6zellikle ilk trimesterde abortusa kadar ciddi
komplikasyonlara yol a¢maktadir. Tedavi edilmemesi durumunda fetusta konjenital
anomalilere sebep olabilir. Hipertiroidi menstrual dongiide bozukluklara ve steroid
mekanizmasinda degisiklige sebep olur. Serum Ostrojen miktarini azalttigi gibi, uterusta

Ostrojen direnci olusturdugu da bilinmektedir (2).
1



Osteonektin (SPARC) ilk olarak kemik gelisiminde, kemik ara dokunun yeniden
diizenlenmesinde rolii tespit edilen yapisal olmayan matriseliiler bir proteindir. Diger
dokularda da, ara maddenin diizenlenmesinde rol aldig1 bilinmesine ragmen lireme sisteminde
fonksiyonuna dair literatiirde bilgi yer almamaktadir (3).

Gebeligin geligsmesi i¢in dnemli olan iki proteinlerden doniistiiriicii biiylime faktorii B-
1 (Transforming growth factor B-1; TGFB-1) ve vaskiiler endotelyal biiylime faktorii(
Vascular endothelial growth factor; VEGF)’diir. Uterus endometriyum stromasinin yeniden
diizenlendigi, desidualizayon siireci TGFB-1 kontroliinde gerceklesir. Plasentanin biiyiimesi,
fetal/maternal iligki kan desteginin geliserek 6zellesmesiyle miimkiindiir. Vaskiilarizasyondan
sorumlu olarak bilinen VEGF, endotel hiicreleri tarafindan sentezlenir ve anjiyogenezi tetikler
(4).

Sunulan bu ¢alisma, deneysel hipertiroidi olusturulan siganlarda, gebeligin erken (5.
giin) ve ge¢ doneminde (20. giin), ekstraseliller matriks (Extracellular matrix - ECM)
diizenleyicilerinden SPARC’in, endometriyumdaki ekspresyonu ve bu proteinin ECM’nin
diizenlenmesindeki rollerinin ortaya konmasi amaciyla planlandi. Yine SPARC’1n 20. giin
plasenta dokusunda ekspresyonu ve bunun hipertiroidi ile iliskisinin ortaya konmasi
amaglandi. Bunlara ek olarak, endometriyum (5. ve 20. giinlerde) ve plasenta (20. giin)
dokularinda TGFB-1 ve VEGF ekspresyonlar1 arastirilarak SPARC ile olan iliskisinin

aydinlatilmas1 amaglandi.



GENEL BILGILER

TIROID BEZI ANATOMISI VE EMBRIYOLOJISI

Tiroid bezi boynun anterior kisminda yer almaktadir. Fiziksel olarak hekimin veya
kisinin palpasyonuyla rahatlikla farkedilebilen birka¢ endokrin organdan biridir. Boyun dar
bir alan olmasina ragmen tiroid bezinin etrafinda 6nemli dokular bulunur. Trake, karotid arter,
jugular ven, omurilik ve O6nemli sinirler arasinda bez, trakenin iistiinde 6zofagusa komsu
olarak yer alir (Sekil 1). Tiroid bezi biiyiirse bu dokularin sikismasina; basta yemek yemede
ve nefes almada kisitlilik gibi komplikasyonlara sebep olabilir. Daha da biiyiimesi ve g¢ene
altina dogru genislemesi guatra sebep olur (2).

Embriyonal donemde dilin altinda endodermal kokenli triglossal duktustan gelismeye
baglar. Triglossal duktus fetus boynunda asagi dogru hareket ederken gelismeye devam eder.
Biiytidiikce bez iki loba ayrilir. Bezde bulunan parafolikiiler hiicreler ise noral krestten koken
alir (2). Bezin yer degistirerek yerini bulmasi, lokasyonunda anatomik varyasyonlara sebep
olur. Bazi durumlar, kongenital anormalliklerle sonuclanabilir. Tiroid bezinin dil altinda
kalarak yerine ilerlememesi, lingual tiroidin; ilerlerken gectigi yolda doku kalintis1 birakmasi
ektopik tiroid dokusunun; boyuna go¢ ederken olusan epitelyal triglossal duktusun
kaybolmamasi ve kist olusturmasi ile triglossal duktus kistlerinin olugsmasina sebep olur (5).

Troid bezinin insan Omrii boyunca ii¢ tane hormonu (T3, T4 ve Kalsitonin)
salgilamasindan baska gorevi bilinmemektedir. Onemli sinirler tarafindan innerve edilir ve
damar bakimindan zengin bir endokrin bezdir. Damar destegi ve yogun kan akis1 aorttan gelir

ve tiroid fonksiyonu icin 6nemlidir. Ses tellerini innerve eden rekiirren laringeal sinir (RLS)

3



tiroidin arkasinda ses tellerine dogru ilerler. Tiroidi innerve eden bu sinir pakedi direk kranial
sinirlerden koken alir. Bu sinir pakedinin tiroidde meydana gelen herhangi bir patolojik
durumdan etkilenme derecesi yiiksektir. Viicudun kalsiyum dengesini ayarlamaktan sorumlu

olan paratiroid bezi ise tiroid bezinin arkasinda mercimek tanesi biiyiikliigiinde yer alir (6).

TIROID BEZI HISTOLOJISI

Tiroid bezi her ikisi yaklasik 30 gr agirliginda, 5 cm’e 2,5 cm boyutlarinda iki lateral
lobdan olusur. Trake ve 6zofagusun her iki yanina uzanan iki lobu, trakenin anteriyorundan
gecen tiroid dokusu bandi olan isthmus birbirine baglar. Anatomik goriintiisii H seklindedir
(Sekil 1). Dokuyu saran ince bag dokusundan olusan kapsiil, parankim igine bezi lobiillere
ayiracak sekilde trabekiiller gonderir. Bu bag doku, ayni zamanda tiroid bezinin siki bir
sekilde 6zofagusa tutunmasini saglar (2).

Tiroid bezinin fonksiyonel birimi olan tiroid folikiilleri, boyutlar1 0,2-1 mm; duvar tek
katl kiibik veya al¢ak prizmatik epitelle doseli diizensiz kiire seklinde yapilardir. Bu kiiresel
yapiin i¢i kolloid denilen hiicresel olmayan viskoz bir sivi ile doludur. Duvar1 doseyen

folikiil hiicrelerinin apikal yiizeyleri kolloide bakarken bazali bazal membran iizerine oturur.

Tiroid Kikirdag

Eksternal Laringeal Sinir N\~ -7 y,

(‘\ Superior Tiroid Ven
Siiperior Tiroid Arter __
.

Orta Tiroid Ven

isthmus
inferior Tiroid Arter Rekiirren Trake inferior Tiroid Ven
Laringeal
Sinir

Sekil 1. Tiroid bezi ve komsuluklarinin sematik gosterimi
(http://www.eu.elsevierhealth.com/media/us/samplechapters/9780723434276/9780723434276.pdf
adresinden modifiye edilmistir.)
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Tiroid bezi viicudun damarlagsmasi en yogun organlardan biridir . Aorttan koken alan
stiperior ve inferior tiroid arterleri, beze dallanma yaparak fenestrali kapillerle folikiilleri
sarar. Folikiiller arasindaki bag dokuda, kor ucglu lenfatik kapiller ag bulunur; boylece
hormonlar kan yolu disinda lenfatik damarlar yoluyla da viicuda yayilir (6).

Hormon salgilayan hiicreler tiroidin parankimini olusturur ve iki tip hiicreden olusur.

Folikiil Hiicreleri (Esas Hiicreler): T; ve T, hormonlarim1 sentezler. Rutin
Hemotoksilen & eosin (H+E) boyamasinda hafif bazofilik bazal sitoplazma; belirgin
nukleolus iceren yuvarlak nukleus ile karakterizedir. Elektron incelemesinde, hiicrenin hem
salgi hem absorbsiyon gorevi i¢in 6zellesmis yapilar igerdigi goriiliir. Apikal yiizeyinde kisa
mikrovilluslar, bazal bolgede graniillii endoplasmik retikulum, apikal bdlgede Golgi aygitt
kaynakli vezikiiller ve ¢ok sayida endositotik vezikiiller ile lizozomlar bulunur (7).

Parafolikiiler Hiicreler (C Hiicreleri): Viicudun kalsiyum dengesi i¢in dnemli olan
kalsitonin hormonunu salgilar. Folikiil epiteli ile bazal laminasi1 arasinda yer alir, folikil
liimeni ile temas halinde degildir. H+E boyamalarinda soluk boyanir, 151k mikroskobu ile ayirt
etmek zordur. Elektron incelemesinde ¢ok sayida 60-550 nm ¢aplarinda vezikiillere ve iyi

olarak geligsmis Golgi aygitina sahip olduklar1 goriiliir (7).

TIROID BEZI FIZYOLOJISI

Tiroid bezinin histofizyolojisi incelendiginde 3 temel hormonun iiretiminden sorumlu
oldugu goriiliir:

Tetraiyodotironin (Tiroksin -T,) ve triiyodotironin (T3): Bazal metabolizmayi ve
151 liretiminin diizenlenmesinden sorumlu hormonlardir. Biiylime ve gelismeyi etkiler. Pitiiiter
bezin anterior lobundan salgilanan Tiroid uyarict hormon (Thyroid stimulating hormone;
TSH) tarafindan kontrol edilir ve folikiil epitel hiicreleri tarafindan salgilanirlar (6).

Kalsitonin (trikalsitonin): Kemik doku iizerine etki ederek kan kalsiyum dengesini
diizenler. Kemik hiicrelerinden osteoklastlarin parcalayici etkisini baskilayarak, kan kalsiyum
seviyesini diisiiriir ve osteoid Kkalsifikasyonunu artirir. Yiiksek kan Ca*? seviyesi kalsitoninin
tretimini artirirken, diisiik serum diizeyi kalsitoninin salgilanmasini baskilar. Tiroid bezi
tarafindan {iretilen diger hormonlarin aksine kalsitonin iiretimi, hipotalamus ve pitiiiter bezden
etkilenmemektedir (6,7).

Sahip oldugu farkli histolojik yapisi geregi tiroid bezinde hormon sentezi diger
endokrin bezlerden bazi farkliliklar gosterir. Buna bagli olarak tiroid hormonu sentezi birkag

asamadan gecerek gerceklesir:



1. Tiroglobulin sentezlenmesi: Tiroglobulin onciilii folikiil hiicrelerinin graniillii endoplazmik
retikulumlarinda sentezlendikten sonra Golgi aygitinda glikozile edilerek vezikiiller halinde
paketlenir ve llimene ekzositoz ile salgilanir (7).

2. Iyodiiriin (I') rezorbsiyonu ve okside edilmesi: Iyodiir, folikiil hiicrelerinin bazolateralinden
kandan sitoplazmaya alinir. Kan plazmasinda iyodiir konsantrasyonu diisiiktiir. Iyot pompasi
(Sodyum/iyot simporter; NiS) ile alian iyodiir, uyarilmaya bagl olarak folikiil hiicrelerinde
kan plazmasma kiyasla 25-350 kat daha fazla depo edilebilir. Iyodiir difiizyonla hiicre
apikaline ilerler ve folikiil liimenine pendrin transmembran proteini araciligiyla salmnir.
Folikiil hiicre zarinin liimene bakan yiiziinde bulunan tiroid peroksidaz ile limende okside
edilerek iyota (1) déniisiir (6,7).

3. Tiroglobulin iyotlanmasi: Limende bir iyotun tiroglobulinin tirozin birimlerine
eklenmesiyle, monoiyodotirozin (T; ya da MIT); MIT’A ikinci iyotun baglanmasiyla
diiyodotirozin (T, ya da DIT) olusur (7).

4. T3 ve T4 olusmasi: Liimende bulunan, bir MIT ve bir DIT molekiilleri oksidatif esleme
reaksiyonu ile birlestiginde Ts; iki adet DIT oksidatif esleme reaksiyonu ile birlestiginde T4
olusur. T3, ii¢ iyot atomu igerirken; T4, dort adet iyot atomu igerir. T3 ve T, tiroglobuline baglh
olarak liimende kolloid olarak depolanir (7).

5.Tiroglobulinin liimen hiicreleri tarafindan absorbe edilmesi: TSH’m uyarimi ile folikiil
epitel hiicreleri, T3 ve T4’e bagl tiroglobulinleri endositoz ile hiicre i¢ine alir. Lizozomal
pargalama ile T3 ve T, serbest kalir (7).

6.Tiroglobulinden serbest kalan T3 ve T,’tin dolasima katilmasi: Tiroglobulinden serbest
kalan hormonlar, T4:T3 oran1 20:1 olacak sekilde lenf ve kan dolasimina katilir. T3, T4 e gore
bes kat daha aktiftir ve bobrek, karaciger, kalp gibi organlarda T, ten doniistiiriiliir. T4 sadece
folikiil hiicreleri tarafindan tiretilir (6,7).

T4 ve T3 hormonlarinin yaklasik %99°u kan plazmasinda, karacigerden iiretilen tiroid
baglayic1 proteinlere (Thyroid binding proteins-TBP) bagli olarak tasinir (8). T4lin bagh
oldugu kompleksin yarilanma hiz1 diisiiktiir. Bu yiizden etkisi uzun siirer ve siireklidir. Bu
ozelligiyle diger endokrin hormonlardan ayrilir. T3’lin yarilanma hiz1 daha yiiksektir, daha
hizli etki eder ve etkisi daha ¢abuk kaybolur (1). Plazmada serbest halde bulunan Tj aktif
hormon ve T, ise prohormon olarak gérev yapmaktadir. Her iki hormon hiicre zarindan
tagtyicilar vasitasiyla gecerek hiicre i¢i reseptorlerine baglanir. T4 hiicre iginde Ts’e

cevrilirken, T3 transkripsiyon faktorii olarak gorev yapar (8).



T, hormonunun birincil etkisi mitokondriler Uzerinedir. Dokularda, metabolik
faaliyetleri artirmasindan dolayi, O, kullanimini artirir. Mitokondride oksidatif enzimleri
artirp, oksidasyona hiz vererek metabolizmanin hizin1 artirir. T, arttiginda 1s1 iiretimi artar;
bazal metabolizma hizlanir. T4, bu etkilere paralel olarak dolayli yoldan anabolik ve
katabolik olaylarin da seyrini degistirir. Protein {iretimi artar, enzim sistemlerinin artmasina
bagli olarak karbonhidrat emilimi, karbonhidratin ve yagin enerji kaynagi olarak kullanimi
artar. Yaglarin enerji kaynagi olarak kullanimi artar. Bu yiizden kanda ve karaciger

dokusunda yag seviyesi azalir. Yag depolari kullanilmaya baglanir (9).

HIPOTALAMO-HIPOFIZER-TIiROID AKSI

Tiroid bezinin uyarilmast hipotalamo-hipofiz aksit tarafindan kontrol edilir.
Dolasimdaki diisiik seviye tiroid hormonlarini algilayan hipotalamus, yanit olarak tirotiropin
serbestlestirici hormon (Thyrotropin releasing hormone- TRH) firetimini artirir (Sekil 2).
TRH hipofiz bezini uyararak, anteriorundan TSH salgilanmasini saglar. TSH, folikiil
hiicrelerinin bazal yiizeyindeki TSH reseptorlerine etki ederek tiroid bezini uyarir. Bu uyari,
folikiil hiicrelerine kandan iyodiir transferini, tiroglobulin sentezini, trioglobulinin liimene
salinimimi ve tiroglobulinin tirozin yapitaslarina iyot eklenmesini, tiroid hormonlarinin
dolasima salinmasini ve T4’lin T3 e ¢evrilmesini tetikler. Uzun siire TSH etkisi altinda kalan
tiroid bezinin hacmi ve damar miktari, protein sentezini artirmak i¢in artar. Tiroid bezinin
calismasi saglayan ii¢ dnemli sebep; uzun siireli soguga maruziyet, dstrojen hormonunun
hipofiz iizerindeki etkisi, adrenal bezin tiroid lizerindeki etkisidir (6).

Tiroid hormonlarinin kandaki diisiik seviyelert TRH uyarimini artirdigi gibi, kandaki
yiiksek seviyeleri ise TSH’1 negatif etkilemektedir. Negatif geri besleme mekanizmasi TSH
salimimi baskilayarak tiroid bezinin uyarilmasini engeller bdylece hormon iiretiminin

azalmasini saglar (Sekil 2).

HIPERTIROIDI

Hipertirodi, farkli sebeplere dayansa da genel olarak kandaki tiroid hormonlarinin
yiiksek seviyesi ile tanimlanir. Tiroid bezinin yliksek oranda tiroid hormonlarini liretmesi ve
salgilamasi, kan plazmasindaki hormon seviyesinin yiikselmesine sebep olur. Bu durumun
altinda yatan sebepler geri besleme mekanizmasindan, tiroid hormonlarinin dolasima
katilmasina, viicut hiicrelerinde T4’ten T; liretimine kadar olan herhangi bir basamaktaki

bozukluktan kaynaklanabilir.



Geri Besleme
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Kullaniminin
ve Uretiminin
Artmasi

Isi Uretiminin
Artmasi

Metabolizma
Hizinin
Artmasi

iskelet ve
Sinir Sistemi
Geligimi

Sekil 2. Hipotalamo-Hipofizer-Tiroid Aksi
(http://www.eu.elsevierhealth.com/media/us/samplechapters/9780723434276/978072
3434276.pdf adresinden modifiye edilmistir.)

Hipertiroidinin olusmasinda baslica, difiiz toksik guatr (Graves Hastaligl), subakut
tiroididit, toksik multinodiiler guatr (Plummer Hastalig1), toksik adenom gibi tiroid bezi
hastaliklar1 sorumludur. Hipertiroidi ile beraber ad1 anilan baska bir ifade ise tirotoksikoz’dur.
Tirotoksikoz, kandaki yiiksek oranda bulunan tiroid hormonu sirkiilasyonu sonucu olusan,
organizmada klinik olarak ortaya ¢ikan hipermetabolik durumu ifade eder (10). Tirotoksikoz,
kandaki tiroid hormonu seviyesine bagl olarak klinik bulgu vermedigi gibi hayati tehlike de
tastyabilir. Oliimciil olmas1 durumunda (tiroid firtinas1), acil miidahale edilmezse ¢oklu organ
yetmezligine ve oliime sebebiyet verebilir.

Hipertiroidi i¢in laboratuvar testleri, plazmada yiiksek T4 ve Ts, baskilanmis TSH
bulgusu verir (11). Hiperitroidi durumunda istah artisi, diplopi, dispne, halsizlik, sicaga
toleransin azalmasi, tremor ve kilo kaybi gibi belirtiler gozlenebilir (12). Belirtiler genel
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belirtiler oldugu igin nérolojik, kardiyolojik baska hastaliklarla karistirilabilir. Ozellikle
hiperadrenerjik hastalarla benzer belirtiler gosterir. Yasl kadinlarda hipertiroidiye genellikle
koroner kalp hastalifi veya enfeksiyon gibi hastaliklar eslik etmektedir (1). Hipertirodi
durumunda menstrual siklusta diizensizlik artar, amenore, oligomere gibi farkli tablolar
gozlenebilir.

Tiroid kaynakli bozuluklarin tedavi edilmemesi kalp rahatsizliklari, infertilite, kas

zay1fligi, osteoporoz, koma veya 6liimle sonuglanan komplikasyonlara sebep olabilir.

HIPERTIROIDININ GENEL ETKILERI

Hipertiroididen kaynaklanan komplikasyonlarda baslica faktor, kanda tiroid hormonu
seviyesindeki artis ve yiiksek seviyenin devam ettigi stiredir.
. Norolojik Etkileri: Tiroid rahatsizliklarinda genel olarak sinir sistemi komplikasyonlar1 kas
sisteminden ayr1 disiiniilemez. Belirtiler, néromiiskiiler belirtiler olarak kendini gosterir.
Tiroid hormonlarinin ilk hedef dokusu iskelet kaslaridir. Hastaligin seyrinde proksimal kas
zayifligi, kas agrisi, kas katiligi, kramp ve yorgunlukla bulgu veren miyopati gelisir. Yapilan
bir caligmada hastalarin %82’sinde proksimal kas zayifligina rastlanmistir. Serumda bulunan
fazla miktardaki hormonlar kas histolojisini etkileyerek kasilmay1 hizlandirmaktadir. Bununla
beraber dinlenme siiresi kisalir, glikojen kullanimi artar; fosfokreatin {iretimi azalir; laktat
tiretimi artar. Sonug olarak, kas proteinlerinin katabolizmasi hizlanarak kas yikimini tetikler.
Enerji ihtiyaci artan kas dokusu, zamanla gilindelik aktivitelerde ihtiyaci karsilayamaz olur
(13). Noromiiskiiler bulgular ve cesitliligi yasa gore degisiklik gosterir. Yaslhilarda miyopati,
uyusukluk, yalanci demans olarak goriiliirken, genglerde daha ¢ok titreme (tremor), ¢arpinti,
tasikardi, terleme gibi sempato-adrenal aktivite esliginde ortaya ¢ikmaktadir. Ozofagol ve
bulbar kaslarda gelisen kas zayifligt yutkunmada ve nefes alip vermede zorlukla
sonuglanabilir. Diyafragmatik kas zayiflig1 ise dispneye sebep olabilir. Molekiiler diizeyde
tiroid hormonlari, azot dengesini negatif yonde bozar; protein yikimini, lipid oksidasyonunu,
glikoz kullanimini artirir; glikojenoliz ve mitokondrial oksidasyonu artirir (14).

Hipertiroidinin siddetine bagli olarak sinirsel bulgular da gozlenebilir. Anksiyete,
sinirlilik, duygusal yogunluk, kaygi, konsantrasyon problemlerinden psikoza ve depresyona
kadar farkli belirtiler gelisebilir (14).

Tiroid hormonlarmin nérolojik etkileri postnatal dsnemde baslar. Ilk trimesterde tiroid
bezi aktif olmayan fetusun beyin gelisimi i¢in maternal T4 gereklidir. Aksonal ve dentritik

biiyiime, sinaptogenez, noral gog¢, miyelinizasyon tiroid hormonlarinin kontrolii altinda
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gelisir. Fetal beyin ilk trimesterde T4-T3 doniisiimiinii gergeklestirebilir. Gestasyonla beraber
fetal tiroid iiretimi ve tiroid hormonlar1 reseptorleri artmasina ragmen maternal T4 ve TRH
biiyiik oranda fetal dolasimda yer almaya devam eder(15).

2. Kardiyovaskiiler Etkileri: Kalp hastaliklar1 ve tiroid metabolizmasi arasindaki iliski
tek yonli degildir. Hipertiroidi hastalarinda eritropoez artar. Renin-anjiotensin-aldesteron
sistemi aktiftir. Bu olaylar, kan hacminin artmasina sebep olur. Hiicresel diizeyde ise
hiperitoridi, serum tiroid hormonlar1 seviyesine bagli olarak, miyositlerde kalsiyum ve diger
iyon kanallarinin ekspresyonunu kontrol ederek diastol siiresini uzatir. Sonugta, akut olarak
sistolik basing artar, diastolik basing diiser (16). Kardiyovaskiiler sistemde gelisen bu
hemodinamik ve hiperdinamik bozukluklar, kalbi yiiksek performansda ¢alismaya
zorlamaktadir. Aritm ve garpmnti hipertiroidide gozlenen belirtilerdir. Ozellikle yaslilarda
atriyal fibrilasyon hiperitoidiye eslik eder (1). Morfolojik olarak ise sol karincikta kalinlasma
gozlenebilir (16).

Akut ve kronik kalp hastaliklarinda sebebe bagli olarak, kanda tiroid hormonlari
miktarinda degisiklik gézlenmistir. Bu degisiklikler, kalp hastaliklarinin dolayli yoldan tiroid
bozukluklarin artmasina sebep olabilecegini gosterir (16).

3. Gastrointestinal Etkileri: T, hormonunun daha aktif form olan Ts’e periferdeki
doniisiimiiniin %20’si gastrointestinal sistemde (GIS) gergeklesir. Buna ek olarak tiroid
hormonlarmin GIS iizerindeki etkileri ¢ok ¢alisilmamis olsa da var oldugu bilinmektedir.
Tiroid hormonlarinin, bagirsak igeriginin bagirsak liimeninden kontrolsiiz bir sekilde viicuda
sizmasint engelleyen bagirsak ve mide epitel hiicreleri arasindaki siki baglantilari (tight
junction) kontrol ettigi ve bagirsak mukoza hattini iilserlesmekten korudugu bulgular arasinda
yer alir (17).

Hipertiroidili hastada, GIS ile iliskili genel belirtiler karmn agrisi, kusma, asir1 kilo
kaybi, yutma giigliigli, istah artisi, diyare olarak ortaya c¢ikmaktadir. Yutma giicliigii hem
hormonal degisiklik sebeiyle, hem de tiroid bezinin biliylimesine bagli olarak 6zofagusun
baski altinda kalmasiyla gelisebilir. Bununla birlikte, hipertiroidinin kaslarda olusturdugu
miyopatinin, 6zofagusu ve farinksi etkileyerek yutma giigliigiine sebep oldugu
diistiniilmektedir. Diyare ise hipertiroidide yaygin gozlenen bir belirtidir. Hipertiroidinin
bagirsak motilitesini artirdigr bilinmektedir. Bu durumun besinlerin bagirsaktan gecis
zamanmin kisaltmakta ve diyareye sebep oldugu diisiiniilmektedir. Intestinal mukoza
salgisindaki artig, yag emilim metabolizmasinin bozulmasi ve adrenerjik sistemin aktif olmasi

da diyarenin sebepleri arasinda sayilmaktadir. Hiperitoridide karaciger ve anorektal kanal

10



histolojisinde de bozulma oldugu saptanmistir. Karaciger enzimlerinin ve lezyonlariin arttig1
klinik bulgular arasindadir. Hipertiroidinin uzun siire tedavi edilememesi ile hastanin siroz
gelisme riski tasidigi bildirilmektedir (17). Yapilan bir ¢alismada, hipertiroidide bagirsak
florasindaki yararli ve zararli bakteri popiilasyonunun degistigi bildirilmistir (18). Bazi
caligmalarda ise Graves hastalarinin, 5 kat daha fazla Colyak hastaligina yakalanma riski
tagidiklari; Graves hastaligi ile iilseratif kolit arasinda paralel bir korelasyon oldugu
bildirilmistir (17,19).
4, Kemik Metabolizmasimma Etkileri: Tiroid metabolizmasi hem hormonlar tizerinden,
hem reseptorleri lizerinden kemik gelisimine ve mineralizasyonuna etki etmektedir. Dolaylt
olarak ise, biiyiime hormonu (Growth Hormone- GH), Insiilin benzeri Biiyiime Faktorleri
(Insulin-like Growth Factor-IGF), glukokortikoidler, Ostrojen ve androjenlerle iletisim
halinde kemik metabolizmasina etki eder. Tiroid hormonlarinin GH ve IGF’lerin
salgilanmasimi arttirdig1 diisiiniilmektedir. Iskelet sistemindeki birgok dokuda, tiroid hormon
reseptorlerinin varligi, farkli dokularin farkli yanitlarla tiroid hormonlarindan etkilendigini
gosterir. Buna ek olarak, hormon aktivitesinin hiicre i¢i T3 yogunluguna bagli oldugu ve
serum seviyesinden bagimsiz olarak osteoblastlarda T4 iin T3’e doniistiiriildiigii bilinmektedir.
Kemik olusumu ve kemik yikimini uyaran tiroid etki mekanizmasi, yasa gore degisiklik
gosterir. Tiroid, kemik olusumunda ostaoblastlarin ¢ogalmasi, farklilasmasi ve apoptozunu
kontrol ederken; osteonektin, Tip | kollajen, alkalin fosfataz, metalloprotein ve IGF gibi
molekiillerin liretimini artirir. Kemik yikiminda ise osteoklast farklilasmasini ve farklilagsma
faktorleri olan Interldkin 6 ve prostoglandin gibi molekiilleri arttirdig1 bildirilmistir (20).
Hipertiroidi T4-T3 doniistimiinii azaltir; buna bagli olarak, mineralizasyon azalir ve
kirillganlik artar. Yiiksek seviye tiroid hormonlariin osteoblastik ve osteoklastik aktiviteyi
arttirdigr gozlenmistir. Her iki aktivitenin artmasi kemik dongiisiinii hizlandirarak olumsuz
yonde etkiler ve kemik yapisinin bozulmasina sebep olur. Bu bozulma, viicudun mineral
homeostazisinde biiyiik degisikliklere sebep olur (13). Tiroid hormonlar1 fazlaliginda iiriner
sistemden normalden 3 kat daha fazla kalsiyum atildig: tespit edilmistir. Ayn1 zamanda Na®

2 renal absorpsiyonunu da

seviyesine bagli olarak, fosfat kanallarini aktive ederek Ca’
artirmaktadir. Hipertiroidide hiperkalsemi gelismesi; kemik yikimi ile agiga ¢ikan kalsiyuma
ve bobrek, GIS’ten kalsiyumun artan geri emilimine bagli olarak kanda Ca*? seviyesindeki
artmasindan kaynaklanir. Serumda artan Ca*? daha sonra ECM’ye aktarilarak diger dokulari

etkiler. Benzer sekilde serum fosfat miktar1 da artar. Hipertiroidi vakalarinda hiperkalsemi
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insidansinin %8-22 arasi oldugu rapor edilmektedir. Hiperkalsemi gelisiminde hipertiroidi ile
birlikte anderenerjik tonunun artmasi da etkili oldugu diistintilmektedir (20).

Klinik olarak c¢ocuklarda ve genglerde, hipertiroidinin kemigin biiylime hizini,
mineralizasyonu ve ossifikasyonu artirdigi, ama son boy uzunlugunu sinirlandirdigi tespit
edilmistir. Biiylime plaklarindaki hizlanmanin, tiroid hormonlarinin fibroblast biiyiime
hormonu (fibroblast growth hormone- FGH), GH, IGF-1 ve Wnt sinyal yolagina etki ederek
gelistigi diisiiniilmektedir (13). Eriskinlerde ise kemik kiitlesinde azalma, mineralizasyonda
azalma, kirilganligin artmasi ve osteoporoz goézlenmistir (20).

5. Ureme Sistemine Etkileri: Tiroid bezinin cinsiyet gelisimini ve eriskin disi iireme
sistemini etkiledigi bilinmektedir. Fakat fetal donemde disi iireme sistemi gelisimine bir etkisi
olduguna dair bir bulgu yoktur. Tiroid bozukluklarinin iireme fonksiyonu, fetal gelisimi ve
fertiliteyi olumsuz etkiledigi yapilan arastirmalarda ortaya konmustur (21).

Disi siganlar iizerine yapilan bir ¢alismada, farkli dozlarda T3 verilen siganlarin dozaja
bagli olarak Ostrus donglilerinde diizensizlik tespit edilmistir. Uterusta Ostrojen direnci
olustugu, buna bagli olarak fonksiyonel bozukluklarin gelistigi belirtilmistir. Yiiksek dozda T3
enjekte edilen sicanlarda ise gebelik olusmadigi gozlenmistir (22). Hipertiroidi olusturulan
sicanlarla yapilan baska bir calismada, gelisen korpus luteumda hipertirofi, uterus
endometriyumunda desidual onciil hiicre sayis1 ve kollajen miktarinda artma, endometriyum
vaskiiler yataginda genisleme tespit edilmistir (23).

Hipertiroidinin steroid metabolizmasma etki ettigi yapilan c¢aligmalarla ortaya
konmustur. Disi siganlar {izerinde artan dozda T3 verilerek yapilan bir arastirmada doz arttik¢a
adrenal bez agirhigmin ve DNA igeriginin arttigi, tirotoksikozlu kadinlarda ise Ostrojen
tretiminin, luteal ve folikiiler fazda serum Luteinizan Hormon (LH) un arttig1 rapor edilmistir
(24). Karacigerde iiretilen cinsiyet hormonu baglayici globiilin (Sex hormone binding
globulin; SHBG)’nin hipertiroidi durumunda arttig1 goriilmistiir (22,24).

Puberteden oOnce goriilen tirotoksikozun ise menstruasyon yasm ileri attigi
bildirilmistir. Hipertiroidinin infertilite lizerine etkisi net bilinmemekle beraber, infertilite
etiyolojisinde hipertiroidi de sebepler arasinda sayilmakta ve otoimmiin kaynakli tiroid

hastaliklarini tasiyan kadinlarda infertiliteye daha sik rastlandigi rapor edilmektedir (23).
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HIPERTIROIDI VE GEBELIK

Gebeligin olusmasi, fetusun saglikli gelisimi ve laktasyon donemini kapsayan siiregte,
tiroid 6nemli gorevler iistlenir ve bozukluklari olumsuz olarak hem anneyi hem fetusu etkiler.
Tiroid bozukluklarinin gebelik iizerindeki etkileri, bozuklugun stiresi ve siddeti ile ilgilidir.

Normal gebelikte baslica tiroid metabolizmasinda ortaya ¢ikan degisiklikler sunlardir:

1. Tiroksin baglayict globiilin (TBG) miktarinin artmasi: Artan Ostrojen miktarina bagl
olarak serumda tiroksinin tasmmmasiyla gorevli olan TBG miktar1 artar ve gestasyon
siiresince yiiksek kalir.

2. Insan koryonik gonadotropin hormonu (human chorionic gonadotropin hormone- hCG)
tiretiminin artmast: TSH reseptorlerine baglanarak tiroid bezini uyarir ve tiroid yapimini
artirtr. Gebeligin 8-14. haftalarinda gelisen gestasyonel hipertiroidinin sebebi oldugu
diisiiniilmektedir. hCG’nin diismesiyle tiroid hormonlar1 normale doner.

3. lyot ihtiyacinin artmasi: Gebelikle birlikte renal kan akim hizinin ve glomeriiler filtrasyon
hizinin artmasiyla, idrarla asir1 iyot kaybedilmesi ve fetusa transplasental yolla iyot
transferinden dolay: iyot ihtiyaci artar. Iyot eksikligi giderilmedigi durumda annede
guatr gelisir.

4. Tiroid hormonu {iretiminin %50 artmasi: TBG seviyesinin artmasi, kan plazmasinda
hacimsel artis gibi sebepler plazmadaki tiroid hormonu konsantrasyonunu diisiirtir. Diger
fizyolojik sebeplerin etkisiyle tiroid hormonu yapimi artar.

5. Gebelikle O; tiiketimi artmasi: Bazal metabolizma hizi artar (25).

Tedavi edilmeyen hipertiriodi anne ve fetusta komplikasyonlara sebep olabilir.
Annede goriilen hipertiroidi sebeplerinden en yaygin olan1 otoimmiin bir hastalik olan Graves
hastaligidir. Tiroid TSH reseptorlerine karsi tiretilen IgG yapisinda olan antikorlar (TSH-AD),
tiroid bezini siirekli uyararak tiroid hormonlarini iiretmesine sebep olur (26). TSH-Ab
plasentadan gecebilir ve fetal dolasima katilir. Hipertiroidinin gebelikteki prevalans1 %0.02-
0.05’tir ve hastaligin en sik goriildiigli yaslar dogurganligin en verimli oldugu 20-40 arasidir
(25).

Hipertiroidinin sebep oldugu maternal komplikasyonlar: abortus, plasenta dekolmana,
prematiire dogum, tiroid firtinasi, pre-eklampsi, kongestif kalp yetmezligi, hiperemezis, ve
enfeksiyondur. Fetal komplikasyonlar ise o6lii dogum, konjenital anomali, hipotiroidi,
tirotoksikoz, guatr, intrauterin gelisme bozuklugudur. Fetal komplikasyonlarin en temel

sebebi anneden gelen antikorlar ve tiroid ilaglaridir (26).
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Yapilan bir arastirmada artan dozda T3 uygulamasinda, uterusun Ostrojene direng
gelistirmesinden dolayr kasilma problemleri gelistigi ve dogumun zorlastigi, bir batinda
dogan yavru sayisinin azaldigi -diisiik sayida gebelik veya 6lii dogumda artig- ve gestasyon
stiresinin uzadigi tespit edilmistir. Yiiksek doz tiroid hormonunun hipotalamusu etkilemesi ve
hipertiroidi durumunda prolaktinin azalmasindan dolayr koruma, besleme i¢gilidiisiiniin
kayboldugu, kanibalizmin arttig1 goézlenmistir. Hamilelik siiresince tiroid hormonunun meme
bezleri gelisiminde etkili oldugu bilinmektedir. Hipertiroidinin siit {iretimini azalttigi, yapilan

caligmalarla hiicre diizeyindeki bulgularla ortaya konmustur (21).

UTERUS

Uterus embriyonun gelistigi, doku yenilenmesi ve sekillenmesi bakimindan plastisitesi
en yliksek, disi lireme sisteminde yer alan en biiyiik organdir. Boyutu, sekli ve agirligi dogum
sayisina ve Ostrojen miktarina gore degisir. Birinci fonksiyonu implante olan embriyoyu
beslemektir. Uterusta gergeklesen Onemli morfolojik degisimler ovaryumdan ve gebelik
boyunca embriyodan gelen hormonal sinyal dongiisiine yanit olarak gelisir. Gebelik boyunca
uterus agirligi miyometriyal diiz kas tabakasinin hipertirofiye ugramasindan ve hiperpilaziden
dolayr 10 kata kadar artar . Ovaryan steroid hormonlarin etkisinde dogurgan bir kadinin
uterusu iki farkl siirece girer. Birincisi fertilizasyonun olmadigi dénemlerde dongiisel olarak
ortaya cikar ve insanlarda menstrual dongii, sicanlarda ve farelerde ise ostrus dongiisii adini
alir. Ikinci siirec ise gebelik gelismesi durumunda, uterus endometriyum stroma hiicrelerinin
farklilasmasiyla baslar (27). Sicanlarda ve farelerde de bikornual yapidaki uterusta ¢oklu
gebeliklerin gelisimi i¢in ayni stire¢ goriiliir.

Uterusun hi¢ dogum yapmamis kadinlarda ortalama yiiksekligi 8 cm, kalinlig1 2.5 cm,
genisligi ise 5 cm’dir (28). Normal bir uterus yaklasik 100 gram iken gebelik sonunda 1 kg’a
cikabilir ve dogumdan 4-5 hafta sonra normal agirhigina kavusabilir. Dogumdan sonra

involusyonda, nekroz ve apoptozis mekanizmalari islemektedir (27).

UTERUS ANATOMISI VE EMBRIYOLOJISI

Uterus fundus, korpus, isthmus, serviks olmak {izere 4 anatomik bolgeye ayrilir (Sekil
3). Fundus uterusun fallop tiiplerine baglandigi iist kismidir. Uterusun kashi goévde kismi
korpus; korpus ve serviks arasinda uzanan endometrial kavitenin daraldigi kisma isthmus adi
verilir . Serviks yaklasik 2-3 cm uzunlugunda uterusun vajinaya agilan boyun kismudir.

Serviksin ortasinda servikal kanal bulunur. Endometrial kavitenin serviks kanali ile bulustugu
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bolgeye internal ostium, servikal kanalin vajinaya a¢ildig1 bolgeye ise eksternal ostium adi
verilir (29).

Fundus

Fallop Tiipii \ Fallop Tiipii

Ovaryum Ny ¥ Ovaryum

| | & Y/
Korpus — | y .
Uterus Endometriyum
Isthmus —{ Miyometriyum
Serviks
—Vajina

Sekil 3. Uterus Anatomisi

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK65941/figure/CDR0000257805_ 158/ adresinden modifiye
edilmistir)

Uterusun endometriyum ve miyometriyum tabakalari mezodermal kdokenli olup
prenatal 8. ve 9. haftada miilleryan tiiberkiiliiniin birlesmesinden sonra gelisir. 20. haftaya
kadar endometirum tek katli prizmatik epitel hiicreleri ile ince bir stromadan olusur. 20.
haftadan sonra epitel hiicreler stromaya dogru gocerek endometriyum bezlerini olusturur.
Dogumda endometriyum epiteli algak prizmatik veya kiibik epitel hiicrelerinden meydana
gelmektedir ve inaktif durumdadir. Endometriyal mukoza tabakasi 0.5 mm kalinligindadir ve

puberteye kadar bu durum korunur (30).

UTERUS HiSTOLOJISI
Uterus histolojik olarak 3 katmandan meydana gelir (Sekil 4):
Tunika seroza (perimetriyum): Ser6z karakterlidir. Uterusa giren damarlar ve sinirler

bulunur.
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Tunika muskularis (miyometriyum): Diiz kas hiicrelerinden (uterus miyositleri) olusur. Kas
tabakas1 lic katmandan olusur. En dista longitudinal uzanan kaslarin olusturdugu
supravaskiiler tabaka (Stratum supravaskiilare), ortada sirkiiler yerlesimli kas hiicrelerinin
olusturdugu vaskiiler tabaka (Stratum vaskiilare), i¢te longitudinal uzanan kas tabakasi
subvaskiiler tabaka (Stratum subvaskiilare) bulunur (7). Uterusa giren arteria uterina
miyometriyuma girdikten sonra uterusu sararak sirkiiler olarak stratum vaskiilare tabakasinda
ilerler ve 6n-orta hatta anastomoz olusturur (31).

Tunika mukoza (endometriyum): Uterusun mukoza katmanidir. Tiibiiler organlardan farkli
olarak submukoza bulunmaz (7). Puberteden once inaktif olan endometriyum, puberteyle
birlikte dogurganligin bittigi menopoz donemine kadar yaklagik 28 giinde bir tekrar eden
menstrual dongiiye girer. Endometriyum tabakasi gegirdigi morfolojik degisimlerden dolay1
fizyolojik olarak iki kisimda incelenir: asil degisimin oldugu endometriyumun apikal 2/3’liik
kismindan olusan fonksiyonel tabaka (stratum fonksiyonalis), endometriyumun geri kalan

kismindan olusan bazal tabaka (stratum bazalis) (Sekil 4) (7).

UTERUS FIZYOLOJISI

Endometriyum ve Menstrual Dongii

Hipotalamo-hipofizer hormonlarin regiilasyonu ile {retilen steroid hormonlari,
ovaryum ve uterusun paralel olarak degisim gecirmesine sebep olmaktadir. Dogurganlik
caginda bir kadmin uterusu, her ay embriyo implantasyonuna ve gelisecek gebeligin
devamina hazirlik yapar (7). Gebelik olmamasi durumunda uterus eski haline doner ve
hazirligin tekrarlar. Gebelik olmasi durumunda ise endomtriyum, stroma hiicrelerinin
farklilasmaya bagslamasiyla yeni bir siirece girer. Puberteye ulasmamis kiz ¢ocuklarinda ve
menopoz donemindeki kadinlarda, endometriyum inaktiftir ve ince bir bag dokuya
sahiptir(30).

Arteria uterinadan gelen radyal arterler bazal tabakaya diiz arterler, fonksiyonel
tabakaya spiral arterler olmak {izere dallanmalar gonderir. Spiral arterlerin endometriyuma
yakin distal kism1 menstrual dongli esnasinda Ostrojen ve progesteronun etkisi altinda her
menstrual dongiide sirayla hipertirofi ve atrofiye ugrar. Fonksiyonel tabakanin, spiral
arterlerin hipertirofi olmasiyla kalinligit 6 mm’ye kadar artar. Atrofi olmasi durumunda ise

kalinlig1 normale doner (1mm) (7,31).
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Sekil 4. Uterus histolojisi ve katmanlari
(http://medcell.med.yale.edu/systems cell biology/female reproductive system lab.
php adresinden modifiye edilmistir.)

Menstrual dongii, proliferasyon, sekresyon ve menstruasyon olmak iizere ii¢ fazdan
olusur (Sekil 5).

Proliferasyon fazi: Endometriyum proliferasyon fazi Oncesi yaklagik 1 mm
kalinligindadir. Fonksiyonel tabaka incedir; endometriyum bezlerinin bazal kismini ve spiral
arterlerin proksimal kismini1 igeren bazal tabaka belirgindir. Ovaryumda folikiillerin
gelismesiyle artan Ostrojen miktarina bagli olarak endometriyumun epitelyal hiicreleri, stroma
hiicreleri, kan damarlar1 artmaya baslar (31). Bezlerin bazal kisimlarindan epitelyal hiicreler
endometriyuma go¢ eder, stroma hiicreleri cogalir, kollajen ve ara madde tiretimi artar. Spiral
arterler proksimalden distale dogru uzamaya baglar. Endometriyum kalinlhigi yaklagik 3
mm’dir. Yeni olusan bezler dar liimenli ve epitelyal hiicrelerin bazal kisimlarinda bulunan
glikojen graniilleri ile karakterizedir. Menstruasyonun 5. giiniinde mitotik aktivite ayirt
edilebilir ve 16-17. giine kadar devam eder (7).

Sekretuar faz: Ovulasyon sonrasinda (menstruasyonun yaklasik 14. giinii) ovaryumda
olusan korpus luteumdan salgilanan progesteron, fonksiyonel tabakada daha biiyiik
degisimlere sebep olur. Endometriyum stromasi 6demli hale gelir, bezler biiyiir, liimenleri
salgi ile dolu sekilde kese goriiniimiini alir (7,31). Vaskiilarite artar, spiral arterler liimene

kadar uzanir ve daha kivrimli hale gelir. Endometriyum kalinligi 5-6 mm’ye ulasir ve mitotik
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aktivite yavaslamistir. Bezler tarafindan iiretilen mukoid, glikojen ve besin unsurlari

bakimindan zengindir (7).
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Sekil 5. Menstrual dongii : A- Sematik gosterimi, B- Endometriyum histolojisi.
(http://medcell.med.yale.edu/systems_cell biology/female reproductive system_lab.php
adresinden modifiye edilmistir.)

Menstrual faz: Ovulasyon sonrasi fertilizasyon olmamasi durumunda, korpus luteum
10 giin kadar progesteron salgilamaya devam eder sonra atrofi olur. Ovaryumdan progesteron
ve Ostrojen saliniminin azalmasi ilk olarak endometriyumun kan yatagimi etkiler. Spiral
arterlerin kasilmaya baslamasi fonksiyonel tabakanin iskemi olmasia neden olur. Bezler
fonksiyonlarin1 kaybeder, stromada 6dem azalir (7,31). Yiizey epiteli bozulur ve kan
damarlar1 parcalanmaya baslar. Once yiizey epiteli ve stroma hiicreleri dokiiliir. A¢iga ¢ikan
ven ve arterlerden kanama baglar. Fonksiyonel tabaka bazal tabakaya inene kadar dokiilme

devam eder. Spiral arterler kasilmaya devam ettigi i¢in kanamanin ¢ogu venlerden
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kaynaklanir. Bu donem yaklagsik 5 giin siirer (7). Kanamanin durmasi, ovaryumda yeni bir
folikiil gelismesi ile paraleldir. Proliferasyon fazi basinda yiizey epiteli hizla prolifere olur

(38).

Endometriyum ve Gebelik

Menstrual dongiliniin  22-24. giinlerinde ortaya ¢ikan implantasyon penceresi,
fertilizasyon ve implantasyon gerceklesmisse endometriyumun farklilagmasi ile devam eder.
Blastokistin implantasyonu ile endometriyum uyarilir ve stroma hiicreleri glikojen agisindan
zengin prostoglandin sentezleyen desidual hiicrelere farklilagsmaya baglar. Bu farklilagsmaya
desidualizasyon ad1 verilir (7). Desidua tabakasi1 gebelik i¢in 6zellesmis olup prolaktin, renin,
IGF ve IGF baglayici proteinler (IGFBP) gibi 6nemli proteinleri salgilar; glikojen ve yag
depolar; trofoblastlarin invazyonunu kontrol eder. Ilk donem fetal/maternal iletisimde
parakrin ve otokrin rol oynar (32). Gestasyonla birlikte yer aldigi bolgeye gore yapist
farklilagir ve biitiin endometriyumu sarar. Implantasyonun oldugu bélge yani plasenta
yatagiin gelistigi bolge her zaman aktif durumdadir. Bu kisma desidualis bazalis ad1 verilir.
Uterusun plasenta yataginin gelistigi duvarinin karsisinda bulunan duvarda yer alan desidua
tabakasina desidualis parietalis adi verilir. Embriyonun koryon zarinin digini saran kismina
desidualis kapsiillaris ad1 verilir. Ugiincii aym sonunda fetusun biiyiimesiyle desidua parietalis
ile desidua kapsiillaris kaynasir ve aralarindaki uterin kavite kaybolur. Desidua bazalis’de
ECM kollajen agisindan zengindir ve embriyonun invazyonu esnasinda yeniden sekillenir

(33). Desidua tabakasinin bir kism1 dogumda plasenta ile birlikte dokiiliir.

PLASENTA

Plasenta fetal/maternal aligveriste rol oynayan kompleks bir organdir. Fetal/maternal
iletisimde metabolik olaylarin ger¢ceklesmesini saglar ve endokrin organ olarak gorev yapar.
Fetal/maternal aligveriste plasentanin hemokoryal yapisindan dolayr her iki tarafin kan
destekleri birbirine karismaz. Besin, gaz, hormonlar, elektrolitler, maternal antikorlar, ilag ve
metabolitleri, artik tirlinler plasenta araciligi ile anneden fetus kan dolasimina, fetustan anne
kan dolasimina aktarilir (34). Metabolik olarak yapim ve yikim olaylarini diizenler. Boylece
anneden gelen maddelerin fetal kan dolasimina girmesini kontrol eder. Ornek olarak T4’ii T3’e
cevirmesini ve fetal tiroid hormonu ihtiyacini karsilamaya yardimci olmasini verebiliriz.
Endokrin olarak, hCG, insan Kkoryonik somatomammotropin (human Chorionic
Somatommamotropin-hCS), insan koryonik tirotropin (human Chorionic Tyrotropin-hCT),
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insan koryonik kortikotropin (human Chorionic Chorticotropin-hCACTH), progesteron ve

Ostrojen salgilar (35).

PLASENTA ANATOMISI VE EMBRIYOLOJISI

Gebeligin son doneminde (term) normal bir plasenta yuvarlak disk seklinde bir
organdir. Yaklasik 22 cm capinda, merkezi kalinligi 2.5 cm ve yaklasik agirligr 500 gr’dir
(36). Plasentadan plasentaya bu degerler degisiklik gosterebilir. Kan destegi lizerine gelisen
bir organ oldugu i¢in boyutunu kan hacmi etkiler. Plasenta hem maternal hem fetal dokunun
bir araya gelmesiyle olusmustur. Iki yiizii vardir (Sekil 6A).:

Fetal yiiz: Koryonik tabaka fetal yiizii kaplar. Koryonik tabakanin fetusa bakan
kisminda ise tek katli epitel doku, amniyonik mezensim ve bag dokudan olusan amniyon zar1
bulunur (37). Umblikal kordon koryonik tabakaya eksentirik giris yapar. Koryonik mezensim,
koryonik umblikal kordondan gelen koryonik damarlar igerir. iki umblikal arterden koken
alan koryonik arterler fetal yiizeye dagilir ve villuslara dallanmalar gonderir. Koryonik venler
villus venleri olarak dagilir ve genelde koryonik arterlere yakin ilerlerler. Koryonik venler
toplanarak bir umblikal vende birlesir (36,37).

Maternal yiiz: Bazal katman maternal yiizii ifade etmektedir (Sekil 6A). Bazal
katman fetal ekstravillus trofoblastlar (EVT) ve uterus desidua hiicreleri, ECM, fibronoid ve
kan pihtis1 igerir. Yiizey yariklarla birbirinden ayrilan sayis1 10-40 arasinda degisen ylizeyi
diiz kabartilar halinde goriiniir. Bu bdlmelere lob (kotiledon) adi verilir. Loblar koryonik
tabakadan intervilloz araliga dogru biiyiiylien villus agaglarimin biraraya gelmesiyle
olusmustur. Bir villus agaci1 plasenton denilen plasentanin fonksiyonel en kii¢iik birimidir
(Sekil 6A). Yariklar loblarin siirlarini belirleyen plasental septalar: ifade eder. Term plasenta
60-70 villus agac1 (fetal lob) icerir. Her maternal lob 1-4 fetal lobdan olusur (36).

Plasenta kenarlarinda ise koryonik ve bazal katmanlar birlesir koryon leveyi olusturur.
Koryon leve ii¢ katmandan olusur: epitel ve mezensim dokusuyla amniyon, mezensim ve
EVT katmaniyla koryon ve desidua kapsiillaris.

Plasenta gelisiminde fetal/maternal dolasim ilk olarak uteroplasenta dolasim sistemi
olarak gelisir. Plasenta fertilizasyonun 4. ve 5. giinlinde blastokistte farklilasan trofoblast
hiicre tabakasindan kdken alir. Implantasyondan sonra bu tabaka plasenta ve fetal zarlara, i¢
hiicre kiitlesi ise embriyoya, umblikal kordona ve plasenta mezensimine farklilasacaktir.

Blastokist uterus epiteline 6-7. giinde tutunur. Plasenta bu siirecte farklilagsmaya baglar.

Sadece embriyoblast kutbundaki trofoblastlar (polar trofoblastlar) implantasyonu
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gerceklestirip tamamlayabilir. Polar trofoblastlar farklilagir ve tek nukleuslu hiicrelerin
kaynasmasi ile ilk ¢ok niikleuslu sinsityotrofoblastlar olusur. Sinsityotorofoblast katmaninin
altinda bulunan tek niikleuslu trofoblastlara ise sitotrofoblast adi verilir. Sitotrofoblast kok
hiicre gibi gorev yapar, hizla boliinlir ve kaynasarak sinsityotrofoblastlar1 olusturur. Bu

asamada maternal dokuyla irtibat halinde olan hiicreler sadece sinsityotrofoblastlardir.
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Sekil 6. Kotiledonun yapisi; A- Sematik gosterimi, B- Koryonik villus cesitleri
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK53256/ adresinden modifiye edilmistir.)

Sinsityotrofoblast katmani i¢inde sivi dolu lakiinler 8. giinde olusur ve biliyiliyerek
trabekiil adin1 alir. Bu asamada li¢ tabaka gozlenir: embriyoya bakan erken donem koryonik
tabaka, lakiiner sistemin yer aldig1 tabaka ve maternal endometriyum ile irtibat halinde olan
primitif bazal tabaka (7).

Invaze olan sinsityotrofoblastlarin hedef dokusu maternal kapiller ve vendz
damarlardir. Damarlarin aginmasi ile maternal kan hiicreleri lakiinlerin i¢ine dolmaya baslar
ama asill maternal plasental dolasim sinsityotrofoblastlarin arterleri asindirmasiyla

baslayacaktir. Bu asamada lakiinlerin i¢inde daha ¢ok ven6z kan bulunur (7).
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Blastokist, 12. giinde endometriyuma tamamen gOmiilmiistiir. Blastokistin
abembriyonik kutbunda olusan lakiinler kiiciik ve trofoblast tabakasi incedir. Embriyoda
gelisen ilkel ¢izgi (primitif streak)’den koken alan ekstraembriyonik mezodermal hiicreler,
sitotrofoblast hiicreleriyle koryonu olusturmak icin sitotrofoblast hiicrelerine dogru go¢ eder.
Koryon sitotrofoblastlar1 daha sonra sinsityotrofoblastlara dogru penetre olarak ekstravillus
sitotrofoblastlar1 olusturacaktir. Interstisyal alanda bulunan EVT tabakasi endometriyum
stromasina invaze olur ve spiral arterleri agindirir (7).

Trabekiillerde ilk dallanmalar 13. giinde goriilmeye baslanir. Olusan ilk primer
koryonik villuslar sinsityotrofoblast tabakasanin icinde sitotrofoblast tabakasi ile
karakterizedir . Daha sonra ekstraembriyonik mezodermal hiicreler trabekiiller i¢ine dogru
gbc eder ve primer koryonik villusalarin mezensimal kismini olusturarak sekonder koryonik
villuslara doniismesini saglar. Mezoderm i¢cinde hematopoetik progenitdr hiicreler olusmaya
ve farklilasmaya baslar (7).

[k plasental kan hiicreleri ve endotel hiicreleri embriyonun vaskiiler sisteminden
bagimsiz olarak 20. giinde gelismeye baslar. Plasental damarlarin gelismesiyle tersiyer
koryonik villuslar gelisir (7).

Villuslar koryonik yiizeyin tamamini 8. haftaya kadar kaplar (7). Fakat desidua
kapsiillarisle temas halindeki villuslar zamanla dejenere olur. Desidua bazalis iizerindeki
villuslar farklilasarak artar ve dallanmalarini derinlestirerek koryon frondozumu olusturur.
Dérdiincii ve besinci aylarda koryon frondozum plasental septumlar araciligiyla kotiledonlara

ayrilir. Desidua bazalis sikilagarak bazal tabakay: olusturur.

PLASENTA HISTOLOJISI

Plasenta gelisimi bircok anjiyogenik biliyiime faktorii, sitokin, hiicre adhezyon
molekiilleri, biiylime faktorleri, ekstraseliiler metalloproteinazlari, hormon ve transkripsiyon
faktorleri gerektirmektedir.

Plasentanin onciilii olan sitotrofoblast hiicreleri, asindirma 6zelligi olan mitotik olarak
aktif sinsityotrofoblastlarla kaynasan i¢ hiicre tabakasidir (Sekil 7B). Sinsityotrofoblast ¢ok
niikleuslu dev hiicreler olarak karsimiza ¢ikar. Endometriyumu invaze eder, mitotik olarak
inaktiftir. Cok gelismis Golgi aygitlarina, Endoplazmik retikuluma (ER), cok sayida yag

graniiliine ve mitokondriyona sahiptir (7).
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Plasentanin fonksiyonel birimini villuslar olusturur (Sekil 7A). Villuslarin stromasinda
bag doku ile birlikte retikiiler hiicreler, mezensimal hiicreler, fibroblastlar, miyofibroblastlar,

diiz kas hiicreleri, makrofajlar, fetal-plasental antijen sunan hiicreler olarak

Uterus Plasenta Umblikal Kord

Koryon Desidua bazalis
i 1

Koryonik villus

Umblikal Kord

Sinsityotrofoblast

Sekil 7. Plasentanin yapisi; A- Plasentanin yerlesimi ve katmanlari, B; Koryonik villus
histolojisi
(http://portal.faf.cuni.cz/Groups/Experimental-Pharmacology-and-Drug-Interactions/Research-
Projects/Drug-transport-across-the-placenta/ adresinden modifiye edilmistir.)

bilinen Hofbauer hiicreleri bulunur. Hofbauer hiicreleri fetal kaynakli villoz makrofajlaridir

().
Villus yapilar1 morfolojik olarak farklilik gosterir. Term plasentada intervilloz alanda
bulunan villuslar, villus yapisi, damar yapilari, histolojik 6zelliklerine gore 5 smifa ayrilir.

(Sekil 6B).
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Kok villuslar (Stem villus): Gorevi villus dallanmalarinin yapisint desteklemektir.
Koryonik tabakayla irtibat halindedir. Trofoblastik dejenerasyon azdir ve az fetal kapiller
damar igerir. Bu tabaka villuslarda fetal/maternal degisim az diizeydedir. Yapisal olarak
yogun fibréz stroma ve damarlar igerir. Gestasyon ilerledik¢e azalir yerini fibrinoid yapiya
birakir (36).

Immatiir intermediate villuslar: ilk ve ikinci trimesterde degisimin gerceklestigi ana
bolge denebilir. Villus agaciin biiyiidiigii ve dagildigr bolgedir. Kok villuslarin devami
seklindedir. Distaki sinsityotrofoblastlar gestasyon boyunca kalicidir. Gevsek veya retikiiler
stroma, Hofbauer hiicreleri, daha belirgin damarlar ve yer yer sitotrofoblast hiicrelerinden
olusur (36).

Matiir intermediate villuslar: Uzun, ince ve fetal damarlar agisindan zengin
villuslardir. Terminal villuslar1 olusturur ve fetal/maternal degisim i¢in dnemlidir (36).

Terminal villuslar: Plasentanin fonksiyonel birimleridir. Elektrolit, O, ve CO,, besin
aligverisi yapilir. Terminal villuslar kok villuslarla aradaki yapilar araciligiyla baghidir.
Termdeki plasentada terminal villuslar kiiciik, daha az stromasi olan ve kesintili sitotrofoblast
katmaniyla taninir. Fetal kapiller damar ile sinsityotrofoblast arasindaki mesafe ince bazal
membran kadardir; bdylece fetal/maternal aligveris mesafesi ~3.7 um’ye diiser. Plasentanin
villus hacminin %40’m1, ufak caplarindan dolay1 villus yiizeyinin %50’sini, villus kesit
alanlarinin %60°1n1 olusturur (36). Bazi terminal villuslar intervilloz alanda serbest iken
bazilar1 desiduaya tutunur ve plasentanin yapisal olarak sabit kalmasini saglar. Plasenta 15-28
kotiledondan olusur. Her kotiledon bir kok villusun 3-5 immatiir ve matiir intermediat
villuslara boliinmesiyle, onlarin da 10-12 terminal villuslara dallanmasiyla olusur (7).

Mezensimal villuslar: Villus proliferasyonunun ve biitiin endokrin aktivitenin oldugu
bolgedir (36).

Plasenta villus yapisi mezensimal villus olusumu ile baglar. 5.haftaya kadar sadece
mezensimal villuslar bulunur. Mezensimal hiicreler bu villuslara daha sonra gé¢ ederek
immature intermediat villuslar1 olusturur. Bu villuslar 8-22. haftalarda baskindir. Plasenta
kan damarlart olusmaya baslamistir. Villuslar daha sonra faklilasarak ©nce matiir
intermediate, sonra terminal villuslart olusturur. Trofoblastlarin artmasi ve parmak benzeri
cikint1 olusturmasi, mezensimal gogii ve lokal fetal anjiyogenezi tetikler. Villus i¢i fetal

damar gelisimi ve fetal/plasental kan akim1 yaklasik 6-8. haftalarda baslar (38).
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SPARC

Secreted Protein Acid and Rich in Cystine (SPARC), ayn1 zamanda Osteonektin ve
BM-40 olarak da bilinir. SPARC kalsiyum baglayic1 matriseliiler glikoprotein olup ilk olarak
sigir kemiginin kollajen olmayan ana bileseni oldugu bulunmustur (39). Sigir aort endotel
hiicrelerinden 43 kDa olarak izole edilmistir. Daha sonra tiimdr bazal membraninda yogun
olarak bulunan matriks bilesenlerinden BM-40 ile ortolog oldugu tespit edilmistir (39,40).

Matriseliiler proteinler hiicre-matriks etkilesimini yoneten ekstraseliiler regiilator
makromolekiilleri kapsar, fakat ECM yapisina katilmaz. Matriseliiler molekiillerin salgilanan
glikoprotein alt grubu SPARC, trombospondin 1 ve 2, tenasin C ve X, osteopontin
molekiillerini igerir. Yapisal olarak farkli olsalar da fonksiyonel olarak ilgkilidirler. Hepsi
hiicre adhezyonunu engelleyerek hiicrenin yuvarlak kalmasini ve hiicre-matriks iletisiminin
kisitlanmasini saglar. Doku yenilenmesi ve yeniden sekillenmesi, embriyonik gelisim gibi
hiicrenin adhezyondan kurtulmasini ve yuvarlanmasini gerektiren durumlarda bu grup
proteinlerin ekspresyonuna ihtiya¢ vardir. Bu yilizden, matriseliiler proteinler geleneksel
kollajen, fibronektin gibi adhesif ve yapisal kararliligi saglayan ekstraseliiller matriks
proteinlerinden farklidir (40).

SPARC farede 11. Kromozom, insanda 9.kromozom fiizerinde bulunan tek-kopya gen
triintidiir. Dizilim analizleri, sigir, fare ve insan SPARC dizilimlerinin yiiksek oranda
birbirine benzediklerini ortaya koymustur. Omurgali SPARC c¢cDNA’s1 286-304 amino asitlik
protein tretmektedir. 32 kDa’luk bir protein olmasina ragmen SDS-PAGE iizerinde major
olarak 43 kDa’luk bant vermektedir. Farkli molekiiler agirlikta bantlar verdigi de tespit
edilmistir. SPARC c¢DNA’simin farkli uzunluktaki protein ({irlinlerine posttranslasyon
asamasinda gecirdigi N-baglantili glikozilasyon basamaginin sebep oldugu diisiiniilmektedir.
Caligmalar SPARC’1n, farkli dokularda farkli glikoprotein yapida oldugu ve her formun
fonksiyonel olarak farkli oldugunu gostermistir (40). Proteinin ti¢ domaini bulunur:

Asidik domain: Ca'®ye baglanma afinitesi diisiiktir. SPARC ailesi proteinler
arasinda farklilik olusturan kisimdir. Fonksiyonel olarak hiicre yayilmasini, kemotaksisi ve
ECM iiretimini engelledigi tespit edilmistir (40).

Sisteince zengin follistatin benzeri domain: Cu*? baglanma bolgesi igerir. Hiicre
proliferasyonunu engelleme 6zelligine sahip oldugu bilinmektedir (40).

Ekstraseliiler Ca*? baglanma domaini: Proteinin karboksi ucunda bulunur. Hiicreye

ve farkli kollajen tiplerine baglanma 6zelligi gdstermistir (40).
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SPARC’m en iyi bilinen fonksiyonu, kemik dokuda Ca"®’ye baglanarak
mineralizasyona katkida bulunmasi ve kemik matriksinde bulunan kollajen olmayan en
yaygin protein olmasidir (39,40).  Genellikle morfogenez gegiren, mineralizasyon,
anjiyogenez, tlimorogenez gibi yeniden sekillenen dokularda SPARC ekspresyonunun
degiskenlik gdsterdigi, mikroarray analizlerle ortaya konmustur. SPARC, hiicre adhezyonunu,
hiicre dongiisiinii ve belli biiylime faktorlerine dokunun verdigi cevabi engeller, ECM ve
matriks metaloproteinazlarinin {iretilmesini diizenler. SPARC’1n anjiyogenez, tliimdrogenez,
katarktogenez ve yara iyilesmesinde aktif oldugu gozlenmistir (40).

Kalsiyum iyonuna yiiksek baglanma afinitesi olmasindan dolayi, SPARC’in
fonksiyonunu ve yapisini kalsiyum iyonlarinin seviyesi kontrol eder. Kalsiyumun baglanmasi
proteinin kararlilhigmi artirir.  SPARC platelet kaynakli biiylime faktoriine (Plateler derived
growth factor- PDGF) baglanir ve PDGF’in fibroblast tizerindeki reseptorlere baglanmasini
engeller. VEGF, PDGF ile homologtur ve SPARC’m VEGF’e baglanarak VEGF’in
endotelyal hiicrelere baglanmasini engelledigi bulunmustur. SPARC’1n biiylime faktorlerine
baglanmas1 ve PDGF, VEGF gibi biiylime faktorleri ilizerinden hiicre proliferasyonunu
engellemesi anjiyogenezde etkili oldugunu gostermektedir (40). Bir diger yaygin olan
molekiill de TGFB’dir. TGFB bag dokunun sekillenmesinde ve ECM proteinlerinin
ekspresyonunda Onemlidir. TGFp izoformu olan TGFB-1’in SPARC transkripsiyonunu
artirdigl, SPARC null farede ise, TGFB-1’in azaldig1 tespit edilmistir. SPARC’1n baglandig1
bir bagka protein grubu ise kollajenlerdir. SPARC null farede yapilan ¢alismalarda,
SPARC’1mn yoklugunun ECM’de tip I kollajen miktarin1 azalttigi bulunmustur. Tiimor bazal
membraninda ekspres edilen SPARC, tip IV kollajene baglanmaktadir (40).

Ureme sistemi ve SPARC arasindaki iliskiye dair elimizdeki bilgiler ¢cok az ¢alisma ile
ortaya konmustur. Endometriyum ve SPARC iizerinde yapilan en genis ¢aligma Wever ve ark.
(1988) vyaptigi, gebelik doneminde ve normal menstruasyon doéneminde, SPARC
ekspresyonunu desidua hiicreleri ve hiicre bazal membraninda karsilastirdiklar1 ¢alismadir.
Calismada, biiylik olgun desidua hiicrelerinde periseliiler alanda, orta biiyiikliikteki desidua
hiicrelerinde sitoplazmik alanda ekspresyonun oldugu, progenitdr hiicre konumunda olan
kiiciik hiicrelerde ise ekspresyonun c¢ok az oldugu gozlenmistir. Normal menstruasyon
doneminde ise proliferatif fazda ekspresyonla karsilasilmazken, sekretuar donemde yogun
ekspresyon goriilmiistiir. Hepsinin ortak yani laminin ve tip IV kollajen ile paralel ekprese

edilmesi olarak tespit edilmistir (41). Bir baska calismada ise, blastokistin implantasyon
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oncesi endometriyumun reseptivitesini uyarmak i¢cin SPARC’1 baskilayic1 faktor salgiladigi

bildirilmistir (42).

TGFp-1

Dontistiiriicti biiylime faktorii, biiyiime faktorleri arasinda en fonksiyonel ve etkinligi
en yiksek olanidir. TGFP siiperailesi aktivin, inhibin, Miilleryan inhibitér molekiilleri, kemik
morfogenetik proteinleri gibi bir¢ok regiilator molekiilii i¢ine alan genis bir ailedir. TGFB-1
reseptorlerinin hemen hemen biitiin hiicre tiplerinde bulunmasi ve bir ¢ok farkli hiicrenin
TGFB-1 proteini sentezlemesi, proteinin otokrin ve parakrin yolla etki eden en yaygin
regiilator proteinlerinden birisi olmasini saglamaktadir.

In vitro yapilan ¢aligmalarda elde edilen farkli bulgular sonucunda, proteinin biyolojik
aktivitesinin hiicre tipine, kiiltiir ortamina, ortamda var olan biiyiime faktorleri gibi diger
maddelere bagli olarak degiskenlik gosterdigi bildirilmistir. Biiyiime, hareket, farklilagma gibi
hiicresel olaylar1 diizenledigi, ECM sekillenmesinde ve olusturulmasinda rol oynadig1 in vitro
calismalarla ortaya konmustur. Embriyo fibroblastlari, hepatositler, T ve B lenfositleri,
bronsiyol epitel hiicreleri ve keratinositler ile yapilan primer ve sekonder kiiltiir
calismalarinda, TGFB-1’in giicli bir proliferasyon inhibitdrii oldugu saptanmistir. Kiiltiir
ortaminda TGFB-1’in inhibitor aktivitesini, diger bliylime faktorlerinin varlig: etkilemektedir.
Insan bronsiyol epitel hiicreleri ve intestinal kript epitel hiicrelerinin farklilasmasinda uyaran
olarak gorev yapar; fakat keratinosit ve adiposit farklilagmasini engelledigi de bulgular
arasindadir (43).

TGFpB-1’in sadece proliferasyon aktivitesi degil, biitiin etkilerinde ECM nin belirleyici
rolii vardir. TGFB-1, ECM bilesenlerini fibroblast iizerinden kontrol eder. Kollajen,
fibronektin, trombospondin ve tenasin liretimini uyarir. Hiicre baglant1 faktorleri, matriks
proteoglikan ve glikozamin igin reseptdr sentezini diizenler. Matriks proteinleri iizerinde
proteolitik enzimlerin etkilerini inhibe eder.

In vivo olarak emnriyogenez, immiin regiilasyon, kemik ve kikirdak olusumu ve
yenilenmesi, yara iyilesmesi, kardiyak fonksiyon ve karsinogenez siirecinde etkili oldugu
saptanmistir. Otoimmiin hastaliklar {izerinde yapilan ¢alismalarda, immiin baskilayici 6zelligi
oldugu bildirilmistir. Matriks bilesenlerinin {iretimini uyarmasi sebebiyle kemik ve kikirdak
gelisiminde ve yenilenmesinde onemli rol oynar. Fareler ilizerinde yapilan calismalarda,
TGFB-1’in subkutan uygulandig1 bdlgede anjiyogenezin ve fibroblast aktivasyonunun arttigt
bildirilmistir. PDGF, epidermal biiylime faktorii (Epidermal growth factor- EGF), IGF ve

Fibroblast biiyiime faktorii (Fibroblast growth factor- FGF) gibi diger biiyiime faktorleri ile
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etkilesim halindedir. Bu etkilesim, TGFB-1’in hiicre iizerindeki etkilerini diger biiyliime
faktorleri lizerinden kontrol ettigini diistindiirmektedir (43).

Ureme sistemi gelisimi ve fonksiyonu bir¢ok hormon, sitokinler ve biiyiime faktorii
gerektirmektedir. TGFpB-1, tireme sistemi ve embriyogenezde farkli goérevleri olan en yaygin
biliylime faktoriidiir. Germ hiicre gociiniin, yetiskin lireme sisteminin yapisal ve fonksiyonel
diizenlenmesine kadar birgok basamakta yer alir. TGFB-1’in uterus desidua hiicreleri
tarafindan eksprese edildigi, implantasyonla birlikte ekspresyonun desiduaya yayildig tespit
edilmistir (44). Uterusta Oncelikli olarak endometriyum epitel ve bez epitel dokusunda
bulunmustur. Sicanlar {izerinde yapilan bir calismada, implantasyon sonrasi desidua
kapsiillarisde ekspresyonunun azaldigi, desidua bazaliste ekspresyonun yayildigi ve 6zellikle
lakiina ¢evresindeki hiicrelerde yogun ekspresyon gozlenmistir (45). Plasenta gelisiminde ise

onemli rol oynayan VEGF iiretiminin TGFp-1 tarafindan kontrol edildigi bilinmektedir (46).

VEGF

Vaskiiler endotel biiylime faktorii (Vascular Endothelial Growth Factor- VEGF)
multifonksiyonel bir proteindir. Ik olarak karsinoma hiicreleri tarafindan salgilanan ve
tiimoral kese i¢inde su toplanmasina yardimci olan gegirgenlik faktorii olarak bulunmus ve
vaskiiler gegirgenlik faktorii (Vascular Permeability Factor-VPF) olarak isimlendirilmistir.
Daha sonra VEGF, endotel hiicrelerinin proliferasyonunu, gogiinii ve farklilagsmasini
tetikleyen anjiyogenik faktor olarak tanimlanmistir (47).

Organ gelisiminde VEGF-bagimli vaskiiler ag gelisiminin hizla yayilmasi iizerine
yapilan arastirmalar VEGF’in vaskiilogenezde, endotel progenitor hiicrelerin farklilagsmasi ve
organizasyonunda, varolan damarlardan yeni kapillerin gelisiminde ve anjiogenezdeki roliinii
aydinlatmistir (47,48). VEGF’in eriskin metabolizmasindaki 6nemli gorevlerinin yaninda,
embriyogenez siirecinde rol oynadigi bilinmektedir. Postnatal donemde olgun ve stabil
vaskiiler sistem kurulana kadar VEGF’e ihtiya¢ vardir. Vaskiiler sistem gelistikten sonra
kapiller damarlarin VEGF’e bagimlilig1 azalir. VEGF’in endotel ve nonendotel hiicrelerin
vaskiiler gecirgenliginin korunmasint ve siirdiiriilmesini  saglamak nonanjiyogenik
fonksiyonlaridir (47).

Anjiyogenez, proanjiyogenik ve anti anjiyogenik faktorler ile ECM arasindaki sinyal
yolaklar1 iizerinden gelisir. Endotel hiicrelerinin go¢ edebilmesi i¢gin ECM bilesenlerinin
proteolizi ve neosentezi ile ECM’nin yeniden yapilanmasi saglanir. VEGF’in kollajenaz

ekspresyonunu tetikledigi bilinmektedir. ECM proteolizi ile birlikte agiga c¢ikan faktorler
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endotel proliferasyonunu tetikler (48). Anjiyogenik uyart sonucu damara desteklik saglayan
ECM endotel hiicrelerin gociine sekilsel olarak da yardimci olur. ECM’nin proteolize
ugramasi yeni damarlar i¢in yer acar. ECM’nin asir1 proteolize ugramasiyla endotel hiicreleri
icin iskele gorevi ortadan kalkmasiyla endotel hiicreleri tiibiil yap1 yerine kistik yap1
olusturdugu gozlenmistir. VEGF, endotel hiicreler iizerinde reseptoriine baglanarak endotelin
kararligini saglar (47).

Plasenta biiylime faktorii (Placental Growth Factor- PGF), FGF, TGFB-1 endotel
hiicrelerinin proliferasyonunu uyardiklar1 bilinmektedir. TGFB-1, ECM depozisyonunu ve
mezengimal hiicrelerin perisite farklilagsmasini tetikleyerek vaskiiler gelismeyi tetikler. Perisit
kapiller diginda bulunur ve endotel hiicre proliferasyonunu engelleyerek yeni olusan damarin
siirlarint belirler. Vaskiilogenezde endotel hiicreleri basta kollajen I ve III iiretirken, son
halinde kollajen IV ve V tiretmektedir (47).

Implantasyon alam1 ve iireme sistemi fizyolojisinde vaskiilogenez genis yer tutar.
Gebeligin ve plasentanin gelismesi ve menstrual siklus anjiyogeneze dayal1 gelisen olaylardir.
Yapilan c¢aligmalarda, VEGF’in baskilanmasi durumunda implantasyon alaninda
damarlagsmanin ve siganlarda implantasyon alanlarinda azalmanin oldugu gézlenmistir.

Sicanlarla yapilan c¢alismalarda, endometriyumda endotel hiicre proliferasyonun
gebeligin 3.glin bagladigi ve 5. giinde biitlin endometriyuma yayildig: tespit edilmistir. Bu
sirecin VEGF ile FGF, TGFB-1, EGF, prostoglandinler, timor nekroz faktéri o (Tumor
necrosis factor o-TNF a)’in etkilesimi ile gergeklestigi diistintilmektedir (48,49). Gebelik
stirecine bagl olarak desidua ve plasentada incelenen VEGF ekspresyonu term plasenta villus
trofoblastlarinda gozlenmezken, endometriyum bez epitelindede ve bazi desidua hiicrelerinde
pozitif olarak gozlenmistir. Fakat erken donem gebelik ve ge¢ donem gebelik desidua
hiicrelerinde VEGF ekspresyonu arasinda belirgin bir fark olmadigi bulgular arasindadir
(50,51). Plasentada ekspresyon farkli hiicrelerde farklilik gdstermektedir. Villus trofoblast ve
EVT hiicrelerinde karsilasilmazken villus stromasinda ve EVT dis1 hiicrelerde ekspresyon

gorilmistir (51).
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GEREC VE YONTEMLER

DENEKLER

Calismamizda Trakya Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma Birimi’nde iiretilen,
agirliklar 200-250 gr arasinda degisen, ayni biyolojik ve fizyolojik 6zelliklere sahip Sprague
Dawley tiirii 24 adet erigkin disi sican kullanildi. Deney siiresi boyunca, tiim deneklerimiz,
optimum laboratuvar kosullar1 (22+1 0C, 12 saat aydinlik/karanlik siklusunda) altinda, giinliik
icme suyu ve % 21 ham protein igeren pelet yemlerle (Purina) beslendi. Diizenli olarak kafes
bakimlar1 yapildi. iki kontrol ve iki deney olmak iizere dort grup olusturuldu. Deney basinda
tiim hayvanlar numaralandirilarak agirlik dl¢timleri yapilda.

Calisma icin Trakya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'ndan (Ek 1)
29.08.2014 tarihinde TUHDYEK-2014/31 protokol numarasi ile onay alindi.

Gruplar;

Kontrol gruplari:

l. Grup: 5.giin gebelik kontrol grubu; hi¢gbir miidahalede bulunulmadi (n=6).

. Grup: 20.giin gebelik kontrol grubu; higbir miidahalede bulunulmadi (n=6).

Deney gruplart:

l. Grup: 5.giin gebelik hipertiroidi grubu; 21 giin siire ile 250 mcg/kg/giin olmak
tizere subkutan enjeksiyon yolu ile tiroksin (L-Tiroksin) hormonu verildi (n=6).

. Grup: 20.giin gebelik hipertiroidi grubu; 21 giin siire ile 250 mcg/kg/giin olmak
tizere subkutan enjeksiyon yolu ile tiroksin (L-Tiroksin) hormonu verildi (n=6).

Yirmi birinci giiniin sonunda, tiim hayvanlarin kafeslerine uygun sayida Sprague
Dawley erkek sican birakildi. Vajinal smear yontemi ile mikroskobik olarak spermatozoon

tespit edilen disi hayvanlar gebeligin sifirinci giintinde (0. giin) kabul edilerek gebelik takibi
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baslatildi. Kontrol grubunda; gebelik siiresince hi¢bir miidahale yapilmadan gebeligin 5. ve
20. glinlerinde hayvanlar anestezi altinda sakrifiye edildi.

Hipertiroidi grubunda; subkutan enjeksiyon yoluyla tiroksin (L-tiroksin) hormonu giin
asir1 verilmeye devam edildi. Gebeligin 5. gilinii ve 20. giinlerinde hayvanlar anestezi altinda
sakrifiye edildi.

Gebelik Tespitinde Vajinal Smear Yontemi

Giliniin 12 saat karanlik periyodunda yanlarina uygun sayida erkek birakilan disi
sicanlardan giinde 1 kez olmak {izere her sabah deneklerin vulva bolgesi yiizde (%) 70 etil
alkolle (Merck, Almanya) silindikten sonra, steril tahta ¢ubuklarin pamukla kaplanmis ug
kisimlar1 serum fizyoloji ile nemlendirildi ve vajina igerisinden, nazikge siirlintli alinip, lam
lizerine yayildi. Yayma lamlarin oda sicakliginda kurumasi beklendi. %1°lik Toluidin mavisi
(Sigma-USA)’nde 2 dakika boyanan smear 6rnekleri, distile su ile yikanip oda sicakliginda
kurutularak 151k mikroskobu (Olympus BX51, Japan) altinda incelendi. Spermatozoon varligi
tespit edilen siganlar gebeligin 0. giinlinde kabul edilerek, gebelik takibi baglatildi.

BiYOKIMYASAL ANALIZ iCIN HAZIRLANMASI

Deney sonunda anestezi (ketamin ve xylazine) saglandiktan sonra, doku 6rneklerinin
alimindan once kardiak kan alinarak biyokimyasal degerlendirme icin Trakya Universitesi
Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi Hormon Laboratuvari’na gonderildi. IMMULITE
2000 XPi Overview Siemens cihazinda Immunoassay yontemiyle serbest T4 ng/ml cinsinden,

TSH degerleri mIU/ml cinsinden tayin edildi.

DOKU TEMINI VE HAZIRLANMASI

Hipertiroidi ve kontrol gruplarinda gebeliklerinin 5. ve 20.giinlerini tamamlayan
sicanlarin tartimlart yapilip, intraperitoneal (i.p.) yoldan 30 mg/kg ketamin (Ketalar-
Eczacibasi/Turkiye) ve 10 mg/kg xylazine (Rompun-Bayer/Tiirkiye) anestezisi altinda
sakrifikasyonlari yapildi. Besinci giin gruplarindan tiroid, uterus; 20. giin gruplarindan uterus
ve plasenta drnekleri alinip, %10 luk tamponlu nétral formaldehit fiksatifinde 48 saat siire ile
tespit edildi. Dokularin 151k mikroskopik incelemeleri icin islemlendirilmeleri Trakya
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda

gergeklestirildi.
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ISIK MiIKROSKOBIK iNCELEME

Isik mikroskobik incelemeler icin uterus ve plasenta dokulari, Trakya Universitesi Tip
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Isik Mikroskopi Laboratuvar’inda takip
edildi. Bu amagcla uterus ve plasenta dokulari, %10’luk tamponlu nétral formaldehit
cozeltisinde 48 saat siireyle fikse edildikten sonra bir gece akarsuda yikanarak tespit
maddesinden arindirildi. Yikanan dokular daha sonra artan alkol serilerinde gegirilerek ( %70,
%90 ve %96 da birer saat, %100 de ii¢ saat) dokulardan su uzaklastirildi (dehidratasyon).
Dehidratasyon asamasindan sonra saydamlastirma basamagi i¢in dokular 3 kez 15’er dakika
toluolde (Sigma, 32249-2.5L) birakildi. Gomme isleminden 6nce dokular yumusak parafinde
(56 °C’deki etiivde) 1 saat tutuldu. Ornekler yumusak parafinden aliarak yarim saat siv1 sert
parafinde tutularak, parafin ortama gomiildi. Bu bloklardan Leica RM-2245 silindirli
mikrotom kullanilarak 3 pm (mikrometre) kalinliginda kesitler alindi. Uterus ve plasenta
dokularindaki histolojik yap1 degisikliklerini incelemek amaciyla alinan kesitler,
HematoksilentEosin (H+E) ile boyandi. Isik mikroskobunda (Olympus CX31-Japan)

incelenerek, bulgularin fotograflar ¢ekildi.

IMMUNOHISTOKIMYASAL INCELEME

Immiinohistokimyasal Inceleme igin gerekli islemler ve mikroskobik inceleme Trakya
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Istk Mikroskobi
Laboratuvar’inda Zeiss ( Primo Star 10) 151k mikroskobu altinda fotograflandi. Goriintiiler

Kameram ( Argenit, Istanbul) analiz programi kullanilarak incelendi.

SPARC Immiinohistokimyasal Boyama

Inceleme i¢in her gruba ait uterus ve plasenta dokularindan 3 pm kalnliginda kesilen
kesitler Poly-L-lisine kapli lamlara alindi. Deparafinizasyon igslemininden sonra, azalan alkol
serilerinde gecirilerek kesitler suya indirildi. Kesitler, takip islemlerinden etkilenen
antijenlerin ac¢ia ¢ikarak immiin boyamaya uygun hale gelmesi i¢in pH 6.0 sitrat tampon
¢ozeltisi (Thermo Sci, AP9003-500) ile antijen retrival islemi i¢in 2 kez 5’er dakika boyunca
en yiiksek ayarda mikrodalga firinda kaynatildi. Oda 1si1sinda 20 dk sogumaya birakildiktan
sonra, pH 7.2-7.4 fosfat tampon solusyonu (PBS- BioShop, PBS404.100) ile 3 kez 5’er dakika
yikama islemi gergeklestirildi. Bu asamada hidrofobik kalemle dokularin etrafi ¢evrildi.
Endojen hidrojen peroksidazin kullanacagimiz antikorlarla reaksiyona girmesini engellemek

icin  %3’liik hidrojen peroksit (H2O2- Merck, 1.07209.1000) icinde kesitler 10 dk oda
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sicakliginda inkiibe edildi. Kesitler PBS ile 3 kez 5’er dakika yikandi. Bloklama asamasinda
antikorlarin, dokuda antijen retrival islemi sirasinda acgiga cikan diger proteinlere, 6zgiil
olmayan baglanmalarini engellemek i¢in Kesitlere Ultra V Block (Thermo Sci, TA-015-UB)
damlatilarak, kesitler 5 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Blok soliisyonu aspirasyonla
dokularin iistiinden temizlendikten sonra yikanmadan nemli hazneye yerlestirilen kesitlere
1/50 oraninda seyreltilmis SPARC primer antikor (Santa Cruz- SC25574) damlatildi ve gece
boyu +4 °C’de inkiibe edildi. Kesitler 3 kez 5’er dakika PBS ile yikandiktan sonra sekonder
antikor soliisyonu (Thermo Sci, TP-060-BN) damlatildi ve 10 dk oda sicakliginda inkiibe
edildi. Ug kez 5’er dakika PBS’le yikanan kesitlere streptavidin peroksidaz soliisyonu
(Thermo Sci, TS-060-HR) uygulandi. Kesitler 3 kez 5’er dk PBS ile yikandiktan sonra
kesitlerden bir tanesi AEC kromojen soliisyonuna tabi tutuldu. Mikroskop altinda boyanma
icin optimum siireye karar verildikten sonra biitiin kesitler ayni siire AEC kormojeni ile
inkiibe edildi. Uterus ve plasenta dokular1 i¢in 3 dk tespit edilen optimum inkiibasyon
stiresiydi. Kesitler distile su igine konarak AEC kromojen reaksiyonuna son verildi. Zit
boyama i¢in kesitler 2 dakika Weigert demirli hematoksilende bekletilerek boyama islemi
tamamlandi. Oda sicakliginda suyu cekilen kesitler akéz kapatma soliisyonu ile kapatild1 ve

151k mikroskobunda (Olympus BX21 ve CX31, Japan) degerlendirmeye alindi.

VEGF Immiinohistokimyasal Boyama

Uterus ve plasenta dokularindan 3 pum kalinliginda alinan kesitler deparafinizasyon
islemininden sonra, azalan alkol serilerinde gegcirilerek kesitler suya indirildi. Kesitler, antijen
retrival soliisyonu, pH 6.0 sitrat tampon ¢o6zeltisinde (Thermo Sci, AP9003-500) 2 kez 5’er
dakika boyunca en yiiksek ayarda mikrodalga firinda kaynatildi. Sogumaya birakildiktan
sonra, PBS ile 3 kez 5’er dakika yikama islemi gerceklestirildi. Bu asamada hidrofobik
kalemle dokularin etrafi ¢evrildi. Kesitlere %3’liik hidrojen peroksit (Merck, 1.07209.1000)
damlatilarak, 10 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Sonrasinda PBS ile 3 kez 5’er dakika
yikandi. Bloklama asamasinda kesitlere Ultra V Block (Thermo Sci, TA-015-UB)
damlatilarak, kesitler 5 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Aspirasyonla dokularin {istiinden
blok soliisyonu temizlendikten sonra, yikanmadan nemli hazneye yerlestirilen kesitlere 1/300
oraninda seyreltilmis VEGF primer antikor (Abcam- ab46154) damlatildi ve 1 saat oda
sicakliginda inkiibe edildi. Kesitler 3 kez 5’er dakika PBS ile yikandiktan sonra sekonder
antikor soliisyonu (biotinylated second antibody Invitrogen UK) damlatildi ve 10 dk oda
sicakliginda bekletildi. Ug kez 5’er dakika PBS’le yikanan kesitlere streptavidin peroksidaz
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soliisyonu (Thermo Sci, TS-060-HR) uygulandi. Kesitler 3 kez 5’er dk PBS ile yikandiktan
sonra kesitlerden bir tanesi AEC kromojen soliisyonuna tabi tutuldu. Mikroskop altinda
boyanma i¢in optimum siireye karar verildikten sonra biitiin kesitler ayni siire AEC kromojeni
ile inkiibe edildi. Uterus ve plasenta dokularinda VEGF antikoru icin 3 dk, tespit edilen
optimum inkiibasyon stiresiydi. Kesitler distile su i¢ine konarak AEC kromojen reaksiyonuna
son verildi. Zit boyama i¢in dokular 2 dakika Weigert demirli hematoksilende bekletilerek
boyama islemi tamamlandi. Oda sicaklifinda suyu cekilen kesitler akdz kapatma soliisyonu

ile kapatildi ve 151k mikroskobunda (Olympus BX21, Japan) degerlendirmeye alindi.

TGFp-1 Immiinohistokimyasal Boyama

Uterus ve plasenta dokularindan 3 pm kalinliginda alinan kesitler deparafinizasyon
islemininden sonra, azalan alkol serilerinde gegirilerek kesitler suya indirildi. Kesitler, antijen
retrival soliisyonu, pH 6.0 sitrat tampon ¢ozeltisinde (Thermo Sci, AP9003-500) 2 kez 5’er
dakika boyunca en yiiksek ayarda mikrodalga firinda kaynatildi. Sogumaya birakildiktan
sonra, PBS ile 3 kez 5’er dakika yikama islemi gerceklestirildi. Bu asamada hidrofobik
kalemle dokularin etrafi ¢evrildi. Kesitlere %3’liik hidrojen peroksit (Merck, 1.07209.1000)
damlatilarak, 10 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Sonrasinda PBS ile 3 kez 5’er dakika
yikandi. Bloklama asamasinda kesitlere Ultra V Block (Thermo Sci, TA-015-UB)
damlatilarak, kesitler 5 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Aspirasyonla dokularin iistiinden
blok soliisyonu temizlendikten sonra, yikanmadan nemli hazneye yerlestirilen kesitlere 1/300
oraninda seyreltilmis TGFB-1 primer antikor (Abcam- ab25121) damlatildi ve 1 saat oda
sicakliginda inkiibe edildi. Kesitler 3 kez 5’er dakika PBS ile yikandiktan sonra sekonder
antikor soliisyonu (Thermo Sci, TP-060-BN) damlatild1 ve 10 dk oda sicakliginda bekletildi.
Ug kez 5’er dakika PBS’le yikanan kesitlere streptavidin peroksidaz soliisyonu (Thermo Sci,
TA-060-UB) uygulandi. Kesitler 3 kez 5’er dk PBS ile yikandiktan sonra kesitlerden bir
tanesi AEC kromojen soliisyonuna tabi tutuldu. Mikroskop altinda boyanma i¢in optimum
siireye karar verildikten sonra biitliin kesitler aym1 siire AEC kromojeni ile inkiibe edildi.
Uterus ve plasenta dokularinda TGFpB-1 antikoru i¢in 3 dk, tespit edilen optimum inkiibasyon
stiresiydi. Kesitler distile su igine konarak AEC kromojen reaksiyonuna son verildi. Zit
boyama ic¢in dokular 2 dakika Weigert demirli hematoksilende bekletilerek boyama islemi
tamamlandi. Oda sicakliginda suyu cekilen kesitler akéz kapatma soliisyonu ile kapatildi ve

151k mikroskobunda (Olympus BX21, Japan) degerlendirmeye alindu.
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WESTERN BLOT iNCELEME

Sakrifikasyon sonrasinda alinan dokular serum fizyoloji ile temizlendikten sonra

etiketlenerek -80°C’de saklandi. Western Blot (WB) islemine baslamadan once tartilarak

dokulardan 100 mg alindi. Ependorf tiiplere konulan dokulara su sirayla islem uygulandi:

Dokudan Protein izolasyonu

1.
2.

o 0k~ w

Homojenizasyona baslamadan dokular -150°C’ye kondu.

1.4 mm ve 3.2 mm capinda bilyeler tliplere kondu ve homojenizatorde en yiiksek hizda 3
dk pargalandi. Pargalanmayan Ornekler tekrar -150°C’de 10-15 dk bekletilerek RIPA
solisyonu eklendi ve homojenizatdorde parcalama islemi tekrar edildi. Dokularin
par¢alanmamasi durumunda islem birkag kez tekrar edildi.

Parcalanan dokular oda sicakliginda karistiricida 20 dk birakildi.

3000 rpm’de 40 dk santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi fazlara ayrilan 6rneklerden ortadaki berrak faz yeni tiiplere aktarildi.
Nanodrop (NanoQ-Optizen) ile protein konsantrasyonlari 6l¢iildi.

Protein Ornegi Hazirlama ve Yiikleme

Her bir 6rnek i¢in uygun hacimde protein, distile su, Tampon Cozeltisi (NuPAGE LDS
Sample Buffer- NP0008) ve protein indirgeme soliisyonu( NuPAGE Reducing Agent-
NP0004) karistirildi.

. Tupler proteinlerin indirgenmesi i¢in 70°C’de 10dk inkiibe edildi ve hemen -20°C’ye

kaldirildi.

WB tanklarina uygun SDS-PAGE jeller yerlestirildi (Novex- BG04120B0X). Yiiriitme
tamponu dokiilerek, -20°C’de muhafaza edilen protein 6rnekleri kuyucuk basina protein
miktar1 50 ug olacak sekilde kuyucuklara yiiklendi. Yiikleme Cetveli olarak Magic
Marker (Novex-LC5602) kullanildi.

40 dk 70 V’da yiiriitme islemi gerceklestirildi.

Blotlama, Boyama ve Goriintileme

. Ylriitme islemi sonrasi blotlama kiti iBlot Gel Transfer Stacks, Novex, 1B301001)

kullanilarak jeldeki protein 6rnekleri nitroseliildz membran lizerine aktarildi.

Membran distile sudan gegirildikten sonra bloklama soliisyonunda (Western Breeze
Chemiluminescent Immunodetection System, Novex,WB7106) karistirici lizerinde 1 saat
birakildi.

Yikama Soliisyonunda (Western Breeze CIS, Novex,WB7106) 3 kez 5’er dk yikandiktan

sonra, distile sudan gecirildi. Bloklama soliisyonu i¢inde seyreltilen primer antikor (1:100
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oraninda anti-SPARC, Santa Cruz (SC25574) ; 1:1000 oraninda anti-VEGF, Abcam

(ab46154); 1:1000 oraninda anti-B-Actin, Bioss) icinde gece boyun +4°C’de karistirici

tizerinde birakildi.

4. Membranlar 3 kez 5’er dk yikama soliisyonu ile yikandiktan sonra 2 kez 5’er dk distile
su ile yikandi.

5. Sekonder Antikor soliisyonunda (Western Breeze CIS, Novex,WB7106) membranlar
calkalayici lizerinde oda sicakliginda 1 saat siireyle birakildi.

6. 3 kez 5’er dk yikama soliisyonu ile yikandiktan sonra 2 kez 5’er dk distile su ile
yikandi.

7. Gorintiileme i¢in kemiliiminosans soliisyonu (Western Breeze CIS, Novex,WB7106)
ile 5 dk muamale edilen membranlar, BioRad Chemi Doc MP Imaging System ile

goriintlilendi.

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistiksel analizler igin, SPSS 12.0 paket program kullanilarak varyans analizleri
yapildi. Gruplar aras1 ve i¢indeki farkliliklar ANOVA ile belirlendi. p<0.05 degeri istatistiksel
olarak onemli kabul edildi. Tiim veriler ortalama (%) standart sapma (S.S) olarak ifade edildi.
Uterusdaki SPARC, VEGF ve TGFB-1 immiinohistokimyasal aktivitenin degerlendirmesi,
endometirum epitel hiicrelerinde 100 hiicrede pozitif boyanan hiicreler sayilarak yapildi.
Plasentadaki SPARC, VEGF ve TGFf-1 immiinoreaktivite degerlendirmesi bazal plakta
mm?de pozitif hiicre sayilarak, labirent tabakasinda ise semikantitatif degerlendirme ile
asagidaki skorlama kullanilarak yapildi; O=reaksiyon yok; 1=zayif reaksiyon (hiicre
reaktivitesi 25%’in altindaysa), 2=orta reaksiyon (%25-50 arasindaysa); 3=kuvvetli reaksiyon

00U~ arasimdaysa) v 4=¢0 uvvetl reaksiyon 0 en razlaysa).
%50-75 day 4=gok kuvvetli reaksiyon ( %75°den fazlay
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BULGULAR

Deney Sonrasi Plazma T, ve TSH Bulgulan

Deney sonlandirildiktan sonra toplanan kardiak kanin biyokimyasal incelemesinde
TSH degerleri hipertiroidi grubunda hem gebelik 5. giin hem de gebelik 20. giinde, kontrol
gruplarina gore anlamli dl¢lide azalma gostermistir (P<0.05; Sekil 8). Serbest T4 degerleri ise
hiperitiroidi gebelik 20.giin grubunda kontrol grubuna gére anlamli dlgtide artmistir (P<0.05;
Sekil 9).

TSH(mIU/ml) mKontrol

0.009 B Hipertiroidi

0.008

0.007

0.006

0.005

0.004

0.003

0.002

0.001

0.000

Gebelik 5.Giin Gebelik 20.Giin

*P<(.05; Kontrole gore anlamli olarak diismiistiir.
Sekil 8. Hipertiroidi ve kontrol gruplarinda TSH bulgulari
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Serbest T4 (ng/ml) @Kontrol

14.00 B Hipertiroidi

12.00

10.00 -

8.00 —+

6.00 -

4.00

Gebelik 5.Giin Gebelik 20.Giin

*P<(.05; Kontrole gore anlamli olarak yiikselmistir.

Sekil 9. Hipertiroidi ve kontrol gruplarinda serbest T, bulgulari

HISTOLOJIK BULGULAR

Isik Mikroskobik Bulgular

Tiroid, uterus, plasenta ve dokularinin 151k mikroskobik incelemelerinde de histolojik
degisimin gosterilmesi i¢in H+E boyas1 yapildi (Sekil 10-17). Tiroid dokularinda kontrol
grubunda saglikli ve normal bir tiroid doku goriintiisii izlenirken, hipertiroid grubunda doku
orneklerinde kolloid ile dolu ve yassi salgi epitelleri ile sarili folikiil yapist izlenmistir (Sekil
10,11). Uterus dokusuna ait histopatolojik degerlendirmelerde, kontrol grubunda hem 5 hem
de 20. giin normal endometriyum dokusu izlenirken, hipertiroidi grubu uteruslarinda epitel

dokiilmeleri, asir1 nekrotik hiicre kiimeleri izlenmistir.
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Sekil 10. Kontrol grubu gebelik 5. giin tiroid bezi H+E boyamasi, X400.
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Sekil 11. Hipertiroid grubu gebelik 5. giin tiroid bezi H+E boyamasi, X400.
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Sekil 13. Kontrol grubu gebelik 20.giin uterus dokusu H+E boyamasi, X400.
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Sekil 15. Hipertiroid grubu plasenta H+E boyamasi, X100.
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IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR

SPARC Immiinohistokimyasal Bulgular

Kontrol ve hipertiroidi grubu si¢anlarda, gebeligin 5. ve 20. giinlerinde alinan uterus
ve plasenta dokularinin immunohistokimyasal SPARC boyamasina ait sonuglarin istatistiksel
degerlendirmesi Sekil 16’de ve Tablo 1’de sirasiyla verilmistir.

Uterus dokular1 SPARC immiinoreaktivitesi agisindan incelendiginde, ozellikle
endometriyum epiteli, endometriyum bezleri ve endometriyum desidua hiicrelerinin
sitoplazmasinda immiin pozitif boyama goriildii. Istatiksel analizde endometriyum epitel
hiicrelerindeki ve bez epitelindeki pozitif boyanma degerlendirmeye alindi. 5. giin uterus
dokularinda yapilan boyama sonucu, SPARC’in hiperitiroidi grubu immunoreaktivitesinde
azalma goriiliirken, istatistiksel olarak dnem kaydetmemistir (P>0.05; Sekil 19,30). Fakat 20.
giin hiperitroidi grubunda uterus endometriyum epitel dokularinda gozlenen SPARC
immunoreaktivitesindeki azalma istatiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0.05; Sekil 22,32).

Plasentanin bazal plak ve labirent katmanlar1 histolojik ve fonksiyonel olarak farkli
yap1 gosterdiklerinden dolayi, her iki bolge i¢in istatiksel degerlendirme ayr1 yapildi. Labirent
alaninda semikantitatif skorlama yapilirken, bazal plak kisminda mm?de pozitif hiicre sayimi
yapildi. Plasenta bazal plaginda hiperitroid grubunda goriilen SPARC boyanmasindaki artig
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (P>0.05; Sekil 25,35). Fakat labirent bolgesinde immiin
pozitif hiicre yogunlugundaki artis istatistiksel olarak anlamli bulundu (P<0.05; Sekil 26,36).
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SPARC

80

70

60

50

40

30

20 +

100 hiicrede SPARC pozitif hiicre sayisi

10

TUterus 5. Giin

Uterus 20. Giin

mKontrol
®Hipertiroidi

*P<0.05; Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli.
Sekil 16. Kontrol ve hipertiroidi gruplar1 uterus dokusunda anti-SPARC pozitif hiicre dagilimi

Tablo 1. Kontrol ve hipertiroidi gruplari plasenta dokusunda anti-SPARC pozitif hiicre

dagilim

Kontrol Hipertiroidi P degeri
Plasenta Bazal Plak 17.5+4.3 1846.8 P>0.05
(mm?°de hiicre say1si)
Plasenta Labirent Katmani 1.64+0.2 2.47+0.4 P<0.05
(Semikantitatif degerlendirme)
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t,
Sekll 17 Kontrol grubu gebehk 5. gun uterus endometrlyum dokusunda antl SPARC negatif
boyanma (immiin peroksidaz, Hematoksilen zit boyamast), X100.

Sekil 18. Kontrol grubu gebelik 5.giin uterusu endometriyum epiteli ve endometrium
bezlerinde goriilen pozitif anti-SPARC boyamasi (immiin peroksidaz, Hematoksilen zit
boyamasi), X40.
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Sekil 19. Kontrol grubu gebelik 5.glin uterusu endometriyum epiteli ve endometriyum
bezlerinde goriilen pozitif anti-SPARC boyamasi (immiin peroksidaz, Hematoksilen zit

boyamasi- *: endometriyum bezi, ok basi: endometriyum epiteli, ince ok: desidua hiicresi),
X400.
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Sekil 20. Kontrol grubu gebelik 20. Giin uterus endometriyum dokusunda anti-SPARC
negatif boyanma (immiin peroksidaz, Hematoksilen zit boyamasi), X100.
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Sekil 21. Kontrol grubu gebelik 20.giin uterusu endometriyum epiteli ve endometrium
bezlerinde goriilen pozitif anti-SPARC boyamasi (immiin peroksidaz, Hematoksilen zit
boyamast), X100.

h.‘ ': ‘ N

Sekil 22. Kontrol grubu gebelik 20.giin uterusu endometriyum epiteli ve endometrium
bezlerinde goriilen pozitif anti-SPARC boyamasi (immiin peroksidaz, Hematoksilen zit
boyamasi- es: endometriyum stromasi, ok basi: endometriyum epiteli), X400.
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Sekil 23. Kontrol grubu gebelik 20. giin plasenta dokusunda anti-SPARC negatif boyanma
(immiin peroksidaz, Hematoksilen zit boyamasi- md: maternal desidua, bp: bazal plak, Ik:
labirent katmani), X100.
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Sekil 24. Kontrol grubu plasenta katmanlarinda goriilen pozitif anti-SPARC boyamasi

(immiin peroksidaz, Hematoksilen zit boyamasi- md: maternal desidua, bp: bazal plak, Ik:
labirent katmani), X100.
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Sekil 25. Kontrol grubu plasenta bazal plaginda goriilen pozitif anti-SPARC boyamasi
(immiin peroksidaz, Hematoksilen zit boyamasi- kalin ok: spongiyotrofoblast hiicresi), X400.

.\
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Sekil 26. Kontrol grubu plasenta labirent alaninda goriilen pozitif anti-SPARC boyamasi
(immiin peroksidaz, Hematoksilen zit boyamasi), X400.

*

-
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Sekil 27. Hiperitiroidi grubu 5.giin uterus endometrium dokusunda anti-SPARC negatif
boyanma (immiin peroksidaz, Hematoksilen zit boyamasi), X100.

Sekil 28. Hipertiroidi grubu gebelik 5.glin uterusu endometrium epiteli ve endometrium
bezlerinde goriilen pozitif anti-SPARC boyamasi (immiin peroksidaz, Hematoksilen zit
boyamasi), X100
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giin uterusu endor_netriyum'epiteli ve endometrium
bezlerinde goriilen pozitif anti-SPARC boyamasi (immiin peroksidaz, Hematoksilen zit

boyamasi- *: endometriyum bezi, ok basi: endometriyum epiteli, ince ok: desidua hiicresi),
X400.

Sekil 31. Hipertiroidi grubu gebelik 20.giin uterusu endometriyum dokusunda anti-SPARC
negatif boyanma (immiin peroksidaz, Hematoksilen zit boyamasi) X400.
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Sekil 32. Hipertiroidi grubu gebelik 20.giin uterusu endometriyum epiteli ve endometrium
bezlerinde goriilen pozitif anti-SPARC boyamasi (immiin peroksidaz, Hematoksilen zit
boyamasi- *: endometriyum bezi, ok basi: endometriyum epiteli, yarim ok basi: endotel
hiicresi, ince ok: desidua hiicresi), X400.

Sekil 33. Hiperitiroidi grubu 20.giin plasenta dokusunda anti-SPARC negatif boyanma
(immiin peroksidaz, Hematoksilen zit boyamasi- md: maternal desidua, bp: bazal plak, Ik:
labirent katmani), X100.
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Sekil 34. Hipertiroidi grubu plasenta katmanlarinda goriilen pozitif anti-SPARC boyamasi
(immiin peroksidaz, Hematoksilen zit boyamasi- md: maternal desidua, bp: bazal plak, Ik:
labirent katmanit), X100.

_Sekil 35. Hipertiroidi grubu plasenta bazal plaginda goriilen pozitif anti-SPARC boyamasi
(immiin peroksidaz, Hematoksilen zit boyamasi- kuyruklu ok: dev hiicreler, kalin ok:
spongiyotrofoblast), X400.
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Sekil 36. Hipertiroidi grubu plasenta labirent alaninda goriilen p021t1f antl SPARC boyamasi,

(immiin peroksidaz, Hematoksilen zit boyamasi- g: glikojen hiicresi, uzun bash ok;
sitotrofoblast), X400.

TGFp-1 immunohistokimyasal Bulgular:
Kontrol ve hipertiroidi grubu siganlarda, gebeligin 5. ve 20. giinlerinde alinan uterus
ve plasenta dokulariin immunohistokimyasal TGFfB-1 boyamasina ait sonuglarin istatistiksel

degerlendirmesi Sekil 37°de ve Tablo 2’de sirasiyla verilmistir.
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®Hipertiroidi
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100 hiicrede TGFp-1 poiztifhiicre sayisi

10 -

TUterus 5.Giin Uterus 20.Giin

*: P<0.05; Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli.

Sekil 37. Kontrol ve hipertiroidi gruplari endometriyum dokusunda anti-TGFp-1 pozitif hiicre
dagilimi

Tablo 2. Kontrol ve hipertiroidi gruplari plasenta dokusunda anti-TGF-1 pozitif hiicre
dagilim

Kontrol Hipertiroidi P degeri
Plasenta Bazal Plak 16.6+6.4 2349.7 P<0.05
(mm?de hiicre saysi)
Plasenta Labirent Katmani 2+0.3 1.27+0.7 P<0.05
(Semikantitatif degerlendirme)

Dontistiiriici.  Biiytime  Faktorii -1 immunohistokimyasal incelemesi, uterus
dokularinda endometrium epitel ve bez epitel hiicrelerindeki pozitif boyanma, plasenta
dokularinda ise bazal plak ve labirent katmanlarindaki pozitif boyanmalar degerlendirilerek
yapildi. Uterus dokularinda TGFB-1 imminoreaktivitesinin  endometriyum epiteli,
endometriyum bezleri ve endometrium stroma alanindaki hiicresel yapilarin sitoplazmasinda
pozitif oldugu goriildii. 5. giin uterus dokularinda yapilan boyama sonucu, hiperitiroidi

grubunda TGFp-1 pozitif hiicre sayisinda azalma goriiliirken (P<0.05; Sekil 39,47); 20. giin
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uterus endometriyum epitel dokularinda goézlenen SPARC immunoreaktivitesi hipertiriodi
grubunda artmistir (P<0.05; Sekil 41,49).

Plasenta labirent katmaninda semikantitatif skorlama yapilirken, bazal plak
katmaninda mm?de pozitif hiicre saymmi yapildi. Plasenta bazal plaginda, hiperitroid
grubunda goriilen TGFB-1 pozitif hiicre sayisindaki artis istatistiksel olarak anlamli bulundu
(P<0.05; Sekil 43,53). Labirent bolgesinde ise TGFB-1 immunoreaktivitesin hiperitiroidi
grubunda ise istatistiksel olarak anlaml1 diizeyde azalma gosterdi (P<0.05; Sekil 44,54).
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Sekil 38. Kontrol grubu gebelik 5.gilin uterusu endometriyum dokusunda anti-TGFB1 negatif
boyanma (immiin peroksidaz, Hematoksilen zit boyamasi), X100.
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Sekil 39. Kontrol grubu gebelik 5.giin uterusu endometriyum epitelinde goriilen pozitif anti-
TGFB-1 boyamasi (immiin peroksidaz, Hematoksilen zit boyamasi-ok basi: endometriyum

epiteli, *: endometriyum bezi), X400 (i¢ resim, X400).
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Sekil 40. Kontrol grubu gebelik 20.giin uterusu endometriyum dokusunda anti-TGFp1negatif
boyanma (immiin peroksidaz, Hematoksilen zit boyamasi), X100.
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Sekil 41. Kontrol grubu gebelik 20.giin uterusu endometriyum epiteli ve endometrium
bezlerinde goriilen pozitif anti-TGFB-1 boyamasi (immiin peroksidaz, Hematoksilen zit
boyamasi- okbasi: endometriyum epiteli, ince ok: desidua hiicresi), X400.

'«\‘.:- . R Sy SO AN A . P Wile.
plasenta dokusunda anti-TGFfB-1 negatif boyanma

grubu gebelik 20.giin
(immiin peroksidaz, Hematoksilen zit boyamasi- md: maternal desidua, bp: bazal plak, Ik:
labirent katmani), X100.
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Kontrol grubu plasenta bazal plaginda goriilen pozitif anti-TGFp-1 boyamasi
(immiin peroksidaz, Hematoksilen zit boyamasi- kalin ok: spongiyotrofoblast hiicreleri,
kuyruklu ok: dev hiicre), X400.
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Sekil 44. Kontrol grubu plasenta labirent alaninda goriilen pozitif anti-TGFp-1 boyamasi,
(immiin peroksidaz, Hematoksilen zit boyamasi- uzun bash ok: sitotrofoblast, g: glikojen

hiicresi), X400.



Sekil 45. Hipertiroidi grubu gebelik 5.giin uterusu endometriyum dokusunda anti- TGFp-1
negatif boyanma (immiin peroksidaz, Hematoksilen zit boyamasi), X100.

Sekil 46. Hipertiroidi grubu gebelik 5.giin uterusu endometriyum epiteli ve endometrium
bezlerinde goriilen anti-TGFB-1 boyamasi (immiin peroksidaz, Hematoksilen zit boyamasi),
X100
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Sekil 47. Hipertiroidi grubu gebelik 5.giin uterusu endometriyum epiteli ve endometrium
bezlerinde goriilen anti-TGFB-1 boyamasi(immiin peroksidaz, Hematoksilen zit boyamasi- ok
bas1: endometriyum epiteli, *: endometriyum bezi, ince ok: desidua hiicresi), X400.
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Sekil 48. Hipertiroidi grubu gebelik 20.giin uterusu endometriyum dokusunda anti-TGFp-1
negatif boyanma (immiin peroksidaz, Hematoksilen zit boyamast), X100.
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Sekil 49. Hipertiroidi grubu gebelik 20.glin uterusu endometriyum epiteli ve endometrium
bezlerinde goriilen pozitif anti-TGFB-1 boyamasi (immiin peroksidaz, Hematoksilen zit
boyamast), X100.

A /

Sekil 50. Hipertiroidi grubu gebelik 20.giin uterusu endometriyum epiteli ve endometrium
bezlerinde goriilen pozitif anti-TGFB-1 boyamasi (immiin peroksidaz, Hematoksilen zit
boyamasi- ok basi: endometriyum bez epiteli, uzun ok: desidua hiicresi, yarim ok bast:
endotel hiicresi), X400.
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Sekil 51. Hipertiroidi grubu 20. giin plasenta dokusunda anti-TGFB-1 negatif boyanma
(immiin peroksidaz, Hematoksilen zit boyamasi- md: maternal desidua, bp: bazal plak, Ik:
labirent katmani ), X100.

>

Sekil 52. Hipertiroidi grubu plasenta katmanlarinda goriilen pozitif anti-TGFB-1 boyamasi
(immiin peroksidaz, Hematoksilen zit boyamasi- md: maternal desidua, bp: bazal plak, Ik:
labirent katmani), X100.
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Sekil 53. Hipertiroidi grubu plasenta bazal plaginda goriilen pozitif anti-TGFB-1 boyamasi
(immiin peroksidaz, Hematoksilen zit boyamasi- kalin ok: spongiyotrofoblast), X400.

Sekil 54. Hipertiroidi grubu plasenta labirent katmaninda goriilen pozitif anti-TGFB-1
boyamas1 (immiin peroksidaz, Hematoksilen zit boyamasi- yarim ok basi: endotel hiicresi,
uzun basli ok: sitotrofoblast), X400.
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VEGF Immunohistokimyasal Bulgular
Kontrol ve hipertiroidi grubu sicanlarda, gebeligin 5. ve 20. giinlerinde alinan uterus
ve plasenta dokularinin immunohistokimyasal VEGF boyamasina ait sonuglarin istatistiksel

degerlendirmesi Sekil 55’de ve Tablo 3’de sirasiyla verilmistir.

VEGF immunohistokimyasal boyamasina ait kontrol ve hipertiroid gruplar1 uterus ve
plasenta dokulurindan elde edilen goriintiler Sekil 56-75°de Ozetlenmistir. Uterus
endometriyum epitel hiicrelerinde, endometriyum bezleri ve endometrium stroma alanindaki
hiicresel yapilarin sitoplazmasinda pozitif boyanma goriiliirken, istatistiksel degerlendirmeler

icin endometriyum epitelinde ve bez epitelindeki pozitif hiicre sayis1 alindi.

Plasenta icin yapilan immiinohistokimyasal uygulamada plasentanin bazal plak ve
labirent bolgelerinde goriilen immun reaktivite bazal plak kisminda pozitif hiicre sayimi ile

labirent kisminda goriilen immun reaktivite semikantitatif skorlama ile degerlendirildi.

1 .
o =K ontrol

VEGF

@ Hipertiroidi
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*P<0.05; Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml.

Sekil 55. Kontrol ve hipertiroidi gruplar1 uterus dokusunda anti-VEGF pozitif hiicre dagilimi
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Tablo 3. Kontrol ve hipertiroid gruplarina ait plasenta dokusunda anti-VEGF pozitif
hiicre dagilim

Kontrol Hipertiroidi P degeri
Plasenta Bazal Plak 16.8+7.2 33.746.2 P<0.05
(mm?°de hiicre say1si)
Plasenta Labirent Katmani 2.17+0.2 2.954+0.9 P<0.05
(Semikantitatif degerlendirme)

Sekil 56. Kontrol grubu gebelik 5.giin uterusu endometriyum dokusunda anti-VEGF negatif
boyanma (immiin peroksidaz, Hematoksilen zit boyamasi- ok bagi: endometriyum epiteli, *:
endometriyum bezi), X100.
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Sekil 57. Kontrol grubu gebelik 5.giin uterusu endometriyum epiteli ve endometriyum
bezlerinde goriilen pozitif anti-VEGF boyamasi (immiin peroksidaz, Hematoksilen zit
boyamast), X100.

Sekil 58. Kontrol grubu gebelik 5. giin uterusu endometriyum epiteli ve endometrium
bezlerinde goriilen pozitif anti-VEGF boyamasi (immiin peroksidaz, Hematoksilen zit
boyamasi- ok basi: endometriyum epiteli, yildiz: endometriyum bezi, ince ok: desidua
hiicresi), X400.
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Sekil 59. Kontrol grubu gebelik 20. giin uterusu endometriyum dokusunda anti-VEGF negatif
boyanma (immiin peroksidaz, Hematoksilen zit boyamasi), X100.

Sekil 60. Kontrol grubu gebelik 20.glin uterusu endometriyum epiteli ve endometriyum
bezlerinde goriilen pozitif anti-VEGF boyamasi (immiin peroksidaz, Hematoksilen zit
boyamasi), X40.
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Sekil 61. Kontrol grubu gebelik 20.giin uterusu endometriyum epitelinde goriilen pozitif anti-
VEGF boyamas1 (immiin peroksidaz, Hematoksilen zit boyamasi- ok basi: endometriyum
epiteli, ince ok: desidua hiicresi), X400.

Sekil 62. Kontrol grubu 20. giin plasenta dokusunda anti-VEGF negatif boyanma, (immiin
peroksidaz, Hematoksilen zit boyamasi- md: maternal desidua, bp: bazal plak, kuyruklu ok:
dev hiicre, kalin ok: spongiyotrofoblast), X400.

68



Sekil 63. Kontrol grubu plasenta katmanlarinda goriilen pozitif anti-VEGF boyamasi (immiin
peroksidaz, Hematoksilen zit boyamasi- md: maternal desidua, bp: bazal plak, Ik: labirent
katmani), X100.

Sekil 64. Kontrol grubu plasenta bazal plaginda goriilen pozitif anti-VEGF boyamasi (immiin
peroksidaz, Hematoksilen zit boyamasi- kalin ok: spongiyotrofoblast, yarim ok basi: endotel
hiicresi), X400.
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Sekil 65. Kontrol grubu plasenta labirent katmaninda goriilen pozitif anti-VEGF boyamasi
(immiin peroksidaz, Hematoksilen zit boyamasi- uzun bash ok: sitotrofoblast, yarim ok basi:
endotel hiicresi), X400.

Sekil 66. Kontrol grubu plasenta labirent alaninda goriilen pozitif anti-VEGF boyamasi
(immiin peroksidaz, Hematoksilen zit boyamasi), X400.
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Sekil 67. Hipertiroidi grubu gebelik 5.giin uterusu endometriyum dokusunda anti-VEGF

negatif boyanma (immiin peroksidaz, Hematoksilen zit boyamasi), X100.
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Sekil 68. Hipertiroidi grubu gebelik 5.glin uterusu endometriyum epiteli ve endometrium
bezlerinde goriilen pozitif anti-VEGF boyamasi (immiin peroksidaz, Hematoksilen zit

boyamasi), X100.
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Sekil 69. Hipertiroidi grubu gebelik 5.giin uterusu endometriyum epiteli ve endometrium
bezlerinde goriilen pozitif anti-VEGF boyamasi (immiin peroksidaz, Hematoksilen zit
boyamasi- ok basi: endometriyum epiteli, yildiz: endometriyum bezi), X400.

Sekil 70. Hipertiroidi grubu gebelik 20. giin uterusu endometriyum dokusunda anti-VEGF
negatif boyanma (immiin peroksidaz, Hematoksilen zit boyamasi- ok basi: endometrsyum
epiteli; yildiz: endometriyum bezi), X400.

72



Sekil 71. Hipertiroidi grubu gebelik 20. giin uterusu endometriyum epiteli ve endometrium
bezlerinde goriilen pozitif anti-VEGF boyamasi (immiin peroksidaz, Hematoksilen zit
boyamasi), X10

Sekil 72. Hipertiroidi grubu gebelik 20. giin uterusu endometriyum epiteli ve endometrium
bezinde goriilen pozitif anti-VEGF boyamasi (immiin peroksidaz, Hematoksilen zit boyamasi-
ok bast: endometriyum epitel, yildiz: endometriyum epitel bezi, yarim ok basi: endotel
hiicresi), X400.
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Sekil 73. Hipertiroidi grubu gebelik 20.giin plasenta dokusunda anti-VEGF negatif boyanma
(immiin peroksidaz, Hematoksilen zit boyamasi- md: maternal desidua, bp: bazal plak, Ik:
labirent katmani), X100.

Sekil 74. Hipertiroidi grubu plasenta bazal plaginda goriilen pozitif anti-VEGF
boyamasi,(immiin peroksidaz, Hematoksilen zit boyamasi- kalin ok: spongiyotrofoblast,
kuyruklu ok: dev hiicre), X400.
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Sekil 75. Hipertiroidi grubu plasenta labirent plaginda goriilen pozitif anti-VEGF boyamasi
(immiin peroksidaz, Hematoksilen zit boyamasi- uzun ok bast: sitotrofoblast, yarim ok basi:
endotel hiicresi), X400.

WESTERN BLOT BULGULARI

Bolgesel ekspresyonlart immunohistokimyasal olarak incelenen SPARC ve VEGF
proteinlerinin, Western Blot protein analizi yontemi ile uterus ve plasenta dokularindaki genel
protein ekspresyon diizeyleri incelendi.

SPARC Western Blot Bulgular:

5. glin ve 20. giin gebelik gruplarindan alinan uterus ve 20. giin gebelik grubundan
alan plasenta dokularinin SPARC ekspresyonun Western blot bulgular1 Sekil 76’de grafik
olarak verilmistir. Yapilan analizlerde, SPARC ekspresyonu hem uterus hem de plasenta

dokularinda, hipertiroid gruplarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak azalma

gostermistir (P<0.05; Sekil 76-79)
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SPARC bant yogunluk analizi  @Kontrol
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*: P<0.05; Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degisiklik gostermistir.

Sekil 76. Kontrol ve hipertiroidi gruplari uterus ve plasenta dokusunda SPARC protein
ekspresyon diizeyi

Kontrol Grubu ‘ Hipertiroid Grubu

SPARC :--- -

B-Aktin ‘. - . I

Sekil 77. Kontrol ve hipertriodi gruplar1 5. giin uterus dokularinda SPARC protein
ekspresyonu

Kontrol Grubu Hipertiroid Grubu

SPARC i‘_ R —
La—
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Sekil 78. Kontrol ve hipertriodi gruplar1 20. giin uterus dokularinda SPARC protein
ekspresyonu
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Kontrol Grubu Hipertiroid Grubu
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Sekil 79. Kontrol ve hipertriodi gruplari plasenta dokularinda SPARC protein ekspresyonu

VEGF Western Blot Bulgular

5. glin ve 20. giin gebelik gruplarindan alinan uterus ve 20. giin gebelik grubundan
alinan plasenta dokularinin VEGF ekspresyonun western blot bulgularina ait bant yogunluk
analizleri Sekil 80’de grafik olarak verilmistir.

Uterus 5. giin dokularinda hipertiroidi grubunda VEGF ekspresyonunun arttigi tespit
edilmistir (P<0.05; Sekil 81). 20.giin uterus dokularinda VEGF ekspresyonu hipertiroidi
grubunda azalma gostermistir (P<0.05; Sekil 82). Hipertiroidi plasenta dokusundaki VEGF

protein miktarindaki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (P>0.05; Sekil 83).
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*: P<0.05; Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degisiklik gostermistir.

Sekil 80. Kontrol ve hipertriodi gruplari uterus ve plasenta dokusunda VEGF protein
ekspresyon diizeyi

Kontrol Grubu ‘ Hipertiroid Grubu
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Sekil 81. Kontrol ve hipertriodi gruplarinda 5. giin uterus dokularinda VEGF protein
ekspresyonu
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Sekil 82. Kontrol ve hipertiroidi gruplarinda 20.giin uterus dokularinda VEGF protein
ekspresyonu
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Sekil 83. Kontrol ve hipertiroidi gruplarinda plasenta dokularinda VEGF protein ekspresyonu.
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TARTISMA

Viicutta metabolik olaylarin gergeklesmesi ve saglikli devam etmesi i¢in tiroid
hormonlarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Herhangi bir sebeple tiroid hormonlarinin serumda
normalden daha az olmasi1 veya daha fazla olmasi1 metabolik olaylar1 olumsuz etkilemektedir.
Bu sebeple patolojik bulgular, birgok organda gozlenebilir. Yapilan calismalarda, tiroid
hormonlarinin serum seviyelerine bagl olarak farkli dokular farkli sekilde etkiledigi ortaya
konmustur. Tiroid hormonlari komplikasyonlart serum TSH, T4 ve T3 seviyeleri ile bulgu
verir (11).

Tiroid bezinin kontrol Hipotalamo-hipofizer aksi tarafindan geri besleme mekanizmasi
ile kontrol edilir. Hipotalamustan salgilanan TRH hipofizi uyararak TSH salinimini artirir.
Kanda artan TSH konsantrasyonu, tiroidi uyararak tiroid hormonlarinin iiretilmesini ve kanda
seviyelerinin artmasina sebep olur. Artis yeterli seviyeye ulastiginda hipofizin TSH {iretimini
azaltmas1 ve tiroid bezinin uyarilmasini durdurmasi i¢in hipofiz uyarilir ve TSH salinimi
azalir. Boylece tiroid hormonu, kendi seviyesinin negatif geri besleme mekanizmas: ile

kontrol eder (6).

Hipertiroidi serumda yiiksek seviyede Ts; ve T, diisik seviyede TSH ile
karakterizedir. Serumda tiroid hormonlarinin yiliksek seviyede olmasinin bir¢ok nedeni
olabilir. Klinik olarak en yaygin sebebi, otoimmiin bir hastalik olan Graves hastaliginda,
viicudun fazla oranda IgG yapida TSH antikoru iiretmesidir. Bu antikorlar, geri besleme
mekanizmasindan etkilenmeden tiroid bezi ilizerindeki TSH reseptorlerine baglanip tiroidin

stirekli uyarilmasini saglar (26).
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Graves hastaligindan sonra hipertiroidinin en yaygin sebepleri toksik multinodiiler
guatr (Plummer Hastaligi) ve toksik adenom hastaliklaridir. Her iki hastalikta tiroid
dokusunda gelisen nodiiller, TSH uyarimina ihtiya¢ duymadan siirekli tiroid hormonu
uretirler.

Deneysel hipertiroidi farklt yontemlerle olusturulmaktadir. Giiniimiizde gelisen
molekiiler biyolojik tekniklere bagl olarak tiroid hastaliklarina ait ayr1 ayr1 deneysel modeller
olusturulabilmektedir. Bu teknikler arasinda en yaygin, olan1 rekombinant DNA kullanimai ile
modeli olusturulmak istenen hastaliga bagli olarak, tirod bezinin siirekli c¢aligmasini
saglayacak transgenik hayvanlar iretmektir. Belirli dozajlarda LT, ve LT3 uygulamali
deneysel hipertiroid modeli, hastaliklarinn sebeplerinden bagimsiz olarak hepsinin ortak
komplikasyonu olan serum tiroid hormonu seviyesini artirarak olusturulmaktadir. Deneyin
sartlarina bagl olarak LT4veya LTs yada ikisi birden uygulanir (26). T3 tiroid hormonunun
aktif hali olup yarilanma 6mrii ve etki siiresi kisadir. Tiroidden salgilanir, periferde ise T4 ten
Ts’e cevrilerek tretilir. LT4, prohormon olarak gorev yapar, sadece tiroidden salgilanir.
Yarilanma hizi uzundur bu sebeple LT, varliginda tiroid etkisi kontrollii ama siireklidir. Bu
caligmada, serum fizyolojik i¢inde 250 mcg/kg konsantrasyonunda LT, subkutan enjeksiyon
yolu ile uygulandi. Bu oranm, hem c¢alismamizda hem diger ¢aligmalarda metabolizmada
hipertiroid komplikasyonlar1 olusturmaya yeterli bir oran oldugu ortaya konmustur.
Hipertiroid ¢aligmalarinda uygulanan tiroid hormonu dozaji, komplikasyonlarin karakterini,
siddetini ve siiresini etkileyen faktorlerdir.

LTs uyarimli deneysel hipertiroid modelinde, insan hipertiroid durumuna benzer
olarak serum T3 ve T, oraninda artis, TSH seviyesinde azalma tespit edilmistir. Gruplardan
alman tiroid bezi histolojik kesitlerinin rutin 151k mikroskobu incelemesi, hipertiroid
komplikasyonlarinin organ morfolojisi seviyesinde ortaya ¢iktigini gostermektedir.

Hipertiroidinin iireme sistemi fizyolojisi ve morfolojisini etkiledigi yapilan
arastirmalarla ortaya konmustur. Bu etkilerin hangi mekanizmalar iizerinden oldugu ve
fizyolojisi tam olarak bilinmemektedir. Buna bagli olarak, hipertiroidi hastasi annenin
gebeligi siiresince gelisen komplikasyonlar ve mekanizmalar tam olarak aydinlatilmamistir.
Gebeligin olusumundan, devamina ve doguma kadar olan stirecte tiroid hormonlarinin farkl
gorevleri oldugu bilinmektedir.

Hipertiroidi yiiksek miktarda tiroid hormonu seviyesinden dolayr metabolizmay1
hizlanidirir ve lipid oksidasyonu, protein yikimi, glikoz kullanimini artirir. Kas sisteminde

kasilma artar, eritropoez artar, GIS’te besin emilim mekanizmas1 bozulur (17). Karacigerde
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enzim miktar1 ve karaciger lezyonlari artar. Kemik dokusunda ise GH, IGF’in salinimi artar
(9). Kemik metabolizmasi hem ossifikasyonun hem kemik yikimin artistyla bozulur.
Hiperkalsemi gelisir (20). Ureme sisteminde ise menstruasyonda diizensizlik, uterusta
Ostrojen direnci, Ostrojen miktarinda artis goriiliir. Gebelik siirecinde prolaktinin azaldigi,
dozaja bagl olarak bir batindaki dogum sayisinin diistiigii, implantasyon oraninin distigii
tespit edilmistir (26).

Calismamizda, hipertiroidin gebelik {izerindeki etkilerini anlamak iizere 5. glin ve 20.
giin gebelik gruplar1 olusturulmustur. Uterus ve plasenta dokularinin immunohistokimyasal
analizinde uterusta; endometrium epitel ve endometrium bez epiteli hiicreleri, plasentada;
bazal plak ve labirent katmani incelenmistir. Bulgular uterusta 100 hiicredeki pozitif hiicre
sayist; plasentada bazal plakta mm?de pozitif hiicre sayisi, labirent katmaninda ise mm?’de
semikantitatif degerlendirme ile edilmistir. Proteinlerin dokuda protein diizeyindeki
ekspresyonu ise WB araciligryla tayin edilmistir.

Ik kemik dokuda ve tiimdr bazal membraninda tespit edilen glikoprotein yapidaki
SPARC molekiilii, dokularin yenilenmesi sirasinda ECM’nin diizenlenmesini saglar (39).
Hiicrenin adhezyonunu engelleyerek ve yuvarlanmasini saglayarak, hiicrenin ECM ve diger
hiicreler ile irtibatin1 en aza indirger. Boylece hiicrenin proliferasyonunu engellemis olur.
Kalsiyum baglayict bir proteindir, kalsiyumun varligi kararliligini artirir.  Biiytime faktorleri
ve kollajenlerle baglandigi bilinmektedir.

Uterus dokulart SPARC pozitif hiicreler agisindan incelendiginde bir calismada,
Wever ve ark. (1988) endometrium bez epitel hiicrelerinde ve bazal membraninda
immiinohistokimyasal olarak tespit edememis ise de; in situ hibridizasyonla bez epitel dokuda
SPARC ekspresyonu oldugu bilgisini vermislerdir (41). Calismamizda ise, biitiin gruplarda
endometrium epitel ve bez epitel hiicreleri sitoplazmasinda belirgin pozitif boyanma
gbriilmiis, epitel bazal membraninda belirgin bir boyanmayla karsilasilmamustir. Istatistiksel
analiz sonucu 5. giin gebeliklerde kontrol grubu ve hipertiroid grubu arasinda anlamli bir
farklilik bulunmamistir. Uterus dokusu protein diizeyi ekspresyonunda ise 5. giin hipertiroid
grubunda SPARC ekspresyonunda azalma gozlenmistir (P<0.05).

Yirminci giin uterus endometrium epitel ve bez epitel hiicrelerinde,
immunohistokimyasal incelemede SPARC ekspresyonu hipertiroid grubunda anlamli bir
azalma gostermistir. Uterus dokusu protein diizeyi WB ile analiz edildiginde benzer sekilde

hipertiroid grubunda anlaml1 bir azalma tespit edilmistir.
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Plasenta bazal katmanda SPARC ekspresyonu immiinohistokimyasal bulgulari her iki
grup arasinda anlaml bir farkliligin olmadigin1 gostermektedir. Bazal katmanda plasentanin
maternal kismi olan desidua tabakasinda ekspresyona rastlanmamistir. Desidua katmaninin
hemen altinda bulunan dev hiicrelerde belirgin pozitif boyanma gozlendigi gibi, belirgin
negatif boyanmalar da gdzlenmistir. Yogun boyanmanin oldugu tabaka sitotrofoblast
tabakasidir. Sitoplazmik olarak boyanan sitotrofoblast tabakasinda endotel hiicrelerinde de
boyanma goriilmiistiir.

Labirent katmaninda, SPARC’in immiinohistokimyasal incelemesinde, hipertiroidi
grubu anlamli bir artis gostermistir. Labirent katmaninda SPARC ekspresyonu hem
sitoplazmik hem ECM’de goriilmiistiir.

Uterusun gebelik Oncesi 0zelleserek desidua tabakasini olusturmasi implantasyonun
basarili olmast icin Onemlidir. Endometrium stroma tabakasinin farklilasarak desiduaya
dontismesi TGFB-1 kontroliinde gergeklesir. ECM proteinlerinin sentezini ve bag dokunun
sekillenmesini kontrol eder. Fibroblastlar iizerine yapilan bir arastirmada, TGFB-1’in SPARC
ekspresyonunu artirdigt gozlenmistir. Bununla paralel olarak, fare mezengiyal hiicreleri
tizerinde yapilan ¢alismada ise SPARC’in TGFB-1’1 artirdig: tespit edilmistir (40).

Calismamizda TGFB-1 ekspresyonu immiinohistokimyasal olarak incelenmis gebelik
5. glin uterus endometrium epitel ve bez epitel hiicrelerinde ekspresyon hipertiroid grubunda
anlamli olarak azaldigr goriilmistiir. 20. giin uterus dokusu endometirum epitel ve bez
epitelinde hiperitorid grubu, anlamli bir artig gostermistir.

Plasenta dokusunda ise bazal plakta immiiniihistokimyasal incelemede TGFB-1 pozitif
hiicre sayis1 hipertiroid grubunda kontrole gore artis gostermistir. Labirent katmaninda ise
semikantitatif degerlendirme hipertiroid grubunda azalmanin oldugu tespit edilmistir.

Plasenta gelisimi ve uterus fizyolojisinde dnemli rolii olan VEGF anjiyogenik faktor
olarak bilinir. Endotel hiicreleri tarafindan salgilanir. ECM’yi kontrol ederek vaskiilogenez
ve anjiyogenezi tetikler. ECM’de kollajenaz aktivitesini tetikleyerek endotel
proliferasyonunu uyarir.  Antianjiyogenik olarak endotel gecirgenligini kontrol eder ve
hiicrelerin korumasindan sorumludur. Clark ve ark. (1998) ilk trimester ve son trismesterde
elde edilen insan desidua ve plasenta dokularinda yaptiklarit VEGF immiinohistokimya analizi
term plasenta villuslarindaki trofoblast hiicrelerinin boyanma gostermedigini, villus
stromasinda pozitif boyanma gorildiiglinii tespit etmislerdir. Endometrium epiteli,
endometirum bez epitelinde ve bazi desidua hiicrelerinde her iki trimesterde pozitif boyanma

goriilmiis fakat her iki grup arasinda istatistiksel olarak farklilik gozlenmemistir (51).
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Calismamizda kontrol grubuna gore hipertiroid grubunda 5. giin uterus endometirum
epitel ve bez epitel hiicrelerinde, immiinohistokimyasal anti-VEGF pozitif hiicre sayisinda
azalma goOzlenmistir. Protein dilizeyi ekspresyonda ise hipertiroid grubunda artma
gozlenmistir. Endometriyum epitel ve bez epitel hiicrelerinde immiinohistokimyasal bulgular
anlamli farklilik géstermezken dokuda protein diizeyi ekspresyon hipertiorid grubunda azalma
gostermistir.

Plasenta dokusu VEGF immiinohistokimyasal incelemesinde hipertiroid grubunda
anlaml olarak daha fazla pozitif boyanma tespit edilmistir. Labirent katmaninda ise benzer
sekilde hipertiroidi grubunda anlamli bir artis vardir. Western blot analizinde ise VEGF

ekspresyonu hipertiroidide artmis olsa da anlamli bir farklilik tespit edilememistir.

84



SONUCLAR

Bu calismada deneysel hipertiroid modelinde gebeligin farkli donemlerinde bazi

faktorlerin incelenmesi amaglanmistir.

250 mcg/kg dozda uygulanan L-tiroksin uyarimli sigan hipertiroid modelinde;

gebeliklerinin 5. ve 20. Giinde sakrifiye edilen hayvanlardan alinan uterus ve plasenta

dokularinda immiinohistokimyasal ve protein ekspresyonu degerlendirmeleri yapildi. SPARC

ve VEGF proteinlerinin uterus endometrium epitel ve bez epitel hiicrelerinde ekspresyonu

immiinohistokimyasal ve Westerm blot yontemiyle; SPARC , VEGF ve TGFB-1 protinleri

immiinohistokimaysal olarak incelendi.

1.

250 mcg/kg L-tirokisin uygulamasiyla olusturulan deneysel hipertiroidinin organ
diizeyinde morfolojik degisimlere sebep oldugu gozlendi.

Yapilan mikroskobik incelemede hiperitroid grubunda tiroid bezinde hasar olustugu
gozlendi.

Gebelik plasenta ve uterus dokularinda SPARC ekspresyonunun oldugu gozlendi.
SPARC ekspresyonunun erken donem gebelikte aktif rol oynamadigi gozlendi
(p>0.05).

SPARC  ekspresyonunun ge¢ donem  gebelikte hipertiroidi  ile  uterus
endometriyumunda artis gosterdigi, plasenta labirent tabakasinda ise azaldig1 gozlendi

(p<0.05).
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6. SPARC ekspresyonunun kontrol grubunda uterus dokusunda endometrium ve bez
epiteli ile baz1 stroma hiicrelerinde ekspres edildigi tespit edildi.

7. Hipertiroidide, endometriyum epitel ve bez epiteli dokusunda VEGF ve TGFp-1
ekspresyonlar1 5. glinde azalma gosterirken, 20. gilin gebelikte artis gostermistir.
(p<0.05).
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OZET

Hipertiroid tiroid hormonlar1 serum seviyesinin yiikselmesiyle tanimlanir. Ureme
sistemi de dahil olmak tiizere bir¢gok dokuda c¢esitli komplikasyonlara sebep olmaktadir.
Ureme sistemiyle ilgili implantasyon bagarisishigl, abortus, plasenta dekolmani, pre-
eklempsiye gibi hipertiroidin etkileri degismektedir. Calismamizda yer alan SPARC protein
ekstraseliiler matrkisin ve hiicre-matriks iletisimini sekillendiren matriseliiler bir proteindir.
Hipertiroididen etkilendigi bilinen vaskiiler endotelyal biiylime faktoriine (VEGF) direk
baglandig1 ve Doniistliriicii biiyiime faktorii f-1 (TGFB-1) ile etkilesim halinde SPARC’1n
fonksiyonel oldugu bilinmektedir.

Calismamizda farkli donem gebelikte hipertiroidinin sebep oldugu komplikasyonlarin
hiicresel diizeyde sebeplerinin aydinlatilmasina katkida bulunmay1 hedefledik. 24 adet disi
Sprague Dawley sigan 6 iiyeli halinde 4 gruba ayrildi ( kontrol 5. grup, kontrol 20. grup,
hipertiroid 5. grup, hipertiroid 20. grup). Hipertiroid grubuna 21 giin boyunca L-tiroksin
subkutan olarak uygulandi ve uygun erkek sicanlarla bir araya birakilarak gebelik gelismesi
saglandi. Vajinal smear ile gebelik tayini yapilan hayvanlar gebeligin 5. ve 20. giinlerinde
sakrifiye edilerek plasenta ve uterus dokulari alindi. Uterus endometrium ve bez epitel
hiicrelerinde 100 hiicrede pozitif hiicre sayis1 elde edilerek, plasenta bazal plak tabakasinda
mm?®de pozitif hiicre sayisi sayilarak, labirent katmaminda ise mm?®de semikantitatif
degerlendirme ile SPARC, VEGF and TGFB-1 immiinoreaktivitesi analiz edildi. Protein
seviyesinde SPARC ve VEGF ekspresyonunu anlamak icin 5. giin ve 20. giin uterus dokular1
ve plasenta dokusu Western Blot ile incelendi. Semikantitatif degerlendirme su sekilde

skorlandi; O=reaksiyon yok; 1=zayif reaksiyon, hiicre reaktivitesi 25%’in altindaysa, 2=orta
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reaksiyon, %25-50 arasindays; 3=kuvvetli reaksiyon, 50-75 arasindaysa ve 4=¢ok kuvvetli
reaksiyon %75°den fazlaysa.

Bulgu olarak, 5. giin hipertiroid endometrium ve bez epitel hiicrelerinde, control
grubuna gére SPARC ekspresyonunun anlamli degisme gostermedigi; VEGF ve TGFB-1 ‘in
ise azaldig1 gozlenmistir. 20. giin endometrium ve bez epitellerinde ise, hipertiroid grubunda
SPARC ekspresyonunun azaldigi, VEGF ve TGFB-1 ekspresyonunun arttigr gozlenmistir.
Plasenta bazal tabakada ise SPARC iki grup arasinda degisiklik gostermezken, VEGF ve
TGEFpB-1 kontrol grubuna gore hipertiroid grubunda artma géstermistir. Labirent katmaninda
ise SPARC ve VEGF semikantitatif analizle kontrol grubuna gore daha yiiksek skor alirken,
TGFB-1 daha diisiik skor vermistir. Western Blot bulgularinda ise 5. giin, 20. giin uterus
dokularinda ve plasenta dokusunda SPARC azalma gosterirken, VEGF ekspresyonu 5. giin
uterus dokusunda ve plasenta dokusunda artmis, 20. gilin uterus dokusunda azalma
gostermistir.

Sonug olarak hipertiroid ile birlikte uterus ve plasenta SPARC, VEGF ve TGFB-1
ekspresyonlar1 degismektedir. Hipertiroid VEGF and TGFB-1 ekspresyonlarini erken donem
gebelikte azalmasina sebep olurken SPARC’ta anlamli bir degisiklige sebep olmamasi erken
donem desidualizasyon siirecinde SPARC’la ayni igslevde olan diger matriseliiler proteinlerin
varligmm diisiindiirmektedir. Ge¢ donem gebelikte ise SPARC’in biliylime faktorleri ile
etkilesimi halinde oldugu disiiniilmektedir. SPARC’in diger biiylime faktorleri ile
etkilesiminin mekanizmasini anlamak i¢in daha ileri aragtirmalara ihtiya¢ vardir¢ Bu iletisimi
ortaya ¢ikarmak hipertiroidden kaynaklanan gebelik komplikasyonlarinin tedavisinde yeni bir

kap1 aralayabilir.

Anahtar Kelimeler: Hipertiroid, uterus, plasenta, SPARC, TGFB-1, VEGF.
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THE IMMUNOHISTOCHEMICAL ANALYSIS OF OSTEONECTIN
(SPARC) AND TGFB-1 DISTRIBUTION IN THE PLACENTA AND
UTERIN TISSUES OF PREGNANT RATS WITH
EXPERIMENTALLY INDUCED HYPERTHYROID
SUMMARY

Hyperthyroidism is defined with high blood levels of thyroid hormones. As for
reproductive system, hyperthyroidism causes various complications such as miscarriage and
pre-eclempsia. In addition, SPARC is a matricellular protein to regulate the organization of
extracellular matrices and cell-matrix interactions. It binds directly to Vascular endothelial
growth factor (VEGF) and also interacts with Transforming Growth Factor B-1(TGF B-1)
which the expression levels also change in hyperthyroidism, in addition to various growth
factors .

In our study, we aim to contribute to the underlying mechanism of the complications
because of hyperthyroid during pregnancy in different stages. Twenty four female rats are
divided into four groups (control 5"day, control 20"day, hyperthyroid 5"day and
hyperthyroid 20™day; n=6 for each). L-thyroxine are administered to animals for 21 days to
establish hyperthyroid and then mate with male rats to develope pregnancy. With vaginal
smear analysis, the pregnancy are identified. In the 5"day and 20"day of pregnancy, the
animals are sacrified; the immunoreactivity of SPARC, TGFB-1 and VEGF protein expression
are analysed in placenta and uterine tissues. The protein expression level of SPARC and
VEGF are detected by Western Blot in palcenta and uterine tissue. 20"day placenta sections

are analysed by counting the number of positive cells per mm? whereas 5"and 20"day uterine
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sections are graded with semiquantitative scoring system as described. The intensity of
staining with antibodies are subjectively scored; O=nonreactivity; 1=weak, individualized cell
reactivity in <25% of magnified area; 2=mild to moderate reactivity in <50% of magnified
area; 3=strong reactivity in <75% of islets; and 4=very strong reactivity in >75% of
magnified area.

As a result, we observed that in hyperthyroid endometrium epithelial and glandular
epithelial cells, the expression of SPARC does not change in comparison to control group
whereas that of VEGF and TGFp-1 decrease in 5™ day. In 20™ day uterine endometrium and
glandular epithelial cells, the expression of SPARC decreases whereas that of VEGF and
TGFp-lincrease. In placenta basal plate of hyperthyroid groups, expression of SPARC has no
change, however immunoreactivity of VEGF and TGFp-1 increases comparing to control
groups. In the placenta labyrinth zone, SPARC and VEGF show higher score; TGFB-1 shows
lower score in comparison to control group with semiquantitative analysis. As for Western
Analysis, in placenta and uterine tissues of hyperthyroid groups, SPARC band intensity
decreased when they were compared to control groups. VEGF expression in 5" day uterine
and placenta in hyperthyroid group increased wheras it decrased in hyperthyroid 20" day
uterine.

In conclusion, SPARC, VEGF and TGFpB-1 are underlying proteins of the
complications of hyperthyroid in uterine and placenta tissues during pregnancy. Hyperthyroid
affect VEGF and TGFp-1 expression in uterine during pregnancy in the same profile when it
accounts for only endometrium. The results show that SPARC has not active role in the early
pregnancy. It could be the activity of other matricellular proteins which share the similar
function with SPARC. However in 20" day uterine, hyperthyroid changes SPARC expression.
In the early preganancy, it shows that SPARC does not have correlation with VEGF and
TGFp-1. Uderstanding the intearaction between SPARC and growth factors, further studies
are required. Understanding the interactions between them and the downstream and upstream
mechanisms contributes the treatments to prevent fertility dysfunctions because of
hyperthyroidism.

Keywords: Hyperthyroid, uterine, placenta, SPARC, TGFB-1, VEGF.
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